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1.1 Vorbemerkung

Molecular Modelling bietet die einzigartige Mdglichkeit, die Eigenschaften und
Bewegung von Molekilen und sogar ihre Interaktionen zu simulieren und zu visua-
lisieren. Trotzdem darf nicht vergessen werden, dass auch die besten Modelle nie
der Wirklichkeit gleichzusetzen sind, sie kdnnen immer nur so gut sein wie die
Daten, die ihr Fundament bilden — seien es Bindungsdaten flir Rezeptorliganden
oder Mutationsstudien und sonstige experimentelle Befunde bei Proteinen. Eine
nicht zu unterschatzende Grundlage des Molecular Modelling bilden Kristallstruk-
turen von kleinen oder gro3en Molekilen — aus ihnen werden Kraftfeldparameter
und energiearme Geometrien abgeleitet, sie dienen als Vorbild fir den Bau von
Proteinmodellen. Gllcklicherweise ist die Zahl und Qualitat von Kristallstrukturen
innerhalb der letzten Jahre stark angestiegen und wird weiter steigen. Aufgrund
dieser Verbesserung der experimentellen Grundlage steigt auch die Qualitat der
theoretisch abgeleiteten Parameter, so dass die mit Hilfe von Molecular Modelling
Techniken erstellten Modelle eine immer groRere Bedeutung fur die Erklarung der
Vorgange im molekularen Bereich erlangen.

1.2 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) sind Membranproteine, die Signale
von der AuRenseite der Zelle ins Innere transportieren. Uber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren kommunizieren wir mit der Umwelt, sie sind an allen Bereichen der
Sinneswahrnehmung beteiligt: dem Sehen, Riechen, Horen, Tasten und Flhlen.
Eine enorme Anzahl von Krankheiten wird durch eine Fehlfunktion von GPCRs
ausgel6st, daher sind sie auch der Angriffspunkt fur einen gro3en Teil der Arznei-
stoffe [1].

Die Zahl der Gene, die GPCRs kodieren, wird auf 500-1000 geschatzt, dies ent-
sprache etwa 1-2% des menschlichen Genoms [2]. Die GPCRs binden chemisch
extrem diverse Liganden, die von lonen Uber biogene Amine, Nukleotide, Lipide,
Peptide und Glykoproteine bis zu Proteasen reichen [3].

1.2.1 Einteilung der G-Protein gekoppelten Rezeptoren

Die G-Protein gekoppelten Rezeptoren besitzen keine durchgangige Sequenz-
homologie. Ihr einziges gemeinsames Merkmal ist das Vorhandensein von sieben
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transmembrandren o-Helices, die abwechselnd durch intra- und extrazellulare
Loops miteinander verbunden sind, wobei sich das N-terminale Ende extrazellular
und der C-Terminus intrazellular befinden. Signifikante Sequenzhomologie findet
sich allerdings innerhalb einzelner Familien. Die besonderen Merkmale der Fami-
lien sind zusammen mit einigen Vertretern ihrer Liganden in Tabelle 1.1 aufge-
listet.

