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Vorwort des Institutsleiters

Die Suche nach Wirkstoffen in der wissenschaftlichen und pharmazeutischen Forschung
erfolgt heute zunehmend nicht nur experimentell, sondern auch rechnergestiitzt mit bio-
informatischen Methoden. Eine konsequente Begleitung von Labor-Experimenten durch
Computer fiir den gesamten Prozess der Wirkstoffsuche ist jedoch noch nicht verwirklicht.
Das Beispiel der molekularen Modellierung konkreter Probleme macht den méglichen Nut-
zen eines engen Zusammenspiels beider Zugénge deutlich.

Diese Dissertation entstand am Fraunhofer Institut fiir Algorithmen und Wissenschaft-
liches Rechnen (SCAI) in der Abteilung fiir Bioinformatik sowie am Pharmazeutischen
Institut der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn. Das Fraunhofer Institut ist
unter anderem auf die Entwicklung bioinformatischer Werkzeuge zur Analyse experimen-
teller Daten, zur Vorhersage von Protein- bzw. Komplex-Strukturen und zur allgemeinen
Simulation von Molekiilen ausgerichtet.

Bei dem experimentell orientierten Pharmazeutischen Institut liegt der Schwerpunkt
auf dem Entwurf, der Synthese und der Untersuchung von potentiellen Wirkstoffen. In
dieser Arbeit konnten also die Erfahrungen und Ressourcen aus beiden Bereichen genutzt
werden.

So sind hier dreidimensionale Modelle von experimentell nicht fassbaren Komplexen aus
Proteinen und Substraten unmittelbar vor der enzymatischen Reaktion berechnet worden,
ebenso Komplexe aus Liganden mit Rezeptoren, deren Strukturen bislang nicht bestimm-
bar sind. In SCAI entwickelte Software, insbesondere das Docking-Programm FLEXX und
der Poisson-Boltzmann-Solver in CamLab, wurde durch die Anwendung auf konkrete Sys-
teme an den experimentellen Daten validiert. Es zeigte sich, dass erst die Kombination
der verschiedenen Programme bzw. der ihnen zugrunde liegenden Modelle und Methoden
zuverlissige Aussagen iiber das modellierte System zulésst.

Die Rechnungen demonstrieren die Leistungsfahigkeit, aber auch die Grenzen der heu-
tigen Simulationsprogramme. Vor allem aber verschaffen solche Simulationen dem Expe-
rimentator Zugang zu sonst nicht beobachtbaren molekularen Verhéltnissen. Mit dieser
gewonnenen Information — sowie der weiterhin unerlésslichen menschlichen Fantasie und
Expertise — eroffnen sich neue Ansatzpunkte zur Planung weiterer Erfolg versprechender
Experimente.

Ulrich Trottenberg
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Kurzfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt die Rechner-gestiitzte Modellierung ausgewéhlter Protein-
Ligand-Komplexe. Ausgangspunkt fiir jede Modellierung sind Rontgen-Kristall-Strukturen.

Im ersten Fall werden Komplexe der HIV-Protease hinsichtlich der Bindestéirke zu ver-
schiedenen Liganden untersucht. MD-Simulationen eignen sich zwar prinzipiell zur Bestim-
mung von Bindestédrken, sind aber sehr aufwiindig. In der Hoffnung, einen Weg zur schnel-
len Abschitzung von Bindestérken zwischen verschiedenen Liganden und der HIV-Protease
zu finden, wird ein stark vereinfachender Ansatz gewihlt (continuum solvent-Modell, re-
lative Bindestéirken). Die molekularen Strukturen und Zusammenhéinge lassen sich zwar
qualitativ gut nachzeichnen, quantitative Aussagen sind jedoch nicht mit der erwiinschten
Genauigkeit zu erzielen.

Im zweiten Fall wird die Arbeitsweise zweier verwandter Enzyme (Phenylalanin-Hydr-
oxylase und Tyrosin-Hydroxylase) durch Erzeugung von Substrat- und Inhibitor-Komple-
xen studiert. Die Ergebnisse ermoglichen die Interpretation vieler, teils widerspriichlicher
experimenteller Befunde (Rontgen-Struktur-Daten, NMR-Studien und kinetische Messun-
gen) nach einem einheitlichen Konzept. Auf Grundlage der berechneten Strukturen kénnen
konkrete Reaktionsmechanismen vorgeschlagen werden, die praktisch iiberpriift werden
konnen.

Zuletzt werden drei-dimensionale Modelle von zwei G-Protein-gekoppelten Adenosin-
Rezeptoren erstellt, jeweils ausgehend von der Kristall-Struktur des eng verwandten Rho-
dopsins. Diese Homologie-basierte Modellierung der beiden Rezeptoren ist notwendig, da
sie als integrale Membran-Proteine strukturell nur sehr schwer charakterisierbar sind. Die
erzeugten Strukturen passen gut zu den verfiigbaren experimentellen Daten. Gleichzeitig
liefern die Modelle Hinweise auf die Ursachen fiir die trotz der engen Verwandschaft beider
Rezeptoren grofie Diskrepanz in ihren Ligand-Affinitdten. Auf der Grundlage dieser Model-
le kénnen nicht nur Crosslinker-Molekiile entworfen, sondern auch fiir Mutagenese-Studien
potentiell relevante Aminoséuren identifiziert werden, sodass die Qualitat der Modelle ex-
perimentell {iberpriifbar ist.
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1. Molekularbiologische Grundlagen

1.1. Einleitung

Diese Arbeit behandelt Proteine und ihre Wechselwirkungen mit anderen Molekiilen auf
atomarer Ebene. Proteine sind grundlegend an allen Vorgingen des Lebens beteiligt. Daher
werden zunéchst die molekularbiologischen und theoretischen Grundlagen ihrer Wirkungs-
weise vorgestellt.

1.1.1. Zellen

Die kleinste lebende Einheit ist die Zelle. Eine Zelle enthilt verschiedene organische Ver-
bindungen, die sich zu komplexen Strukturen, den Organellen, organisieren. Die zellulire
Organisation erhélt sich selbst unter kontinuierlichem Austausch von Stoffen und Energie
mit der Umgebung aufrecht. Zellen konnen mit dem Mikroskop beobachtet werden, wobei
auch subzelluldre Strukturen, Organellen, erkennbar sind (s. Abb. 1.1).

e Eine Lipid-Membran von ca. 40 nm Dicke umschliefit den Zellinhalt, der im wesent-
lichen aus Erbsubstanz und Stoffwechsel-Apparat besteht. Uber diese Membran wer-
den Stoffe und Informationen zwischen Innen- und Auflenraum ausgetauscht. Solche
Lipid-Membranen unterteilen aber auch das Zellinnere in verschiedene Kompartimen-
te:

— Der Zellkern enthélt das in eine Doppelmembran eingehiillte Erbgut.

— Das endoplasmatische Retikulum ist ein Netz aus feinen, membranumgrenzten
Kanilen, die mit der Kernhiille in Verbindung stehen.

— Der Golgi-Apparat besteht aus Stapeln von membranumschlossenen, Fliissig-
keits-gefiillten Scheiben, von deren Rand sich kleine Bldschen abschniiren.

— Mitochondrien sind ,,Zellen in einer Zelle® und als solche von zwei Membra-
nen umhiillt, von der eigenen und von einer der Wirtszelle (Endosymbionten-
Hypothese).

e Das Erbgut speichert die Informationen zum Aufbau von Proteinen in Form langer
DNS-Striange. Diese Striange sind Ketten aus Nucleinsduren. Es kommen vier ver-
schiedene Nucleinsidure-Bausteine vor; die jeweilige Reihenfolge ist die genetische In-
formation. Vor einer Zellteilung wird das Erbgut verdoppelt, sodass jede Tochterzelle
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Abbildung 1.1.: Prinzipieller Aufbau der Zelle: Eine Doppelschicht aus Lipiden umschlieit als
Zellmembran (1) den gesamten Inhalt. Der Zellkern (2) enthilt das Erbgut, seine Kern-Membran
steht in Verbindung mit dem Endoplasmatischen Retikulum (3). Im Golgi-Apparat (4) findet
die Nachbearbeitung von Proteinen statt. In den Mitochondrien (5) lduft ein grofler Teil des
Energie-Stoffwechsels ab. An den Ribosomen (6) des Cytosols werden die Proteine (7) hergestellt.
Die Ausschnitte zeigen submikroskopische Details aus der Membran (Lipid-Doppelschicht mit
integralem Protein) [59] und dem Cytosol (Enzym in wissriger Losung) [53].

wieder die gleichen Proteine daraus ableiten kann wie die Stammzelle. Bei jedem Ko-
piervorgang kénnen Verdnderungen im neuen DNS-Strang entstehen, die permanent
sind und wiederum kopiert werden.

e Die Erbinformation wird genutzt fiir die Synthese von Proteinen. Dazu werden von
Abschnitten der DNS kurzlebige Kopien (Boten-RNS) angefertigt und an den Ri-
bosomen in Proteine iibersetzt. Diese Proteine iiben definierte Wirkungen auf ihre
unmittelbare Umgebung aus.

e Katalytisch aktive Proteine bilden den Stoffwechsel-Apparat der Zelle. Als Stoffwech-
sel oder Metabolismus bezeichnet man die chemische Umwandlung von Stoffen in-
nerhalb der Zelle. Metabolite sind niedermolekulare organische Verbindungen, von
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denen entweder die chemische Energie (aus dem Abbau zu CO, und H,O) oder das
Molekiil-Geriist zum Erhalt der Zell-Struktur genutzt werden. Viele chemische Reak-
tionen laufen unter physiologischen Bedingungen nur mittels Katalyse durch Proteine
ab. Andere Proteine wiederum erméglichen den Informationsfluss innerhalb und zwi-
schen Zellen.

Ihre Eigenschaften als Katalysatoren oder Rezeptoren machen Proteine zu Ansatzpunk-
ten fiir eine medikamentose Therapie, da man iiber sie in das Stoffwechsel-Geschehen eines
Organismus eingreifen kann.

1.2. Proteine

1.2.1. Aufbau und Eigenschaften

Proteine sind kettenférmige Polymere aus a-Aminosduren (AS) mit diversen Substituenten
(Seitenketten, Ry, Ry, R3) am C,-Atom (s. Abb. 1.2 bzw. 1.3).

Seltenketten

A ALy e SR

H
Hau ptkette Hzo

Abbildung 1.2.: Unter Abspaltung von Wasser konnen AS zu langen Peptid-Ketten verkniipft
werden. Die Seitenketten stehen von der Hauptkette ab.

Die Amino-Gruppe eines Monomers wird jeweils mit der Sdure-Gruppe des nichsten Mo-
nomers iiber eine sogenannte peptidische Bindung verkniipft. Die Zahl der auf diese Weise
verkniipften AS bestimmt die Lénge der Hauptkette. Die Hauptkette eines Proteins besitzt
einen sog. N-Terminus mit einer freien NH3 -Gruppe und entsprechend einen C-Terminus
mit freier CO, -Gruppe. Die AS-Sequenz wird vereinbarungsgemifl vom N-Terminus her
angegeben, an dem auch die Biosynthese beginnt. Die Abfolge der miteinander verketteten
AS ist in der Nucleinsiure-Sequenz des Erbguts festgelegt. Der genetische Code umfasst
ein Repertoire von 20 verschiedenen AS. Ein Triplett von Nucleinsiduren in der DNS codiert
jeweils fiir eine bestimmte AS.

Je nachdem, welcher DNS-Abschnitt iibersetzt worden ist, unterscheiden sich die Pro-
teine voneinander in der Anzahl und in der Reihenfolge der miteinander verkniipften AS.
Folglich unterscheiden sie sich auch in ihrer Struktur und Funktion. Proteine, die nur in
einigen wenigen AS voneinander abweichen, und bei denen dieser Unterschied auf einem



H

O
+H3N)\(

O

Glycin
Gly/G

(@)

o

Valin
Val/V

U\’&O
+N
an o L

o}

Prolin
Pro/P

NH,
HaN
5

Asparagin
Asn/N

Aspartat
Asp/D

CHs

. o)

HaN
&

Alanin
Ala/A

H3N
o

Leucin

Leu/L

OH
O
+H3NIK

o

Threonin
Thr/T

Os_ _NH,

HsN
o

Glutamin

Gln/Q

Glutatmat
Glu/E

Kapitel 1 Molekularbiologische Grundlagen

OH
O
+H3N/[(
o

Serin

Ser/S

O
+H3N\’/5f
o

Isoleucin

Tle/1

OH
O
7

Tyrosin
Tyr/Y
(0]
o

"HaN” i

Phenylalanin
Phe/F

NHg"
o
+H3N£
o

SH

O
WL

O

Cystein
Cys/C

s~

H3N
o

Methionin
Met/M

Tryptophan

Trp/W

H

\N’\\N

0]

HaN

HaN

[
Histidin
His/H

HoN YN Hy'
N
H

~

o

Arginin

Arg/R

Abbildung 1.3.: Die 20 natiirlichen Aminosiduren (mit Abkiirzungen im Drei- bzw.

Buchstaben-Code)



1.2 Proteine 5

Kopierfehler bei der DNS-Verdopplung beruht, bezeichnet man als Mutanten. Eine Mutati-
on wird in Bezug zur Sequenz des Wild-Typs (Referenz) angegeben durch die urspriingliche
AS, ihre Position innerhalb der Sequenz und die neue AS.

Trotz ihres primér linearen Aufbaus sind Proteine massiv und kompakt geformt. Die
Hauptkette windet und faltet sich, sodass sich Abschnitte der Hauptkette und/oder der Sei-
tenketten untereinander beriihren. Der rdumliche Verlauf der Hauptkette legt die globale
Struktur des Proteins fest. Die Positionen der Seitenketten bestimmen die lokale Ober-
flichen-Struktur und konnen oft ohne Einfluss auf den Verlauf der Hauptkette variieren.

Funktion

Unter physiologischen Bedingungen liegt ein Protein in einer ganz bestimmten globalen
Struktur vor. Diese sogenannte native Struktur beruht auf dem individuellen Faltungspro-
zess und auf der AS-Sequenz; sie bedingt die einmalige Funktion eines Proteins in der Zelle:
Proteine treten mit anderen Molekiilen in Kontakt, entfalten ihre spezielle Wirkung und
l6sen sich wieder von ihrem Gegeniiber (s. Abb. 1.4).

Abbildung 1.4:

1. Das Enzym (E) bindet reversibel sein
Substrat (S).

2. Im Komplex mit dem Enzym findet
die meist irreversible chemische Umset-
zung des Substrates statt.

3. Die Produkte (P1 und P2) 16sen sich
wieder vom Protein.

Ein Teil der Oberfliche des Enzyms ist
dem Substrat komplementir (Bindeta-
sche).

W P1
P2

Sie bilden also erst einen Komplex, bevor eine chemische Reaktion stattfindet, d.h.
sie gehen reversible, nicht kovalente Bindungen mit speziellen Partner-Molekiilen ein. Die
kleinere Komponente eines solchen Komplexes wird generell als Ligand bezeichnet. Falls ein
oder mehrere Ligand-Molekiile durch das Protein chemisch umgewandelt werden, handelt
es sich bei dem Protein um ein Enzym und bei den Liganden um Substrate; falls eine
solche Reaktion durch den Liganden verhindert wird, bezeichnet man ihn als Inhzibitor des
Enzyms.

Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Die bindenden Krifte zwischen Ligand und Protein sind schwach, da keine kovalenten Bin-
dungen ausgebildet werden. Um dennoch einen stabilen Komplex zu bilden, miissen sich
die anziehenden Wechselwirkungen iiber eine moglichst grofie gemeinsame Kontaktfliche
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zwischen den Komponenten summieren. Meist sind die Komponenten eines Komplexes ein-
ander rdumlich und elektrostatisch komplementir (Schliissel-Schloss-Hypothese). Jede Ab-
weichung von der gegenseitigen Entsprechung verringert die Stérke der Bindung zwischen
den Komponenten. Die Bindetasche ist diejenige Region eines Proteins, deren Oberflichen-
Struktur zu einem speziellen Liganden passt. Oft ist die Bindetasche von unpolaren Resten
ausgekleidet. Innerhalb der Bindetasche eines Enzyms befindet sich das katalytische/aktive
Zentrum. Dabei handelt es sich um eine Gruppe von Atomen, die einen Weg erdffnet fiir
eine sonst unmogliche, in Gegenwart des Proteins aber spontan ablaufende Umwandlung
der Substrate. Die Oberfliche der Bindetasche ist meist so gestaltet, dass sie besonders
den Ubergangszustand, den die Substrate withrend der Reaktion durchlaufen, stabilisiert.
Dadurch, dass nur Molekiile, die genau in die Bindetasche eines Enzyms passen, umgesetzt
werden, bleiben andere Verbindungen auch trotz funktioneller Ahnlichkeiten unverindert.
So konnen die verschiedenen Molekiile aus dem zelluldren Stoffgemisch selektiv metaboli-
siert werden.

1.2.2. Raumliche Struktur

Die Haupt- und Seitenketten eines Proteins sind wegen der vorherrschenden Einfach-Bin-
dungen, mit denen die Atome untereinander verkniipft sind, leicht drehbar. Ein Protein
kann daher theoretisch fast unendlich viele rdumliche Strukturen einnehmen. Trotzdem fal-
tet sich die Hauptkette eines Proteins in der Zelle zu seiner speziellen natiirlichen Struktur.

Abbildung 1.5:  Sekun-
déir-Struktur-Elemente

werden durch H-Briicken
(schwarze Linien) zwi-
schen den Hauptketten
stabilisiert. Die Seiten-
ketten stehen bei «- ll
Helices radial von der
Helix-Achse ab und bei
B-Faltbliattern senkrecht

von der Faltblatt-Ebene
(alternierend).
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Der rdumliche Aufbau eines Proteins wird durch den Verlauf der Hauptkette beschrie-
ben (s. Abb. 1.5). Deren individuelle AS-Sequenz wird als Primdr-Struktur bezeichnet.
Kiirzere Abschnitte der Hauptkette organisieren sich unter gleichférmiger Anordnung un-
mittelbar aufeinander folgender Peptid-Gruppen zu Sekunddr-Struktur-Elementen. Bei ei-
ner «-Helix windet sich die Hauptkette um eine imagindre Achse, wobei die Carbonyl-
Gruppe einer AS eine H-Briicke zur NH-Gruppe der jeweils dritt- oder viertniachsten AS aus-
bildet. Die Seitenketten stehen etwa senkrecht von der Helix-Achse ab. Bei einem (5-Faltblatt
ist die Hauptkette gestreckt, sodass die Seitenketten abwechselnd von der einen oder an-
deren Seite weg weisen. Die parallele oder antiparallele Anordnung zweier solcher Strénge
wird durch H-Briicken zwischen den Hauptketten stabilisiert. Innerhalb eines solchen Se-
kundér-Struktur-Elements treten bestimmte AS besonders hiufig auf. Sequenz-Abschnitte,
die nicht zu diesen gut definierbaren Elementen gehéren, z. B. Ubergiinge zwischen zwei
definierten Bereichen oder lingere Schlaufen oder Knduel, werden im Fachjargon mit den
englischen Begriffen loops oder coils bzw. random coils bezeichnet.

Abbildung 1.6.: Die Tertidr-Struktur ist die Gesamt-Architektur des Proteins aus Sekundér-Struk-
tur-Elementen (links am Beispiel der Tyrosin-Hydroxylase [53]). Die Quartér-Struktur bezeichnet
die Zusammensetzung aus mehreren Monomeren (rechts, am Beispiel der dimeren HIV-Protease

[1])-

Die Tertidr-Struktur gibt den rdumlichen Verlauf der gesamten Hauptkette an und
schliefit die Anordnung von Abschnitten mit Sekunddr-Struktur-Elementen ein. Haufig
weisen Proteine trotz unterschiedlicher Sequenzen &hnliche Tertidr-Strukturen auf. Die
Sekundar-Struktur-Elemente organisieren sich zu zusammenhéngenden Domdnen, d. h.
funktionellen Untereinheiten innerhalb des Proteins. Ein Protein besitzt mindestens ei-
ne Doméne. Bilden zwei oder mehr Hauptketten einen funktionellen Komplex, spricht man
von Quartdr-Struktur. Ein solcher Komplex besitzt meist mehrere Doménen.

Da Struktur und Funktion eng miteinander gekoppelt sind, werden in Abschnitt 1.4
und 1.5 Methoden zur Struktur-Aufklérung und -Vorhersage behandelt.



8 Kapitel 1 Molekularbiologische Grundlagen

1.2.3. Exkurs: Die wassrige Umgebung

Die Faltung der Hauptkette eines Proteins geht zuriick auf Wechselwirkungen der Haupt-
und Seitenketten untereinander und auf Wechselwirkungen mit der Umgebung. Proteine
kénnen in der unpolaren Zellmembran, in der wissrigen Phase des Cytosols oder an der
Grenzfliche zwischen diesen beiden Medien angesiedelt sein. Wasser-Molekiile sind polar
und leicht beweglich und konnen sich daher im Feld einer elektrischen Ladung immer in der
energetisch giinstigsten Orientierung ausrichten. Das heifit, dicht neben einer Ladung wird
sich der gegensinnig geladene Pol des Wasser-Molekiils platzieren. Daher herrschen zwi-
schen polaren Molekiilen und Wasser zusétzlich zur universellen, aber schwachen van-der-
Waals-Anziehung (s. Abschnitt 2.1.2) starke elektrostatische, immer anziehende Wechsel-
wirkungen. Diese herrschen ebenso zwischen den Wasser-Molekiilen untereinander; darauf
beruht die hohe beobachtbare Kohésion des Wassers. Die O-Atome zweier Wasser-Molekiile
sind immer iiber ein H-Atom miteinander verbriickt: Ein Wasser-Molekiil, der Donor, stellt
sein H-Atom dem zweiten Wasser-Molekiil, dem Akzeptor, anteilig zur Verfiigung. Durch
seine zwei H-Atome und die zwei freien Elektronen-Paare am O-Atom kann ein Wasser-
Molekiil vier solcher H-Briicken gleichzeitig ausbilden. In fliissigem Wasser unterliegen
die H-Briicken einem stindigen Auf- und Abbau, da ihre Bindungsenergie nur maximal
10 kcal /mol betrigt und die Molekiile sich stéindig bewegen [116].

Ein gelostes Molekiil (allg.: Solut) ist umgeben von Lésungsmittel-Molekiilen (allg.:
Solvens). Die Schicht von Lésungsmittel-Molekiilen, die unmittelbaren Kontakt zum Solut
hat, wird als Solvat-Kifig bezeichnet. Bei Wasser als Losungsmittel konnen die Molekiile
innerhalb des Solvat-Kéafigs ihre H-Briicken untereinander nicht beliebig in alle Raumrich-
tungen ausbilden, sondern nur entlang der Kontaktfliche und zum restlichen Wasser hin,
nicht aber zum Solut. Dadurch wird die Beweglichkeit der Molekiile der Hydrat-Hiille ein-
geschriinkt, denn es werden mangels Alternativen weniger H-Briicken geldst (notwendige
Voraussetzung fiir eine Bewegung und eine erneute Kniipfung) als in freiem Wasser. Ein
Solut verringert somit die Bewegungsfreiheit der Solvens-Molekiile, und zwar proportional
zur Grofe seiner zu benetzenden Oberfliche. Dieser Verlust der Entropie des Wassers wird
minimiert, indem unpolare Molekiile oder Molekiilteile in Wasser zusammengedringt wer-
den, da sich so die zu benetzende Oberfliche verringert. Bei geladenen Molekiilen kann
die elektrostatische Anziehung den Entropie-Verlust iiberkompensieren, dadurch werden
sie monomer dispers gelost.

Die Umgebung geladener Gruppen durch eine Schicht von Wasser-Dipolen bewirkt zwei-
erlei: Erstens, das elektrostatische Feld der geladenen Gruppe wird abgeschirmt, die Kraft
der Ladung hat also eine verringerte Reichweite. Zweitens, die relativ feste Bindung der
Hydratschicht erschwert eine rdumliche Annéherung einer weiteren geladenen Gruppe an
die erstere. Das heifit, Wasser erschwert Kontakte geladener Molekiilen zueinander. Daher
finden die klassischen, iiber Ladungen gesteuerten organisch-chemischen Reaktionen (nuc-
leophile/elektrophile Substitutionen) in Wasser bei Raum- oder Kérper-Temperatur kaum
statt. Wechseln die Reaktionspartner aus dem wéssrigen Medium in ein unpolares, findet
eine Reaktion leichter statt. Auf diesem Prinzip beruht die enzymatische Katalyse: Inner-
halb eines Proteins, d. h. unter Ausschluss von Wasser, sind die elektrostatisch gesteuerten
Reaktionen wieder leicht moglich.
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1.3. Wirkstoff-Design

Zur Behandlung von Infektionskrankheiten wird die Achilles-Ferse des Erregers als Ansatz-
punkt fiir eine Blockade anvisiert. Dabei handelt es sich meist um ein Schliissel-Enzym
in einem seiner Stoffwechselwege. Es muss ein passender Wirkstoff eingesetzt werden, der
dort (und nur dort) bindet und damit das Funktionieren dieses Enzyms verhindert. Es gibt
zwei Strategien zur Identifizierung von Wirkstoffen [16]:

e Beim empirisch/heuristischen Ansatz wird (blind) erprobt, welchen Effekt ein beliebi-
ges, verfiigbares Molekiil auf das Ziel-Protein bzw. den Ziel-Organismus ausiibt. Aus
einer groflen Zahl von Molekiilen kénnen auf diese Weise nur zufillig Verbindungen
identifiziert werden, die die gewiinschten Eigenschaften aufweisen.

e Bei einem wissensbasierten Ansatz hingegen werden vorhandene Informationen ge-
nutzt, um entweder im Vorfeld der erwidhnten Reihenuntersuchungen die Brauchbar-
keit verfiigbarer Molekiile als Wirkstoffe abzuschéitzen oder um passende Wirkstoffe
zu entwerfen.

Beim Entwurf von Wirkstoffen orientiert man sich zunichst hiufig am Substrat bzw.
am Ubergangszustand und versucht ein Molekiil zu konstruieren, das eine #hnliche Struk-
tur besitzt, aber inert ist und nicht reagiert. Substrat und Wirkstoff nutzen die selben
Ankerpunkte innerhalb des Proteins. Substrat-Imitate sind jedoch in zweierlei Hinsicht
problematisch: Erstens miissen sich die natiirlichen Produkte wieder vom Enzym l&sen,
die Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat sind also von Natur aus im Hinblick
auf die grofite Umsatzrate optimiert, aber nicht unbedingt im Hinblick auf die gréfite Bin-
destirke. Zweitens kommen in Naturstoffen hiufig stereogene Zentren vor, die aufwindige
stereoselektive Synthesen bzw. Ausbeute mindernde Reinigungsschritte erfordern.

In der Praxis werden heuristische und wissensbasierte Methoden kombiniert, indem
Leit-Molekiile, die erwiesenermaflen fest binden, gezielt im Hinblick auf noch grofiere Affi-
nitdt modifiziert werden. Die Suche nach Leit-Molekiilen und die Optimierung dieser Leit-
Strukturen fiir eine Blockade des Ziel-Enzyms wird in zunehmendem Mafle mit Hilfe rech-
nergestiitzter Methoden durchgefiihrt.

Eine wesentliche Grundlage fiir die rationale Wirkstoff-Entwicklung ist dabei die Auf-
klarung der Struktur des Ziel-Proteins und des Bindemodus der Leit-Verbindung innerhalb
des Proteins. Nur diese Kenntnisse machen es moglich, Bindestidrken nach einem realitéits-
getreuen Modell in silico abzuschitzen und anschliefend in vitro zu bestéitigen.

1.4. Verfahren zur Aufklarung von Strukturen

Ausgehend von einem lebenden Gewebe, das eine Vielzahl von Proteinen enthéilt, bis hin
zum Verstindnis der Funktionsweise eines einzelnen Proteins aus einem solchen Gemisch,
ist es ein weiter Weg. Zur Aufklirung seiner Struktur muss das Protein rein und in aus-
reichenden Mengen gewonnen werden. Physikalische Methoden zur Struktur-Aufklarung
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(Rontgen-Kristall-Struktur-Analyse [6, 16], siche auch http://www-structure.1llnl.gov/

Xray/101index.html, Kern-Resonanz-Spektroskopie [20], siehe auch http://www.ch.ic.

ac.uk/local/organic/nmr.html) erfordern zwar grole Mengen an gereinigtem Protein,
liefern dafiir aber die zuverldssigsten Atom-Positionen. Gentechnik-basierte Methoden nut-
zen einzelne Proteine oder ganze Zellen als Werkzeuge fiir die Analyse anderer Proteine
[105, 135], siehe auch http://www.zum.de/Gentechnik/. Sie bendtigen weniger Ausgangs-
material, konnen aber nur Aussagen iiber bestimmte Bezugspunkte innerhalb des Proteins
liefern. Diese Methoden werden durch theoretische Verfahren wie Molekular Modelling und
Struktur-Vorhersage (s. Abschnitt 1.5) gewinnbringend ergéinzt: Anhand experimentell ge-
sicherter Eckpunkte wird die vorhergesagte rdumliche Struktur eines theoretischen Modells
bestétigt oder widerlegt. Lassen sich die experimentell und theoretisch erzielten Ergebnisse
zu einem stimmigen Gesamtbild vereinen, so liegen Atom-Koordinaten fiir eine plausible
Protein-Konformation vor, aus der man Struktur-Funktions-Beziehungen ableiten kann.

1.4.1. Rontgen-Kristall-Struktur-Analyse

Die Methode der Wahl zur Struktur-Aufkldarung von Proteinen oder anderen Makromo-
lekiilen (z. B. DNS) ist die Rontgen-Kristall-Struktur-Analyse (RKSA). Das Ziel-Protein
wird isoliert und in Losung angereichert, sodass daraus ein Protein-Kristall geziichtet wer-
den kann. Aus dem Beugungsmuster von Rontgen-Strahlen an diesem Kristall ldsst sich
die rdumliche Anordnung der Protein-Atome ableiten.

Rontgen-Strahlen werden an der Elektronen-Hiille jedes Atoms gestreut. Je hoher die
Elektronen-Dichte dort ist, desto stirker werden sie gestreut (H-Atome lassen sich daher
kaum beobachten). Bei einer regelméfiigen Anordnung der Atome im Kristall-Gitter iiber-
lagern sich die gestreuten Strahlen ebenfalls regelméfiig und bilden ein Interferenz-Muster.
Aus diesem Interferenz-Muster lédsst sich auf die rdumliche Verteilung der Elektronen-
Dichte innerhalb des Kristalls riickschliefflen. Den lokalen Schwerpunkten dieser berechneten
Elektronen-Dichte-Verteilung werden die Atom-Positionen zugeordnet, deren Gesamtheit
die rdumliche Struktur des Proteins ergibt.

Protein-Kristalle enthalten neben dem Protein immer auch Wasser und Pufferionen
[22]. Daher nimmt man an, dass auch im Kristall die natiirliche Konformation des Proteins
in Losung vorliegt. Dabei handelt es sich aber nicht um eine einzige Konformation, son-
dern ein ganzes Ensemble von Konformationen, zwar mit weitgehend {ibereinstimmendem
Verlauf der Hauptkette, aber mit oft abweichenden Positionen der Seitenketten. Zudem
schwingen die Atome durch ihre thermische Eigenbewegung um ihre Gleichgewichtspositio-
nen. Insofern kommen die Verhéltnisse im Kristall (Wasser-Gehalt, Konformationsvielfalt
und Vibrations-Bewegungen) den Verhiltnissen in Losung recht nahe. Allerdings schriinken
gerade diese Punkte die erreichbare Genauigkeit des Verfahrens ein, das ein moglichst ideal
geordnetes Kristall-Gitter voraussetzt.

Die Qualitdt der Kristalle bestimmt die Auflosung, d.h. welche Details der Elektro-
nen-Dichte-Verteilung noch ermittelt werden kénnen. In einigen Fillen konnen trotz gut
aufgeloster Elektronen-Dichte bestimmte Atome nicht eindeutig zugeordnet werden: Bei
freien Amid-Gruppen beispielsweise kann das vorliegende Rotamer nur anhand von hypo-
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thetischen H-Briicken-Mustern bestimmt werden, denn sowohl das N-Atom, als auch das O-
Atom der Amid-Gruppe besitzen ungefahr gleiche Streufaktoren und die N-gebundenen H-
Atome sind ohnehin nicht ,;sichtbar®. Weiterhin fiihren Fehlordnungen, Konformationsviel-
falt und Vibrationen dazu, dass nur eine mittlere Elektronen-Dichte-Verteilung registriert
werden kann. Daher sind in der Regel nur Auflésungen zwischen 1.5-3.0 A erreichbar. Sie lie-
gen damit in der Gréenordnung von Bindungsldngen (zum Vergleich: C-C-Einfachbindung
1.54 A). Oft kénnen daher die Positionen von besonders variablen Regionen (einzelne Sei-
tenketten oder Teile der Hauptkette) nicht angegeben werden. Die Zuverldssigkeit, mit der
eine bestimmte Atom-Position ermittelt werden kann, wird {iber den sog. kristallographi-
schen Temperatur-Faktor und die Besetzungszahl angegeben.

Nachteilig ist, dass diese Methode relativ grofle Mengen des zu untersuchenden Enzyms
erfordert. Aulerdem setzt das Verfahren voraus, dass das zu untersuchende Protein iiber-
haupt kristallisierbar ist, was in der Praxis eine ernstzunehmende Einschrinkung darstellen
kann. Kristallisation bedeutet, dass sich eine grofle Zahl identischer Proteine so organisiert,
dass alle Einzel-Proteine gleichartig ausgerichtet sind. Doch Proteine sind meist so kon-
zipiert, dass sie sich (unter physiologischen Bedingungen) gerade nicht zusammenlagern,
weder zu geordneten Kristallen, noch zu ungeordneten Aggregaten, um ihre Funktionsfihig-
keit zu erhalten.

Traditionell werden in der Rontgen-Kristallographie Absténde in der Gréflenordnung
von Bindungslingen (handlicher Werte wegen) in der Einheit Angstrgm [A] angegeben.
Dies wird im folgenden beibehalten.

1.4.2. NMR-Analyse

Der Gesamtspin eines Atom-Kerns ergibt sich aus der Summe der Spins der einzelnen Kern-
Bestandteile. Sind Neutronen- und/oder Protonen-Zahl ungerade, resultiert ein messbarer
Gesamtspin und damit ein nach auflen wirksames magnetisches Moment [120]. Proteine
lassen sich also auch mit magnetischer Kernspin-Resonanz-Spektroskopie (nuclear magne-
tic resonance, NMR) beobachten. Das hat den Vorteil, dass man ein unkristallisierbares
Protein auch in wissriger Losung untersuchen und seine Bewegungen verfolgen kann. So
kénnen mehrere Konformationen, die im dynamischen Gleichgewicht miteinander stehen,
parallel registriert werden.

Die Proben-Losung wird dazu in ein starkes Magnetfeld gebracht. Das magnetische
Dipolmoment von Atom-Kernen mit messbarem Spin (z.B. 'H, '*C) kann mit zusitzlich
eingestrahlten elektromagnetischen Wellen in Resonanz treten. Das erhiltliche Absorpti-
onsspektum liefert Informationen iiber die Art der Atom-Kerne und ihre unmittelbare
chemische Umgebung, denn die genaue Resonanz-Frequenz ist abhiingig von der Art der
Atom-Kerne und dem lokalen Magnetfeld, welches die Atom-Kerne umgibt. Das lokale
Magnetfeld um einen Atom-Kern setzt sich zusammen aus einem dufleren, geridtebedingten
Anteil und einem inneren, molekiileigenen Anteil, der auf Effekten der Elektronenhiille be-
ruht. Die Struktur der Elektronenhiille wiederum ist abhéingig von der Zahl und Art der
benachbarten Atom-Kerne. So kann jedem NMR-aktiven Kern eines Molekiils eine auf der
Konfiguration beruhende sog. magnetische Verschiebung zugeordnet werden. Schwierig ist
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allerdings die Zuordnung von einzelnen Signalen bei groflen Molekiilen mit sich wiederho-
lenden funktionellen Gruppen. Aulerdem benétigt auch dieses Verfahren grofie Mengen des
gereinigten Proteins, da die Empfindlichkeit durch die niedrige Ansprechrate der aktiven
Kerne und deren geringes natiirliches Vorkommen (bes. bei ¥ C-NMR) begrenzt ist.

1.4.3. Crosslinking und Massenspektroskopie

Bei bekannter Sequenz eines Proteins kann man iiber die Vernetzung von Seitenketten
mit sog. ,,Crosslinkern® die Entfernung zwischen diesen AS abschétzen. Crosslinker sind
gestreckte Molekiile, die reaktive Enden besitzen, mit denen sie an bestimmte Gruppen auf
der Protein-Oberfliche binden kénnen. Die Linge des Crosslinkers ist bekannt. Um fest-
zustellen, welche Seitenketten innerhalb der Sequenz verbunden worden sind, werden ver-
netzte und unvernetzte Proteine enzymatisch zerlegt. Das resultierende Fragment-Gemisch
wird massenspektroskopisch analysiert. Die Fragmente lassen sich aufgrund ihrer moleku-
laren Masse und der Spezifitdt der verwendeten Enzyme eindeutigen Sequenz-Abschnitten
zuordnen. So kann ermittelt werden, welche Abschnitte miteinander vernetzt wurden. Ver-
netzte Seitenketten miissen demnach in der nativen Konformation des Proteins in einer
Entfernung vorliegen, die zur Lénge des Crosslinkers passt.

1.4.4. Mutagenese-Studien

Inzwischen sind Mutagenese-Studien iiblich, um Struktur-Funktions-Beziehungen bei Pro-
teinen zu untersuchen, von denen nur wenig strukturelle Informationen verfiigbar sind [80].

Welche Seitenketten fiir die Funktion eines Proteins relevant sind, lisst sich daran erken-
nen, wie sich der absichtliche Austausch einzelner AS auf die Funktionsfdhigkeit auswirkt.
Trotz der Verdnderung einzelner Seitenketten behilt ein Protein in der Regel die native
Struktur der Ursprungs-Sequenz (Wild-Typ). Vergleicht man die kinetischen Eigenschaften
des Wild-Typ-Proteins mit denen der Mutanten, findet man meist, dass einige Mutationen
keinen beobachtbaren Effekt auf die Funktionsfihigkeit ausiiben, wihrend andere diese
drastisch beeinflussen. Die letzteren Seitenketten liegen sehr wahrscheinlich in der Binde-
stelle des Proteins und in enger Nachbarschaft zu katalytisch relevanten Seitenketten oder
zum Substrat.

1.56. Verfahren zur Vorhersage von 3D-Strukturen

Alle Eigenschaften eines Molekiils beruhen auf seiner Zusammensetzung und der aktuel-
len rdumlichen Struktur. Die Atome sind iiber kovalente Bindungen zwar eindeutig und
fest, aber nicht starr miteinander verkniipft. Je mehr frei drehbare Bindungen vorkom-
men, desto grofler ist die Zahl der moglichen Konformationen, die ein Molekiil einnehmen
kann. Die spezielle Funktion, die es im Korper ausiibt, beruht aber meist auf einer bzw.
einigen wenigen Grundstrukturen. Welche der sehr vielen mdglichen Konformationen ein
Protein tatsdchlich einnimmt, unterliegt physikochemischen Gesetzmifligkeiten. Statt den
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natiirlichen Faltungsprozess unter grofem Aufwand zu modellieren, kann man die wichtigs-
ten Auswirkungen dieser physikochemischen Prinzipien auf Protein-Strukturen durch die
Analyse bekannter Strukturen ermitteln. So leitet man empirische Kriterien ab, mit denen
eine Konformation schnell und effektiv einzuschétzen ist. Dadurch wird die riesige Zahl der
potentiellen Konformationen reduziert auf wenige, wahrscheinliche Moglichkeiten.

Die Atomkoordinaten von iiber 15500 Proteinen sind zur Zeit (Stand April 2002) in
der Protein Data Bank (PDB) verfiigbar (http://www.rcsb.org/pdb/ [40]). Sie wurden
meist durch RKSA oder NMR ermittelt, es sind aber auch einige berechnete 3D-Modelle
vorhanden. Auf dieser Basis wird nach Zusammenhéngen zwischen Primér-, Sekundér- und
Tertidr-Strukturen gesucht. Informationen, die man aus diesen Struktur-Daten gewinnen
kann, sind z. B. die Hiufigkeiten, mit denen bestimmte AS in Sekundér-Struktur-Elementen
auftauchen, die hdufigsten Rotamere von Seiten- oder Hauptketten, oder welche Faltungs-
Klassen auftreten. Als Faltungs-Klasse werden Proteine mit vergleichbarer nativer Struktur,
also dhnlichem Hauptketten-Verlauf, bezeichnet. Aus dem Quervergleich der Strukturen
lassen sich empirische Regeln ableiten, nach denen vorhergesagt werden kann, welche Kon-
formation ein Sequenz-Abschnitt mit hoher Wahrscheinlichkeit einnehmen wird.

Ob die fiir ein Molekiil vorhergesagte raumliche Struktur tatsichlich zutrifft, hingt ab
von der Grofle des Molekiils und den Informationen, die zusétzlich zur bloflen chemischen
Struktur verfiigbar sind. Um Einsicht in die Wechselwirkungen zwischen Proteinen und
ihren Liganden zu erhalten, miissen moglichst genaue Struktur-Informationen iiber ihre
Komplexe vorliegen. Bei der computergestiitzten Modellierung von Komplexen aus Protei-
nen und Liganden miissen zuerst fiir das Protein Atom-Koordinaten vorhanden sein, bevor
man dann einen Liganden in dessen Bindetasche platzieren kann. Man unterscheidet daher
zwei Gebiete der Struktur-Vorhersage: Die Vorhersage von Protein-Strukturen und die
Konstruktion von Protein-Ligand-Komplexen. Die jeweilige Problemstellung bestimmt die
verwendeten Methoden und die erreichbare Genauigkeit der Vorhersagen.

e Protein-Struktur-Vorhersage: Ist nur die AS-Sequenz eines Proteins bekannt, ver-
gleicht man sie mit den Sequenzen von Proteinen mit bereits bekannter Struktur (ver-
gleichende Modellierung/Homologie-Modellierung). Bei guter Ubereinstimmung mit
einer Struktur-bekannten Sequenz iibertrigt man deren Verlauf der Hauptkette auf
die fragliche Sequenz. Der genaue Verlauf der Hauptkette und die Positionen der Sei-
tenketten sind ungewiss; oft bleiben auch ganze Sequenz-Abschnitte, fiir die kein pas-
sender Vergleich zu finden ist, undefiniert. Eine anschlieBende Struktur-Optimierung
(s. Abschnitt 2.2.1) ist erforderlich, um eine Konformation fiir das fragliche Protein zu
erhalten, die nicht mehr von der Vorlage dominiert wird. Die Qualitidt der Vorhersa-
gen hiingt sehr stark vom Grad der Ubereinstimmungen zwischen Struktur-Vorlage
und fraglicher Sequenz ab. Existiert keine geeignete Struktur-Vorlage, kénnen nur
qualitative Vorhersagen (Abfolge von Sekundirstruktur-Elementen) iiber den mogli-
chen Verlauf der Hauptkette gemacht werden.

e Docking: Bei der Konstruktion von Komplexen wird nach der Konformation eines
bestimmten Liganden innerhalb der Bindetasche eines gegebenen Proteins gesucht,
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um die Bindestédrke zwischen beiden abzuschéitzen. Der Komplex wird ausgehend von
der atomar aufgeldsten Struktur eines Proteins und der chemischen Struktur eines
Liganden aufgebaut. Die Konformation der Bindetasche reduziert den Konformati-
onsspielraum des Liganden erheblich, denn die aktuelle Konformation des Liganden
muss zur Protein-Oberfliche passen. Durch diese Einschrinkungen der Konformati-
ons-Moglichkeiten kénnen Vorhersagen mit atomarer Auflosung gewagt werden.

Eine Ubersicht iiber die verschiedenen Ansitze und Algorithmen zur Komplex-Kon-
struktion findet sich bei Taylor et al. [126]. Im folgenden werden nur diejenigen Verfahren
zur Erzeugung von drei-dimensionalen Strukturen, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden,
erldutert.

1.56.1. Struktur-Vergleiche

Ob eine berechnete Struktur tatsdchlich fiir Funktionsuntersuchungen brauchbar ist, hingt
davon ab, ob sich das berechnete Ergebnis mit der Realitdt deckt. Um also zu priifen, ob
die verwendeten Verfahren Strukturen gut vorhersagen kénnen, miissen die Koordinaten
bereits bekannter Strukturen ,,nachtréglich vorhergesagt“, d.h. reproduziert werden. Dabei
wird eine hohe Ubereinstimmung der berechneten mit den experimentellen Koordinaten
erwartet. Die durchschnittliche Abweichung rmsd (root mean square deviation) zwischen
den N Atomen, die einander in den Strukturen A und B entsprechen, ist das Mafl zur
Beurteilung der Ubereinstimmung.
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Abbildung 1.7.: Um zwei im Raum verschobene Molekiile zu vergleichen, wird eine Struktur auf die
Koordinaten der anderen als Referenz-Struktur abgebildet. Die einander entsprechenden Atome
werden so um den Schwerpunkt rotiert, dass die Summe ihrer rmsd-Abweichungen minimal wird

[73).
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1.5.2. Homologie-basierte Struktur-Vorhersage

Homologie-basierte Struktur-Vorhersage beruht auf der Beobachtung, dass Proteine mit ver-
wandten Sequenzen auch dhnliche Strukturen aufweisen. Um von der bekannten Struktur
eines verwandten Proteins zur Struktur des fraglichen Proteins zu kommen, sind folgende
Schritte notwendig:

Sequenz-Alignment: Zunichst wird ein Protein gesucht, das der fraglichen Sequenz &dhn-
lich ist, dessen Struktur bekannt ist und als Vorlage dienen kann. Daher werden
Protein-Sequenzen miteinander verglichen, indem sich méglicherweise entsprechende
AS einander gegeniibergestellt werden. Die Ubereinstimmungen der fraglichen Se-
quenz mit derjenigen der Struktur-Vorlage sollte moglichst grof sein.

Threading: Die Positionen der Hauptketten-Atome werden von der Struktur-Vorlage fiir
die korrespondierenden AS der fraglichen Sequenz iibernommen.

Loop-Modellierung: Fehlende Abschnitte der Hauptkette miissen erginzt werden. Da kei-
ne Struktur-Informationen vorliegen, ist dies ein kritischer Schritt, der nur fiir kurze
Abschnitte einfach zu l6sen ist.

Seitenketten-Platzierung: Die Seitenketten werden nach Moglichkeit konservativ ergénzt,
d.h. unter weitgehendem Beibehalt der durch die Vorlage gegebenen Konformationen.
Dennoch sind Kollisionen unvermeidlich, die eine anschlieBende Struktur-Optimierung
notwendig machen.

Wieweit sich diese Schritte zufriedenstellend durchfiihren lassen und welche Zuverléssig-
keit der vorhergesagten Struktur mit diesem Verfahren erreichbar ist, hingt ab vom Grad
der Sequenz-Identitdt zwischen dem fraglichen Protein und der gewéhlten Vorlage. Bei le-
diglich 10 — 30 % Ubereinstimmung kann man den groben Verlauf der Hauptkette abschiit-
zen, bei 20 — 60 % Sequenz-Identitit konnen Sequenz-Abschnitte — meist mit definierten
Sekundér-Struktur-Elementen — einander zugeordnet werden. Im Bereich von 45 — 80 %
Sequenz-Identitéit sind die Liicken so klein, dass sie eventuell durch die Modellierung von
Verbindungssequenzen geschlossen werden konnen. Bei 65 — 95 % Sequenz-Identitét ist
die globale Struktur so eindeutig, dass auch Seitenketten mit hinreichender Zuverléssigkeit
platziert werden kénnen.

Sequenz-Alignment

Das Alignment dient dazu, den Grad der Identitdt und das mogliche Bestehen einer Homo-
logie zwischen Sequenzen festzustellen und gegebenenfalls Stammbaume zu erstellen. Mit
Homologie bezeichnet man Ahnlichkeiten zwischen Sequenzen, die auf der Abstammung
von einem gemeinsamen Vorfahren beruhen. Homologe Proteine verschiedener Spezies bil-
den Familien mit gemeinsamer, charakteristischer Architektur. Die fiir die Funktion es-
sentiellen Seitenketten oder Struktur-Elemente einer Familie sind nicht variabel, sondern
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kommen in allen Mitgliedern vor; sie sind konserviert. Andere Abschnitte variieren zwi-
schen den individuellen Vertretern der Familie. Mit Hilfe eines Sequenz-Profils aus einem
multiplen Sequenz-Alignment lassen sich bei einer Familie von verwandten Proteinen va-
riable Regionen von konstanten leicht unterscheiden: Das Profil listet fiir alle Positionen
innerhalb der Sequenz die Héufigkeit auf, mit der jede einzelne der 20 natiirlichen AS dort
vertreten ist. Unter dem Alignment versteht man den Vorgang, die AS zweier oder meh-
rerer Sequenzen einander so gegeniiber zu stellen, dass eine maximale Ubereinstimmung
erreicht wird.

Bei der Gegeniiberstellung zweier AS muss bewertet werden, ob diese einander entspre-
chen oder nicht. Das ist nur dann eindeutig zu beurteilen, wenn es sich um dieselbe AS
handelt. Dies ist aber nicht immer der Fall. Die 20 AS unterscheiden sich in Gréfle und
Polaritét ihrer Seitenketten (s. Abb. 1.3). Fiir jede mogliche Kombination sind daher in
einer Bewertungs-Matrix (BloSum-Matrix, Dayhoff-Matrix [24, 60]) empirische Parameter
aufgelistet, die jeder moglichen Zuordnung einen bestimmten Wert, zuweisen. Diese Parame-
ter sind so gew#hlt, dass Ahnlichkeiten hoch, und Abweichungen niedrig bewertet werden,
ihre exakten Werte lassen sich aber nicht biologisch begriinden. In Falle deutlicher Unter-
schiede bleiben in einer Sequenz ggf. einige AS ohne Entsprechung; dann werden Liicken
in das Alignment eingefiigt. Dies kann notwendig sein, wenn die Sequenzen unterschiedlich
lang sind und/oder Abschnitte signifikant voneinander abweichen.

Beim Vergleich zweier Sequenzen der Lingen n und m gibt es n-m Moglichkeiten, diese
einander gegeniiberzustellen Eine gegebene Zuordnung der vollstdndigen Sequenzen wird
bewertet nach der Summe aller Einzelwerte aus der Bewertungs-Matrix. Die Einfiihrung
von Liicken wird von der Bewertungs-Funktion ,bestraft“. Aus der Menge der moglichen
Alignments wird dasjenige mit dem besten Endwert gew#hlt. Die Qualitéit eines Alignments
héngt ab von den Parametern der Bewertungs-Matrix. Diese Werte werden aus der statis-
tischen Auswertung bekannter Protein-Klassen gewonnen, daher sind sie auf neue Protein-
Klassen unter Umstédnden nur eingeschrénkt iibertragbar. Der Artikel von C.Notredame
[106] schildert die Vor- und Nachteile verschiedener Algorithmen.

Threading

Nach dem Alignment wird die Sequenz in die Struktur-Vorlage ,eingefadelt, d.h. die Ko-
ordinaten der einander zugeordneten AS werden von der Vorlage fiir die fragliche Struktur
iibernommen. Liicken im Alignment haben keine strukturelle Entsprechung. Daher tau-
chen in der neuen Struktur entweder Unterbrechungen in der Hauptkette auf, oder aber
es werden Segmente nahtlos aneinander gefiigt, auch wenn zwischen ihnen zusétzliche,
yiberziahlige“ AS liegen.

Loop-Modellierung

Bei der Modellierung von Hauptketten-Abschnitten mit unbekanntem Verlauf zwischen
strukturell festgelegten Bereichen ist die Lénge der ungewissen Ubergangsstiicke entschei-
dend. Bei kurzen Ubergingen schrinken die Randbereiche die Moglichkeiten des Haupt-
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ketten-Verlaufs so stark ein, dass wenig Spielraum fiir Struktur-Alternativen existiert und
sichere Vorhersagen leicht moglich sind. Léngere Abschnitte kann man mosaikartig aus
Strukturen verschiedener Proteine zusammensetzen. Nach der Rosetta-Methode [36] wird
fiir kurze Sequenz-Fragmente (jeweils 3 und 9 AS) mit lokaler Ahnlichkeit zu einer bekann-
ten Struktur der jeweils hidufigste Hauptketten-Verlauf aus der PDB {ibernommen. Mit
diesem Verfahren gelingt es zwar, extrem unwahrscheinliche Konformationen auszuschlie-
en, gesicherte Informationen iiber den Verlauf der Hauptkette sind jedoch nur bedingt zu
erzielen. Das gleiche gilt auch fiir alternative Verfahren [125], sodass das Modellieren un-
bekannter Loops den kritischen Schritt bei der Homologie-basierten Struktur-Vorhersage
darstellt.

Seitenketten-Platzierung

Bereits im zweiten Schritt, beim Threading, werden von der Struktur-Vorlage auch die mit
der fraglichen Sequenz iibereinstimmenden Seitenketten-Positionen iibernommen, soweit
die Seitenketten einander entsprechen. Fiir kleinere oder gleich grofle Seitenketten steht
daher immer geniigend Raum zur Verfiigung. Ist die fragliche Seitenkette jedoch gréfier als
ihre Vorlage, ist zum einen ihre Orientierung, zum anderen ein ausreichendes Platzangebot
vollig ungewiss. Bei der vollautomatischen Ergéinzung durch CHARMm [18] (s. Abschnitt
2.2) wird eine gestreckte Standard-Konformation ausgehend vom C,-Atom erzeugt, unge-
achtet moglicher Kollisionen mit benachbarten Teilen des Proteins. Andere Verfahren ver-
suchen auf Grundlage einer Rotamer-Datenbank plausible Seitenketten-Konformationen zu
erzeugen [17]. Die dennoch mogliche gegenseitige Durchdringung von Seitenketten macht
in jedem Fall eine anschlieende Struktur-Optimierung erforderlich (s. Abschnitt 2.2.1).

1.5.3. Konstruktion von Komplexen: Docking

Mit dem Programm FLEXX [115] lassen sich flexible Liganden in die Bindetasche eines Pro-
teins einpassen oder ,docken®. Dabei geht man von der chemischen Struktur des Liganden
und von der Kristall-Struktur des Proteins aus. Die Region der Bindetasche muss eigens
festgelegt werden. Verschiedene Moglichkeiten fiir die Ligand-Konformation innerhalb der
Bindetasche werden parallel erzeugt und bewertet, sodass man schliellich einige hundert
Konformationsvorschléige erhélt.

Der Ligand wird von FLEXX an jeder frei drehbaren Einfachbindung in Fragmente
unterteilt. Bindungsldngen und -winkel werden beibehalten. Jedem Atom innerhalb eines
Fragmentes wird entsprechend seines Typs (Element und lokale chemische Umgebung) ei-
ne bestimmte Wechselwirkungsart und -geometrie zugewiesen. Fiir einen H-Briicken-Donor
beispielsweise erwartet man in einem Abstand von ca. 2 A in der Verlingerung seiner Bin-
dungsachse einen Akzeptor und umgekehrt. Um ein erstes, sog. Basis-Fragment in der
Bindetasche zu platzieren, werden jeweils drei Atome dieses Fragmentes zusammengefasst
zu einem Dreieck. Ebenso lassen sich die Atome der Bindetasche , triangulieren®. Dann wer-
den zueinander passende Dreiecke gesucht. Dabei wird nicht nur die Kantenléinge, sondern
auch die chemische Komplementaritdt der Eckpunkte beriicksichtigt. Es werden mehrere
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Fragmente eines Liganden parallel als Basis-Fragmente verwendet. Lassen sich dennoch
keine iibereinstimmenden Atom-Tripel finden, werden ersatzweise Paare von Ligand- und
Protein-Atomen miteinander verglichen. Das Basis-Fragment kann aber auch manuell auf
eine gewiinschte Referenz-Position gesetzt werden. Ist ein solches Fragment einmal plat-
ziert, wird jeweils das néchste daran angehéngt unter Beriicksichtigung passender Wech-
selwirkungen zwischen Ligand- und Protein-Gruppen. Jede Fragment-Platzierung wird be-
wertet nach einer einfachen und darum schnell berechenbaren Bewertungs-Funktion (LU-
DI [15]). Da die Fragmente gegeneinander drehbar sind (Rotation in 30°-Schritten), gibt
es fiir ein Fragment mehrere alternative Platzierungen. Nur die giinstigsten davon wer-
den fiir den nichsten Schritt des Ligand-Aufbaus beriicksichtigt. So erhilt man einige
hundert Vorschlige, wie der Ligand in der Bindetasche lokalisiert sein kénnte, geordnet
nach gréfiter Wahrscheinlichkeit im Sinne der verwendeten Bewertungs-Funktion. Diese
Bewertungs-Funktion verzichtet allerdings auf eine detaillierte Modellierung physikoche-
mischer Eigenschaften. Durch die diskontinuierliche Rotation der Fragmente kann eine
tatsdchlich giinstige Position oft knapp verfehlt werden; entweder, weil Wechselwirkungs-
partner zu weit voneinander entfernt sind, oder weil sie miteinander kollidieren. Um solch
qualitativ gute, aber lokal gespannte Platzierungen nicht filschlicherweise zu verwerfen,
wird auch eine gewisse Durchdringung von Atomen zugelassen. Die Platzierung eines Li-
ganden mit einer rmsd von 1.0-1.5 A zu seiner Referenz-Position wird als Treffer bewertet,
bei der der gedockte Ligand den gleichen Bindemodus wie die Referenz-Konformation be-
sitzt. Die Ungenauigkeiten der Bewertungsfunktion und der Atom-Positionen machen je
nach Anwendungszweck eine anschliefende Struktur-Optimierung erforderlich.



2. Theoretische Grundlagen

2.1. Proteine in wadssriger Losung

Im Folgenden wird beschrieben, wie die Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Ligan-
den auf molekularer Ebene im Rahmen dieser Arbeit modelliert werden.

Gleichgiiltig, ob Untersuchungen an einem Protein in vitro, also nafichemisch im Labor,
oder in silico, d. h. als Simulation im Rechner, durchgefiihrt werden: Bei beiden Anséitzen
wird das Protein isoliert von den anderen Bestandteilen einer Zelle beobachtet. Somit gehen
alle messbaren Effekte nur von dem ausgewé#hlten Protein aus. Bei solchen Experimenten
ist das zu untersuchende System also ein winzig kleiner Ausschnitt aus einer Zelle, ein
Wiirfel oder ein Tropfen, der eben nur diese eine Sorte von Protein enthélt. Die Zahl
der Atome bzw. Molekiile bleibt wihrend der Untersuchung konstant, ebenso die Gesamt-
energie dieses abgeschlossenen Systems. Es herrschen physiologische Bedingungen, also
Korper-Temperatur und Normal-Druck (37°C, 1013 mbar).

2.1.1. Molekiile und Zustdnde

Ein einzelnes Molekiil ist zusammengesetzt aus Atomen definierter Zahl und Sorte. Ein
Atom wiederum besteht aus einem Atom-Kern mit Element-spezifischer (positiver) Kern-
Ladungszahl und ebenso vielen negativ geladenen Elektronen. Die Atom-Kerne eines Mo-
lekiils sind durch die Elektronen in einer kovalenten Bindung miteinander verkniipft. Die
Verteilung der Elektronen fixiert die Atom-Kerne und ihre ndchsten Nachbarn in einer loka-
len Geometrie mit definierten Bindungsléngen und -winkeln. Das kovalente Verkniipfungs-
muster wird als Konfiguration des Molekiils bezeichnet. Trotz der eindeutig festgelegten
Konfiguration kann ein Molekiil in verschiedenen Konformationen vorkommen, d.h. die
Atome nehmen unterschiedliche Positionen relativ zueinander ein. Der aktuelle Zustand
des Molekiils ist charakterisiert durch seine jeweilige Konformation und die damit ver-
bundene potentielle Energie. Jedes Molekiil hat eine Grund-Konformation mit minimalem
Energie-Inhalt.

Durch die thermischen Bewegungen schwanken innerhalb eines Molekiils die Absténde
zwischen Nachbar-Atomen (Bindungslingen und -winkel) um einen Gleichgewichts-
wert ( Vibration). Auflerdem drehen sich Untergruppen innerhalb des Molekiils gegen-
einander (Rotation um Verbindungs-Achse). Die Zahl der méglichen Konformationen
eines Molekiils wichst exponentiell mit der Zahl der frei drehbaren Bindungen. Die
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Molekiile bewegen sich auch als Ganzes (Translation). Auf begrenztem Raum pral-
len sie hiufig aufeinander. Bei einem Zusammenstofl bremst die rapide zunehmende
potentielle Energie eine weitere gegenseitige Anndherung ab, sodass die Teilchen sich
verformen und/oder anschlieflend in neue Richtungen auseinander getrieben werden.

2.1.2. Wechselwirkungen zwischen Molekiilen

Unabhéngig von den gerichteten, kovalenten Bindungen herrschen zwischen Atomen zusétz-
lich — intra- und intermolekular — ungerichtete, elektrostatische Wechselwirkungen, die vom
Coulomb-Gesetz (Gl. 2.1) beschrieben werden. Nach Gl. 2.1 stoen sich gleichsinnige La-
dungen ab, gegensinnige ziehen sich an. Die aufeinander ausgeiibte Kraft ist umso stérker,
je grofler der Betrag der Ladungen und je kiirzer ihr Abstand voneinander ist. Anziehung
entspricht einer niedrigen potentiellen Energie, Abstoflung einer hohen potentiellen Ener-

gie.

q1 - q2
F=—-"- 2.1
Amege - 17 o (2:1)

g1,2 sind die Betrige und 712 der Abstand zweier Punkt-Landungen, ¢y ist die Per-
meabilititskonstante des Vakuums und ¢ eine stoffspezifische, makroskopische Dielek-
trizitdtskonstante (im Vakuum 1). Diese Stoff-Konstante wird aufgrund der Beobach-
tung eingefiihrt, dass die tatsichlich messbare Kraft zwischen zwei Ladungen von der
Natur der Umgebung abhéingt, in der die Ladungen eingebettet sind. Es handelt sich
dabei um eine Gréfle, die den durchschnittlichen Einfluss der umgebenden Molekiile
auf die Kraft zwischen den Ladungen wiedergibt. Mit dem geometrischen Faktor 47
wird die Kugelsymmetrie des elektrischen Feldes einer Punktladung beschrieben.

Innerhalb eines Molekiils treten lokal Ladungen auf, wenn entweder der Betrag der

negativen und positiven Ladungen nicht gleich ist oder die Schwerpunkte der Ladungs-
Verteilungen nicht iibereinstimmen. Diese lokalen Ladungen kénnen permanent sein oder
fluktuieren.

e Uberschussladungen sind permanent und ganzzahlig. Bei Molekiilen verteilt sich die Ladung

anteilig auf mehrere Atome innerhalb einer anionischen bzw. kationischen Gruppe.

Unterschiedlich geladene Atom-Kerne (verschiedene Elemente) verzerren die ansonsten
gleichmifig verteilte Elektronen-Dichte zwischen den Atomen. Dadurch entstehen perma-
nente Partial-Ladungen an bestimmten sog. polaren Gruppen im Molekiil.

Fluktuierende Partial-Ladungen beruhen auf der Dynamik der Elektronen-Hiillen: Zwei be-
nachbarte Elektronen-Hiillen stoflen sich ab und verschieben dadurch ihre Ladungs-Schwer-
punkte, sodass kurzzeitig benachbarte, einander anziehende Dipole entstehen. Diese Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen haben zwar nur eine sehr kurze Reichweite (proportional 1/r%),
doch iiben alle Molekiile immer diese schwache van-der- Waals- Anziehung aufeinander aus.

Die gegenseitige Anndherung bzw. Durchdringung der Molekiile durch die van-der-

Waals-Anziehung wird begrenzt durch die gleichzeitige gegenseitige Abstolung der Elek-
tronen-Hiillen: Nach dem Pauli-Prinzip koénnen sich Elektronen mit gleichen Quanten-
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Zusténden nicht im selben Raumgebiet authalten. Daher steigt die potentielle Energie sehr
stark an, wenn Atom-Kerne (bzw. ihre Hiillen) einen gewissen Minimal-Abstand unter-
schreiten. Dieser Abstand gilt nicht bei Atom-Kernen in einer gemeinsamen kovalenten
Bindung. Auf dieser sog. Pauli-Abstoffung beruht der Raumbedarf eines Atoms oder Mo-
lekiils.

2.1.3. Verhalten von Molekiilen im Kollektiv

Molekiile befinden sich in thermischer Bewegung und wechseln daher sténdig ihre Zusténde.
Auf engem Raum beeinflussen sie sich gegenseitig. Die vielen méglichen Zusténde aller Mo-
lekiile des Systems multiplizieren sich zu der sehr grofien Zahl der mdglichen Zustidnde
des gesamten Systems. Welche der prinzipiell moglichen Zustédnde die Molekiile dann
tatsdchlich einnehmen, héngt von der jeweiligen potentiellen Energie ¢; des Zustands und
der mittleren kinetischen Energie der Teilchen innerhalb des Systems, der Temperatur,
ab. Die Haufigkeiten, mit denen bestimmte Zustinde eingenommen werden, beschreibt die
Boltzmann-Verteilung (Gl. 2.2):

€

_ &
N; gi€ *T

(2.2)

i

Ngesamt Z g;e kT

N; ist die Haufigkeit, mit der ein Zustand ¢ eingenommen wird, g; ist der Entartungs-
grad, fiir den Fall dass der Zustand ¢ mehrfach besetzt werden kann. ¢; ist die Energie
des Zustands. Ngesamt ist die Zahl aller moglichen Zusténde des Systems, der Nenner
auf der rechten Seite der Gleichung ist die Zustandssumme des Systems. k ist die
Boltzmann-Konstante und 7" die aktuelle Temperatur des Systems.

Die meisten Teilchen nehmen bei tiefen Temperaturen Zustdnde mit moglichst nied-
riger potentieller Energie ein, bei hoherer Temperatur verschiebt sich das Maximum der
Haufigkeitsverteilung nicht nur zu hoheren Werten der potentiellen Energie, auch die Band-
breite der besetzten Zustdnde wird gréfier. Da die Zahl der besetzten Zustinde insgesamt
gleich bleibt, wird die Verteilungskurve flacher. Wahrend eines Experiments liegt demnach
kein singulérer System-Zustand vor, vielmehr erfasst man bei der Untersuchung das durch-
schnittliche Verhalten einer Menge von Molekiilen, eines Ensembles, gemittelt iiber den
Zeitraum der Untersuchung.

2.1.4. Komplexierungsreaktionen

Im Hinblick auf eine spitere medizinische Anwendung sind Reaktionen von Proteinen P
mit speziellen Liganden L interessant. Im Rahmen dieser Arbeit werden nur physikalische
Reaktionen behandelt, d.h. die reversible Zusammenlagerung von wenigen molekularen
Komponenten zu einem supramolekularen Komplex (s. Gl. 2.3). Die jeweiligen Komponen-
ten behalten dabei ihren individuellen molekularen Aufbau, eine chemische Reaktion findet
nicht statt.
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P+L=P-L (2.3)

Das zu betrachtende System umfasst eine gewisse Menge von Protein- und Ligand-
Molekiilen in wissriger Losung. Jedes Molekiil nimmt die unter den gegebenen Bedin-
gungen erreichbaren Zusténde ein. Im Gleichgewicht liegen P und L nebeneinander
in zwei Formen vor, ndmlich gebunden als Komplex (P - L) oder ungebunden als freie
Komponenten (P + L). Nie kommt nur eine einzige Form vor; durch die thermischen
Bewegungen nehmen die einzelnen Komponenten im Laufe der Zeit wechselnd sowohl
die gebundene als auch die ungebundene Form ein.

Alle Molekiile innerhalb der Lésung haben durch ihre stindigen Bewegungen zwar
enge, aber nur kurzzeitige Kontakte zueinander. Von diesen zufélligen Beriihrungen
zu unterscheiden ist die physikalische Bindung als eine deutlich lingere Kontaktphase
zwischen zwei Komponenten in einem definierten Bindemodus, d.h. einer bestimmten
Orientierung zueinander (Komplementaritit, s. Abschnitt 1.2.1).

Treten Molekiile miteinander in Kontakt, dndert sich die energetische Reihenfolge
ihrer Zusténde: Einige Zustdnde werden energetisch abgesenkt und dadurch hiufiger
eingenommen; umgekehrt werden andere ungiinstiger und daher seltener besetzt. We-
nige der vom freien Molekiil bevorzugten Zustéinde sind mit einer Komplexierung ver-
einbar. Dies bedeutet einen Entropie- Verlust fiir die gebundenen Komponenten, denn
sie kénnen sich nur noch abhéngig voneinander bewegen und ihre internen Rotations-
und Vibrationsfreiheitsgrade sind eingeschrinkt. Da sich aber gleichzeitig die zu be-
netzende Oberfliche der Komponenten im Komplex um die beiden Kontaktflichen
verringert, wird die Bindung andererseits begiinstigt durch den Entropie- Gewinn des
Wassers bei der Komplezierung, (s. Kap. 1.2.3). Welcher dieser gegenldufigen Effekte
iiberwiegt, legt die resultierende energetische Abfolge der Zustéinde des Systems fest.