Tabelle 1.1: GPCR-Familien und ihre charakteristischen strukturellen Motive [4] (ECL = extrazellularer
Loop, ICL = intrazellularer Loop)
Familie A | Rezeptoren, die mit Rhodopsin und - einige hochkonservierte Aminosauren,
dem B,-Rezeptor verwandt sind z.B. DRY-Motiv am Ende von Helix 3
- bestimmtes Prolinmuster in den Helices
- fast immer Disulfidbriicke zwischen
Helix 3 und ECL 2
- sehr haufig palmitoyliertes Cys als
Membrananker im C-Terminus — Bildung
eines vierten intrazellularen Loops
Familie B | dem Calcitonin-Rezeptor ahnliche - langer N-Terminus mit mehreren
Rezeptoren Cysteinen, die vermutlich ein Netzwerk
aus Disulfidbriicken bilden
(Peptid- und Neuropeptid-Rezeptoren, s .
2 B. fiir Vasoaktives Intestinales Disulfidbriicke zwischen ECL 2 und 3
Peptid, Calcitonin, Glucagon) keine Palmitoylierung im C-Terminus
anderes Prolinmuster in den Helices als
bei Familie A
kein DRY-Motiv am Ende von Helix 3
Familie C | Metabotrope Glutamatrezeptoren/- sehr langer N-Terminus (~ 600 Amino-
Pheromonrezeptoren sauren), in dem sich wahrscheinlich die
Ligandenbindungsstelle befindet
(z.B. auch GABA-Rezeptoren, :
Calcium-Rezeptoren) ICL 3 sehr kurz und hoch konserviert
wahrscheinlich Disulfidbriicke zwischen
ECL2und 3
Familie D | Pheromon-Rezeptoren bei Pilzen
Familie E | cAMP-Rezeptoren (Dictyostelium
discoideum)

Die Familie A der Rhodopsin ahnlichen Rezeptoren ist bei weitem die gréfite und
am besten untersucht. Eine ausfiihrliche Ubersicht iber die aus Mutationsstudien
und anderen Experimenten abgeleitete molekulare Architektur der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren bietet [5]. Nach phylogenetischen Kriterien wurden die
Rezeptoren in sechs Gruppen unterteilt [4]:



1 EINLEITUNG 11

Tabelle 1.2:  Einteilung der Rhodopsin ahnlichen Rezeptoren [4]

Familie A |1 Rezeptoren fiir biogene Amine
Rezeptoren fir Neuropeptid-Hormone und Wirbeltier-Opsine
Rezeptoren flr Bradykinin und Nicht-Wirbeltier-Opsine

Rezeptoren fir Adenosin, Cannabinoide und Angiotensin, Geruchsrezeptoren

a b ODN

Rezeptoren fir Chemokine, Opioide, Eicosanoide, Peptid-Hormone, Glykoprotein-
Hormone u.v.a.m.

6 Rezeptoren fiir Melatonin

Die nachsten Verwandten der Eicosanoid-Rezeptoren sind Rezeptoren fur Peptid-
hormone wie Oxytocin oder Gonadoliberin; in der gleichen Gruppe befinden sich
auch Rezeptoren fir andere autokrine, parakrine und endokrine Faktoren
(s. Tabelle 1.2) [4].

1.2.2 Signaltransduktion

Bindet ein Agonist an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor wird dessen aktive
Konformation so weit stabilisiert, dass ein sogenanntes G-Protein (Guanin-
Nukleotid bindendes Protein) an den Rezeptor koppelt. Die o-Untereinheit des
heterotrimeren G-Proteins gibt daraufhin ein Molekil GDP frei, dieses wird schnell
durch GTP ersetzt, was eine Konformationsanderung in der a-Untereinheit ein-
leitet. Sie |6st sich von dem stabilen By-Dimer und beide kdnnen nun verschiedene
Signaltransduktionswege beeinflussen [3].

Durch die Bindung des Go-Proteins wird ein Effektorenzym aktiviert, das nun
solange second messenger Moleklle synthetisiert, bis die a-Untereinheit spontan
GTP zu GDP und Phosphat hydrolysiert und zum inaktiven Status zurtickkehrt. Sie
dissoziiert vom Enzym und bildet mit der 3- und y-Untereinheit wieder ein Trimer.

Je nach Go-Protein kdnnen unterschiedliche Effektorenzyme aktiviert werden, wie
die Adenylatcyclase, Phospholipase A, C oder D, Phosphodiesterasen oder auch
lonenkanale. Tabelle 1.3 listet die vier Klassen von Go-Proteinen und die von
ihnen aktivierten Signaltransduktionswege auf. Uber diesen Mechanismus wird ein
Signal nicht nur von aul’en nach innen weitergeleitet, sondern auch deutlich
verstarkt, da jeder aktivierte Rezeptor an viele G-Proteine binden kann, so dass
auch viele Effektorenzyme aktiviert werden. Jedes Effektorenzym wiederum kann
Hunderte bis Tausende second messenger Molekule synthetisieren [2].
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Eine wichtige Rolle fiir die Entkopplung des G-Protein-Rezeptor-Komplexes spielt
die Phosphorylierung von bestimmten Ser oder Thr im intrazellularen Bereich des
Rezeptors. Sie wird durch verschiedene Kinasen katalysiert, die Uber second
messenger aktiviert werden (z.B. cAMP-abhangige Proteinkinase A, Ca*'/
Phospholipid-abhangige Proteinkinase C oder G-Protein gekoppelte Rezeptor-
Kinasen) und fihrt zu einem schnellen Stopp der Signalweiterleitung [6]. Des
weiteren kann die Rezeptoraktivitat durch Internalisierung der Rezeptoren bzw.
langfristig durch die Regulierung der Rezeptorenzahl (up/down regulation)
beeinflusst werden.

Tabelle 1.3:  Ubersicht (iber die verschiedenen Klassen von Go-Proteinen [7, 8, 9]

G, stimuliert die Adenylatcyclase,
moduliert Ca®*- und Na'-Kanale

G; hemmt die Adenylatcyclase
aktiviert die cGMP-Phosphodiesterase
offnet K*-Kanéle, schliet Ca?*-Kanale

Gq aktiviert die Phospholipase C

G2 stimuliert das Zellwachstum

Der bisher dargestellte Weg ist eine Vereinfachung der tatsachlichen Verhaltnisse.
G-Protein gekoppelte Rezeptoren kdnnen nicht alleine durch Agonisten aktiviert
werden, denn auch fir Antikérper wurde eine Aktivierung gezeigt [3]. Bei den
Opsinen erfolgt die Aktivierung des Rezeptors durch ein Photon und der
Thrombinrezeptor aktiviert sich selbst, nachdem sein N-Terminus durch Thrombin
abgespalten wurde [1].

Viele GPCRs besitzen zudem eine basale Aktivitat, kdbnnen also das G-Protein
auch ohne die Anwesenheit eines Agonisten aktivieren. Diese basale Aktivitat
|&sst sich durch inverse Agonisten unterdrticken [10].

Die molekularen Grundlagen der Signaltransduktion sind weitgehend ungeklart,
obwohl es fur einige hoch konservierte Aminosduren experimentelle Ergebnisse
gibt, die ihre Bedeutung flr die Signaltransduktion nahelegen. Dies sind z.B. die
Aminosauren des D-R-Y-Motivs am intrazellularen Ende von Helix 3 [11] oder
auch diejenigen des N/D-P-(X),3-Y-Motivs in der siebten Helix [12, 13]. Gerade fir
das zweite Motiv ist eine direkte Interaktion mit dem G-Protein praktisch auszu-
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schlieen, da es nicht am zytoplasmatischen Ende der Helix liegt. Es scheint eher
fur die Aufrechterhaltung der Architektur des Rezeptors wichtig zu sein.

1.2.3 Interaktionen zwischen Rezeptoren

Fur Blutplattchen und Endothelzellen wurde vor kurzem gezeigt, dass eine Aktivie-
rung von Thrombin-Rezeptoren zu einer Affinitatssteigerung am Thromboxan-
Rezeptor fuhrte [14]. Es scheint also eine Signalweiterleitung auch zwischen den
Rezeptoren zu geben.