Ein Molekiil aus der unmittelbaren Umgebung des Komplexes kann den Liganden nur
dann aus seiner Position am Protein verdringen, wenn es genug Schwung bzw. kinetische
Energie besitzt, um den Liganden so zu beschleunigen, dass er aus der Kontaktregion her-
ausgeschoben wird. Wie viele Molekiile innerhalb der Losung dazu in der Lage sind, hingt
davon ab, wie hoch die mittlere kinetische Energie der Teilchen, bzw. die Temperatur des
Systems ist, und wie sehr der Komplex stabilisiert wird. Je mehr Teilchen genug kineti-
sche Energie besitzen, um den Liganden vom Protein weg zu schieben, desto kiirzer ist die
Dauer des Kontaktes zwischen den Komponenten. Umgekehrt liegt die gebundene Form
umso ldnger und damit auch haufiger vor, je mehr der Komplex stabilisiert ist, d.h. je
niedriger die durchschnittliche potentielle Energie der gebundenen Form im Vergleich zur
freien Form ist.

2.1.5. Absolute Bindestirke eines Komplexes

Aus der energetischen Differenz zwischen der dissoziierten und der assoziierten Form einer
Komplex-Verbindung resultieren die Mengenverhéltnisse zwischen den freien und gebunde-
nen Komponenten (bei gegebener Temperatur 7).
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Nach dem Massenwirkungsgesetz bestimmt man iiber die messbaren Konzentrationen
(in eckigen Klammern) die Gleichgewichtskonstante K einer beliebigen Reaktion (Gl. 2.4).
Bei Komplexierungsreaktionen wird diese experimentelle Grofle auch als Dissoziationskon-
stante Kp oder Inhibitionskonstante K; bezeichnet und zur Beurteilung der Bindestérke
herangezogen.

_[P)-[L]
[P L]
Aus der messbaren Gleichgewichtskonstanten K ldsst sich nach Gleichung 2.5 auf die

energetische Differenz der beiden Formen, die Reaktionsenthalpie bzw. absolute Bindestdirke
AG riickschlielen:

K (2.4)

AG = —RTIn K (2.5)

Dabei ist R die allgemeine Gaskonstante und 7" die aktuelle Temperatur des Systems.
Die Reaktionsenthalpie AG gibt die Differenz der freien Enthalpie zwischen beiden
Formen (assoziiert oder dissoziiert) fiir den (Standard-)Fall konstanter Druckverhélt-
nisse an.

Statt iiber die Konzentrationen kann AG nach der Gibbs-Gleichung auch iiber die
Energie- und Entropie-Beitréige aller beteiligten Verbindungen ausgedriickt werden:

AG =Gpp— (Gp+Gy)
= (HP-L - TSP-L) - ((Hp - TSP) + (HL - TSL))
= HP-L - (Hp +HL) - TSP-L + (TSP +TSL)
=AH -TAS

H ist die Enthalpie eines Molekiils, S seine Entropie. Fiir Reaktionen, bei denen wie
im Fall einer Komplexierung keine Volumenarbeit geleistet wird, ist H gleichzusetzen
mit der inneren Energie F.

Um einen Liganden L auf seine Brauchbarkeit als Wirkstoff am Protein P zu priifen, bie-
tet sich alternativ zur experimentellen Bestimmung von K die Berechnung der Reaktions-
enthalpie AG aus den energetischen und entropischen Einzelbeitrigen der Komponenten
an.

2.2. Simulation von Molekiilen als klassische Teilchen

Um die Reaktionsenthalpie AG allein auf Grundlage der chemischen Zusammensetzung der
Komponenten berechnen zu konnen, miissen Molekiil-Strukturen mit passenden Energie-
Werten korreliert werden. Dieser Abschnitt behandelt die Modellierung von Molekiilen im
Computer.

Wie erldutert, ist die Energie eines Molekiils abhingig von der Verteilung der Atom-
Kerne und Elektronen im Raum. Die korrekte Methode zur Simulation von Molekiilen wére
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die Losung der Schrodinger-Gleichung. Aus prinzipiellen Griinden ist diese Losung fiir grofle
Molekiile jedoch unmoglich und auch andere quantenmechanische Berechnungsverfahren
sind bei der Grofle von Protein-Molekiilen iiberfordert.

Fiir die Beschreibung von Komplexierungsreaktionen wird es als ausreichend erachtet,
Molekiile als klassisch-mechanische Objekte zu modellieren.

2.2.1. Das Kraftfeld-Modell

Dem theoretischen Modell eines Kraftfeldes liegt die Born-Oppenheimer-Naherung zugrun-
de: Wegen des grofilen Massenunterschiedes zwischen Atom-Kernen und Elektronen kénnen
sich die Elektronen fast augenblicklich auf jede Anderung der Kern-Position einstellen.
Elektronen- und Kern-Bewegungen konnen demnach getrennt voneinander behandelt wer-
den.

Man nimmt an, dass Atome Kugeln sind, die iiber elastische Federn statt kovalenter
Bindungen miteinander verkniipft sind. Weiterhin geht man davon aus, dass die Bindungen
und Winkel im ,,ungestorten System® natiirliche Gréflen haben und Molekiile ihre Geome-
trie so einrichten, dass diese natiirlichen Gréflen so gut wie moglich realisiert werden. Ist
dies aus sterischen Griinden nicht méglich, wird das Molekiil auf eine voraussagbare Wei-
se deformiert, wobei Spannungsenergien auftreten, die berechnet und minimiert werden
konnen. Zusétzlich werden auch Wechselwirkungen zwischen den Atomen, die nicht iiber
kovalente Bindungen vermittelt werden, beriicksichtigt.

Die Energie-Funktion

Kraftfeld-Rechnungen bestimmen den Energie-Inhalt eines Molekiils in einer gegebenen
Konformation nach einer empirischen Energie-Funktion. Die Energie-Funktion wird an
jedes Molekiil, seiner Konfiguration entsprechend, angepasst. Diese individuelle Energie-
Funktion beriicksichtigt unter anderem Terme fiir kovalente Bindungen, die iiber Zuord-
nung von Atom-Typen und spezielle Parameter angemessen gewichtet werden. Durch Ein-
fiihrung von Atom-Typen zusédtzlich zur Element-Bezeichnung lassen sich die Bindungs-
verhiltnisse detaillierter beschreiben. Fiir die jeweiligen Kombinationen von Atom-Typen
werden passende Parameter bereitgestellt. Diese Parameter werden an bestimmten Ver-
bindungsklassen geeicht. Man setzt voraus, dass sie von Molekiil zu Molekiil iibertragbar
sind, wenn die gleiche lokale Umgebung vorliegt. Eine Kraftfeld-Rechnung ist daher nur fiir
einen begrenzten Anwendungsbereich giiltig (abhéingig vom ,, Eichsatz“). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde das Kraftfeld-Programm CHARMm [18] verwendet, das gute und weithin ak-
zeptierte Parametersitze fiir Proteine und andere organische Verbindungen beinhaltet. Im
einzelnen setzt sich die Energie-Funktion EX™ftfeld (7 7)) fiir ein Molekiil mit n Atomen
an den Orten 771, ..., 7, zusammen aus Beitrigen fiir kovalente Bindungen (Gl. 2.8 — 2.11),
elektrostatische Wechselwirkungen (Gl. 2.12), sowie Lennard-Jones-Wechselwirkungen (LJ-
Wechselwirkungen), die die van-der-Waals-Anziehung und die Pauli-Wechselwirkungen mo-
dellieren (GI. 2.13). Fiir bestimmte Anwendungen, z.B. bei der Energie-Minimierung, kann
die Energie-Funktion um bestimmte Terme erweitert oder verkiirzt werden.
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Rl (7)) = (2.7)
1
5 Z kyi(ri —r04)? Bindungslingen (2.8)
1
+§ > kaj(oj — ap;)°  Bindungswinkel (2.9)
J
+ > kg (1 —cos (ng(¢ — o))  Dieder — Winkel (2.10)
k
+ Z ko, (0 — 65,)* uneigentliche Dieder (2.11)
1
dp4q .
+ Y ————— Coulomb — Energie 2.12
z;; Admeegry, & ( )
oo\ 12 o\ 6
+ Y 4Eg (( mn) — (T"m) ) Lennard — Jones (2.13)
m>n mn mn

Bindungsliangen: Kovalente Bindungen werden nach Gl. (2.8) als harmonische Federn mit der Kraftkon-
stanten k, und der Gleichgewichtslinge rg beschrieben. Beide Parameter hiingen von der Art der
Bindungspartner und der Art der Bindung ab. Aus der Abweichung der aktuellen Bindungslénge
r; vom Gleichgewichtswert rq wird ihr Beitrag zur Kraftfeld-Energie ermittelt. Die Kraftkonstan-
te kr bestimmt, wie grofl der Einfluss einer Langeninderung ist. Kovalente Bindungen lassen sich
wenig strecken oder stauchen, die Kraftkonstante ist also relativ grof, sodass schon eine geringe
Abweichung des Abstands vom Gleichgewichtswert die Energie des Molekiils betrichtlich erhéht.

Bindungswinkel: Auch bei Bindungswinkeln werden die Atome als harmonisch-elastisch verbundene Mas-
sepunkte behandelt (Gl. 2.9). k, ist ebenfalls abhiingig von den an der Bindung beteiligten Ele-
menten und der Bindungsart. Die entspannte Position wird durch den Gleichgewichtswinkel g
definiert. k, ist kleiner als k, und erlaubt bei gleicher potentieller Energie grofiere Auslenkungen
aus der entspannten Lage.

Diederwinkel: Unter einem Diederwinkel versteht man den Winkel zwischen den beiden durch jeweils drei
von vier kovalent verkniipften Atomen definierten Ebenen (s. Abb. 2.1a).

Das Torsionsprofil der Drehung einer Atom-Gruppe um eine Achse wird durch die Verwendung der
Cosinus-Funktion in Gl. 2.10 beschrieben. Dabei wird iiber nj, die interne Symmetrie der rotierenden
Gruppe und damit die Zahl der Minima beriicksichtigt. ¢¢ ist der Gleichgewichtsdiederwinkel. Die
Kraftkonstante k4 bestimmt die Hohe der Torsionsbarrieren.

Uneigentliche Diederwinkel: Bei uneigentlichen Diederwinkeln sind die zu beriicksichtigenden Atome
nicht linear aneinander gereiht, sondern an ein Zentralatom gebunden (s. Abb. 2.1b). Durch das
harmonische Potential (Gl. 2.11) wird die Inversion chiraler Gruppen oder eine zu starke Verdrillung
planarer Gruppen verhindert. Dabei sind 6y und ky der Gleichgewichtswinkel beziehungsweise die
Kraftkonstante.

Lennard-Jones: Das Lennard-Jones-Potential (Gl. 2.13) umfasst einen attraktiven (proportional —1/r5)
und einen repulsiven (proportional +1/r!?) Anteil, der die van-der-Waals-Anziehung und Pauli-
Abstolung zusammen modelliert. Fiir grofle Abstinde zwischen zwei Atomen geht das Potential
gegen Null. Der sterische Anspruch der Atome wird {iber den Kollisionsparameter o, n, der ein
Ma#f fiir die Grofle der Atome m und n ist, beriicksichtigt. Eq ist die Tiefe des Potenzialtopf, d. h.
die minimal mégliche Energie zwischen den Atomen.
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Abbildung 2.1.: Diederwinkel ® und uneigentlicher Diederwinkel 6.

Coulomb-Energie: Die elektrostatischen Wechselwirkungen der atomaren Partial-Ladungen werden durch
das Coulomb-Gesetz (Gl. 2.1) beschrieben. Die Partial-Landungen werden in dieser Arbeit dem
CHARMm Kraftfeld entnommen [18] bzw. nach einer in der Quanta-Software verfiigbaren Methode
berechnet (charge templates [70]).

Energie-Minimierung

Mit der beschriebenen Energie-Funktion (Gl. 2.8 — 2.13) besteht die Méglichkeit, fiir jede
Konformation eines Molekiils die entsprechende Kraftfeld-Energie EXmftfld 7y berechnen.
Durch die Form der Energie-Terme, besonders bei Bindungslingen und LJ-Wechselwir-
kungen, kann schon eine kleine Abweichung vom Gleichgewichtsabstand zu einer hohen
potentiellen Energie fiilhren. Oft lasst sich die Energie eines Molekiils mit einer lokal ungiins-
tigen Anordnung von Atomen ohne nennenswerte Verdnderung der allgemeinen Konforma-
tion drastisch senken, wenn die Atome geringfiigig verschoben werden. Um also relevante
Zustande nicht filschlicherweise auszuschliefen bzw. um nicht physikalisch unsinnige Kon-
formationen beizubehalten, werden Energie-Minimierungen unter Verdnderung der Atom-
Positionen durchgefiihrt.

Solange sich die Energie eines Systems verringern lésst, werden die Atom-Positionen
schrittweise verdndert, bis ein Minimum der verwendeten Energie-Funktion erreicht ist (s.
Abb. 2.2). Die Energie-Funktion eines Systems ist abhingig von den Raum-Koordinaten
aller seiner Atome, die resultierende Energie-Landschaft ist also sehr komplex strukturiert.
Man unterscheidet innerhalb dieser Landschaft ein niedrigstes, globales Minimum der Ener-
gie (A) von verschiedenen hoheren, lokalen Minima (B, C). Der Ubergang des Systems aus
einem Minimum in ein anderes ist zunichst immer mit einer Energie-Zunahme verbun-
den (energetische Barriere). Welches Minimum der Kraftfeld-Energie erreicht werden kann,
héngt von dem Ausgangspunkt zu Beginn der Minimierung, von der Start-Konformation
ab. Wegen der energetischen Barrieren kann ein Molekiil trotz Energie-Minimierung in dem
lokalen Minimum einer ungiinstigen Konformation gefangen bleiben (Fall C in Abb. 2.2). In
jedem Fall erhélt man nach einer Energie-Minimierung eine einzelne Molekiil-Konformation.
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Energie

Abbildung 2.2:  1-dimensionale  Energie-
Landschaft. Abhéingig von den verschiedenen
Ausgangspunkten x fiir eine Minimierung
werden verschiedene Minima o erreicht: A)
globales Minimum, B) und C) lokale Minima,
wobei C) einen Problem-Fall illustriert! Ortskoordinate

Y

Dies entspricht einer ,Moment-Aufnahme“ vom Protein, das eigentlich stindig in Bewe-
gung ist. In der Praxis verwendet man bei der Energie-Minimierung oft einschrénkende
Randbedingungen, die festlegen, welche Atom-Positionen innerhalb des Systems beweglich
sein sollen und welche fixiert bleiben sollen.

Molekulardynamik: Simulation thermischer Bewegungen

Das Kraftfeld-Modell erlaubt auch, thermische Bewegungen innerhalb eines Systems zu
simulieren (Molekulardynamik-Simulation, MD-Simulation). Uber die Energie-Funktion
pRrafteld(z @) (Gln. 2.8-2.13) kann fiir jede Konstellation der n Atome die aktu-
elle potentielle Energie des gesamten Systems berechnet werden. Daraus lassen sich die
Richtungsvektoren der Krifte F; ableiten, in deren Feld sich das Atom i befindet:

o d? d d d
Fo=my—f, = —(—, — )T pKraftfld(z = 2.14
7 mzdtQTz (dxz’dyz’dzz) (Tla 7T) ( )

Dabei ist F; die Kraft auf das i-te Atom der Masse m;. Mit F, = m; - d@; kann fiir
jedes Atom der Masse m; eine Beschleunigung @; bzw. eine aktuelle, fiir den kurzen
Zeitraum At geltende Geschwindigkeit ©; = @;-At angegeben werden. Die Temperatur
T ist konstant.

Man kann iiber den Zeitschritt At die individuellen Bewegungen der Atome verfolgen
und dann ihre Positionen sowie die entsprechenden potentiellen Energien und Kraftvekto-
ren erneut berechnen. At ist so zu wihlen, dass die schnellsten Bewegungen innerhalb eines
Systems noch detailliert wiedergegeben werden. Die schnellsten Bewegungen in Molekiilen
sind Streckschwingungen kovalenter Bindungen mit Schwingungsdauern von ca. 10 fs. Das
erlaubt Zeitschritte At von maximal einem Zehntel der kiirzesten Schwingungsdauer, also
etwa 1 fs, nach denen jeweils die Energien, Positionen und Geschwindigkeiten neu zu be-
rechnen sind. Die Streckschwingungen sind selten von Interesse, sodass die MD-Simulation
auch héufig mit fixierten Bindungslidngen durchgefiihrt werden. Die wihrend der Simula-
tion durchlaufenen Zustdnde des Systems werden registriert und in ihrer Gesamtheit als
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Trajektorie bezeichnet. Mit der Trajektorie ldsst sich die zeitliche Entwicklung des Systems
verfolgen.
Durch Zuordnung einer Geschwindigkeit v; fiir jedes Atom kann man iiber

1
Efn = LR v? (2.15)

2

neben der potentiellen Energie EXmftfeld ayuch die kinetische Energie der Teilchen be-

stimmen. Diese mittlere kinetische Energie eines Teilchens E¥™ ist iiber die Boltzmann-
Konstante k£ mit der makroskopisch messbaren Temperatur 7" verkniipft:

B = ng (2.16)

Wihrend der Simulation miissen bestimmte Groflen erhalten bleiben: Dies sind die Teil-
chenzahl N, das Volumen V oder der Druck p innerhalb des Systems, sowie die Gesamt-
energie EGesamt EXin 4 pKraftfeld odey dje Temperatur 7. Je nach gewiihlter Temperatur
kénnen energetische Barrieren iiberwunden werden, sodass das System mit der Zeit ver-
schiedene Konformationen einnimmt.

Um den Rechenaufwand zu begrenzen, umfasst das System statt eines Ensembles vieler
identischer Protein-Molekiile nur ein Exemplar. Man setzt voraus, dass das dadurch erhélt-
liche Zeitmittel nach einer angemessenen Simulationsdauer dem makroskopisch messbaren
Ensemble- (und Zeit-)Mittel entspricht. Der Energie-Inhalt des Systems ist zu Beginn einer
Simulation zuféllig, bedingt durch die vorgegebene Startkonformation und die willkiirliche
Zuweisung von atomaren Geschwindigkeiten. Daher muss dem System zuerst in einer sog.
Aquilibrierungsphase Energie zu- oder abgefiihrt werden, bis die gewiinschte Temperatur
eingestellt ist. Erst nach der Aquilibrierungsphase kann die eigentlich interessante Phase
der Simulation durchgefiihrt werden. Simulationen konnen unter periodischen oder aperi-
odischen Randbedingungen durchgefiihrt werden. Diese Verfahren verwenden unterschied-
liche Algorithmen zur Losung der Bewegungsgleichungen. Periodische Randbedingungen
erlauben einzelnen Teilchen, aus den rdumlichen Begrenzungen des Systems heraus- bzw.
hineinzutreten. Das System wird simuliert als Ausschnitt aus einem Verband aus unend-
lich vervielfiltigten Untereinheiten. Bei aperiodischen Randbedingungen bleibt das System
isoliert und auf ein definiertes Raumgebiet beschriankt; kein Teilchen kann weg- oder hin-
zutreten.

Die praktische Durchfiihrung einer MD-Simulation benétigt viel Zeit und Speicherplatz.
Besonders die Berechnung der Coulomb-Wechselwirkungen ist in diesem Sinne teuer, da
fiir jedes der n Atome mit jedem anderen die Wechselwirkungen bestimmt werden miissen
("2—2 Beitréige zur elektrostatischen Energie). Die maximale Simulationsdauer fiir ein System
aus etwa 10.000 Atomen betriagt etwa 1-10 ns und benétigt sogar auf einem Hochleistungs-
rechner wie der CRAY T3D-Maschine 120 Stunden reine Rechenzeit [88]. Dies ist zu kurz,
um biologische Prozesse, z.B. das Herantreten und Binden eines Liganden an ein Protein
zu verfolgen. Stattdessen werden MD-Simulationen fiir die isolierten Komponenten und
den Komplex durchgefiihrt. Aus der Differenz der jeweiligen mittleren Energien geht die
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gesuchte Reaktionsenthalpie AG direkt hervor, da durch die Dynamik entropische Effekte
schon beriicksichtigt sind.

2.3. Simulation des Wassers als homogenes Medium

Bisher ist mit dem Kraftfeld-Modell eine Methode geschildert worden, die die molekularen
Strukturen innerhalb des Systems wiedergibt. Protein-, Ligand- und Wasser-Molekiile wer-
den gleichermaflen in ihrer atomaren Struktur beschrieben. Um die Energie des in Wasser
gelosten Proteins zu bestimmen, miissen also neben den gesuchten Beitrigen des Prote-
ins selbst und den Wechselwirkungsbeitragen mit seiner Hydrat-Hiille die mengenmifig
bei weitem iiberwiegenden, aber eigentlich uninteressanten Wechselwirkungen der restli-
chen Wasser-Molekiile untereinander berechnet werden. Das kostet wéhrend einer Energie-
Minimierung oder MD-Simulation Zeit und Speicherplatz, zwei Aspekte, die die maximale
Grofle bzw. die Simulationsdauer eines Systems beschrinken.

Der sogenannte ,continuum-solvent“-Ansatz [70] umgeht das explizite Modellieren der
Wasser-Wasser-Wechselwirkungen. Das Protein wird weiterhin atomar nach dem Kraftfeld-
Modell behandelt, doch vom umgebenden Wasser wird nur die Abschirmung von Ladungen
und die Oberflichen-Spannung beriicksichtigt. Die wéssrige Umgebung wird als homogenes
Medium ohne molekulare Struktur angenommen, unter der Voraussetzung, dass die Menge
der kleinen und sehr beweglichen Wasser-Molekiile sich jeder Konformation des Proteins
ohne Widerstand anpasst. Die Gesamtenergie fiir das geloste Molekiil setzt sich dann zu-
sammen aus der Kraftfeld-Energie des isolierten Molekiils und seiner Solvatationsenergie

(GL. 2.17).

Kraftfeld __ rKraftfeld Solvatation __ 7Gesamt
EMolekﬁl+H2 o — EMolekiil + EMolekﬁl - EMolekﬁl (2 1 7)

Die Solvatationsenergie setzt sich zusammen aus einem elektrostatischen Beitrag
EElektrostatik 4 einem Beitrag fiir die Oberflichen-Spannung EOPerfiache: (G, 2.18).

Solvatation __ jpElektrostatik Oberflache
Eftexil = Eniotexat T Enolexiil (2.18)

Wie in Abschnitt 1.2.3 erwdhnt, schwicht Wasser die Wechselwirkungen zwischen
Ladungen durch seine grofle Beweglichkeit und hohe Polaritit ab. Es wird daher eine
hohe Dielektrizitdtskonstante eg,0 von 78.5 beobachtet. Zum Vergleich: Die Dielek-
trizititskonstante € des Vakuums ist 1; die von vollig unpolaren Stoffen, d.h. Stoffen
ohne Dipol-Moment, bei denen nur die Elektronen-Hiillen geringfiigig auf elektri-
sche Ladungen reagieren konnen, ist etwa 2. Im Gegensatz zu den kleinen Wasser-
Dipolen konnen sich die an der Hauptkette verankerten Seitenketten eines Proteins
nur schlecht nach dem Feld einer elektrischen Ladung ausrichten. Zudem sind viele
Seitenketten unpolar, also géinzlich ohne abschirmenden Einfluss auf eine benachbar-
te Ladung. Diese Eigenschaften fithren zu einer niedrigen Dielektrizitdtskonstante
EProtein- Proteine sind aber heterogen aufgebaut und weisen eine grofie Vielfalt auf.
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Mit der Dielektrizitatskonstante eppotein Wird jedoch nur das durchschnittliche Ver-
halten einer grolen Menge von Molekiilen beriicksichtigt. Pauschal wird fiir die Di-
elektrizitidtskonstante von Proteinen hiufig eprotein = 4 verwendet, da sich damit die
beste Ubereinstimmung mit experimentellen Befunden erzielen lisst [70].

Je grofler die Dielektrizitdtskonstante ist, desto schwécher ist die Kraft zwischen zwei
Ladungen (Gl. 2.1). In Wasser wird eine Anziehung oder AbstoBung also ca. 20 mal
stirker abgeschwicht als im Inneren eines Proteins.

Zur Bestimmung des elektrostatischen Beitrags zur Solvatationsenergie eines Molekiils
FElektrostatikpach diesem Ansatz wird der ,Korper® des gelosten Molekiils aufgefasst als
eine Region mit niedriger Dielektrizitdtskonstante eyjolekiii = Eintern, i der die (Partial)-
Ladungen an den Atom-Positionen eingebettet sind. Diese Region wird umgeben von einem
Medium mit hoher Dielektrizitdtskonstante enfedium = Eextern- Di€ Grenze zwischen diesen
beiden Medien ist die molekulare Oberfliche, die von den van-der-Waals-Radien der Atome
bestimmt wird (s. Abschnitt 2.3.1).

2.3.1. Die Poisson-Gleichung

Ein in Wasser gelostes Protein besitzt im Inneren eine niedrigere Dielektrizitétskonstante
als seine wissrige Umgebung. Um elektrostatische Wechselwirkungen innerhalb des geschil-
derten heterogenen dielektrischen Systems zu berechnen, kann nicht mehr die einfache
Coulomb-Gleichung (Gl. 2.1) verwendet werden, denn sie gilt nur fiir den homogenen Fall.
Daher muss die allgemeinere Poisson-Gleichung (Gl. 2.19) angewendet werden, mit der jede
rdumliche Verteilungen von Dielektrizitétskonstanten & (7) behandelt werden kann:

-V () V @) = £

= (2.19)

Die (Partial-) Ladungen des Proteins werden dabei als Punktladungen an den Atom-
Positionen angenommen. Am Ort einer Punktladung ¢; hat das elektrostatische Po-
tential jeweils den Wert ®;. Die gesamte Verteilung aller Ladungen im Raum p erzeugt
ein elektrisches Potential ®(7), das aus der Losung der Poisson-Gleichung hervorgeht
[51, 70].

Die elektrostatische Energie EFlektrostatik djoger Ladungsverteilung ist gegeben durch:
Elektrostatik 1 1
B =5 Y 0% = [ poar (2.20)
i

Die Poisson-Gleichung kann analytisch nur fiir Systeme mit einfachen Grenzflachen wie
Kugeloberflichen oder Ebenen zwischen den dielektrischen Medien gel6st werden. Mole-
kulare Oberflichen haben aber unregelmiflige Einstiilpungen und Ausbuchtungen, sodass
die Berechnung iiber ein numerisches Verfahren erfolgen muss; hier nach der Methode der
finiten Differenzen mit dem Programm CAMLab [65] auf einer Sun-Fire-4800-Maschine
mit 8 Prozessoren mit einer Taktfrequenz von je 750 MHz durchgefiihrt.
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Die Verteilung der Punkt-Ladungen p(7) zur Lésung der Poisson-Gleichung wird ,,ge-
rastert* bzw. diskretisiert, d. h. auf ein drei-dimensionales kubisches Gitter abgebildet
(s. Abb. 2.3). Das Protein befindet sich dann in einem hypothetischen Kasten, der
sich aus Elementarwiirfeln der Kantenlinge h zusammensetzt. Die Wiirfelecken sind
die Gitterpunkte, auf die die benachbarten atomaren Partial-Ladungen verteilt wer-
den. Jeder Verbindungsachse zweier Ladungspunkte wird ein Wert fiir die jeweilige
Dielektrizitdtskonstante € zugewiesen. Dieses sogenannte e-Gitter zur Beschreibung
der Verteilung der dielektrischen Medien hat damit dreimal mehr Werte als das La-
dungsgitter. Durch die Rasterung kénnen statt der infinitesimalen Ableitungen der
Differential-Gleichung finite Differenzen zur iterativen Losung der Poisson-Gleichung
(GL. 2.19) verwendet werden.

Abbildung 2.3.: 2D-Ladungs- und e-Gitter: Nach dem Kraftfeld-Modell sind innerhalb eines Mo-
lekiils den Atom-Positionen (Kreise) Punktladungen g;, g; zugewiesen. Die Ladungen werden an-
teilig auf die nichsten Gitterpunkte (Rauten) des Ladungsgitters mit der Kantenlénge h verteilt.
Die molekulare Oberfliche ist die Grenzfliche zwischen den elektrischen Medien mit ¢ = 4 in-
nerhalb des Molekiils (hell) und ¢ = 78.5 aufierhalb (dunkel). Jeder Kante des Ladungsgitters
wird ein Wert fiir € zugewiesen, je nachdem, in welchem Medium sich der Mittelpunkt der Kante
befindet (Quadrate, e-Gitter, Kantenlinge k). Die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
¢; und g; beispielsweise werden berechnet als die Beitréige zweier Paare von Gitterpunkten des
Ladungsgitters (Doppelpfeile).
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Die Verwendung finiter Differenzen zwischen wenigen Punkten statt Ableitungen an
jedem Raumpunkt zur Losung der Poisson-Gleichung fiihrt zu systematischen Fehlern in der
berechneten elektrostatischen Energie, die von der Auflésung des Gitters (Maschenweite
h) abhiingen [87]. Um ein priizises Ergebnis zu erhalten, muss die Rechnung mit moglichst
feiner Auflosung durchgefiihrt werden. Es hat sich gezeigt, dass eine Maschenweite von
0.4 A optimal ist [87]. Da die Zahl der Punkte mit der dritten Potenz der Kantenlinge
eingeht, ist die Auflosung aus praktischen Griinden (Rechenzeit und Speicherplatz) auf
Gitter mit etwa 1 Million Punkten begrenzt.

Elektrostatischer Beitrag zur Solvatationsenergie

Auch bei moglichst feiner Auflésung kommt es durch Gittereffekte zu numerischen Fehlern.
Daher ist die exakte Berechnung des Beitrags der elektrostatischen Energie iiber Gl. 2.19
und GI. 2.20 nicht direkt moglich. Stattdessen berechnet man Energiedifferenzen, wodurch
der systematische Diskretisierungsfehler weitgehend eliminiert wird.

Zuerst wird Gleichung 2.19 fiir das dielektrisch heterogene System gelost. Aus den
erhaltenen Potential-Werten der Gitterpunkte wird nach Gl. 2.20 die Energie der Ladungs-
verteilung fiir €eytern = 78.5 # Eintern = 4 ermittelt. Dann wird die gleiche Rechnung fiir den
homogenen Fall mit cextern = Eintern = 4 durchgefiihrt. Gitter-Orientierung und -Auflésung
sind bei beiden Rechnungen gleich. Daher sind auch die Wechselwirkungen der Ladungen
innerhalb der molekularen Oberfliche fiir beide Systeme identisch. Thre Beitrige zur elek-
trostatischen Energie entfallen bei der Differenzbildung und miissen daher im Rahmen
der Kraftfeld-Rechnung beriicksichtigt werden. Die Differenz der berechneten elektrostati-
schen Energien entspricht dann dem elektrostatischen Anteil der Solvatationsenergie fiir
das Molekiil Eycl, Blekirostatik r75)

Eext 7 Eint Eext = Eint __ prS0lv, Elektrostatik
B\t Molekiil = EMolekiil (2.21)

Beitrag der Oberflichen-Spannung zur Solvatationsenergie

Die Oberflichen-Spannung des Wassers bestimmt den nicht-polaren Anteil der Solvata-
tionsenergie Eionatation (g Abschnitt 1.2.3). Die Effekte der van-der-Waals-Anziehungen
und des Entropie-Verlusts werden dominiert von den Wasser-Molekiilen, die unmittelba-
rem Kontakt zum Solut haben. Deshalb ist der Beitrag der Oberflichen-Spannung in guter
Néherung proportional zur benetzbaren Oberfliche (solvent accessible surface, SAS):

Egbelache ¢ 4 g - SAS. (2.22)

Dabei ist a die Proportionalitdtskonstante und ¢ der Achsenabschnitt. Die Konstan-
ten a und ¢ werden experimentell bestimmt iiber die Verteilungskoeffizienten von
Alkanen zwischen einem unpolaren Losungsmittel und einem polaren Losungsmittel.
Die Konstante c ist kleiner als 1 kcal/mol und wird im folgenden vernachlissigt. Die
Konstante a in Gl. 2.22 ist positiv, das heifit die Oberflichen-Spannung wirkt dem
Wechsel eines Molekiils aus einem unpolaren Medium in eine wissrige Umgebung
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immer entgegen. In der Literatur werden fiir a Werte zwischen 5 cal/(mol-A2) und
70 cal/(mol-A?) angegeben. Hier wird ein Wert von 20 cal/(mol-A?) gewihlt, da man
damit gute Ubereinstimmung mit dem Experiment erzielt, wenn die van-der-Waals-
Radien des CHARMm-Kraftfeldes verwendet werden [18].

Bestimmung von Oberfldchen:

e Die zu benetzende Oberfliche eines Molekiils (solvent accessible surface, SAS) ist die Fliche, die die
Schwerpunkte der Wasser-Molekiile im Kontakt mit dem gelosten Molekiil einnehmen. Zur Bestim-
mung dieser Fliche behandelt man die Atome des Molekiils als Kugeln mit dem Radius 7Hydrat-

THydrat = T'i + TH,0

Dabei ist r; der van-der-Waals-Radius des i-ten Atoms nach den CHARMm-Parametern und rg,0
der Radius der als kugelformig betrachteten Wasser-Molekiile.

Alle Punkte von Kugeloberflichen, die nicht innerhalb einer benachbarten Kugel liegen, gehoren
zur zu benetzenden Oberfliche.

e Die molekulare Oberfliche (molecular surface, MS) hingegen ist die Grenzfliche zwischen den Gebie-
ten mit unterschiedlichen Dielektrizitdtskonstanten, €intern Und Eextern- Zur Bestimmung der mole-
kularen Oberfléiche ordnet man jedem Punkt der zu benetzenden Oberfliche eine Kugel vom Radius
rH,0 zu. Dann bilden alle Punkte dieser Kugeloberflichen mit Kontakt zum Molekiil die Grenzflache
zwischen der wissrigen Umgebung und dem Molekiil, also die sogenannte molekulare Grenzflache.
Die molekulare Oberfliche ist dadurch konkav und konvex gewdlbt, weist aber keine Grate auf (ist
also iiberall stetig differenzierbar). Allen Gitterpunkte des e-Gitters, die innerhalb der molekularen
Oberfliche liegen, wird der Wert €intern zugewiesen, denen aulerhalb gextern (S. Abschnitt 2.3.1).

__anen. hypothetisches Wassermol ekul

/o

. e
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. . benetzbare Oberflache
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N . ///(
\ \
—Atorr position
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Abbildung 2.4.: Molekulare und zu benetzende Oberfliche. Die Atome des Molekiils sind als helle
Kugeln dargestellt. Die Methode entspricht dem Abrollen eines hypothetischen, kugelférmigen
Wassermolekiils (dunkel) vom Radius 7,0 iiber die Protein-Oberfliche. Dabei ist die zu benet-
zende Oberfliche die Fliche, auf der sich der Mittelpunkt dieser Kugel bewegt. Die Fliche, die
von der Kugel abgerollt wird, ist die molekulare Oberfliche. Im gezeigten Fall liegt das unterste
Atom soweit im Inneren des Molekiils, dass es weder zur molekularen, noch zur zu benetzenden
Oberfliche beitragt.
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2.4. Statischer Ansatz: Verzicht auf Dynamik

Die Reaktionsenthalpie AG resultiert aus der Energie-Differenz zwischen den Edukten
und den Produkten. Tatséchlich messbar ist aber nicht die aktuelle (zufillige) Energie
eines jeden Reaktionsteilnehmers, sondern jeweils nur die iiber einen Zeitraum gemittelte
Energie (s. Kap. 2.1.3):

AG - EP-L - (EP -+ EL)

Um die Reaktionsenthalpie AG einer Komplexierungsreaktion bzw. Bindestirke des
Komplexes zu bestimmen, ist prinzipiell fiir jeden Reaktanden (P, L und P - L) eine MD-
Simulation durchzufiihren und jeweils die mittlere Gesamtenergie zur Bestimmung der
Reaktionsenthalpie AG heranzuziehen. Dabei geht man davon aus, dass das berechenba-
re Zeit-Mittel dem experimentell zugéinglichen Zeit- und Ensemble-Mittel entspricht [50].
Dieser Ansatz ist zwar realitédtsgetreu, aber wegen der Grofle von Proteinen sehr teuer im
Sinne des Rechenaufwands.

Schneller und einfacher ist es, statt eines ganzen Ensembles jeweils nur eine einzige
Konformationen als Reprisentant fiir den jeweiligen Reaktionsteilnehmer zu verwenden.
Das ist aber nur dann moglich, wenn sich die mittlere Gesamtenergie des Ensembles und
Gesamtenergie des Reprisentanten entsprechen. Die folgende Uberlegung dient dazu, ab-
zuschétzen, ob diese Voraussetzung prinzipiell erfiillbar ist:

Zwei Konformationen mit den Energieinhalten ¢; und e kommen bei der Temperatur
T in den Héaufigkeiten N; und N, vor:

% e (2.23)

Demnach liegen bei 37°C zwei Konformationen des selben Molekiils bei einem angenom-
menen Energie-Unterschied von 1 kcal/mol in Mengenverhiltnissen von 5:1 vor. Die Konfor-
mationen mit niedriger Energie tragen aufgrund ihrer gréfleren Haufigkeit im Ensemble zur
mittleren Energie wesentlich mehr bei als diejenigen mit hoherer Energie. Die Besetzung
von Zustidnden geht jeweils von der molekiileigenen Minimalenergie aus. Bei einem fiktiven
Energie-Inhalt von 100 kcal/mol fiir €; betriigt der Mittelwert der Gesamtenergie fiir die-
ses Ensemble 100.17 kcal/mol. Bei AE = 2 kcal/mol betrégt das Mengenverhiltnis fast
26:1 und der Mittelwert 100.04 kcal/mol. In diesem Rechenbeispiel weichen die Mittelwerte
demnach um 0.17 bzw. 0.04 kcal/mol von der minimalen Energie ab. Tats#chlich kommen
in einem Ensemble wesentlich mehr als nur zwei verschiedene Zustinde vor. Mengenméifig
relevant sind aber nur die Zustinde mit den niedrigsten Energien, sodass anzunehmen
ist, dass sich diese energetisch wesentlich weniger als 1 kcal/mol von dem Zustand mit
minimaler Energie unterscheiden.

Demnach entspricht bei Kérpertemperatur die mittlere Gesamtenergie eines Ensembles
der minimalen Gesamtenergie der giinstigsten Konformation bis auf einen moglichen Fehler
von etwa 0.2 kcal/mol. Es reicht also voraussichtlich aus, von jedem Reaktionspartner nur
die Konformation mit minimalem Energie-Inhalt als Repréisentante eines ganzen Ensembles
zu beriicksichtigen.
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AG = Fpy — (Ep + Ep) = ERim — (ER™ 4 ETim)

Statt der aufwendigen MD-Simulation geniigt es also, nur die Konformation mit nied-
rigster Gesamtenergie fiir ein Molekiil zu verwenden. Dieser ,statische Ansatz“, der mit
nur einer einzigen Konformation der Beweglichkeit der Molekiile keine Rechnung tragen
kann, birgt somit auch Fehlerquellen:

e Die Konformation mit niedrigster Gesamtenergie muss gefunden werden. Mit Kristall-
Strukturen (KS) sind Informationen iiber die tatsichlich relevanten Konformationen
verfiigbar. Man kann daher erwarten, dass man mit einer KS wenn schon nicht die
giinstigste, dann doch eine hinreichend gute Konformation als Représentante fiir ein
Ensemble besitzt.

e Entropische Effekte, die bei einer MD-Simulation implizit enthalten sind, werden bei
diesem Ansatz ignoriert. Es steht auch kein geeignetes Modell bzw. keine empirische
Beziehung zur Berechnung von Entropie-Anderungen zur Verfiigung.

Da der wichtige Entropie-Beitrag zur Reaktionsenthalpie (s. G1.2.6) systematisch fehlt,
kénnen nach diesem statischen Ansatz prinzipiell keine Aussagen tber die absolute Bin-
destirke AG eines Liganden an ein Protein gemacht werden.

Doch der geschilderte Ansatz bietet eine andere Moglichkeit: Um aus verschiedenen
Kandidaten denjenigen Liganden auszuwihlen, der am stirksten an ein gegebenes Protein
bindet, bestimmt man die relative Bindestirke AAG in Bezug auf einen Komplex mit
bekannter Bindestérke.

2.4.1. Relative Bindestarke von Komplexen

Bei der Suche nach guten Inhibitoren geht man meist von einem Referenz-Liganden L,
aus, der bereits eine nennenswerte Affinitdt AG, zum Zielenzym hat (Entwurf-Strategien
s. Abschnitt 1.3). Man versucht, durch Variation von Substituenten neue Verbindungen mit
groflerer Bindestédrke zu produzieren. Daher méchte man zuvor abschéitzen kénnen, welche
der moglichen Modifikationen Erfolg versprechen. Die Frage lautet dann nicht mehr, wie
grofl der absolute Betrag der Bindestirke AG; einer neuen Verbindung L; ist, sondern, ob
AG; grofer oder kleiner als die Bindestirke AG, des Referenz-Liganden L, ist.

Angenommen, die Modifikationen am Grundgeriist des Referenz-Liganden sind ge-
ring, dann werden die entropischen Beitridge zur Reaktionsenthalpie AG der jeweiligen
Komplexierung von Referenz-Molekiil L, und dem Derivat L; kaum beeinflusst werden
(vgl. G12.6).
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Im Vergleich zwischen beiden Reaktionen sind dann nur die Beitrdge der inneren Ent-
halpien AH relevant, die mit Energie-Differenzen AFE gleichgesetzt werden:

AAG = AG, - AG;

= AH, — AH; - T(AS, — AS)) Fiir AS, ~ AS;

~ AH,— AH; wird AS, — AS; =0 (2.24)
= (Ep.L, — (Ep + EL,)) — (Ep.L, — (Ep + EL,)) '

= (EP-LO_ELO)_ (EP-Li _ELl) EP—EPZO

= AEP.L - AEL

Vergleicht man also zwei analoge Reaktionen miteinander, werden identische Beitridge und
systematische Fehler eliminiert. Sogar die Bestimmung der Gesamtenergie des freien Pro-
teins eriibrigt sich. Stirkere oder schwéchere Bindung des Kandidaten im Vergleich zur
Referenz sind am Vorzeichen erkennbar.

Es bietet sich an, mehrere Reaktionen mit derselben Referenz-Reaktion zu vergleichen.
In einer Serie von &hnlichen Reaktionen kann statt der Ligand-Komponente auch die
Protein-Komponente variieren. Um relative Bindestidrken einer beliebigen Kombination
zu bestimmen, miissen folglich entweder Serien von verschiedenen Mutanten mit demsel-
ben Inhibitor oder Serien von unterschiedlichen Ligand-Derivaten mit dem selben Protein
modelliert werden. Im Idealfall sind die erhaltenen Tabellen von relativen Bindestérken
identisch, d.h. zwischen den Serien iibertragbar.

Mutanten—
Serie
Liganden— 4
Serie — P,+L,=PF,-L, P,+IL1=P,-L1 --- P+ Lp=P, Ly
P+L,=P - L, P+0Li+-=P,-Ly --- Po+L,~P Ly
P,+L,=PF, L, P,+IL1=P,-Ly -+ P,+L,, =P, Ly,

2.5. Zusammenfassung

Um eine wirksame Therapie fiir eine Erkrankung zu finden, werden Liganden gesucht,
die fest an ein ausgewéhltes Ziel-Protein binden. Jede in dieser Arbeit erzeugte Protein-
Konformation (frei oder im Komplex) basiert auf einer KS. Die Ligand-Konformationen
im Komplex werden auf dieser Grundlage, ndmlich der experimentell gesicherten Struktur
des Proteins, konstruiert (s. Kap. 1.5). Die korrekte Konformation der Komplexe ist eine
der Voraussetzungen fiir die zuverliissige Abschiitzung von (relativen) Bindestéirken. Dabei
werden folgende Ndherungen in Kauf genommen:

1. Ligand- und Protein-Molekiile werden als klassische Teilchen behandelt.

2. Die wissrige Umgebung von Ligand- bzw. Protein-Molekiilen wird als homogene
Masse ohne molekulare Struktur simuliert.
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3. In die Berechnung von Bindestédrken gehen nur die Grundkonformationen der Reak-
tionspartner ein.

4. Entropische Beitrige werden als konstant angenommen. Vergleicht man zwei Reaktio-
nen, eriibrigt sich die Berechnung entropischer Beitrége zur Bestimmung der relativen
Bindestirke AAG.

Diese Vereinfachungen ermoglichen zwar schnelle Resultate, bergen aber auch folgende
Fehlerquellen:

Zu 1.: Im klassischen Kraftfeld-Modell bleiben elektronische Effekte unberiicksichtigt. Che-
mische Reaktionen konnen also nicht simuliert werden, nicht einmal einfache (De-)
Protonierungsreaktionen. Doch gerade der Protonierungszustand saurer oder basi-
scher Gruppen entscheidet iiber Anziehung oder Abstoung durch die elektrostati-
schen Wechselwirkungen. Dieser Umstand macht die sorgfiltige Kontrolle des Proto-
nierungszustands erforderlich.

Andere spezielle Wechselwirkungen wie zum Beispiel die zwischen Aromaten, die sich
bevorzugt entweder parallel i{ibereinander schichten (,7-stacking“) oder senkrecht
zueinander anordnen, werden ignoriert. Sie werden lediglich als ungerichtete van-der-

Waals-Kontakte behandelt.

Zu 2.: Beim auf Seite 29 eingefiihrten ,continuum-solvent“-Ansatz gehen detaillierte
Informationen iiber gerichtete Wechselwirkungen zwischen Protein- und Wasser-
Molekiilen verloren. Einzelne Wasser-Molekiile vermitteln oft iber H-Briicken wichti-
ge Wechselwirkungen zwischen zwei Komplex-Komponenten. Wéahrend einer Energie-
Minimierung ohne explizite Wasser-Teilchen entféllt dieser Struktur-stabilisierende
Effekt.

Zu 3.: Die Grundkonformation bzw. das globale Minimum der Gesamtenergie muss ge-
funden werden. Dazu muss entweder der Konformationsraum hinreichend griindlich
abgesucht werden (nur praktikabel fiir kleine Molekiile), um sichergehen zu kénnen,
dass eine ,ausreichend gute“ Konformation als Grundkonformation vorliegt, oder eine
natiirliche, experimentell belegte Konformation gegeben sein.

Zu 4.: Streng genommen gilt die Annahme identischer Entropie-Beitrdge nur fiir isoste-
re Molekiile, d.h. bei Verbindungen, die nicht iiber verschiedene Freiheitsgrade der
Rotation verfiigen und die gleiche Grofle besitzen. In der Praxis werden jedoch meis-
tens moglichst diverse Liganden als potentielle Wirkstoffe erprobt, sodass sich die
Entropie-Beitridge unvorhersagbar d&ndern kénnen.

Fehlerbetrachtung: Die erreichbare Genauigkeit der relativen Bindestdarken AAG héngt
von der Prézision der AEy, bzw. AFEp-Beitrige (hier am Beispiel einer Serie von Liganden)
ab, d.h. davon, wie gut die Unterschiede zwischen den vergleichbaren Molekiilen reprodu-
zierbar sind. Bei einem angenommenen Fehler von 0.2 kcal/mol fiir die AEp, bzw. AEp.1-
Beitrige ist fiir die relativen Bindestirken AAG mit einer Unsicherheit von 0.4 kcal/mol
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zu rechnen. Dissoziationskonstanten K; zweier Komplexe, die sich um den Faktor 2 unter-
scheiden, sind also nicht mehr auflésbar. In der Praxis sind jedoch Unterschiede in den
K;-Werten bis zu einem Faktor von maximal 1:1000 relevant. Dies entspricht dem Ver-
gleich eines sehr guten mit einem sehr schlechten Inhibitor, deren Bindestéirken folglich um
4.3 kcal/mol abweichen. Demnach ist zu erwarten, dass die mit diesem Verfahren erreich-
bare Genauigkeit ausreicht, um zumindest qualitativ gute von schlechten Inhibitoren zu
unterscheiden.

2.5.1. Konzept

Wegen der genannten Fehlerquellen ist zunéchst zu priifen, ob die gesuchten Bindestdrken
mit dieser Methode tatsdchlich exakt genug berechenbar sind. Bevor Bindestérken blind
vorhergesagt werden konnen, ist also eine sorgfiltige Validierung der Methode an experi-
mentellen Daten notwendig.

Da im Rahmen des statischen Ansatzes auf MD-Simulation zur Struktur-Optimierung
verzichtet wird, ist die Energie-Minimierung entscheidend. Das Ergebnis einer Energie-
Minimierung lésst sich durch die Vorgabe von Randbedingungen beeinflussen. Um
geeignete Randbedingungen zu finden, werden die Resultate verschiedener Varianten
mit tatsdchlich gemessenen Daten abgeglichen. Ein geeignetes Verfahren zur Energie-
Minimierung soll universell auf alle Vertreter einer Serie anwendbar und auch effizient
sein. Das zum Abgleich bendtigte experimentelle Referenz-Material muss den folgenden
Anforderungen geniigen:

e Neben umfangreichen Bindungsstudien auf deren Grundlage experimentelle Bin-
destédrken zum Vergleich berechnet werden konnen, miissen auch entsprechende
Struktur-Informationen vorliegen.

o Gemessene K;-Werte sollten aus einer einzigen Messreihe, mindestens jedoch aus
demselben Labor stammen, um unterschiedliche systematische Fehler zwischen den
Messungen auszuschlieflen.

e Die Bindestéirken sollten sich so deutlich voneinander unterscheiden, dass die Diffe-
renzen nicht unter die erreichbare Genauigkeit der relativen Bindestirke AAG fallen.

o Gleichzeitig miissen sich die chemischen Strukturen der Reaktanden bei einer Serie
von Reaktionen moglichst dhnlich sein, damit sich systematische Rechenfehler durch
schwankende Entropie-Beitrdge und Ungenauigkeiten im Modell eliminieren.

In den folgenden experimentellen Kapiteln werden die geschilderten Methoden zur Kon-
struktion von Komplexen, zur Energie-Minimierung, zur MD-Simulation und zur Model-
lierung von Protein-Strukturen auf konkrete Fragestellungen angewendet. Die Resultate
werden in Bezug zu experimentellen Daten gesetzt. Auf dieser Grundlage wird die Brauch-
barkeit der Verfahren bewertet.
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3.1. Einleitung

Um die tatsichliche Brauchbarkeit der im vorigen Kapitel geschilderten Methode zur Mo-
dellierung von Komplexierungsreaktionen auszuloten, sollen Bindungsstudien der HIV-
Protease als Referenz herangezogen werden. Die einzelnen, zur Berechnung von relativen
Bindestérken notwendigen Schritte sollen ausgefiihrt und besonders im Hinblick auf die
erreichbare Genauigkeit der Werte fiir die relative Bindestirke AAG gepriift werden. Ins-
besondere sind Komplexe und freie Liganden zu modellieren.

Komplex-Modellierung

e Ausgehend von einem Stamm-Komplex, der Kristall-Struktur eines Protein-Ligand-
Komplexes, werden manuell einzelne Substituenten verindert!. Es resultieren Kon-
strukte mit gemeinsamem Bindemodus, aber mit regional willkiirlicher und wahr-
scheinlich ungiinstiger Konformation.

e Die Struktur jedes Konstrukts wird mittels Energie-Minimierung optimiert. Um die
Vergleichbarkeit zwischen Stamm-Komplex und Konstrukt zu gewéhrleisten, wird
auch die Energie der Stamm-Struktur mit denselben Randbedingungen minimiert.

e Fiir alle Abkommlinge, also fiir die resultierenden struktur-optimierten Stamm-Kom-
plexe und Konstrukte, wird die Gesamtenergie prinzipiell nach Gl. 2.17 und 2.18
berechnet.

Ligand-Modellierung Fiir die freien Liganden liegen im Gegensatz zu den Proteinen kei-
ne experimentellen Informationen vor, die ihre giinstigste Konformation in Lésung belegen.
Die Ligand-Molekiile sind aber so klein, dass die relevanten Konformationen durch kur-
ze MD-Simulationen erzeugt werden konnen. Nach Berechnung der Gesamtenergien der
Liganden werden die relativen Bindestirken AAG bestimmt. Die Brauchbarkeit dieses
Verfahrens zur Vorhersage von Bindungseigenschaften wird nach der Ubereinstimmung der
berechneten mit den experimentellen Werten beurteilt.

LAlternativ zum FEditieren kénnten die verschiedenen Komplexe durch Docking erzeugt werden
(s. Kap. 1.5.3). Davon wird jedoch abgesehen, da es aufwiindiger ist und zudem die Gefahr abwei-
chender Ligand-Platzierungen birgt, die systematische Fehler stirker als notwendig schwanken lassen.

39
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3.2. Allgemeines iiber HIV

Ein Virus-Partikel besteht aus Erbgut in einer Schutzhiille. Meist verfiigt es auch iiber
einige wenige Enzyme; im Gegensatz zu einer Zelle fehlt ihm aber ein eigener Energie-
und Stoffwechsel-Apparat. Es kann sich daher nur vermehren, wenn es den Stoffwechsel-
Apparat einer Zelle zum Aufbau einer neuen Generation von Viren zweckentfremden kann.
Dazu muss das Virus-Partikel zunichst eine intakte Zelle infizieren, d.h. es muss sein
Erbgut und seine wenigen Enzyme durch die Zellmembran in die Zelle schleusen. Die
Strukturen von Virus- und Zell-Oberfliche entscheiden dariiber, ob ein Virus im Kontakt
mit einer bestimmten Zelle diese infizieren kann. Viren sind daher auf verschiedene Tier-
oder Pflanzen-Arten bzw. Zell-Typen spezialisiert.

Das humane Immunschwiiche Virus (HIV) ist ein Retrovirus, d.h. sein Erbgut liegt
als RNS statt als DNS vor. Durch Blut-Kontakt mit einer Virus-haltigen Korperfliissig-
keit (besonders Blut und Sperma) wird es von Mensch zu Mensch iibertragen. Es befillt
bestimmte Blutzellen (CD4-Lymphozyten, sog. T-Helfer-Zellen) und zerstort sie bei seiner
Vermehrung. Die Aufgabe der CD4-Lymphozyten im Kérper ist es, bei Kontakt mit korper-
fremdem Material Alarmstoffe auszusenden, die andere Zellen der Immunabwehr anlocken,
aktivieren und zur Vermehrung anregen. Uber diesen indirekten Weg zur Fremdkérper-
Bekdmpfung wird die Immunantwort kaskadenartig verstirkt. Bei einer Zerstorung der
CD4-Lymphozyten durch HIV bleibt daher im Fall einer Infektion durch einen zweiten
Erreger die volle Wucht der Abwehr gegen diesen aus, sodass eine sonst harmlose Infektion
heftig, hiufig auch tédlich verlduft. Eine HIV-Infektion duflert sich daher (oft erst nach
langer Inkubationszeit) als erworbene, d. h. nicht angeborene, allgemeine Abwehrschwiiche
(acquired immuno deficiency syndrome, AIDS).

Solange sich die Virus-Partikel frei im Blut befinden, sind sie selbst den Angriffen
der korpereigenen Abwehr ausgesetzt; es werden Antikorper gegen die Proteine an ihrer
Auflenseite gebildet. Diese Oberflichen-Proteine unterscheiden sich aber durch die hohe
Mutationsrate der Viren von Generation zu Generation. Durch die kurze Generationsdauer
des Virus ist die vollstdndige Entfernung von Virus-Partikeln aus dem Blutplasma durch
die Korper-Abwehr kaum méglich.

Um die Viren medikament6s zu unterdriicken ohne gleichzeitig auch den Wirtsorganis-
mus zu schidigen, kommen vor allem virale Strukturen als Ziel fiir eine Blockade durch
geeignete Wirkstoffe in Frage. Die Strategie zur Bekdmpfung einer HIV-Infektion muss also
auf der molekularen Organisation des Virus bzw. auf dem Ablauf seines Vermehrungszyklus
beruhen.

3.2.1. Vermehrungszyklus

Aufbau: Ein infektioses Virus-Partikel besitzt eine Membran-Hiille, die von der ehema-
ligen Wirtszelle seines Vorfahren stammt und von viralen Proteinen durchsetzt ist. Ein
Transmembran-Protein (TM) verankert das Oberflichen-Protein (surface: SU) an der
Auflenseite der Membran. Die Innenseite wird bedeckt von Matriz-Proteinen (MA). Die
Membran-Hiille hat einen Durchmesser von 1000 — 3000 A und schlieft zusammen mit
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einigen zelluldren Proteinen eine virale Protease (PR) sowie das konisch geformte Capsid
(CA) ein. Das Capsid ist ein Komplex aus den beiden einzelnen RNS-Stringen und einigen
Proteinen: Nucleocapsid (NC), Integrase (IN) und Reverse Transkriptase (RT) [131]. Die
Produktion einer neuen Generation von Viren verlduft iiber die folgenden Schritte (s. Abb.
3.1):

Fusion

T—-Helfer-Zelle

Q Produktion ‘.
R viraler 9
‘ 4 . ' Proteine '
. - ‘ ,‘ reverse
' gelfun ranskrlptlon

‘—/I'ranskription DNS

& Translat_'y

Zellkern

Polyprotein

Abbildung 3.1.: HIV-Aufbau und Lebenszyklus
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1. Fusion mit der Wirtszelle: Bei Kontakt mit einer CD4-Zelle verschmelzen Zell- und

Virus-Membran iiber einen komplizierten Prozess miteinander, sodass der CA-RNS-
Komplex und die viralen Enzyme in die Zelle geschleust werden. Eine Schliisselrolle
fiir die Fusion spielt der Konformationswechsel von TM. Einmal in der Zelle, ist das
Virus vor Angriffen der Kérper-Abwehr geschiitzt.

2. Insertion des viralen Erbguts ins Wirtsgenom: Die virale RT erzeugt aus zelleigenen

Nukleotiden zunichst einen zur RNS komplementiren DNS-Einzelstrang. Dieses
RNS/DNS-Hybrid wird unter Abbau der RNS in doppelstringige DNS iiberfiihrt.
Die RT arbeitet recht ungenau, ungefihr eines von 20.000 Nukleotiden wird falsch
kopiert. Daher ist die Mutationsrate der HI-Viren so hoch [105]. Die IN fiigt den
DNS-Doppelstrang in den Doppelstrang eines Chromosoms der Wirtszelle ein. In
dieser Form ruht die virale DNS innerhalb der Wirtszelle. Diese wird davon nicht
beeintréichtigt.

3. Produktion viraler Proteine: Werden die viralen Gene aktiviert, erzeugt der Tran-

skriptions-Apparat der Wirtszelle eine Vielzahl von RNS-Kopien davon. Dieses
Primértranskript wird in zwei Teile gespalten, die den zelleigenen Ribosomen als
Vorlage zum Aufbau der Polyproteine A und B dienen. In den Polyproteinen sind die
spiteren viralen Einzelproteine noch nahtlos aneinander gereiht. Polyprotein A ist
das Vorlaufer-Molekiil von MA, CA und NC, Polyprotein B von MA, CA, NC, PR,
RT und IN. Ein weiteres Polyprotein enthélt die SU- und TM-Domaénen.

4. Sprossung und Reifung der viralen Partikel: Die Polyproteine sammeln sich zu Hun-

derten bis Tausenden zusammen mit neuer viraler RNS an der Innenseite der Zell-
wand. Die sprossenden Partikel stiilpen die Zell-Membran aus, schniiren sich davon
ab und gelangen so mit ihrer Membran-Hiille ins Blutplasma. Nach dieser Sprossung
spaltet die PR die Polyproteine A und B in die funktionsfihigen Doménen (Reifung).
Dadurch erst werden die Partikel infektios. Die massenhafte Produktion von Virus-
Partikeln innerhalb der Wirtszelle verbraucht ihre Vorrdte. Die Wirtszelle geht dabei
zugrunde.

3.2.2. Behandlungsstrategien

Aus dem geschilderten Vermehrungszyklus ergeben sich die folgende Angriffspunkte zur
Bekdmpfung der Viren innerhalb des Kérpers nach einer Infektion.

1

2

I

Membran-Fusion verhindern — Konformationswechsel von TM blockieren.
Erbgut-Kopie verhindern — RT blockieren.
Partikel-Reifung verhindern — PR blockieren.

Brutkammern vernichten — Apoptose der Wirtszelle auslésen.
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Zu 1.: Mit dem synthetischen Peptid T-20, welches an das Transmembran-Protein des
Virus bindet, kann die Fusion der viralen und zelluliren Membranen erfolgreich ver-
hindert werden [75].

Zu 2.: Zwei Wirkstoff-Gruppen gegen die RT sind im klinischen Einsatz, sechs verfiigba-
re Nucleosid-Analoga und drei Non-Nucleosid-Analoga. Nucleosid-Analoga sind
verstiimmelte Substrate, die reguldr in eine entstehende DNS-Kette eingebaut wer-
den, aber eine weitere Ketten-Verlingerung verhindern. Diese Verbindungen werden
aber auch in zelluldre DNS-Stringe eingebaut. Dadurch wird die normale Zellteilung
beeintrichtigt, was schwere Nebenwirkungen zur Folge hat. Non-Nucleosid-Analo-
ga inhibieren im Gegensatz dazu nur die virale RT und verursachen dadurch we-
niger Nebenwirkungen. Probleme bereitet jedoch das haufige Auftreten resistenter
RT-Mutanten [88, 32].

Zu 3.: Fiinf Protease-Blocker stehen der HIV-Therapie zur Verfiigung. Auch bei dieser
Wirkstoff-Gruppe besteht die Gefahr der Resistenz-Entwicklung [81, 84].

Zu 4.: Eine infizierte T-Helfer-Zelle muss frither oder spiter zu Grunde gehen. Dieser Ver-
lust ist fiir den Gesamt-Organismus unvermeidlich, aber leichter zu verschmerzen,
wenn sie dabei keine weiteren Helfer-Zellen durch die Freisetzung einer neuen Ge-
neration von Virus-Partikeln gefdhrdet. Daher soll gezielt bei infizierten Zellen der
Selbstmord durch die Einschleusung des Apoptose-Promotors TAT-Caspase 3 aus-
gelost werden. Dieser Ansatz von der Gruppe um S.F. Dowdy [134] aus dem Jahr
1999 befindet sich noch nicht in einer klinischen Testphase.

Bisher werden in der klinischen Praxis HIV-Infektionen meist mit einer Kombination
von bis zu drei Wirkstoffen behandelt, die parallel auf die RT und die PR abzielen.

Therapeutische Ansdtze, Probleme und Ziele

Eine erfolgreiche medikamenttse Therapie senkt den Pegel der im Blut vorhandenen Vi-
rus-Partikel unter die Nachweisgrenze. Die aktue Bedrohung des Patienten ist dann zwar
gebannt, doch ruhende Viren, deren Erbgut innerhalb der Wirts-DNS geschiitzt ist, stellen
weiterhin eine potentielle Gefahr dar: Immer wieder werden solche “Schlifer” aktiviert und
treten in die Phase der Partikel-Produktion ein. Unter dem Einfluss einer Kombination von
wirksamen Inhibitoren gegen die PR und die RT werden jedoch entweder keine infektitsen
Partikel gebildet oder die Produktion von viraler DNS wird blockiert, sodass eine weitere
Ausbreitung ausbleibt.

Resistenz-Bildung unter Selektionsdruck: Aufgrund der hohen Fehlerrate der RT un-
terscheidet sich die DNS-Sequenz einer neuen Viren-Generation meist in mindestens einem
Basen-Paar von ihrer Vorlage. Daher kommen innerhalb einer Viren-Population viele Mu-
tanten neben dem urspriinglichen Wild-Typ vor. Manche Mutanten besitzen Enzyme mit
geringerer Affinitdt zum jeweiligen Inhibitor als der Wild-Typ. Kann ein solches Enzym
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trotz der Mutation auch seine Funktion im Vermehrungszyklus erfiillen, wird das Wachs-
tum dieses Stammes nicht mehr durch das zuvor wirksame Mittel gebremst. So entsteht ein
resistenter Stamm,? der schnell mengenmé8ig innerhalb der Viren-Population vorherrscht.

Der Erfolg einer Kombinationstherapie wird regelméfig kontrolliert, vor allem auch
durch Sequenzierung der viralen RNS bei niedriger Viruslast im Blut.

Es wird angestrebt, sofort bei einem Wechsel des vorherrschenden Virus-Stammes auf
gegen den neuen Stamm wirksamere Medikamente umzustellen, bevor die Viruslast steigt.
Dazu jedoch muss man die Affinitdt von verschiedenen Inhibitoren an die verschiedenen
Mutanten eines Proteins vorhersagen kénnen.

Nach einem statistisch-empirischen Ansatz [10] kann die Therapie anhand von Sequenz-
Daten und Resistenz-Profilen optimiert werden. Eine Modellierung von Komplexen mit
dem Ziel der Vorhersage von Bindestérken, d.h. der Vorhersage der potentiellen Wirksam-
keit einzelner Wirkstoffe, konnte diese Bemiihungen wertvoll ergénzen.

Von den fiir Modellierungsversuche in Frage kommenden Ziel-Proteinen wird hier die
PR ausgewihlt, da sie relativ klein ist, nur ein einzelnes Substrat umsetzt und experimentell
sowie Rontgen-kristallographisch gut charakterisiert ist.

3.3. Zielenzym HIV-1-Protease

3.3.1. Eigenschaften und Eigenarten

Die HIV-PR ist ein Dimer aus zwei identischen Untereinheiten und besitzt Co-Symmetrie.
Die Monomere A und B sind jeweils 99 AS lang [111]. Die Hauptmassen der Monomere
bilden einen relativ starren Grundkérper mit einer quer verlaufenden Rinne [1]. Zwei be-
wegliche S-Faltblatt-Schleifen verschlielen diese Rinne fliigelartig zu einem Kanal. Wie bei
einer Schere miissen sich die Fliigel 6ffnen, damit das Polyprotein ans aktive Zentrum ge-
langen kann, und wieder schlieflen, damit die Spaltung des Polyproteins stattfinden kann.
NMR-Untersuchungen und die Temperatur-Faktoren aus der RKSA zeigen, dass das ganze
Enzym und besonders die Fligel sehr beweglich sind [71]. Nach Scott et al. [124] rollen sich
die Fliigel an den Spitzen ein und erméglichen so dem Polyprotein den Zutritt zum aktiven
Zentrum.

Gebunden an die PR ist die Hauptkette des Polyproteins gestreckt und reicht mit 7-8
AS durch die PR hindurch. H-Briicken werden hauptséchlich zur immer gleichen Haupt-
kette gebildet. Im Boden des ansonsten unpolaren Kanals liegen die katalytisch aktiven
Gruppen der Protease, die Aspartate 25A und 25B (Aspartat-Diade). Thre CO, -Gruppen
stehen einander gegeniiber und fixieren iiber H-Briicken ein Wasser-Molekiil. Eine der CO, -
Gruppen ist deprotoniert, sodass das Sauerstoff-Atom des Wasser-Molekiils stark negativ
polarisiert wird. Die Hydrolyse des Polyproteins verlduft Basen-katalysiert iiber dieses sog.
lytische Wasser-Molekiil, welches eine Carbonyl-Gruppe der Hauptkette des Substrates
nucleophil angreift (s. Abb. 3.2).

2Von den vielen Mutanten innerhalb einer Population zu unterscheiden sind die beiden Virus-Typen 1
bzw. 2.
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Abbildung 3.2.: Mechanismus der Peptid-Hydrolyse:

1. Das Substrat bindet an das aktive Zentrum.

2. Das lytische Wasser-Molekiil greift die Carbonyl-Gruppe nucleophil an.
3. Das entstandene Intermediat eliminiert die Amino-Gruppe.

4. Die Produkte 16sen sich vom aktiven Zentrum.

Die PR spaltet die viralen Polyproteine an 9 verschiedenen Stellen [124], weist also
eine geringe Substrat-Spezifitdt auf; Sequenzen mit iiberwiegend unpolaren Seitenketten
werden jedoch leicht bevorzugt. Die Oberfliche der PR passt sich dem jeweiligen Substrat
an, indem die Seitenketten des Polyproteins (bezeichnet mit P1-P4 bzw. P1’-P4’ ausgehend
von der zu spaltenden Bindung) jeweils von kleineren Nischen (subsites, entsprechend mit
S1-4 bzw. S1'-S4’ bezeichnet) aufgenommen werden. Die PR toleriert ein breites Spektrum
verschiedener Mutationen, bleibt also h&ufig trotz der Mutation aktiv genug, um Partikel
reifen zu lassen.

3.3.2. Substratbindung
Die Affinitdt der HIV-PR zu ihren Substraten wird folgendermaflen gesteuert:

Enthalpisch: Die katalytischen Aspartate sind mit der zu spaltenden Peptid-Gruppe iiber
H-Briicken verbunden. Weitere H-Briicken werden zwischen den Atomen der Substrat-
Hauptkette und der PR ausgebildet [54].
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Entropisch: Die mit Wasser zu benetzenden Oberflichen des ausgestreckten Substrats
und die des Bindekanals werden bei der Komplexierung verringert. Die Verringerung
der zu benetzenden Oberfidche tragt wesentlich zur Bindung bei [86]. Andererseits
stehen der Flexibilititsverlust des Substrates und der beweglichen Fliigel der PR der
Komplexierung entgegen und erleichtern die Dissoziation der Produkte vom Enzym
(86].