Immer wieder wurde in Experimenten die Bildung von Rezeptor-Homodimeren
beobachtet. Sie wurden durch die Bindung von Agonisten stabilisiert (B>-Rezeptor,
Chemokin-Rezeptoren) oder auch destabilisiert (6-Opioid-Rezeptor) [3]. Welche
Rolle die Dimerisierung spielt ist allerdings noch unklar, sie kénnte die Aktivierung
oder die Desensibilisierung und Internalisierung des Rezeptors beeinflussen. Auch
Heterodimer-Bildung zwischen verwandten Rezeptoren wurde beschrieben.
Mdglicherweise beeinflusst sie den Transport der Rezeptoren an die Zellober-
flache oder auch die Funktion der Rezeptoren [3].
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Bild 1.1 Schematische Darstellung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors. Die extrazelluldre Disulfid-

briicke wird durch eine hellgraue Linie symbolisiert, potentielle Glykosylierungsstellen werden
durch N-CHO dargestellt. S-P oder T-P im intrazelluldren Bereich deuten Phosphorylierungs-
stellen an. Die a- und y-Untereinheit des G-Proteins und der C-Terminus des Rezeptors sind
durch Fettsduren bzw. Isopren-Einheiten in der Membran verankert.

1.3 Prostacyclin und der Prostacyclin-Rezeptor

1.3.1 Einordnung der Prostaglandin-Rezeptoren

Der Prostacyclin-Rezeptor bildet mit den anderen Prostaglandin-Rezeptoren und
dem Thromboxan-Rezeptor eine eigene Unterfamilie der Rhodopsin ahnlichen
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G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Im Folgenden soll diese Familie unter dem
Begriff Prostanoid-Rezeptoren zusammengefasst werden'.

Die Prostanoid-Rezeptoren werden in funf Gruppen eingeteilt: DP, EP, FP, IP und
TP. Ihre Nomenklatur leitet sich von der Bezeichnung der natirlich vorkommenden
Prostaglandine PGD,, PGE,, PGF,,, PGl (Prostacyclin) und TXA, (Thromboxan)
ab: Jeder Rezeptor wird nach dem Prostaglandin benannt, das die starkste
Affinitat fur ihn hat [15, 16]. FUr den EP-Rezeptor wurden inzwischen die Subtypen
EP..4 gefunden, fir alle anderen Prostanoid-Rezeptoren sind bisher keine Sub-
typen bekannt [15, 17]. Da in manchen Geweben oder Zelltypen unterschiedliche
Affinitdten flr IP-Rezeptoragonisten gefunden wurden [z.B. 18, 19, 20, 21],
wurden |P-Rezeptorsubtypen vorgeschlagen. Bisher konnten allerdings keine
Gensequenzen gefunden werden, die auf Subtypen oder Spleildvarianten hin-
deuten [17, 22].

Basierend auf den Aminosaure-Sequenzen wurde ein phylogenetischer Baum der
Prostanoid-Rezeptoren berechnet (s. Bild 1.2) [23]. Die nachsten Verwandten des
Prostacyclin-Rezeptors sind demnach der Rezeptor fur Prostaglandin (PG) D,
sowie der EP,- und EP4-Subtyp des Prostaglandin Ex-Rezeptors.

Die acht Prostanoid-Rezeptoren kdénnen auf der Basis ihrer Signaltransduktions-
wege in drei Gruppen eingeteilt werden: die relaxierenden Rezeptoren, die
kontraktilen Rezeptoren und die inhibitorischen Rezeptoren. Die relaxierenden
Rezeptoren (CL-1 in Bild 1.2) vermitteln Gber den Anstieg von cAMP die Relaxie-
rung glatter Muskulatur. Zu ihnen gehdren neben dem IP-Rezeptor auch der DP-,
EP,- und EP4-Rezeptor. Die kontraktilen Rezeptoren (CL-2) bewirken Uber die
Mobilisierung von Ca?* die Kontraktion glatter Muskulatur (TP, FP, EP,). Der EPs-
Rezeptor (CL-3) ist ein inhibitorischer Rezeptor, der die cAMP-Bildung hemmt und
so auch die Relaxierung glatter Muskulatur verhindert [23].