3.3.3. Modellierung von Inhibitor-Komplexen

Um das Enzym blockieren zu kénnen, sucht man Molekiile, die an schon bew#hrte Anker-
punkte binden (s. Kap. 1.3). Die verfiigharen Medikamente (s. Abb. 3.3) imitieren folglich
das Substrat: Es sind Oligopeptid-dhnliche Verbindungen, bei denen die zentrale, normaler-
weise spaltbare Peptid-Gruppe durch eine nicht hydrolysierbare sekundéare Alkohol-Gruppe
bzw. eine Glykol-Gruppe ersetzt ist.
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Abbildung 3.3.: Medikamente
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Fiir eine moglichst effektive Therapie der HIV-Infektion wire es wichtig, die Bindestérke
dieser Medikamente an neu auftretende HIV-PR-Mutanten vorhersagen zu konnen. Um die
in Kap. 2 skizzierten Modellierungsmethoden zu erproben und auf Brauchbarkeit zu iiber-
priifen, ist diese Gruppe der klinischen Wirkstoffe als Test-Beispiel jedoch ungeeignet und
zwar aus folgenden Griinden: Diese Art von Liganden besitzt viele frei drehbare Bindungen.
Diese Flexibilitat ist im Hinblick auf die Modellierung ein Nachteil wegen des unkalkulierba-
ren Entropie-Verlustes bei der Komplexierung. Auflerdem sind diese Inhibitoren strukturell
sehr unterschiedlich. Der Bindemodus ist im Einzelfall ungewiss, denn es existiert lediglich
eine einzige KS von einem Ro-31-8959-Komplex mit der HIV-PR. Von dieser Struktur aus
miissten die anderen Komplexe abgeleitet werden. Fiir das Sammeln erster Erfahrungen
mit der Modellierung von Komplexen, scheidet diese Gruppe von Liganden daher aus.

Auswahl eines Test-Systems: Die néchste Generation von Inhibitoren hat sich vom Sub-
strat als Struktur-Vorlage gelst. Die Verbindungen sind meist unpolar und klein bzw. rigi-
de, um den unerwiinschten Entropie-Verlust bei der Komplexierung zu minimieren. Speziell
fiir solche Liganden scheint der statische Ansatz zur Bestimmung relativer Bindestirken
gut geeignet zu sein. Fiir zwei Ligand-Familien, die zyklischen Harnstoff-Derivate (CHD)
und die Cyclooctylpyranon-Derivate (COPS), sind sowohl Bindungsstudien, als auch KS
verfiigbar. Sie bieten sich also aufgrund ihrer Eigenschaften und der Datenlage fiir Model-
lierungsstudien an.
Doch zuvor sind folgende Punkte zu kléren:

1. Von welcher Qualitét sind die gegebenen Struktur-Daten; mit welchen Energie-Inhal-
ten korrelieren sie?

2. Wie gut konnen Komplexe ausgehend von einer KS allein durch Energie-Minimierung
modelliert werden?

3. Wie sind die freien Liganden zu behandeln?

4. Lassen sich relative Bindestérken fiir eine Serie von Liganden reproduzieren?

Zu 1.: Fiir den Liganden DMP-323 im Komplex mit der Mutante C95A sind NMR-Daten
verfiigbar. Struktur-Daten aus NMR-Experimenten enthalten Informationen iiber die
Vielfalt der in Losung relevanten Konformationen. Ein solches Ensemble von Konfor-
mationen bietet sich an zur Untersuchung der natiirlichen Schwankungsbreite der
Komplex-Energie in Losung, die die Genauigkeit der zu berechnenden Bindestérke
AG begrenzt (vgl. erreichbare Genauigkeit Abschnitt 2.4 bzw. 2.5). Gleichzeitig
kénnen Erfahrungen mit verschiedenen Verfahren zur Energie-Minimierung gesam-
melt werden.

Zu 2.: Von den Liganden DMP-323 und DMP-450 im Komplex mit der HIV-PR existieren
zwei KS. Indem von jeder KS aus der jeweils andere Komplex erzeugt wird, kann
iiberpriift werden, inwieweit die relativen Komplex-Energien AFEp; abhéngig von
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der Stamm-Struktur sind (s. Gl. 2.24). Dasjenige Verfahren der Energie-Minimierung,
nach welchem sich die beste Ubereinstimmung erzielen lasst, muss ermittelt werden.

Zu 3.: Anders als bei den Komplexen, liegen fiir die Liganden keine Hinweise auf die
in Losung relevante Konformation vor; lediglich die Konformation des Liganden im
Kompler mit der HIV-PR ist bekannt. Die jeweils repriasentative Konformation ist
durch MD-Simulation zu erzeugen.

Zu 4.: Fiir eine Serie von 10 Cyclooctylpyranon-Derivaten sollen relative Bindestéirken
berechnet werden. Die Liganden sind so ausgewéhlt, dass sie sich strukturell nur
wenig, in der Bindestirke aber deutlich voneinander unterscheiden. Dann sind Binde-
modus und Flexibilitdtsverlust voraussichtlich gleich und dann werden die relativen
Bindestirken von (berechenbaren) energetischen Effekten dominiert, sodass man er-
warten kann, die Affinitdten tendenziell gut wiedergeben zu kénnen.

3.4. Studie eines NMR-Ensembles

Ein Protein nimmt in wéssriger Losung auch im Komplex mit einem Liganden viele — mit
NMR-Methoden unterscheidbare — Konformationen ein. Jede individuelle Konformation
besitzt ihren eigenen Energie-Inhalt. Die Untersuchung eines solchen Konformationsensem-
bles soll folgende Fragen beantworten:

e Wie sehr unterscheiden sich die Konformationen des Ensembles in Bezug auf ihre
Atom-Positionen und ihren Energie-Inhalt?

e Lassen sich die verschiedenen Konformationen bzw. ihre Energie-Inhalte durch eine
Energie-Minimierung vereinheitlichen?

e Sind die Unterschiede zwischen den Konformationen innerhalb des Komplexes zufillig
oder systematisch verteilt?

e Lassen sich relevante Unterschiede von irrelevanten separieren?

3.4.1. Durchfiihrung

Der PDB-Eintrag 1bve enthilt die Koordinaten von 28 verschiedenen Konformationen
einer HIV-PR-Mutante (I3V, C95A) im Komplex mit dem zyklischen Harnstoff-Derivat
(DMP-323) als Liganden (s. Abb.3.4). Unter 1bvg findet man eine gemittelte Konformation
dieses Ensembles. Alle Konformationen werden einer Energie-Minimierung unterzogen. Als
Referenz fiir strukturelle und energetische Vergleiche wird jeweils die gemittelte Struktur
verwendet.
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Abbildung 3.4: Das zyklische Harnstoff-Deri-
vat DMP-323.

Struktur-Optimierung: Zwei Protokolle zur Energie-Minimierung werden alternativ mit
verschiedenen Randbedingungen durchgefiihrt:

Alternative 1 Eine Minimierung unter elastischer Bindung aller Atome an ihre gegebenen
Positionen (Kraftkonstante 8 kcal /mol-A?) soll die individuellen Ziige jeder Konforma-
tion erhalten. Lediglich kleine Atomverschiebungen, die ungiinstige Bindungsléingen
oder Kollisionen korrigieren, werden zugelassen. Die Bindung an die Start-Positionen
wird zudem massengewichtet, d.h. H-Atome koénnen leichter verschoben werden als
C-, N- und O-Atome.

Alternative 2 Eine Minimierung ohne jede Fixierung der Atome soll die zu Beginn ver-
schiedenen Konformationen entweder in eine einzige gemeinsame Konformation kon-
vergieren lassen oder noch unterschiedlichere Konformationen erzeugen.

Fiir die Berechnung der elektrostatischen Wechselwirkungen wird in beiden Féllen
e = 2r verwendet, wobei r der Abstand der jeweiligen Ladungen ist. Mit diesem Wert
werden die Wechselwirkungen von eng benachbarten Ladungen stirker gewichtet als die-
jenigen in gréferer Entfernung (Feouioms o< 1/7%, s. Gl. 2.1). Dadurch soll der Einfluss ei-
ner wissrigen Umgebung wéihrend der Energie-Minimierung des Komplexes ohne explizite
Wasser-Molekiile nachgeahmt werden. Der sog. Cutoff-Wert wird so gewéhlt, dass elektro-
statische Wechselwirkungen nur fiir Atom-Paare beriicksichtigt werden, die maximal 99 A
voneinander entfernt sind. Im Fall der HIV-Protease mit einem maximalen Durchmesser
von ca. 60 A sind dies alle méglichen Atom-Paare.

Die Minimierungen werden nach dem conjugated-gradient-Verfahren bis zur Konvergenz
durchgefiihrt.

Struktur-Vergleiche:

e Jede resultierende Konformation wird mit der unter denselben Bedingungen mini-
mierten Referenz-Struktur (rmsd"¢/) bzw. mit ihrer jeweiligen Start-Konformation
(rmsd3tart) verglichen.

e Um abzuschétzen, wie sehr der Bindemodus des Liganden festgelegt ist, werden zwi-
schen zwei Strukturen radiale rmsd-Verteilungen mit dem Liganden als Zentrum des
Komplexes ermittelt. Dazu werden fiir zunehmende Entfernungen vom Liganden die
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mittleren rmsd-Werte der Atome in 2 A-Intervallen bestimmt. H-Atome werden hier-
bei nicht beriicksichtigt, denn ihre Positionen sind weitgehend durch die schwereren
Atome festgelegt.

Energie-Rechnungen: Die Gesamtenergie eines Komplexes wird als Summe aus Kraftfeld-
Energie und Solvatationsenergie berechnet (vgl. Kap.2.3). Fiir Energie-Rechnungen werden
EXraftfeld = Eintern = 4 und Eextern = EH,0 = 78.5 eingesetZt-

Einige Teilbeitrige zur Gesamtenergie werden gesondert aufgefiihrt. Um die Beitréige
des Liganden und seiner Coulomb- bzw. Lennard-Jones-Wechselwirkungen mit dem Protein
zu isolieren, wird der Einfluss peripherer und daher moglicherweise irrelevanter Konforma-
tionsunterschiede ausgeblendet, indem jeweils der Beitrag des Protein-Anteils von dem des
Komplexes abgezogen wird:

Kraftfeld __ pKraftfeld Kraftfeld
EL+WW - EP-L - EP (31)
Solvatation __ rrSolvatation Solvatation
EL+WW — ~P-L - EP (32)

Diese abgeleiteten Energie-Beitriige ERXUd ynd Eolyatation iefern zusammen den Bei-
trag des Liganden zur Gesamtenergie des Komplexes:

Gesamt __ pKraftfeld Solvatation
Erfww = ELww + Ellww (3.3)

3.4.2. Ergebnisse
Zustand vor Energie-Minimierung

Tabelle 3.1 enthélt die rmsd- und Energie-Daten zu den Start-Konformationen wvor einer
Minimierung.

Struktur-Vergleich: Die 28 einzelnen Konformationen des NMR-Ensembles weichen im
Durchschnitt um nur 1.49 A von der gemittelten bzw. Referenz-Struktur ab. Beriick-
sichtigt man lediglich die C,-Atome des Proteins, sind es sogar nur 0.93 A. In Abb. 3.5
sind die C,-Atome jeder Konformation nach ihrem Abstand zum jeweiligen Referenz-
Atom gefirbt.

Deutlich ist eine bei allen fast deckungsgleiche, dunkle Region im Inneren des Komple-
xes zu erkennen, wihrend in der Peripherie hellere Farbtone vorkommen, die gréfleren
strukturellen Abweichungen entsprechen. Die Bestimmung radialer rmsd-Werte fiir
alle nicht-H-Atome (s. Tab. 3.5 und Abb. 3.6) bestétigt, dass die Atom-Positionen
des Liganden selbst und die seiner unmittelbaren Nachbarschaft eindeutiger festgelegt
sind, als die Peripherie des Proteins. Die durchschnittliche Abweichung der einzelnen
Konformationen von der Referenz-Struktur betriigt hier sogar nur 0.94 A, was zeigt,
dass die Positionen der H-Atome wesentlich stérker variieren als die Geriist-Atome

(C, N, 0, 8).
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Energie-Vergleich: Trotz der groflen strukturellen Gemeinsamkeiten schwanken die Ener-
gie-Inhalte der einzelnen Konformationen sehr stark. Sie erstrecken sich bei der
Kraftfeld-Energie iiber einen Bereich von fast 570 kcal/mol, bei der Solvatations-
energie iiber eine Spanne von ca. 100 kcal/mol und bei der Gesamtenergie um ca.
400 kcal/mol bei einer Standard-Abweichung von +126 kcal/mol.

Protein-Ligand-Wechselwirkungen: Wird der Beitrag der Protein-Konformation ausge-
blendet, verbessert sich die Genauigkeit fiir die Gesamtenergie fast um den Faktor
5 auf eine Standard-Abweichung von 426 kcal/mol. Diese Beobachtung deckt sich
mit dem Befund aus den radialen rmsd-Vergleichen (s. oben), nach dem die Binde-
tasche des Proteins, die {iber Lennard-Jones- und Coulomb-Wechselwirkungen mit
dem Liganden in Kontakt steht, wesentlich besser definiert ist als die Peripherie.

Resultate nach Minimierung 1

Tabelle 3.2 zeigt die rmsd- und Energie-Daten nach dem Minimierungsverfahren 1.

Struktur-Vergleich: Mit einer Energie-Minimierung unter harmonischer Fixierung der
Atome an ihre Start-Positionen erreicht man allgemein geringfiigige Verschiebungen,
im Mittel um 0.4 £0.25 A relativ zur jeweiligen Start-Struktur. Die Konformationen
dndern sich kaum, im Vergleich zur Referenz-Struktur bleibt die durchschnittliche
mittlere Abweichung der Atom-Positionen von zuvor 1.49 bei nun 1.50 A fast un-
verdndert. Das Profil der radialen rmsd-Verteilung folgt demjenigen vor der Minimie-
rung, allerdings um ca. 0.15 A verschoben zu geringeren Werten (s. Tab. 3.5 bzw.
Abb. 3.6).

Energie-Vergleich: Der Beitrag der Kraftfeld-Energie wird durch diese durchweg geringen
Atom-Verschiebungen drastisch um etwa 1650 kcal/mol auf durchschnittlich -1067
+67 keal/mol gesenkt, die Standard-Abweichung wird gegeniiber dem Zustand vor
Minimierung fast halbiert. Gleichzeitig wird aber der Beitrag der Solvatationsenergie
(-372 £17 kecal) um ca. 310 kcal/mol ungiinstiger, ohne aber die Schwankungsbreite
signifikant zu verdndern. Insgesamt verringert sich die Standard-Abweichung bei der
Gesamtenergie dennoch fast um den Faktor 2 (-1439 £69 kcal/mol).

Protein-Ligand-Wechselwirkungen: Ohne Beriicksichtigung der Protein-Konformation,
reduziert sich die Standard-Abweichung der Protein-Ligand-Wechselwirkungen wie-
derum merklich, wobei auch hier die starkeren Schwankungen des Kraftfeld-Beitrags
die erreichbare Genauigkeit auf 3.2 +9.0 kcal/mol begrenzen.
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Abbildung 3.5.: Uberlagerte Hauptketten (C,-Atome) vor (oben) und nach (unten) Minimierung
2. Die Atome sind entsprechend ihrer rmsd-Werte bzgl. der Referenz-Struktur gefirbt. Dunkle
Bereiche stimmen gut, hellere schlechter iiberein. Deutlich ist zu erkennen, dass die Ligand-
Konformationen sich wihrend der Minimierung stark &ndern.
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Tabelle 3.1.: Struktur- und Energie-Vergleiche der Ausgangsdaten vor der Minimierung. Minimal-
und Maximal-Werte sind hervorgehoben. rmsd-Werte werden bezogen auf die Referenz-Struktur.

re ref Kraftfeld Solv. Gesamt Kraftfeld Solv. Gesamt
rmsdref rmsdca Ep} ERo EB% EL+WW EL+WW EL+WW

[A] [A] Energiebeitrige [kcal/mol]
1 1.51 0.90 793.5 -666.4 127.1 94.2 -292.5 -198.3
2 1.65 1.10 473.8 -658.1  -184.3 59.7 -270.2 -210.5
3 1.71 1.14 478.5 -697.8  -219.3 66.8 -294.6 -227.8
4 1.38 0.79 449.8 -697.5  -247.6 74.8 -286.8 -212.0
9 1.49 0.89 616.1 -642.6 -26.4 119.4 -269.2 -149.8
6 1.64 0.81 702.9 -643.2 59.7 90.3 -267.5 -177.2
7 1.15 0.62 540.6 -663.8  -123.2 40.2 -266.3 -226.0
8 1.38 0.80 574.6 -663.2 -88.6 56.3 -265.9 -209.6
9 1.57 0.87 491.3 -615.4  -124.1 35.7 -251.7 -216.0
10 1.67 0.84 596.7 -649.3 -52.5 66.0 -262.7 -196.6
11 1.80 1.23 576.2 -635.7 -59.4 60.9 -232.3 -171.4
12 1.38 0.87 539.2 -656.9  -117.6 83.4 -272.4 -188.9
13 1.71 1.32 516.2 -613.0 -96.7 64.7 -256.8 -192.0
14 1.26 0.69 536.3 -647.1  -110.7 78.6 -279.3 -200.7
15 1.50 0.84 599.1 -682.7 -83.6 63.8 -285.9 -222.0
16 1.56 0.97 580.8 -621.9 -41.0 85.8 -256.7 -170.8
17 2.33 1.86 596.6 -684.2 -87.5 54.9 -300.1 -245.1
18 1.53 0.89 971.3 -657.7 313.6 93.4 -268.8 -175.3
19 1.32 0.64 620.8 -621.5 -0.7 58.4 -241.2 -182.7
20 1.66 0.92 455.1 -663.5  -208.3 43.4 -301.3 -257.8
21 1.63 0.89 609.6 -637.0 -27.3 50.8 -235.0 -184.2
22 1.36 0.80 467.6 -710.9  -243.2 67.4 -291.0 -223.5
23 1.47 0.84 693.2 -643.3 49.9 88.5 -245.7 -157.2
24 1.31 0.69 553.5 -665.3  -111.8 85.9 -298.7 -212.7
25 1.46 0.77 455.9 -652.7  -196.8 44.3 -275.4 -231.1
26 1.39 0.71 726.7 -699.9 26.8 72.1 -315.5 -243.4
27 1.69 1.07 701.8 -666.3 35.5 65.0 -292.1 -227.1
28 1.71 1.23 724.5 -716.3 8.1 67.5 -302.8 -235.2
Ref. 0 0 403.7 -700.0  -296.2 88.4 -291.2 -202.7
) 1.49 0.93 581.39 -661.2 -73.3 69.7 -274.9 -205.1

+o 0.36 0.25 122.2 28.3 126.7 19.0 21.7 27.1
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Tabelle 3.2.: Struktur- und Energie-Vergleich nach Minimierung 1. rmsd-Werte werden sowohl in
Bezug auf die Referenz-Struktur, als auch in Bezug auf die Start-Konformation berechnet.

re Start Kraftfeld Solv. Gesamt Kraftfeld Solv. Gesamt
rmsd"ef rmsdygg,”  Epl, Ep EFT Erivw  Eifww  Erfww

[A] [A] Energiebeitrige [kcal/mol]

1 1.52 0.35 -949.0 -361.4  -13104 13.5 7.9 21.4
2 1.66 0.36 -1115.9 -376.7  -1492.7 -7.4 7.5 0.0
3 1.72 0.29 -1081.8  -388.0  -1469.9 0.1 11.3 11.5
4 1.38 0.39 -1129.2 -400.9  -1530.1 4.0 6.1 10.1
5 1.50 0.32 -1075.1  -360.8 -1436.0 4.1 7.7 11.9
6 1.65 0.39 -1063.7  -364.7 -1418.4 -9.2 8.8 -0.3
7 1.16 0.29 -1116.9  -381.1  -1498.1 -16.8 12.5 -4.2
8 1.38 0.38 -1084.1  -383.1  -1467.3 -13.5 9.6 -3.9
9 1.58 0.39 -1129.6  -349.4  -1479.0 -18.3 8.7 -9.6
10 1.67 0.32 -1064.9  -373.8  -1438.8 -12.5 6.8 -5.7
11 1.81 0.34 -1009.1 -385.6  -1394.7 -5.4 12.8 74
12 1.39 0.30 -1038.0  -371.4  -1409.4 7.1 8.1 15.3
13 1.72 0.34 -1081.7 -342.8 -1424.6 -3.9 6.0 2.0
14 1.27 0.40 -1066.5  -347.3  -1413.9 -2.8 12.7 9.8
15 1.51 0.36 -1113.8  -380.2 -1494.1 -1.2 8.6 74
16 1.57 0.36 -1072.3  -350.5  -1422.8 1.9 8.7 10.7
17 2.34 0.43 -1090.0 -371.8  -1461.8 -21.8 6.0 -15.8
18 1.54 0.30 -831.7 -376.4 -1208.1 12.4 8.6 21.1
19 1.32 0.39 -1021.0  -366.5 -1387.6 -7.0 9.6 2.5
20 1.67 0.24 -1141.7  -347.5  -1489.2 -13.0 8.4 -4.5
21 1.63 0.38 -1073.2  -385.0  -1458.3 -16.9 10.8 -6.1
22 1.37 0.35 -1158.2 -403.5 -1561.7 -16.2 11.3 -4.9
23 1.48 0.42 -1039.7  -384.3  -1424.0 -5.0 9.8 4.8
24 1.32 0.30 -1092.2 -352.3  -1444.6 -114 10.2 -1.2
25 1.46 0.32 -1114.0  -365.0  -1479.0 -15.0 9.1 -5.9
26 1.48 1.67 -1017.6  -368.0 -1385.7 -7.1 10.6 3.5
27 1.69 0.33 -1092.2  -352.3  -1444.6 -11.4 10.2 -1.2
28 1.71 0.35 -969.5 -397.7  -1367.3 -4.0 11.7 7.6
ref 0 0.44 -1119.2  -392.7  -1511.9 -4.3 12.2 7.9
0] 1.50 0.40 -1067.0  -371.8  -1438.8 -6.3 9.4 3.2

+o 0.36 0.25 66.8 17.1 68.6 9.1 2.0 9.0




3.4 Studie eines NMR-Ensembles 55

Resultate nach Minimierung 2

Tabelle 3.3 zeigt die rmsd- und Energie-Daten fiir das Minimierungsverfahren 2.

Tabelle 3.3.: Struktur- und Energie-Vergleich nach Minimierung 2. rmsd-Werte werden sowohl in
Bezug auf die Referenz-Struktur, als auch in Bezug auf die Start-Konformation berechnet.

rmsd"!  pmsd§jert  DERES gy pgse piudtd psds poemt

[A] [A] Energiebeitrige [kcal/mol]
1 2.16 1.86 -3046.0  -191.3  -3237.3 -42.4 8.3 -34.0
2 2.25 1.71 -3054.8  -176.8  -3231.7 -43.7 9.1 -34.5
3 2.49 1.79 -2996.3  -242.1 -3238.5 -45.9 6.9 -38.9
4 2.10 1.86 -3078.3  -179.1  -3257.4 -61.3 10.7 -50.6
5 2.25 2.01 -3023.4  -206.1  -3229.6 -51.1 8.4 -42.6
6 2.12 1.82 -2996.3 -242.1 -3238.5 -45.9 6.9 -38.9
7 1.97 1.78 -3060.7  -194.7  -3255.4 -49.5 7.8 -41.7
8 2.12 1.89 -3031.9 -180.8  -3212.8 -43.6 8.2 -35.4
9 2.29 1.95 -3063.6  -177.0  -3240.6 -95.9 11.8 -44.0
10 2.35 1.84 -3020.2 -186.7  -3207.0 -35.1 7.9 -27.1
11 2.18 2.04 -3044.7  -209.5  -3254.2 -41.2 8.6 -32.6
12 2.04 2.13 -3045.3 -177.4  -3222.7 -42.3 8.2 -34.0
13 2.39 1.98 -3037.8  -177.0 -3214.9 -44.7 7.7 -37.0
14 2.25 2.09 -3071.3  -151.0 -3222.4 -50.1 12.4 -37.6
15 2.32 1.96 -3052.7  -191.7  -3244.4 -49.4 7.3 -42.0
16 2.17 1.81 -3044.7  -162.0  -3206.7 -45.1 9.6 -35.5
17 2.52 2.35 -3032.0 -182.4 -32144 -43.2 9.9 -33.3
18 2.26 1.73 -3000.8  -192.6 -3193.4 -51.8 5.9 -45.8
19 2.07 1.75 -2989.9 -213.8 -3203.8 -44.0 8.3 -35.6
20 2.30 1.97 -3015.5  -186.4 -3201.9 -45.5 8.5 -37.0
21 2.30 2.26 -3030.3  -180.5  -3210.9 -55.1 8.0 -47.1
22 2.21 2.16 -3030.3  -180.5  -3210.9 -95.1 8.0 -47.1
23 2.44 2.01 -3098.1 -158.4  -3256.5 -48.1 9.1 -39.0
24 1.96 1.99 -3094.9  -178.6 -3273.6 -63.4 17.0 -46.4
25 2.23 1.93 -3043.4  -187.2  -3230.7 -42.1 10.4 -31.6
26 1.96 1.85 -3088.9  -174.7  -3263.6 -52.2 7.3 -44.9
27 2.14 1.96 -3043.4  -187.2  -3230.7 -42.1 10.4 -31.6
28 2.35 2.23 -3062.3  -180.9  -3243.2 -48.1 7.1 -40.9
ref 1.92 -3044.9  -209.4  -3254.3 -41.3 8.5 -32.7
0] 2.23 1.96 -3042.9  -188.2 -3231.1 -47.6 9.0 -38.7

+o 0.15 0.16 28.3 20.6 21.1 6.3 2.1 5.8
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Struktur-Vergleich: Ohne Randbedingungen verschieben sich die Atome um durchschnitt-
lich fast 2.0 £0.16 A gegeniiber der Start-Konformation und weichen damit um durch-
schnittlich 2.23 £0.15 A gegeniiber der ebenfalls Energie-minimierten Referenz-Struk-
tur ab. Das radiale rmsd-Profil zeigt deutlich, dass sich besonders die Konformation
des Liganden und die der Bindetasche stirker verdndert hat als der periphere Rest
des Proteins. Ab einem Abstand von etwa 10-12 A zum Liganden folgt das radia-
le rmsd-Profil wieder demjenigen vor der Minimierung im Abstand von etwa 0.4 A
(s. Tab. 3.5 bzw. Abb. 3.6). Abbildung 3.5 zeigt die Verteilung der Positionsverschie-
bungen innerhalb des Komplexes fiir die C,-Atome. Die mittlere rmsd fiir C,-Atome
gegeniiber der jeweiligenStartkonformation ist mit 1.40 +0.29 A kleiner als die rmsd
fiir alle Atome mit 2.23 4+0.15 A. Das zeigt, dass sich die Seitenketten deutlicher
verdndern als der globale Verlauf der Hauptkette.

Energie-Vergleich: Trotz der offensichtlichen Divergenz der Konformationen reduzieren
sich die Schwankungen der Kraftfeld-Energie. Der durchschnittliche Beitrag der Kraft-
feld-Energie ist um etwa 3600 kcal/mol gegeniiber den Start-Konformationen abge-
senkt worden auf -3043 +28 kcal /mol. Damit ist die Standard-Abweichung gegeniiber
dem Zustand ohne Minimierung etwa um den Faktor 4 verbessert worden. Die Bei-
tréage der Solvatationsenergie haben sich, wie auch bei der Energie-Minimierung nach
dem ersten Verfahren, erhoht; hier um etwa 450 kcal/mol auf -188 421 kcal/mol. Die
Zuverldssigkeit der Solvatationsenergien ist demnach bei beiden Minimierungs-Ver-
fahren vergleichbar.

Protein-Ligand-Wechselwirkungen: Obwohl sich gerade die Kontakt-Zone zwischen Li-
gand und Protein wédhrend dieser Energie-Minimierung am deutlichsten veréndert
hat, haben sich die Schwankungen des Ligand- und Wechselwirkungsbeitrags redu-
ziert auf nunmehr fast 6 kcal/mol in der Gesamtenergie (-39 + 5.8 kcal/mol).

Vergleich der Ergebnisse

Tabelle 3.4 zeigt, wie sich die Energie-Minimierungen auf die einzelnen Beitrige zur Kraft-
feld-Energie auswirken. Zu den grofien Schwankungen der Kraftfeld-Energie vor einer Mi-
nimierung tragen mit einer Standard-Abweichung von fast 111 kcal /mol hauptséchlich die
LJ-Wechselwirkungen bei, gefolgt von den elektrostatischen Wechselwirkungen und den
Beitréigen der Torsions-Winkel mit Standard-Abweichungen von jeweils ca. 20 kcal /mol.

Minimierung 1 — nur durchgefiihrt zur Korrektur ungiinstiger Bindungsldngen und LJ-
Kontakte — liefert das erwartete Ergebnis, ndmlich um ca. 390 kcal/mol verbesserte
Beitréige der Bindungslédngen und um ca. 1110 kcal/mol verbesserte Beitrige der LlJ-
Wechselwirkungen, sogar mit auf +50 kcal/mol halbierter Standard-Abweichung. Alle
anderen Beitrige behalten in etwa ihre Gréflenordnung und auch ihre Genauigkeit.

Minimierung 2 lisst gréfere Konformationsinderungen zu. Wesentliche Anderungen der
Energiebeitriige liefern immer noch die Bindungsldngen (—430 kcal/mol) und van-
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Tabelle 3.4.: Mittlere Teilbeitrage zur Gesamtenergie in Abhéngigkeit vom Minimierungsverfahren

Dieder- uneigentl. LJ- elektrostat.  Solv.
Bindungen Winkel winkel Diederw. Energie Energie Energie

Energiebeitréige [kcal/mol]

vor 459.8 425.5 997.7 9.5 303.5 -1608.3  -661.2
Min. +23 £23 £19.7 +04 £110.8 +£21.0  £28.3
nach 69.5 370.6 922.5 44  -815.0 -1618.9  -371.8
Min. 1 £3.0 +6.6 +18.8 +£1.2  £50.3 +20.9 £17.1
nach 31.7 359.6 502.9 3.0 -2014.2 -1925.9  -188.2
Min. 2 +£09 75 £121 +08 £154 +22.0  £20.6

der-Waals-Beitrige (-2300 kcal/mol), nun aber auch Torsions- und Coulomb-Wech-
selwirkungen (-500 kcal/mol und -300 kcal/mol). Gleichzeitig wird eine erhebliche
Reduktion der Energie-Schwankungen und damit auch eine gewisse Vereinheitlichung
des Energie-Beitrages erreicht.

Zur Berechnung der radialen rmsd-Verteilungen ist auf die H-Atome verzichtet wor-
den. Der Vergleich der resultierenden durchschnittlichen rmsd-Werte mit den zuvor fiir
alle Atome berechneten durchschnittlichen rmsd-Werte zeigt, dass besonders die H-Atome
zur allgemeinen Abweichung der mittleren Atom-Verschiebung in Bezug auf die Referenz-
Struktur beitragen. Dies ist teilweise durch ihre schon von Beginn an abweichenden Positio-
nen, teilweise aber auch durch ihre hohere Beweglichkeit wihrend der Energie-Minimierung
bedingt (Massenwichtung).

2 \
o vor Min.

Abbildung 3.6: Radiale rmsd-Ver- - * Min. 1
teilungen vor bzw. nach der Ener- *_Min. 2
gie-Minimierung. Sowohl vor Mini- <15 . % * % *x
mierung, als auch nach Minimie- 5 % * « ¥
rung (1) ist deutlich zu erkennen, E | o
dass der dem Liganden benachbar- $ o © o 2 °
te Bereich zwischen allen Komple- E 1 o °©° ¢« ¢ o
xen besser iibereinstimmt als die o % 4 ® ¢
Peripherie des Proteins. Nach frei- - o ° . ¢
er Minimierung (2) finden struktu- ° . *
relle Verdnderungen gerade in dem 0.55 * | | | | ]
zuvor so gut definierten Bereich um 0 5 10

den Liganden statt. Abstandsintervall zum Liganden
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Tabelle 3.5.: Radiale rmsd-Verteilungen

Abstand zum

radiale rmsd [A]

Intervall Liganden [A]  vor Min. Min.1 Min.2
0 0-2 0.58 £0.21 0.44 £0.20 1.38 £0.41
1 2-4 0.67 £0.15 0.52 £0.15 1.40 £0.17
2 4-6 0.71 £0.14 0.56 £0.14 1.34 £0.13
3 6-8 0.78 £0.14 0.59 £0.13 1.29 £0.11
4 8-10 0.82 £0.15 0.68 £0.15 1.25 £0.26
) 10-12 0.88 £0.15 0.75 £0.16 1.32 £0.11
6 12-14 0.96 £0.17 0.81 £0.18 1.37 £0.11
7 14-16 1.01 £0.19 0.85 +£0.25 1.44 +0.12
8 16-18 1.06 £0.19 0.90 £0.27 1.45 £0.12
9 18-20 1.10 £0.20 0.97 £0.22 1.50 £0.12
10 20-22 1.09 £0.29 0.98 £0.22 1.48 £0.31
11 22-24 1.15 £0.21 1.00 £0.22 1.55 £0.13
12 24-26 1.15 £0.21 0.98 £0.29 1.57 +0.13
13 26-28 1.16 =0.21 1.10 £0.16 1.51 £0.32
1-13 0 0.94 £0.20 0.80 £0.21 1.4240.10
3.4.3. Diskussion

Die NMR-Strukturen des Komplexes einer HIV-PR-Mutante (I3V, C95A) mit dem Li-
ganden DMP-323 sind untersucht worden. 28 unterscheidbare Konformationen liegen in
Losung nebeneinander vor. Die einzelnen Konformationen dieses Ensembles (1bve) weichen
um durchschnittlich 1.49 A von ihrer gemittelten Struktur (1bvg) ab. Diese Abweichungen
sind im Bereich des Liganden mit 0.58 A am geringsten und nehmen zur Peripherie hin
auf 1.1 A zu (s. Tab. 3.5).

Obwohl die Koordinaten der verschiedenen Konformationen sehr dhnlich sind, schwan-
ken die berechneten Gesamtenergien unerwartet stark, ndmlich um {iber +£100 kcal/mol.
Dies beruht vermutlich auf der Qualitit der verdffentlichten Atom-Koordinaten, die (tech-
nisch bedingt) begrenzt ist.

Eine Energie- bzw. Struktur-Optimierung ist also auf jeden Fall notwendig. Daher wer-
den Energie-Minimierungen unter verschiedenen Randbedingungen durchgefiihrt, um zu
priifen, ob man eine Vereinheitlichung der Energie-Werte aller Konformationen erreichen
kann.

Eine Energie-Minimierung, die nur geringfiigige Atom-Verschiebungen zulésst, erlaubt,
die Konformationen insgesamt beizubehalten und gleichzeitig Unstimmigkeiten durch un-
genaue Koordinaten-Angaben zu verringern. Die Molekiil-Geriiste gleichen sich einander
ein wenig an: Die mittlere rmsd betrigt nach der Minimierung nur 0.80 A im Vergleich zu
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0.94 A davor, wihrend sich die Positionen der H-Atome deutlicher gegeneinander verschie-
ben. Die berechneten Energie-Werte streuen trotzdem mit einer Standard-Abweichung von
rund £70 kcal/mol noch sehr stark.

Eine alternative Energie-Minimierung, die allen Atomen die maximale Bewegungsfrei-
heit einrdumt, baut weitere Spannungen innerhalb des Komplexes ab und damit auch die
Bandbreite der berechneten Energie-Werte. Doch selbst nach diesem Verfahren ldsst sich
die Standard-Abweichung nur auf +20 kcal/mol begrenzen. Wéhrend der Minimierung
verdndern besonders die Atome des Liganden und seiner nédchsten Umgebung ihre Positio-
nen, sodass der zuvor sehr eindeutige Bindemodus des Liganden nun weniger festgelegt
erscheint. In diesem Zusammenhang erscheint die Verringerung der Standard-Abweichung
der Energie-Beitrige iiberraschend, denn man erwartet, dass groflere strukturelle Verédnde-
rungen die systematischen Fehler beeinflussen und mit zuséitzlichen Energie-Schwankungen
einhergehen. Ligand und Bindetasche bestehen jedoch iiberwiegend aus unpolaren Grup-
pen, die keine gerichteten Wechselwirkungen eingehen, was die geringe Empfindlichkeit
gegeniiber unterschiedlichen Konformationen in diesem Bereich erkléren konnte.

Die Gegeniiberstellung der einzelnen Energie-Beitréige (s. Tab. 3.4) verdeutlicht, welche
Terme die grolen Schwankungen verursachen. Bindungsldngen und uneigentliche Torsions-
winkel sind mit durchschnittlichen Schwankungen von unter 1 kcal/mol fast konstant. Dies
sind die Beitrige, die mit den hochsten Kraftkonstanten versehen sind und gleichzeitig fiir
ein gegebenes Atom mit hochstens vier Termen in die Energie-Funktion eingehen. Im Gegen-
satz dazu kann ein einzelnes Atom (je nach Konfiguration) an bis zu 18 einfachen Winkeln
und 18 Torsions-Winkeln beteiligt sein. Diese Terme werden mit kleineren Kraftkonstanten
gewichtet, sodass Abweichungen von der natiirlichen Grofie haufiger vorkommen. Elektro-
statische und LJ-Wechselwirkungen eines Atoms werden jeweils zu allen anderen Atomen
berechnet. Diese ,,weichen“ Terme dominieren mengenméfig in der individuellen Energie-
Funktion, sodass sich die durchweg kleinen Abweichungen vom Idealwert zu groflen Wer-
ten summieren kénnen. Eine Energie-Minimierung korrigiert zuerst die ,harten“ Energie-
Terme. Daher kann eine Konformation, beispielsweise trotz Spannung eines Torsionswin-
kels, in einem lokalen Minimum , gefangen®“ bleiben, weil die energetische Barriere, iiber
die eine Entspannung erreicht werden kénnte, beim Verfahren der Energie- Minimierung
uniiberwindbar ist.

Tabelle 3.4 zeigt deutlich, dass beide Minimierungsverfahren vor allem ungiinstige LJ-
Wechselwirkungen und Bindungslédngen korrigieren. Energie-Minimierung 2 fiihrt dariiber
hinaus noch zu einer wesentlichen Absenkung ungiinstiger Torsions- und elektrostatischer
Beitrige. Mit dieser Verringerung der Teilenergien aus elektrostatischen und LJ-Wechsel-
wirkungen nimmt der Beitrag der Solvatationsenergie zu. Da sich die Konformationen mit
durchschnittlich 1.96 A rmsd-Verschiebung gegeniiber der Start-Konformation nicht we-
sentlich verdndert haben, scheidet eine drastische Zunahme der benetzbaren Oberfliache als
Ursache fiir diese Beobachtung aus. Im Gegenteil: Eine Energie-Minimierung ohne Wasser-
Molekiile fordert die Anndherung von Atomen (und damit eine Verringerung der benetzba-
ren Oberfliche), getrieben durch die schwachen LJ-Anziehungen untereinander und durch
die unverminderte Anziehung zwischen gegensinnigen Ladungen. Diese Paarung von gegen-
sinnigen Ladungen wihrend der Energie-Minimierung verringert allerdings das effektive
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elektrische Feld um den nun entstandenen Dipol und damit den Gewinn an elektrostati-
scher Solvatationsenergie des Wassers. Der Gewinn an elektrostatischer Kraftfeld-Energie
des Proteins kompensiert nur teilweise den Verlust der Solvatationsenergie. An dieser Stel-
le wird deutlich, wie sehr sich die Energie-Funktionen wihrend der Energie-Minimierung
(nur Kraftfeld-Energie mit ¢ = 2r) und bei der Energie-Rechnung (Kraftfeld-Energie +
Solvatationsenergie mit ¢ = 4) unterscheiden.

Von den 3200 Atomen des gesamten Komplexes sind moglicherweise nur die 80 Atome
des Liganden und die ihm direkt benachbarten Atome des Proteins relevant, da nur diese
miteinander im entscheidenden van-der-Waals- bzw. Coulomb-Kontakt stehen. Subtrahiert
man von der Gesamtenergie eines Komplexes den Beitrag des Proteins, reduziert sich die
Standard-Abweichung entsprechend um den Faktor 3-7 auf 9.0 kcal/mol nach Minimierung
1 bzw. 5.8 kcal/mol nach Minimierung 2. Dieser Befund verdeutlicht, wie sehr der iiber die
Bindetasche hinausgehende Protein-Anteil die energetische Schwankungsbreite beeinflusst.

3.4.4. Schlussfolgerungen

Die Analyse des NMR-Ensembles hat gezeigt, dass der Bindemodus des Liganden an das
Protein gut definiert ist und dass vor allem die eigentlich uninteressante Peripherie des
Proteins energetische Schwankungen verursacht. Gleichzeitig tolerieren die iiberwiegenden,
ungerichteten LJ-Kontakte zwischen Ligand und Protein einen gewissen Spielraum ohne
die Wechselwirkungsenergien wesentlich zu verdndern. Diese Befunde lassen den statischen
Ansatz zur Bestimmung relativer Bindestérken tatsdchlich praktikabel erscheinen.

So feine Unterschiede zwischen Konformationen wie bei der NMR~Analyse sind mit RK-
SA nicht differenzierbar, eben weil innerhalb eines Protein-Kristalls eine dhnliche Vielfalt
an Konformationen vorliegt (Fehlordnung im Kristall). Die Auflésung in der RKSA betrigt
bei Proteinen etwa 2.0 A. Man erhlt aus der Kristallographie also Atom-Koordinaten, de-
ren Qualitdt etwa der einer gemittelten NMR-Konformation entspricht, allerdings ohne
H-Atome. Diese miissen dem Molekiil-Geriist entsprechend ergéinzt werden. Die ortliche
Ungenauigkeit der automatisch platzierten H-Atome ist unbedeutend, da die H-Atome im
Zuge einer Energie-Minimierung ohnehin ihre Positionen stark &ndern.

Die Gesamtenergien der gemittelten NMR-Struktur, die hier als Referenz-Konformation
dient, sind nach der Energie-Minimierung jeweils giinstiger als die mittlere Gesamtenergie
aller Konformationen. Die Differenz zwischen der Energie der Referenz-Struktur und der
mittleren Energie aller iibrigen Konformationen liegt jeweils in der Groflenordnung der
Standard-Abweichung. Es ist also eher zulissig, Koordinaten zu mitteln als Energie-Werte.
Demnach ist eine gemittelte Konformation, wie z. B. eine KS eine plausible Reprisentante
fiir ein Ensemble.

Die Schwankungen in der Gesamtenergie innerhalb des Ensembles sind jedoch selbst
nach Energie-Minimierung im besten Fall mit iiber 20 kcal /mol um den Faktor 100 groier
als erwartet. Die Annahme, dass die nach diesem Verfahren berechenbare minimale Gesamt-
energie innerhalb eines Ensembles mit der mittleren ndherungsweise gleichgesetzt werden
kann (s. Kap. 2.4), ist damit also widerlegt.
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Die groflen energetischen Schwankungen werden wahrscheinlich verursacht durch unge-
naue Start-Koordinaten einerseits und die Diskrepanz zwischen Minimierungs- und Bewer-
tungsfunktion andererseits, denn die lokalen Minima der Kraftfeld-Funktion miissen nicht
notwendigerweise lokalen Minima der Gesamtenergie-Funktion entsprechen. Demnach er-
gibt sich durch die Energie-Minimierung ohne wéssrige Umgebung ein groflerer systemati-
scher Fehler.

Im Hinblick auf die Berechnung von Bindestidrken der HIV-PR zu verschiedenen Li-
ganden ist die Streuung der Energie-Werte innerhalb des Ensembles belanglos, solange
dieser Fehler bei allen Komplex-Reprisentanten systematisch gleich ist. Fiir die Modellie-
rung einer Serie von Komplexen ist daher sicherzustellen, dass die Protein-Konformationen
wiahrend einer Energie-Minimierung nicht auseinander driften, eben um einheitliche syste-
matische Fehler zu gewéhrleisten. Die Struktur-Optimierung sollte daher auf die Region
um den Liganden beschriankt werden.
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3.5. Komplex-Konstruktion

Zur relativen Bindestirke AAG zweier Komplexierungsreaktionen mit verschiedenen Ligan-
den tragen die Energiedifferenzen zwischen den Liganden AE und die Energiedifferenzen
AFEp.p, zwischen den Komplexen bei (s. Reaktionen-Schema Abschnitt 2.4.1 und GI. 2.24).

Um AFEp.; zu bestimmen, wird aus der KS des Referenz-Komplexes der Vergleichs-
komplex konstruiert; beide werden durch Energie-Minimierung Struktur-optimiert. Der
Beitrag AEp.;, muss unabhéingig von der jeweiligen Ausgangskonformation des Referenz-
Komplexes sein. Um dies zu priifen, wird AEp.;, fiir zwei dquivalente Paare von Komplexen
berechnet. Ausgehend von zwei verschiedenen KS wird aus jeder einzelnen der jeweils ande-
re Komplex abgeleitet und einer Energie-Minimierung unterzogen (s. Abb. 3.7). Folgende
Punkte sollen geklart werden:

e Wie verdndern sich die Konformationen wéhrend der Energie-Minimierung?

e Ist der Energie-Beitrag AFEp.;, unabhéingig von der jeweiligen Stamm-Konformation?

e Mit welchem Verfahren zur Energie-Minimierung lassen sich iibereinstimmende
AFEp.-Beitrige erzielen?

[~
-<

Abbildung 3.7.: Ausgehend von jeder der beiden KS (dunkel: 1mes und mittelgrau: 1mer) wird
der jeweils andere Komplex erzeugt. Die Stamm-Komplexe sind also ein- die Konstrukte zwei-
farbig. Stamm-Komplexe und Konstrukte werden einer Energie-Minimierung unterzogen, fiir die
resultierenden Strukturen werden die Gesamtenergien bestimmt. Die Differenzen AFEp.j, fiir die
dquivalenten Paare sollen unabhéngig von der Stamm-Struktur sein.

3.5.1. Durchfiihrung

Von einer HIV-PR-Mutante (I3V, I84V) existieren zwei KS mit sehr dhnlichen Liganden,
den beiden zyklischen Harnstoff-Derivaten DMP-450 und DMP-323 (PDB-Codes 1mer und
1mes [1]). Die KS dienen als Stamm-Konformationen zur Konstruktion des jeweils anderen
Komplexes. Die Proteine haben identische Sequenzen, die Liganden sind wie das dime-
re Enzym Cy-symmetrisch und besitzen vier aromatische Ringe, von denen jeweils zwei
unterschiedlich substituiert sind (s. Abb. 3.8).
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OO O
HO E’OH HO éOH
DMP-323 DMP-450

Abbildung 3.8.: Die beiden zyklischen Harnstoff-Derivate DMP-323 aus KS 1mes und DMP-450
aus KS lmer.

Komplex-Konstruktion: Ausgehend von KS 1mer, werden von DMP-450 die N-Atome
in meta-Position entfernt und HO-CH,-Gruppen in para-Position eingefiigt, sodass der
neue Ligand die Struktur von DMP-323 besitzt. Bei 1mes wird entsprechend umgekehrt
verfahren. Die in der KS fehlenden H-Atome werden automatisch von CHARMm ergénzt.
Die Konstrukte besitzen die chemische Struktur des jeweils anderen Stamm-Komplexes,
aber nicht dessen Konformation. Sie dienen ebenso wie die originalen KS als Start-
Konformationen fiir die sich anschlieBenden Energie-Minimierungen (s. Abb. 3.7).

Struktur-Optimierung: Die Wahl der Randbedingungen ist entscheidend fiir das Er-
gebnis einer Energie-Minimierung, denn die Randbedingungen legen fest, welche Atome
in welchem Ausmafl beweglich sein sollen. Nach einer ersten, vorbereitenden Struktur-
Optimierung werden verschiedene alternative Randbedingungen wihrend der Energie-
Minimierungen erprobt:

Vorstufe, vorbereitende Struktur-Optimierung: Zunichst sind nur die neu hinzu-
gefiigten Atome, also die H-Atome und die der Liganden, beweglich, um grobe Un-
stimmigkeiten durch die Manipulation der Strukturen zu beseitigen. Die hieraus re-
sultierenden Konformationen werden als Start-Strukturen fiir verschiedene weitere
Energie-Minimierungen verwendet.

Alternative 1: Alle Atome werden elastisch an ihre gegebenen Start-Positionen gebunden
mit einer Kraftkonstanten von 10 kcal /mol-A? (Diese Anbindung ist massengewichtet,
d.h. H-Atome sind beweglicher als C-, N- und O-Atome).

Alternative 2: Nur die C,-Atome werden mit einer Kraftkonstanten von 10 kcal/mol-A?
an ihre Start-Positionen gebunden, die Seitenketten und Liganden sind frei beweglich.

Alternative 3: Alle H-Atome und alle Atome im Radius von 14 A um das Carbonyl-C-
Atom des jeweiligen Liganden sind frei beweglich, alle anderen fixiert.

Alternative 4: Alle H-Atome und alle Atome im Radius von 14.0 A um das Carbonyl-C-
Atom des jeweiligen Liganden sind frei beweglich, alle anderen elastisch mit einer
Kraftkonstanten von 10 kcal/mol-A? an ihre Start-Positionen gebunden.
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Alternative 5: Alle Atome sind frei beweglich. Um den Zeitbedarf zu begrenzen werden
zunéchst 300 Schritte nach dem steepest descent-Verfahren durchgefiihrt, dann der
aufwindigere conjugated gradient-Algorithmus eingesetzt.

Bei allen eingesetzten Verfahren zur Energie-Minimierung wird der Schwellenwert fiir
die zu beriicksichtigenden Atom-Atom-Kombinationen mit 99 A so gro gewihlt, dass alle
moglichen Atom-Paare in die Berechnung der elektrostatischen und LJ-Energie eingehen
(Durchmesser der HIV-PR: ca. 60 A). Wieder wird & = 2r zur stirkeren Gewichtung der
Beitrige nah benachbarter Ladungen benutzt. Die Kraftfeld-Energie wird in allen Fillen
nach dem conjugated gradient-Verfahren bis zur Konvergenz minimiert.

Struktur-Vergleiche:

rmsds’"*: Von den einzelnen Komplexen werden die Strukturen vor und nach der Energie-

Minimierung miteinander verglichen.

rmsd’,: Fiir jedes Paar von Komplexen mit verschiedenen Liganden, aber gleicher Start-
Konformation des Proteins, wird die radiale rmsd-Verteilung und ihr Mittelwert O
ermittelt. Dabei werden jeweils nur die gemeinsamen Atome beider Komplexe her-
angezogen, d.h. die Atome, in denen sich die Liganden DMP-323 und DMP-450
unterscheiden, gehen nicht in die Berechnung ein.

Energie-Rechnungen: Die Gesamtenergie der Komplexe wird wie zuvor als Summe aus
Kraftfeld- und Solvatations-Energie berechnet mit exrafifela = Eintern = 4 Und Eeptern =
em,0 = 78.5 (vgl. Abschnitt 2.3). Fiir eine detaillierte Analyse werden auch die Teilbeitrige
der Komplex-Komponenten und die elektrostatischen und LJ-Wechselwirkungen zwischen
den Liganden und den beiden Monomeren A und B der HIV-PR angegeben.

3.5.2. Ergebnisse

Zustand vor Minimierung

Struktur-Vergleich: Die beiden KS lmes und lmer weisen mit 1.9 A eine recht hohe
Auflésung auf. Die Temperaturfaktoren stimmen weitgehend iiberein (Korrelations-
koeffizient bei linearer Regression: 0.91). Den Temperaturfaktoren zufolge sind die
Atom-Position im Bereich der Bindetasche und der Liganden besser definiert als in

der Peripherie. Dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen der Untersuchung des
NMR-Ensembles (s. Kap. 3.4).

Die dquivalenten Atome der beiden KS (vollstindiger Protein-Anteil und gemein-
sames Grundgeriist der Liganden) zeigen nach Uberlagerung eine durchschnittliche
Positionsabweichung von 1.13 A. Die gréfiten Abweichungen betreffen periphere Sei-
tenketten, denn die C,-Atome der Hauptketten weichen um nur 0.23 A voneinander
ab. Die Positionen der Atome, die beiden Liganden gemeinsam sind, liegen durch-
schnittlich 0.36 A auseinander. Die Konformationen des Grundgeriistes sind also fast
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Abbildung 3.9.: Radiale rmsd-Verteilungen innerhalb der Komplexe mit den verschiedenen Ligan-
den, jeweils ausgehend von Stammkonformation 1mes bzw. 1mer nach alternativen Verfahren der
Energie-Minimierung.
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identisch, lediglich die unterschiedlich substituierten aromatischen Ringe sind etwas
gegeneinander verdrillt.

Energie-Vergleich: Auf die Bestimmung der verschiedenen Energie-Beitrége fiir die Start-
Strukturen wird verzichtet, da die vorangehenden Untersuchungen zum NMR-
Ensemble gezeigt haben, dass Strukturen ohne Energie-Minimierung energetisch
kaum vergleichbar sind. Auflerdem miissen zumindest die Positionen der automa-
tisch hinzugefiigten H-Atome vor einer Energie-Rechnung optimiert werden. Zudem
haben die manipulierten Liganden willkiirliche Konformationen, denn auch wenn sich
die Substituenten in Grofe und Polaritidt nur wenig voneinander unterscheiden, kann
ihre Verschiebung aus der meta- in die para-Position (bzw. umgekehrt) zur Kollision
mit der Protein-Umgebung fiihren.

Zustand nach vorbereitender Energie-Minimierung

Die Energie-Minimierungen unter Fixierung der schweren Atome des Proteins (1662 von
3196 Atomen insgesamt bei 1mes+DMP-323) benétigen etwa zwei Stunden reine Rechen-
zeit.

Tabelle 3.6.: Ergebnisse nach vorbereitender Energie-Minimierung. Die Schweratome des Proteins
sind fixiert, die Ligand- und H-Atome frei beweglich. Die Stamm-Komplexe sind mit * markiert.

Stamm-Komplex 1mes Stamm-Komplex 1mer
DMP-323* DMP-450 A DMP-323 DMP-450* A

@ rmsdk, A 0.004 0.037
L

ERrafteld — keal/mol]  -1921.72  -1916.70 -5.02  -1902.16  -1927.14 24.92
EXraftfeld — [keal/mol]  -1851.63  -1851.57 0.06  -1850.99  -1852.88  1.89

EXrafteld — [kea] /mol] 12.72 8.17  4.45 27.75 6.85 20.90
Efraitield — [kcal /mol] -39.58 -38.65 -0.93 -35.97 -41.48  5.49

Efraitield — [kcal /mol] -41.52 -40.26 -1.26 -37.33 -41.34  4.01

Efolvatation  [keal /mol] -300.00  -298.42 -1.58 -300.30 -300.67  0.37

Efelvatation  ica] /mol] -312.37 -312.31  0.06 -317.82 -317.76  0.06

EGesamt [kcal/mol]  -2221.73  -2215.12 -6.61  -2202.46  -2227.80 25.02

Struktur-Vergleich: Die Komplex-Strukturen, die auf die KS 1mes zuriickgehen unter-
scheiden sich nach der Energie-Minimierung um nur 0.004 A im Durchschnitt. Die
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radiale Verteilung der rmsd-Werte (s. Abb. 3.9) zeigt, dass dieser Wert auf die Ein-
fliisse der beiden Liganden zuriickgeht, deren gemeinsame Atome um 0.07 A verscho-
ben sind. Obwohl das Protein-Geriist fixiert ist, pflanzen sich die unterschiedlichen
Einfliisse der Liganden auf die H-Atome noch etwa 8 A durch den Komplex hindurch
fort.

Bei den Komplex-Strukturen, die auf der KS 1mer basieren, sind die strukturellen
Unterschiede grofer: Die gemeinsamen Ligand- und H-Atome liegen um durchschnitt-
lich 0.037 A auseinander. Wiederum gehen die Abweichungen auf ein Auseinander-
driften der Ligand-Konformationen wiahrend der Energie-Minimierung zuriick. Die re-
sultierenden Ligand-Konformationen stimmten mit einer mittleren rmsd von 0.38 A
schlechter miteinander iiberein als bei dem anderen Komplex-Paar.

Energie-Vergleich: Die unterschiedliche strukturelle Anpassung der manipulierten Ligan-
den an die jeweils fremde Protein-Konformation macht sich im Energie-Inhalt be-
merkbar (s. Tab. 3.6): Ein Vergleich der Kraftfeld-Energien der minimierten Stamm-
Komplexe und derjenigen der konstruierten Komplexe zeigt, dass die Originale mit
-1921.7 kcal/mol fiir Komplex [1mes-DMP-323] bzw. -1927.1 kcal/mol fiir Komplex
[1lmer-DMP-450] signifikant (19 bzw. 10 kcal/mol) giinstiger sind, als die Konstrukte
mit -1902.2 kcal/mol fiir [Imer-DMP-323] bzw. -1916.7 kcal/mol fiir [Imes-DMP-
450]. Die Differenzen gehen zuriick auf die sehr unterschiedlichen Beitréige der Ligan-
den selbst und ihrer Wechselwirkungen mit dem Enzym. Die Kraftfeld-Beitréige der
bloflen Protein-Anteile sind fast konstant.

Der Ligand DMP-323 besitzt in der minimierten Stamm-Struktur eine um fast 15
kcal/mol giinstigere Kraftfeld-Energie als im Konstrukt. Gleichzeitig sind auch die
Wechselwirkungsenergien zwischen dem Liganden und den beiden Monomeren beim
Original um fast 4 kcal/mol giinstiger. Bei DMP-450 ist der Unterschied zwischen
Original-Struktur und Konstrukt weniger ausgepriigt, da sich die Kraftfeld-Energien
fiir die isolierten Liganden nur um 1.3 kcal/mol unterscheiden. Die Wechselwirkungs-
energien sind allerdings wie zuvor beim Konstrukt um ca. 5 kcal/mol ungiinstiger
als beim Original. Die Beitrige der Solvatationsenergie sind abhéingig vom Stamm-
Komplex, stimmen paarweise aber sowohl fiir den Komplex, als auch besonders fiir
den isolierten Protein-Anteil gut iiberein. Insgesamt resultieren Differenzen AEp.p
der Gesamtenergie der Komplexe, die mit —6.6 bzw. +25 kcal/mol fiir die zu verglei-
chenden Paare um fast 32 kcal/mol auseinander liegen und somit nicht vergleichbar
sind.

Zustand nach Energie-Minimierung 1

Die Energie-Minimierungen unter elastischer Anbindung aller 3196 bzw. 3200 Atome der
einzelnen Komplexe an die Start-Positionen dauern knapp eine Stunde reine Rechenzeit.

Struktur-Vergleich: Die Atome der vor-optimierten Strukturen verschieben sich wihrend
der Energie-Minimierung gegeniiber ihrer jeweiligen Start-Position um 0.10-0.14 A



68 Kapitel 3 HIV-Protease-Inhibitoren

Tabelle 3.7.: Ergebnisse nach Energie-Minimierung 1: Alle Atome sind massengewichtet und elas-
tisch an ihre Start-Positionen gebunden mit einer Kraftkonstanten von 10 kcal/A2. Die Stamm-
Komplexe sind mit * markiert.

Stamm-Komplex 1mes Stamm-Komplex 1mer
DMP-323* DMP-450 A DMP-323 DMP-450* A

rmsd?tert [A] 0.100 0.103 0.144 0.132

@ rmsdk, [A] 0.010 0.012

ERrafteld  keal/mol]  -2157.41  -2159.59 218 -2170.02  -2216.23 46.21
EXraftfeld — keal/mol]  -2116.54  -2117.09  0.55  -2159.31  -2161.59  2.28

EXrafteld — [kea] /mol] 29.02 18.09 10.93 31.35 17.13  14.22
Efraitield — [kcal /mol] -35.23 -30.15  -5.08 -12.39 -35.23  22.84
Efraitield — [kcal /mol] -34.65 -30.44  -4.21 -29.67 -36.54  6.87

Efplvatation  Tkcal /mol] -302.67  -300.03 -2.64 -304.05 -300.97  -3.08
Ejelvatation  ica] /mol] -315.74 -315.68  0.06 -317.78 -318.33  -0.55
EGesamt [kcal/mol]  -2460.09  -2459.62 -0.47  -2474.08  -2517.21 43.13

im Mittel. Dabei entwickeln sich die Komplexe, die jeweils von derselben Protein-
Konformation abstammen, paarweise offensichtlich in {ibereinstimmende Richtungen,
denn die Abkémmlinge einer KS unterscheiden sich jeweils nur um 0.01 A. Die gréBten
strukturellen Anderungen erfahren die Liganden mit 0.08 bzw 0.73 A, gefolgt von
den Ligand-nahen Protein-Anteilen bis zu einem Abstand von ca. 10 A (s. Abb. 3.9).

Energie-Vergleich: Tabelle 3.7 zeigt die berechneten Energie-Beitrige der Komplexe.
Die Kraftfeld-Energie der Protein-Anteile wird gegeniiber der jeweiligen Start-
Konformation deutlich gesenkt, allerdings auf Kosten der Ligand-Beitrige und der
Wechselwirkungen mit dem Liganden. Verglichen mit den vor-optimierten Strukturen
nimmt die Kraftfeld-Energie der Liganden um 3-17 kcal/mol zu, und die der Wech-
selwirkungen verringert sich um 5-6 kcal/mol. Dabei treten deutliche Unterschiede
zwischen den Komplex-Paaren auf: Die Abkémmlinge von 1mes werden in Bezug auf
die Kraftfeld-Energie des isolierten Protein-Anteils um ca. 365 kcal/mol giinstiger,
die 1mer-Abkémmlinge um etwa 400 kcal/mol. Die Kraftfeld-Energien von DMP-323
betragen 29.0 bzw 31.1 kcal/mol, die von DMP-450 18.1 bzw. 17.1 kcal/mol und
stimmen paarweise also ebenso gut iiberein wie die vergleichbaren Protein-Anteile.
Die Wechselwirkungsenergien zwischen Ligand und den Monomeren des Enzyms be-
wegen sich bei den Original-Strukturen zwischen -34.6 und -36.5 kcal/mol, bei den
Konstrukten um -30 kcal/mol (bis auf eine Ausnahme: Fiir DMP-323 betrégt die
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Wechselwirkungsenergie mit Monomer A nur -12.4 kcal/mol). Die Solvatationsenergi-
en unterscheiden sich bei dem 1mes-Komplex-Paar um -2.6 kcal/mol, beim 1mer-Paar
um -3.1 kcal/mol, sind also durchaus vergleichbar. Die Solvatationsenergien der iso-
lierten Proteine sind mit Differenzen von 0.03 bzw. 0.06 kcal /mol fast konstant. Das
zeigt, dass die Liganden die Solvatationsenergien der Komplexe in charakteristischer
Weise beeinflussen. Die starken Abweichungen der Wechselwirkungsbeitriage verur-
sachen allerdings die grofle Diskrepanz von fast 44 kcal/mol fiir die entscheidenden
AEP.L—Beitréige.

Zustand nach Energie-Minimierung 2
Die Energie-Minimierungen unter elastischer Anbindung der C,-Atome dauern etwa 2.5

Stunden reine Rechenzeit.

Tabelle 3.8.: Ergebnisse nach Energie-Minimierung 2. Nur die C,-Atome sind mit einer Kraft-
konstanten von 10 kcal/mol-A? elastisch an ihre Start-Positionen gebunden, die Seitenketten und
Liganden sind frei beweglich. Die Stamm-Komplexe sind mit * markiert.

Stamm-Komplex 1mes Stamm-Komplex 1mer
DMP-323* DMP-450 A DMP-323 DMP-450* A

rmsdstert [A] 0.730 0.736 0.799 0.787

@ rmsdE, [A] 0.107 0.158

ERrafield  Tkcal/mol]  -2913.05  -2913.14  0.09  -2967.21  -2968.47 1.26
EXraftfeld — [kcal/mol]  -2840.35  -2843.61 3.26  -2895.52  -2894.56 -0.96
EXraftfeld - Tieca] /mol] 16.59 8.33  8.26 18.15 7.70 10.45
Efraitteld — Tkcal/mol] -42.73 -39.55 -3.18 -45.25 -41.87 -3.38
Efraitield — Tkcal /mol] -46.55 -38.31  -8.24 -44.58 -39.74  -4.84
Efolvatation  [kcal /mol] -207.74  -205.41 -2.33 -181.79 -183.65  1.86
Efolvatation  [ica] /mol] -218.60  -216.99  1.61 -192.72 -196.67 -3.95
EGesamt [kcal/mol] ~ -3120.80  -3118.55 -2.25  -3149.00  -3152.12 3.12

Struktur-Vergleich: Im Vergleich zur jeweiligen Start-Konformation verschieben sich die
Atome bei den 1mes-Abkémmlingen um 0.73 bzw. 0.74 A, bei den aus lmer erzeug-
ten Komplexen um 0.79 bzw. 0.80 A. Paarweise unterscheiden sich die resultierenden
Strukturen mit durchschnittlich 0.11 bzw. 0.16 A wesentlich weniger voneinander,
haben sich also abhéingig vom Stamm-Komplex jeweils gleichartig veréindert. Die ra-
diale rmsd-Verteilung (Abb.3.9) zeigt, dass sich die Ligand-Konformationen bei den
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Abkémmlingen von KS 1mes um nur 0.07 A gegeneinander verschieben, wihrend
sich die benachbarten Protein-Anteile dem verinderten Liganden anpassen. Umge-
kehrt driften die Konformationen der Liganden bei den Abkémmlingen von KS 1mer
mit 0.34 A auseinander, doch auch die Ligand-nahen Protein-Anteile verformen sich.
Insgesamt pflanzen sich die Konformations-Anderungen, ausgelést durch die ausge-
tauschten Substituenten an den Liganden, durch die gesamten Komplexe hindurch
fort.

Energie-Vergleich: Tabelle 3.8 zeigt, dass die Komplex-Energien der 1mes- und der 1mer-

Abkémmlinge paarweise mit Differenzen von 3.3 bzw. -1.0 kcal/mol jeweils gut iiber-
einstimmen; die Paare mit gleichen Liganden allerdings unterscheiden sich um deut-
liche 50 kcal/mol voneinander. Dieser Unterschied beruht auf den Beitrégen der iso-
lierten Protein-Anteile und ist somit abhingig von der Stamm-Konformation des
Proteins.

Die Kraftfeld-Energien fiir die Liganden sind weitgehend unabhéngig von den Protein-
Anteilen und mit 16.6 bzw. 18.1 kcal /mol fiir DMP-323 und 8.3 bzw. 7.7 kcal /mol fiir
DMP-450 jeweils vergleichbar. Auch die Wechselwirkungsenergien zwischen den Li-
ganden und den beiden Monomeren des Enzyms werden dominiert von den Einfliissen
der Liganden: Mit -42.7 und -46.6 bzw. -45.3 und -44.6 kcal/mol sind die Wechselwir-
kungen zwischen der HIV-PR und DMP-323 giinstiger als die zwischen der HIV-PR
und DMP-450 mit -39.6 und -38.3 bzw. -41.9 und -39.7 kcal/mol. Die Solvatations-
energien der Komplexe sind wiederum stark abhéingig von den Protein-Anteilen und
verringern das energetische Gefélle zwischen den Komplex-Paaren auf ca. 30 kcal/mol.
Die entscheidenden Differenzen AEp.;, betragen -2.3 bzw +3.1 kcal/mol, liegen also
um 5.4 kcal/mol auseinander.

Zustand nach Energie-Minimierung 3

Eine Energie-Minimierung unter Fixierung aller Schweratome mit mehr als 14 A-Abstand
zum Carbonyl-C-Atom des Liganden (1075 von 3196 Atomen) bendtigt etwa zwei Stunden
reine Rechenzeit. Alle Ligand- und H-Atome sind frei beweglich, ebenso die Protein-Atome
bis zu einer Entfernung von ca. 14 A zum Liganden.

Struktur-Vergleich: Die Atome verschieben sich wéhrend der Minimierung um durch-

schnittlich 0.37 — 0.42 A relativ zur Start-Konformation. Die Konformationen der
Imer-Abkémmlinge gehen konform (mittlere rmsd zwischen den Komplexen nur 0.09
A), wihrend die Abkémmlinge von 1mes stirker auseinander driften (mittlere rmsd:
0.36). Der Vergleich der radialen rmsd-Verteilungen (Abb. 3.9) zeigt, dass die Ligand-
Konformationen bei den 1mes-Komplexen erhalten bleiben (rmsd 0.08 A), wihrend
die frei beweglichen Protein-Anteile innerhalb der Kugel um das Carbonyl-C-Atom
sich stérker verschieben. Bei den lmer-Komplexen ist es umgekehrt: Die Ligand-
Atome verschieben sich um 0.74 A und die Protein-Anteile behalten ihre Positionen
weitgehend bei.
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Tabelle 3.9.: Ergebnisse nach Energie-Minimierung 3. Die Schweratome mit einem Abstand von
mehr als 14 A zum Carbonyl-C-Atom des jeweiligen Liganden bleiben fixiert, wihren die Ligand-
und H-Atome, sowie alle Protein-Atome innerhalb dieses Bereiches frei beweglich sind. Die Stamm-
Komplexe sind mit * markiert.