! Prostaglandine und Thromboxan werden haufig als Eicosanoide bezeichnet. Da mit diesem

Ausdruck auch die Leukotriene erfasst werden, soll in dieser Arbeit der in der Literatur Gbliche
Begriff ,Prostanoide” verwendet werden.
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Bild 1.2: Phylogenetischer Baum der Prostanoid-Rezeptoren nach Toh [23]. Die Dezimalzahlen geben
die genetische Entfernung der Sequenzen an, die Zahlen in Klammern geben die Verlass-
lichkeit der Abzweigung an, Zahlen > 900 sind statistisch signifikant.

Wie andere G-Protein gekoppelte Rezeptoren auch [24], kbnnen zumindest einige
Prostanoid-Rezeptoren an unterschiedliche G-Proteine koppeln und dadurch mehr
als einen Signaltransduktionsweg aktivieren. Der Prostacyclin-Rezeptor (IP-
Rezeptor) koppelt Uber ein stimulierendes G-Protein (Gs) an die Adenylatcyclase
und bewirkt so einen Anstieg der cAMP-Konzentration in der Zielzelle [21, 25, 22].
Daneben kann der IP-Rezeptor wahrscheinlich Gber die Kopplung an Gq [17] auch
die Phospholipase C aktivieren und so die Bildung von Inositol-1,4,5-triphosphat
stimulieren [25, 26].

1.4 Liganden des Prostacyclin-Rezeptors

Prostacyclin ist zwar der wichtigste, aber nicht der einzige physiologische Ligand
des IP-Rezeptors. Prostaglandin E4 bindet ebenfalls an diesen Rezeptor, aller-
dings mit einer schwacheren Affinitat: Die Bindungskonstante K; am Prostacyclin-
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Rezeptor der Maus wird mit 33 nM angegeben, Cicaprost als hochaffiner Ligand
bindet mit Ki = 10 nM [17]. Fur Prostacyclin selbst gibt es wegen seiner geringen
Stabilitat keine verlasslichen Angaben. Die in Dusseldorf am menschlichen Prosta-
cyclin-Rezeptor gemessenen Bindungsdaten (s. Kapitel 4.4) zeigen eine noch
grolRere Differenz zwischen Cicaprost und PGE4. Fur Cicaprost wurde mit
Ki = 21,5 nM eine ahnlich hohe Affinitdt gemessen, fir PGE4 betrug die Bindungs-
konstante allerdings nur 1,43 uM. Das ebenfalls antiaggregatorisch und synergis-
tisch wirkende PGD; besitzt einen eigenen Plattchenrezeptor, es bindet nicht an
den IP-Rezeptor [27].

1.4.1 Prostacyclin

1.4.1.1 Biosynthese

Prostacyclin (Prostaglandin I,, PGly) wurde erst 1976 als physiologischer Modu-
lator von Plattchenaggregation und Gefaltonus entdeckt [28, 29]. Es wird aus
Arachidonsaure biosynthetisiert, einem Bestandteil der Phospholipide in der
Zellmembran. Arachidonsaure wird durch Phospholipase A, aus der Membran frei-
gesetzt und anschlieBend durch die Prostaglandin-Synthase (Cyclooxigenase/
Peroxidase) Uber den Zwischenschritt Prostaglandin G, zu Prostaglandin H, oxi-
diert (s. Bild 1.3). Je nach Enzymausstattung der Zelle kann Prostaglandin H, nun
in verschiedene Prostaglandine umgesetzt werden. Hauptbildungsort flr Prosta-
cyclin sind die Endothelzellen der Gefalke [27].
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Bild 1.3: Biosynthese von Prostacyclin.

1.4.1.2 Stabilitdat und Metabolisierung von Prostacyclin

Durch die Vinylether-Partialstruktur ist Prostacyclin sehr instabil; durch nichtenzy-
matische Hydrolyse entsteht mit einer Halbwertszeit von zwei bis drei Minuten
(physiologische Bedingungen) der Hauptmetabolit 6-Keto-PGF,,, [30, 31]. Als wei-
tere Metabolite werden ,Dinor-6,15-diketo-13,14-dihydro-PGF,,“ und ,Dinor-6,15-
diketo-13,14-dihydro-20-carboxyl-PGF 1, beschrieben (s. Bild 1.4) [32], das heil3t
neben der Reduktion der Doppelbindung an C13 und der Oxidation von C15 wird
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Prostacyclin auch durch - und w-Oxidationsreaktionen abgebaut, die sonst beim
Fettsauremetabolismus eine wichtige Rolle spielen. Bei der B-Oxidation entsteht
eine um zwei Kohlenstoffatome verklrzte Saure (Abspaltung von C1 und C2 als
Acetyl-CoA), wahrend bei der w-Oxidation das letzte Kohlenstoffatom der Kette
oxidiert wird.

"q5" 0"

B 20 HoO HO
13 - 15
—
O
Ho HO 5
1 o 20 o
(6]
0
Ho HO
Bild 1.4: Links: 6-Keto-PGF4,, der Hauptmetabolit von Prostacyclin. Rechts oben: ,Dinor-6,15-diketo-

13,14-dihydro-PGF,“. Rechts unten: ,Dinor-6,15-diketo-13,14-dihydro-20-carboxyl-PGF "

1.4.1.3 Wirkungen des Prostacyclins

Prostacyclin ist wie die anderen Prostaglandine ein Mediator (Gewebshormon),
das heil3t es wird nach der Sezernierung durch Endothelzellen nicht tGber die Blut-
bahn durch den Kdrper transportiert, sondern wirkt auf benachbarte Zellen.

Prostacyclin wirkt als starker Vasodilatator (Uber Rezeptoren im GefalRendothel)
und hemmt an Thrombozyten die durch unterschiedliche Stimuli wie ADP2,
Kollagen, Thrombin oder Thromboxan A, ausgeldste Aggregation (Uber Rezep-
toren in der Plattchenmembran). Wie andere Prostanoide auch I6st es aber neben
der Hauptwirkung noch Effekte an vielen anderen Organen aus. In der Niere
hemmt Prostacyclin die Reninfreisetzung und steigert dadurch den renalen Blut-
fluss und die Diurese, auRerdem wirkt es auf den Gastrointestinaltrakt und den
Uterus [33].

2 ADP: Adenosindiphosphat
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Prostacyclin bindet an den IP-Rezeptor

!

Aktivierung der Adenylatcyclase

Akkumulation von cAMP in den Thrombozyten

l Effekte ‘

Hemmung der Phospholipase A, und damit der Thromboxansynthese [27]

Hemmung von Formveranderung, Adhasion und Degranulierung der Thrombozyten [30]
Hemmung der Prasentation des Fibrinogen-Rezeptors auf der Plattchenoberflache [30]
Aktivierung der Proteinkinase A — Desensibilisierung des Rezeptors,

Hemmung der TNF-Synthese, Aktivierung der Phosphodiesterase [34]

Bild 1.5 Physiologische Wirkungen des Prostacyclins.

1.4.2 Therapeutische Bedeutung

Die verschiedenen Prostacyclinderivate werden dank ihrer antiaggregatorischen
und vasodilatierenden Eigenschaften in vielen Indikationen getestet, Prostacyclin
selbst wird dabei aber wegen seiner Instabilitdt nur noch selten eingesetzt.