Stamm-Komplex 1mes Stamm-Komplex 1mer
DMP-323* DMP-450 A DMP-323 DMP-450* A

rmsd?fart [A] 0.420 0.366 0.411 0.417

@ rmsdk, [A] 0.359 0.094

ERraftfeld kel /mol]  -2182.36 -2176.35 -6.01  -2194.18  -2196.57 2.39
pXraftfeld — keal/mol]  -2107.90  -2103.02 -4.88  -2119.02  -2118.42  0.60
EXraftfeld — Tica] /mol] 17.28 5.48 11.80 19.50 9.49 10.49
Efyateld - keal /mol] -45.88 -40.37  -5.51 -49.71 -47.97 -1.74
Efraitield — Tkcal /mol] -45.86 -38.44  -7.42 -44.95 -39.67 -5.28
Efohatation  kca] /mol] -276.41 -278.39  1.98 -276.49 -278.42  1.93
Efolvatation  [ica] /mol] -288.96 -292.08  3.12 -288.19 -290.14  1.95
EGegamt [kcal/mol]  -2458.78  -2454.75 -4.03  -2470.68  -2474.99 4.31

Energie-Vergleich: In Tabelle 3.9 sind die Energie-Beitriage aufgefiihrt. Die Differenzen in
der Kraftfeld-Energie der Komplexe betragen —6.0 kcal/mol fiir die Abkémmlinge
von KS 1mes und +2.4 kcal/mol fiir die Abkémmlinge von KS 1mer, sind also deut-
lich verschieden. Beim 1mes-Komplex-Paar unterscheiden sich die Protein-Anteile um
4.9 kcal/mol; beim 1mer-Paar um nur 0.6 kcal/mol. Diese Energie-Differenzen zwi-
schen den Paaren korrelieren mit entsprechenden rmsd-Werten von 0.36 bzw. 0.09 A.
Die Ligand-Beitriige stimmen mit 17.3 bzw. 19.5 kcal/mol fiir DMP-323 und 5.5 bzw.
9.5 kcal/mol fiir DMP-450 wesentlich besser iiberein als die Wechselwirkungsenergi-
en zum Protein. Diese unterscheiden sich sowohl zwischen den Komplex-Paaren, als
auch zwischen den Komplexen mit gleichem Liganden und auch innerhalb eines Kom-
plexes zwischen beiden Monomeren stark voneinander und bewegen sich im Bereich
von -38.4 — -49.7 kcal/mol. Eine klare Abhéngigkeit von der Stamm-Konformation
oder der Art des Liganden lésst sich nicht erkennen. Die Solvatationsenergien sind
mit -276.4 bzw. -276.5 kcal /mol fiir die DMP323-Komplexe und -278.39 bzw. -278.42
kcal/mol fiir die DMP-450-Komplexe fast deckungsgleich. Dennoch unterscheiden
sich die AFp.;-Werte zwischen den Komplex-Paaren mit —4.0 bzw. +4.3 kcal /mol
um iiber 8 kcal/mol voneinander.
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Zustand nach Energie-Minimierung 4

Die Energie-Minimierungen unter elastischer Anbindung aller Schweratome mit mehr als
14 A Entfernung zum Carbonyl-C-Atom des jeweiligen Liganden dauern etwa 3.5 Stunden
reine Rechenzeit. Dabei sind die Ligand- und H-Atome sowie Protein-Atome in einem
Bereich von etwa 8 A um den Liganden frei beweglich.

Tabelle 3.10.: Ergebnisse nach Energie-Minimierung 4: Die Schweratome mit einem Abstand von
mehr als 14 A zum Carbonyl-C-Atom des Liganden sind elastisch an ihre Ausgangspositionen
gebunden, die Ligand- und H-Atome, sowie alle Protein-Atome innerhalb dieses Bereiches sind
frei beweglich. Die Stamm-Liganden sind mit * markiert.

Stamm-Komplex 1mes Stamm-Komplex 1mer
DMP-323 * DMP-450 A DMP-323 DMP-450* A

rmsdiart [A] 0.431 0.412 0.430 0.441

@ rmsdk, [A] 0.349 0.238

EXraftfeld — [kcal /mol] -2598.02  -2597.07 -0.95  -2650.91  -2650.54 -0.37
EXrafteld — [keal /mol] -2523.40  -2520.87 -2.53  -2574.56  -2571.36 -3.20
EXraftfeld — [kcal /mol] 17.25 6.33 10.92 19.16 8.34 10.82
Ejaftfeld - [kcal /mol] -46.26 -39.16  -7.10 -50.22 -46.30  -3.92
EfFaitield - [kcal /mol] -45.62 -43.37  -2.25 -45.29 -41.22  -4.07
EJolvatation  [kca] /mol] -273.94  -273.01 -0.93 -273.71 27718 3.47
Efolvatation  [kea] /mol] -287.04  -287.06  0.02 -284.56 -288.98  4.42
EGesamt [keal/mol] -2871.96  -2870.08 -1.88  -2924.62  -2927.72 3.10

Struktur-Vergleich: Die Atom-Positionen der einzelnen Komplexe verschieben sich
wihrend der Energie-Minimierung um 0.41 — 0.44 A. Gleichzeitig verformen sich die
Konformationen der 1mes-Abkémmlinge mit einer Abweichung von 0.35 A unterein-
ander stirker als die der 1mer-Abkémmlinge mit nur 0.24 A. Wieder verhalten sich
beide Komplex-Paare unterschiedlich: Wahrend sich bei den 1mer-Abkémmlingen
die Ligand-Konformationen deutlicher unterscheiden, sind es bei den 1mes-Abkémm-
lingen die Bindetaschen, die stérker voneinander abweichen als die entsprechenden
Regionen bei den Vergleichskomplexen (s. Abb. 3.9).

Energie-Vergleich: Tabelle 3.10 zeigt die verschiedenen Energie-Beitréige. Trotz der struk-
turellen Unterschiede der Protein-Anteile haben ihre Kraftfeld-Beitrige mit Diffe-
renzen von -2.53 kcal/mol fiir das 1mes-Komplex-Paar und -3.20 kcal/mol fiir das
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1lmer-Komplex-Paar jeweils die gleiche Groflenordnung und auch das gleiche Vorzei-
chen. Auch die Ligand-Beitrige stimmen gut iiberein; die Differenzen zwischen den
Komplex-Paaren betragen 10.9 bzw. 10.8 kcal/mol fiir die 1mes- bzw. 1mer-Abkémm-
linge. Die Wechselwirkungsenergien jedoch schwanken stérker; im Vergleich sind die
Beziehungen von DMP-323 zum Protein bei beiden Komplex-Paaren giinstiger als
diejenigen von DMP-450. Mit -273.0 — -273.9 kcal/mol sind die Solvatationsenergien
fiir drei von den vier Komplexen fast konstant, lediglich fiir die Original-Struktur von
Imer mit DMP-450 liegt sie mit -277.2 kcal/mol etwa 3 kcal/mol niedriger. Die Ge-
samtenergien beider Komplex-Paare A FEp.;, unterscheiden sich mit Werten von -1.9
bzw. 3.1 kcal/mol um 5.0 kcal/mol voneinander.

Zustand nach Energie-Minimierung 5

Alle 3196 bzw. 3200 Atome sind frei beweglich. Obwohl fiir die Energie-Minimierung 300
Schritte des schnelleren steepest-descent-Verfahrens dem conjugated-gradient-Verfahren bis
zur Konvergenz vorgeschaltet werden, benotigt ein Durchlauf etwa 5.4 Stunden reine Re-
chenzeit.

Tabelle 3.11.: Ergebnisse nach Energie-Minimierung 5. Alle 3200 Atome sind frei beweglich. Die
Stamm-Liganden sind mit * markiert.

Stamm-Komplex 1mes Stamm-Komplex 1mer
DMP-323* DMP-450 A DMP-323 DMP-450* A

rmsdstort [A] 1.393 1.362 1.398 1.340

man

@ rmsdE, [A] 0.561 0.794

-3156.05  -3151.70 -4.35  -3200.44 -3196.95 -3.49
-3074.86  -3072.17  -2.69  -3116.63 -3110.26  -6.37

ERraftfeld - ical /mol

Egraftfeld [kcal/mol

]

]
EXraftfeld — Tica] /mol] 17.36 6.24 11.12 16.31 6.30 10.01
EjFateld  [keal /mol] -52.29 -45.44  -6.85 -52.69 -48.77  -3.92
EfFaiteld - [kcal /mol] -46.26 -40.33  -5.93 -47.43 -44.21  -3.23
Efohvatation  [keal /mol] -170.67 -169.32  -1.35 -169.91 -169.04  -0.87
Efolvatation  [ieca] /mol] -180.79 -182.50  1.71 -181.11 -181.82  0.71

]

Egesamt [kcal/mol -3326.73  -3321.03 -5.70 -3370.36 -3366.00 -4.36

Struktur-Vergleich: Wihrend der Energie-Minimierung verschieben sich die Atome aller
Komplexe um 1.34 — 1.40 A. Paarweise unterscheiden sich die Strukturen im Fall der



74 Kapitel 3 HIV-Protease-Inhibitoren

1mes-Abkémmlinge um 0.56 A, im Fall der 1mer-Komplexe um 0.79 A. Die strukturel-
len Unterschiede zwischen den 1mer-Abkémmlingen erstrecken sich fast konstant iiber
den gesamten Komplex, bei den 1mes-Abkémmlingen fast ausschliellich nur iiber den
Protein-Anteil und dort besonders iiber die Ligand-nahen Regionen (s. Abb.3.9).

Energie-Vergleich: Die einzelnen Energie-Beitrige werden in Tabelle 3.11 aufgefiihrt. Die
weitreichenden Struktur-Veréinderungen innerhalb der Komplexe senken die Kraftfeld-
Energien um ca. 1330 bzw 1380 kcal/mol gegeniiber den vor-optimierten Start-
Strukturen ab. Es resultieren Energie-Differenzen fiir die Protein-Anteile von -2.7
bzw. -6.4 kcal /mol. Die Differenzen der Ligand-Beitrige stimmen in beiden Komplex-
Paaren mit 11.1 bzw. 10.0 kcal/mol gut iiberein. Fiir die Komplexe, die DMP-323
als Liganden enthalten, sind die LJ und Coulomb-Beitréige vergleichbar (-52.3 und
-46.3 kcal/mol gegeniiber -52.7 und -47.4 kcal/mol). Die Wechselwirkungsenergien
der DMP-450-Komplexe betragen -45.4 und -40.3 kcal/mol bzw. -48.8 und -44.2
kcal/mol und sind damit iibereinstimmend ungiinstiger als diejenigen fiir DMP-323,
weichen aber dennoch stark voneinander ab. Die Solvatationsenergien sind mit ei-
nem Unterschied von -1.4 kcal/mol fiir die 1mes-Komplexe und -0.9 kcal/mol fiir die
Imer-Komplexe fast konstant und zeigen iibereinstimmende Vorzeichen. Trotz der
Schwankungen stimmen die resultierenden AFEp.;-Werte mit -5.7 bzw. -4.4 kcal /mol

in GréBenordnung und Vorzeichen bis auf eine Abweichung von 1.3 kcal/mol iiberein
(@ = 5.03 +£0.95 kcal/mol).

3.5.3. Diskussion

Es wurde untersucht, ob der Beitrag AFEp.;, zur relativen Bindestirke AAG bei der Kon-
struktion von Komplexen unabhingig von der Stamm-Konformation ist, bzw. mit welchen
Randbedingungen sich AFEp.;, durch eine Energie-Minimierung vereinheitlichen l4sst. Dazu
wurden parallel an zwei dquivalenten Paaren von Komplexen fiinf verschiedene alternative
Randbedingungen erprobt.

Die geringe Differenz der Gesamtenergien bei den Komplexen mit identischer Konfigura-
tion von 13—-20 kcal/mol nach der vorbereitenden Energie-Minimierung zeigt, dass Kristall-
Strukturen prinzipiell gute Ausgangsdaten sind. Nach der vorangegangenen Studie des
NMR-Ensembles hétte man erwarten konnen, dass die Energien der nur wenig Struktur-
optimierten Komplexe wesentlich schlechter {ibereinstimmen. Im Gegenteil: Energetische
Unterschiede treten erst im Zuge weiterer Energie-Minimierungen deutlicher hervor.

Die Randbedingungen sind so gewihlt, dass den Atomen zunehmend mehr Bewegungs-
spielraum eingerdumt wird. Am Vergleich der radialen rmsd-Verteilungen ist zu erken-
nen, wie die Start-Konformation die strukturellen Verédnderungen wihrend der Energie-
Minimierung beeinflusst: Die KS 1mes enthélt mit DMP-323 und seiner HO-CHy-Gruppe
am Aromaten den groferen Substituenten im Vergleich zur NHy-Gruppe von DMP-450. Bei
der Konstruktion des DMP-450-Komplexes ausgehend von KS 1mes wird also der Ligand
insgesamt verkleinert. Der neue Ligand kollidiert offenbar kaum mit Protein-Atomen der
Bindetasche, die an den grofleren Liganden DMP-323 angepasst sind. Umgekehrt scheint
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die Konstruktion des DMP-323-Komplexes aus der KS 1mer schwieriger zu sein, denn hier-
bei sind die Energie-Beitriage des Liganden durchgingig héher als in der Original-Struktur.
Die rmsd-Verteilungen zeigen, dass besonders dieser Ligand sich wéhrend der Energie-
Minimierungen strukturell reorganisieren muss.

Die Einzelbeitége zur Gesamtenergie geben Aufschluss iiber die Art der Protein-Ligand-
Beziehungen. Die Beitrige der isolierten Komplex-Komponenten stimmen erwartungs-
gemifl meist gut iiberein: Die Liganden mit gleicher Konfiguration und die Proteine mit
gleicher Start-Konformation zeigen jeweils vergleichbare Energie-Beitrige. Die Wechselwir-
kungsenergien zwischen Protein und Ligand jedoch schwanken unvorhersehbar. Trotz der
prinzipiell Cy-symmetrischen Komplexe sind die Wechselwirkungen zwischen den Ligan-
den und den einzelnen Monomeren des Proteins oft sehr verschieden. Das deutet darauf
hin, dass der Bindemodus der aromatischen Substituenten der Liganden in der unpolaren
Bindetasche nicht eindeutig festgelegt ist.

Wie schon bei der NMR-Studie, ist zu beobachten, dass sich die AFp-Beitrige ein-
ander umso mehr angleichen, je deutlicher sich die Komplexe strukturell voneinander un-
terscheiden. Die beste Ubereinstimmung von AEp.;-Beitriigen wird mit der langwierigen
Energie-Minimierung ohne Randbedingungen erzielt; dennoch bleibt eine Unsicherheit von
fast 1 kcal/mol fiir den AFEpy-Wert. Aulerdem bleibt unklar, ob die gute Korrelation
dieser letzten A Ep. -Werte in anderen Anwendungsbeispielen reproduzierbar ist, denn die
einzelnen Energie-Beitrdge und die Strukturen der Komplexe weichen stark voneinander
ab.

3.5.4. Schlussfolgerungen

Diese Studie zur Komplex-Konstruktion belegt, dass selbst ohne Randbedingungen
wiahrend der Energie-Minimierung die strukturellen Grundziige erhalten bleiben. Auf de-
taillierte Strukturanalysen kann also verzichtet werden, ebenso auf die Bestimmung der
einzelnen Teilbeitrdge zur Gesamtenergie, denn die Ligand- und Wechselwirkungsener-
gien schwanken im Vergleich stdrker als die Gesamtenergien. Wahrend einer Struktur-
Optimierung miissen die Atome von Ligand und Protein mindestens innerhalb des Kontakt-
Bereichs beweglich sein, damit die Molekiile sich einander anpassen konnen.

Die Reproduzierbarkeit der AFEp.1-Beitrige ist mit einer Standard-Abweichung von 1
kcal/mol schlechter als angenommen und somit héchstens fiir grob qualitative Aussagen
zur relativen Bindestirke AAG ausreichend. Da mit zwei Komplexen allerdings nur eine
,Minimal-Serie“ vorliegt, besteht die Moglichkeit, dass die Resultate nur in diesem Fall
unbefriedigend sind und auf der zwangsldufigen Kollision mit dem Protein bei der Ver-
groflerung des Liganden beruhen. Dieses Problem entfillt bei gleichgrofien oder kleineren
Liganden. Um abschlieend zu beurteilen, ob der statische Ansatz zur Bestimmung rela-
tiver Bindestdrken brauchbar ist, muss eine groflere Serie von Komplexen herangezogen
werden.
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3.6. Relative Bindestarken fiir eine Serie von 10
Liganden

Bindestédrken von Wirkstoffen an Proteinen vorhersagen zu konnen, ist therapeutisch von
groflem Wert. In Kapitel 2 wird eine Methode vorgestellt, nach der relative Bindestérken
zu berechnen sind. Um diese Modellierungsmethode zu validieren, sollen die relativen Bin-
destirken AAG fiir eine Serie von 10 Cyclooctylpyranon-Liganden (s. Tab. 3.12) danach
berechnet und mit experimentellen Werten verglichen werden.

Die reprisentativen Konformationen der Komplexe werden wie bereits beschrieben (s.
Kap. 3.5) von einer KS abgeleitet und einer Struktur-Optimierung unterzogen. Die représen-
tativen Konformationen der freien Liganden werden durch MD-Simulation, ausgehend von
der jeweiligen Konformation des Liganden im Komplex mit der HIV-PR, erzeugt. Aus den
AFEp.p- und AE7-Beitrigen werden die AAG-Werte ermittelt. Es gilt, die folgenden Fragen
zu beantworten:

e Welche speziellen Randbedingungen sind am besten fiir die Struktur-Optimierung
der Komplexe geeignet?

e Wie erhélt man repréasentative Konformationen fiir den freien Liganden in Loésung?

e Wie gut ist das experimentelle AAG-Profil reproduzierbar?

3.6.1. Durchfiihrung

Komplex-Konstruktion: Der als KS Tupj vorliegende Komplex der HIV-PR mit COP1
als Ligand dient als Stamm-Struktur zur Erzeugung neun weiterer Komplexe. Tabelle 3.12
zeigt das den Liganden gemeinsame Grundgeriist und die variablen Substituenten, die
entsprechenden Inhibitionskonstanten [37] sowie die daraus hervorgehenden relativen Bin-
destirken AAGey, (s. Gl. 2.5). Unter Quanta werden die Liganden editiert, entsprechende
Topologie-Dateien erstellt und nach der charge-templates-Methode atomare Ladungen zu-
gewiesen. Die in der KS fehlenden H-Atome werden automatisch von CHARMm ergénzt.

Struktur-Optimierung: Die 10 Komplexe werden parallel mehreren Energie-
Minimierungen mit verschiedenen, jeweils allgemein geltenden Randbedingungen bis
zur Konvergenz unterzogen.

Alternative 1: Alle Protein-Atome bleiben fixiert in der Konformation des Stamm-
Komplexes, lediglich die Ligand-Atome sind frei beweglich. Elektrostatische Wech-
selwirkungen werden mit ¢ = 4 berechnet.

Alternative 2: Alle Atome im Radius von 14 A um das stereogene C-Atom der Liganden
sowie alle H-Atome sind frei beweglich, die restlichen sind fixiert. Elektrostatische
Wechselwirkungen werden mit ¢ = 4 berechnet.
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Tabelle 3.12.: Liganden und experimentelle Daten [81]

(CHy)

Ligand n X R K;[nM]  AAGex, keal /mol]
COPL 2 —1  —() 3.2 0
P2 2 — O 32 1.37
cors 2 — ) 0.2 -1.65
COP4 2 —< —~ 33 1.39
COP5 2 —q 4.1 0.12
COP6 2 — < 0.4 -1.24
COP7T 1 —< —ch 120 2.16
COP8 2 —< —ch 11 0.74
corP9 2 < @C. 2.5 -0.15
corlo 2 — O 18 1.03

7
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Alternative 3: Alle Atome im Radius von 14 A um das stereogene C-Atom der Liganden
sowie alle H-Atome sind frei beweglich, die restlichen sind fixiert. Elektrostatische
Wechselwirkungen werden mit € = 4r berechnet.

Alternative 4: Alle Atome im Radius von 14 A um das stereogene C-Atom der Ligan-
den sind frei beweglich, die restlichen elastisch mit einer Kraftkonstanten von 10
kcal/mol-A? an ihre Positionen gebunden. Elektrostatische Wechselwirkungen wer-
den mit € = 2r berechnet.

Alternative 5: Alle Seitenketten im Abstand von 4 A zum Liganden, sowie die Liganden
selbst sind frei beweglich. Die restlichen Atome sind elastisch mit einer Kraftkonstan-
ten von 10 kcal/mol-A? an ihre Positionen gebunden. Elektrostatische Wechselwir-
kungen werden mit € = 2r berechnet.

Alternative 6: Alle Atome sind elastisch mit einer Kraftkonstanten von 10 kcal/mol-A?
an ihre Positionen gebunden. Elektrostatische Wechselwirkungen werden mit ¢ = 2r
berechnet.

Bei allen Energie-Minimierungen wird der Schwellenwert fiir die zu beriicksichtigenden
Atom-Atom-Kombinationen mit 99 A so groB gewiihlt, dass alle moglichen Paare in die
Berechnungen der elektrostatischen und LJ-Wechselwirkungen eingehen.

Um sicherzugehen, dass der generelle Bindemodus wéihrend einer Minimierung erhalten
bleibt, werden jeweils die rmsd-Werte der dquivalenten Atome der verschiedenen Liganden
einer Serie mit COP1 als Referenz bestimmt.

Liganden: Um fiir jeden einzelnen Liganden die eine, reprisentative Konformation zu er-
mitteln, die der in Losung giinstigsten Konformation entspricht, wird eine MD-Simulation
ausgehend von der Ligand-Konformation im Komplex mit der HIV-PR durchgefiihrt.
Zunichst wird ein ,,Warmebad“ mit einer Temperatur von 10000 K simuliert, indem ein-
zelne Atome zufillig ausgewihlt und verschoben werden. Die hohe Temperatur des Wéarme-
bads gewihrleistet, dass die verschiedensten Konformationen erzeugt werden kénnen (wird
die Temperatur zu niedrig gewihlt, kénnen Energiebarrieren verhindern, dass die Konfor-
mation mit der niedrigsten Energie eingenommen werden kann).

Die nach 3000 Zeitschritten vorliegende, ,heifle” Konformation eines Liganden wird ei-
ner Energie-Minimierung bis zur Konvergenz unterzogen (max. 2000 Iterationsschritte mit
e = 2r) und abgespeichert. Die Kraftfeld-Energie dieser ,,abgekiihlten“ Konformation eines
lokalen Minimums wird berechnet. Gleichzeitig dient sie als Start-Konformation fiir eine
erneute MD-Simulation nach gleichem Muster. Auf diese Weise werden 2000 Konformatio-
nen fiir den ersten Liganden, COP1, erzeugt. Nach Auswertung der Kraftfeld-Energien und
ihrer Haufigkeiten wird die notwendige Gréfle des zu erzeugenden Ensembles fiir die neun
weiteren Liganden bestimmt.

Exemplarisch werden fiir alle Konformationen des Stammliganden COP1 die Solvatati-
onsenergien berechnet. Anhand dieser Daten wird ermittelt, ob irrelevante Konformationen
schon auf Grundlage der Kraftfeld-Energie ausgeschlossen werden kénnen, sodass sich der
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Rechenaufwand fiir die Bestimmung der Solvatationsenergien reduziert. Bei den restlichen
Liganden werden nur noch fiir die potentiell relevanten Konformationen die Solvatations-
energien bestimmt.

Energie-Rechnungen: Die Gesamtenergie der Komplexe und Liganden wird als Summe
aus Kraftfeld- und Solvatations-Energie berechnet mit exratifeld = €intern = 4 und €egtern =
78.5 (vgl. Abschnitt 2.3).

Um eventuell storende, Protein-bedingte Schwankungen in der Gesamt-Energie auszu-
blenden, wird der Beitrag des isolierten Proteins wie zuvor abgezogen und nur der Beitrag
des Liganden und der Wechselwirkungsenergien im Komplex verwendet (s. Kap. 3.4.1,
Gl. 3.3).

Gesamt __ pKraftfeld Solvatation
Eriww = Eriww + Efvww

3.6.2. Ergebnisse
Komplexe

Die Rechenzeiten zur Energie-Minimierung sind abhingig von den gewihlten Randbedin-
gungen. Sie betragen fiir die verschiedenen Verfahren zwischen 3 Minuten und 2 Stunden:

1. ca. 3 Minuten
2. ca. 30 Minuten
3. ca. 30 Minuten
4. ca. 40 Minuten
5. ca. 2 Stunden

6. ca. 40 Minuten

Geméfl den vorgegebenen Randbedingungen resultieren nach einer Energie-
Minimierung aus einer Start-Struktur unterschiedliche Konformationen. Tabelle 3.13 zeigt
die Gesamtenergien der einzelnen Komplexe bzw. die vom Protein-Anteil bereinigten
Energie-Beitrige des Liganden und seiner Wechselwirkungen mit dem Protein, abhéngig
vom jeweiligen Minimierungsverfahren.

Die Beitrége der verschiedenen Komplexe zur relativen Bindestirke AAG werden als
Energie-Differenz zum Referenz-Liganden COP1 berechnet. Tabelle 3.14 bzw. die Abbildun-
gen 3.12(a) und 3.12(b) zeigen die Differenz-Profile, die abhéingig von den Varianten der
Energie-Minimierung resultieren, sowie zum Vergleich die aus dem Experiment bekannten
AAG ex,-Werte [37].

Tabelle 3.15 illustriert, in welchem Ausmaf sich die Ligand-Konformationen wihrend
der verschiedenen Energie-Minimierungen verdndern. Die jeweils nach dem Verfahren 6



80 Kapitel 3 HIV-Protease-Inhibitoren

Tabelle 3.13.: Gesamtenergien bzw. Ligand- und Wechselwirkungsenergien (s. Gl. 3.3) der Kom-
plexe nach Energie-Minimierung unter verschiedenen Randbedingungen

Gesamtenergie der Komplexe [kcal/mol] je nach Minimierungsverfahren

1 2 3 4 5 6
COP1  -2323.64  -2505.21 -2503.94 -2854.40 -3325.17 -2627.11
COP2  -2325.78 -2506.17  -2506.41 -2862.83 -3330.23 -2580.51
COP3  -2317.17  -2505.47  -2495.12 -2841.86 -3306.59 -2616.93
COP4  -2324.25 -2507.54  -2505.35 -2853.59 -3333.41 -2606.59
COP5  -2318.95 -2501.12 -2497.55 -2851.15 -3318.73 -2585.66
COP6  -2331.84  -2515.96 -2510.61 -2863.95 -3335.19 -2595.11

COPT  -2320.44 -2503.86 -2500.44 -2846.79 -3327.74 -2605.92

COP8  -2318.68 -2503.99 -2501.33 -2849.93 -3320.79 -2621.85

COP9  -2329.62 -2510.77 -2510.12 -2860.75 -3336.84 -2610.82

COP10 -2331.31 -2514.08 -2513.40 -2807.10 -3338.05 -2583.65
) -2324.2 -2507.4 -2504.4 -2849.2 -3327.3 -2603.4
+5.4 +4.7 +5.9 +16.4 +9.8 +16.5

Ligand- und Wechselwirkungsenergien [kcal/mol]

1 2 3 4 5 6
COP1 326.11 322.70 332.99 -32.54 230.09 315.50
COP2 328.25 331.78 341.93 -25.25 236.78 277.75
COP3 319.64 320.66 324.85 -44.31 213.17 305.41
COP4 326.72 325.79 335.51 -29.94 223.77 295.08
COP5 321.42 322.35 331.91 -31.20 228.62 279.96
COP6 334.31 335.69 344.02 -15.79 242.76 289.40
COPT 322.91 318.64 326.19 -43.58 222.18 294.50
COP8 321.15 319.88 327.30 -39.58 209.41 310.33
COP9 332.09 329.22 339.67 -26.58 233.73 299.29
COP10 333.78 332.22 342.48 -79.70 236.56 272.15

0 326.6+£5.4 325.9£6.0 334.7£7.1 -36.8£17.4 227.7£10.6 293.9+14.3
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resultierenden Komplexe dienen dabei als Referenz-Strukturen, da diese den Ausgangskon-
formationen am nichsten kommen. Mit rmsd-Werten von 0.6-2.0 A ist belegt, dass die
Liganden ihren allgemeinen Bindemodus trotz struktureller Verinderungen beibehalten.

Tabelle 3.14.: Aus den Gesamt-Energien bzw. den Ligand- und Wechselwirkungsenergien der
Komplexe werden die Komplex-Beitrige AFEp.1, baw. AFEy,ww berechnet:

— pCOP1 COPi — pCOP1 COP;
AEp., = Egesamt - Egesamt bzw. AEL ww = EL+WW - EL—I—WW

Komplex-Beitrige AFEpj aus den Gesamt-
energien [kcal/mol] nach Minimierungsverfahren

1 2 3 4 5 6  AAGe
COP1  0.00 000 000 000 0.0 0.00 0.00
COP2 2.13 0.95 2.46 8.43 3.46 -46.60 1.37
COP3 647 025 -881 -1254 -639 -10.18  -1.65
COP4 0.60 2.33 1.40 -0.81 -4.24 -20.52 1.39
COP5  -4.69 -4.09 -6.38 -3.24 -7.28 -41.45 0.12
COP6 820 10.75 6.67 955 725  -32.00  -1.24
COP7 -3.20 -1.35 -3.50 -7.61  -45  -21.19 2.16
COP8  -4.96 -1.22 -2.61 -4.46 -439  -5.26 0.74
COPY 598 555 618 635 771 -1629  -0.15
COP10 7.66 8.86 9.46 -47.30 1245  -43.46 1.03

Wechselwirkungsbeitrige AErww [kcal/mol]

1 P 3 4 5 6 AAG exp
COP1  0.00 0.0 000 000 0.00 0.00 0.00
COP2 214 9.08 894 7.29 6.69 -37.75 1.37
COP3  -6.47 -2.04 -814 -11.77 -16.92  -10.09 _1.65
COP4  0.61 3.09 252 260 -6.32  -20.42 1.39
COP5 -4.69 -0.35 -1.08 134 -147  -35.54 0.12
COP6 820 12.99 11.03 16.75 12.67  -26.10 -1.24
COP7 -320 -4.06 -6.80 -11.04 -7.91  -21.00 2.16
COP8 -4.96 -2.82 -5.69 -7.04 -20.68  -5.17 0.74
COP9 598 652 6.68 596 3.64 -16.21 -0.15
COP10 7.67 952 949 -47.16  6.47  -43.35 1.03

Liganden

Man benétigt ca. 15 Stunden reine Rechenzeit, um 2000 Konformationen des Liganden
COP1 (63 Atome) mittels der geschilderten MD-Prozedur zu erzeugen (s. Durchfiihrung).
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Tabelle 3.15.: rmsd-Werte der Liganden nach Struktur-Optimierung in Bezug zu ihrer jeweiligen
Konformation aus dem Komplex nach Energie-Minimierung 6.

rmsd-Werte [A]
1 2 3 4 3
COP1 0.64 0.73 0.60 0.80 1.38
cOP2 1.06 1.30 1.38 1.29 1.71
CcOoP3 091 1.20 1.15 1.11 1.23
COP4 083 1.61 134 095 1.75
COP5 0.86 0.75 0.87 1.06 1.39
COP6 0.88 0.87 1.00 1.16 1.43
COP7 0.81 1.42 151 1.12 1.99
COP8 0.68 1.24 1.16 0.92 1.40
COP9 0.64 0.70 0.72 0.85 1.28
COP10 0.82 0.94 1.056 094 1.34

Abbildung 3.10 zeigt, wie hiufig Konformationen mit bestimmten Kraftfeld-Energien vor-
kommen. Demnach gibt es zwei grofle Energie-Bereiche bzw. zwei Gruppen von Konfor-
mationen, die lokalen Minima entsprechen und durch eine Liicke von gut 20 kcal /mol von
einander getrennt sind. Konformationen mit niedriger Energie treten wesentlich haufiger
auf als Konformationen mit hoher Energie. Die Haufigkeitsverteilung innerhalb der Gruppe
der giinstigen Konformationen hat ihr Maximum im mittleren Bereich, es ist weder deut-
lich zu den niedrigen noch zu den héheren Energien verschoben. Der niedrigste berechnete
Wert betriagt 34.32 kcal/mol und tritt nur ein einziges Mal in dem Ensemble der 2000
Konformationen auf. Um abzuschéitzen, wie viele Konformationen ein Ensemble umfassen
muss, um mindestens eine Konformation zu enthalten, die dem globalen Minimum nahe
genug kommt, werden die niedrigsten Werte unterschiedlich grofier Mengen aus diesen 2000
Konformationen verglichen (s. Tab. 3.16)

Tabelle 3.16.: Abhéngigkeit des Wertes fiir die niedrigste Kraftfeld-Energie von der Grofle des
betrachteten Ensembles.

Ensemble-Grofle 2000 1000 500 333

Kraftfeld- 34.32 34.40 35.05 35.10
Energie [kcal/mol] 34.32 3440 34.40
34.47 34.47

34.32  34.73

34.32

35.05
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300

Haufigkeit

Abbildung 3.10: Hiufigkeitsverteilung fiir die
verschiedenen Konformationen des gelosten

Liganden COP1, abhiingig von der Kraftfeld- 30 40 50 60 70 80 90 100
Energie. Kraftfeld—Energie [kcal/mol]

Ein mogliches ,,Verfehlen“ des globalen Minimums um +0.2 kcal/mol wird als noch
akzeptabel betrachtet (s. Kap. 2.5); demnach ist eine Ensemble-Grofie von jeweils 1000
Konformationen ausreichend. Fiir die iibrigen neun Liganden werden also jeweils nur 1000
Konformationen erzeugt. Die Solvatationsenergien fiir COP1 sind mit 6.7 +0.60 kcal /mol
fast konstant, die Profile der Gesamtenergien werden also von den Kraftfeld-Beitridgen do-
miniert. Um die Konformation mit niedrigster Gesamtenergie zu bestimmen, geniigt es
folglich, die Solvatationsenergien nur fiir diejenigen Konformationen zu berechnen, die ma-
ximal 5 kcal/mol mehr als die Konformation mit minimaler Kraftfeld-Energie besitzen. Der
Wert von 5 keal/mol soll auch fiir die anderen Liganden sicherstellen, dass alle relevanten
Konformationen erfasst werden, gleichzeitig wird damit die Zahl der durchzufiihrenden
Solvatationsrechnungen etwa halbiert.

Fiir alle Liganden erhélt man nach der MD-Simulation die schon fiir COP1 typische
Hiufigkeitsverteilung von Konformationen bzw. Energie-Inhalten (s. Abb. 3.11). Tabel-
le 3.17 listet jeweils die niedrigsten Gesamtenergien, sowie die mit dem Liganden COP1 als
Referenz berechneten AFEj-Beitrige auf. Es wird auch gezeigt, wie sich die niedrigste Ge-
samtenergie der Liganden aus Solvatations- und Kraftfeld-Beitrigen zusammensetzt. Die
Werte liegen durchweg in vergleichbaren Groflenordnungen. Lediglich bei COPS5 fillt der
hohe Beitrag der Kraftfeld-Energie auf und bei COP6 der niedrige Beitrag der Solvatati-
onsenergie.

Relative Bindestarke

Der Stamm-Ligand COP1 wird als Referenz zur Berechnung der relativen Bindestirken
AAG verwendet. Tabelle 3.18 bzw. die Abbildungen 3.14(a) und 3.14(b) zeigen die Profile
der relativen Bindestirken AAG, die abhéngig von den jeweiligen Randbedingungen aus
der Energie-Minimierung der Komplexe und der MD-Simulation der Liganden resultieren.



84

COP2

180

=
ey
o

Haufigkeit
I
o

(o2}
o

20

03 40 50 60 70 80 90 100
Kraftfeld—Energie [kcal/mol]

COP5

Haufigkeit
[
]

[}
o

20

040 50 60 70 80 90 100 110
Kraftfeld—Energie [kcal/mol]

COPS8

140

Haufigkeit
N
8

@
o

20|

30 40 50 60 70 8 90  10C
Kraftfeld—Energie [kcal/mol]

Abbildung 3.11.: Haufigkeitsverteilung fiir die verschiedenen Konformationen der gelésten Ligan-

Kapitel 3 HIV-Protease-Inhibitoren

COP3

160

120

Haufigkeit
]

ey
o

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Kraftfeld-Energie [kcal/mol]

COP6

150,

Haufigkeit

030 40 50 60 70 80 90 100

Kraftfeld-Energie [kcal/mol]

COP9

14

100

60

Haufigkeit

20

030 40 80 920 100

50 70
Kraftfeld-Energie [kcal/mol]

den, abhingig von der Kraftfeld-Energie.

COP4

200

160

[N
N
o

Haufigkeit
8

N
o

P S
20 30 40 50 60 70 80 90
Kraftfeld—Energie [kcal/mol]

COP7
160
120
=
g
=2
5 80
«©
T
40
30 40 50 60 70 80 90
Kraftfeld-Energie [kcal/mol]
COP10
120,
100
= 80
g
(=2}
£ 60
T
T
40
20

0
20 30 40 50 60 70 80 90 100
Kraftfeld—Energie [kcal/mol]



3.6 Relative Bindestérken fiir eine Serie von 10 Liganden 85

Tabelle 3.17.: Energie-Werte fiir die nach MD-Simulation jeweils giinstigste Konformation der
einzelnen Liganden in kcal/mol.

EKraftfeld ESolvata‘cion EGesam‘c A EL

COP1 34.40 6.54 40.94  0.00
COP2 31.98 7.35 39.32 1.62
COP3 39.75 6.18 45.93 -4.98
COP4 29.57 5.25 34.82 6.13
COP5 43.01 6.78 49.79 -8.84
COP6 32.54 3.62 36.16  4.79
COP7 30.39 4.47 34.86 6.79
COP8 31.23 4.73 35.96  4.98
COP9 33.77 6.52 40.29  0.65
COP10  29.61 6.15 35.76  5.18

3.6.3. Diskussion

Um die bekannten relativen Bindestirken AAG fiir eine Serie von zehn Komplexen zu repro-
duzieren, sind die Gesamtenergien der Protein-Ligand-Komplexe bzw. der freien Liganden
in wéssriger Losung zu berechnen. Die Genauigkeit der daraus zu berechnenden AAG-
Werte hingt besonders davon ab, ob die Energie-Werte aller Mitglieder einer Serie (von
Komplexen bzw. von freien Liganden) neben den fiir das Bindeverhalten charakteristischen
Unterschieden, einheitliche systematische Fehler besitzen. Zusétzliche, zufillige Abweichun-
gen verschlechtern die Korrelation der berechneten mit den experimentellen AAG-Werten.
Im folgenden werden die Energie-Werte und die Werte der daraus abgeleiteten Grofien
interpretiert.

Komplexe: Tabelle 3.13 listet die Gesamtenergien bzw. die vom Protein-Anteil berei-
nigten Ligand- und Wechselwirkungsenergien aller Komplexe auf, die nach den verschiede-
nen Alternativen zur Energie-Minimierung resultieren. Aus den durchschnittlichen Energie-
Werten der verschiedenen Serien minimierter Komplexe geht hervor, wie unterschiedlich
sich die allgemeinen Konformationen je nach Wahl der Randbedingungen entwickeln: Die
Mittelwerte iiber die Gesamtenergien von Komplexen mit verschiedenen Liganden haben
zwar keine physikalische Bedeutung, veranschaulichen aber, dass die Energie der Kom-
plexe wihrend einer Minimierung etwa in dem Mafle abgesenkt wird, wie viele Atome
beweglich sind. Der Wert der Standard-Abweichung ist ein Indiz dafiir, wie viel Spielraum
die jeweiligen Randbedingungen der Struktur-Optimierung lassen. Je grofler die Standard-
Abweichung, desto mehr sind die Moglichkeiten zur Reduktion von Spannungen innerhalb
des Komplexes eingeschrinkt: Dann konnen nur wenige Komplexe der Serie Konformatio-
nen mit niedriger Gesamtenergie einnehmen, wihrend andere in relativ dazu ungiinstigen
lokalen Minima gefangen bleiben. Bei den Minimierungsverfahren 4-6 sind die Standard-
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Tabelle 3.18.: Relative Bindestédrken in Abhéngigkeit vom verwendeten Verfahren zur Erzeugung
der Komplexe in kcal/mol.
AAG = AEpr, — AE]

AAG basierend auf den Beitrdgen der Gesamt-
energie [kcal/mol] Minimierungsverfahren

1 2 3 4 5 6 exp
COP1 000 000 000 000 000 000 0.00
COP2 051 -0.67 084 681 184 -48.22 -1.37
COP3 -149 523 -383 -7.56 -141 -520 1.65
COP4 -553 -3.80 -473 -6.94 -10.37 -26.65 -1.39
COP5 415 475 246 560 156 -32.61 -0.115
COP6 341 596 1.88 476 246 -36.79 1.241
COP7 -9.99 -8.14 -10.29 -14.40 -11.29 -27.98 -2.163
COP8 -9.94 -620 -7.59 -9.44 -9.37 -10.24 -0.737
COP9 533 490 553 570 7.06 -16.94 0.147
COP10 248  3.68 4.28 -52.48  7.27 -48.64 -1.031

AAG basierend auf den Beitrigen der Ligand-
und Wechselwirkungsenergien [kcal/mol]

1 2 3 4 5 6 exp
COPI 000 000 000 0.00 000 000 0.0
COP2 052 746 732 567 507 -39.37 -1.37
COP3 -149 294 -316 -6.79 -11.94 511  1.65
COP4 -552 -3.04 -3.61 -3.53 -12.45 -26.55 -1.39
COP5 415 849 776 10.18  7.37 -26.70 -0.115
COP6 341 820 624 11.96 7.88 -30.89 1.241
COP7 -9.99 -10.85 -13.59 -17.83 -14.70 -27.79 -2.163
COP8 -9.94 -7.80 -10.67 -12.02 -25.66 -10.15 -0.737
COP9 533 587 603 531 299 -16.86 0.147
COP10 249 434 431 -52.34 129 -48.53 -1.031
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Abweichungen zwei- bis dreimal grofler als bei den Verfahren 1-3, die ersten drei Ver-
fahren scheinen also zuverlissigere Ergebnisse zu liefern. Um stérende, Protein-bedingte
Schwankungen zu eliminieren, wird von der Gesamtenergie der Komplexe wie schon zuvor
(s. Kap. 3.4, Gl. 3.3) der Anteil des isolierten Proteins subtrahiert. Trotz Abzug des Protein-
Anteils bleiben die Standard-Abweichungen grof}; die Schwankungen der Komplex-Energien
beruhen also auf den fiir die relativen Bindestérke relevanten Beitrigen des Liganden und
seiner Wechselwirkungen mit dem Protein.

Komplex-Profile:  Aus den Gesamtenergien der Komplexe bzw. aus den Ligand- und
Wechselwirkungsenergien werden die Beitrage AFEp.;, bzw. AFEp,ww zur relativen Bin-
destirke AAG berechnet (s. Tab. 3.14 und Abb. 3.12(a) und 3.12(b)). Dabei wird COP1
als Referenz-Struktur verwendet, dessen natiirliche Konformation im Komplex durch die
KS belegt ist. Die Profile der Verfahren 1-5 verlaufen recht einheitlich, lediglich der A Ep.p-
bzw. AEy  ww-Wert fiir COP10 bei der Energie-Minimierung nach dem Verfahren 4 und
die meisten der nach Verfahren 6 berechneten Werte weichen stark von den anderen ab.
Trotz ihrer generell guten Ubereinstimmungen sind die Unterschiede zwischen den Profi-
len relativ grof}; der exakte AFp.1- bzw. AFEy . ww-Beitrag eines Liganden ist also nicht
nur vom Liganden selbst, sondern auch empfindlich vom jeweiligen Minimierungsverfahren
abhéingig. Die nach den Verfahren 1-5 resultierenden Profile werden testweise gemittelt (s.
Tab. 3.19). Mit Standard-Abweichungen der AEp.;- bzw. AE  ww-Beitrige von bis zu
5.75 keal/mol sind die Profile wesentlich ungenauer als fiir die Reproduktion von AAG-
Werten erforderlich (vgl. Kap. 2.5).
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samtenergien nach den verschiedenen Minimie- wirkungsenergien nach den verschiedenen Mini-
rungsverfahren im Vergleich mit dem erwarte- mierungsverfahren im Vergleich mit dem erwar-
ten AAG-Profil teten AAG-Profil

Abbildung 3.12.: Komplex-Beitrige zur relativen Bindestirke vor bzw. nach Bereinigung vom
Protein-Anteil.
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Tabelle 3.19.: Durchschnittliche Komplex-Beitrige nach den Verfahren 1-5

AFEp. AE ww

COP1 0.00 0.00

COP2 2.904+2.96 6.821+2.82
COP3 —6.79£4.66 —9.06%5.61
COP4 —-0.1442.56 0.414+3.51
COP5 —5.13%£1.66 —1.04+2.03
COP6 8.48+1.67 10.27+5.75
COP7 —4.04+2.30 —6.60+3.14
COP8 —3.52+1.56 —8.23+7.12
COP9 6.35+0.81 5.754+1.22
COP10 9.60£2.03 8.28+1.48

Die verschiedenen Komplexe werden in etwa abhiingig von der Ahnlichkeit des jeweili-
gen Liganden mit dem Stamm-Liganden COP1 bewertet. Komplexe, die iiber dieses Maf}
hinaus im Vergleich zum Referenz-Komplex ungiinstig abschneiden, erhalten systematisch
sehr niedrige relative Beitrige A Ep.1,. Besonders stark negative A Ep.-Beitréige weisen also
darauf hin, dass einzelne Liganden wéhrend der Minimierung ein ungiinstiges, lokales Mini-
mum nicht verlassen konnen und in einer gespannten Konformation verharren. So bleibt der
Ligand COP10 wohl durch die bei Alternative 4 stirkere Gewichtung der elektrostatischen
Wechselwirkungen (¢ = 2r statt € = 4 oder 4r) auf Grund von elektrostatischen Effekten
in einer ungiinstigen Konformation gefangen. Weiterhin schrinken die Randbedingungen
von Verfahren 6, also die elastische Anbindung aller Atome an ihre Start-Positionen, wie
schon bei den CHD-Komplexen (s. Kap. 3.5) die Beweglichkeit der manipulierten Liganden
iiberméfig ein. Die Resultate dieser Serie werden von weiteren Betrachtungen ausgeschlos-
sen.

Im Gegensatz dazu fallen die Komplex-Beitrige von COP6 durchweg als iiberraschend
giinstig auf. COP6 besitzt einen Chinolin-Substituenten, der bioisoster zu dem Naphthalin-
Rest des Liganden COP5 ist. COP5 ist ebenfalls eng verwandt mit dem Phenyl-Ring des
Stamm-Liganden COP1 und die Komplexe werden dhnlich bewertet (s. Tab. 3.12). Der
unerwartet grofie Energie-Unterschied von 9-15 kcal/mol zwischen COP5 und COP6 be-
ruht demnach auf dem Vorhandensein des N-Atoms im Chinolin-System, welchem mit
-0.74 Coulomb eine stark negative Partial-Ladung zugeordnet ist. Dadurch wird bei COPG,
im Gegensatz zu den anderen Liganden, eine anziehende Wechselwirkung zur unmittelbar
benachbarten, positiv geladenen Guanidinium-Gruppe von Arg8 berechnet, die wahrschein-
lich zu hoch ist (der Abstand zwischen Chinolin-N-Atom und Arginin-C.-Atom betrégt je
nach Verfahren 4.0-4.6 A, Beispiel s. Abb. 3.13).



3.6 Relative Bindestérken fiir eine Serie von 10 Liganden 89

Pt P ,-’
I 4 . }l g
\ B 40 A
'\: - ! } R\
Arg8A {V “ Arg8B

_!'

\ ?
Abbildung 3.13: Seitenansicht A N\
der HIV-PR im Komplex mit ' N

COP6 nach Energie-Minimierung
mit Alternative 2: Das Chinolin-
Ringsystem liegt parallel zur
kationischen Guanidinium-Gruppe
von Arg8 aus Monomer B mit
einem Abstand von nur 4.0 A
zwischen dem zentralen C.-Atom
des Arginins und des Chinolin-N-
Atoms.

Liganden: Tabelle 3.17 zeigt die Gesamtenergien bzw. die AFEy-Beitrége der freien Li-
ganden in wéssriger Losung. Die berechneten Gesamtenergien variieren zwischen 35—
50 kcal/mol. Diese Spannbreite geht vor allem zuriick auf die sehr unterschiedlichen
Kraftfeld-Beitréige zwischen 32-43 kcal/mol, wihrend die Solvatationsenergien mit 3.6-7.3
kcal /mol recht einheitlich (und weitgehend von der Atomzahl abhéngig) sind. Die Liganden
sind grofitenteils unpolar. Giinstige, elektrostatische Effekte kénnen also nicht zur Solva-
tationsenergie beitragen; vielmehr dominiert der Entropie-Verlust des Wassers, daher sind
die Solvatationsenergien durchweg positiv.

COP6 besitzt mit 3.62 kcal/mol den niedrigsten Beitrag, was wie bei den Komplexen
auf der hohen Partial-Ladung von -0.74 Coulomb am Chinolin-N-Atom beruht. Bei den
Kraftfeld-Beitréigen der Liganden besitzt COP5 mit einem Abstand von ca. 9 kcal/mol
zu den anderen Werten (29.6-34.4 kcal/mol) die hochste molekiileigene Energie (43.01
kcal/mol). Dies ist in sofern iiberraschend, als der isostere Ligand COP6 um 10 kcal/mol
giinstiger bewertet wird. Um zu priifen, ob die MD-Simulation bei der Suche nach der giins-
tigsten Konformation versagt hat, wird die fiir COP6 ermittelte, beste Konformation auf
den strukturell identischen Liganden COPY5 iibertragen. Die Kraftfeld-Energie von COP5
in der Minimum-Konformation von COP6 betréigt jedoch 45.20 kcal /mol und ist demnach
um 2.19 kcal/mol ungiinstiger als die zuvor bestimmte Konformation. Die MD-Simulation
hat bei der Suche nach giinstigen Konformationen also nicht versagt. Solange jedoch der
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Grund fiir die Diskrepanz der Energie-Werte unklar ist, sollte auch der fiir COP5 berech-
nete AE)-Beitrag aus der Serie ausgeschlossen werden.

Relative Bindestarken AAG-Werte spiegeln als Differenz zwischen den AFEp - und AFEp.1-
Beitrigen die energetischen Verhéltnisse zwischen den gelésten und komplexierten Formen
der Komponenten wider. Sie sind nur dann aussagekriftig, wenn die AFE;- bzw. AFEp.;-
Beitriage zuverldssig sind, denn Fehler in den Differenz-Profilen der Ligand- oder der
Komplex-Beitrige summieren sich bei der Berechnung der AAG-Werte. Wie Tabelle 3.18
und die Abbildungen 3.14(a) und 3.14(b) belegen, stimmen die berechneten AAG-Werte
kaum mit den experimentell bestimmten AAG-Werten iiberein, was wohl vor allem auf
den ungenauen Komplex-Beitragen AFEp.p bzw. AFELww beruht. Um die Ursachen fiir
das Versagen der verwendeten Methode zu finden, werden die Daten auf Zusammenhénge
zwischen den Differenz-Beitrigen der Komplexe bzw. der Liganden mit der relativen Bin-
destérke AAG ., untersucht. Eine Korrelation der berechneten AEp.1- bzw. AEy-Beitrige
mit der relativen Bindestirke AAG ist zwar nicht zwingend, kann aber Hinweise auf die
Stimmigkeit der berechneten Ergebnisse liefern.
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(a) Profil der relativen Bindestiirken AAG be- (b) Profil der relativen Bindestiirken AAG be-

rechnet aus den Beitréigen der freien Ligan- rechnet aus den Beitrégen der freien Liganden
den AEp und der Gesamtenergie der Komplexe AEp und der Ligand- und Wechselwirkungs-
AFpyr,. energie der Komplexe AErww-.

Abbildung 3.14.: AAG-Profile ohne bzw. mit Bereinigung vom Protein-Anteil.

Profil-Vergleiche Der Vergleich der Energie-Profile der Liganden AFEp, der Komplexe
AFEpy, bzw. AFEr,  ww und der erwarteten relativen Bindestirken AAGx zeigt auffillige
Parallelen (Abb. 3.16 enthélt die fiir die Verfahren 1-5 gemittelten Profile der Komplexe).

Komplex- und Ligand-Profile: Demnach sind die AFEp.1- bzw. AE7 ww-Profile erwar-
tungsgemifl vor allem abhéngig von der Art des Liganden. Damit ist auch die
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stillschweigende Annahme belegt, dass die Liganden tatséchlich einen gemeinsamen
Bindemodus aufweisen. Andernfalls wéren deutlichere Unterschiede in den Energie-
Profilen zu erwarten. Die Ubereinstimmung der Ligand- und Komplex-Profile verdeut-
licht auch, dass die Energie-Minimierungen in erster Ndherung in den meisten Fillen
erfolgreich waren. Nur die Komplex-Beitrdge von COP7 und COPS8 weichen stark
von den entsprechenden AFEj-Werten ab: Sie liegen zu niedrig, d.h. die Strukturen
dieser beiden Komplexe sind offensichtlich systematisch nicht ausreichend optimiert.
COPT und COPS8 besitzen innerhalb dieser Serie von Liganden mit Methyl-Gruppen
die kleinsten Substituenten an der Sulfonamid-Gruppe. Sie konnen also nur in wesent-
lich geringerem Umfang als die anderen Liganden unpolare Kontakte zur Bindetasche
der HIV-PR ausbilden. Ihre Komplexe werden vermutlich deshalb ungiinstig bewer-
tet, weil sich wihrend einer Energie-Minimierung die Seitenketten des Proteins nur
bedingt an einen kleinen Liganden anpassen und bestehende Liicken, die zu hohen
Solvatationsenergien fiithren, schlieflen kénnen. Hier ist ein Rearrangement der Sei-
tenketten von zumindest Leu23, Pro81 und Val82 erforderlich. Fiir diesen Fall der
verkleinerten Liganden wére sicherlich eine MD-Simulation des Komplexes notwen-
dig, um die benétigte Anpassungsfihigkeit des Protein-Anteils beriicksichtigen bzw.
ausnutzen zu koénnen.

Komplex- /AAGe,-Profile: Trotz der teilweise passenden Profile, korrelieren die nach den
Verfahren 1-5 berechneten Komplex-Beitréige schlecht mit der experimentell bestimm-
ten relativen Bindestirke AAG; Tabelle 3.20 weist Korrelationskoeffizienten von -2.4—
0.13 aus. Eliminiert man jedoch die Liganden COP6, COP7 und COP8 als Ausreifler
aus der Reihe der Komplexe, ist die Korrelation mit den AFEp.1-Werten fiir alle Ver-
fahren (aufler Verfahren 6) deutlich verbessert: Die Werte steigen auf signifikantere
0.29 — 0.71. Verwendet man die vom Protein-Anteil bereinigten Komplex-Beitrige
AE} ww, findet man (unter Ausschluss der Ausreifier) sogar noch deutlichere Zu-
sammenhinge, die durch Korrelationskoeffizienten von 0.58 — (.81 belegt werden.
Demnach ist, {ibereinstimmend mit der Theorie, die Bindestirke umso geringer, je
hoher, also je ungiinstiger die Energie eines Komplexes ist.

Ligand-/AAGex,-Profile: Bei den Ligand-Beitrdgen zeichnen sich die Zusammenhinge
mit der Bindestérke noch deutlicher ab: Lésst man fiir einen Vergleich der AAG exp-
und AEj-Profile die Liganden COP5 und COP6 als Ausreifler aufler acht, erhélt man
eine Korrelation von 91% fiir die iibrigen 8 Werte-Paare (inklusive COP6 betrigt der
Korrelationskoeffizient 0.68). Demnach ist, ebenfalls wie erwartet, die Bindung eines
Liganden an die HIV-PR umso stérker, je hoher die Gesamtenergie des Liganden in
Losung ist.

AAG-[AAGey,-Profile: Nachdem die Komplexe mit den Liganden COP6, COP7 und
COP8 (bei Verfahren 4 auch COP10) als Ausreifler identifiziert sind, und bei den
freien Liganden COP5 und COPG6 suspekt erscheinen, lassen sich mit den verblei-
benden 6 bzw. 5 berechneten AAG-Werten Korrelationskoeffizienten von -0.75 bis
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Abbildung 3.15.: Ausschnitt aus der Bindetasche der HIV-PR mit den Liganden COP1 (dunkel)
und COP8 nach Minimierungsverfahren 1. Der Methyl-Rest von COP8 kann nicht annidhernd die
Liicke schlieflen, die zwischen den an den Phenyl-Ring von COP1 angepassten Seitenketten von
Leu23, Pro81 und Val82 klafft.

immerhin 0.36 erreichen. Die beste Ubereinstimmung der berechneten mit den gemes-
senen AAG-Werten erzielt man also mit Struktur-Optimierungen nach den Verfahren
3 und 5, sowie unter Abzug der jeweiligen Protein-Anteile. Die erreichbare Korrela-
tion von 36 bzw. 33% ist jedoch zu ungenau, um sichere Vorhersagen machen zu
konnen. Zudem miissen 4 von 10 Liganden als Ausreifler behandelt werden, was die
allgemeine Anwendbarkeit und Zuverlassigkeit der Methode stark beeintrachtigt.

Unabhéngig von dem nur schlecht wiedergegebenen Zusammenhang zwischen expe-
rimentellen und berechneten AAG-Werten, ist es iiberraschend, dass die Steigungen
der Regressionsgeraden in allen Fillen grofier als 1 sind. Demnach wird das beobacht-
bare AAGex,-Profil {iberzeichnet: Die Werte der experimentell bestimmten relativen
Bindestirken AAG (s. Tab. 3.18) liegen zwischen -2.2 bis + 1.6 kcal/mol, also in
einem Intervall von knapp 4 kcal/mol. Die berechneten Werte erstrecken sich iiber
einen gut fiinfzehn mal grofieren Bereich von ca. 60 kcal/mol. In einer anderen Ar-
beit, die sich mit der Berechnung von AAG-Werten beschiiftigt, konnte (mit MD-
Simulationen sowohl fiir die freien Liganden, als auch fiir die Komplexe) eine sehr
gute Korrelation von 89.9% erreicht werden [13]. Die absoluten Werte jedoch waren
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Abbildung 3.16: Durchschnittliche Energie-Pro-
file der Komplexe im Vergleich mit dem Energie-
Profil der freien Liganden und dem experimen-
tellen AAG-Profil. Bei der Mittelung werden ¥
nur die Minimierungsverfahren 1-5 beriicksich- “op1 CO‘PZ COP3 CO‘P4 COP5 CO‘PS CO‘P7 CO‘PB CO‘PQ COP10
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Tabelle 3.20.: Korrelation der Komplex-Beitrige AFEp.;, bzw. AEr . ww und der berechneten
AAG-Werte mit den experimentellen Bindestérken AAGexp.

Minimierungsverfahren

1 2 3 4 5 6 4]

AEp. (alle) -0.03 -0.26 0.13 -0.17 -0.04 -24 0.02

ohne Ausreifler 0.58 0.29 0.63 0.71 0.38 -0.58 -0.56

AFEL ww (alle) -0.03 -0.16 -0.02 0.27 -0.04 -0.29 0.04
ohne Ausreifler 0.58 0.69 0.79 0.81 0.68 -0.59 -0.75

AAG

mit AFEp.-Beitrdgen (alle) -0.52 -0.77 -0.37 -0.31 -0.44 -0.40 0.39
ohne Ausreifler -0.15 -0.70 0.15 0.34 -0.12 -0.76 -0.05

mit AFrww-Beitrdgen (alle) -0.51 -0.53 -0.37 -0.39 -0.28 -0.45 0.33
ohne Ausreifler -0.15 -0.05 0.36 -0.48 0.33 -0.75 -0.26

ebenfalls deutlich iiberschétzt (Faktor 10); die Autoren fiihren dies auf den Umgang
mit dem Cutoff fiir die van-der-Waals- und Coulomb-Wechselwirkungen innerhalb
des verwendeten Programms zuriick.

Bewertung der alternativen Minimierungsverfahren: Die nach den Verfahren 1-5 zur
Energie-Minimierung berechneten Profile der Gesamtenergien der Komplexe verlaufen weit-
gehend konform; allen ist gemeinsam, dass nur der Protein-Anteil, nicht der jeweilige Li-
gand (mehr oder weniger weitgehend) fixiert wird. Die Struktur-Optimierung nach Ver-
fahren 6 unter Anbindung aller Atome an ihre Ausgangspositionen, liefert davon véllig
abweichende Ergebnisse. Wie der Vergleich der nach Alternative 1 bzw. 6 erzielten Er-
gebnisse zeigt, miissen in erster Linie die Liganden wihrend der Energie-Minimierung frei
beweglich sein, um einigermafien plausible Konformationen der Liganden im Komplex mit
dem Protein zu erzeugen. Der Einfluss der wihrend der Minimierung verwendeten Dielektri-
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zitdtskonstanten scheint (bis auf eine Ausnahme, COP10 bei Verfahren 4) nicht wesentlich
fiir das Ergebnis zu sein. Im Endeffekt schneiden die Alternativen 3 und 5 am vorteilhaftes-
ten ab, wobei nicht sicher ist, ob dieser Befund fiir andere Liganden reproduzierbar wére.
In beiden Fillen ist jedoch sowohl der Ligand, als auch seine unmittelbare Nachbarschaft
beweglich, was nach den vorigen Uberlegungen sinnvoll erscheint.

Fazit: Die Griinde fiir die Schwierigkeiten bei der Reproduktion von AAG-Werten nach
der gewdhlten Methode sind vielféltig.

Zunichst ist die Berechnung von AAG-Werten aus AEy- und AFEp.p-Beitrigen prin-
zipiell sehr anfiillig gegeniiber Ungenauigkeiten der Beitrige, da Fehler sich (sofern sie
nicht systematisch sind) addieren. Aulerdem sind die zu erwartenden Differenzbetréige mit
maximal ca. 4 kcal/mol sehr klein, sodass Fehler schnell relativ groff werden (vgl. Fehler-
betrachtung Kap. 2.5).

Dass die berechneten AAG-Werte sich so schlecht mit den experimentellen decken, be-
ruht vor allem auf den unsicheren Beitrigen der Komplexe, denn die Komplex-Beitrige kor-
relieren schlechter mit den erwarteten AAG,-Werten als die Ligand-Beitréige. Dies belegt,
zusdtzlich zu der bekanntermafien eingeschrinkten Eignung von Energie-Minimierungen
zur Auffindung globaler Minima, dass Energie-Minimierungen allein zur Optimierung
der Komplex-Strukturen versagen. Die Moglichkeiten zur Optimierung der Protein- und
Ligand-Wechselwirkungen, die die Flexibilitdt der HIV-PR birgt, konnen ohne ein aufwéndi-
geres Abtasten des Konfigurationsraumes des Proteins nicht genutzt werden. Ebenso wie
fiir die freien Liganden sollte also auch eine (moglicherweise auf bestimmte Regionen be-
schrinkte) MD-Simulation der Komplexe durchgefiihrt werden. Davon kénnten vor allem
Komplexe mit verkleinerten Liganden (wie zum Beispiel COP7 und COP8) profitieren.

Da ein grofler Teil der Wechselwirkungen zwischen den Komplex-Komponenten auf
elektrostatischen Effekten beruht, ist auch die Zuordnung von Partial-Ladungen kritisch.
Bei Ligand COPG6 hat sich gezeigt, dass die verwendete charge-templates-Methode einem
aromatischen N-Atom mit -0.74 Coulomb eine sehr hohe Partial-Ladung zuweist, wihrend
nach einem alternativen Verfahren (Gasteiger-Methode, Quanta) diesem N-Atom nur -
0.234 Coulomb zugeordnet werden. Die Gasteiger-Methode hat jedoch andere Schwichen
(stark alternierende Ladungsverteilungen bei Carboxylat- oder Ammonium-Gruppen), so-
dass im Einzelfall andere, quantenmechanische Verfahren zur Berechnung der atomaren
Ladungen erforderlich sein kénnen.

Der statische Ansatz ignoriert weitgehend entropische Effekte, lediglich Entropie-Ande-
rungen des Wassers sind implizit iiber die Bestimmung der benetzbaren Oberflichen beriick-
sichtigt. Wie experimentelle Arbeiten [129] gezeigt haben, ist die Balance zwischen enthal-
pischen und entropischen Effekten gerade bei der HIV-PR kritisch: Unter natiirlichen Be-
dingungen kann die HIV-PR nicht als eine einzige Struktur, sondern nur als statistisches
Ensemble vieler Konformationen behandelt werden, die entsprechend ihres Energie-Inhalts
mehr oder weniger hiufig eingenommen werden. Besonders die beweglichen Fliigel der
HIV-PR haben kaum strukturelle Stabilitdt. Die Bindung von Liganden bevorzugt ener-
getisch selektiv solche Zustidnde des Proteins, bei denen die Kontaktfliche zum Liganden
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stabilisiert wird. Das bedeutet, dass je nach Ligand verschiedene bzw. verschieden viele
Seitenketten am Kontakt beteiligt sind, was sehr unterschiedliche Folgen fiir die entropi-
schen Beitrige des Komplexes nach sich ziehen kann. Moglicherweise eignet sich gerade das
Beispiel der HIV-PR nur schlecht zur Erprobung der Leistungsfihigkeit eines statischen
Ansatzes.

Fiir qualitative Aussagen, z.B. iiber den Bindemodus, sind die erzeugten Struktu-
ren sicher ausreichend, wie die durchaus vorhandenen Korrelationen zeigen; d. h. Energie-
Minimierungen sind geeignet zur konservativen Struktur-Optimierung, die die grundsatzli-
chen Ziige einer Konformation nicht antastet. Fiir quantitative Aussagen reicht die damit
erreichbare Genauigkeit der Energie-Profile jedoch wie gezeigt nicht aus. MD-Simulationen
der Komplexe (evtl. beschrinkt auf Ausschnitte) wie bei den freien Liganden sind also doch
erforderlich, wie andere, erfolgreiche Arbeiten [13] gezeigt haben. Damit ist die ,,schnelle”
Methode gescheitert.

Auf Energie-Minimierung ganz ohne Randbedingungen wird verzichtet, da im vorigen
Beispiel der CHD-Komplexe danach die Protein-Beitrdge und die Wechselwirkungsener-
gien stark schwanken und zu erwarten ist, dass sich abhéingig von der jeweiligen Start-
Konformation alle Komplexe stark auseinander entwickeln.

3.6.4. Zusammenfassung und Ausblick

Die Berechnung von relativen Bindestédrken nach dem statischen Ansatz ist nicht mit der
erforderlichen Zuverléssigkeit moglich. Auf die aufwéndige MD-Simulation von Komplexen
oder alternative Verfahren zum Absuchen des Konformationsraumes kann also nicht ver-
zichtet werden. Die systematischen Fehler bei den nach dem statischen Ansatz erzeugten
Serien von Komplexen sind zwar jeweils sehr dhnlich, aber nicht identisch. Die gegenseitige
Anpassung der Komplex-Komponenten aneinander setzt der Struktur-Optimierung allein
durch Energie-Minimierung Grenzen.

Diese Studie zeigt aber auch, dass im Fall der COP-Derivate das Editieren des Stammli-
ganden zur Erzeugung der anderen Komplex-Strukturen ausreichend und eigenes Docking
nicht erforderlich ist.

Auflerdem zeichnen sich die beiden Komponenten des statischen Ansatzes, die AFEp-
und AFEp.-Beitriage, durch signifikante Korrelationen mit der Bindestérke aus. So hat sich
gezeigt, dass die relative Bindestidrke der COP-Derivate an die unpolare Bindetasche der
HIV-PR unerwartet gut korreliert mit dem Profil der Gesamtenergie der freien Liganden.
Um die Eignung verwandter Molekiile als Liganden fiir die HIV-PR grob abzuschétzen,
kann die Bestimmung des A Ep-Profils bereits ausreichen.

Man muss daraus schlieflen, dass die Brauchbarkeit von Energie-Minimierungen allein
zur Struktur-Optimierung stark abhéngig von der Start-Konformation ist, dass man also
mehr Aufwand in die Erzeugung alternativer Start-Strukturen investieren muss, um aus
einer Menge von Konformationen die besten auszuwéhlen. Auflerdem ist vor allem die
Beweglichkeit des Liganden kritisch fiir ein passables Profil von Komplex-Beitrigen.
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Die verwendeten Methoden der Energie-Minimierung und Gesamtenergie-Berechnung
eignen sich in Kombination also vor allem zur Beurteilung eines Ensembles von verschiede-
nen Ligand-Konformationen im Komplex mit einem méglichst starren Protein. Daher sollen
sie zur Vorhersage von anderweitig nur schwer beobachtbaren Enzym-Substrat-Komplexen
eingesetzt werden.



4. Tyrosin-Hydroxylase und
Phenylalanin-Hydroxylase

4.1. Allgemeines

Die in Kap. 2 beschriebenen Methoden zur Struktur-Optimierung und Energie-Bewertung
sollen nun zusammen mit den bei der Modellierung von HIV-PR-Komplexen gewonnenen
Erkenntnissen verwendet werden, um Komplex-Strukturen eines strukturell gut definierten,
d.h. wenig flexiblen Proteins vorherzusagen. Mit der Tyrosin-Hydroxylase (TH) wird ein
Enzym ausgewéhlt, das erstens eine relativ starre katalytische Einheit besitzt und zweitens
als Schliissel-Enzym in der Biosynthese von Catecholaminen gut charakterisiert ist. Im
Rahmen dieser Arbeit sollen Einzelheiten zur Position von Liganden innerhalb des aktiven
Zentrums untersucht werden.

Die TH produziert Dopamin (DA), einen wichtigen Neurotransmitter [74]. Ein Mangel
daran in bestimmten Hirn-Regionen hat die von der Parkinsonschen Erkrankung bekann-
ten Symptome zur Folge [45]. Vor diesem Hintergrund besteht die medizinische Absicht
nicht darin, das korpereigene Enzym durch Inhibitoren zu blockieren (wie z. B. im Fall der
HIV-PR), sondern es detailliert auf seine Funktionsweise hin zu untersuchen. Zu diesem
Zweck muss man den Komplex eines Proteins mit seinem Substrat betrachten. Da dieser
Komplex jedoch naturgemifl schnell abreagiert, ist er experimentell kaum fassbar. Wohl
aber sind solche Komplexe modellierbar und somit eine wertvolle Ergédnzung der experi-
mentellen Daten. Sie zeigen die Konstellation der Reaktionspartner unmittelbar vor der
Reaktion; die Reaktion selbst kann mit Molecular-Modelling-Methoden allerdings nicht
verfolgt werden. Ein modellierter Substrat-Komplex konnte aber als Ausgangspunkt fiir
weitergehende, quantenmechanische Rechnungen dienen.

Die Konstruktion von Komplexen erfolgt nun in zwei Stufen, da der Bindemodus der
Liganden teilweise unbekannt ist. Zunéchst werden die Liganden mit FLEXX in der Binde-
tasche platziert, anschliefend werden die Strukturen durch Energie-Minimierung optimiert
und neu bewertet. Neben der gewiinschten Vorhersage von Komplex-Strukturen muss
gleichzeitig sichergestellt werden, dass dieses Verfahren bekannte Komplexe tatsichlich
korrekt reproduziert. Zur Validierung des Verfahrens wird das zur TH homologe, struk-
turell aber umfassender charakterisierte Enzym PAH herangezogen. Fiir die als Leber-
Enzym leicht verfiigbare Phenylalanin-Hydroxylase (PAH) existiert auch eine grofie Menge
erginzender experimenteller Daten zur Enzym-Funktion.
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4.1.1. Die Enzyme PAH und TH

Saugetiere besitzen zur Hydroxylierung der aromatischen AS Phe, Tyr und Trp jeweils
ein eigenes Enzym (s. Abb. 4.1). Phenylalanin-Hydroxylase (PAH, EC 1.14.16.1), Tyrosin-
Hydroxylase (TH, EC 1.14.16.2) und Tryptophan-Hydroxylase (TPH, EC 1.14.16.4) sind,
der Ahnlichkeit der Reaktionen entsprechend, auch strukturell eng miteinander verwandt.
Sie alle fiigen unter Verbrauch von Oy mit Hilfe eines Cofaktors OH-Gruppen in die aro-
matische Struktur der jeweiligen AS ein (s. Abb. 4.1). Der Cofaktor Tetrahydrobiopterin
(BH4) wird intrazellulér wieder aufbereitet [74, 43].

"o 0 "o 0 OH
PAH
—
H\+ H\+
N

H™ H” \H
Phenylalanin Tyrosin
OH OH
HO
o _»° OH
TH HY NH
—_ H
H/\"\‘*\ OH HO \
H O N
Tyrosin L-DOPA
\—
—H
ﬁ u
BH, 4a-OH-BH,
A TPH
—_—
Tryptophan 5-Hydroxytryptophan
Dihydropteridin— )\
OH  Pterin-4a—carbinolamin—
reductase (DHPR) dehydratase (PCD)

chinoid- BH,

Abbildung 4.1.: Die enzymatischen Reaktionen von PAH, TH und TPH gleichen sich darin, dass
alle drei eine aromatische AS unter Verbrauch von Oz und dem Cosubstrat BH4 hydroxylieren.
Das ebenfalls hydroxylierte BHy wird innerhalb der Zelle erneuert.
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Die Enzyme besitzen einen gemeinsamen Aufbau aus drei Untereinheiten (s. Abb. 4.2):

o N-terminale, requlatorische Domdne zur Steuerung der Aktivitéit
e zentrale, katalytische Domdne mit gebundenem Eisen-Atom
o C-terminale Kontakt-Region zur Dimerisierung (PAH) bzw. Tetramerisierung (TH)

[43].

katalytische Domanen
regulatorische Doméane (PAH) E A

Tetramerisierungs— :
Domane (TH)

Abbildung 4.2.: Die Uberlagerung der KS 2toh und 2phm veranschaulicht den dreiteiligen Aufbau
von TH und PAH. Im Boden der Bindetasche befindet sich das essentielle Eisen-Atom (Fe), das
dort jeweils von zwei Histidin- und einer Glutamat-Seitenkette (raumfiillend dargestellt) fixiert
wird.

Von den drei Hydroxylasen werden in dieser Arbeit nur die TH und PAH einander
gegeniibergestellt, da diese beiden einander besonders dhnlich sind (s. Abb. 4.3) und nur
von diesen KS zur Verfiigung stehen.! Ihre katalytischen Domé#nen gleichen sich sehr; sie
besitzen 65% Sequenz-Identitéit und 80% Sequenz-Homologie [45]. Entsprechend lassen sich
die C,-Atome der katalytischen Doménen (d.h. die Sequenz-Abschnitte 117-410 (PAH)
bzw. 163-456 (TH)) mit einer durchschnittlichen Abweichung von nur 0.5 A zur Deckung
bringen. Dagegen unterscheiden sich die regulatorischen Doménen — geméf ihrer jeweiligen
Funktion — sowohl in Sequenz und Lénge, als auch in ihrer Reaktion auf Signal-Stoffe
deutlich von einander [74].

'Eine KS zur TPH wurde erst kiirzlich versffentlicht [136].
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1pah 117 ---——- TVPWFPRTIQELDRFANQILSYGAELDADHPGFKDPVYRARRKQFADIAYNYR
2toh 156 VRSAREDKVPWFPRKVSELDKCHHLVTKFDPDLDLDHPGFSDQVYRQRRKLIAEIAFQYK

1pah 170 HGQPIPRVEYMEEEKKTWGTVFKTLKSLYKTHACYEYNHIFPLLEKYCGFHEDNIPQLED
2toh 216 HGEPIPHVEYTAEEIATWKEVYVTLKGLYATHACREHLEGFQLLERYCGYREDSIPQLED

1pah 230 VSQFLQTCTGFRLRPVAGLLSSRDFLGGLAFRVFHCTQYIRHGSKPMYTPEPDICHELLG
2toh 276 VSRFLKERTGFQLRPVAGLLSARDFLASLAFRVFQCTQYIRHASSPMHSPEPDCCHELLG

1pah 290 HVPLFSDRSFAQFSQEIGLASLGAPDEYIEKLATIYWFTVEFGLCKQGDSIKAYGAGLLS
2toh 336 HVPMLADRTFAQFSQDIGLASLGASDEEIEKLSTVYWFTVEFGLCKQNGELKAYGAGLLS

lpah 410 FSVRYDPYTQRIEVL
2toh 456 FSVKFDPYTLAIDVL

Abbildung 4.3.: Das Alignment der katalytischen Doméne zeigt die weitgehende Ubereinstimmung
zwischen den Proteinen in diesem Sequenz-Abschnitt (identische AS sind unterstrichen).

Das zweiwertige Eisen-Atom wird von einer konservierten Triade aus zwei Histidin- und
einer Glutamat-Seitenkette in der Bindetasche jeder katalytischen Domine fixiert [90, 74].
Es ist fiir die Aktivitit der Hydroxylasen essentiell.? In den meisten KS [35, 34, 33, 4,
52] ist das Eisen-Atom anndhernd oktaedrisch durch die Ligand-Atome der Triade und
weiterer Ligand- bzw. Wasser-Molekiile umgeben (s. Abb. 4.4). Es zeigt sich, dass das
Eisen-fixierende Glutamat 376 der TH ein andere andere Konformation besitzt, als das
entsprechende Glutamat 330 in den meisten KS der PAH. Dies ist moglicherweise ein
wichtiger Unterschied in den aktiven Zentren der TH und PAH, da die exakte Position
der CO;-Gruppe die Geometrie der iibrigen Eisen-Liganden wesentlich mitbestimmt:® Bei
der TH liegt ein O-Atom der Glutamat-Gruppe dicht am Oktaeder-Platz trans zu His331
und dréngt das dort gebundene Wasser-Molekiil von der durch das Eisen-Atom und den
His331-Liganden gegebenen Achse weg.

Vorkommen und Funktion

Das Leber-Enzym PAH fiihrt den ersten Schritt in der Entgiftung (d.h. beim Abbau) von
iiberschiissigem Phenylalanin (Phe) zu CO3 und Wasser aus. Dabei entsteht das Vorldufer-
Molekiil der Catecholamine, die AS Tyrosin (Tyr). Eine hohe Konzentration von Phe im
Blut (Hyperphenylalaninimie) stort die normale Entwicklung des Gehirns wihrend der

2Ein Austausch gegen andere zweiwertige Kationen oder auch nur die Oxidation des Eisens fiihrt zur
totalen Inaktivierung des Enzyms [56].

3Da in einer KS der PAH (2phm) auch das sonst nur bei den KS der TH (1toh und 2toh) vorkommende
Glu-Rotamer auftaucht, ist fraglich, ob es sich bei diesen Rotameren um feste Eigenschaften der ka-
talytischen Untereinheiten handelt. Moglicherweise sind es alternative Konformationen, die bei beiden
Enzymen vorkommen koénnen.
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Glu3T6 His290/336 (PAH/TH)

TH

Abbildung 4.4: Ausschnitt aus den iiberlager-
ten KS 1toh (TH) und 1pah (PAH). Eine
sogenannte Triade aus zwei Histidin-Ringen G|y330
und einer Glutamat-Gruppe fixiert das Ei- PAH
sen-Atom in den Bindetaschen. Zusammen

mit den im Kristall gebundenen Wasser-Mo-

lekiilen (hier nur als O-Atome sichtbar) er-

kennt man eine fast regelméflige oktaedrische
Umgebung des Eisens in der ersten Liganden-

Sphire. Die Rotamere der Glutamat-Seiten-

kette weichen voneinander ab.

(PAH/TH)

frithen Kindheit. Ein eventueller Mangel an PAH-Aktivitdt wird anhand der Ausscheidung
des Phe-Abbau-Produktes Phenylpyruvat im Urin (Phenylketonurie) diagnostiziert [45].

Die TH kommt in bestimmten Regionen des Gehirns und im Nebennierenmark vor und
setzt Tyr zu L-DOPA um. Damit katalysiert sie den Schliissel-Schritt in der Catecholamin-
Biosynthese. Catecholamine sind wichtige Botenstoffe: Das im Gehirn entstehende Dopa-
min (DA) ist wichtig fiir die Koordination von Bewegungen; die unter anderem von den
Nebennieren freigesetzten Folgeprodukte Adrenalin und Noradrenalin sind ebenfalls wich-
tige Neurotransmitter.

Ein Mangel an DA in bestimmten Hirn-Regionen (substantia nigra) ist verkniipft mit
den Symptomen der Parkinsonschen Erkrankung [45]. Statt DA findet man zu Beginn
der Erkrankung in der Hirn-Fliissigkeit von Parkinson-Patienten neurotoxische Abkomm-
linge von DA. Durch (unkontrollierte) Kondensation von ,ordnungsgemifi“ produzier-
tem DA mit Formaldehyd und anschliefende Methylierung am N-Atom entstehen in
den dopaminergen Neuronen selbst Dihydroxy-tetrahydroisochinolin-Derivate (dihydrozy-
tetrahydroisoquinoline; DTIQ [98]). In den spéteren Stadien der Krankheit gehen die DA-
produzierenden Zellen, geschidigt durch oxidativen Stress innerhalb der Zellen (Produktion
von Sauerstoff-Radikalen), zugrunde [122, 98, 57, 46]. Auch stéindiger Kontakt zu Rotenon,
einem géingigen Pestizid (mit Catechol-Substruktur, s. Abb. 4.8), scheint Morbus Parkin-
son-Symptome zu auslsen zu kénnen [39].
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Katalytische Reaktion

Aromatische Ringe sind reaktionstriige. Neue Gruppen lassen sich im allgemeinen nur durch
elektrophile aromatische Substitution am Ring einfiihren*. Auch O, ist im Grundzustand
wenig reaktiv [82], er wird jedoch aktiviert durch das essentielle Eisen-Atom®. Gleichzeitig
mit der aromatischen AS wird auch ein Cosubstrat, Tetrahydrobiopterin (BH4) hydroxy-
liert, denn dieses iibernimmt das iiberzihlige Os-Atom und erméglicht damit dem anderen
den elektrophilen Angriff [92]. Damit die Reaktion ablaufen kann, miissen alle Substrate
(BHy4, Og, AS) am Enzym gebunden sein [43]. Erst dann kann (im geschwindigkeitsbestim-
menden Schritt) das Og-Molekiil reduktiv durch BH4 aktiviert werden (initiale Hydrozy-
lierung), BHs wird dabei zum 4a-Hydroxytetrahydropterin (4a-OH-BH,) hydroxyliert [47].
Auflerdem verbleibt ein hoch reaktives Sauerstoff-Atom der Oxidationsstufe £0 in der Nihe
des Eisen-Atoms. Dieses Intermediat konnte bislang nicht experimentell abgefangen und
charakterisiert werden, doch ist davon auszugehen, dass das O-Atom in Analogie zur klas-
sischen Synthese den Aromaten schnell und elektrophil angreift [21]. Die beiden Produkte,
OH-BH4 und die oxygenierte AS, werden schlagartig freigesetzt [43]. Durch radioaktive
Markierung an der zu hydroxylierenden Position des Aromaten [43] kann man verfolgen,
tiber welchen Weg sich das primére Addukt aus Aromat und O-Atom umlagert (NIH-Shift,
s. Abb. 4.5): Der urspriingliche Substituent wird vom O-Atom verdréingt. Dabei iibernimmt
er das bindende Elektronen-Paar und wandert als anionisches Fragment zum benachbarten
C-Atom mit Elektronen-Liicke [135]. Der schnelle Ablauf der katalytischen Reaktion deutet
darauf hin, dass die Substrate sowohl dem essentiellen Eisen-Atom, als auch einander eng
benachbart sind.

“Bei der klassischen Phenol-Synthese nach Hock [12] entsteht aus Cumol und Luft-Sauerstoff erst Cu-
molhydroperoxid, welches unter saurer Katalyse in Wasser und ein Intermediat mit Elektronen-Mangel
am O-Atom zerfillt. Das O-Atom greift die hohe 7-Elektronen-Dichte des Rings an und dringt sich
zwischen die bestehende C-C-Bindung, sodass sich der Elektronen-Mangel zum benachbarten C-Atom
verschiebt. Nachdem sich ein Wasser-Molekiil wieder angelagert hat, zerféllt das Halbacetal in Phenol
und Aceton.

=22 7925

A

5Ublicherweise liegt O., als Triplett vor, d.h. es hat im Grundzustand zwei ungepaarte Elektronen mit
gleich gerichtetem Spin. Im Gegensatz dazu befinden sich organische Verbindungen normalerweise in
einem Singulett-Zustand, d.h. alle ihre Elektronen sind mit antiparallelen Spins gepaart. Organische
Molekiile sind an der Luft metastabil, weil ihre (eigentlich stark exotherme) Verbrennung durch Triplett-
O, ,,Spin-verboten®, also kinetisch gehemmt ist. Eine Komplexierung von O, mit Ubergangsmetallen
kann den Spin-Zustand &ndern, sodass Reaktionen mit organischen Verbindungen , Spin-erlaubt® sind
[74, 82].
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Substrat-Spezifititen

PAH und TH koénnen nicht nur ihre speziellen AS — Phe bzw. Tyr — sondern auch einige an-
dere, verwandte Molekiile verarbeiten (wenn auch nur mit geringerer Effizienz). Ist nach der
initialen Hydroxylierung erst einmal ein reaktives Intermediat erzeugt worden, kann es auf
verschiedene AS-Substrate, auch mit unnatiirlichen Substituenten in 4-Position (wie z. B.
4-F-Phe, 4-Cl-Phe, 4-Me-Phe, s. Abb. 4.6, links unten) iibertragen werden [43]. Abhingig
vom Substituenten entstehen verschiedene Produkt-Gemische (s. Abb. 4.5). Dies beruht
auf den speziellen Eigenschaften des jeweiligen Substituenten in Bezug auf die Moglichkei-
ten fiir einen Einschub des O-Atoms in eine Bindung® bzw. in Bezug auf seine Stabilitit
als freies Anion’, sowie auf der Richtung, in der das primire Addukt zerfiillt (s. Abb.4.5,
unten).
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Abbildung 4.6: Native Substrate & | *F ]
und einige Substrat-Analoga: Ver- o o ,| |
gleich der Van-der-Waals-Radien 2
(nach CHARMm-Parametern) und iﬁ I 1
Partial-Ladungen (berechnet nach .8 -0.6- -
der charge-templates-Methode von E‘:G  *OH ‘
Quanta) der Substituenten in para- 1 1.5 2 2.5
Position. van-der-Waals-Radius des para-Substituenten [A]

Bei diesen sehr dhnlichen AS {iberrascht es, dass die TH aus dem Vorldufer ihres eigenen
Substrates (Phe) das Substrat (Tyr) selbst erzeugen kann, die PAH dagegen neben all
den anderen Derivaten einzig ihr Produkt Tyr nicht weiter umsetzt®. Schon die isolierte
katalytische Untereinheit zeigt diese strenge Selektivitét; sie wird demnach nicht von der
regulatorischen Doméne verursacht [23].

6Bei 4-Methyl-Phenylalanin konkurrieren die Methyl-Gruppe und der Ring um das O-Atom: Statt den
Aromaten zu hydroxylieren, kann sich das O-Atom auch in eine C-H-Bindung der Methyl-Gruppe
einschieben, sodass eine benzylische OH-Gruppe entsteht.

"Methyl-Anionen oder Hydrid-Tonen sind als Anion wenig stabil und binden sofort wieder an den Ring.
Im Gegensatz dazu sind Halogene, besonders Fluor, als Anionen so stabil, dass sie sich nach Ver-
drangung durch das O-Atom nicht unbedingt wieder am Aromaten anlagern. Dann ist ein Hydrid-Ion
als Ersatz zur Vervollstindigung der Reaktion notwendig. Dieses Hydrid-Ion stammt vermutlich von
einem weiteren Cosubstrat-Molekiil; so erklért sich der erhohte Verbrauch an Cosubstrat bei haloge-
nierten Phenylalaninen. Mitunter dirigiert ein Halogen-Atom den Angriff eines O-Atoms auch an die
Nachbar-Position, sodass neben 4-OH-3-Cl-Phenylalanin auch 4-CIl-3-OH-Phenylalanin entsteht.

8Dieses Merkmal der PAH ist physiologisch sehr vorteilhaft; denn ansonsten wiirde die Leber mit L-DOPA
unkontrolliert Transmitter- bzw. Hormon-Vorstufen und vor allem einen starken Inhibitor in grofien
Mengen produzieren kénnen.
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Platzmangel innerhalb der Bindetasche scheidet als Ursache dafiir aus, da die zuvor ge-
nannten Substituenten in 4-Position durchweg grofer sind als die OH-Gruppe (s. Abb. 4.6).
Prinzipiell sollte eine zweite Hydroxylierung des Rings sogar leichter moglich sein, denn
die schon vorhandene OH-Gruppe macht den Aromaten fiir eine weitere Substitution be-
sonders empfianglich. Von den genannten AS-Derivaten zeigen Phe und Tyr in der Partial-
Ladung des Substituenten in 4-Position die gréfite Differenz (s. Abb. 4.6). Demnach konnte
das Unvermogen der PAH auf unterschiedlichen elektrostatischen Wechselwirkungen mit
den beiden AS beruhen.

Inhibition

Die Hemmung der TH-Aktivitdt durch ihr eigenes Produkt L-DOPA bzw. seine weite-
ren Abkémmlinge Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin verlduft in zwei Stufen: Die Ca-
techolamine konkurrieren mit dem Cosubstrat BH4s um die Bindung am aktiven Zentrum
[2, 113, 45]. Trotz der groBen Stabilitit von Catecholamin-Komplexen ist diese Blockade
aber zunédchst reversibel. In Gegenwart von Catecholaminen wird das zweiwertige Eisen-
Atom allerdings schnell zur dreiwertigen Form oxidiert, sodass das Enzym selbst nach
Dissoziation des Catecholamins irreversibel inaktiviert zuriickbleibt[56, 45]. Erst durch
Reduktion des dreiwertigen Eisens mit stochiometrischen Mengen von BH4 wird die TH
wieder funktionsfihig [89]. PAH zeigt in vitro das gleiche Verhalten [34].

Kristall-Strukturen der PAH zeigen, dass Catecholamine iiber die beiden phenolischen
OH-Gruppen einen bidentaten Chelat-Kompler mit dem Eisen-Atom bilden [34]. Beide
Enzyme bilden mit Catecholaminen blau-griin gefirbte charge-transfer-Komplexe (Amaz
695-700 nm bei TH bzw. 698 nm bei PAH [34, 74]) und besitzen auflerdem &hnliche Raman-
und Elektronen-Spin-Resonanz-Spektren® [95]. Die experimentellen Befunde sind deutliche
Hinweise darauf, dass Catechol-Derivate in beiden Enzymen den gleichen Bindemodus
aufweisen. Von der TH existiert allerdings keine KS, die diesen Schluss belegt.

Verfiigbare Kiristall-Strukturen

Vollsténdig lassen sich die Enzyme TH und PAH nicht kristallisieren, daher fehlt meist
die regulatorische Untereinheit oder ist (wie bei 2phm [83]) nur teilweise vorhanden. Struk-
tur-Informationen zu den prinzipiell wichtigeren, katalytischen Untereinheiten sind jedoch
verfiigbar. Im Hinblick auf funktionelle Fragen sind weniger die freien Enzyme, sondern
ihre Komplexe mit verschiedenen Liganden interessant. Von der PAH existieren Komple-
xe mit dem Cosubstrat-Analog 7,8-Dihydrobiopterin (7,8-BHs, [33]) bzw. auch mit dem
Cosubstrat BH, selbst [4] und mit Catechol-Inhibitoren [34]. Von der TH ist lediglich das
freie Enzym und ein Komplex mit dem Cosubstrat-Analog 7,8-BHy bekannt [52, 53].

9Mit Noradrenalin zeigt die PAH ein ESR-Spektrum, das dreiwertigem high-spin-Eisen in einem axialen
Liganden-Feld entspricht (Gesamtspin S = 5/2, g = 7.0, 5.2, 1.9 [34]); die TH zeigt nach Zugabe von
DA ein EPR-Spektrum mit ebenfalls S = 5/2 und g = 7.1, 4.8, 1.9 [123].
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4.1.2. Fragestellungen

Aufgrund der auffilligen Ahnlichkeiten von Substraten, Sequenzen und Strukturen zwi-
schen den katalytischen Doménen der PAH und TH wiirde man annehmen, dass sie einen
gemeinsamen Katalyse-Mechanismus besitzen [43]. Tatséchlich aber gibt es einige Diskre-
panzen zwischen den experimentellen Befunden zu beiden Enzymen und einige offene Fra-
gen:

e Die KS 1dmw [33] und 2toh [53] zeigen das Cosubstrat-Analog in den Bindetaschen
von PAH und TH. Bindet das aktive Cosubstrat BH; an dieselbe Stelle, wie das
Analog 7,8-BHy, liegt schon die erste Stufe eines produktiven Substrat-Komplexes
vor. Ubereinstimmend weist das Cosubstrat-Analog 7,8-BH; in beiden Fillen jeweils
mit dem Carbonyl-O-Atom zum Eisen hin, wihrend das Ring-System annihernd
parallel zum Phenyl-Ring von Phe254 (PAH) bzw. Phe300 (TH) liegt. Abweichend
jedoch ist das 7,8-BHa-Molekiil in der TH (TH-Bindemodus) um 180° gegeniiber der
Orientierung in PAH gedreht (PAH-Bindemodus, s. Abb. 4.7). Damit ist unklar, ob
beide Enzyme den gleichen Katalyse-Ablauf besitzen, und falls ja, welche der beiden
Orientierungen der produktiven Position entspricht.

e Zur Position der AS im produktiven Substrat-Komplex gibt es lediglich Hinweise
fiir Phe im Komplex mit 7,8-BHy-PAH aus NMR- und Docking-Experimenten [127].
Informationen iiber die Struktur eines entsprechenden Substrat-Komplexes der TH
bzw. iiber die Ubertragbarkeit von Ligand-Positionen zwischen den beiden Enzymen
liegen nicht vor.

e Bei der PAH ist die Reihenfolge, in der die drei Substrate Phe, O2 und BH4 binden,
gleichgiiltig fiir eine produktive Reaktion [43]. Bei der TH hingegen miissen die Sub-
strate streng in der Reihenfolge erstens BH4, dann Oz und schliellich Tyr an das
aktive Zentrum binden, um umgesetzt werden zu kénnen [44]. Die Ursache fiir dieses
Verhalten ist bislang unklar.

e Speziell bei der TH ist (besonders im Hinblick auf die Parkinsonsche Erkrankung)
der Bindemodus der kiirzlich entdeckten Neurotoxine vom Tetrahydroisochinolin-
Typ interessant, und ebenso, ob moglicherweise eine Parallele zu dem pflanzlichen
Herbizid und Parkinson-Ausléser Rotenon besteht.

Daher werden im Folgenden einige Komplexe von PAH und TH mit Substraten bzw. Ca-
techol-Derivaten konstruiert, um die zugrundeliegenden Prinzipien zu untersuchen.
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Phe254/300(PAH/TH)

7,8-BH, (PAH)
7,8-BH, (TH)

His290/336
(PAH/TH)

Abbildung 4.7: Ausschnitt aus den
iiberlagerten KS 2toh (TH) und
ldmw (PAH), beide haben 7,8-

BH; gebunden, allerdings in je- ; j

weils entgegengesetzten Orientie- \

rungen (TH-Bindemodus dunkel,

PAH-Bindemodus hell). (PAH/TH)

4.2. Durchfiihrung

Die Komplexe von PAH und TH werden ausgehend von den Kristall-Strukturen der Pro-
teine in zwei Stufen [64] erzeugt, da der Bindemodus der Liganden teilweise unbekannt ist.
Zuerst wird durch Docking mit FLEXX eine Vorauswahl der wahrscheinlichsten Ligand-
Konformationen innerhalb der Bindetasche getroffen. Danach werden die verschiedenen
Struktur-Vorschlige durch Energie-Minimierung optimiert und nach ihrer Gesamtenergie
bewertet. Diejenigen Komplexe mit den niedrigsten Energie-Werten miissten theoretisch
den tatsichlich vorkommenden Strukturen entsprechen. Die auf diese Weise ausgewihlten
Komplexe werden auf Stimmigkeit mit verschiedenen experimentellen Befunden iiberpriift.

Hoffmann et al. [63] haben diese Methode bereits erfolgreich angewendet, um mehrere
Komplexe bekannter Struktur zu reproduzieren. In dem speziellen Fall der TH und PAH
ist dennoch eine wiederholte Validierung der Vorgehensweise notwendig, da das aktive Zen-
trum beider Enzyme — anders als bei der Mehrzahl aller Proteine — ein Eisen-Atom enthélt,
welches z. B. bei FLEXX urspriinglich nicht vorgesehen ist. Um die Verlésslichkeit der Me-
thode zu priifen, werden die folgenden Komplexe erzeugt und mit den entsprechenden
Referenz-KS verglichen (s. Abb. 4.8, obere Reihe):
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Abbildung 4.8.: Ubersicht iiber die Liganden, aus denen mit TH bzw. PAH Komplexe konstruiert

werden.
Catechol-Derivate Substrate
- co,
= . .
% NH;3 NHs HZNYN . Ha o
2 o .
g HN%& 1 R CH3
= HO HO 5 " du
~ OH OH
L-DOPA DA BH,4
TH/PAH TH/PAH TH/PAH

NHCH;
&0
3
S HO
>O OH OCHj3 OH
MDTIQ Rotenon Phe Tyr
TH TH TH/PAH TH/PAH

Komplexe der PAH mit Catechol-Derivaten zur Klirung, ob Docking und Energie-
Bewertung auch bei Eisen-haltigen Proteinen funktioniert und ob die Ergebnisse von indi-

viduellen Protein-Konformationen unabhéngig sind:

e DA-5pah (Referenz: 5pah)

e L-DOPA -6pah (Referenz: 6pah)

e DA-6pah (Referenzen: 5pah und 6pah)

e L-DOPA-5pah (Referenzen: 6pah und 5pah)
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Komplexe beider Enzyme mit dem Cosubstrat fiir Hinweise auf den relevanten Binde-
modus von BHy:

e BH,-2toh (Referenz: 2toh)

e BHy-5pah (Referenz: 1dmw)

Nach erfolgreicher Validierung sollen, um Aussagen iiber die Funktionsweise der Enzyme
ableiten zu konnen, weitere Komplexe modelliert werden (s. Abb. 4.8, untere Reihe):

TH-Komplexe mit Catechol-Derivaten zur Untersuchung, ob sich der fiir spezielle Ca-
techolamine in PAH belegte Bindemodus allgemein fiir Catechol-Derivate auf die TH {iber-
tragen ldsst:

e DA-2toh
e L-DOPA-2toh
e MDTIQ-2toh (N-Methyl-Dihydroxytetrahydroisochinolin)

e Rotenon-2toh

Substrat-Komplexe von TH bzw. PAH fiir Hinweise auf den Ablauf der katalytischen
Reaktion und die Ursachen der beobachteten Substrat-Spezifititen beider Enzyme:!°

e Tyr-BHy-2toh
e Phe-BH,-2toh
e Tyr-BHy-5pah

e Phe-BH,4-5pah

4.2.1. Komplex-Konstruktion

Die Komplexe werden durch flexibles Docking der Liganden in die Bindetasche des Proteins
erzeugt. Dazu sind die folgenden Arbeitsschritte notwendig:

Vorbereitung des Protein-Anteils als Rezeptor

Spezielle Modifikation: Das in der KS der TH (2toh) angegebene meta-Tyrosin300 ist
ein Kristallisationsartefakt [31]. Daher wird es wieder in die Standard-AS Phenylalanin
umgewandelt.

10Auf die explizite Modellierung von O, wird wegen mangelnder Parametrisierung verzichtet. Wasser-
Molekiile in der Liganden-Sphére des Eisens dienen stattdessen als Platzhalter und sollen , Fehlplatzie-
rungen“ der anderen Substrate verhindern.
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Uberlagerung der Protein-Strukturen: Die verschiedenen KS sind nicht einheitlich aus-
gerichtet. Um die Komplexe der TH und PAH spéter besser miteinander vergleichen zu
konnen, werden sie aufeinander abgebildet; die KS 2toh dient dabei als Referenz. Zur Er-
zeugung geeigneter Rotationsmatrizen werden die den Proteinen jeweils gemeinsamen Cao-
Atome iiberlagert (TH: 163-179 und 188-470, PAH: 117-133 und 142-424'!). Mit Hilfe
der entsprechenden Rotationsmatrix werden auch die Ligand-Koordinaten transformiert,
sodass ihre Positionen innerhalb der Bindetaschen zwischen den beiden Enzymen iibertrag-
bar sind.

Gebundene Partikel: Neben den Protein-Atomen gehéren vor allem das Eisen-Atom und
einige Wasser-Molekiile zur Bindetasche.

e In den KS 5pah, 6pah und 2toh liegt das Eisen-Atom in seiner dreiwertigen, enzy-
matisch inaktiven Form vor [74]. Es wird jedoch als zweiwertiges Kation fiir FLEXX
nach dem Muster des Zink-Atoms mit dem Ionen-Radius von 0.75 A (passend fiir high-
spin-Fe!! in oktaedrischer Umgebung [68]) definiert. Auch im Rahmen der Kraftfeld-
Rechnungen unter CHARMm wird es als zweiwertiges Atom behandelt. Die Ladung
wird in einer eigenen RTF-Datei angegeben.

e Die meisten KS der PAH zeigen eine regelméflig oktaedrische Anordnung von Ligan-
den in der ersten Koordinationssphére des Eisens. Um die Erzeugung irrelevanter
Konformationen einzuschrianken, wird die Zahl der fiir die Ligand-Platzierung zur
Verfiigung stehenden Koordinationsstellen am Eisen reduziert, indem spezielle, in der
KS vorhandene Wasser-Molekiile im Raum der Bindetasche beibehalten werden. Ta-
belle 4.1 zeigt, welche Wasser-Molekiile aus der KS 1pah bzw. 2toh jeweils beriicksich-
tigt werden. Die Koordinationsstelle trans zu His285(PAH) bzw. His331(TH) bleibt
immer frei. Bei der Konstruktion der Substrat-Komplexe stellen explizite Wasser-
Molekiile sicher, dass an deren Stelle in der ersten Liganden-Sphire des Eisens bei
einem Austausch gegen ein Sauerstoff-Molekiil genug Platz dafiir bleibt.

Um explizite Wasser-Molekiile im Rahmen von FLEXX in die Bindetasche einbinden
zu konnen, miissen die O-Atome erst um H-Atome ergénzt und optimiert werden.
Dazu wird mit CHARMm eine kurze Struktur-Optimierung der ausgewéhlten Wasser-
Molekiile unter Fixierung aller anderen Atome vorgenommen (conjugated gradient,
100 Schritte mit & = 2r).

Rezeptor-Beschreibung: Fiir jedes Protein wird eine eigene Datei angelegt (receptor de-
scription file), in der die von FLEXX zu verwendende PDB-Datei des Proteins, sowie die
Liste der zu beriicksichtigenden Partikel (Eisen-Atom und Wasser-Molekiile, Auswahl s. 0.)
angegeben wird.

HTn der Sequenz der KS 2toh fehlen die AS183-185, der korrespondierende oberfliichliche Loop ist also
kiirzer als derjenige bei der KS der PAH
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Tabelle 4.1.: Besetzungsmuster der Oktaeder-Plitze um das Eisen-Atom mit Wasser-Molekiilen
je nach zu platzierendem Liganden.

H-2O trans zu H;O trans zu
Ligand His290/336 (PAH/TH) Glu330/376 (PAH/TH)
Catechol-Derivate - +
BH4 + +
Tyr - +
Phe + +

Vorbereitung der Liganden

Editieren: Ausgehend von den in den KS 6pah und 2toh enthaltenen Liganden L-DOPA
bzw. 7,8-BH, werden die Strukturen der iibrigen Liganden abgeleitet (s. Abb. 4.8). Thre
Atom-Koordinaten und die zur Kraftfeld-Rechnung benétigten Topologie-Dateien werden
mittels der molecular editor-Funktion unter Quanta (http://www.csc.fi/chem/progs/
msi.html [70]) erstellt.

Aus KS gehen die Protonierungszustéinde titrierbarer Gruppen prinzipiell nicht hervor;
sie sind aber entscheidend fiir eine korrekte Platzierung. Die Catecholamin-Komplexe der
PAH (KS 3pah - 6pah) zeigen, dass die Seitenketten trotz Bindung zum Protein solvati-
siert bleiben, daher wird fiir L-DOPA, DA und auch die AS Phe und Tyr die in Lésung
iberwiegende, zwitterionische Form eingesetzt (die pK-Werte betragen ca. 2 fiir die CO; -
Gruppe und ca. 9 fiir die NH$ -Gruppe [135]). In Homologie zum DA wird auch die tertisire
Amino-Gruppe von MDTIQ in der protonierten Form verwendet. Bei BH4 wird die auch
bei den verwandten Nucleinbasen und neutralem pH vorherrschende Lactam-Form statt
der alternativen Lactim-Form verwendet [105].

Struktur-Optimierung: Alle Liganden werden einer Energie-Minimierung unter den Stan-
dard-Einstellungen von Quanta (conjugated gradient, 200 Schritte mit ¢ = 1) unterzogen,
um Bindungsldngen zu optimieren.

Umwandlung in FLEXX-kompatibles Eingabe-Format: FLEXX benoétigt fiir jeden Li-
ganden die Atom-Koordinaten, Atom-Typen, Formal-Ladungen und das Verkniipfungsmus-
ter in einer einzigen Datei. Die im (fiir FLEXX unlesbaren) PDB-Format vorliegenden
Koordinaten jedes Liganden werden in das molecular-modeling-Programm Sybyl (Tripos
http://www.tripos.com/) eingelesen, welches diese auch im benétigten Mol2-Format aus-
geben kann. Uber eine entsprechende Editor-Funktion werden die dem Mol2-Kraftfeld ent-
sprechenden Atom-Typen und Formal-Ladungen zugeordnet (den beiden O-Atomen der
CO;-Gruppe 2x-0.5, dem N-Atom der NH5 -Gruppe +1).
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Docking mit FLEXX:

Definition der Bindetaschen: Die Auswahl der relevanten Atome erfolgt interaktiv: Alle
Partikel bzw. alle AS im Radius von 8.0 A um den in der jeweiligen KS gebundenen
Liganden (DA in 5pah, L-DOPA in 6pah und 7,8-BH; in 2toh) werden bei der Validierung
als zur Bindetasche gehorig betrachtet. Zur Vorhersage der AS-Substrat-Positionen wird
die Bindetasche auf alle AS im Radius von 14.0 A um die Referenz-Liganden erweitert.

Nur die Atome dieser Auswahl, die zur molekularen Oberfliche beitragen, werden von
FLEXX als potentielle Wechselwirkungspartner aufgefasst. Um auch das wichtige Fisen-
Atom trotz seiner vielen Liganden als Wechselwirkungspartner erfassen zu kénnen, muss
der Parameter probe_radius vom vorgegebenen Wert (0.8 A) auf 0.6 A verringert werden
(vgl. Kap. 2.3.1 und Abb. 4.9). Die molekulare Oberfliche des Proteins ist dann feiner
strukturiert.

Abbildung 4.9: Bei groBerem probe_radius-
Wert (links) tragen von den drei Atomen .~ . .~ "> molekulare .---- = o--.
nur die ersten beiden zur molekularen Ober- | e { Oberﬂache,\ \ \
fliche bei. Erst wenn dieser Parameter verrin- .
gert wird, kann auch Atom 3 als potentieller 7 T
Wechselwirkungspartner von FLEXX beriick- \ € / .
sichtigt werden (rechts). N -

Platzierung der Liganden:

e Der Parameter max_overlap_vol gibt das erlaubte Mafl der Durchdringung von Pro-
tein- und Ligand-Atomen an. Um auch Platzierungen mit kleineren Kollisionen, die
bei der anschliefenden Struktur-Optimierung leicht zu beheben sind, beizubehalten,
wird der Wert von den vorgegebenen 2.5 A% auf 5.0 A® erhdht.

e Die Liganden werden automatisch in Fragmente zerlegt, die Basis-Fragmente werden
ebenfalls automatisch ausgewéhlt.

e Die Platzierung der Basis-Fragmente erfolgt grundsétzlich automatisch, d.h. nach
dem Triangulierungsalgorithmus (s. Kap. 1.5.3) und ohne Zusatz-Information iiber
die erwartete Position des Liganden innerhalb der Bindetasche. Nur BH4 wird zusétz-
lich auch mit dem perturbate-Modus auf eine vorgegebene Referenz-Position (BH4 im
TH-Bindemodus) platziert: Dabei wird das automatisch festgelegte Basis-Fragment
auf die entsprechende Gruppe der Referenz-Struktur gelegt und nur fiir die restlichen
Fragmente sucht FLEXX passende Positionen.

e Aufbauend auf der gegebenen Platzierung des Basis-Fragmentes wird der Rest des
Molekiils ergénzt. Die maximale Zahl alternativer Platzierungen des Basis-Fragmen-
tes betriagt in jedem Schritt 30.
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Struktur-Optimierung

Jeder FLEXX-Vorschlag wird einer Energie-Minimierung mit € = 2r und einem Cutoff von
15.0 A unterzogen (600 Schritte nach der conjugated-gradient-Methode). Nur die Ligand-
Atome sind frei beweglich.

4.2.2. Auswertung

Energie-Rechnungen Die Gesamtenergie der Komplexe wird als Summe aus Kraftfeld-
und Solvatationsenergie berechnet (Gl. 2.17), mit ¢ = 4. Der Cutoff-Wert fiir die Bestim-
mung der Coulomb-Wechselwirkungen im Rahmen der Kraftfeld-Rechnung liegt bei 100 A.
Um Rechenleistung wihrend der Berechnung der Solvatationsenergien zu sparen, wird
die Gesamtenergie nur fiir einen Ausschnitt aus dem Protein berechnet: Vom Protein wer-
den nur die AS im Umkreis von 15.0 A um das Eisen-Atom beriicksichtigt. Damit sind
alle Komplexe zusitzlich zu den Modell-bedingten Fehlern (s. Abschnitte 2.2, 2.3, 2.3.1
und 2.4) mit einem sehr grofien, aber konstanten Fehler behaftet. Aus diesem Grund wer-
den nicht absolute, sondern relative Energie-Werte angegeben, die bezogen werden auf die
minimale Energie des jeweiligen Ensembles verschiedener Komplex-Konformationen.

rmsd-Werte zwischen dquivalenten Atomen werden zum Vergleich verschiedener Ligand-
Platzierungen ermittelt. Bei den Catechol-Derivaten bzw. beim Cosubstrat werden rmsd-
Werte fiir die Ring-Systeme bzw. Seitenketten getrennt ermittelt, um besser zwischen rele-
vanten und irrelevanten Abweichungen von Molekiilteilen unterscheiden zu kénnen.

Referenz-Strukturen werden aus den KS iibernommen. Bei 5pah und 6pah werden nur
die Catechol-Ringe, nicht die Seitenketten von DA bzw. L-DOPA verwendet. Das Mo-
lekiilgeriist von 7,8-BHy aus 2toh bzw. ldmw dient als Vorlage fiir die Platzierung von
BH,.

Intermolekulare Abstdnde zwischen bestimmten Bezugspunkten werden zur qualitativen
Einschéitzung von Platzierungen verwendet. Durch die Gréfle der Bindetasche und die feh-
lenden regulatorischen Domiénen sind Platzierungen (besonders im Fall der AS-Substrate)
in der Peripherie der Bindetasche zwar sehr hiufig, aber irrelevant, ungeachtet ihrer energe-
tischen Bewertung. Bei den Catechol-Derivaten dient das geometrische Zentrum zwischen
den OH-Gruppen bzw. das N-Atom der NH3 -Gruppe als Bezugspunkt, beim Cosubstrat
BH,4 das Carbonyl-O-Atom und bei den AS Phe und Tyr das Zentrum des aromatischen
Rings (s.Abb.4.10). Entscheidend ist jeweils die Entfernung des jeweiligen Bezugspunktes
zum zentralen Eisen-Atom. Als relevant werden jeweils nur Platzierungen erachtet, die
Abstiinde von weniger als 5.0 A im Fall der Catechol-Derivate, 4.5 A bei BH; und 8.0 A
bei den AS aufweisen. Die Werte beinhalten einen gewissen Sicherheitsabstand, sodass alle
potentiell relevanten Platzierungen erfasst werden.
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R= -CHj;: Rotenon R= -H: Phe
R=-H: DA, L-DOPA, BH4 R= -OH: Tyr
MDTIQ
R’: vgl. Abb. 4.8

R’

dmaz = 3.0 A dmaz = 4.5 A dmaz = 8.0 A

Abbildung 4.10.: Der Abstand des Eisen-Atoms zum geometrischen Zentrum der O-Atome der
Catechol-Ringe bzw. zum Carbonyl-O-Atom von BH4 bzw. zum Zentrum der aromatischen Ringe
dient als Kriterium zur ersten Einschitzung von Struktur-Vorschldgen.

4.3. Ergebnisse

4.3.1. Validierung

Catechol-PAH-Komplexe

DA-5pah Fiir das Redocking von DA in die Bindetasche der PAH liefert FLEXX 213
Struktur-Vorschldge. Das Diagramm in Abb. 4.11(a) gibt anhand der intermolekularen Ei-
sen-Catechol- bzw. Eisen-NH; -Abstéinde einen Uberblick iiber die vorhergesagten Konfor-
mationen. Man erkennt zwei grole Gruppen, ndmlich entweder mit kleinen Eisen-Catechol-
Abstéinden und grofien Eisen-NHZ-Abstéinden (1.6-2.3 A bzw. 6.5-11 A) oder umgekehrt
(2.5-6.3 A bzw. 6.5-11.5 A). AuBlerdem gibt es noch eine weitere, kleinere Gruppe von
Konformationen mit jeweils mittleren Abstdnden. Nach den experimentellen Befunden
(34, 74, 123, 95] ist nur die erste Gruppe von Konformationen relevant; sie zeigen den
erwarteten bidentaten Bindemodus der Catechol-Gruppe von DA an das Eisen-Atom. Die
zweite Gruppe von Vorschligen enthilt Platzierungen, die monodentat, d. h. nur iiber eine
OH-Gruppe am Eisen verankert sind. Bei der dritten Gruppe von Konformationen, ohne
jede Koordination zum Eisen, sind die NH; -Gruppen dem Eisen-Atom jedoch unerwartet
nah, mit Abstinden von teilweise nur 3.0 A. Die NH-Gruppe ist in diesen Fillen iiber
zwei H-Briicken, zur OH-Gruppe von Tyr325 einerseits und zur CO; -Gruppe von Glu330
andererseits, dicht beim Eisen-Atom verankert, wihrend die OH-Gruppen des DA weitere
H-Briicken zur phenolischen OH-Gruppe von Tyr377 ausbilden. Ungeachtet der Abstoflung
zwischen dem zweiwertigen Eisen-Atom und der kationischen NHj -Gruppe, gehoren nicht
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nur ca. 75% der Vorschlidge zu dieser letzten Gruppe, sondern werden nach der FLEXX-
Bewertungsfunktion auch als sehr wahrscheinlich eingestuft.

12— ‘ — ‘ 50 ———————— ‘ —
° 3 1 r o Kraftfeld-Energie
. Fe-N-Abstand + Gesamtenergie

10~ o 40 .
_ f o —
£ ¢ ® 2
2 s 4 Sso0f i
g g .~ Fe-X-Abstand ] °
< ) 2
Zz 6 o o 4 D20 _
@ 2 o
w w o o

s - 10 ° 5o N
++4
| | | | -#- | ’ | +
| | 1 I
% 2 4 6 8 10 12 % V2 4 6 12
Fe-X-Abstand [A] Fe-X-Abstand [A]

(a) Uberblick iiber die Vielfalt der Konformatio- (b) Bewertung der Komplex-Konformationen

nen: Meist ist das Dopamin-Molekiil iiber einen nach dem Abstand der Catechol-Gruppe zum

der beiden Bezugspunkte (Catechol- oder NHJ - Eisen-Atom und nach der Kraftfeld- bzw. Ge-

Gruppe) in der Bindetasche verankert. samtenergie.

Abbildung 4.11.: Redocking von DA in 5pah: Die bidentaten Komplexe werden nach der Kraftfeld-
Energie deutlich giinstiger bewertet als die anderen Platzierungen; nach der Gesamtenergie lassen
sich die Gruppen kaum von einander trennen.

Uberraschend ist auch, dass diese beiden Gruppen der bidentaten bzw. iiber die NH; -
Gruppe verankerten Komplexe auch nach der Gesamtenergie ebenfalls etwa gleich beur-
teilt werden (s. Abb. 4.11(b)). Nach dem Kriterium der Kraftfeld-Energie allerdings, d.h.
ohne Beriicksichtigung der Solvatationsenergie, wird eindeutig die (korrekte) Gruppe, mit
bidentater Koordination zum Eisen, bevorzugt.

Nach der Gesamtenergie wird der Komplex mit FLEXX-Rang 16 als beste bidentate
Konformation bewertet. Bezogen auf diese Struktur werden die iibrigen 53 bidentaten
Konformationen untersucht. Es zeigt sich, dass die Catechol-Ringe mit Eisen-Catechol-
Abstinden von 1.56 — 1.90 A (@: 1.63 £0.07 A) einheitlich platziert sind (rmsd: 0.00 —
1.42 A, ©: 0.65 + 0.44 A), withrend die Positionen der Seitenketten stiirker abweichen und
rmsd-Werte zwischen 0.005-5.40 A aufweisen (@: 2.33 £1.72 A).

Die grofle Vielfalt der Seitenketten-Konformationen beruht darauf, dass die planare
Catechol-Einheit von DA in zwei Orientierungen einen bidentaten Komplex mit dem Eisen-
Atom bilden kann, ohne dass sich dadurch die unmittelbare Umgebung des Eisens veréindert:
Bei einer Variante befindet sich die para-OH-Gruppe trans zu His285 und die meta-O-
Gruppe trans zu His290, bei der anderen, um 180° gedrehten Variante ist es umgekehrt. So
konnen sich die Catechol-Ringe decken, withrend die NH -Seitenketten in unterschiedliche
Richtungen weisen (s. Abb. 4.12).
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Leu249 x

Abbildung 4.12: Alternativen des
bidentaten Bindemodus von DA in \
PAH (5pah) gemifl der Bewertung '
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Die Gesamtenergien der 10 giinstigsten bidentaten Konformationen liegen zwischen 0.0
— 0.1 keal/mol, die genaue Position der Seitenkette spielt also offensichtlich keine Rolle
fiir die Energie-Bewertung. Es kommt vor, dass die NH7 -Seitenkette vollig frei bleibt oder
eine H-Briicke ausbildet zu einer passenden Akzeptor-Gruppe des Proteins, wie z.B. dem
O-Atom von Leu249 oder der OH-Gruppe von Tyr377.

L-DOPA-6pah Beim Redocking von L-DOPA in die KS 6pah der PAH schligt FLEXX
197 Varianten vor. Dabei sind die OH-Gruppen von L-DOPA wieder bidentat, monoden-
tat oder gar nicht am Eisen-Atom fixiert (s. Abb. 4.13(a)). Die Gruppe der bidentaten
Konformationen wird sowohl nach der Gesamtenergie, als auch nach der Kraftfeld-Ener-
gie deutlich schlechter bewertet als die grofle Gruppe der nicht iiber die Catechol-Gruppe
verankerten Konformationen (s. Abb. 4.13(b)). Dies beruht darauf, dass in diesen Fillen
die anionische CO;-Gruppe an das kationische Eisen-Atom bindet und die OH-Gruppen
H-Briicken zu den schon bekannten Partnern Ser251 und Leu249 ausbilden konnen. Die
NH37 -Gruppe bleibt ohne Wechselwirkungspartner.

Von den 19 Vorschldgen mit dem erwarteten Bindemodus konvergieren sieben zu einer
einzigen, besonders giinstigen Struktur. In dieser sitzt die para-OH-Gruppe trans zu His290
und die meta-OH-Gruppe trans zu His285; die NH -Gruppe bildet mit einem Abstand von
1.85 A eine H-Briicke zur Carbonyl-Gruppe von Leu249 und die unpolaren Seitenketten
von Phe254 und Leu248 umgeben die CO; -Gruppe. Die Positionen der iibrigen Catechol-
Ringe weichen nur um 0.44 +0.46 A von der giinstigsten Platzierung ab. Die Seitenketten
dagegen sind um bis zu 4.9 A (@ 2.04 +2.26) verschoben, was mit um 5 — 30 kcal/mol
bzw. 10 — 36 kcal/mol hoheren Werten in der Gesamt- bzw. Kraftfeld-Energie bestraft wird.
Demnach wére der Bindemodus von L-DOPA an PAH auf die beschriebene Konformation
festgelegt.
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(a) Uberblick iiber die Vielfalt der Konformatio- (b) Bewertung der Komplex-Konformationen
nen: Das L-DOPA-Molekiil ist entweder iiber ei- nach dem Abstand der Catechol-Gruppe zum
ne bzw. beide OH-Gruppen oder iiber die CO; - Eisen-Atom und nach der Kraftfeld- bzw. Ge-
Gruppe am Eisen-Atom verankert. samtenergie.

Abbildung 4.13.: Redocking von L-DOPA in 6pah: Die Gruppe der iiber die CO;-Gruppe an-
gebundenen Konformationen wird sowohl nach der Kraftfeld-, als auch nach der Gesamtenergie
gegeniiber der Catechol-Anbindung bevorzugt.

DA-6pah Die KS 6pah enthilt den Komplex der PAH mit dem Liganden L-DOPA.
FLEXX liefert fiir das Docking von DA in diese, eigentlich an L-DOPA angepasste Binde-
tasche 228 Vorschlige. Die Abbildung 4.14(a) zeigt wieder die Eisen-Catechol- bzw. Eisen-
NH3 -Abstéiinde aller Komplexe. Demnach tauchen die drei, schon vom Redocking des DA
in die KS 5pah bekannten Gruppen von Konformationen auf, die bidentaten, monoden-
taten und anderen Bindemodi des DA an die PAH entsprechen. 63 Konformationen (ca.
30% der Vorschlige) besitzen die erwartete bidentate Koordination des DA zum Eisen mit
Abstinden von weniger als 2.0 A zwischen dem Eisen-Atom und der Catechol-Gruppe.

Die Bewertung der verschiedenen Konformationen nach ihrem Energie-Inhalt ist hier
jedoch weniger eindeutig als beim Redocking: Bei der Platzierung von DA in 6pah werden
nach der Gesamtenergie Komplexe ohne jede Verankerung der Catechol-Gruppe am Eisen
als besonders giinstig bewertet (s. Abb. 4.14(b)). Nach der Kraftfeld-Energie hingegen
werden wiederum eindeutig die bidentaten Varianten als die giinstigsten identifiziert.

Unter den bidentaten Komplexen kommen wie zuvor die alternativen Orientierungen
des DA-Molekiils vor. Als Referenz zum Struktur-Vergleich dient die nach der Gesamt-
energie giinstigste bidentate Konformation. Deren para-OH-Gruppe ist trans zu His290
gebunden, die meta-OH-Gruppe trans zu His285 und die NH3-Gruppe bildet mit einem
Abstand von 2.5 A eine H-Briicke zur OH-Gruppe von Ser251. Alle Catechol-Gruppen sind
einheitlich, mit rmsd-Werten von 1.05 £0.37 A zu dieser Struktur platziert, wihrend die
Seitenketten weniger festgelegt sind und rmsd-Werte von 2.32 +0.85 A (0.98 — 5.98 A)
aufweisen.
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(a) Uberblick iiber die Vielfalt der Konforma-
tionen: Wie zuvor ist das DA-Molekiil entwe-
der iiber die Catechol- oder NH; -Gruppe in der
Bindetasche verankert.

(b) Bewertung der Komplex-Konformationen
nach dem Abstand der Catechol-Gruppe zum
Eisen-Atom und nach der Kraftfeld- bzw. Ge-
samtenergie.

Abbildung 4.14.: Docking von DA in 6pah: Die Kraftfeld-Energie bewertet bidentate Platzierun-
gen deutlich giinstiger als alle anderen. Nach der Gesamtenergie werden irrelevante Konformatio-
nen bevorzugt.

Im Energie-Vergleich der 10 giinstigsten Konformationen unterscheidet die Gesamtener-
gie kaum zwischen DA-Konformationen mit oder ohne Wechselwirkungen zum Protein. Es
kommen gleichermafien Formen mit H-Briicken alternativ zur OH-Gruppe von Ser251 (r=
2.5-2.9 A), zur OH-Gruppe von Tyr377 (1= 2.4-2.8 A) oder zur Carbonyl-Gruppe von
Leu249 (r= 1.8 A) vor, wie auch Formen, bei denen die NH; -Seitenkette vollig frei aus der
Bindetasche herausragt.

L-DOPA-5pah Fiir die Platzierung von L-DOPA in die an DA angepasste Bindetasche
der PAH der KS 5pah macht FLEXX 189 Vorschlige, von denen 10% dem erwarteten
bidentaten Bindemodus entsprechen (s. Abb. 4.15(a)). Die iibrigen werden sowohl nach
der Gesamt- als auch nach der Kraftfeld-Energie giinstiger bewertet; sie weisen durch-
weg Koordinationen der CO; -Gruppe iiber eines oder beide O-Atome an das Eisen auf
(s. Abb. 4.15(b)).

Die giinstigste bidentate Konformation ist gekennzeichnet durch die Position des para-
O-Atoms trans zu His290 bzw. des meta-O-Atoms trans zu His 285 und eine H-Briicke
zwischen der NH3-Gruppe und Leu249. Neun FLEXX-Vorschlige konvergieren zu dieser
Struktur, die nach der Gesamt- bzw. Kraftfeld-Energie um mindestens 4 bzw. 12 kcal/mol
glinstiger bewertet wird als die iibrigen bidentaten Konformationen. Beziiglich dieser giins-
tigsten Konformation weisen die Catechol-Ringe rmsd-Werte bis zu 1.64 A auf (im Mittel
nur 0.35 +0.43 A), withrend die Seitenketten-Orientierungen stéirker voneinander abwei-
chen mit rmsd-Werten zwischen 0.84 — 5.73 A (@: 1.53 + 1.75 A).
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(a) Uberblick iiber die Vielfalt der Konformatio- (b) Bewertung der Komplex-Konformationen
nen: Das L-DOPA-Molekiil ist entweder iiber ei- nach dem Abstand der Catechol-Gruppe zum
ne bzw. beide OH-Gruppen oder iiber die CO; - Eisen-Atom und nach der Kraftfeld- bzw. der
Gruppe am Eisen-Atom verankert. Gesamtenergie.

Abbildung 4.15.: Docking von L-DOPA in 5pah: Die iiber die CO3 -Gruppe am Eisen angelagerten
Konformationen werden gegeniiber bidentaten Platzierungen nach der Kraftfeld-Energie weniger
deutlich favorisiert als nach der Gesamtenergie.

BH,-Komplexe mit PAH bzw. TH

BH,-5pah Beim Docking von BH, in die an DA angepasste Bindetasche der PAH (KS
5pah) liefert FLEXX 261 Struktur-Vorschlége, von denen 36 einen Eisen-Carbonyl-Abstand
von weniger als 4.5 A besitzen (s. Abb.4.16). 25 davon haben gute rmsd-Werte fiir das Pte-
rin-Ringsystem von weniger als 2.0 A beziiglich der Referenz-Position des BH,, aus der KS
1dmw. Die iibrigen BH,-Platzierungen mit Eisen-Carbonyl-Abstéinden von mehr als 4.5 A
befinden sich in der Peripherie der Bindetasche. Wieder unterscheiden sich die Bewertungen
der einzelnen Konformationen nach Gesamt- und Kraftfeld-Energie: Nach der Kraftfeld-
Energie werden innerhalb der relevanten Gruppe von Konformationen diejenigen mit den
kiirzeren Eisen-Carbonyl-Abstinden (2.3-3.5 A) bevorzugt. Die Gesamtenergie scheint die
Komplexe jedoch zutreffender zu bewerten, denn danach ist eine Konformation giinstiger,
deren Pterin-Ringsystem zur Referenz (7,8-BH, aus 1dmw) eine rmsd-Verschiebung von
nur 1.40 A aufweist (s. Abb. 4.27). Der Eisen-Carbonyl-Abstand betrigt 3.9 A. Die Positi-
on der Seitenkette weicht mit durchschnittlich 3.23 A deutlich von der Referenz-Struktur
ab'2. In der giinstigsten berechneten Position ist das BH,-Molekiil iiber drei H-Briicken
in der PAH-Bindetasche fixiert: Vom N2-gebundenen H-Atom zum Carbonyl-O-Atom von
Gly247, vom N9-gebundenen H-Atom zum Carbonyl-O-Atom von Leu249 und von der C2’-

2 Allerdings stimmen auch die Ringsysteme der 7,8-BH, bzw. BH,-Molekiile im Kristall mit der PAH
(1dmw und 1j8u) mit durchschnittlich 0.31« 0.17 A besser iiberein als die Seitenketten mit 2.55+1.28 A.
Die genaue Position der Seitenkette scheint also weniger entscheidend zu sein, als die des Pterin-Teils.
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OH-Gruppe zur Seitenkette von Ser251. Aulerdem besteht ein enger hydrophober Kontakt
zwischen dem Ring von Phe254 und einem Teil des BH,-Molekiils. Die Ringebenen sind
mit einem Neigungswinkel von nur 17.9° zwar fast parallel, aber gegeneinander verschoben.
Das Eisen-Atom ist mit 3.96 A zu weit fiir eine Bindung entfernt, der Abstand stimmt
jedoch gut mit den jeweils 3.8 A in den beiden Referenz-Strukturen iiberein.
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Konformationen, die dem TH-Bindemodus entsprechen, werden wihrend eines automa-
tischen FLEXX-Durchlaufs nicht erzeugt. Bei der erzwungenen Platzierung von BH, auf
das 7,8-BH,-Molekiil in dieser Orientierung erhilt man 44 weitere Konformationen. Die
giinstigste von diesen zeigt einen Eisen-Carbonyl-Abstand von 2.63 A und wiederum ei-
ne zu Phe254 annéhernd parallele Ringebene des BH,-Molekiils (Neigungswinkel: 16.8°).
Zwischen dem C1’-OH-Atom und dem Carbonyl-O-Atom von His264 kénnte noch eine
(stark gestreckte) H-Briicke zur Bindung an das Protein beitragen. Im iibrigen hat die
BH,-Seitenkette nur Kontakte zu unpolaren Protein-Teilen. Diese nachtriglich erzeugten
Konformationen schneiden nach der Gesamtenergie allerdings ungiinstiger als die besten
Vertreter der automatisch erzeugten Platzierungen ab (s. Abb. 4.16). Beim Vergleich der
Energie-Beitrige der jeweils besten Kandidaten mit TH- bzw. PAH-Bindemodus zeigt die
Solvatationsenergie einen um 11.4 kcal/mol ungiinstigeren Beitrag beim TH-Bindemodus
wihrend die iibrigen Beitrige nur um hochstens 2 kcal/mol voneinander abweichen.

bl

BH,-2toh Das automatische Docking von BH, in die an 7,8-BH, angepasste KS der TH
(2toh) liefert 302 Komplex-Konformationen (s. Abb. 4.17); davon kommen 56 Vorschlige
aufgrund ihrer Eisen-Carbonyl-Abstinde von weniger als 4.5 A als plausibel in Betracht.
Zur Referenz-Position des 7,8-BH, in 2toh weisen die entsprechenden Vorschléige jedoch
rmsd-Werte von 3.04 bis iiber 10 A auf — der kristallographisch belegte TH-Bindemodus
wird also nicht wiedergefunden, wohl aber der PAH-Bindemodus: Die sowohl nach der
Gesamtenergie, als auch nach der FLEXX-Bewertung favorisierte Platzierung weist fiir das
Pterin-Ringsystem eine rmsd von nur 1.52 A zu der aus der KS 1dmw entnommenen
Referenz-Position von 7,8-BH, in PAH auf. Das BH,-Ringsystem liegt dem aromatischen
Ring von Phe300 fast parallel auf (Neigungswinkel: 15.4°), wihrend das Carbonyl-O-Atom
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mit 2.68 A relativ dicht am Eisen-Atom sitzt. Das N8-gebundene H-Atom ist 2.74 A von
der Carbonyl-Gruppe von Leu295 entfernt, also gerade noch in der Reichweite einer H-
Briicke, ebenso wie die an C2 sitzende NH,-Gruppe, deren H-Atom einen Abstand von
2.64 A zur CO;-Gruppe von Glu332 aufweist. Die Seitenkette bildet keine H-Briicken zum
Protein. BH, wird héufig in &hnlichen Positionen platziert: 15 weitere Vorschlige weisen
fiir die Ringsysteme rmsd-Werte von bis zu 1.05 A zum giinstigsten Vorschlag auf (©:0.58
+0.30 A). Die Seitenketten-Positionen sind weniger festgelegt, sie weichen um bis zu 2.89 A
von der besten Konformation ab (im Durchschnitt: 1.47 £0.85 A).

Um auch Komplexe mit der fiir die TH beobachteten Orientierung des BH,-Molekiils zu
erzeugen, wird es auf die Referenz-Position des 7,8-BH, in TH platziert. Daraus resultieren
17 weitere Konformationen mit entsprechend niedrigen rmsd-Werten von 1.13 — 2.18 A
zur Referenz-Struktur. Sie werden jedoch nach der Kraftfeld-Energie um mindestens 5
kcal/mol, nach der Gesamtenergie sogar um mindestens 10 kcal/mol ungiinstiger bewertet
als die Komplexe mit der alternativen Orientierung.

Beim giinstigsten Vertreter dieser Gruppe betrigt der Neigungswinkel zwischen den
Ringebenen von BH, und Phe300 36.3°. Die 2’-OH-Gruppe der BH,-Seitenkette ist durch
eine H-Briicke mit dem N-Atom von Leu294 verbunden. Die Carbonyl-Gruppe ist im Ab-
stand von 2.26 A am Eisen-Atom verankert, das N4-gebundene Proton befindet sich nur
2.24 A von einem der CO;-O-Atome von Asp376 entfernt.

Abbildung 4.28 zeigt die berechneten Alternativen fiir die BH,-Platzierung im Vergleich
mit der Referenz-Position des in der KS gebundenen 7,8-BH,. Die Energie-Differenz zwi-
schen der besten berechneten Platzierung und der giinstigsten erwarteten Platzierung geht
zuriick auf die Beitréige fiir Torsionswinkel, LJ- und Coulomb-Wechselwirkungen, sowie auf
die Solvatationsenergien. Torsionswinkel, LJ-Wechselwirkungen und die Solvatationsener-
gie sind im erwarteten TH-Bindemodus ungiinstiger als im PAH-Bindemodus.
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4.3.2. Vorhersage
Catechol-TH-Komplexe

DA-2toh FLEXX gibt 256 Vorschldge von DA-Platzierungen in der Bindetasche der TH
aus. Es werden nur verzerrt bidentate Strukturen mit Abstinden von mindestens 1.94 A
zwischen dem Eisen-Atom und der Catechol-Einheit erzeugt. Bei diesen ,,bidentaten* Struk-
turen vergréBert sich der Eisen-Catechol-Abstand wéhrend der Energie-Minimierungen so-
gar noch: Vor der Struktur-Optimierung weisen 100 Komplexe Eisen-Catechol-Abstéande
von weniger als 3.0 A auf, danach nur noch 84. Das Diagramm in Abb. 4.18(a) zeigt, dass
die Vorschlige sich iiber einen Bereich mit Eisen-Catechol-Abstéinden bis 6.5 A und Eisen-
N-Abstéinden bis ca. 11 A verteilen, statt Gruppen verwandter Konformationen zu bil-
den. Die Strukturen mit kurzen Eisen-Catechol-Abstédnden werden sowohl nach der Kraft-
feld- als auch nach der Gesamtenergie giinstiger bewertet als die iibrigen Vorschlige (s.
Abb. 4.18(b)).

Sieben FLEXX-Vorschlidge konvergieren in das gleiche, nach der Gesamtenergie bevor-
zugte Energie-Minimum mit verzerrt bidentater Koordination. Dabei sitzt die meta-OH-
Gruppe im Abstand von 2.14 A zum Eisen-Atom trans zu His336 und die para-OH-Gruppe
im Abstand von 3.23 A trans zu His331. Die NH{ -Seitenkette bildet keine Kontakte zum
Protein aus. Die Catechol-Gruppen aller bi- bzw. monodentaten Konformationen zeigen
beziiglich dieser Platzierung rmsd-Werte von 0.7840.71 A, withrend die Seitenketten im
Durchschnitt um 2.8141.59 A davon abweichen (s. Abb. 4.29).

12 : 50— ‘ .
oo 006’0 Soo | r o o graﬁfel?-Ener}gie 1
ol 0@ o @)Q :: o | a0l o o@%gwoo O+ esamtenergie i
< @%@@@Oﬁ% o ® ° S ®59 ggo © 94 1
2 0 o%& 0808 %o o o 2 %307 & S &?9%4.80 @+03- B
% o edng EN ° o | £ %ﬁ% ﬁnr##* : *
<ZE 0® s o S0l +4’!"§.+ 4 *i*' :
& ° % o ° &
o ° | 10+ .
o
4 ; s : 70 i : : :
Fe-X-Abstand [A] Fe-X-Abstand[A]
(a) Uberblick iiber die Vielfalt der Konformatio- (b) Bewertung der Komplex-Konformationen
nen: Das DA-Molekiil wird in sehr verschiede- nach dem Abstand der Catechol-Gruppe zum
nen Positionen platziert, es entstehen keine un- Eisen und nach der Kraftfeld- bzw. Gesamtener-
terscheidbaren Gruppen von Konformationen gie.

mit dhnlichem Bindemodus.

Abbildung 4.18.: Docking von DA in 2toh: Strukturen mit kurzen Eisen-Catechol-Abstinden
werden nach beiden Energie-Kriterien gegeniiber solchen mit gréflerem Abstand bevorzugt.
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L-DOPA-2toh Beim Docking von 1L-DOPA in die KS 2toh werden 165 Struktur-Vor-
schliage erzeugt, von denen allerdings keine einzige einen Eisen-Catechol-Abstand von we-
niger als 1.9 A aufweist. 29 FLEXX-Vorschlige sind mit Eisen-Catechol-Abstinden von
bis zu 3.0 A noch als verzerrt bidentat bzw. monodentat anzusehen, nach der Struk-
tur-Optimierung besitzen allerdings nur noch 11 Komplexe Abstinde von weniger als
3.0 A (s. Abb. 4.19(a)). Der Hauptanteil der Struktur-Vorschlige entfillt wiederum auf
Komplexe, bei denen die CO,-Gruppe von L-DOPA an das Eisen-Atom bindet. Wie bei
den L-DOPA-PAH-Komplexen wird auch bei der TH diese letztere Gruppe sowohl nach
der Gesamt- als auch nach der Kraftfeld-Energie als die giinstigere Variante bewertet (s.
Abb. 4.19(b)).

Im einzigen, vom Bindemodus her in Betracht kommenden Komplex sitzt die meta-OH-
Gruppe im Abstand von 2.1 A trans zu His331, die para-OH-Gruppe trans zu His336 mit
einer gestreckten Bindung von 2.6 A Linge (s. Abb. 4.29). Die NH; -Seitenkette bildet eine
H-Briicke zu einem der beibehaltenen expliziten Wasser-Molekiile und die CO;-Gruppe
befindet sich ungiinstig nah neben dem O-Atom von Leu295 (3.1 A).
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(a) Uberblick iiber die Vielfalt der Konforma-
tionen: Das L-DOPA-Molekiil wird meist entwe-
der tiber die OH-Gruppen oder iiber die CO; -
Gruppe am Eisen-Atom verankert.

(b) Bewertung der Komplex-Konformationen
nach dem Abstand der Catechol-Gruppe zum
Eisen und nach der Kraftfeld- bzw. Gesamtener-

gie.