Das einzige in Deutschland zugelassene Prostacyclin-Derivat ist lloprost®. Es wird
als intravendse Infusion zur Durchblutungsférderung bei fortgeschrittener Thromb-
angiitis obliterans* (,Raucherbein“) und bei der peripheren arteriellen Verschluss-
krankheit eingesetzt. Die haufigsten Nebenwirkungen werden durch die starke
Vasodilatation ausgeldst und bestehen in Gesichtsréte und Kopfschmerzen. Ein
weiteres wichtiges Anwendungsgebiet ist die primare pulmonale Hypertonie, eine
seltene Krankheit, die durch Gefaldveranderungen in der Lunge ausgeldst wird.
Durch kontinuierliche lloprost-Infusion oder -Inhalation kann diese Krankheit
effektiv behandelt werden [35, 36]. Eine allgemeine Anwendung bei der Hyperto-
nie-Behandlung scheiterte wegen der Nebenwirkungen: Durch die starke Dilata-

llomedin®
Thrombangiitis obliterans, Buerger-Krankheit: schubweise verlaufende chronisch-entziindliche
Gefalterkrankung, die durch Rauchen beschleunigt wird
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tion von kranialen und MesenterialgefaRen wurden Kopfschmerzen sowie Ubelkeit
und Erbrechen ausgeldst [34].

In klinischen Studien wurden lloprost und andere IP-Agonisten auch bei anderen
Durchblutungsstérungen wie dem Raynaud-Syndrom angewendet [37]. Immer
wieder gab es Versuche, den vasodilatierenden Effekt auch bei koronaren Durch-
blutungsstérungen auszunutzen, die Ergebnisse waren allerdings bisher enttdu-
schend [38].

Die zytoprotektive Wirkung der IP-Rezeptoragonisten kann fir die extrakorporale
Zirkulation ausgenutzt werden. Thrombozyten neigen bei Kontakt mit nichtphysio-
logischen Oberflachen zur Aggregation, was zu Blutungskomplikationen beim
Patienten flihren kann. Durch den Einsatz kurzwirksamer Aggregationshemmer
wie Prostacyclin oder lloprost kann das Koagulationsrisiko gesenkt werden [38,
39].

Fur Cicaprost gibt es Berichte Uber antimetastatische Eigenschaften. Es soll die
Anheftung der Tumorzellen an Blutplattchen verhindern und wirde so die Verbrei-
tung der Tumorzellen im Kérper hemmen [37, 34].

1.5 Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Prostacyclin-
Rezeptoragonisten

Fur den Prostacyclin-Rezeptor sind bis jetzt nur agonistisch wirkende Substanzen
bekannt. An Antagonisten (oder inversen Agonisten) des IP-Rezeptors gibt es kein
therapeutisches Interesse, sie waren allerdings fur die pharmakologische For-
schung von grol3er praktischer Bedeutung.

Die bekannten Agonisten lassen sich in zwei Gruppen einteilen: Die ,prostanoi-
den® Liganden sind direkt von Prostacyclin abgeleitet, wahrend die ,nicht prosta-
noiden® Liganden kaum offensichtliche strukturelle Gemeinsamkeiten mit Prosta-
cyclin aufweisen.

1.5.1 Prostanoide Agonisten

Wegen der potentiellen therapeutischen Bedeutung von Prostacyclin wurden
grol3e Anstrengungen unternommen, stabile Analoga zu entwickeln. Mit Hilfe einer
grolden Anzahl synthetischer Substanzen wurden die essentiellen Strukturelemen-
te des Prostacyclins identifiziert. Es handelt sich um die Carboxylatgruppe (C1)
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und die Hydroxylgruppen an C11 und C15 (s. Bild 1.6). Eine Methylierung der
Sauregruppe vermindert die Aktivitdt um 95%, 11-Desoxy-Prostacyclin besitzt
noch 1% der Aktivitdt von Prostacyclin und 11,15-Didesoxy-Prostacyclin ist un-
wirksam. Auch die Methylierung einer der beiden Hydroxylgruppen fihrt zu unwirk-
samen Verbindungen.

w-Kette o-Kette

Bild 1.6: Prostacyclin. Die Seitenkette mit der Carboxylatgruppe (C1-C5) wird als o-Kette, diejenige mit
der Hydroxylgruppe (C13-C20) als w-Kette bezeichnet.