Abbildung 4.19.: Docking von L-DOPA in 2toh: Die CO, -Eisen-Bindung wird gegeniiber der
Catechol-Eisen-Bindung nach der Kraftfeld-Energie leicht, nach der Gesamtenergie deutlicher
bevorzugt.

MDTIQ-2toh Fiir MDTIQ in der Bindetasche der TH werden 206 alternative Platzierun-
gen erzeugt, von denen 38 Eisen-Catechol-Abstéinde von weniger als 3.0 A haben. Konfor-
mationen, bei denen das N-Atom, wie z. B. bei L-DOPA, in der Nihe des Eisen-Atoms sitzt,
kommen nicht vor (s. Abb. 4.20(a)). Die Konformation mit dem kleinsten Eisen-Catechol-
Abstand (2.07 A) wird sowohl nach der Kraftfeld- als auch nach der Gesamtenergie als
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die giinstigste aller Strukturen bewertet (s. Abb. 4.20(b)). Die OH-Gruppen des Molekiils
sind in diesem Fall 2.13 und 2.78 A vom Eisen entfernt, dabei ist die Bindung trans zu
His336 gestreckt. Das positiv geladene N-Atom geht jedoch keine Wechselwirkungen mit
den Seitenketten des Proteins ein (s. Abb. 4.29).
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(a) Uberblick iiber die Vielfalt der Konforma- (b) Bewertung der Komplex-Konformationen
tionen: Das MDTIQ-Molekiil wird in vielen, nach dem Abstand der Catechol-Gruppe zum
schlecht voneinander abgrenzbaren Varianten Eisen-Atom und nach der Kraftfeld- bzw. Ge-
platziert. samtenergie.

Abbildung 4.20.: Docking von MDTIQ in 2toh: Nach beiden Energie-Kriterien wird ein bidentater
Bindemodus als giinstigste Struktur bewertet.

Rotenon-2toh Fiir das grofe Rotenon-Molekiil gehen beim Docking 317 verschiedene
Positionen innerhalb der Bindetasche hervor. Das Diagramm von Abbildung 4.21(a) zeigt,
dass sich jeweils mehrere Vorschlige zu Gruppen mit dhnlichem Bindemodus sammeln. 30
Konformationen besitzen die gesuchten Eisen-Catechol-Abstéinde von weniger als 3.0 A. Die
nach der Gesamtenergie giinstigste Konformation dieser Gruppe mit anndhernd bidentatem
Bindemodus weist zwei gestreckte Eisen-Sauerstoff-Bindungen von 2.4 bzw. 2.5 A Linge
auf; das weitgehend planare und starre Molekiil ragt dabei ein wenig aus der Bindetasche
heraus (s. Abb. 4.29). Es hat zu den AS Leu294, Phe300, Phe309, Pro327, His331, Tyr371,
Trp372 und Tyr423 iiberwiegend hydrophobe Kontakte.

Zwei alternative Bindemodi mit mehr als 3.0 A Abstand zwischen Catechol-Gruppe und
Eisen-Atom sind energetisch giinstiger als der bidentate Bindemodus (s. Abb. 4.21(b)): Bei
der ersten Alternative ist das Rotenon iiber seine Carbonyl-Gruppe trans zu His 336 am
Eisen-Atom gebunden, sodass das unpolare Molekiil tief in der Bindetasche liegt und sogar
von Asp425 und GIn426 bedeckt wird'®. Bei der zweiten Alternative, die nur 2.5 kcal/mol

3Dieser Umstand stellt die tatsichliche Relevanz dieses Bindemodus in Frage, denn das Docking mit
FLEXX beriicksichtigt nur den in der Bindetasche zur Verfiigung stehenden Raum, nicht aber, ob der
Zugang zur Bindetasche moglicherweise versperrt ist.
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(a) Uberblick iiber die Vielfalt der Konforma-  (b) Bewertung der Komplex-Konformationen

tionen: Das Rotenon-Molekiil wird in mehreren, nach dem Abstand der Catechol-Gruppe zum
voneinander abgrenzbaren Varianten platziert. Eisen-Atom und nach der Kraftfeld- bzw. Ge-
samtenergie.

Abbildung 4.21.: Docking von Rotenon in 2toh: Nach den Energie-Kriterien wird ein bidentater
Bindemodus ungiinstiger bewertet als eine Verankerung iiber die Carbonyl-Gruppe oder eine der
bidentaten Variante entgegengesetzt orientierte Platzierung.

glinstiger ist als die bidentate Variante, liegt der Dihydrofuran-Ring in der Nihe des Eisen-
Atoms, allerdings ohne Kontakt des O-Atoms zum FEisen. Trotz der sechs potentiellen H-
Briicken-Akzeptoren wird keine einzige H-Briicke zum Protein ausgebildet, es herrschen
wie bei den anderen Platzierungen unpolare Wechselwirkungen vor.

Substrat-Komplexe mit PAH bzw. TH

Zusétzlich zum zuvor in der PAH bzw. TH platzierten BH, soll das zweite Substrat, eine der
AS Phe oder Tyr, in die Bindetasche eingepasst werden. Zur Untersuchung der Substrat-
Spezifititen beider Enzyme werden auch entsprechende Komplexe mit vertauschten AS
erzeugt. Um bei der TH ebenfalls einen moglichen Einfluss der Cosubstrat-Orientierung zu
studieren, wird BH, zuerst im TH-Bindemodus eingesetzt, nach erfolgter AS-Platzierung
aber (parallel) auch im PAH-Bindemodus zur Energie-Minimierung verwendet.

Tyr-BH,-2toh Zum Docking des natiirlichen Substrats Tyr in den bindren Komplex der
TH mit BH, in TH-Orientierung wird die KS 2toh unter Beibehaltung des trans zu Glu376
gebundenen Wasser-Molekiils verwendet. Die Vorschlige werden mit BH, sowohl im TH-
Bindemodus, als auch im PAH-Bindemodus optimiert. Die energetische Reihenfolge der
Platzierungen ist (fast) unabhéngig von der Orientierung des Cosubstrates, wie der Korre-
lationskoeffizient von 0.95 fiir die Gesamtenergien aller Komplexe mit alternativen BH,-
Orientierungen zeigt. Von den jeweils 318 Strukturen sind 170 potentiell relevant, da
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sie Abstiinde des Ring-Zentrums zum Eisen-Atom zwischen 4.7-8.0 A besitzen (s. Abb.
4.23(a)). Die iibrigen Vorschlige liegen mit bis zu 16.7 A fiir einen plausiblen Substrat-
Komplex zu weit vom aktiven Zentrum entfernt. Die relevanten Vorschldge bilden drei
Gruppen mit jeweils eigenem Bindemodus (s. Abb. 4.22).
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Abbildung 4.22: Docking von Tyr in TH: % 5 o % a
Die relevanten Platzierungen mit Eisen-Ring- ﬁé’
Abstiinden von weniger als 8.0 A bilden drei
voneinander gut abgrenzbare Gruppen von 4 ‘ 3 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 6
Konformationen. Eisen-OH-Abstand [A]

e Die energetisch giinstigste Variante ist die zu erwartende Koordination der OH-Grup-
pe zum Eisen. 116 Konformationen zeigen entsprechende Abstéinde von 2.08-2.36 A.
Bei der Orientierung des BH, im TH-Modus bildet der beste Vertreter mit einem Ei-
sen-OH-Abstand von 2.16 A eine H-Briicke der NH7-Gruppe zur CO;-Gruppe von
Asp4d25.

Die giinstigste Tyr-Platzierung mit BH, in PAH-Orientierung ist mit 2.09 A etwas
dichter am Eisen-Atom gebunden, wihrend die CO3-Gruppe von Asp425 von der
NH3 - und der CO; -Gruppe flankiert wird.

Die Ringebenen in der TH- bzw. PAH-Variante stehen etwa senkrecht zu einander.
Insgesamt sind die aromatischen Ringe bei OH-Koordination mit einer rmsd von
durchschnittlich 2.38 A recht einheitlich platziert.

Abhéngig von der Orientierung des Cosubstrates BH, unterscheiden sich die Kom-
plexe um fast 10 kcal/mol in der Gesamtenergie: Der Komplex mit BH, im PAH-
Bindemodus ist (wie auch ohne AS) giinstiger.

e Die nichste Gruppe von Konformationen ist um mindestens 14.8 bzw. 18.7 kcal /mol
(BH, in TH- bzw. PAH-Bindemodus) ungiinstiger als die vorherige. Bei dem — un-
abhéngig von der Cosubstrat-Orientierung — besten Vertreter liegt der Tyrosin-Ring
(im Abstand von 4.95 A zum Eisen) etwa parallel zum Imidazol-Ring von His331:
Der Abstand der Ring-Zentren betriigt 4.0 A und die Ringebenen sind um ca. 22°
gegeneinander geneigt. Die anionische CO;-Gruppe liegt zwischen der kationischen
Guanidinium-Gruppe von Arg316 und der Seitenkette von Ser396. Die positiv gela-
dene NH5-Gruppe wird iiber eine H-Briicke zum Carbonyl-O-Atom von Ser324 am
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Protein verankert, wihrend die CO; -Gruppe mit dem N-Atom von Ser324 ebenfalls
eine H-Briicke bildet.

Die Ring-Positionen von weiteren 23 Platzierungen mit #hnlichen Eisen-Ring-
Abstinden weichen von der beschriebenen um durchschnittlich 1.67+0.51 A, die Sei-
tenketten-Positionen jedoch um 4.3542.41 A ab. Damit wird der aromatische Ring
wieder recht einheitlich platziert, die Ringebene liegt jedoch nicht mehr parallel, son-
dern fast senkrecht zur Ringebene von His331. Nach der Gesamtenergie wird wieder-
um der Komplex mit dem PAH-Bindemodus des BH, um 5.5 kcal /mol vor demjenigen
mit TH-Bindemodus bevorzugt.

e Der Bindemodus der dritten, relativ zur OH-Koordination energetisch um mindestens
21.5 bzw. 26.0 kcal/mol hoheren Gruppe von 45 Platzierungen ist weniger einheitlich
als bei den vorherigen. Bei dem besten Vertreter mit H-Bindemodus ist die CO, -
Gruppe wiederum iiber Arg316 verankert, jedoch steht der aromatische Ring der AS
senkrecht, sowohl zur Ebene des BH,-Molekiils, als auch zur Seitenkette von His331,
d. h. er weist mit seiner Kante zum Eisen-Atom. Der Abstand des Rings zum Eisen ist
mit 5.6 A groBer als zuvor. Zwischen der NHf -Gruppe des Tyrosins und der Carbonyl-
Gruppe von Gly392 existiert eine H-Briicke, ebenso zwischen der CO; -Gruppe und
der Guanidinium-Gruppe von Arg316.

Beim wiederum um ca. 5 kcal/mol giinstigeren Komplex mit BH, im PAH-Bindemo-
dus wird eine Tyr-Platzierung bevorzugt, bei der der Abstand des Ringzentrums zum
Eisen 7.1 A betriigt. Die phenolische OH-Gruppe des Tyrosins bildet eine H-Briicke
zur CO5 -Gruppe von Asp425, und seine CO5 -Gruppe eine H-Briicke zur Seitenkette
von Ser296 aus. Gleichzeitig hat die NHf -Gruppe Kontakt zum Carbonyl-Atom von
Ser324.

Phe-BH,-2toh Statt des eigentlichen Substrates Tyrosin wird auch die Vorstufe Phe in
die schon BH, enthaltende Bindetasche der TH platziert. Die Oktaeder-Ecken trans zu
His 336 und trans zu Glu376 sind von Wasser-Molekiilen besetzt, das BH,-Molekiil liegt
in der TH-Orientierung vor. Passende Eisen-Ring-Abstéinde von maximal 8.0 A weisen nur
89 der insgesamt 379 Vorschlidge auf (s. Abb. 4.23(b)). Nach Austausch des BH, in TH-
Orientierung gegen PAH-Orientierung (s. S. 106) kollidieren einige Phe-Platzierungen mit
der neuen BH,-Orientierung. Abgesehen von diesen Féllen bleibt die energetische Bewer-
tung weitgehend erhalten (Korrelationskoeffizient: 0.87); generell sind die Komplexe mit
PAH-Orientierungen giinstiger als solche mit BH, in TH-Orientierung. Folgende Varianten
der Platzierung kommen aufgrund des Eisen-Ring-Abstandes in Betracht:

e In der (vom BH,-Bindemodus unabhiingig) giinstigsten Gruppe von Konformationen
(11 Vertreter mit max. 1.2 A rmsd zwischen den Ring-Positionen und Eisen-Ring-
Abstéinden von 5.0-6.0 A) ist die CO5-Gruppe durch Arg316 verankert, wihrend
die NH5 -Gruppe eine H-Briicke zum Carbonyl-Atom von Ser324 bildet. Die Fliche
des Phenylrings ist dem Eisen-Atom zugewandt, sodass das para-C-Atom direkten
Kontakt zum Wasser-Molekiil ¢rans zu His336 hat.
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e Mehrere Platzierungen (25) flankieren mit der NH3 -Gruppe die eine oder andere Seite
der CO; -Gruppe von Asp425 (in einem Abstand von 3.0-4.0 A). Der Phenylrest ist
jeweils unterschiedlich orientiert. Ihre relativen Energie-Werte liegen zwischen 5.0-
22.0 kcal /mol.

e Weitere 18 Konformationen im Energie-Bereich von 6.7-13.2 kcal/mol sind iiber die
CO, -Gruppe am Eisen-Atom verankert, wihrend der Phenylrest in verschiedene Rich-
tungen weist.

e Bei den restlichen 35 Konformationen liegt der Phenylring in der Mitte der Bindeta-
sche, nahe bei den aromatischen Seitenketten von Phe377 und Trp 372, wohingegen
die Seitenketten stark voneinander abweichend platziert sind. Die korrespondierenden
Gesamtenergien betragen 4.4-23.5 kcal /mol.
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(a) Tyr-BH,-2toh: Bewertung der AS-Platzie- (b) Phe-BH,-2toh: Bewertung der AS-Platzie-
rungen nach dem Abstand des Ring-Zentrums rungen nach dem Abstand des Ring-Zentrums
zum Eisen-Atom und nach der Gesamtenergie. zum Eisen-Atom und nach der Gesamtenergie.

Abbildung 4.23.: Substrat-Komplexe der TH: Bei Tyr wird die Koordination der OH-Gruppe an
das Eisen-Atom bevorzugt. Phe nimmt verschiedene Positionen ein.

Phe-BH,-5pah Wird das natiirliche Substrat der PAH in ihre mit BH, und zwei Wasser-
Molekiilen besetzte Bindetasche gedockt, resultieren 179 Vorschlige. BH, liegt dabei im
berechneten PAH-Bindemodus vor, die Wasser-Molekiile befinden sich an den Oktaeder-
Ecken trans zu His290 und trans zu Glu330. 80 Strukturen weisen nach der Optimierung
Eisen-Ring-Abstinde von weniger als 8.0 A auf (s. Abb. 4.24(a)).

Die nach der Gesamtenergie giinstigste Konformation aus dieser Gruppe zeigt eine enge
Nachbarschaft zwischen den aromatischen Ringen der AS und der Seitenkette von His285:
Die Ringzentren liegen nur 3.78 A auseinander und die Ringebenen sind um knapp 10°
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(a) Phe-BH,-5pah: Bewertung der AS-Platzie- (b) Tyr-BH,-5pah: Bewertung der AS-Platzie-
rungen nach dem Abstand des Ring-Zentrums rungen nach dem Abstand des Ring-Zentrums
zum Eisen-Atom und nach der Gesamtenergie. zum Eisen-Atom und nach der Gesamtenergie.

Abbildung 4.24.: Substrat-Komplexe der PAH: Bei Phe liegen die giinstigsten Platzierungen aufler-
halb des aktiven Zentrums in der Bindetasche der PAH. Trotz der groflen Energie-Spanne re-
prisentiert die relevante Gruppe mit weniger als 6.5 A Eisen-Ring-Abstand einen einheitlichen
Bindemodus. Bei Tyr wird die direkte Koordination der OH-Gruppe an das Eisen-Atom bevor-
zugt.

gekippt. Die NHj- und die CO;-Gruppe von Phe sind iiber H-Briicken mit den Gegen-
gruppen von Thr278 verkniipft. Das C-Atom der CO, -Gruppe ist 6.3 A vom zentralen C-
Atom der Guanidinium-Gruppe von Arg270 entfernt. Beziiglich dieser Konformation sind
zumindest die Ringe von 57 weiteren Vorschligen mit bis zu 1.82 A rmsd-Abweichung
sehr dhnlich platziert (?:1.42 +0.78 A). Die um mehr als 2.0 A von der Referenz-Platzie-
rung abweichenden Vorschlége sind mindestens 20 kcal /mol ungiinstiger und werden daher
vernachléssigt.

Tyr-BH,-5pah Bei der Platzierung ihres Produktes (Tyr) in der Bindetasche von PAH
werden 179 Konformationen erzeugt (s. Abb. 4.24(b)). Die Gruppe der 65 relevanten Kon-
formationen mit Eisen-Ring-Distanzen von weniger als 8.0 A sind entweder iiber die OH-
Gruppe oder iiber die CO3-Gruppe am Eisen-Atom oder iiber die NH3-Gruppe in der
Peripherie der Bindetasche verankert.

e In der sowohl nach der Gesamt-, als auch Kraftfeld-Energie weitaus giinstigeren Grup-
pe ist das Tyrosin-Molekiil {iber die OH-Gruppe gebunden: Beim besten der insge-
samt 41 Vertreter ist das O-Atom nur 2.08 A vom Eisen-Atom entfernt, sodass das
daran benachbarte H-Atom simultan eine H-Briicke zum Carbonyl-O-Atom des BH,
bilden kann. Zusitzlich ist die NH7 -Gruppe iiber eine H-Briicke mit dem Carbonyl-
O-Atom von Pro279 verkniipft.
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e Zwanzig andere, um mindestens 19.6 kcal/mol ungiinstigere Platzierungen zeigen,
dass auch die CO;-Gruppe im Abstand von 2.5-3.4 A an das Eisen-Atom binden
kann. Bei der giinstigsten Variante bildet die NH; -Gruppe eine H-Briicke zur C1’-
OH-Gruppe des BH,-Molekiils. Die Anziehung zwischen der CO;-Gruppe und dem
zweiwertigen Eisen ist zwar sehr vorteilhaft, gleichzeitig besteht aber auch eine starke
Abstoung durch Glu330.

e Einige wenige Vorschlige sind iiber die NH7-Gruppe an Glu353 in der Peripherie
der Bindetasche verankert. Der Phenyl-Ring ist weiterhin zum FEisen gerichtet, das
Ring-Zentrum ist aber mit ca. 7.0 A schon recht weit vom Eisen entfernt. Auch diese
Gruppe von Konformationen ist um mindestens 20.8 kcal/mol ungiinstiger als die
Koordination iiber die OH-Gruppe.

Eine Platzierung des Tyrosins, die der bevorzugten Position des Phenylalanins in PAH
etwa entspricht, taucht nicht auf.!*

4.4. Diskussion

4.4.1. Validierung
Catechol-PAH-Komplexe

Strukturen In allen Fillen werden beim Docking von DA und .-DOPA in 5pah bzw. 6pah
Konformationen erzeugt, die nach Energie-Minimierung mit den Referenz-Strukturen aus
den KS sehr gut iibereinstimmen (s. Abb. 4.25). Die rmsd-Werte zwischen den Catechol-
Ringen betragen 0.28-0.91 A beziiglich der Catechol-Einheit von L-DOPA aus der KS 6pah
(die Catechol-Einheiten der beiden KS 5pah und 6pah weichen um nur 0.26 A voneinander
ab). Die Ergebnisse sind unabhéngig von den geringfiigigen Unterschieden der Protein-
Konformationen (mittlere rmsd-Abweichung zwischen den Protein-Anteilen der KS 5pah
und 6pah: nur 0.23 A).

Viele energetisch dquivalente Seitenketten-Konformationen werden jeweils fiir DA be-
rechnet; ein Befund, der sich experimentell darin ausdriickt, dass die Position der Seiten-
kette anhand der Elektronendichte nicht bestimmbar ist [34]. Fiir L-DOPA dagegen scheint
die Position der Seitenkette nach den Berechnungen eindeutiger festgelegt zu sein, als kris-
tallographisch feststellbar ist [34].

FLExX-Bewertung Die Reihenfolge, in der die Struktur-Vorschlige ausgegeben werden,
entspricht der Einschitzung von FLEXX, wie zutreffend die jeweilige Platzierung ist. Im
Idealfall sollten unter den ersten Vorschligen gute Ligand-Positionen vertreten sein. Als

Ein einziger, allerdings um 20.8 kcal/mol ungiinstigerer und um durchschnittlich 2.92 A abweichender
Vorschlag kommt der Phe-Platzierung einigermaflen nahe. Dabei steht der aromatische Ring jedoch
senkrecht zur Vergleichsstruktur und auch die Seitenkette wird durch andere Gruppen fixiert: Die
NHZ -Gruppe bildet H-Briicken zur Seitenkette von Glu353 und zum Carbonyl-O-Atom von Gly346.
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Abbildung 4.25: Die besten Docking-Er-
gebnisse im Vergleich mit den Catechol-
Einheiten aus den KS 5pah bzw. 6pah.
Die Positionen der Catechol-Einheiten
decken sich sehr gut. Die erste Ligan-
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gen Oktaeder um das Eisen-Atom. H- G|U33‘O\F
Atome sind (auBer bei dem Wasser-Mo- \
lekiil) nicht dargestellt.
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His285

genau zutreffend werden Platzierungen betrachtet, die rmsd-Werte von weniger als 1.0 A
besitzen; bis ca. 2.0 A ist der Bindemodus noch relativ gut wieder gegeben. Abbildung 4.26
zeigt fiir das Docking und Redocking von DA bzw. L-DOPA die Haufigkeit von Treffern
fiir Gruppen von jeweils zehn Vorschligen. Von der Menge der FLEXX-Vorschlige kom-
men allerdings jeweils nur 10-28% als sinnvolle Konformationen tatséichlich in Betracht
und zudem tauchen diese ,guten® Platzierungen teilweise erst spét in der Liste der Vor-
schldge auf. Das bedeutet, die FLEXX-interne Bewertung der Catechol-PAH-Komplexe ist
fehlerhaft und eine energetische Neubewertung in der Tat sinnvoll, um ein zuverlissigeres
Kriterium fiir die Auswahl der relevanten Konformationen zu erhalten.

Energie-Bewertung Es zeigt sich, dass bei DA und L-DOPA die Bewertung nach der
Gesamtenergie ebenfalls problematisch ist, da selbst mit diesem Kriterium der richtige
Bindemodus nicht sicher von falschen Platzierungen unterschieden werden kann. Im Fall
des DA ist die Beurteilung der Komplexe nach der Kraftfeld-Energie, also ohne Beriick-
sichtigung der Solvatationsenergie, deutlich besser geeignet, um relevante Konformationen
zu identifizieren. Dies geht vermutlich zuriick auf den Gewinn an Solvatationsenergie bei
den ,falschen®“ Platzierungen, wenn das Eisen-Atom nicht durch andere Liganden von der
wissrigen Umgebung abgeschirmt wird. Im Fall des L.-DOPA wird das Eisen-Atom zwar
auch durch die CO;-Gruppe vom Solvens abgeschirmt, die Coulomb-Wechselwirkungen
zwischen dieser anionischen Gruppe und dem Eisen-Atom iiberwiegen jedoch die entspre-
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Abbildung 4.26: Die Reihenfolge der Vor-
schlige macht Aussagen iiber die interne Be-
wertung von Konformationen durch FLEXX:
Entgegen der Erwartung (viele Treffer mit
niedrigem Rang, wenige Treffer bei den hoher-
en Ringen) tauchen die plausiblen Struktu-
ren mit Eisen-Catechol-Abstdnden von weni- A ]

ger als 3.0 A hiufig erst bei hohen Réngen Mo 150" 2000 T 7 250
auf. FLEXX-Rang

Treffer

chenden Anziehungen der OH-Gruppen (bei vergleichbaren Eisen-O-Abstinden von ca.
2.2 A im Fall der CO;-Gruppe bzw. ca. 2.1 A bei den OH-Gruppen betragen die Partial-
Ladungen -0.57 C fiir jedes CO3-O-Atom und nur -0.25 C* fiir jede OH-Gruppe).

Moglicherweise ist die Diskrepanz zwischen den erwarteten und berechneten Ergebnis-
sen eine Folge der gewihlten Ladungsverteilungen innerhalb des Eisen-Komplexes. Das
nach dem HSAB-Prinzip (hard/soft acids/bases von Pearson [108]) ,,weiche“ Eisen-Atom
bildet im Gegensatz zu den ,harten“ Kationen der ersten beiden Hauptgruppen-Elemente
auch kovalente Bindungen zu seinen Liganden aus. Es ist in der Lage, in gewissem Um-
fang Elektronen-Dichte aufzunehmen, d. h. die angenommene Ladung von +2.0 C fiir das
Eisen-Atom ist moglicherweise unrealistisch hoch. Fiir den gesamten Komplex wire also
eine exaktere, quantenmechanische Berechnung der Ladungsverteilung angemessen. Bei ei-
nem niedrigeren Betrag der Punktladung am Eisen ist mit einer Verringerung des Gewinns
der Solvatationsenergie bei freien Koordinationsstellen und auch mit einer Verringerung
der attraktiven Wechselwirkungen zur CO; -Gruppe, allerdings auch zu den OH-Gruppen,
zu rechnen. Um die Bindungsverhiltnisse innerhalb von Ubergangsmetall-Komplexen rich-
tig zu beschreiben, wire zusitzlich noch die Erfassung kovalenter Bindungsanteile zu den
Liganden notwendig. Fiir solche Wechselwirkungen sind im Rahmen des CHARMm-Kraft-
feldes jedoch keine validierten Parameter verfiigbar. Zur Auswahl der korrekten Ligand-
Platzierungen sind also unbedingt Zusatzinformationen notwendig. In diesem Fall geniigt
gliicklicherweise das in Abschnitt 13 definierte Abstandskriterium, um die richtige Grup-
pe von Konformationen auszuwihlen, innerhalb derer der Kandidat mit der niedrigsten
Gesamtenergie zu suchen ist.

BH,-Komplexe mit PAH bzw. TH

Strukturen Kiristallographisch sind fiir 7,8-BH, unterschiedliche Bindemodi in den Bin-
detaschen von TH bzw. PAH belegt [53, 33]. In beiden Fillen besteht kein unmittelbarer
Kontakt des BH,-Molekiils zum Eisen-Atom. Die automatischen Rechnungen liefern fiir

15 (Coulomb) ist die Einheit fiir Ladungen. Die Elementar-Ladung eines Protons oder Elektrons betrégt
+1 bzw. —1 C.
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beide Enzyme Platzierungen, die dem PAH-Bindemodus entsprechen. Die rmsd-Werte zur
Referenz-Position des 7,8-BH, in der KS 1dmw fiir BH, in PAH bzw. TH betragen 2.1
bzw. 2.3 A, decken sich also recht gut mit dem experimentellen Befund (s. Abb. 4.27).
Die beste Platzierung von BH, in TH (im PAH-Bindemodus) stimmt strukturell auch mit
dem von Almas et al. [3] berechneten Ensemble von BH,-Konformationen in der Bindeta-
sche der TH (KS: 1toh) gut iiberein (durchschnittliche rmsd-Werte bei 30 Konformationen:
1.75+ 0.25 A; die Platzierungen unterscheiden sich vor allem in den Konformationen der
Seitenkette).

FLExX-Bewertung Beim automatischen Docking werden sowohl fiir die PAH, als auch
fiir die TH u. a. Konformationen erzeugt, die einheitlich dem PAH-Bindemodus entspre-
chen. Diese Konformationen sind bereits unter den ersten FLEXX-Vorschlidgen; die FLEXX-
interne Bewertung von Konformationen ist also besser auf Wechselwirkungen zwischen or-
ganischen Verbindungen, d. h. reine Protein-Ligand-Wechselwirkungen ohne Kontakt iiber
Schwermetall-Ionen, abgestimmt.

Dass der TH-Bindemodus nicht unter den FLEXX-Vorschligen auftaucht, kann entwe-
der daher riihren, dass die Platzierung der ersten Fragmente nach der Bewertungsfunktion
so ungiinstig ist, dass der weitere Aufbau des vollstindigen Molekiils in der Bindetasche
frithzeitig abgebrochen wird, oder daher, dass fiir die Platzierung des Basis-Fragments
in der gewiinschten Orientierung keine weiteren geeigneten Wechselwirkungspartner zur
Verfiigung stehen. In der Tat ist das besondere Merkmal beider Bindemodi ein so genannter
m-Stapel, d. h. ein enger Kontakt zwischen planaren Ringen mit konjugierten 7-Systemen,
die parallel, aber gegeneinander verschoben liegen. Durch die Wechselwirkungen der besetz-
ten und unbesetzten Molekiil-m-Orbitale der Ring-Systeme bevorzugen die Ringe definierte
Positionen relativ zueinander [93]. Solche 7-Stapel sind jedoch in der verwendeten FLEXX-
Version nicht mit der entsprechenden Wechselwirkungsgeometrie und Energie-Bewertung
implementiert; bei der Platzierung von BH, in der Nidhe des Phenylrings von Phe254 bzw.
Phe300 koénnen also nur ungerichtete hydrophobe Kontakte zwischen ihnen beriicksichtigt
werden. Offensichtlich bietet der PAH-Bindemodus mehr Moglichkeiten, geeignete Wech-
selwirkungspartner zu finden.

Bei beiden Enzymen lésst sich der TH-Bindemodus durch Docking auf die gewiinschte
Referenz-Struktur erzwingen. Die FLEXX-interne Bewertung beider Bindemodi ist sogar
sehr dhnlich; demnach sind also wirklich die fehlenden Ankerpunkte fiir die Platzierung
des Pterin-Ringsystems als Basis-Fragment dafiir verantwortlich, dass der TH-Bindemodus
nicht automatisch reproduzierbar ist.

Energie-Bewertung Nach den Energie-Kriterien wird von beiden Enzymen der PAH-
Bindemodus bevorzugt, wenn auch aus verschiedenen Griinden: Bei PAH ist die Solvata-
tionsenergie fiir BH, im TH-Bindemodus hoher als im PAH-Bindemodus; bei TH ist die
von Proteinteilen eingeengte Seitenkette des BH, ungiinstig verdrillt. Aufgrund der restrik-
tiven Randbedingungen wihrend der Struktur-Optimierung kénnen die Seitenketten des
Proteins nicht nachgeben, sodass moglicherweise die hohe Torsionsenergie der Seitenkette
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Abbildung 4.27: Das beste Docking-Ergebnis
fir die Platzierung von BH, in der Binde-
tasche der PAH im Vergleich mit der Refe-
renz-Struktur des 7,8-BH,, (griin) aus der KS GIu330
1ldmw. H-Atome sind (aufler bei Wasser-Mo-

lekiilen) nicht dargestellt.
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Abbildung 4.28: Die besten Ergebnisse des
manuellen (rot) bzw. automatischen (blau)
Dockings von BH, in die Bindetasche der TH
im Vergleich mit der Referenz-Struktur des
7,8-BH, (griin) aus der KS 2toh. H-Atome
sind (aufler bei Wasser-Molekiilen) nicht dar-
gestellt.
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die realistische Bewertung der Konformationen verfilscht. Bei der TH sollten also beide
Orientierungen als potentiell dquivalent in Betracht gezogen werden. Im Gegensatz zu den
Energie-Beitrédgen der Torsionswinkel spricht die Solvatationsenergie weniger empfindlich
auf geringfiigige Atom-Verschiebungen an, daher ist bei PAH nur der kristallographisch
belegte Bindemodus tatséchlich relevant.

4.4.2. \Vorhersage

Catechol-TH-Komplexe

Strukturen Alle Catechol-Gruppen der Liganden L-DOPA, DA, MDTIQ und Rotenon
lassen sich iibereinstimmend mit rmsd-Werten von hochstens 0.97 A in der Bindetasche der
TH platzieren. Abbildung 4.29 zeigt die besten, nach den Kriterien der Gesamtenergie und
des Eisen-Catechol-Abstands ausgewahlten Platzierungen. Ebenso wie bei der PAH ist die
Bindung der OH-Gruppen zum Eisen-Atom die einzige definierte Wechselwirkung zwischen
den Liganden und der TH; es gibt keine Kontakt-Gruppen des Proteins, die allgemeine
Ankerpunkte fiir Catechol-Derivate wiren. Der bidentate Bindemodus ist jedoch leicht
verzerrt, bedingt durch das in der TH vorliegende Glu-Rotamer. Wihrend in der PAH
eindeutig nur eines der O-Atome der CO; -Gruppe zur ersten Liganden-Sphére des Eisens
gehort, sitzt bei der TH auch das zweite, mit 2.67 A relativ dicht am Eisen. Dadurch wird
die bei der PAH fast ideale oktaedrische Ligand-Umgebung des Eisens in der TH verzerrt
und einzelne Liganden werden zur Seite gedréngt.

FLExX-Leistung Der Einfluss des Glutamat-Rotamers zeigt sich schon in der Art der von
FLEXX vorgeschlagenen Konformationen: Nur fiir L-DOPA werden die vom Docking der
Catechol-Derivate in die PAH bekannten Bindemodi (iiber Catechol- oder CO,-Gruppe)
ebenfalls erzeugt; DA und MDTIQ in TH zeigen eine zwar untereinander &hnliche, aber von
der fiir das Docking von DA in PAH abweichende Verteilung von Platzierungen. Positionie-
rungen von DA, die der Anlagerung der NH3"-Gruppe zwischen Tyr325 und Glu330, und
der Verankerung der Catechol-Gruppen an Tyr377 in der PAH entsprechen, fehlen. Durch
das andere Glu-Rotamer ist in der TH die Flankierung der Ammonium-Gruppe zwischen
der OH-Gruppe von Tyr371 und Glu376 offensichtlich nicht mehr so giinstig. Zudem ist,
bedingt durch die unterschiedlichen Referenz-Liganden, die zur Definition der Bindetasche
verwendet worden sind (s. Abschnitt 13), bei der TH die AS Tyr423 (entspricht Tyr377 in
PAH) nicht erfasst. Je groBer die Bindetasche gewé&hlt ist, desto sicherer kann zwar eine
korrekte Platzierung gefunden werden; gleichzeitig wird aber auch die Zahl der irrelevanten
Vorschlige grofler. Insofern war die Wahl der Bindetasche bei der TH gliicklicher als bei
der PAH.

Vergleich von Docking und Redocking Ubereinstimmend werden die Catechol-Grup-
pen sowohl bei der Reproduktion, als auch bei der Vorhersage von Komplexen, bidentat
am Eisen-Atom platziert. Diese berechneten Positionen passen sehr gut zu dem auch kris-
tallographisch belegten Bindemodus. In den KS sind die Positionen der Seitenkette der
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Abbildung 4.29.: Die besten Docking-Ergebnisse der Catechol-Derivate an das aktive Zentrum der
TH (KS 2toh). Die Positionen der Catechol-Einheiten decken sich weitgehend. Die erste Liganden-
Sphére bildet einen verzerrten Oktaeder um das Eisen-Atom. H-Atome sind nicht dargestellt.

Catechol-Derivate Adrenalin, Noradrenalin, DA und L-DOPA (3pah, 4pah, 5pah und 6pah
[34]) schlecht definiert, d.h. offensichtlich wird keine spezielle Seitenketten-Konformation
bevorzugt; ein Befund, der sich mit den Rechnungen zu DA deckt. Nur bei L-DOPA in TH
und PAH werden sehr wenige relevante Seitenketten-Konformationen ermittelt, obwohl die
entsprechende KS der PAH zeigt, dass die L-DOPA-Seitenkette strukturell genauso wenig
festgelegt ist, wie diejenige von DA. Die bei der Berechnung fehlende Vielfalt von Konfor-
mationen ist vermutlich methodisch bedingt: FLEXX verankert Liganden grundsétzlich an
moglichst vielen Wechselwirkungspartnern gleichzeitig. Durch das Vorhandensein zweier
funktioneller Gruppen in der Seitenkette von L-DOPA (NHj - und CO,-Gruppe) sind die
Moéglichkeiten, fiir beide gleichzeitig eine Gegengruppe zu finden, stark eingeschrinkt; da-
her resultieren viele dhnliche Vorschléige, die bei der weiteren Struktur-Optimierung in das
gleiche Energie-Minimum konvergieren. Da vollig kontaktlose, génzlich solvatisierte Kon-
formationen der Seitenkette prinzipiell nicht vorgeschlagen werden (FLEXX sucht Wech-
selwirkungspartner), scheint der L-DOPA-Bindemodus nach den Berechnungen eindeutiger
festgelegt zu sein, als es tatsichlich zutrifft.

Abgesehen davon, wird dieser L-DOPA-Platzierung in TH im Gegensatz zu PAH eine
recht hohe Energie zugewiesen, was auf der Abstofung zwischen der (bei DA und MDTIQ
fehlenden) anionischen CO;-Gruppe und der CO3;-Gruppe von Asp425 beruht. Bei PAH
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entspricht diese AS dem ungeladenen Val379, sodass die Gegenwart oder das Fehlen einer
CO;3 -Gruppe bei L-DOPA bzw. DA keinen Unterschied bewirkt. Tatséchlich ist in wvitro
messbar, dass die L-DOPA-Menge, die zur Hemmung rekombinanter, menschlicher TH
notwendig ist, 10 — 15fach gréfier ist, als die dazu notwendige DA-Konzentration [2]. Bei
der PAH wird im Vergleich dazu nur die dreifache L-DOPA-Menge benétigt [96]. Allgemein
sind bei der TH die Dissoziationskonstanten fiir Catecholamin-Derivate mit CO; -Gruppen
100 — 1000fach grofer als fiir solche ohne CO, -Gruppen [114]. Die negative Ladung von
Asp425 verringert also offensichtlich (im Vergleich zu DA) die Hemmung der TH durch ihr
eigenes Produkt L-DOPA.

Substrat-Komplexe von PAH bzw. TH

Strukturen Den Berechnungen zufolge bevorzugen Tyr und Phe (unabhingig von der
Orientierung des Cosubstrates BH,) sehr unterschiedliche Positionen innerhalb der Binde-
taschen von PAH und TH. Dies ist insofern zu erwarten, als Tyr eine OH-Gruppe besitzt,
die an das Eisen-Atom binden kann und Phe nicht. Fiir Tyr in TH wird zusétzlich noch
eine weitere Platzierung gefunden, die den Phe-Positionen entspricht. Abbildung 4.30 fasst
die besten Platzierungen von Phe und Tyr in den beiden Bindetaschen zusammen; die
Tabellen 4.2 und 4.3 zeigen die einzelnen LJ- und Coulomb-Beitrige zur Komplex-Ener-
gie zwischen den best-platzierten AS und den benachbarten Seitenketten des jeweiligen
Proteins.

Demnach zeigt Phe iibereinstimmend einen Kontakt zwischen der CO;-Gruppe und
der Seitenkette von Arg316 (TH) bzw. Arg270 (PAH), wihrend der Ring mit seiner Fliche
zum aktiven Zentrum weist (s. Tab. 4.2); der rmsd-Wert zwischen den beiden besten Plat-
zierungen in den iiberlagerten Bindetaschen betriigt 2.15 A. Dagegen ist Tyrosin bevorzugt
iiber seine OH-Gruppe am Eisen verankert, wihrend der Ring mit seiner Kante zum Eisen
gedreht ist. Der rmsd-Wert zwischen den Tyr-Platzierungen in den beiden Enzymen ist mit
1.11 A noch geringer. Fiir Tyrosin in TH wird zusitzlich noch eine dem Phe in PAH bzw.
TH entsprechende Platzierung mit jeweils 1.49 bzw. 1.92 A rmsd-Abweichung gefunden (s.
Tab. 4.2), jedoch nicht fir Tyr in PAH.

NMR-unterstiitztes Modelling des Substrat-Komplexes von Phe-7,8-BH,-PAH [127]
zeigt eine ganz dhnliche AS-Platzierung (mit rmsd-Werten von 2.25, 1.13 bzw. 1.90 A
fiir Phe-BH,-PAH, Phe-BH,-TH und Tyr-BH,-TH). Erst seit Januar 2003 ist die KS
des BH,-PAH-Komplexes mit Thienylalanin als AS-Analog 6ffentlich verfiigbar. Den Au-
toren zufolge liegt der aromatische Ring des Thienylalanins wie bei Tyr-BH,-TH bzw.
Phe-BH,-PAH fast planar auf His285 auf und die Seitenkette ist wie beschrieben iiber
Arg270 und Thr278 fixiert [5].

Als Ursache fiir das Unvermoégen der PAH, Tyr im produktiven Bindemodus zu plat-
zieren kommen sterische Griinde, wie von Andersen et al. [5] vermutet, kaum in Frage,
denn F-, Cl- und Me-Phe werden prinzipiell verarbeitet (vgl. Kap. 7). Auch ein testweiser
Transfer der produktiven Tyr-Position von TH auf PAH zeigt, dass das Molekiil sehr wohl
in diesem Bindemodus in der Bindetasche der PAH Platz findet. Ausschlaggebend fiir das
Ergebnis der Berechnungen ist demnach, dass FLEXX keine entsprechenden Struktur fiir
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Abbildung 4.30: AS-Substrate nach
Docking in die Komplexe von PAH
bzw. TH mit gebundenem BH,.
Die besten Konformationen von Phe
(gelb) und Tyr (rot) in BH,-PAH, so-
wie von Phe (griin) und Tyr (tiirkis
bzw. dunkelblau) in BH,-TH sind
iiberlagert dargestellt. Die wichtigs-
ten Ankerpunkte sind Arg270/316,
Thr278/Ser324 und His285/331 fiir
die Phe-Platzierungen, sowie das Ei-
sen-Atom fiir die Tyr-Platzierungen.

Tyr in PAH vorschligt. Da sich Phe erwiesenermafien produktiv in der PAH platzieren
lasst, sind sicher die Wechselwirkungen der phenolischen OH-Gruppe mit ihrer néchsten
Umgebung, d. h. der Liganden-Sphére des Eisens, entscheidend. Von der Liganden-Sphére
der TH, bei der die Platzierung von Tyr im produktiven Bindemodus auch belegt ist,
unterscheidet sich diejenige der PAH (den KS zufolge) nur im Rotamer des Eisen-fixie-
renden Glutamats. CO,-Gruppen fungieren als Elektronen-Paar-Donoren, entweder fiir
H-Briicken oder fiir koordinative Bindungen zu Ubergangsmetall-Kationen. OH-Gruppen
ihrerseits konnen sowohl als H-Briicken-Donoren, als auch als -Akzeptoren bzw. Elektro-
nen-Paar-Donoren fiir koordinative Bindungen, fungieren. Vermutlich bewirkt die spezielle
Anordnung eines Elektronen-Paar-Akzeptors (Eisen-Atom) dicht neben einem Elektronen-
Paar-Donor (Glutamat), dass wegen der ambivalenten Funktionalitit der OH-Gruppe ihre
Eigenschaft als Elektronen-Donor starker bewertet wird, als ihre Eigenschaft als H-Briicken-
Donor. Bedingt durch das Glu-Rotamer ist bei der PAH eine regelméfligere oktaedrische
Liganden-Sphire am Eisen mdglich als bei der TH. Auch dies kénnte ein Grund dafiir
sein, dass die direkte Koordinierung des Tyrosins iiber die OH-Gruppe bei der Platzierung
bevorzugt wird.
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FLExX Viele Konformationen werden doppelt vorgeschlagen, da rotationssymmetrische
Gruppen, wie einfache oder para-substituierte Phenylringe oder CO;-Gruppen, in den
beiden dquivalenten Moglichkeiten platziert und als verschiedene Vorschlige ausgegeben
werden, obwohl sie chemisch bzw. energetisch nicht unterscheidbar sind. Die mitunter sehr
grofien Zahlen von Vorschliigen gehen auch darauf zuriick, dass die Bindetaschen (besonders
fiir die Platzierung von Phe und Tyr) sehr grofi gewiahlt sind.

Tabelle 4.2.: Energie-Beitrage der Lennard-Jones-, Coulomb- und H-Briicken-Wechselwirkungen
zwischen den AS der Bindetaschen von PAH bzw. TH mit dem AS-Substrat im bevorzugten
Phe-Bindemodus [kcal/mol].

Phe-BH,-PAH Phe-BH,-TH Tyr-BH,-TH

PAH/TH ELJ ECoul. EH—Br. ELJ ECoul. EH—Br. ELJ ECoul. EH—Br.
Arg270/316 -1.12 -6.04 -0.9 -0.34 -10.02 -0.68 -1.06 -4.78
Met276/322 -0.74  1.16 -0.14  0.22 -0.36  0.68
His277/323 -1.45  -1.10 -0.57  -0.71 219 -1.85
Thr278/Ser324 -2.65 -4.41 -3.0 -1.57 -3.88 -3.31 -2.51 -4.81 -4.90
Pro279/325 -0.50  0.23 -1.01  -1.40 -1.88  -1.44
Glu280/326 131 -1.36 -1.52 -0.08 -1.31  -0.74
Pro281/327 -1.73  -0.09 245  -0.48 -1.85  -0.24
Asp282/328 0.37  0.57 -0.49  3.68 -0.37  1.33
His285/331 -3.16  -0.08 -2.97  -0.75 -2.87  0.44
Glu330/376 -1.08  -1.80 -1.64  -0.57 -1.62  0.39
Phe331/377 -0.85  0.09 -1.11 0.10 110 0.12
Gly346/392 -1.50  0.09 -1.16  0.16 -1.27  0.14
Ser349/395 -1.85 108 -2.38  1.00 -1.32  0.73
Ser350/396 -1.41  0.10 -0.86  -0.37 -1.33  -1.04
Val379/Asp425 -0.12  -0.38 -0.33  -3.17 -0.19 -3.90

Eisen -0.04 290 -0.05  -0.20 249  -4.26

4.4.3. Biologische Konsequenzen

Catechol-Komplexe

Produkt-Hemmung: Die Produkt-Hemmung der TH und PAH durch Catecholamine um-

fasst zwei Stufen:

1. In einer reversiblen Reaktion konkurrieren Catecholamine mit BH, um die Bindestelle
am aktiven Zentrum [2, 113, 45].

2. In einer anschliefenden, irreversiblen Reaktion wird das zunéchst zweiwertige Eisen
im Komplex mit einem Catechol-Derivat oxidiert zur dreiwertigen Form [56, 45]. Die
Reaktivierung des Enzyms muss durch Reduktion des Eisens mit BH, erfolgen [89].
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Tabelle 4.3.: Energie-Beitrige der Lennard-Jones-, Coulomb- und H-Briicken-Wechselwirkungen
zwischen den AS der Bindetaschen von PAH bzw. TH mit Tyr im bevorzugten Bindemodus
[kcal/mol].

Tyr-BH,-PAH Tyr-BH,- TH

PAH/TH ELJ ECoul. EHfBr. ELJ ECoul. EHfBr.
Leu248/294 -0.75 -0.21 -2.57 -0.23
Pro279/325 -1.38 -2.13 -2.53 -1.52 -0.16
Glu280/326 -1.54 -0.28 -1.53 -0.54
Pro281/327 -3.20 -0.16 -2.91 -0.03
His385/331 -1.13 0.48 -0.72 0.17
Trp326/372 -1.48 0.07 -1.53 0.04
Glu330/376 -1.92 2.20 -1.27 1.85
Val379/Asp425 -1.28 -0.39 -0.40 -13.12 -1.00
Eisen -17.32 -15.86 -15.62 -12.89

BH, -2.78 -1.62 -2.69 -2.95 1.00

zu 1: Aus den KS der PAH und den konstruierten Komplexen der TH geht {ibereinstim-
mend hervor, dass die Positionen der Catechol-Derivate und der Cosubstrate inner-
halb der Bindetaschen beider Enzyme iiberlappen. Die berechneten Komplexe sind
also im Einklang mit den experimentellen Befunden iiber die reversible, kompetiti-
ve Produkt-Hemmung, bei der die Catecholamine mit dem Cosubstrat BH, um die
Bindung konkurrieren [2].

zu 2: Die Beobachtung, dass das zweiwertige Eisen-Atom der katalytischen Untereinheit
in Gegenwart von Catecholaminen ozidiert wird, iiberrascht, denn Catecholamine
sind Reduktionsmittel, die ihrerseits selbst oxidiert werden (zu Chinon-Derivaten, in
Gegenwart von Luft-Sauerstoff findet auch Autoxidation statt [91]).

Die Oxidation des Eisens in Gegenwart von Catecholaminen erfordert also ein wei-
teres Molekiil als Oxidationsmittel. Es liegt nahe, anzunehmen, dass dieses fehlende
Oxidationsmittel O, ist, welches auch bei der enzymatischen Reaktion an das FEi-
sen bindet [45]. Das Oy-Molekiil wiirde dann das letzte, trans zur Glutamat-Gruppe
sitzende Wasser-Molekiil ersetzen'® (s. Abb. 4.31).

Analog zur initialen BH,-Oxidation wihrend der enzymatischen Reaktion (s. Ab-
schnitt 5) kénnte ein Hydrid-Ion vom Catecholamin auf das distale Atom des O,-Molekiils
iibertragen werden, sodass ein protoniertes o-Chinon-Derivat, ein Hydroxyl-Anion und das

'8Eine entsprechende Position nimmt das O,-Analog NO in der KS 1blz der Isopenicillin-N-Synthase ein
[38], die ihr Eisen-Atom ebenfalls iiber zwei Histidin-Ringe und eine CO, -Gruppe fixiert.
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Abbildung 4.31.: Hypothese zur Toxizitdt von Catechol-Derivaten: Catecholamine kénnten daran
beteiligt sein, O, teilweise zu reduzieren, sodass ein Intermediat entsteht, welches dem Uber-
gangszustand wiahrend der enzymatischen Katalyse entspricht. Es zerfallt dann allerdings in ein
©(QH-Radikal, ein Hydroxyl-Ion und dreiwertiges Eisen.

bekannte Eisen-Sauerstoff-Intermediat entstehen. Ohne Nachbarschaft zu einem elektro-
nenreichen Aromaten zerfiele das Fe(*/)-O-Intermediat unter Protonierung in dreiwertiges
Eisen und ein ®OH-Radikal.

Nach dieser Hypothese hingt die Bildung von ®OH-Radikalen vom stéchiometrischen
Gleichgewicht zwischen der TH, dem Cosubstrat BH, und den Catecholamin-Endproduk-
ten ab. Fine klinisch wichtige Verschiebung dieses Gleichgewichts kénnte auftreten, wenn
Patienten systemisch mit L-DOPA behandelt werden. L-DOPA wird innerhalb des Ge-
hirns zu DA decarboxyliert. Post mortem-Untersuchungen an den Gehirnen von Patienten
und Tiermodellen haben gezeigt, dass die untergehenden Neurone in der substantia nigra
(bedingt durch eine Schwichung der Abwehr-Systeme gegen oxidativen Stress, wie z.B.
Glutathion) besonders verletzlich gegeniiber reaktiven Sauerstoff-Verbindungen sind [14].
Die L-DOPA-Therapie konnte als unerwiinschten Nebeneffekt zusétzlich oxidativen Stress
verursachen, indem das beschriebene Gleichgewicht in Richtung TH-Hemmung und Eisen-
Oxidation geschoben wird.

Reaktionen nach diesem Muster konnten ein Grund fiir die Toxizitdt von Catechol-
Verbindungen wie MDTIQ oder Rotenon sein. Von MDTIQ ist nachgewiesen, dass es ®OH-
Radikale produziert. Als Oxidationsprodukt entsteht dabei das N-Methyl-dihydroisochi-
nolyl-Kation (MDIQ™), welches aus dem primiir entstanden Chinon-Derivat iiber den in
Abbildung 4.32 gezeigten Mechanismus hervorgehen kénnte [99].

peeF e eEios =R el

Abbildung 4.32.: Aus dem Chinon-Derivat des MDTIQ entsteht das nachweisbare MDIQ-Kation.
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Rotenon kann unter Ausdehnung des aromatischen Systems zwei Reduktionséiquivalente
abgeben, prinzipiell also auch O, reduktiv aktivieren (s. Abb. 4.33).

Abbildung 4.33.: Auch Rotenon kann unter Ausdehnung des konjugierten m—Systems ein Ho-
Molekiil abspalten.

Substrat-Komplexe

Produktiver BH,-Bindemodus Sowohl bei PAH, als auch bei TH wird der PAH-Binde-
modus des Cosubstrates favorisiert. Die berechneten Ergebnisse werden dadurch bestétigt,
dass sowohl bei TH als auch bei PAH das S-Enantiomer des 4a-OH-BH, entsteht [74]. Man
kann davon ausgehen, dass wihrend der initialen Hydroxylierung das distale Sauerstoff-
Atom an der leichter zugénglichen Seite des BH,-Molekiils gebunden wird, d.h. an der
Seite, die dem Ring von Phe254/300 abgewandt ist. Folglich trifft fiir beide Enzyme der
PAH-Bindemodus als produktiver Bindemodus zu. Fiir die TH ist eine gewisse Ambivalenz
bei der Platzierung des Cosubstrates feststellbar, da der PAH-Bindemodus nur geringfiigig
giinstiger ist. Offensichtlich wird abhéngig von den experimentellen Bedingungen die eine
oder andere Orientierung bevorzugt.

Produktiver AS-Bindemodus Dasich in drei von vier Fillen die AS Phe und Tyr iiberein-
stimmend platzieren lassen, wird zunéchst diese Variante auf ihre Eignung als produktive
Platzierung iiberpriift. Alle Vorschlidge weisen eine ionische Wechselwirkung zu Arg270/316
und H-Briicken zu Hauptketten-Gruppen von Thr278/Ser324 auf. Mutagenese-Experimen-
te an Arg316 (TH) belegen passenderweise, dass diese Seitenkette essentiell fiir eine produk-
tive Bindung des AS-Substrates ist: Ein Austausch von Arg316 gegen Lysin fiihrt zu einer
signifikanten Verschlechterung der Tyrosin-Bindung (Kr,, steigt um den Faktor 400 [21]).
Auch ein Austausch von Asp328, das eine stabilisierende Salz-Briicke zu Arg316 ausbildet,
gegen Serin verringert die Féhigkeit des Enzyms, Tyr effektiv zu verarbeiten (Kr,, steigt
in diesem Fall um den Faktor 60)'". Genauso zeigen Experimente an der PAH, dass das

17 Offensichtlich fixiert Asp328 die kationische Guanidinium-Gruppe von Arg316 an der Position, in der
sie die CO, -Gruppe der jeweiligen AS durch elektrostatische Anziehung verankert.
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Enzym nach Mutation von Arg270'® keinerlei Aktivitiit besitzt [28]. Ein weiteres Indiz fiir
diese Platzierung als produktiver Bindemodus fiir AS ist das Konkurrenz-Verhalten der
Substrate und der Catechol-Derivate: Die Catechol-Derivate konkurrieren wie beschrieben
mit BH, und nicht mit ihren Vorldufer-Molekiilen um die Bindung am aktiven Zentrum.
Passend zu diesem Befund iiberlappen sich die berechneten Positionen von Catechol-Deri-
vaten und AS in diesem Bindemodus nicht.

Hypothetischer Zustand vor der Reaktion Obwohl der aromatische Ring im
Phe-BH,-TH-Komplex nicht planar auf His331 aufliegt, scheint dieser Komplex dennoch
besonders geeignet, die Verhiltnisse innerhalb des reaktiven Substrat-Komplexes vorzu-

stellen, denn die reaktiven Zentren liegen hier in einer idealen Konstellation zueinander (s.
Abb. 4.34).

Phe300

Abbildung 4.34: Der
Phe-BH,-TH-Komplex

als Beispiel fiir einen
produktiven Substrat-
Komplex. Das fehlende
Oy-Molekiil ist an der
Position von  Wasser-
Molekiil 1 anzunehmen.
Entfernungen sind in A
angegeben, H-Atome der
besseren  Ubersichtlich-
keit wegen weggelassen.

Fiir einen produktiven Komplex ist das (bislang fehlende) O,-Molekiil zu ergénzen. Es
muss einerseits an das Eisen-Atom gebunden sein (Steigerung der Reaktivitét durch Spin-
Umbkehr bei der Komplexierung [74]), andererseits muss es in der Nihe der beiden zu hy-
droxylierenden Zentren von BH, und AS liegen (einstufige Reaktion ohne Zeit fiir grofie

8Ebenso wie bei der TH bildet Asp282 eine Salz-Briicke zu Arg270.
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» Wanderungen“ von Zwischen-Produkten [43]). Beide Bedingungen sind nur dann erfiill-
bar, wenn es an der Oktaeder-Ecke trans zu His336 sitzt, die im konstruierten Komplex
von einem Wasser-Molekiil besetzt wird [127]. Das direkt an das Eisen-Atom bindende,
proximale O-Atom wiirde die Stelle des Wasser-O-Atoms einnehmen, wéihrend das freie,
distale O-Atom sich in Richtung des BH,-Molekiils orientieren konnte. Die Entfernung des
proximalen O-Atoms zum C4-Atom des Phenyl-Rings betriige dann nur 3.2 A und es lige
damit ideal, um mit den 7-Elektronen des Aromaten zu reagieren. Die Entfernung zum
C4a-Atom des BH, wire mit 4.56 A zwar grofer, doch ist zu beriicksichtigen, dass die O-
Atome des O,-Molekiils einen Bindungsabstand von 1.21 A aufweisen [119]. Das distale
O-Atom wire also sicherlich in Reichweite des C4a-Atoms des BH,. Die Reaktion koénnte
wie in Abschnitt 5 beschrieben iiber die initiale BH,-Hydroxylierung und den elektrophilen
Angriff des O-Fe-Intermediats am aromatischen Ring ablaufen.

Unproduktiver AS-Bindemodus In beiden Enzymen bevorzugt Tyrosin (dhnlich wie Ca-
techol-Derivate) fiir seine OH-Gruppe ausgerechnet die hypothetisch vom O,-Molekiil zu
besetzende Oktaeder-Ecke trans zu His290/336. Die fiir die O,-Bindung alternative Okta-
eder-Ecke trans zu Glu330/376 ist mit 4.40 A zwar dhnlich weit vom C4a-Atom des BH,
entfernt, liegt jedoch in einem sehr ungiinstigen, spitzen Winkel zur Molekiil-Ebene des
BH,, sodass kaum mit einer initialen Hydroxylierung zu rechnen ist. Auflerdem ist die Ok-
taeder-Ecke trans zu Glu330/376 mit 4.82 — 4.95 A recht weit von den zu hydroxylierenden
C3-Atomen der Tyr-Ringe entfernt und befindet dariiber hinaus etwa in den Ring-Ebenen,
hat also keinen Kontakt zu den 7-Elektronen des Aromaten. Aus diesen Griinden wird die
Koordination der phenolischen OH-Gruppe zum Eisen als unproduktive AS-Platzierung
betrachtet.

AS-Substrat-Spezifitat Mit der Existenz von produktiven und unproduktiven AS-Plat-
zierungen lassen sich die Substrat-Spezifitdten der katalytischen Domé&nen von PAH und
TH einfach erklédren: Da sich Tyr in PAH nicht in einem produktiven Bindemodus platzie-
ren lisst, sondern zudem die optimale Bindung des O,-Molekiils blockiert, kann die PAH
Tyr nicht verarbeiten.

Reihenfolge der Substrat-Bindung Obwohl die unproduktive Platzierung des Tyr-Mo-
lekiils auch von der TH bevorzugt wird, kann den Rechnungen zufolge innerhalb der
Bindetasche auch eine zwar vergleichsweise ungiinstige, aber produktive Position einge-
nommen werden. Wenn die Oktaederstelle trans zu His336 in der TH frei ist, wird Tyr
zwangsldufig unproduktiv binden. Sollte diese Oktaeder-Position allerdings bereits besetzt
sein und sich dieser Ligand nur schlecht verdrdngen lassen, wére das Tyr-Molekiil gezwun-
gen, die nichst beste Alternative, den produktiven Bindemodus einzunehmen. Falls das
O,-Molekiil tatsédchlich ein solch starker Ligand am Eisen-Atom der TH ist, wiare damit zu
begriinden, warum fiir die katalytische Reaktion O, vor Tyr binden muss '° [44, 109]). Tyr

19Bei PAH taucht die Notwendigkeit der vorherigen O,-Bindung nicht auf, da Phe nicht an das Eisen-
Atom koordinieren kann.
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ist bei hohen Konzentrationen auch ein kompetitiver Inhibitor gegeniiber dem BH,-Analog
6-Methyltetrahydropterin [44]. Es liegt nahe, dass es wie die Catechol-Derivate iiber die
OH-Gruppe auch trans zu His331 an das Eisen binden kann und dann mit BH, um die
Bindung konkurriert. Beides wiirde erkldren, warum die katalytische Untereinheit der TH
mit ihrem eigenen Substrat fiinffach niedrigere Umsatzraten aufweist als die PAH [23], weil
namlich Phe freiwillig eine produktive Position einnimmt, wahrend Tyr die erforderliche
Platzierung der anderen Substrate (BH, und O,) erschwert und nur gezwungenermafien
auf den produktiven Bindemodus ausweicht.

4.5. Zusammenfassung

Nach der Abhandlung der verschiedenen Einzel-Aspekte kénnen sie zu einem iibergeord-
neten Bild vereinigt werden. Die Abbildung 4.35 beinhaltet sowohl Ergebnisse aus kineti-
schen, kristallographischen und NMR~Untersuchungen, als auch berechnete und hypothe-
tisch ergéinzte Strukturen. Als Beispiel fiir die Enzym-Funktionen von PAH und TH dient
der Katalyse- und Inhibitionszyklus der TH: Die Substrate binden in der festgelegten Rei-
henfolge beginnend mit dem Cosubstrat BH,, gefolgt von O, und dem AS-Substrat Tyr.
Wihrend des katalytischen Schrittes reagiert ein O-Atom mit BH, unter Bildung von 4a-
OH-BH,. Das zweite O-Atom bildet kurzzeitig ein Eisen-Oxo-Intermediat, bevor die Hy-
droxylierung des aromatischen Rings stattfindet. Nach der Freisetzung der Produkte aus
der Bindetasche wird L-DOPA von der aromatischen L-Aminosiure-Decarboxylase (EC
4.1.1.28) zu DA decarboxyliert. DA kann bidentat an das Eisen-Atom binden und ein nach-
folgend gebundenes O,-Molekiil analog zur reduktiven Aktivierung wihrend des Katalyse-
Zyklus aktivieren. Als Resultat entsteht ein ortho-Chinon-Derivat und ein hochreaktives
Intermediat, welches ohne ein benachbartes, Elektronen-reiches Nucleophil in ein oxidiertes
Eisen-Ton und ein hoch reaktives ®OH-Radikal zerfillt. BH, wird benétigt, um das drei-
wertige Eisen wieder zu reduzieren und dadurch die Enzym-Aktivitit wieder herzustellen.

Die Rechnungen zu den Substrat- und Inhibitor-Komplexen von PAH und TH zeigen,
dass die verwendeten Methoden sehr gut geeignet sind, Strukturen zu erzeugen, die sich
mit experimentellen Untersuchungen decken. Dies ist um so erfreulicher, als die Verhélt-
nisse in den Substrat-Komplexen von PAH und TH mit bis zu drei Liganden (BH,, AS
und Wasser-Molekiil) um ein zentrales Eisen-Atom sehr kompliziert sind. Die scheinbare
Diskrepanz zwischen dem kristallographischen Befund zum BH,-Bindemodus in TH und
den berechneten Ergebnissen konnte durch gezieltes, manuelles Docking aufgelést werden;
gleichzeitig wird die Leistungsfihigkeit des automatischen Verfahrens bestitigt. Dass fiir
die verwandten Enzyme PAH und TH iibertragbare Strukturen resultieren, zeigt nebenbei
auch, wie bedeutend das Homologie-Konzept bei der Modellierung von Proteinen und ihren
Komplexen ist.
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Abbildung 4.35.: Zusammenfassende Ubersicht iiber den Katalyse- und Inhibitionszyklus der TH
Katalyse-Zyklus:

1-3: Anlagerung der Substrate an das aktive Zentrum in der erforderlichen Reihenfolge.
4: Reduktive Aktivierung des Sauerstoffs

5: Elektrophiler Angriff am Aromaten und Umlagerung des priméren Addukts

6: Spontane oder enzymatische Decarboxylierung des Produktes L-DOPA
Inhibitionszyklus:

7+8: Reversible Anlagerung von DA und O,

9: Reduktive Aktivierung des Sauerstoffs analog zu Schritt 4

10: Zerfall in die Produkte, insbesondere in ein ®OH-Radikal und dreiwertiges Eisen

11: Reaktivierung des Enzyms durch Reduktion des Eisens.



5. GPCRs: Adenosin-Rezeptoren

5.1. Allgemeines

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) vermitteln Signale aus der Umgebung von Zel-
len an ihr Inneres. Sensorische Rezeptoren zum Beispiel, die auf Geschmacks- und Geruchs-
stoffe oder sogar auf Licht ansprechen, sind GPCRs [42]. Andere, nicht-sensorische GPCRs
regulieren elementare physiologische Prozesse: Suchtverhalten, Stimmungskontrolle und Er-
innerungen sind nur einige der vielen Vorgénge, an denen GPCRs wesentlich beteiligt sind.
Ihrer groflen Bedeutung und dem allgegenwértigen Vorkommen entsprechend wirken etwa
40% aller Medikamente iiber GPCRs [128].

Bedingt durch die technischen Schwierigkeiten im Umgang mit Membran-Proteinen
sind trotz ihrer immensen Bedeutung nur wenige detaillierte Struktur-Informationen iiber
GPCRs verfiigbar [128]. Um Beziehungen zwischen der Struktur und der Funktionsweise
von GPCRs herstellen zu konnen, konnten lange Zeit nur Affinitdts- und Mutagenese-
Studien durchgefiihrt werden. Seit Sommer 2000 ist jedoch die Kristall-Struktur des Rinder-
Rhodopsins verfiigbar, die exemplarisch fiir die allgemeine Architektur von GPCRs ist.
Nun ist die Homologie-basierte Modellierung beliebiger GPCRs méglich [107, 85, 134]. Die
konstruierten 3D-Modelle kénnen anhand der vorhandenen Affinitits- und Mutagenese-
Daten sowie anhand von Crosslinking-Experimenten validiert werden (s. Kap. 1.5). Damit
erdffnen sich neue Moglichkeiten zum Verstéindnis der Funktionsweise der diversen GPCRs
und zur gezielten Manipulation ihrer Funktion durch mafigeschneiderte Liganden.

Extrazelluldres Adenosin moduliert iiber GPCRs eine Reihe verschiedener physiologi-
scher Funktionen [110, 103]. Wegen des damit verbundenen therapeutischen Potenzials sind
Adenosin-Rezeptoren (AR) von grolem Interesse und sollen deshalb im Rahmen dieser Ar-
beit modelliert werden.

5.1.1. G-Protein gekoppelte Rezeptoren
Vorkommen und Funktion

Zellen miissen auf Signale von auflerhalb der Zellmembran reagieren kénnen. Rezeptoren
in der Membran vermitteln die Weiterleitung der &ufleren Reize ins Innere. Wie Enzyme
sind Rezeptoren Proteine, die nur ganz bestimmte Liganden binden. Im Gegensatz zu den
Enzymen #ndert sich im Komplex mit dem Liganden jedoch nicht das Ligand-, sondern
das Protein-Molekiil: Der Rezeptor verformt sich. Diese Konformationséinderung 16st direkt

147
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oder indirekt eine Reaktion in der Zelle aus [105].

Ligand
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Abbildung 5.1.: Reiz-Weiterleitung iiber G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Bei GPCRs lduft die Signal-Weiterleitung folgendermafien ab (s. Abb. 5.1):

1. Der Rezeptor reicht durch die Membran hindurch. Von der Auflenseite her kénnen
sich Liganden daran anlagern. An der Innenseite der Zellmembran ist er mit einem so
genannten G-Protein assoziiert. Bei der Bindung eines speziellen Liganden, des Ago-
nisten, geht ein GPCR aus dem Ruhezustand in eine aktive Form iiber. Antagonisten
hingegen besetzen den Rezeptor, ohne ihn zu aktivieren [132]. Agonisten stabilisieren
also die aktive Rezeptor-Konformation, wihrend Antagonisten dies nicht tun.

2. Das GTP-bindende Protein (G-Protein) besteht aus drei Untereinheiten (G,, Gz und
Gy). Wenn sich der Rezeptor im Komplex mit einem Agonisten verformt, 16st sich
die G -Untereinheit von dem Komplex aus Rezeptor und G-Protein. Die dissoziierte
a-Untereinheit enthélt zunédchst GDP, gibt es aber bald ab und bindet stattdessen
GTP. So aktiviert, bewegt sie sich zu einem weiteren Protein, dem Effektor-System.

3. Das Effektor-System, ist ebenfalls ein membranstindiges Protein, entweder ein En-
zym (z.B. Adenylat-Cyclase) oder ein Ionenkanal. Wenn ein Effektor-System durch
den Kontakt mit einer freien, GTP-haltigen a-Untereinheit des G-Proteins stimuliert
bzw. davon nicht inhibiert wird, erhoht es die Konzentration eines intrazelluldren Bo-
tenstoffs (second messenger, 7. B. cAMP).
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4. Je nach enzymatischer Ausstattung der Zelle werden durch die second messengers
typische Enzyme (z. B. Proteinkinase A) oder Ionenkaniile als nachgeschaltete Effek-
tor-Systeme aktiviert oder desaktiviert, sodass sich der Stoffwechsel innerhalb der
Zelle kurzfristig dndert.

5. Die Amplitude und Dauer des GPCR-Signals wird durch Arrestin-Proteine kontrol-
liert: Diese binden an aktivierte GPCRs und beenden das primére Signal dadurch,
dass sie weitere Wechselwirkungen des aktivierten Rezeptors mit G-Proteinen verhin-
dern [105]. Das an der a-Untereinheit des G-Proteins gebundene GTP, aber auch die
second messengers werden nach einiger Zeit zersetzt, sodass die Dauer der Aktivie-
rung begrenzt bleibt und das ganze System in den Ruhezustand zuriickkehren kann
[105].

Ein Vorteil dieser vielstufigen Kaskade ist einerseits ihr verstirkender Effekt, der die
Zellen schon auf sehr schwache duflere Signale empfindlich reagieren lisst. Andererseits
sind die Zellen durch Kombination verschiedener Rezeptoren, G-Proteine und Effektor-
Systeme, sowie Zelltyp-spezifischer Stoffwechselenzyme dazu in der Lage, parallel und sehr
differenziert auf ein breites Spektrum von Signalen zu reagieren.

Grundsatzliche Architektur

GPCRs sind Monomere mit drei elementaren Regionen:
o Faxtrazellulire Region zur Ligand-Erkennung
e Transmembran-Region mit zentraler Ligand-Bindestelle
o Intrazellulire Region zur Kopplung an G-Proteine

Abbildung 5.2 zeigt die typische Unterteilung der GPCR-Sequenzen in 15 strukturelle
Abschnitte: Ein extrazelluldrer N-Terminus (ET), drei extrazelluldre Loops (EL1-3), ein
Biindel von sieben Transmembran-Helices (TM1-7), drei intrazellulire Loops (IL1-3) und
ein intrazelluldrer C-Terminus (IT) [133, 100]. Die zentrale Bindetasche befindet sich etwa
im dufleren Drittel des Helix-Biindels [104, 133].

Die einzelnen GPCRs sind spezialisiert auf ihre jeweiligen extrazelluldren Liganden
und die intrazelluldr angekoppelten G-Proteine. Bedingt dadurch unterscheiden sich die
Rezeptoren vor allem in den entsprechenden Kontakt-Regionen hinsichtlich der Linge und
der Sequenz der einzelnen Hauptketten-Abschnitte [107]. Das Biindel der Helices hingegen,
die Transmembran-Region, ist gut konserviert. Einzelne AS in jeder Helix sind bei allen
GPCRs so konstant, dass sie als Referenz-Punkte beim Vergleich verschiedener Sequenzen
dienen [133]. Nach der Nomenklatur von Ballesteros und Weinstein [8] wird jede AS zusétz-
lich zu ihrer Position in der jeweiligen Sequenz mit der Nummer der TM-Helix und der
Position relativ zur Referenz-AS bezeichnet. Die Referenz-AS ist jeweils die am hochsten
konservierte AS dieser Helix und erhélt konventionsgemifl die Nummer 50 [8, 85].
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Abbildung 5.2.: So genanntes Schlangen-Diagramm der Sequenz des humanen A,p-Rezeptors, ex-
emplarisch fiir den allgemeinen Aufbau von GPCRs. Alle GPCRs besitzen sieben Transmembran-
Helices (TM1-7), eine extrazellulire Region aus dem N-Terminus und drei Loops, sowie eine in-
trazellulidre Region aus drei Loops und dem C-Terminus. Die Disulfid-Briicke zwischen TM3 und
EL2 ist hoch konserviert.

Alle GPCRs besitzen ein E/DRY-Motiv am Ende von TM3, welches fiir die Kopplung
an G-Proteine notwendig ist, sowie eine konservierte Disulfid-Briicke, die den EL2 mit
dem Beginn von TM3 verkniipft [133]. Sehr charakteristisch ist auch ein NPXXY-Motiv
am Ende von TM7 und ein Fettsdureester am IT, der die Hauptkette zusétzlich an der
Innenseite der Membran verankert. Extrazelluldre AS sind hiufig glykosyliert [133].

Exemplarisch fiir alle GPCRs: Rhodopsin

Rinder-Rhodopsin ist der erste GPCR, fiir den eine 3D-Struktur mit relativ guter
Auflésung vorliegt (2.8 A). Mit 348 AS ist Rhodopsin ein GPCR. mittlerer GroBe. Die KS
1f88' [107] zeigt es im dunkel-adaptierten Grundzustand mit gebundenem 11-cis-Retinal

'Eine neuere KS mit einer Auflésung von ebenfalls 2.8 A(1hzx [128]) enthélt verbesserte Strukturdaten;
die mittlere rmsd zu den Atom-Koordinaten der #lteren KS 1f88 betriigt 1.4 A. Dariiber hinaus ist
eine NMR-Struktur (1jfp [138]) verfiigbar. Sie ist zusammengesetzt aus den Strukturen einzelner, iiber-
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(s. Abb. 5.3). Die Strukturen der sieben TM-Helices und der extrazelluliren Region aus
dem N-Terminus und den drei Loops (EL1-3) sind vollstéindig, nur von der intrazelluléren
Region aus den drei Loops (IL1-3) und dem C-Terminus fehlen kurze Abschnitte. Da es
als Vorlage fiir die Modellierung anderer GPCRs dienen soll, wird es hier kurz beschrieben.

Transmembran-Region: Das Biindel der sieben Helices formt einen unregelméfligen Zy-
linder, der senkrecht in die Ebene der Lipid-Membran eingelassen ist. Die Linge dieses
Zylinders betriigt ca. 41 A, durchspannt also den etwa 30 A breiten unpolaren Kern ei-
ner Zell-Membran [135] vollstéindig. Die einzelnen Helices unterscheiden sich in Linge und
Neigungswinkel gegeniiber der gemeinsamen Hauptachse; TM1, TM4, TM6 und TM7 sind
jeweils an den mit Prolin besetzten Positionen gebogen. Diese strukturellen Anomalien
sind durch andere Experimente bestétigt, es handelt sich also nicht um kristallographische
Artefakte [128]. Die Helices TM3, TM5, TM6 und TM7 haben Kontakt zum 11-cis-Retinal.

Extrazellulare Region: Der N-Terminus liegt dicht beim EL3 und besitzt zwei anti-
parallele Striange, f1 und (2, die eine typische g-Faltblatt-Haarnadel-Schleife bilden. Ein
Disaccharid an Asnl5(ET) ragt in den extrazelluliren Raum hinein. Wihrend EL1 und
EL3 mit jeweils acht AS recht kurz sind, faltet sich ein Teil des lingeren EL2 mitten
zwischen die Helices. EL2 besitzt ebenfalls zwei antiparallele Stringe, 83 und (4, die zu-
sammen ein (-Faltblatt formen. Der Strang £4 beriihrt das 11-cis-Retinal, gehort also mit
zur Bindetasche des 11-cis-Retinals. Cys187(EL2) und Cys110(3.25) bilden eine Disulfid-
Briicke, die auch bei den meisten anderen GPCRs vorhanden ist. Das an Lys296(7.43)
gebundene 11-cis-Retinal liegt im extrazelluldren Drittel der Transmembran-Region und
ist unmittelbar von AS der Helices TM3, TM5, TM6 und TM7 umgeben.

Intrazelluldre Domdne: Die Verbindungssequenz zwischen den Helices TM1 und TM2
(IL1) ist mit sechs AS gerade so lang, dass sie eine Helix-Unterbrechung mit einer Biegung
um ca. 180° erlaubt. Der Abschnitt zwischen den Helices TM3 und TM4 (IL2, 10 AS)
ist auch relativ kurz. Deutlich linger sind IL3 (20 AS) und der intrazelluldre C-Terminus
mit 37 AS. Ein kurzer, helikaler Abschnitt des I'T liegt etwa parallel zur anzunehmenden
Membran-Ebene. Obwohl keine Fettsduren im derzeitigen Modell enthalten sind, kann man
davon ausgehen, dass die Seitenketten von Cys322 und/oder Cys323 palmitoyliert sind, da
sie zur Membran-Ebene hin orientiert sind.

Bindetasche: Rhodopsin hat seinen Liganden 11-cis-Retinal (im Gegensatz zu ande-
ren GPCRs) kovalent iiber eine Schiffsche Base an Lys296(7.43) gebunden. Die folgen-
den AS befinden sich im Abstand von bis zu 4.0 A zum 11-cis-Retinal: Glul13(3.28),
Alall7(3.32), Thr118(3.33), Gly121(3.36), Glul22(3.37), Ser186(EL2), Cysl187(EL2),

lappender Protein-Fragmente, und zeigt eine vollstindige intrazellulire Doméne (bei allerdings unvoll-
stindiger extrazellulirer Domiine). Die Sekundir-Struktur-Elemente sind hier undeutlicher erkennbar
als bei den beiden KS; Diese 3D-Struktur erscheint als ,,Mosaik“ zur Représentation der allgemeinen
GPCR-Architektur weniger geeignet zu sein als die KS.
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N-Terminus

Retinal

Abbildung 5.3.: KS des Rinder-Rhodopsins (188 [107]). Nur der Verlauf der Hauptkette ist ge-
zeigt. Die Helices und S-Stringe sind bandférmig dargestellt, das in der zentralen Bindetasche
gebundene 11-cis-Retinal als Raum-fiillendes Modell. Die fehlenden Abschnitte sind als gestrichel-
te Linien ergénzt.
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[1e189(EL2), Met207(5.42), Phe212(5.47), Phe261 (6.44), Trp265(6.48) und Ala269(6.52),
Ala292(7.39). Das unpolare 11-cis-Retinal ist also iiberwiegend von ebenfalls unpolaren
Seitenketten umgeben.

Funktion: Rhodopsin ist beteiligt an der Umwandlung von Licht-Reizen in neuronale
Signale, die letztlich bis ins Sehzentrum des Gehirns weitergeleitet werden [128]. Die
Stdbchen- und Zapfenzellen der Netzhaut des Auges besitzen viele Membranscheiben bzw.
-einfaltungen. Die Rhodopsin-Molekiile sind regelméflig in die Lipid-Doppelschicht dieser
Membran-Stapel eingelagert [121]. Der Rezeptor ist aus dem GPCR Opsin und dem ko-
valent daran gebundenen 11-cis-Retinal zusammengesetzt. Bei Absorption eines Photons
isomerisiert das 11-cis-Retinal zur all-trans-Form, woraufhin sich auch die Konformation
des Opsins dndert.

In dieser Form stimuliert es das gekoppelte G-Protein Transducin, welches die cGMP-
Phosphodiesterase anschaltet [105]. Das Rhodopsin bleibt nur kurz aktiviert, denn die
Schiffsche Base mit dem all-trans-Retinal wird hydrolysiert. Das all-trans-Retinal wird frei-
gesetzt und der isolierte Protein-Anteil Opsin bleibt zuriick. Es wird durch Verkniipfung
mit frisch synthetisiertem 11-cis-Retinal aus epithelialen Nachbarzellen wieder zu aktivier-
barem Rhodopsin regeneriert [107].

5.2. Adenosin-Rezeptoren

5.2.1. Extrazelluldres Adenosin

Adenosin ist das einzige Nucleosid, fiir das Membran-Rezeptoren bekannt sind [100, 110].
Viele Zellen produzieren im Cytosol Adenosin, meistens als Reaktion auf physiologischen
Stress [76]. Es wird durch erleichterte Diffusion iiber ein spezifisches Nucleosid-Transporter-
Protein der Membran aus der Zelle hinaus bzw. auch wieder in die Zelle hinein geschleust.
Die Halbwertszeit von im Blut zirkulierendem Adenosin betrigt einige Sekunden, d.h. es
wirkt vorwiegend lokal. Aus dem extrazelluliren Raum wird es durch Transport in die
Zellen (passiv oder aktiv) oder durch Abbau zu Inosin durch die Adenosin-desaminase
bzw. durch Phosphorylierung zu AMP durch die Adenosin-Kinase wieder entfernt [110].
Adenosin kann auch durch extrazelluliren Abbau von Adenin-Nucleotiden (z. B. ATP, ADP
oder AMP) gebildet werden.

5.2.2. Eigenschaften der Rezeptoren

Bei Sdugern lassen sich vier Subtypen von Adenosin-Rezeptoren (AR) differenzieren (A,
Ayn, Agp, Ag). Sie sind organ- bzw. gewebespezifisch verteilt (s. Tab. 5.1). Die Rezeptor-
Subtypen A; und A,, schiitzen Zellen vor Schiden bei kurzfristigem Sauerstoff-Mangel:
Uber den A,-Rezeptor wird der Sauerstoff-Bedarf des Arbeitsgewebes gedrosselt. Bei Sti-
mulation des A,,-AR von Gefidfi-Zellen wird das Sauerstoff-Angebot fiir das umgebende
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Arbeitsgewebe erhcht. Diese beiden Subtypen, A; und A,, reagieren schon auf sehr gerin-
ge extrazelluldre Adenosin-Mengen. Der A;-AR wird meist erst durch héhere Adenosin-
Konzentrationen aktiviert aufgrund der geringen Rezeptor-Dichte in der Zellmembran. Der
Subtyp A,z dagegen spricht in der Regel erst bei sehr hohen extrazellul&ren Adenosin-Kon-
zentrationen an [58]. Von dem A, z-AR vermutet man daher, dass er bei akuter Bedrohung
der Zellen die iiblichen Schutzmechanismen zugunsten eines ,Notprogramms® aufler Kraft
setzt [110]. Auch die Rolle des zuletzt entdeckten Aj-Rezeptors ist nicht vollstindig ge-
klart. Es wird eine Beteiligung an entziindlichen bzw. allergischen Reaktionen und eine
cardioprotektive Wirkung diskutiert [110].

Bedingt durch die breite, aber Zell-spezifische Verteilung der AR im Korper und die
prinzipielle Moglichkeit, sie durch Agonisten zu stimulieren oder durch Antagonisten zu
blockieren, ist das therapeutische Potenzial der AR-Liganden grof}: Es umfasst die Behand-
lung von neurodegenerativen Erkrankungen, von Epilepsie, Morbus Alzheimer, Morbus
Parkinson (Adenosin ist der Gegenspieler von Dopamin [49]), den Einsatz als Beruhigungs-
mittel, als Muskel-Relaxantien und Schmerzmittel, ebenso die Anwendung bei Herzrhyth-
musstorungen und anderen Herzbeschwerden, zur Unterstiitzung der Nierenfunktion und
zur Beeinflussung von entziindlichen Reaktionen, von Asthma bronchiale und anderen all-
ergischen Reaktionen [110].

Um die therapeutischen Moglichkeiten der AR erschliefen und nutzen zu kénnen, sind
hochaffine und Subtypen-selektive Agonisten und Antagonisten erforderlich. Die enge Ver-
wandtschaft zwischen den verschiedenen Subtypen jedoch erschwert die Entwicklung selek-
tiver Liganden [110]. Dennoch sind Abweichungen vorhanden, die die AR-Subtypen auf
eine Reihe von Wirkstoffen unterschiedlich reagieren lassen. Jeder Subtyp ist daher charak-
terisierbar iiber sein Agonisten- bzw. sein Antagonisten-Profil (s. Tab. 5.1 [100, 110, 48]).

Agonisten

Agonisten der ARs sind immer Derivate des Adenosins. Fiir die agonistische Wirkung eines
Liganden ist die an die Adenin-Base angekniipfte, intakte Ribose-Einheit entscheidend
[110]. Die Ribose-Einheit ist vermutlich iiber His(7.43) und Glu(1.39) (in Analogie zur
Triade der Serin-Proteasen [69]) verankert (s. Abb. 5.4).

Abbildung 5.4: Mutagenese-Experimenten OH
zufolge ist die Ribose-Einheit der Agonisten ... — ___’H/O
iiber H-Briicken an dem Histidin-Ring von \_<’_ t::::H/N\//N::I ______ H 0
His(7.43) in der zentralen Bindestelle veran- logll ~o
l(;ert.'Die CO?*—(-}r.uppf) von Glu(1.39). fixiert Glul3 Hi<78 Ri bOSg

abei den Histidin-Ring in der geeigneten ) )
tautomeren Form und Ausrichtung [49, 69]. eines Agonisten

N6-H und N7 sind bei Adenosin vermutlich das fiir die Bindung an den Rezeptor essen-
tielle Paar aus einem H-Briicken-Donor vicinal zu einem H-Briicken-Akzeptor im Abstand
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Tabelle 5.2.: Systematische Bezeichnungen der Agonisten und Antagonisten aus Tabelle 5.1.

Agonisten
CPA:
CCPA:
CHA:
CGS-21680:

HENECA:
CV-1808:
CV-1674:
ATL146e:

CI-IB-MECA:
Antagonisten
DPCPX:
WRC0571:

ADPEP:
DPEAP:

SCH58261:

MSX-2:
7ZM-241385:

KF17387:
CSC:
MRS1754:
Enprofyllin:
Alloxazin:
PSB-1115:
MRS1220:
MRE3008-F20:
MRS1191:

MRS1523:

Kapitel 5 GPCRs: Adenosin-Rezeptoren

N6-(Cyclopentyl)adenosin

2-Chlor-N°-(Cyclopentyl)adenosin

N6-(Cyclohexyl)adenosin
2-[4-[(2-Carboxyethyl)phenylethylaminol-5’-ethylcarboxamidoadeno-
sin

2-Hex-1-ynyl-5’-N-ethylcarboxamidoadenosin
2-Phenylaminoadenosin

2-Phenyl-4-methoxy-adenosin

4-3-[6- Amino-9-(5-ethylcarbamoyl-3,4-dihydroxy-tetrahydro-furan-2-
y1)-9 H-purin-2-yl]-prop-2-ynyl-cyclohexan-carboxylmethylester
2-Chlor-Nb-(3-iodobenzyl)adenosin

1,3-Dipropyl-8-cyclopentylxanthin
C8-(N-Methylisopropyl)-amino- N%-(5’-endohydroxy)endonorbornan-
2-yl-9-methyladenin
(R)-7-1-(Methylbenzyl)-2-phenylpyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amin
(R)-N-(1-Phenylethyl)-4-amino-5,6-dimethyl-2-phenyl-7 H-pyrro-
l0[2,3-d|pyrimidin
5-Amino-7-(2-phenylethyl)-2-(d-furyl)-pyrazolo[4,3-¢]-1,2,4-triazolo-
[1,5-c]pyrimidin
3-(3-Hydroxypropyl)-8-(m-methoxystyryl)-1-propargylxanthin
4-(2-[7-Amino-2-(2-furyl)-[1,2,4]-triazol[1,5-a][1,3,5]triazin-5-yl-
amino]ethyl)phenol
1,3-Dipropyl-8-(3,4-dimethoxystyryl)-7-methylxanthin
8-(3-Chlorstyryl)coffein
N-(4-Cyano-phenyl)-2-[4-(2,6-dioxo-1,3-dipropyl-2,3,4,5,6,7-hexa-
hydro-1H-purin-8-yl)-phenoxy]acetamid

3,7-Dihydro-3-propyl-1 H-purin-2,6-dion

1,3 H-Benzopteridin-2,4-dion

1-Propyl-8-p-sulfophenylxanthin
9-Chloro-2-(2-furanyl)-5-[(phenylacetyl)amino][1,2,4]-trialzolo[1,5-
c|chinazolin
5-[[(4-Methoxyphenyl)amino]carbonyl]amino-8-ethyl-2-(2-furyl)-
pyrazolo[4,3-€]1,2,4-triazolo[1,5-c]pyrimidin
3-Ethyl-5-benzyl-2-methyl-4-phenylethynyl-6-phenyl-1,4-(+)-di-
hydropyridin-3,5-dicarboxylat
2,3-Diethyl-4,5-propyl-6-phenylpyridin-3-thiocarboxylat-5-car-
boxylat
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von ca. 3.0 A [100]. Ringschluss-Experimente zwischen Base und Ribose haben gezeigt, dass
das Adenosin im Komplex mit dem A,z-Rezeptor in anti-Konformation, d.h. mit einem
Torsionswinkel von 15 — 60° zwischen den Atomen C8, N9, C1’ und O, gebunden ist [19].

Fiir die AR-Subtypen A,, Ay, und A; existieren potente und selektive Agonisten, die
sich Rezeptor-abhéingig im bevorzugten Substitutionsmuster des Adenosin-Grundgeriists
unterscheiden (s. Tab. 5.1).

e Die A;- und A;-AR haben eine hohe Affinitiit zu N®-substituierten Adenosin-Analoga
[117, 41];

e Der A,,-AR hingegen hat eine niedrige Affinitéit zu den N°®-substituierten Derivaten
und bevorzugt stattdessen Substituenten am C2- und 5-Atom [117, 41].

e Fiir den A,5-AR ist kein selektiver Agonist bekannt; am wirksamsten ist das bei allen
Subtypen aktive NECA? [25]. Mono-Substitution am N°-Atom von NECA verringert
die Affinitét, disubstituierte Verbindungen sind vollstdndig inaktiv, ebenso C8- und
C2-substituierte NECA-Derivate [25].

NHR
O
N H\
/ 7 | 5 6\1N N 6 N/R
8 0 a . Q\ N :8 7 | 5 1
How N N0
2 O R
3 "._4‘
HO ‘R
Adenosin: R=R'=H Xanthin: R=R’=R”’=H
R”=CH,OH

Abbildung 5.5.: Grundstrukturen von Agonisten und Antagonisten an Adenosin-Rezeptoren

25°-N-Ethylcarboxamidoadenosin
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Antagonisten

Antagonisten sind meist planare, aromatische oder zumindest m-elektronenreiche Hetero-
zyklen wie Xanthin-Derivate mit einem dhnlichen H-Briicken-Donor- und -Akzeptor-Paar
wie Adenosin, allerdings ohne Ribose-Einheit [100, 110]. Einfache Xanthine wirken nicht
selektiv auf die verschiedenen AR-Subtypen und zeigen neben dem kompetitiven Antagonis-
mus zu Adenosin auch Interaktionen mit anderen Rezeptoren und verschiedenen Enzymen
[100]. Wie bei den Agonisten lassen sich Affinitét und Selektivitét aber durch Variation
der Substituenten optimieren.

e 8-Cycloalkyl-substituierte 1,3-Dipropylxanthine sind starke und selektive Antagonis-
ten fiir den A;-AR [100, 27].

e Xanthin-Derivate mit hoher Affinitdt und Selektivitit zum A,,-Rezeptor besitzen
einen volumindsen oder aromatischen Substituenten in 8-Position, einen essentiellen

H-Briicken Akzeptor (O%-Atom) und einen H-Briicken-Donor (N7-H-Atom).?

e Anders als bei den Agonisten existieren auch fiir den A,z-Rezeptor potente Ant-
agonisten. Der A,z-Rezeptor bevorzugt Xanthin-Derivate mit Substituenten, die an
Position 1 grofler sind als an Position 3 [78]. Generell sind Alkyl-Substituenten an
Position 1 und ein H-Atom oder eine Methyl-Gruppe an Position 3 giinstig; 1,3-Di-
propylxanthine sind jedoch wie schon beim A,-Rezeptor ebenfalls wirksam [78]. Ein
Phenyl-Ring am C8-Atom verstirkt die Affinitéit; der dort gebundene Ring sollte
moglichst elektronenreich sein [78]. Kiirzlich ist mit 1-Propyl-8-p-sulfophenylxanthin
(PSB-1115) die Entwicklung eines sehr potenten und selektiven A,z-Antagonisten ge-
lungen [58]. Es sind auch Non-Xanthin-Antagonisten wirksam, z.B. das Triazolotria-
zin-Derivat ZM241385, welches an beiden A,-Rezeptoren eine hohe Affinitit aufweist
[26].

Bindetasche

Es gilt als gesichert, dass Agonisten und Antagonisten die gleiche Kontakt-Region des Re-
zeptors besetzen [110, 29]. Aus den Affinitéts-Profilen fiir die Agonisten und Antagonisten
des jeweiligen Rezeptor-Subtyps (s. Tab. 5.1) kann man auf den Aufbau der Bindetaschen
riickschlieen, denn hochaffine Liganden miissen der jeweiligen Bindetasche sterisch und
elektrostatisch weitgehend komplementir sein. Eine Uberlagerung der Ligand-Strukturen
ldsst ihre entscheidenden Gemeinsamkeiten deutlicher hervortreten, quasi als , Negativ-
Abdruck® der Bindetasche.

3Dieser darf bei 8-Styrylxanthinen fehlen [101].
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Demnach besitzen die Bindetaschen aller Subtypen drei verschiedene Regionen:
e Eine Kontakt-Region fiir die Ribose-Einheit der Agonisten,

e Eine zentrale Kontakt-Region, die das planare, m-Elektronen-reiche Purin- bzw. Xan-
thin-Ringsystem aufnimmt. Hier muss sich auflerdem ein H-Briicken-Donor-/Akzep-
tor-Paar in passendem Abstand zu den Donor- und Akzeptor-Atomen der Liganden
in der zentralen Kontakt-Region befinden.

e Eine Region, die Kontakt zu einem voluminésen, unpolaren Substituenten aufnimmt.

Aus der typischen Anordnung des H-Bricken-Donor- und -Akzeptor-Paares der Li-
ganden kann man ableiten, dass sich die Positionen der Doppelringe von Adenosin und
Xanthin-Derviaten trotz der passenden Fiinf- und Sechsring-Struktur in der Bindetasche
gerade nicht decken [100, 110]: Beim A;-AR sind die Liganden in etwa so zu iiberlagern,
dass die N®- bzw. N7-Atome der Agonisten mit den N7- bzw. O%-Atomen der Antagonisten
iibereinstimmen (N®-N7-Modell, s. Abb. 5.6). Dann liegen auch die Substituenten am N°-
Atom der Agonisten bzw. die Substituenten am C8-Atom der Antagonisten an dhnlichen
Positionen [29].

Abbildung 5.6: Uberlagerung der
Agonist- bzw. Antagonist-Grund-
strukturen nach dem N6-N7-Modell
[29]. Wichtig ist, dass die H-
Briicken-Donor- und  Akzeptor-
Gruppen iibereinstimmen (Pfeile).

5.2.3. Motivation

Mit Kenntnissen iiber die Sequenzen, die allgemeine Architektur, das jeweilige Verhalten
gegeniiber Agonisten und Antagonisten, sowie Mutagenese-Daten sind die hochaffinen Sub-
typen der AR, A;, A,, und Aj, bereits gut charakterisiert. Vor allem die potenten und
selektiven Agonisten und Antagonisten ermdoglichen es, die physiologische Funktion des
jeweiligen AR im Tierversuch zu untersuchen [110]. Dies ist die Voraussetzung fiir die Ent-
wicklung von Medikamenten, die spéter auch fiir die Behandlung von Menschen zugelassen
werden sollen.
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Fiir den A,z-Rezeptor hingegen ist kein selektiver Agonist verfiigbar und auch Adenosin
bindet nur mit sehr schwacher Affinitét [11]. Daher ist seine physiologische Charakterisie-
rung schwierig; bislang miissen die empfindlicheren A; und A,,-Rezeptoren erst selektiv
blockiert werden, bevor sich durch NECA am A,3-AR ausgeltste Effekte beobachten las-
sen [41]. Fiir eine mogliche therapeutische Nutzung der A,z-Rezeptoren ist diese Methode
der selektiven Blockade jedoch unbrauchbar; denn das Ziel einer Therapie wére es, den
Ayp-AR unter Erhalt der dibrigen Korperfunktionen zu stimulieren. Der A,gz-Rezeptor ist
also trotz seiner engen Verwandtschaft zu den anderen AR physiologisch und strukturell
schlecht charakterisiert.

Konzept

Die Suche nach potenten Liganden wird allgemein erleichtert, wenn ein 3D-Modell des Re-
zeptors vorhanden ist, welches die Beziehungen zwischen Struktur und Funktion erklért,
sodass Vorhersagen iiber die Wechselwirkungen zwischen Ligand und Protein méglich wer-
den [16]. Daher soll nun die 3D-Struktur des A,z-AR auf Grundlage der KS des Rhodopsins
modelliert werden. Besonders interessant — im Hinblick auf die Entwicklung von Medika-
menten — sind vor allem die Regionen, die fiir die Bindung von Liganden entscheidend sind,
also die extrazelluldre und die Transmembran-Region. Parallel dazu soll die Zuverléssigkeit
der Methode bzw. der resultierenden 3D-Struktur validiert werden durch die gleichzeitige
Modellierung des A,,-Rezeptors, der unter den anderen Subtypen mit dem A,p-Rezep-
tor und dem Rinder-Rhodopsin am engsten verwandt ist (s. Tabelle 5.1). Fiir den A,,-
Rezeptor sind Mutagenese-Daten vorhanden, die die Validierung des erstellten 3D-Modell
erlauben.

Die Bedeutung einzelner Mutationen fiir die Ligand-Affinitdt wird hdufig erst dann
klar, wenn direkte Wechselwirkungen des Rezeptors mit dem Liganden erkennbar sind.
Um die Modelle anhand der Mutagenese-relevanten AS zu validieren, miissten also auch
Liganden im Rezeptor platziert, d. h. Komplexe erzeugt werden. Aufgrund der (methodisch
bedingten) Unzuverlissigkeit* der erzeugten Atom-Positionen des Proteins scheidet das
flexible Docking der Liganden zur Konstruktion der Komplexe von vornherein aus. Man
kennt allerdings die Rotamer-Form des Adenosins und seine Verankerung iiber die Ribose
an His(7.43), sodass in diesem Fall die gezielte Platzierung des starren Adenosin-Molekiils
an dem genannten Ankerpunkt manuell moglich scheint. Aus einem solchermafien erzeugten
Komplex wéren im Erfolgsfall die Gegengruppen des H-Donor-/H-Akzeptor-Paares des
Agonisten abzulesen, sodass wiederum Antagonisten an diesen Gegengruppen platziert
werden konnten.

Gelingt auf diese Weise eine passable Platzierung von Liganden, erhalten die Mutagene-
se-Daten durch die dann nachvollziehbaren Nachbarschaftsbeziehungen stérkeres Gewicht
bei der Beurteilung, wie realistisch die generierten Modell-Strukturen sind. Jeder Schritt

“Das Homologie-basierte 3D-Modell eines Proteins entspricht zun#chst nicht seiner eigenen nativen Form,
sondern derjenigen der Struktur-Vorlage. Die Atom-Koordinaten der hier verwendeten Vorlage sind
zudem mit einer Auflssung der KS von 2.8 A relativ unsicher. Aus beiden Griinden ist eine Verfeinerung
der Modell-Struktur sinnvoll.
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des skizzierten Weges birgt allerdings viele Unsicherheiten, sodass die Zuverléssigkeit der
erzeugten Komplexe sehr kritisch zu beurteilen ist. Da Rontgen-kristallographische Metho-
den bei GPCRs so schlecht anwendbar sind, bieten sich zur Bestitigung der 3D-Modelle
Crosslinking-Experimente zur Uberpriifung der Modelle an. Diese Untersuchungen setzen
wiederum geeignete Crosslinker voraus, die aber nach dem 3D-Modell entworfen werden
kénnten.

5.3. Homologie-basierte Modellierung von
AR-Komplexen

Auf der Grundlage der KS des Rinder-Rhodopsins und der Sequenzen der A,,- und Agp-
Rezeptoren sollen fiir beide dreidimensionale Modelle konstruiert werden. Dadurch sollen
folgende Fragen geklért werden:

e Konnen plausible 3D-Modelle fiir den A,,-und A,gz-Rezeptor erzeugt werden?
e Welche AS kleiden jeweils die Bindetasche aus?

e Worauf kénnten die unterschiedlichen Affinitdten von A,,- und Ayz-Rezeptor
beruhen?

5.3.1. Multiples Sequenz-Alignment
Durchfiihrung

Um sicher die wesentlichen Ubereinstimmungen zwischen der Rhodopsin-Vorlage und den
AR-Sequenzen zu erfassen, wird ein multiples Sequenz-Alignment durchgefiihrt, statt die
Sequenzen nur paarweise miteinander zu vergleichen. Uber die GPCR-Datenbank (http:
//www.gpcr.org/7tm/ [67, 66]) werden mehrere Rezeptoren aus der Gruppe der Rhodop-
sine und der Gruppe der AR ausgewéhlt (s. Tab.5.3). Die Sequenzen werden aus der Swiss-
Prot-Datenbank (http://www.expasy.ch/sprot/sprot-top.html [7, 30]) entnommen.
Mit dem Programm ClustalW [62, 112] wird ein vorldufiges Alignment erstellt, welches mit
dem Programm Jalview (http://www2.ebi.ac.uk/ michele/jalview/contents.html)
im Hinblick auf das spétere Threading und experimentelle Hinweise manuell nachbearbei-
tet wird.

Ergebnis

Alignment 1 (s. Anhang A.2.1) zeigt das vollsténdige multiple Sequenz-Alignment, das
mit ClustalW erzeugt wurde. Die Sequenz-Abschnitte sind geméfl der Sekundér-Struktur
der KS des Rhodopsins als Helix- und Loop-Bereiche gekennzeichnet. Die Helices sind
meist durchgiingig und mit exakter Ubereinstimmung der Referenz-AS (s. Abschnitt 5.1.1)
aliniert. Generell sind die intra- und extrazelluliren Loops der Rhodopsine und ARs von
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Tabelle 5.3.: Uber die GPCR-Datenbank und die SwissProt-Datenbank erhiiltliche Adenosin-
Rezeptor-Sequenzen mit den Positionen, die eventuell modifiziert sind.

SwissProt- Disulfid-  Lipid
Rezeptor Eintrag Briicke  an Cys Zucker  Lénge

Rhodopsin-Rezeptoren

OPSD_PIG 018766 110:187 322, 323 2,15 348
OPSD_TURTR 062798 110:187 322, 323 2,15 348
OPSD_BOVIN P02699 110:187 322, 323 2,15 348

OPSD_SHEEP P02700 110:187 322, 323 2,15 348
OPSD_HUMAN P08100 110:187 322, 323 2,15 348
OPSD_RABIT P49912 110:187 322, 323 2,15 348
OPSD_MOUSE P15409 110:187 322, 323 2,15 348
OPSD_RAT P51489 110:187 322, 323 2,15 348

OPSD_ALLMI P52202 110:187 322, 323 2,15 352
OPSD_CHICK P22328 110:187 322, 323 2,15 351
OPSD_AMBTI Q90245 110:187 322, 323 2,15 354
OPSD_ANGAN Q90214 110:187 323 2, 15,300 352

A, Adenosin-Rezeptoren

AA1IR_CAVPO P47745 80:169 309 159 326
AAIR . HUMAN  P30542 80:169 309 159 326
AAIR_RAT P25099 80:169 309 148, 159 326
AAIR BOVIN P28190 80:169 309 159 326
AAIR_CANFA P11616 80:169 309 159 326
AAIR RABIT P34970 80:169 309 159 328
AA1IR_CHICK P49892 80:169 309 159 324
A, Adenosin-Rezeptoren

AA2A_CANFA P11617 77:166 - 145, 154 412
AA2A HUMAN  P29274 77:166 - 154 412
AA2A_CAVPO P46616 74:163 - 142, 151 409
AA2A_MOUSE Q60613 74:161 - 142, 149 410
AA2A RAT P30543 74:161 - 142, 149 410

AA2B_MOUSE Q60614 78:171 311 153, 163 332
AA2B_RAT P29276 78:171 311 153, 163 332
AA2B_HUMAN P29275 78:171 311 153, 163 332
AA2B_CHICK 013076 76:171 310 151, 154 340

A; Adenosin-Rezeptoren

AA3R_CANFA Q28309 83:166 303 4,12,160 314
AA3RHUMAN  P33765 83:166 303 3, 4,12 318
AA3R RABIT 002667 84:167 304 4 319
AA3R RAT P28647 85:168 305 4,5 320
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vergleichbarer Linge. Lediglich die folgenden Unstimmigkeiten miissen vor dem anschlie-
Benden Threading durch Editieren des Alignments beseitigt werden:

1. Die N-Termini der Rhodopsine sind ca. 20 AS linger als die der Adenosin-Rezeptoren.
Dementsprechend tauchen in diesem Bereich Liicken im Alignment der ARs auf.

2. Die Helix TM1 ist bei den ARs unterbrochen; mit 3 AS fehlt etwa eine Helix-Win-
dung.

3. Zu Beginn der Helix TM4 taucht in der Gruppe der Rhodopsine eine Liicke von einer
AS auf.

4. Vor allem im Bereich des EL2 unterscheidet sich die Linge der miteinander vergli-
chenen Sequenzen stark. EL2 ist bei den Rhodopsinen generell kiirzer als bei den
AR. Die an der konservierten Disulfid-Briicke beteiligten Cystein-Reste des EL2 sind
einander zwar innerhalb der Rhodopsin- bzw. AR-Gruppen jeweils iibereinstimmend
zugeordnet, jedoch zwischen den Gruppen versetzt.

Alignment 2 (s. Anhang A.2.2) zeigt nur die Sequenzen der humanen AR und der Struk-
tur-Vorlage Rinder-Rhodopsin nach dem Editieren. Die Zuordnung der AS ist so geéndert,
dass Helix-Abschnitte durchgéingig sind und Langen-Differenzen eher in die ohnehin varia-
blen Loop-Regionen verlegt werden.

zu 1 4 2: Die Liicken bei den AR in den Bereichen des N-Terminus und der ersten Helix
werden geschlossen, sodass ihre N-Termini nur noch 2-8 AS kurz sind (vgl. Rinder-
Rhodopsin: 33 AS).

zu 3: Die bei den AR in Helix TM4 iiberzéhlige AS wird in den Loop-Bereich vorverlegt,
sodass bei gleicher Helix-Linge IL2 bei den AR nun 11 statt 10 AS lang ist.

zu 4: Um die an der Disulfid-Briicke zu TM3 beteiligten Cysteine des EL2 mit dem ent-
sprechenden Cystein-Rest des Rinder-Rhodopsins zur Deckung zu bringen, muss un-
mittelbar vor dem Beginn von TM5) eine Liicke in die Sequenz der ARs eingefiigt
werden. Dadurch bleibt im Fall des A,,- bzw. A,z-Rezeptors ein Abschnitt von 11
bzw. 15 AS ohne Entsprechung in der Struktur-Vorlage.

5.3.2. Threading
Durchfiihrung

Die Sequenzen des A,,- und des A,z-Rezeptors werden mit Ali2pdb aus dem Toplign-
Paket (http://cartan.gmd.de/ [94]) gemifl dem editierten Alignment 2 (Fasta-Format)
auf den PDB-Eintrag 1f88A5 iibertragen. Soweit eine Entsprechung vorhanden ist, werden
die Koordinaten der Haupt- und Seitenketten-Atome aus der Vorlage in die neuen 3D-
Modelle iibernommen.

5Die kristallographisch asymmetrische Einheitszelle enthilt zwei Rhodopsin-Molekiile, A und B.
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Ergebnis

Es resultieren 3D-Strukturen der A,,- und A,p-Rezeptoren mit Liicken im Hauptketten-
Verlauf (wegen Léngen-Differenzen zwischen Modell- und Vorlage-Sequenz). Auch Seiten-
ketten sind teilweise unvollstindig. Die Hauptkette muss an den folgenden Stellen iiberar-
beitet werden:

1. EL1 ist bei der Vorlage des Rinder-Rhodopsins zwei AS lénger als bei den A,, und
A,p-Rezeptoren. Diese Liicken in den Modellen sind zu schliefen.

2. EL2: Sequenz-aufwiirts von dem an der Disulfid-Briicke beteiligten Cys(5.27) sind
beim A,,-Rezeptor 11, beim A,z-Rezeptor 15 AS zu ergénzen. Sequenz-abwérts von
dem konservierten Cystein ist die Vorlage um 5 AS ldnger; dieser Abschnitt muss
also verkiirzt werden.

3. IL1 ist bei den AR um eine AS ldnger als bei der Rhodopsin, muss also geringfiigig
erweitert werden.

4. IL3 ist beim Ay,-AR 7 AS, beim A,z 3 AS lédnger als bei der Rhodopsin-Vorlage;
dort ist er allerdings unvollstéindig, sodass in den Modellen fiir diesen Loop 11 bzw.
7 AS eingefiigt werden miissen.

5. EL3 ist beim A,, um eine, beim Ay,z-AR um zwei AS ldnger als bei der Rhodopsin-
Vorlage, muss also auch verldngert werden.

6. IT: Die C-Termini von Rhodopsin und A,z-Rezeptor sind gleich lang, die (unvoll-
standige) Vorlage kann insofern leicht iibernommen werden. Der C-Terminus des
A, s-Rezeptors ist jedoch um 82 AS lidnger. Auf die Modellierung des I'T von Ag,-
und A,5-AR wird verzichtet, da der Aufwand gegeniiber dem zu erwartenden Er-
kenntnis-Gewinn nicht gerechtfertigt zu sein scheint (Das Hauptaugenmerk liegt auf
extrazelluldrer und Transmembran-Doméne).

5.3.3. Vervollstandigung der 3D-Modelle
Durchfiihrung

Die rohen Modelle werden um die fehlenden Atome ergéinzt und gleichzeitig strukturell op-
timiert. Einzelne AS werden in die Hauptkette eingefiigt, indem die Koordinaten-Dateien
zuerst editiert werden und dann (ggf. mehrmals) einer Energie-Minimierung unterzogen
werden (jeweils 200 Schritte conjugated gradient mit € = 2r). Wéhrend der Energie-Mini-
mierung wird entweder der gesamte Loop oder ein Abschnitt von mindestens 5 AS Sequenz-
aufwirts und -abwérts von der kritischen Stelle beweglich gelassen. Der Rest des Proteins
bleibt fixiert.
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Loop-Modellierung Falls im Modell eine in der Vorlage vorhandene AS fehlt, sind die
beiden Enden der dann unterbrochenen Hauptkette nun in der Sequenz unmittelbar be-
nachbart. Ihre Peptid-Bindung ist folglich stark gedehnt und wird automatisch wéhrend
der Struktur-Optimierung eines grofleren Abschnitts verkiirzt.

Im Fall einer Verldngerung werden die zusétzlichen AS nacheinander hinzugefiigt, in-
dem zunichst jeweils ein Glycin eingeschoben wird.® Dazu werden die drei Hauptketten-
Atome N, C, und Carbonyl-C des Glycins zwischen zwei miteinander verbundenen AS
platziert, die restlichen Glycin-Atome werden von CHARMm automatisch ergénzt (s. un-
ten). Wihrend der anschlieBenden Energie-Minimierung des Loops dehnen sich die Atom-
Absténde auf ihr natiirliches Mafl aus und der Loop erweitert sich insgesamt. Anschlieflend
wird die entsprechende Seitenkette gemifl der eigentlichen AS-Bezeichnung eingefiigt und
strukturell optimiert. Diese Prozedur wird fiir jede weitere einzufiigende AS durchgefiihrt.

Geringfiigige Verkiirzungen oder Verldngerungen von relativ kurzen Loops dndern nur
wenig am Verlauf ihrer Hauptkette und die resultierende Struktur gibt die tatsédchlichen
Verhéltnisse sicherlich verniinftig wieder. Dies trifft zu fiir EL1 (8 — 6 AS), EL3 (8 —
9/10 AS), IL2 (10 — 11 AS) und IL3 (20 — 27/23 AS). Von den zu modellierenden
Loop-Abschnitten ist aufgrund der groflen Lingendifferenz zwischen der Vorlage und den
fraglichen Sequenzen nur EL2 kritisch.

Die Konformation von EL2 ist génzlich unbekannt, lediglich die konservierte Disulfid-
Briicke zu TM3 ist ein Anhaltspunkt fiir den Verlauf der Hauptkette. Als Arbeitshypothe-
se zur Modellierung dieses Loops wird angenommen, dass neben dem Helix-Biindel nicht
nur die Disulfid-Briicke, sondern auch die vierstringige S-Faltblatt-Formation der extra-
zelluldren Region fiir die allgemeine GPCR-Architektur charakteristisch ist (s. Abb. 5.3).
Von der Vorlage werden also die S-Stringe 83 (Tyr178 — Glul81) und (4 (Ser186 — I1e189)
als definierte Struktur-Elemente einschliellich des konservierten Briicken-Cysteins, dem
editierten Alignment entsprechend, iibernommen. Zwischen dem C-terminalen Ende von
TM4 und B3 ist dann eine Sequenz von 11 bzw. 15 AS beim A,,- bzw. A,z-Rezeptor ein-
zufiigen, wihrend das Verbindungsstiick von 54 nach TM5 um fiinf AS zu verkiirzen ist.
Der Hauptketten-Verlauf der verbleibenden 11 bzw. 15 AS wird ausgehend von TM4 und
einmiindend vor 33 entlang der -Strédnge 1 und 2 des N-Terminus der Vorlage gefiihrt.
Es soll also das Struktur-Motiv der vier S-Stringe unabhiingig von der Sequenz-Abfolge
nachgebildet werden (s. Abb. 5.7).

Seitenketten-Modellierung: Die Seitenketten der aus dem Threading iibernommenen
AS-Riimpfe bzw. die Seitenketten der hinzugefiigten Glycin-Stellvertreter werden geméfl
ihrer eigentlichen Bezeichnung automatisch von CHARMm ergénzt, allerdings mit fixen
Torsionswinkeln,” die keine Riicksicht auf bevorzugte Rotamere oder Kollisionen mit be-
nachbarten Atom-Gruppen Riicksicht nehmen. Daher kommt es hiufig zu Kollisionen, die
durch Energie-Minimierung nicht behoben werden kénnen. In dem Fall bricht die Struktur-

6Wegen seiner kleinen Seitenkette kann man die Hauptkette zunichst mit Glycin erweitern, ohne dass
Kollisionen zwischen der neuen Seitenkette und der Umgebung stéren.
"Die Torsionswinkel betragen jeweils 180°, entsprechend der anti-Konformation gestreckter Alkylketten.
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Abbildung 5.7.: Arbeitshypothese zur Modellierung von EL2: Die 3-Stringe aus der Vorlage (hell)
werden in das Modell iibernommen (schwarze Pfeile und Linien). Der vor 3 befindliche Loop-
Abschnitt der Adenosin-Rezeptoren ohne Struktur-Entsprechung wird entlang der [-Stringe 1
und 2 des N-Terminus des Rhodopsins gefiihrt. Das Verbindungsstiick zwischen g4 und TM5
wird gegeniiber der Vorlage gekiirzt. Der Ubersichtlichkeit wegen ist EL1 hier nicht dargestellt.
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Optimierung durch CHARMm automatisch ab. Dann wird die entsprechende AS durch die
néchst kleinere Variante ersetzt, bis die umgebenden Seitenketten sich so aneinander an-
gepasst haben, dass auch fiir die endgiiltige AS genug Platz zur Verfiigung steht. Notfalls
werden Rotamere manuell adjustiert, bis das gesamte Protein kollisionsfrei ist.

Ergebnis

Das resultierende 3D-Modell des A,z-Rezeptors ist vollstédndig; beim A,,-Modell fehlen
lediglich der intrazelluldre C-Terminus und vier AS des IL3 (siehe Abb. 5.8). Obwohl die
Verbindungssequenz zwischen 54 und TM5 in den Modellen gegeniiber der Vorlage verkiirzt
ist, wird der durch die Disulfid-Briicke fixierte 3-Strang nicht verzerrt. In dem frei model-
lierten Abschnitt von EL2 unterscheiden sie sich in Linge und Sequenz.

5.3.4. Diskussion

Mutagenese-Daten

Bevor auf Grundlage der erzeugten 3D-Modelle Komplexe des Rezeptors mit Liganden
aufgebaut werden, miissen die Strukturen auf Ubereinstimmung mit experimentellen Daten
abgeglichen werden. Nach der allgemeinen Architektur der GPCRs sollte die Lage der
Bindetaschen im Rinder-Rhodopsin und den AR ungefihr iibereinstimmen. Also werden
die AS der unmittelbaren Umgebung des 11-cis-Retinals (s. Seite 151) den fiir die Ligand-
Bindung relevanten, aus Mutagenese-Studien fiir die Subtypen A;, A,, und A; bekannten
AS gegeniibergestellt (s. Tab. 5.4). Fiir den A,p-Rezeptor ist bislang erst eine solche Studie
durchgefiihrt worden [11]. In Alignment 2 (Anhang A.2.2) sind diese AS jeweils farbig
hervorgehoben.

Das 11-cis-Retinal hat in der KS des Rhodopsins zu 12 AS der Helices TM3, TM5,
TM6 und TM7 unmittelbaren Kontakt. Passend dazu sind sieben AS mindestens bei ei-
nem der Subtypen A,, A,, bzw. A, fiir die Bindung von Liganden relevant, und zwar
an den Positionen 3.32, 3.33, 3.36, 3.37, 6.52, 7.39 und 7.43. Beriicksichtigt man zusétz-
lich, dass (bedingt durch die Ganghdhe von 3.6 AS pro Windung) bei a-Helices jeweils die
dritt- und viertnichsten Sequenz-Nachbarn auf der gleichen Seite liegen, befinden sich auch
noch fiinf weitere, ebenfalls Mutagenese-relevante AS (5.43, 6.55, 6.59, 7.35 und 7.36) im
Bereich der Bindetasche. Der Boden der Bindetasche befindet sich etwa auf halber Hohe
der Transmembran-Helices und Ser281(7.46) markiert ihren tiefsten Punkt. Dass so viele
Mutagenese-relevante AS bei den 3D-Modellen an der Innenseite der Helix-Biindel liegen,
bestétigt die modellierte Struktur der Transmembran-Region.

Nach Arbeiten von Kim et al. [76] und Gao et al. [139] ist auch der EL2 an Wechselwir-
kungen mit Liganden beteiligt: Innerhalb der AR-Familie sind negative Ladungen im EL2
konserviert. Glul51(EL2) ist beim A,, absolut erforderlich fiir hohe Affinitit zu Liganden;
Glul69(EL2) ist ebenfalls wichtig, an dieser Stelle wird aber auch Glutamin toleriert. Im
A x-Modell liegt dieses Glul69 vor dem Beginn von Helix TM5 am Ende des vierten (-
Strangs, d. h. in einem aus der Vorlage ibernommenen Struktur-Abschnitt. Die Seitenket-
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Abbildung 5.8.: Verlauf der Hauptketten von Ay,- bzw. A,p-Rezeptor im 3D-Modell. EL2 ist ge-
sondert hervorgehoben: Er ist beim A,p-Rezeptor linger als beim A, ,-Rezeptor. Der C-Terminus
des A, 5-Rezeptors fehlt ganz.
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Tabelle 5.4.: Ubersicht iiber die AS, die nach Affinitits- und Mutagenese-Studien fiir die Ligand-
Bindung bei den verschiedenen Subtypen relevant sind. Wenn bekannt, sind auch die mutmafli-
chen Wechselwirkungsgruppen der Agonisten bzw. Xanthin-Antagonisten angegeben.

Ay Aga Aj A Aga Aj
1.37 Gly14 Thrl1 Thrl7 6.55 Asn254 Asn253 Asn250
Agonist [118] N6-H [100] [77] [139]
Antagon. N7-H [100] [77] [139]
1.39 Glul6 Glul3 Glul9 6.59 Leu258 Phe257 Tyr254
Agonist [100] [69, 49] [77]
Antagon. [77]
2.50 Aspbb Asp52 Aspb8 7.35 Thr270 Met270 Leu264
Agonist [100] [139] N°® [130]
Antagon. [100] [139] C8 [130]
3.32 Val87 Valg4 Leu90 7.36 Tyr271 Tyr271 Tyr265
Agonist [72] [100] [77]
Antagon. [72] [100] [77]
3.33 Leu88 Leu85 Leu9l 7.39 Tle274 Tle274 I1e268
Agonist N6[118] [77]
Antagon. [118] [77]
3.36 Thr91 Thr88 Thr94 7.42 Thr277 Ser277 Ser271
Agonist N6[118] Rib. [130] Rib.[77]
Antagon. [118]
3.37 GIn92 GIn89 His95 7.43 His278 His278 His272
Agonist  NO[118] [139] Rib.[130, 100] Rib.[49, 72]
Antagon. [118] [139] [130] [72]
3.39 Ser94 Ser91 Ser97 7.46 Ser281 Ser281 Ser275
Agonist [100] [100] Rib.[77]
Antagon. N1/N3[9] [77]
5.43 Phel85 Phel82 Phel82 7.50 Pro285 Pro285 Pro279
Agonist [100] [77] [100]
Antagon. [100] [77]
6.52 His251 His250 Ser247
Agonist N6[118, 77]

Antagon. [100] [77]
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te weist zur Bindetasche. Glul69 entspricht der Position 190 im Rinder-Rhodopsin und
befindet sich daher direkt neben Ile189, welches in der KS Kontakt zum 11-cis-Retinal hat.
Dies lédsst den von der Vorlage iibernommenen Teil von EL2 plausibel erscheinen.

Glu151 hingegen liegt im 3D-Modell des A,,-Rezeptors im ,,U“ zwischen den frei mo-
dellierten S-Strédngen 1 und 2, ist also dem extrazelluliren Raum zu- und der Bindetasche
abgewandt. Der Verlauf dieses Loop-Abschnitts bleibt also im Fall des A,,-Rezeptors frag-
lich.

Potentielle Glykosylierungsstellen

Tabelle 5.3 zeigt unter anderem, dass die Ay - bzw. A,z-Rezeptoren im EL2 an Asnl154
bzw. Asnl153 und Asnl63 glykosyliert sein kénnen. Mit Hilfe enzymatischer Behandlung ist
zwar nicht nachzuweisen, dass A,z-Rezeptoren in epithelialen Zellen mit Zucker-Resten ver-
kniipft sind; es ist jedoch auch nicht auszuschlieffen, denn im Striatum von Hunden kommt
die Glykosylierung an A,g-Rezeptoren tatséichlich vor [41]. Das als Vorlage dienende Rin-
der-Rhodopsin hingegen ist am N-Terminus {iber Asnl5 mit einem Disaccharid (N-Acetyl-
D-Glucosamin und a-D-Mannose) verbunden [107]. Im 3D-Modell des A,z-Rezeptoren ist
die Amid-Gruppe von Asn153 im frei modellierten Abschnitt von EL2 nur 4.4 A von der
Amid-Gruppe des Asnlb der Vorlage entfernt und weist ebenfalls in den extrazelluldren
Raum, sodass eine Glykosylierung dort gut moglich erscheint, ein Indiz fiir eine passende
Struktur des frei modellierten Abschnitts von EL2.

Zwischenbilanz

Insgesamt stimmen die 3D-Modelle von A,,- und A,z-Rezeptor im Bereich der Transmem-
bran-Helices mit den verfiigbaren, leider nur indirekten Struktur-Informationen (aus dem
Vergleich der KS des Rinder-Rhodopsins mit Mutagenese-Experimenten iiber die ARs)
sehr gut iiberein. Auch die Modellierung des 33//34-Abschnitts von EL2 einschliefilich der
konservierten Disulfid-Briicke erscheint zutreffend. Der frei modellierte (51/52-Abschnitt
scheint beim A,z-Rezeptor besser gelungen zu sein als beim A,,-AR. Da aber offenbar
hauptséchlich der $3/84-Abschnitt zur Bindetasche gehort, ist die Unsicherheit im frei mo-
dellierten Teil fiir die Platzierung von Liganden in der zentralen Bindetasche vermutlich
von untergeordneter Bedeutung. Der Zugang zu dieser Bindestelle von der extrazelluldren
Seite aus erscheint als enger Kanal, der geeignet erscheint, die Hydrat-Hiille vom Liganden
abzustreifen.

Meta-Bindestellen

Die Bindung eines Liganden an die zentrale Bindestelle ist wahrscheinlich ein mehrstufiger
Prozess [97]. Das bedeutet, dass ein Ligand nicht nur zur zentralen Bindestelle, sondern
auch zu anderen Bereichen der Rezeptor-Offnung eine merkliche Affinitiit aufweisen muss.
Solche so genannten Meta-Bindestellen werden in der Literatur fiir verwandte Purinozepto-
ren beschrieben [97]. Meta-Bindestellen konnen durch kombinierte Docking- und Energie-
Rechnungen identifiziert werden. Dies setzt eine sehr hohe Zuverlissigkeit der 3D-Modelle
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voraus. Durch die hohe anzunehmende Beweglichkeit extrazelluldrer Loops und eventuelle
Glykosylierungen in diesem Bereich ist die genaue Struktur dieser Region jedoch ungewiss.
Aus diesem Grund wird davon abgesehen, im Rahmen dieser Arbeit potentielle Meta-
Bindestellen zu untersuchen.

Vergleich mit 3D-Modell aus der GPCR-Datenbank

Mit dem hier erzeugten 3D-Modell des A,z-Rezeptors liegt eine Struktur vor, die mit
den experimentellen Anhaltspunkten wesentlich besser im Einklang steht, als das iiber die
GPCR-DB verfiigbare, automatisch generierte Modell von G. Vriend [55]. Neben einigen
Abweichungen in der Sequenz fillt gravierend auf, dass gegeniiber dem individuell mo-
dellierten Rezeptor bei dem mit WHATIF erzeugten Modell die an der Ligand-Bindung
auch beteiligte fiinfte Helix um 25 AS verschoben ist. EL2 wird damit sehr kurz und 1L2
sehr lang; die an der Bindetasche beteiligten AS von TM5 sind vollig verschoben. Dariiber
hinaus sind die AS der fiir die Ligand-Bindung wichtigen siebten Helix um eine Position
versetzt zugeordnet. Das bedeutet, dass diese Helix in jenem Modell um ca. 100° gegeniiber
dem selbst erzeugten Modell verdreht ist und somit die Mutagenese-relevanten AS an die
interhelikalen Kontakt-Regionen geraten statt zur Bindetasche zu weisen.

Wihrend der einzelnen Arbeitsschritte sind experimentelle Hinweise eingeflossen. Es ist
daher kaum verwunderlich, dass das hier erstellte Modell mit diesen besser iibereinstimmt,
als ein ohne diese Zusatzinformationen automatisch generiertes Modell. Man konnte argu-
mentieren, die gute Ubereinstimmung sei unter diesen Bedingungen keine Gewihr fiir die
tatsdchliche Qualitdt der Modelle. Dem ist entgegenzusetzen, dass das dem Threading zu-
grunde liegende Alignment in den wesentlichen Bereichen, d. h. bei den Helices, unveréndert
beibehalten wird (bis auf TM18). Nur die peripheren Bereiche sind gezielt manipuliert wor-
den, ohne jedoch den Charakter des urspriinglichen Alignments anzutasten.

5.4. Komplex-Konstruktion

Da der Transmembran-Kern der Adenosin-Rezeptoren zutreffend modelliert zu sein scheint,
sollen nun Liganden innerhalb der Bindetasche platziert werden, um genauere Informatio-
nen iiber die Wechselwirkungen zwischen den Rezeptoren und ihren jeweiligen Liganden
zu gewinnen. Insbesondere sollen die AS der Bindetasche den speziellen Kontakt-Regionen
(s. S. 158) zugeordnet werden. Als Liganden (s. Tab. 5.9) werden kleine und grofie Ago-
nisten (Adenosin, CGS-21680) bzw. Antagonisten (ZM-241385, Xanthin, 1° Xanthin 2'°)
ausgewahlt; die Agonisten deswegen, weil auch die Komplexe unter Verwendung von expe-
rimentellen Hinweisen konstruiert werden miissen,'! und nur vom natiirlichen Agonisten

8Wie sehr dieser Liickenschluss im Alignment bei TM1 berechtigt ist, zeigt sich darin, dass in den Modellen
Glu(1.39) nur dann, wie von IJzerman et al. [69] postuliert, in die Nachbarschaft von His(7.43) gelangt.

91-Propyl-8-phenylxanthin

101_Butyl-8-[4-([4-benzyl]piperazino-2-oxoethoxy)phenyl]xanthin

"Versuche, sie automatisch durch Docking mit FLEXX zu erzeugen sind fehlgeschlagen. Sémtliche Struk-
tur-Vorschlige waren nicht im Zentrum der sieben Helices, sondern an ihrer Auflenseite lokalisiert.
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Abbildung 5.9.: Ubersicht iiber die Liganden, die in der zentralen Bindetasche der 3D-Modelle
des Ags- bzw. Ayp-Rezeptors platziert werden sollen.
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Adenosin das relevante Rotamer und eine Hypothese zum Bindemodus (s. S. 154) bekannt
ist. Antagonisten wiederum sollen platziert werden, weil sie, im Gegensatz zu Agonisten,
keine Konformationsdnderungen des Rezeptors auslésen und demzufolge besonders gut in
die dem Ruhezustand eines GPCRs entsprechenden Modelle passen sollten. Zu beiden
Xanthin-Derivaten, besonders aber zu Xanthin 2 besitzt der A,z-Rezeptor eine deutlich
hohere Affinitét als der A,,-Rezeptor [58], sodass aus den Komplex-Strukturen eventuell
die Ursachen dafiir erkennbar werden. Auf Grundlage der Xanthin-Antagonisten kénnen au-
Berdem spiter eventuell Crosslinker entworfen werden, die die Validierung der Vorhersagen
erlauben. Agonisten und Antagonisten werden dem N°-N7-Modell (s. S. 159) entsprechend
iberlagert.

Durchfiihrung

Alle Manipulationen an Atom-Positionen werden durch Editieren der Atom-Koordinaten
bzw. durch Translations- und Rotations-Operationen vorgenommen. Nach jeder Anderung
werden die Strukturen durch eine Energie-Minimierung optimiert (gegebenenfalls mehrfach:
200 Schritte conjugated gradient mit eé=2r). Treten unvermeidbare Kollisionen mit dem
Protein auf, werden Seitenketten, wie zuvor geschildert (s. S. 27), entweder voriibergehend
verkleinert oder andere Rotamere eingestellt, bis der Komplex kollisionsfrei ist.

Vorbereitung des Protein-Anteils Unter der Annahme, dass die Ribose-Einheit des Ade-
nosins tatsichlich, wie in Abbildung 5.4 gezeigt, iiber H-Briicken an His(7.43) verankert
ist, wird zunéchst diese Seitenkette passend zu Glu(1.39) ausgerichtet.

Vorbereitung der Liganden Die Molekiil-Strukturen der Liganden und ihre Ladungsver-
teilungen werden unter Quanta erstellt.

Einpassen der Liganden in die Bindetasche Zuerst wird die Ribose-Einheit am Grund
der Bindetasche des A,,-Rezeptors in der Ndhe von His(7.43) platziert und zwar so, dass
beim anti-Rotamer des Adenosins die Adenin-Einheit spéter in Richtung der Bindetaschen-
Offnung zu liegen kommt. Es zeigt sich, dass der Abstand der C_-Atome des His(7.43)
zum Mutagenese-relevanten Asn(6.55) mit 15.9 A so gro$ ist, dass das Adenosin-Molekiil
in anti-Konformation gut zwischen den beiden AS platziert werden kann. Durch manuelle
Ausrichtung der Asn-Seitenkette lassen sich Komplexe konstruieren, bei denen das Ade-
nosin-Molekiil sowohl {iber die von IJzerman [69] vorgeschlagene His-Glu-Kette mit der
Ribose-Einheit, als auch iiber ein H-Briicken-Paar mit der Adenin-Gruppe am Rezeptor zu
verankern ist (s. Abb. 5.10). Da das Adenosin-Molekiil als starr betrachtet wird, und die
Bindetasche recht eng ist, kommen keine alternativen Platzierungen unter gleichzeitiger
Beachtung experimenteller Anhaltspunkte in Betracht.

Nach dem Einpassen des Adenosins werden die einander entsprechenden Atome der
anderen Liganden auf die erhaltenen Adenosin-Koordinaten iibertragen. Im Fall der Xan-
thin-Derivate sind dies nach dem N°-N7-Modell nur die Atome des vicinalen H-Briicken-
Donor/Akzeptor-Paares, bei ZM-241385 ist es das zentrale Ring-System.
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5.4.1. Ergebnisse

Komplexe mit Adenosin Der erzeugte A,,-Komplex zeigt in sehr guter Ubereinstim-
mung mit den Erwartungen [100] mehrere H-Briicken zwischen dem Adenosin und den
folgenden AS des Rezeptors: Von der 2’-OH-Gruppe zum amidischen H-Atom von Cys171-
(EL2), von der 3'-OH-Gruppe zum Ne2-Atom des His278(7.43), von der N®-Amino-Gruppe
zum Amid-O-Atom von Asn253(6.55) und von der NH,-Gruppe desselben Asn253(6.55)
zum Adenin-N7-Atom zuriick. Die 5’-OH-Gruppe der Ribose ist nur 2.9 A von der OH-
Gruppe von Ser277(7.42) entfernt, allerdings ohne dass in diesem Modell eine H-Briicke
zwischen diesen Gruppen vorliegt (was prinzipiell aber moglich zu sein scheint, s. Abb.
5.10). Alle an H-Briicken zum Adenosin-Molekiil beteiligten Seitenketten sind durch Muta-
genese-Studien als essentiell fiir die Agonist-Bindung identifiziert worden (s. Tabelle 5.4).
Die Ribose-Einheit ist auBerdem dicht umgeben von I1e80(3.28), Val84(3.32), Trp246(6.48),
Leu249(6.51) und I1e274(7.39). Die Adenin-Einheit wird flankiert von Seiten- und Haupt-
ketten-Atomen von Gly158(EL2), Gly160(EL2), Ala165(EL2), Cys166(EL2), Leul67(EL2),
Leu249(6.51), Thr256(6.58) und I1e274(7.39).

In den A,z-Rezeptor kann Adenosin fast ebenso hineingesetzt werden (rmsd-Wert zur
Position im A,,-Rezeptor nach der Struktur-Optimierung: 2.28 A). Das Adenosin-Mo-
lekiil ist dann ebenfalls iiber ein H-Briicken-Paar ausgehend von der NH,-Gruppe des
Asn254(6.55) zum N7-Atom des Adenins und von der N®-Amino-Gruppe des Adenins zum
Amid-O-Atom des Asn254(6.55), sowie von der 2’-OH-Gruppe zu His280(7.43) an das Pro-
tein gebunden. Die urspriinglich vorgegebene H-Briicke der Ribose-Einheit zu His280(7.43)
besteht nach der Energie-Minimierung nicht mehr, wohl aber eine enge Nachbarschaft der
5’-OH-Gruppe zur Seitenkette von Ser279(7.42). Die Ribose wird umgeben von Val85(3.32),
Cys246(6.47), Trp247(6.48), Ser279(7.42), Asn282(7.45) und T1e276(7.39). 11e276(7.39) hat
auch Kontakt zur Adenin-Gruppe, ebenso wie Ser165(EL2), Cys171(EL2), Leul72(EL2),
Val250(6.51) und Met272(7.35).

Komplexe mit CGS-21680 Das CGS-21680-Molekiil mit seinem groflen Substituenten
am C2-Atom ist manuell nur schwierig in der Bindetasche unterzubringen und entfernt
sich wihrend der Energie-Minimierung von der Ausgangsposition. Im A,,-Rezeptor bildet
es eine H-Briicke iiber die CO;-Gruppe zu Glu261(6.64). Die vorgegebene H-Briicke der
2’-OH-Gruppe zu His278(7.43) bleibt erhalten, eine weitere entsteht zwischen der 3’-OH-
Gruppe und dem Carbonyl-O-Atom von Ser277(7.42). Das urspriinglich vorhandene H-
Briicken-Paar zu Asn253(6.55) wird wéihrend der Struktur-Optimierung gel6st.

Beim A,g-Rezeptor hat CGS-21680 iiber die CO5-Gruppe Kontakt zur NHJ -Gruppe
von Lys267(EL3). Auflerdem besteht eine H-Briicke zwischen seiner 3-OH-Gruppe und
dem Carbonyl-O-Atom von Ser279(7.42), ansonsten existieren nur ungerichtete Kontakte.

Komplexe mit ZM-241385 Trotz der grofen Ubereinstimmung der molekularen Struktu-
ren von Adenosin und ZM-241385 verliert dieser Ligand wihrend der Struktur-Optimierung
in beiden Rezeptoren den anfangs bestehenden Kontakt zu Asn253/254(6.55), vermutlich
durch Kollision des Phenyl-Rings mit den $3- und g4-Stringen von EL2. Da ZM-241385
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iiber mehrere H-Briicken-Donor und -Akzeptor-Funktionen verfiigt, ist allerdings nicht si-
cher, ob das Molekiil tatsichlich in der angenommenen Orientierung am Rezeptor bindet.

Komplexe mit Xanthin 1 Die Komplexe mit dem kleinen 1-Propyl-8-phenyl-xanthin
behalten ihre Start-Konformation ungefihr bei. Die optimale Ausrichtung beziiglich des
H-Briicken-Paares geht allerdings wihrend der Struktur-Optimierung beim A, ,-Rezeptor
weitgehend verloren, im A,z-Rezeptor hingegen bleibt sie gut erhalten. Bei beiden besteht
zusétzlich ein schwacher Kontakt des N7-gebundenen H-Atoms zum Hauptketten-O-Atom
von Glyl63(EL2, A,,) bzw. zur OH-Gruppe von Ser165(EL2, A,5). Die Region um das
N3-Atom ist in beiden Rezeptoren von der Wurzel einer Seitenkette aus dem [4-Abschnitt
von EL2 benachbart; beim A,,-AR handelt es sich um die kurze Seitenkette von Alal6h,
im Fall des A,5-AR um die lange Seitenkette von Lys170.

Komplexe mit Xanthin 2 Das grofie Molekiil von Xanthin 2 besetzt in beiden Rezeptoren
etwa die gleiche Region (rmsd zwischen beiden Platzierungen 2.0 A). Der endstindige
Phenyl-Ring liegt in beiden Féllen zwischen dem frei modellierten Loop-Abschnitt von
EL2 und EL3 und ragt damit fast iiber den Eingang der Bindetasche hinaus. Im A ,-
Rezeptor bewegt sich das Xanthin-Ringsystem wéhrend der Energie-Minimierung unter
Verlust des H-Briicken-Paares mit Asn253(6.55) von seiner Ausgangsposition weiter weg
als im A,p-Rezeptor. Demzufolge herrschen im Komplex mit dem A,,-Modell nur noch
ungerichtete Kontakte zwischen Ligand und Protein. Im Gegensatz dazu bleibt im Komplex
mit dem A,z-Rezeptor eine schwache Wechselwirkung des N7-H-Atoms zum Amid-O-Atom
von Asn254(6.55) bestehen. Auerdem bildet hier die NH; -Gruppe von Lys267(EL3) eine
H-Briicke zum Ether-O-Atom des Liganden aus. Der endstédndige Phenyl-Ring im Ayg-
Rezeptor wird von der unpolaren Seitenkette von Cys154(EL2) flankiert, wihrend sich
im A,,-Rezeptor die kationische Seitenkette von Lys153(EL2) dariiberlegt, die gleichzeitig
mit dem gegeniiber liegenden Ser263(EL3) eine H-Briicke bildet. Der Piperazin-Ring von
Xanthin 2 wird im Ayz-Rezeptor von Prol57(EL2) umgeben, wihrend er im A,,-Rezeptor
(bedingt durch den kiirzeren EL2) frei, d. h. solvatisiert, bleibt.

Strukturelle Gemeinsamkeiten

Tabelle 5.5 zeigt zusammenfassend die AS, die im jeweiligen Komplex dicht, d.h.
im Abstand von maximal 4.0 A, am betreffenden Liganden liegen. Die AS Val84/85-
(3.32), A165/K170(EL2) C166/171(EL2), L167/172(EL2), W246/247(6.46), 1274/276-
(7.39), S277/279(7.42), H278/280(7.43) befinden sich im Bereich der Ribose-Gruppen,
wihrend die AS Leu249/Val250(6.51), M270/272(7.35), N253/254(6.55), 1274/276(7.39),
C166/171(EL2), L167/172(EL2) G160/Ser165(EL2) die zentrale Bindestelle fiir aromati-
sche Ringe bilden.
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Tabelle 5.5.: AS im Abstand von max. 4.0 A zum jeweiligen Liganden. Die in beiden Rezeptor-
Typen unterschiedlichen AS sind hervorgehoben. Mutagenese-relevante AS sind mit ! markiert.

Adenosin CGS-21680 ZM-241385 Xanthinl Xanthin2
A2A A2B A2A A2B AQA AQB A2A A2B A2A AZB
TM3 C77 C78
TM3 L78 L79
TM3 180 L81
TM3 A8l A82
TM3! V84 V85 V84 V85 V84 V85 V84 V85 V84 V85
TM3 L85 TM3
EL2 G152 N153
EL2 K153 C154
EL2 P157
EL2 W158
EL2 N154 D159
EL2 Q157 T162
EL2 G160 N163 N163 N163
EL2 G162 S165 S165
EL2 A165 K170 A165 K170 A165 K170 A165 K170

EL2 C165 C171 C165 C171 C165 C171
EL2 L166 L172 L166 L172 L166 L172 L166 EL2 L172 L166 L172
EL2 F168 F173

EL2 D170 N175 D170 N175 D170 N175
EL2 V171 V176
TM6 L244 L1245 L245

TM6 C245 (246 C245 (246

TM6 W246 W247 W246 W247 W246 W247 W246 W247 W246 W247
TM6 P248 P249 P248 P249

TM6 L249 V250 L249 V250 L249 V250 L249 V250 L249 V250
TM6 1252 V253 1252 V253 1252 V253
TM6! N253 N254 N253 N254 N253 N254 N253 N254
TM6! T256 'T257 T256 T257 T256 T257
TM6 E261 E261 E261 A262
EL3 C262 G264
EL3 S263 K265
EL3 N266
EL3 K267 K267 A265 K267
EL3 P268
T™MT7 L269 A271

™7 M270 M272 M270 M272 M272 M270 M272 M270 M272
™7 A273  A275 A273  A275 A273  A275 A273  A275
T™™T! 1274 1276 1274 1276 1274 1276 1274 1276 1274 1276
T™7 L276 L278 L276 L278

™7 S277  S279 S277 5279 5277 S279 5277 S279 5277 S279
T™™7!  H278 H280 H278 H280 H278 H280 H278 H280

T™T N280 N282
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5.4.2. Diskussion

Bedingt durch die gewéhlte Methode des manuellen, starren Platzierens der Liganden, er-
lauben die erzeugten Komplex-Strukturen nur qualitative Aussagen. Die Komplexe zeigen,
ob sich ein Ligand tatséchlich im vermuteten Bindemodus platzieren léisst; eine Bewertung
der Platzierung nach der Energie oder sogar nach der Bindestérke ist nicht méglich. Die
Komplex-Strukturen liefern Hinweise darauf, welche AS in der Nachbarschaft der Ligan-
den liegen kénnten und aus diesem Grund fiir weitere Untersuchungen interessant sind. Bei
den Antagonisten ist zu beachten, dass abgesehen von einer Platzierung nach dem N6-N7-

Modell auch alternative Bindemodi in Betracht kommen konnen, hier aber nicht erfasst
sind.!2

Komplex-Strukturen Adenosin und Xanthinl sind im Vergleich zu CGS-21680, ZM-
241385 und Xanthin2 kleine Liganden, gréfflenméflig gut mit dem in der Vorlage gebun-
denen 11-cis-Retinal vergleichbar. Sie lassen sich erfolgreich im erwarteten Bindemodus in
den Bindetaschen beider Rezeptoren einpassen. Das Adenosin-Molekiil hat in beiden Model-
len Kontakt zu TM3, TM6, TM7 und EL2. Abbildung 5.10 illustriert am A,,-Modell, wie
Adenosin im Rezeptor liegt; demnach wire Asn253(6.55) der Gegenpart zum H-Briicken-
Donor-/-Akzeptor-Paar der Liganden (fiir den A;-Rezeptor ist die Nihe dieser Seitenkette
zur N®H,-Gruppe der Agonisten bzw. zur N7H-Gruppe der Antagonisten belegt [100]). Die
2’-OH-Gruppe der Ribose bildet eine H-Briicke zur Hauptkette von Cys171(EL2), die 3’-
OH-Gruppe eine H-Briicke zur Seitenkette von His278(7.43)'3 und auch die 5’-OH-Grup-
pe liegt in H-Briicken-Reichweite zur OH-Gruppe von Ser277(7.42). Die Ribose-Einheit ist
demnach iiber drei Kontakt-Gruppen in der Bindetasche verankert. So erklért sich, dass fiir
die Agonist-Bindung eine intakte Ribose-Einheit erforderlich ist, am 5’-C-Atom aber auch
Substituenten toleriert werden. Die grofle Zahl der H-Briicken zu Mutagenese-relevanten
AS zeigt, dass dieses Modell die zentrale Bindetasche zuverlissig wiedergibt, insbesondere
auch im Bereich des $4-Strangs des EL2, dessen Zuordnung im Alignment manuell nach-
bearbeitet ist.

Xanthinl lisst sich dem N®-N7-Modell entsprechend gut in beiden Rezeptoren unter-
bringen; jedoch kénnen mangels geeigneter Donor- bzw. Akzeptor-Gruppen neben dem H-
Briicken-Paar mit Asn(6.55) keine weiteren nennenswerten, gerichteten Wechselwirkungen
eingegangen werden. Die Platzierung der grofieren Liganden erscheint weniger zuverléssig,
da das manuelle Einfiigen starrer Molekiile der Flexibilitéit dieser Liganden nicht gerecht
wird. Abbildung 5.11 zeigt dennoch neben Adenosin und Xanthin 1 die Lage von Xanthin
2 im Modell des A,5-Rezeptors. Man erkennt, dass der volumindse Substituent von Xan-

12Das N®-N7-Modell setzt voraus, dass die Ankergruppe fiir das H-Briicken-Donor-/-Akzeptor-Paar der Li-
ganden starr ist. Lisst sich die Amid-Gruppe von Asn(6.55) aber um 180° drehen, kénnten Ringsysteme
von Agonisten und Xanthin-Antagonisten trotz der dann vertauschten Donor-/-Akzeptor-Funktionen
dennoch deckungsgleich binden. Dies hiitte eine gewisse Ambivalenz im Substitutionsmuster von Ant-
agonisten zur Folge.

I3Bemerkenswert ist, dass sowohl bei der Vorlage Rhodopsin, als auch bei den AR der AS an Position 7.43
eine entscheidende Rolle bei der Fixierung des Agonisten zukommt. Moglicherweise ist diese Position
entscheidend an der Reiz-Aufnahme zum Konformationswechsel beteiligt.
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thin2 zwischen EL3 und dem frei modellierten Teil von EL2 liegt, also den Eingang zur
Bindetasche ausfiillt. Bedingt durch die beim A,,-Rezeptor im Vergleich zum A,z-Rezep-
tor kiirzere Schlaufe des EL2 ist die Offnung zur Bindetasche im A,,-Modell weiter als
beim A,z-Modell.

Interessanterweise behilt das Xanthin-Ringsystem der beiden Xanthin-Derivate jeweils
beim Ayz-Rezeptor die vorgegebene Start-Struktur mit dem H-Briicken-Paar zu Asn(6.55)
besser bei, als beim A,,-Modell. Beide Verbindungen haben zum A,z-Rezeptor eine hohere
Affinitét als zum A,y -Rezeptor [58].

Selektivitdten Als Verursacher fiir die bemerkenswerten Unterschiede in den Affinitéten
der beiden Rezeptor-Subtypen zum Agonisten Adenosin kommen zunéchst die voneinander
abweichenden AS in der néichsten Umgebung von Adenosin bzw. Xanthinl in Betracht (s.
Tab. 5.5). Dies sind A165/K170 (EL2), D170/N175 (EL2), L249/V250 (TM6), 1252/V253
(TM6), Ala265/Lys267 (EL3) und Leu269/Ala271 (TM7). Die unpolaren AS Val, Leu,
Ile und Ala sind vermutlich kaum an den Selektivititen der Rezeptoren beteiligt, da Val,
Leu, Ile und Ala als unpolare AS keine gerichteten Wechselwirkungen mit ihrer Umgebung
eingehen und sich einem Liganden daher leichter anpassen kénnen als durch H-Briicken
fixierbare Seitenketten. Zudem weist in allen Féllen der A,z-Rezeptor mit Valin eine klei-
nere Seitenkette als der A,,-Rezeptor auf, seine Bindetasche ist also im Vergleich zum A, ,-
Rezeptor nicht eingeengt. Der Austausch von Aspl70 gegen Asnl75 im konservierten (4-
Abschnitt des EL2 konnte eher bedeutsam sein [76, 139], da negative Ladungen im EL2
des Ay5-AR offensichtlich konserviert sind. Allerdings wird vom A,,-AR auch Gln toleriert,
sodass auch damit die so stark unterschiedlichen Affinitdten nicht erklért werden kdnnen.
Die anionische Carboxylat-Gruppe von Aspl70 koénnte jedoch fiir die niedrigere Affinitéit
des Ay4-AR zu den Xanthin-Derivaten 1 und 2 mit verantwortlich sein, da sie Kontakt zum
C8-gebundenen Phenyl-Ring dieser beiden Verbindungen hat. Das im A,3-AR an dieser
Position vorhandene Asnl175 wird leichter desolvatisiert und eignet sich daher besser als
Nachbar fiir den hydrophoben Phenyl-Ring.

Die bisher genannten AS-Paare sind einander in Gréfie und Polaritdt recht dhnlich.
Alal65 und Lys170 in EL2 bzw. Ala265 und Lys267 in EL3 hingegen unterscheiden sich
in dieser Beziehung deutlich voneinander. In der Literatur wird allerdings nur das Paar
Leu267(A,,) bzw. Lys269(Ayg) als mit verantwortlich fiir den Affinitdtsunterschied zwi-
schen A,,- und A,5-Rezeptor diskutiert [79]. Zum Adenosin-Molekiil haben in den Modell-
Komplexen jedoch weder Ala265/Lys267 noch Leu267/Lys269 Kontakt.

Doch Alal65(A,,) und Lys170(A,p) liegen jeweils nahe am C2-Atom des Adenins bzw.
am N3-Atom von Xanthin 1. Thre Positionen sind durch die unmittelbare Nachbarschaft zu
Cys166/171(EL2), welches die Disulfid-Briicke zu TM3 ausbildet, weitgehend festgelegt.'*
Die kationische Kopfgruppe von Lys170(EL2) bildet im Modell des A,z-AR mit der Car-
bonyl-Gruppe von Ala64(2.61) eine tief im Protein-Inneren verborgene H-Briicke. Der A,,-
AR bevorzugt Agonisten mit Substituenten am C2-Atom [41, 117]. Der A;-AR dagegen, der

! Auch das entsprechende Ser186 des Rinder-Rhodopsins hat in der KS Kontakt zum Liganden 11-cis-
Retinal.



5.4 Komplex-Konstruktion 179

Abbildung 5.10.: Einblick in die Bindetasche des A, -Rezeptors mit manuell platziertem Adenosin
nach Energie-Minimierung.

Abbildung 5.11.: Einblick in die Bindetasche des A,p-Rezeptors mit Adenosin und den beiden
Xanthin-Derivaten nach Energie-Minimierung (Xanthinl ist rot markiert, Helix TM6 teilweise
nicht dargestellt).
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wie der A,g-Rezeptor an der fraglichen Position einen Lysin-Rest besitzt, bindet eher N°-
substituierte Agonisten [117]. Bei Antagonisten wird eine Bevorzugung von Xanthin-Deriva-
ten ohne N3-Substituenten durch den A,5-AR beobachtet [58]. Das Paar Alal65(A,,) bzw.
Lys170(A,p) konnte also das unterschiedliche Verhalten der beiden Subtypen gegeniiber
C2-substituierten Agonisten bzw. N3-substituierten Xanthin-Antagonisten bedingen.

Abgesehen von direkten Protein-Ligand-Wechselwirkungen scheint auch ein Unter-
schied in der Kontakt-Fliche zwischen den Helices TM1 und TM7 an den Affinitdtsun-
terschieden beteiligt zu sein: Die Gruppe von Jacobson stellte fest, dass ein Austausch von
Tyr271(7.36) gegen Ala beim A,,-Rezeptor sowohl die Agonist- als auch die Antagonist-
Bindung stort (weder Bindung von CGS-21680 noch von XAC!); ein Austausch gegen
einen anderen aromatischen Rest (Phe oder His) erhélt jedoch die Affinitédt zu Agonisten
und Antagonisten [77].

Im 3D-Modell liegt dieser Tyrosin-Ring fast parallel zum Ring des konservierten
Tyr9(1.32) (s. Abb. 5.12). Auf der entgegengesetzten Seite konnte Tyr9(1.32) zusitzlich
vom aromatischen Ring-System von Trp268(7.33) bedeckt werden. So wére es in einem
dreifachen 7-Stapel von zwei Seiten durch aromatische Ringe flankiert.!®

Beim A,g-Rezeptor befindet sich statt eines Tyrosin-Rings die Seitenkette von
Asn273(7.36) in der interhelikalen Kontakt-Region zu TM1. Tyr10(1.32) kann also nicht
mehr wie beim A,, zwischen zwei Aromaten eingeschoben werden, sodass eine Lockerung
des Helix-Helix-Kontaktes zu erwarten ist. Passenderweise erh6ht umgekehrt der Austausch
von Asn273(7.36) gegen Tyrosin die Affinitdt des A,z-Rezeptors zu CGS-21680 [11]. Da
besonders Ser(7.42) und His(7.43) aus TM7 essentiell an der Bindung der Ribose-Einheit
beteiligt sind, ist vermutlich eine Destabilisierung der Gesamt-Struktur fiir die niedrigen
Affinitéten und das schlechtere Ansprechverhalten des A,5-Rezeptors auf Agonisten zuriick-
zufiihren.

5.5. Zusammenfassung und Ausblick

Es sind 3D-Modelle erzeugt worden, die sich gut mit den experimentellen Befunden decken.
Dies zeigt, wie fruchtbar sich das Homologie-Konzept bei hinreichender Ahnlichkeit zwi-
schen Vorlage und Modell'” mit den angewendeten Verfahren umsetzen lisst. Die 3D-Mo-
delle liefern Hinweise auf die oberflichlich gelegenen Seitenketten und damit auf mégliche
Wechselwirkungspartner zwischen Ligand und Rezeptor. Ohne Korrelation mit experimen-
tellen Befunden bleiben die auf Grundlage der 3D-Strukturen gezogenen Schlussfolgerungen
jedoch weitgehend spekulativ. Die berechneten Positionen einzelner Seitenketten sollten fiir
gezielte Crosslinking-Experimente und/oder Mutagenese-Studien genutzt werden.

15X anthin-amin-congener

16Dje 3D-Struktur lehnt sich insgesamt noch sehr stark an die Vorlage an, sodass diese gegenseitige Sta-
bilisierung der Helix-Positionen nur als Hypothese formuliert werden kann. Bei Rhodopsin herrschen
zwischen den Helices TM1 und TMT nur einfache hydrophobe Kontakte zwischen zwar unpolaren,
aber nicht aromatischen Seitenketten. Moglicherweise ist aber die Gesamt-Struktur durch Kontakte
des langeren N-Terminus zu EL2 und EL3 stabilisiert.

YTm vorliegenden Fall: jeweils 53% Sequenz-Homologie und ca. 20% Sequenz-Identitéit
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Abbildung 5.12:  Die  aromati-
schen Ringe von Trp268(7.33),
Tyr9(1.32) und  Tyr271(7.36)
liegen einander so nahe, dass
sie sich zu einem dreifachen -
Stapel iibereinander legen kénnten
und so die Helices TM1 (dunkel,
rechts) und TM7 (hellgrau, mitte)
miteinander verzahnen.

Vorschladge fiir Crosslinker

Die zentrale Bindetasche des A,,-Adenosin-Rezeptors ist durch Mutagenese-Studien be-
reits gut bekannt. Die Charakterisierung der extrazelluldren Region, die den Eingang zur
Bindetasche bildet, ist aber nur schwer iiber Affinitits- bzw. Mutagenese-Studien zuging-
lich. Eine Validierung der vorhergesagten Modelle in diesem Bereich scheint jedoch durch
Crosslinking-Experimente gut moglich (s. Abschnitt 1.4.3). Im folgenden werden (ungeach-
tet moglicher Synthesewege) einige Molekiile vorgeschlagen, mit deren Hilfe ein Rezeptor zu
vermessen ist. Die Vorschlédge orientieren sich an den beiden bereits beschriebenen Xanthin-
Derivaten [58]. Xanthin 1 besetzt die zentrale Bindetasche, das wesentlich lingere Xanthin
2 ragt iiber diesen Bereich weit hinaus (die terminale Phenyl-Gruppe liegt zwischen EL2
und EL3). Generell sollten die Crosslinker-Molekiile zwei photoaktivierbare Gruppen tra-
gen, um einerseits spezifische Bindung von unspezifischer unterscheiden zu kénnen und
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andererseits Aussagen iiber Entfernungen innerhalb des Molekiils machen zu kénnen. Es
werden jeweils Molekiile unterschiedlicher Lange konstruiert, um alle “Etagen” der Bindeta-
sche bzw. ihres Eingangs erreichen zu koénnen. Tabelle 5.6 zeigt die Crosslinker und die AS,
die gemé&f der berechneten 3D-Modelle von A,,- bzw. A,z-Rezeptor innerhalb der Reich-
weite der reaktiven Gruppen liegen, sowie die Abstdnde zwischen den beiden reaktiven
Gruppen innerhalb der Crosslinker.

Allen vorgeschlagenen Strukturen gemeinsam ist eine Verankerung tief in der zen-
tralen Bindetasche iiber eine Diazocarbonyl-Gruppe an N3'®. Die reaktive Gruppe
liegt dann in unmittelbarer Nachbarschaft von Gly160/Ser165(EL2), Vall164/169(EL2),
Alal65/Lys170(EL2), Cys166/171(EL2), Leul67/172(EL2) und I1e274/276(7.39). Da die
Seitenkette von Lys170 im A,gz-Rezeptor die Bindung von Antagonisten mit einem solchen
Substituenten an N3 vermutlich stort [58], sind solche Crosslinking-Experimente mogli-
cherweise mit einer Mutante des A,5-AR, die dort eine kleinere Seitenkette trégt, leichter
durchfiihrbar (s. unten).

Vorschlige fiir Mutagenese-Studien

Die Abweichungen in den Sequenzen von A,,- und A,z-AR verursachen vermutlich iiber
zweil Mechanismen die unterschiedlichen Rezeptor-Eigenschaften: Zunéchst beeinflussen ein-
zelne AS der Bindetasche direkt iiber den unmittelbaren Kontakt zu den Liganden die Affi-
nitdt. Dariiber hinaus sind periphere AS durch die Beeinflussung der Gesamt-Struktur des
Rezeptors indirekt an der Gestaltung der Bindetasche beteiligt. Vergleichende Mutagenese-
Studien zwischen A,,- und A,z-AR konnten beitragen, diese Wirkungsweisen voneinander
zu separieren und die die Eigenschaften determinierenden AS zu identifizieren.

Verdanderung der Bindetasche Vermutlich die lange Seitenkette von Lys170 stort beim
A,g-Rezeptor die Bindung Xanthin-Derivaten mit N3-Substituenten bzw. von Adenosin-
Derivaten mit C2-Substituenten. Daher kénnte ein Austausch dieses Lysins gegen Glycin
oder Alanin die Bindung von Xanthin-Derivaten mit grofleren Substituenten in 3-Position
erlauben. Ein solcher Austausch wire vermutlich hilfreich, um fiir Crosslinking-Experimen-
te eine photoaktivierbare Gruppe tief in die zentrale Bindetasche bringen zu kénnen (s.
oben).

Verdanderung des interhelikalen Kontaktes zwischen TM1 und TM7 Die Hypothese
der iiber einen dreifachen Aromaten-Stapel (Tyr271(7.36)-Tyr9(1.32)-Trp268(7.33)) mit-
einander verzahnten Helices kann gepriift werden, indem beim A,,-AR neben dem bereits
untersuchten Tyr271(7.36) auch Tyr9(1.32) oder Trp268(7.33) gegen nicht aromatische Sei-
tenketten ausgetauscht werden. Jede solche Verdnderung von Tyr9(1.32) oder Trp268(7.33)
miisste die Affinitédt des Rezeptors zu Agonisten und Antagonisten dhnlich wie die bekann-

18 An der alternativen N1-Position werden nur n-Propyl- bzw. n-Butyl-Substituenten toleriert, nicht aber
Carbonyl-Gruppen.
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Tabelle 5.6.: Abstinde zwischen den reaktiven (*) Gruppen der Crosslinker und Aminoséiuren in
Reichweite der reaktiven Gruppe des Substituenten an C8.

Crosslinker Abstand  AS(Ay,) AS(Ayp)
o H
!
\/\NJIN>_@* 10 A Aspl70(EL2) Asnl63(EL2)
T N ca. P

O)\N N \*\N 11e252(6.54) Asn175(EL2)
e Asn253(6.55)  Vall76(EL2)

i Thr256(6.58)  Thr257(6.58)

Glu261(EL3)  Lys267(EL3)
Met270(7.35)  Met272(7.35)
9 H
/
\/;T\JIN/ Nsy ca. 13 A Lysl153(EL2)

o N ol Val171(EL2)

FS‘\;(KO ’ Thr256(6.58) Prol57(EL2)

i Glu261(EL3) Lys267(EL3)

Ala265(EL3)
Met270(7.35)
i o Cys158(EL2)
! L ys
~ N ys153(EL2)

)N\JIN%@OL? ca. 16 A\ oy (EL2) Asp159(EL2)
o Val176(EL2)
Fo o Val171(EL2)
sx'(go Ala262(EL3)

. Glu261(EL3)
. GIn263(EL3)
N Cys262(EL3)
Gly264(EL3)
Ser263(EL3)
Ala265(EL3)  Y$205(PL3)
Lys267(EL3)
I (‘N : N}\“*\
\/\N N \N'

)\Jj[@_@o W a2l A g5 (Lg) AsnlS3(EL2)
o — Cys154(EL2)
Fow o Lys153(EL2)

o Thr155(EL2)

I8 Asn154(EL2)

I Aspl59(EL2)

4 Val171(EL2)

Cys262(EL3)  OV264(PL3)
y Lys265(EL3)
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te Tyr271Ala-Mutation [77] verringern; falls nicht, wiirde damit ein direkter Kontakt von
Tyr271 zum Liganden belegt.

Die N273Y-Mutante des A,z-Adenosin-Rezeptors zeigt eine hohere Affinitét zu CGS-
21680 als der Wild-Typ [11]. Die schon fiir den A,,-AR vorgeschlagenen Veréinderungen,
also der Austausch von Tyrl0(1.32) bzw. Trp270(7.33) an dieser Mutante kénnten zei-
gen, inwieweit sich die beiden Rezeptoren (WT-A,, bzw. N273Y-A,p) parallel verhalten
und welche Rolle dieser interhelikale Kontakt fiir die Ligand-Bindung bzw. die Rezeptor-
Struktur tatsichlich spielt.

Falls die aus den 3D-Modellen abgeleiteten Uberlegungen zutreffen, kann durch den
Austausch von Lys170(EL2) gegen Ala und Asn273(7.36) gegen Tyr vom A,z-Rezeptor
eine Doppel-Mutante erzeugt werden, deren zentrale Bindestelle dhnliche Eigenschaften
aufweist, wie die des A,,-Rezeptors.



A. Anhang

A.l.

Abkiirzungsverzeichnis

AC
AIDS
AR
AS
ATP
CA
cAMP
CHD
COP
DA
DAG
DNS
EL
ER
GDP
GMP
GPCR
GTP
HIV
HIV-PR
IL

IN

IP,
KS

LJ
L-DOPA
MA
MD
MS
NC
NMR

Adenylatcyclase

acquired immune deficiency syndrome

Adenosin-Rezeptor
Aminosdure
Adenosin-triphosphat
Capsid

zyklisches Adenosin-monophosphat

zyklische Harnstoff-Derivate
Cyclooctylpyranon-Derivate
Dopamin

Diacylglcerin
Desoxy-Ribonucleinsiure
extrazelluldarer Loop
endoplasmatisches Reticulum
Guanosin-diphosphat
Guanosin-monophosphat
G-Protein gekoppelter Rezeptor
Guanosin-triphosphat
humanes Immunschwiche-Virus
HIV-Protease

intrazelluliarer Loop

Integrase
Inositol-1,4,5-trisphosphat
Kristall-Struktur
Lennard-Jones
L-Dihydroxyphenylalanin
Matrix-Protein
Molekulardynamik
Massenspektroskopie
Nucleocapsid

nuclear magnetic resonance (Kernspin-Resonanz-Spektroskopie)
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PAH Phenylalanin-Hydroxylase
PLC Phospholipase C

PR Protease

RKSA Roéntgen-Kristall-Struktur-Analyse
RNS Ribonucleinséure

RT Reverse Transkriptase
SAS solvent accessible surface
SU surface protein

TH Tyrosin-Hydroxylase

™ Transmembran

TPH Tryptophan-Hydroxylase
WT Wild-Typ

WW Wechselwirkung
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A.2.

A.2.1.

Alignment 1: Multiples Sequenz-Alignment, erzeugt mit ClustalW (1.8). Referenz-AS und
Cysteine, die die hoch konservierte Disulfid-Briicke bilden, sind unterstrichen. Mit “*’, ¢’
und ‘.” sind konstante bzw. mehr oder weniger konservativ verdnderte AS gekennzeichnet.

Sequenz-Alignments

Multiples Sequenz-Alignment

OPSD PIG MNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEYPQYYLAE|PWQFSMLAAYMFMLIVLGFPINFLTLY
OPSD_TURTR MNGTEGLNFYVPFSNKTGVVRSPFEYPQYYLAE|PWQFSVLAAYMFLLIVLGFPINFLTLY
0PSD_BOVIN MNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEAPQYYLAE|PWQFSMLAAYMFLLIMLGFPINFLTLY
OPSD_SHEEP MNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEAPQYYLAE |PWQFSMLAAYMFLLIVLGFPINFLTLY
0PSD_HUMAN MNGTEGPNFYVPFSNATGVVRSPFEYPQYYLAE|PWQFSMLAAYMFLLIVLGFPINFLTLY
OPSD_RABIT MNGTEGPDFYIPMSNQTGVVRSPFEYPQYYLAE|PWQFSMLAAYMFLLIVLGFPINFLTLY
OPSD_MOUSE MNGTEGPNFYVPFSNVTGVGRSPFEQPQYYLAE |PWQFSMLAAYMFLLIVLGFPINFLTLY
OPSD RAT  MNGTEGPNFYVPFSNITGVVRSPFEQPQYYLAE|PWQFSMLAAYMFLLIVLGFPINFLTLY
OPSD_ALLMI MNGTEGPDFYIPFSNKTGVVRSPFEYPQYYLAE|PWKYSALAAYMFMLIILGFPINFLTLY
0PSD_CHICK MNGTEGQDFYVPMSNKTGVVRSPFEYPQYYLAE|PWKFSALAAYMFMLILLGFPVNFLTLY
OPSD_AMBTI MNGTEGPNFYVPFSNKSGVVRSPFEYPQYYLAE|PWQYSVLAAYMFLLILLGFPVNFLTLY
OPSD_ANGAN MNGTEGPNFYIPMSNITGVVRSPFEYPQYYLAE|PWAYTILAAYMFTLILLGFPVNFLTLY
AAIR CAVPO --—--———————————————— MPHSVS----AF | QAAYIGIEVLIALVSVPG-—-NVLVIW
AAIR HUMAN --------————————————— MPPSIS----AF|QAAYIGIEVLIALVSVPG-—-NVLVIW
AAIR RAT - MPPYIS----AF |QAAYIGIEVLIALVSVPG-—-NVLVIW
AAIR BOVIN -------====——=——————— MPPSIS----AF|QAAYIGIEVLIALVSVPG-—-NVLVIW
AAIR CANFA --—---———————————————— MPPAIS----AF|QAAYIGIEVLIALVSVPG-—-NVLVIW
AAIR RABIT ---—---——————————————— MPPSIS----AF|QAAYIGIEVLIALVSVPG-—-NVLVIW
AAIR_CHICK -------—————————————— MAQSVT----AF | QAAYISIEVLIALVSVPG-—-NILVIW
AA2A CANFA --———————————————————— MSTMG----SW|--VYITVELATAVLAILG---NVLVCW
AA2A HUMAN -------——=————————————— MPIMG----SS|--VYITVELATAVLAILG---NVLVCW
AA2A CAVPO -----———————————————————— MS----SS|--VYITVELVIAVLAILG---NVLVCW
AA2A MOUSE ---------———————————————— MG----SS|--VYIMVELATAVLAILG---NVLVCW
AA2A RAT - MG----SS|--VYITVELATAVLAILG---NVLVCW
AA2B MOUSE ---------———————————-— MQLETQ----DA|--LYVALELVIAALAVAG---NVLVCA
AA2B RAT ---—----------———————- MQLETQ----DA|--LYVALELVIAALAVAG---NVLVCA
AA2B_HUMAN ----------——————————— MLLETQ----DA|--LYVALELVIAALSVAG---NVLVCA
AA2B_CHICK -----—————————————————— MNTM----KT|--TYIVLELITAVLSIAG---NVLVCW
AA3R_CANFA ---—————————————————— MAVNGTALLLAN | -VTYITVEILIGLCAIVG-—-NVLVIW
AA3RHUMAN ---------———————————— MPNNSTALSLAN | -VTYITMEIFIGLCAIVG---NVLVIC
AA3R RABIT ------———-——————————— MPDNSTTLFLATI |RASYIVFEIVIGVCAVVG-—-NVLVIW
AABRRAT - MKANNTTTSALWL | QITYITMEAAIGLCAVVG-—-NMLVIW

| . : S *, %,
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0OPSD_PIG

OPSD_TURTR
OPSD_BOVIN
OPSD_SHEEP
OPSD_HUMAN
OPSD_RABIT
OPSD_MOUSE
OPSD_RAT

OPSD_ALLMI
OPSD_CHICK
OPSD_AMBTI
OPSD_ANGAN
AA1R _CAVPO
AA1R HUMAN
AA1R RAT

AA1R BOVIN
AA1R_CANFA
AAIR RABIT
AA1R_CHICK
AA2A _CANFA
AA2A _HUMAN
AA2A _CAVPO
AA2A MOUSE
AA2A RAT

AA2B_MOUSE
AA2B RAT

AA2B_HUMAN
AA2B_CHICK
AA3R_CANFA
AA3R_HUMAN
AA3R RABIT
AA3R_RAT

Anhang

VTVQ |HKKLRT | PLNYILLNLAVADLFMVFGGFTTTLYTS | LHGYFVFGPT | GCNLEGFFATLG
VTVQ |HKKLRT | PLNYILLNLAVANLFMVFGGFTTTLYTS | LHAYFVFGPT | GCNLEGFFATLG
VTVQ |HKKLRT | PLNYILLNLAVADLFMVFGGFTTTLYTS | LHGYFVFGPT | GCNLEGFFATLG
VTVQ |HKKLRT | PLNYILLNLAVADLFMVFGGFTTTLYTS | LHGYFVFGPT | GCNLEGFFATLG
VTVQ |HKKLRT | PLNYILLNLAVADLFMVLGGFTSTLYTS | LHGYFVFGPT | GCNLEGFFATLG
VTVQ |HKKLRT | PLNYILLNLAVADLFMVLGGFTTTLYTS | LHGYFVFGPT | GCNVEGFFATLG
VTVQ |HKKLRT | PLNYILLNLAVADLFMVFGGFTTTLYTS | LHGYFVFGPT | GCNLEGFFATLG
VTVQ |HKKLRT | PLNYILLNLAVADLFMVFGGFTTTLYTS | LHGYFVFGPT | GCNLEGFFATLG
VTVQ |HKKLRS | PLNYILLNLAVADLFMVLGGFTTTLYTS | MNGYFVFGVT | GCYFEGFFATLG
VTIQ|HKKLRT |PLNYILLNLVVADLFMVFGGFTTTMYTS |MNGYFVFGVT |GCYIEGFFATLG
VTIQ|HKKLRT |PLNYILLNLAFANHFMVFGGFPVTMYSS | MHGYFVFGQT | GCYIEGFFATMG
VTIE |HKKLRT | PLNYILLNLAVANLFMVFGGFTTTVYTS | MHGYFVFGET | GCNLEGYFATLG
AVKV |NQALRD | ATFCFIASLAVADVAVGALVIPLAILIN|IG--PQTYFH|TCLMVACPVLIL
AVKV |NQALRD | ATFCFIVSLAVADVAVGALVIPLAILIN|IG--PQTYFH|TCLMVACPVLIL
AVKV |NQALRD | ATFCFIVSLAVADVAVGALVIPLAILIN|IG--PQTYFH|TCLMVACPVLIL
AVKV |INQALRD | ATFCFIVSLAVADVAVGALVIPLAILIN|IG--PRTYFH|TCLKVACPVLIL
AVKV |NQALRD | ATFCFIVSLAVADVAVGALVIPLAILIN|IG--PRTYFH|TCLMVACPVLIL
AVKV |NQALRD | ATFCFIVSLAVADVAVGALVIPLAILIN|IG--PETYFH|TCLMVACPVLIL
AVKM |NQALRD | ATFCFIVSLAVADVAVGALVIPLAIIIN|IG--PQTEFY|SCLMMACPVLIL
AVWL | NSNLQN | VINYFVVSLAAADIAVGVLAIPFAITIS | TG--FCAACH|NCLFFACFVLVL
AVWL | NSNLQN | VINYFVVSLAAADIAVGVLAIPFAITIS | TG--FCAACH|GCLFIACFVLVL
AVWI|NSNLQN|VINYFVVSLAAADIAVGVLAIPFAITIS|TG--FCAACH|GCLFFACFVLVL
AVWI |INSNLQN | VTNFFVVSLAAADIAVGVLAIPFAITIS | TG--FCAACH|GCLFIACFVLVL
AVWI |NSNLQN | VTNFFVVSLAAADIAVGVLAIPFAITIS | TG--FCAACH|GCLFFACFVLVL
AVGA | SSALQT | PTNYFLVSLATADVAVGLFAIPFAITIS | LG--FCTDFH|GCLFLACFVLVL
AVGA | SSALQT |PTNYFLVSLATADVAVGLFAIPFAITIS|LG--FCTDFH|SCLFLACFVLVL
AVGT | ANTLQT | PTNYFLVSLAAADVAVGLFAIPFAITIS |LG--FCTDFY | GCLFLACFVLVL
AVAT |NSTLKN | ATNYFLVSLAVADIAVGLLAIPFAITIS|IG--FQVDFH|SCLFFACFVLVL
VVKL | NPSLQT | TTFYFIVSLALADIAVGVLVMPLAIVIS|LG--ITIQFY|NCLFMTCLLLIF
VVKL | NPSLQT | TTFYFIVSLALADIAVGVLVMPLAIVVS |LG--ITIHFY|SCLFMTCLLLIF
VIKL |NPSLKT | TTFYFIFSLALADIAVGFLVMPLAIVIS|LG--ITIGFY|SCLVMSCLLLVF
VVKL | NRTLRT | TTFYFIVSLALADIAVGVLVIPLAIAVS |LE--VQMHFY | ACLFMSCVLLVF
| * | Trouk, k: I I | *
-==>|<-IL1>|<-————-~ Helix II---------—- >|<—-EL1--->|<-—————————-
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0PSD_PIG

OPSD_TURTR
OPSD_BOVIN
OPSD_SHEEP
OPSD_HUMAN
OPSD_RABIT
OPSD_MOUSE
OPSD_RAT

OPSD_ALLMI
OPSD_CHICK
OPSD_AMBTI
OPSD_ANGAN
AA1R _CAVPO
AA1R HUMAN
AA1R RAT

AA1R BOVIN
AA1R_CANFA
AAIR RABIT
AA1R_CHICK
AA2A _CANFA
AA2A _HUMAN
AA2A _CAVPO
AA2A MOUSE
AA2A RAT

AA2B_MOUSE
AA2B RAT

AA2B_HUMAN
AA2B_CHICK
AA3R_CANFA
AA3R_HUMAN
AA3R RABIT
AA3R_RAT

GEIALWSLVVLAIERYVVV | CKPMSNFRFG | EN-HAIMGLALTWVMALACAAPPLYV | GWS——-
GEIALWSLVVLAIERYVVV | CKPMSNFRFG | EN-HAIMGLALTWIMAMACAAAPLV |GWS—--
GEIALWSLVVLAIERYVVV | CKPMSNFRFG | EN-HAIMGVAFTWVMALACAAPPLYV | GWS——-
GEIALWSLVVLAIERYVVV|CKPMSNFRFG | EN-HAIMGVAFTWVMALACAAPPLV |GWS---
GEIALWSLVVLAIERYVVV | CKPMSNFRFG | EN-HAIMGVAFTWVMALACAAPPLA | GWS——-
GEIALWSLVVLAIERYVVV | CKPMSNFRFG | EN-HAIMGVAFTWIMALACAAPPLV |GWS---
GEIALWSLVVLAIERYVVV | CKPMSNFRFG | EN-HAIMGVVFTWIMALACAAPPLYV | GWS—--
GEIGLWSLVVLAIERYVVV | CKPMSNFRFG | EN-HAIMGVAFTWVMALACAAPPLV |GWS---
GEVALWCLVVLAIERYIVV|CKPMSNFRFG |EN-HAIMGVVFTWIMALTCAAPPLV |GWS—--
GEIALWSLVVLAVERYVVV | CKPMSNFRFG | EN-HAIMGVAFSWIMAMACAAPPLF | GWS——-
GEIALWSLVVLAIERYVVV|CKPMSNFRFG | EN-HAIMGVMMTWIMALACAAPPLF | GWS—--
GEISLWSLVVLAIERWVVV | CKPMSNFRFG | EN-HAIMGLAFTWIMANSCAMPPLF | GWS——-
TQSSILALLAIAVDRYLRV |KIPLRYKTVV | TPRRAAVAIAGCWILSLVVGLTPMF | GWNN--
TQSSILALLATIAVDRYLRV |KIPLRYKMVV | TPRRAAVAIAGCWILSFVVGLTPMF | GWNN--
TQSSILALLAIAVDRYLRV |KIPLRYKTVV | TQRRAAVAIAGCWILSLVVGLTPMF | GWNN--
TQSSILALLAMAVDRYLRV |KIPLRYKTVV | TPRRAVVAITGCWILSFVVGLTPMF | GWNN--
TQSSILALLAIAVDRYLRV |KIPLRYKTVV | TPRRAAVAIAGCWILSFVVGLTPLF | GWNR--
TQSSILALLATIAVDRYLRV |KIPLRYKAVV | TPRRAAVAIAGCWILSLVVGLTPMF | GWNN--
TESSILALLAIAVDRYLRV |KIPVRYKSVV | TPRRAAVAIACCWIVSFLVGLTPMF | GWNN--
TQSSIFSLLAIAIDRYIAI |RIPLRYNGLV | TGTRAKGIIAVCWVLSFAIGLTPML | GWN---
TQSSIFSLLATAIDRYIAT |RIPLRYNGLV | TGTRAKGITAICWVLSFAIGLTPML | GWN-—-
TQSSIFSLLTITIDRYIAI |RIPLRYNGLV|TCTRAKGIIAICWVLSFAIGLTPML |GWN---
TQSSIFSLLATIAIDRYIATI |RIPLRYNGLV | TGMKAKGITIAICWVLSFAIGLTPML | GWN---
TQSSIFSLLAIAIDRYIATI |RIPLRYNGLV | TGVRAKGIIAICWVLSFAIGLTPML |GWN—--
TQSSIFSLLAVAVDRYLAI |RVPLRYKGLV | TGTRARGIIAVLWVLAFGIGLTPFL | GWNSKD
TQSSIFSLLAVAVDRYLATI |RVPLRYKGLV | TGTRARGIIAVLWVLAFGIGLTPFL | GWNSKD
TQSSIFSLLAVAVDRYLATI | CVPLRYKSLV | TGTRARGVIAVLWVLAFGIGLTPFL | GWNSKD
TQSSIFSLLAVAIDRYLAT |KIPLRYNSLV | TGKRARGLIAVLWLLSFVIGLTPLM | GWNKAM
THASIMSLLATAVDRYLRV | KLTVRYRRVT | TQRRIWLALGLCWLVSFLVGLTPMF | GWN-—-
THASIMSLLAIAVDRYLRV |KLTVRYKRVT | THRRIWLALGLCWLVSFLVGLTPMF | GWN---
THASIMSLLAIAVDRYLRV |KLTVRYRRVT | TQRRIWLALGLCWVVSLLVGFTPMF | GWN—-—
THASIMSLLAIAVDRYLRV |KLTVRYRTVT | TQRRIWLFLGLCWLVSFLVGLTPMF | GWN——-
I IR EY IR I | : : *11: T RN E T
Helix III--——-—--—- >|<—-IL2-——>|<—————- Helix IV--———--——- >|<————-

189



190

0PSDPIG ———————- R-YIPEGLQCSCGIDYYTLKPEVN | NESFVIYMFVVHFSIPLVIIFFCYGQ|L
OPSD_TURTR —--------—- R-YIPEGMQCSCGIDYYTSRQEVN | NESFVIYMFVVHFTIPLVIIFFCYGQ|L
OPSD_BOVIN ———-—--—- R-YIPEGMQCSCGIDYYTPHEETN | NESFVIYMFVVHFIIPLIVIFFCYGQ|L
OPSD_SHEEP —--------—- R-YIPQGMQCSCGALYFTLKPEIN | NESFVIYMFVVHFSIPLIVIFFCYGQ|L
OPSD_HUMAN ———--—--—- R-YIPEGLQCSCGIDYYTLKPEVN | NESFVIYMFVVHFTIPMIIIFFCYGQ|L
OPSD RABIT —-—------—- R-YIPEGMQCSCGIDYYTLKPEVN | NESFVIYMFVVHFTIPLIIIFFCYGQ|L
OPSD_MOUSE —--—------—- R-YIPEGMQCSCGIDYYTLKPEVN | NESFVIYMFVVHFTIPMIVIFFCYGQ|L
OPSD RAT  ——————--—- R-YIPEGMQCSCGIDYYTLKPEVN | NESFVIYMFVVHFTIPMIVIFFCYGQ|L
OPSD_ALLMI --------- R-YIPEGMQCSCGVDYYTLKPEVN | NESFVIYMFVVHFAIPLAVIFFCYGR|L
OPSD_CHICK ———-—--—- R-YIPEGMQCSCGIDYYTLKPEIN | NESFVIYMFVVHFMIPLAVIFFCYGN | L
OPSD_AMBTI --------—- R-YIPEGMQCSCGVDYYTLKPEVN | NESFVIYMFLVHFTIPLMIIFFCYGR|L
OPSD_ANGAN ———-—--—- R-YIPEGMQCSCGVDYYTLKPEVN | NESFVIYMFIVHFSVPLTIISFCYGR|L
AAIR _CAVPO ----- LSKTIEMAWAANGSVGEPVIKCEFEKVIS |MEYMVYFNFFVWVLPPLLLMVLIYLE |V
AAIR HUMAN ----- LSAVERAWAANGSMGEPVIKCEFEKVIS |MEYMVYFNFFVWVLPPLLLMVLIYLE |V
AAIR RAT --—-—-- LSVVEQDWRANGSVGEPVIKCEFEKVIS |MEYMVYFNFFVWVLPPLLLMVLIYLE |V
AAIR BOVIN ----- LSAVERDWLANGSVGEPVIECQFEKVIS |[MEYMVYFNFFVWVLPPLLLMVLIYME |V
AAIR CANFA ----- LGEAQRAWAANGSGGEPVIKCEFEKVIS |MEYMVYFNFFVWVLPPLLLMVLIYLE |V
AAIR RABIT ----- LREVQRAWAANGSVGEPVIKCEFEKVIS |MEYMVYFNFFVWVLPPLLLMVLIYLE |V
AA1R CHICK ----- LNKVLGTRDLNVSHSEFVIKCQFETVIS |MEYMVYFNFFVWVLPPLLLMLLIYLE |V
AA2A CANFA ----NCSQPKEGRNYSQGCGEGQVACLFEDVVP |MNYMVYYNFFAFVLVPLLLMLGVYLR|I
AA2A HUMAN ----NCGQPKEGKNHSQGCGEGQVACLFEDVVP |MNYMVYFNFFACVLVPLLLMLGVYLR|I
AA2A CAVPO ----NCSQPKGDKNHSESCDEGQVTCLFEDVVP |MNYMVYYNFFAFVLVPLLLMLGIYLR|I
AA2A MQUSE ----NCSQTDE--NSTKTCGEGRVTCLFEDVVP |[MNYMVYYNFFAFVLLPLLLMLAIYLR|I
AA2A RAT  ----NCSQKDG--NSTKTCGEGRVTCLFEDVVP |[MNYMVYYNFFAFVLLPLLLMLAIYLR|I

AA2B MOUSE SATSNCTELG---DGIANKSCCPLTCLFENVVP |MSYMVYFNFFGCVLPPLLIMLVIYIK|I
AA2B RAT  RATSNCTEPG---DGITNKSCCPVKCLFENVVP |MSYMVYFNFFGCVLPPLLIMMVIYIK|I
AA2B HUMAN SATNNCTEPW---DGTTNESCCLVKCLFENVVP |MSYMVYFNFFGCVLPPLLIMLVIYIK|I
AA2B CHICK SGCPNSTNETGA-DHGAGHHGCFISCLFENVVT |MSYMVYFNFFGCVLLPLITMLGIYIK|I

AA3R_CANFA ———————- MKLTSEHQRNVT--FLSCQFSSVMR | MDYMVYFSFFTWILIPLVVMCAIYLD | I

AA3R_HUMAN -------- MKLTSEYHRNVT--FLSCQFVSVMR | MDYMVYFSFLTWIFIPLVVMCAIYLD | I

AA3R RABIT -------- MKPTLESARNYS--DFQCKFDSVIP |MEYMVFFSFFTWILIPLLLMCALYVY|I

AA3RRAT ———-——- RKVTLELSQNSS—-TLSCHFRSVVG | LDYMVFFSFITWILIPLVVMCIIYLD|I
| * * L% * |

Anhang



A.2 Sequenz-Alignments

0PSD_PIG

OPSD_TURTR
OPSD_BOVIN
OPSD_SHEEP
OPSD_HUMAN
OPSD_RABIT
OPSD_MOUSE
OPSD_RAT

OPSD_ALLMI
OPSD_CHICK
OPSD_AMBTI
OPSD_ANGAN
AA1R _CAVPO
AA1R HUMAN
AA1R RAT

AA1R BOVIN
AA1R_CANFA
AAIR RABIT
AA1R_CHICK
AA2A _CANFA
AA2A _HUMAN
AA2A _CAVPO
AA2A MOUSE
AA2A RAT

AA2B_MOUSE
AA2B RAT

AA2B_HUMAN
AA2B_CHICK
AA3R_CANFA
AA3R_HUMAN
AA3R_RABIT
AA3R_RAT

VFTVKEAAAQQQE--———-—- SATTQK | AEKEVTRMVIIMVVAFLICWLPYASVAFYIFT |HQ
VFTVKEAAAQQQE------- SATTQK | AEKEVTRMVIIMVVAFLICWVPYASVAFYIFT |HQ
VFTVKEAAAQQQE--———-—- SATTQK | AEKEVTRMVIIMVIAFLICWLPYAGVAFYIFT |HQ
VFTVKEAAAQQQE---——-- SATTQK | AEKEVTRMVIIMVIAFLICWLPYAGVAFYIFT |HQ
VFTVKEAAAQQQE--———-—- SATTQK | AEKEVTRMVIIMVIAFLICWVPYASVAFYIFT |HQ
VFTVKEAAAQQQE---——-- SATTQK | AEKEVTRMVIIMVIAFLICWVPYASVAFYIFT |HQ
VFTVKEAAAQQQE---——-- SATTQK | AEKEVTRMVIIMVIFFLICWLPYASVAFYIFT |HQ
VFTVKEAAAQQQE---——-- SATTQK | AEKEVTRMVIIMVIFFLICWLPYASVAMYIFT |HQ
VCTVKEAAAQQQE------- SATTQK | AEKEVTRMVIIMVVSFLICWVPYASVAFYIFS|NQ
VCTVKEAAAQQQE--———-—- SATTQK | AEKEVTRMVIIMVIAFLICWVPYASVAFYIFT|NQ
VCTVKEAAAQQQE---——-- SATTQK | AEKEVTRMVIIMVVAFLICWVPYASVAFYIFS|NQ
VCTVKEAAAQQQE--———-—- SETTQR | AEREVTRMVVIMVIAFLVCWVPYASVAWYIFT |HQ

FYLIRKQLSKKVSASS--GDPQKYYG |KELKIAKSLALILFLFALSWLPLHILNCITLF | CP
FYLIRKQLNKKVSASS--GDPQKYYG |KELKIAKSLALILFLFALSWLPLHILNCITLF | CP
FYLIRKQLNKKVSASS--GDPQKYYG |KELKIAKSLALILFLFALSWLPLHILNCITLF | CP
FYLIRKQLSKKVSASS—-GDPQKYYG |KELKIAKSLALILFLFALSWLPLHILNCITLF|CP
FYLIRRQLGKKVSASS--GDPQKYYG|KELKIAKSLALILFLFALSWLPLHILNCITLF | CP
FYLIRRQLSKKASASS--GDPHKYYG | KELKIAKSLALILFLFALSWLPLHILNCVTLF | CP
FNLIRTQLNKKVSSSS—-NDPQKYYG |KELKIAKSLALVLFLFALSWLPLHILNCITLF |CP
FLAARRQLKQMESQPLPGERARSTLQ |KEVHAAKSLAIIVGLFALCWLPLHIINCFTFF | CP
FLAARRQLKQMESQPLPGERARSTLQ | KEVHAAKSLAIIVGLFALCWLPLHIINCFTFF | CP
FLAARRQLKQMESQPLPGERTRSTLQ | KEVHPAKSLAIIVGLFALCCLPLNIINCFTFF | CP
FLAARRQLKQMESQPLPGERTRSTLQ |KEVHAAKSLAIIVGLFALCWLPLHIINCFTFF|CS
FLAARRQLKQMESQPLPGERTRSTLQ | KEVHAAKSLAIIVGLFALCWLPLHIINCFTFF|CS
FMVACKQLQSMELMDH----SRTTLQ |RETHAAKSLAMIVGIFALCWLPVHAINCITLF | HP
FMVACKQLQHMELMEH----SRTTLQ |RETHAAKSLAMIVGIFALCWLPVHAINCITLF |HP
FLVACRQLQRTELMDH----SRTTLQ |REIHAAKSLAMIVGIFALCWLPVHAVNCVTLF | QP
FMVACKQLHQIELMGN----SRTTLQ | KEVHAAKSLAIIVGLFAFCWLPLHILNCITHF |HE
FYVIRNKLNQNFS-SS—-KETGAFYG |REFKTAKSLFLVLFLFAFSWLPLSIINCITYF |H-
FYIIRNKLSLNLS-NS--KETGAFYG |REFKTAKSLFLVLFLFALSWLPLSIINCIIYF|N-
FYIIRNKLVQSFS-SF--KETGAFYR |REFKTAKSLFLVLALFAGCWLPLSIINCVTYF |K-
FYIIRNKLSQNLT-GF--RETRAFYG |REFKTAKSLFLVLFLFALCWLPLSIINFVSYF |N-
| % . s s ok L ik : |
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0OPSD_PIG

OPSD_TURTR
OPSD_BOVIN
OPSD_SHEEP
OPSD_HUMAN
OPSD_RABIT
OPSD_MOUSE
OPSD_RAT

OPSD_ALLMI
OPSD_CHICK
OPSD_AMBTI
OPSD_ANGAN
AA1R _CAVPO
AA1R HUMAN
AA1R RAT

AA1R BOVIN
AA1R_CANFA
AAIR RABIT
AA1R_CHICK
AA2A _CANFA
AA2A _HUMAN
AA2A _CAVPO
AA2A MOUSE
AA2A RAT

AA2B_MOUSE
AA2B RAT

AA2B_HUMAN
AA2B_CHICK
AA3R_CANFA
AA3R_HUMAN
AA3R RABIT
AA3R_RAT

G-—-SDFGP | IFMTIPAFFAKSASIYNPVIYIMM | NKQFRNCMLTTLCCGKNPLGDD--EA—-
G--SDFGP | IFMTIPSFFAKSSSIYNPVIYIMM | NKQFRNCMLTTLCCGRNPLGDD--EA--
G-—-SDFGP | IFMTIPAFFAKTSAVYNPVIYIMM | NKQFRNCMVTTLCCGKNPLGDD--EA—-
G--SDFGP | IFMTIPAFFAKSSSVYNPVIYIMM | NKQFRNCMLTTLCCGKNPLGDD--EA--
G—-SNFGP | IFMTIPAFFAKSAAIYNPVIYIMM | NKQFRNCMLTTICCGKNPLGDD--EA—-
G--SNFGP | IFMTIPAFFAKSSSIYNPVIYIMM | NKQFRNCMLTTICCGKNPLGDD--EA--
G--SNFGP | IFMTLPAFFAKSSSIYNPVIYIML | NKQFRNCMLTTLCCGKNPLGDD--DA--
G--SNFGP | IFMTLPAFFAKTASIYNPIIYIMM | NKQFRNCMLTSLCCGKNPLGDD--EA--
G--SDFGP | VFMTIPAFFAKSSAIYNPVIYIVM | NKQFRNCMITTLCCGKNPLGDD--ET--
G-—-SDFGP | IFMTIPAFFAKSSAIYNPVIYIVM|NKQFRNCMITTLCCGKNPLGDE--DT--
G--TDFGP | IFMTVPAFFAKSSAIYNPVIYIVL | NKQFRNCMITTICCGKNPFGDD--ET--
G-—-STFGP | VFMTVPSFFAKSSAIYNPLIYICL | NSQFRNCMITTLFCGKNPFQEE--EG—-
T--CHKPT | ILTYIAIFLTHGNSAMNPIVYAFR | IQKFRVTFLKIWNDHFRCQPEP------
S--CHKPS | ILTYIAIFLTHGNSAMNPIVYAFR | IQKFRVTFLKIWNDHFRCQPAP------
T--CQKPS | ILIYIAIFLTHGNSAMNPIVYAFR | IHKFRVTFLKIWNDHFRCQPKP------
S—-CHMPR|ILIYIAIFLSHGNSAMNPIVYAFR | IQKFRVTFLKIWNDHFRCQPAP——--—-
S--CRKPS| ILMYIAIFLTHGNSAMNPIVYAFR | IQKFRVTFLKIWNDHFRCQPTP------
S--CQKPS | ILVYTAIFLTHGNSAMNPIVYAFR | IHKFRVTFLKIWNDHFRCRPAP-——-—-
S—-CKTPH|ILTYIAIFLTHGNSAMNPIVYAFR | IKKFRTAFLQIWNQYFCCKTNK——--—-
E-CSHAPL | WLMYLTIVLSHTNSVVNPFIYAYR | IREFRQTFRKIIRSHVLRRREPFKAGGT
D-CSHAPL | WLMYLAIVLSHTNSVVNPFIYAYR | IREFRQTFRKIIRSHVLRQQEPFKAAGT
E-CDHAPP | WLMYLTIILSHGNSVVNPLIYAYR | IREFRQTFRKIIRSHILRRRELFKAGGT
T-CQHAPP | WLMYLAITILSHSNSVVNPFIYAYR | IREFRQTFRKIIRTHVLRRQEPFRAGGS
T-CRHAPP | WLMYLAITILSHSNSVVNPFIYAYR | IREFRQTFRKIIRTHVLRRQEPFQAGGS
ALAKDKPK | WWMNVAILLSHANSVVNPIVYAYR | NRDFRYSFHKIISRYVLCQAE——————-
ALAKDKPK | WWMNVAILLSHANSVVNPIVYAYR | NRDFRYSFHRIISRYVLCQTD---———-
AQGKNKPK | WAMNMAILLSHANSVVNPIVYAYR |NRDFRYTFHKIISRYLLCQAD——————-
EFSKSKPE | WWMYVAIILSHANSVINPIIYAYR | IRDFRYTFHKIISK-ILCKTDDFPK---
--—GEVPQ|IILYLGILLSHANSMMNPIVYAYK | IKKFKETYLLIFKTYMICQSSD----—-—
---GEVPQ | LVLYMGILLSHANSMMNPIVYAYK | IKKFKETYLLILKACVVCHPSD------
—-——CKVPD | VVLLVGILLSHANSMMNPIVYACK | IQKFKETYLLIFKARVTCQPSD——--—-
---VKIPE| IAMCLGILLSHANSMMNPIVYACK | IKKFKETYFVILRACRLCQTSD-—--—-—
| Liirr kk, ok | %

Anhang
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OPSDPIG  -—-——————-——————- STT--——————- TSKTETSQVAPA-——————————————————
OPSD_TURTR -------—=——=—==== STT---—---——- ASKTETSQVAPA-————————— e ——
OPSDBOVIN -----—————————=—= STT--—-——-——- VSKTETSQVAPA-——————————————————
OPSD_SHEEP ------=—====—==== STT---—---——- VSKTETSQVAPA-—————————— oo
OPSD_HUMAN ------—————————=—= SAT-——-—————- VSKTETSQVAPA-——————————————————
OPSD_RABIT ------——========= SAT---——-——- ASKTETSQVAPA-—————————— oo
OPSD_MOUSE ----------—-—----- SAT----————- ASKTETSQVAPA-————————— e e
OPSD RAT  -——=——=——=——-—--- SAT--—————-- ASKTETSQVAPA-————————— e e
OPSD_ALLMI ----------——---—- ATGSK----- TETSSVSTSQVSPA-————————— o ——
OPSD_CHICK ------—-—-——————- SAG-K-—-—- TETSSVSTSQVSPA—————————————— e ——
OPSD_AMBTI ------=========== TSAATSK---TEASSVSSSQVSPA-————————— -
OPSD_ANGAN -----————=————=——— ASTTASK---TEASSVSS--VSPA-———————————— o
AAIR_CAVPO ------————————=—- PID---—--- EDLPEEKVDD-——————————————————————
AA1R HUMAN ---------—-———--—- PID--—--——- EDLPEERPDD--———=————————————— o ———
AAIR RAT  -——————————mmmm PID------- EDLPEEKAED-——————————————————————
AAR BOVIN —-—-—————————————— PID----——- EDAPAERPDD-————————————— e
AA1R CANFA --—--———————————- PVD---——-- EDPPEEAPHD-——————————————————————
AAIR RABIT --——-———————————- AGDGD----- EDLPEEKPND-—————————————— e
AAIR CHICK ---—————————————- SSS--————- SS-TAETVN-————————mmmmmm e

AA2A _CANFA SARALAAHGSDGEQISLRLNGHPPGVWANGSAPHPERRPNGYTLGLVSGGIAPESHGDMG
AA2A HUMAN SARVLAAHGSDGEQVSLRLNGHPPGVWANGSAPHPERRPNGYALGLVSGGSAQESQGNTG
AA2A_CAVPO SARASAAHSPEGEQVSLRLNGHPPGVWANGSALRPEQRPNGYVLGLVSGRSAQRSHGDAS
AA2A MOUSE SAWALAAHSTEGEQVSLRLNGHPLGVWANGSAPHSGRRPNGYTLGPGGGGSTQGSPG---
AA2A RAT  SAWALAAHSTEGEQVSLRLNGHPLGVWANGSATHSGRRPNGYTLGLGGGGSAQGSPR---

AA2B MOUSE -----———————————- TKGG——————- SGQAGAQ----STLSLGL-—————————————
AA2B RAT  —-————-—————————- TKGG--—---- SGQAGGR----STFSLSL-———-———=————-
AA2B HUMAN --------—————-——- VKSG-—————- NGQAGVQ----PALGVGL-—————————————
AA2B CHICK —------- C-—-——-—-- TTDN---—--- NQHLTVTNVNAPAASVTI-—————————————
AA3R_CANFA —-———————————————- SLD-—————- GG -TE-————— e
AA3R HUMAN -----———————————- SLD--———-—- TS-IEKNSE-————————— e
AA3R RABIT —---——-—————————— SLD---—-—- PS-SEQNSE-——————————— e
AA3BRRAT - SLD-—-——-- SN-LEQTTE-———————————————————————



194 Anhang

OPSDPIG  ———————————m—mmmmm oo
OPSD_TURTR —===== === mm o m oo oo oo
OPSD BOVIN ——————————mmmmmmm oo
OPSD_SHEEP === ——m oo oo oo
OPSD_HUMAN === mmm oo o oo oo
OPSD_RABIT —======= === mmmmmmmmm oo
OPSD_MOUSE —=========== === mmmmmmm oo
OPSDRAT ~ ———————mmmmm oo oo
OPSD_ALLMI == === mm o m oo oo o oo oo
OPSD_CHICK —===—mmmmm oo oo oo oo oo
OPSD_AMBTI ———=—= == mmm oo oo oo oo
OPSD_ANGAN ————————————mm oo
AA1IR CAVPQ ——————mmm oo oo
AA1R HUMAN == == === == m oo oo oo
AAIRRAT == mmmmmmm oo oo
AAIR BOVIN == == === mmm oo oo oo
AA1R CANFA == == === m oo oo oo
AAIR RABIT == == == =mmm == m oo oo
AA1R CHICK —===== == === = m oo oo
AA2A CANFA LPDVELLSHELKGACPESPGLEGPLAQDGAGVS-----—-—-
AA2A HUMAN LPDVELLSHELKGVCPEPPGLDDPLAQDGAGVS-----—-—-
AA2A CAVPO LSDVELLSHEHKGTCPESPSLEDPPAHGGAGVS---—-—-—-
AA2A MOUSE --DVELLTQEHQ-EGQEHPGLGDHLAQGRVGTASWSSEFAPS
AA2A RAT  --DVELPTQERQ-EGQEHPGLRGHLVQARVGASSWSSEFAPS
AA2B MOUSE —======= === === m oo
AA2B RAT == == =mmmm oo oo
AA2B HUMAN == == === oo oo oo
AA2B CHICK === == mmmm oo oo oo oo
AA3R CANFA == === oo oo oo o e
AA3R HUMAN == == mm o oo m oo oo
AA3R RABIT —————mmm oo oo oo oo
AABR RAT  mm oo oo oo o
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A.2.2.

Alignment 2: Die Referenz-AS und Cysteine der konservierten Disulfid-Briicke sind mit
" markiert. Die AS, die im Fall des Rinder-Rhodopsins im Abstand von 4.0 A zum 11-
cis-Retinal liegen, bzw. die bei den Adenosin-Rezeptoren laut Mutagenese-Befund fiir die
Bindung von Liganden relevant sind, sind unterstrichen.

Editiertes Sequenz-Alignment

OPSD_BOVIN MNGTEGPNFY VPFSNKTGVV RSPFEAPQYY LAE|PWQFSM LAAYMFLLIM
AA1R HUMAN —---=-==== —=—————omm oo MP PSI|SAFQAA YIGIEVLIAL
AA2A HUMAN —-------== ———————mmm oo -MP | IMGSSV YITVELAIAV

49
21
18

AA2B_HUMAN
AA3R_HUMAN

OPSD_BOVIN
AA1R _HUMAN
AA2A _HUMAN
AA2B_HUMAN
AA3R_HUMAN

OPSD_BOVIN
AA1R _HUMAN
AA2A _HUMAN
AA2B_HUMAN
AA3R_HUMAN

OPSD_BOVIN
AA1R_HUMAN
AA2A _HUMAN
AA2B_HUMAN
AA3R_HUMAN

OPSD_BOVIN
AA1R _HUMAN
AA2A _HUMAN
AA2B_HUMAN
AA3R_HUMAN

MLL|ETQDAL YVALELVIAA

————————————————————————— MPNNS TAL|SLANVT
—————————————— N-Terminus----------->|<-———-

LGFPINFLTL YVTVQ|HKKL RT|PLNYILL NLAVADLFMV
VSVPGNVLVI WAVKV|NQAL RD|ATFCFIV SLAVADVAVG
LATLGNVLVC WAVWL|NSNL QN|VTNYFVV SLAAADIAVG
LSVAGNVLVC AAVGT|ANTL QT|PTNYFLV SLAAADVAVG
CAIVGNVLVI CVVKL|NPSL QT|TTFYFIV SLALADIAVG

*

--Helix I--—--- >|<-IL1->|<—=———- Helix II

S|LHGYFVFG PT|GCNLEGF
N|IG--PQTY FH|TCLMVAC
S|TG--FCAA CH|GCLFIAC
S|LG--FCTD FY|GCLFLAC
S|LG--ITIH FY|SCLFMTC
%
>|<--EL1---->|<-Helix

NFRFG-|ENH AIMGVAFTWV
YKMVVT |PRR AAVATAGCWI
YNGLVT |GTR AKGITAICWV
YKSLVT |GTR ARGVIAVLWV

YKRVTT | HRR IWLALGLCWL
*

-IL2-> [ <===———- Helix IV

-—-RYIPEGM QCSCGIDYYT
WAANGSMGEP VIKCEFEKVI
-NHSQGCGEG QVACLFEDVV
-DGTTNESCC LVKCLFENVV
SEYHRNVT-- FLSCQFVSVM

FATLGGEIAL
PVLILTQSSI
FVLVLTQSSI
FVLVLTQSSI
LLLIFTHAST

MALACAAPPL
LSFVVGLTPM
LSFAIGLTPM
LAFGIGLTPF
VSFLVGLTPM

PHEETN | NES
§--——- |MEY
p----- | MNY
P-—-—- |MSY
R _____

*

WSLVVLAIER
LALLAIAVDR
FSLLAIAIDR
FSLLAVAVDR
MSLLAIAVDR

YITMEIFIGL

Helix I--—--

FGGFTTTLYT
ALVIPLAILI
VLAIPFAITI
LFAIPFAITI
VLVMPLAIVV

YVVV | CKPMS
YLRV|KIPLR
YIAI|RIPLR
YLAI|CVPLR
YLRV|KLTVR

______________ >|<-IL2

VIGWS—-———- —————————-
F|GWNN---- ——- LSAVERA
L |GWNNCGQP
L | GWNSKDSA
F|GWN--—-- —————- MKLT

FVIYMFVVHF ITPLIVIFFC
MVYFNFFVWV LPPLLLMVLI
MVYFNFFACV LVPLLLMLGV
MVYFNFFGCV LPPLLIMLVI
MVYFSFLTWI FIPLVVMCAI

19
24

97
69
66
67
72

144
114
111
112
117

176
155
153
158
154

222
199
196
201
196
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OPSD_BOVIN
AA1R HUMAN
AA2A _HUMAN
AA2B_HUMAN
AA3R_HUMAN

OPSD_BOVIN
AA1R_HUMAN
AA2A _HUMAN
AA2B_HUMAN
AA3R_HUMAN

OPSD_BOVIN
AA1R _HUMAN
AA2A _HUMAN
AA2B_HUMAN
AA3R_HUMAN

AA2A _HUMAN
AA2A _HUMAN

YGQ|LVFTVK
YLE|VFYLIR
YLR|IFLAAR
YIK|IFLVAC
YLD|IFYIIR

CWLPYAGVAF
SWLPLHILNC
CWLPLHIINC
CWLPVHAVNC
SWLPLSIINC

| NKQFRNCMV
| IQKFRVTFL
| IREFRQTFR
| NRDFRYTFH
| IKKFKETYL

EAAAQQQE--
KQLNKKVSAS
RQLKQMESQP
RQLQRTELMD
NKLSLNLS-N

YIFT|HQG--
ITLF|CPS--
FTFF | CPD-C
VTLF | QPAQG
IIYF|N--—-

TTLCCGKNPL
KIWNDHFRCQ
KIIRSHVLRQ
KIISRYLLCQ
LILKACVVCH

| <——=—=——- C-Terminus

————— SATTQ K|AEKEVTRM VIIMVIAFLI 263
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