Eine Veranderung der relativen Position der drei essentiellen Strukturelemente re-
duziert die Aktivitat der Verbindungen ebenfalls. Eine Verkirzung der o-Kette
(s. Bild 1.6) ist nicht erlaubt und auch das Ersetzen von C2 und C3 durch einen
Phenylring ist nur moéglich, wenn dieser meta substituiert ist (z.B. Taprosten in Bild
1.7) [40].

Der Bizyklus und die beiden Doppelbindungen dienen der Stabilisierung der
korrekten Geometrie. Das Ringsystem darf dementsprechend verandert werden,
solange die relativen Positionen der Atome C1, C11 und C15 erhalten bleiben. Die
Doppelbindung an C5 muss Z-konfiguriert sein®, wahrend diejenige an C13 nur fiir
die Rigidisierung der Seitenkette wichtig zu sein scheint, eine Umwandlung der
C13-Doppelbindung in eine Dreifachbindung fihrt zu einer Erhéhung der Aktivitat
[27, 40].

Da die Inaktivierung von Prostacyclin durch saurekatalysierte Hydrolyse erfolgt,
wurde versucht, den elektrophilen Angriff der Protonen zu erschweren. Eine
Erniedrigung der Elektronendichte um die Position 6a durch Austausch des Sauer-

> Wird der Ringsauerstoff durch einen Kohlenstoff ausgetauscht, andert sich die Prioritat der

Substituenten, so dass bei gleicher Geometrie von einer E-Konfiguration gesprochen werden
muss.
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stoffs oder Einfihrung eines elektronenziehenden Substituenten in der Nachbar-
schaft erhoht tatsachlich die Stabilitat, hat aber auch eine verminderte Aktivitat der
Substanzen zur Folge [27, 40]. Dieser Ansatz ist bei Nileprost (s. Bild 1.7) verwirk-
licht, bei dem eine Nitrilgruppe an C5 den elektronenziehenden Effekt ausubt.

Um die Stabilitdt der Verbindungen zu erhdhen, wurde versucht, auch die ver-
schiedenen Biotransformationsreaktionen zu behindern. Die B-Oxidation kann ver-
mindert werden, indem C3 durch ein Sauerstoffatom ersetzt wird. Eine Dreifach-
bindung an C18 verhindert die om-Oxidation und erhéht zusatzlich die antiaggrega-
torische Potenz [27]. Die Hydroxylgruppe an C15 kann durch das Enzym 15-
Hydroxyldehydrogenase oxidiert werden; dies wird durch die Einfuhrung einer
Methylgruppe an C16 verhindert, ohne dass die intrinsische Aktivitat verloren geht
[27, 40]. 16S(B)-lloprost etwa (s. Bild 1.7) ist starker wirksam als das 16R(o)-
Isomer, die Angaben schwanken allerdings zwischen einem Faktor von etwa funf
[41] und mehr als zwanzig [40]. Eine Verlangerung der w—Seitenkette um eine
zusatzliche Methyl- bzw. Alkylgruppe scheint die intrinsische Aktivitat zu erhéhen
[40].

Einige prostanoide Agonisten des IP-Rezeptors werden in Bild 1.7 vorgestellt. Der
Austausch des Sauerstoffs in Position 6a des Prostacyclins durch einen Kohlen-
stoff fuhrt zu einer Aktivitatsverminderung von etwa 90% (Carbacyclin) [40]. Dieser
Aktivitatsverlust wurde durch die Modifikation der w-Seitenkette ausgeglichen
(lloprost). Mit Cicaprost wurde eine hohe orale Verfugbarkeit und bessere metabo-
lische Stabilitat erreicht.
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Bild 1.7: Prostanoide Agonisten des IP-Rezeptors.

1.5.2 Nicht prostanoide Agonisten

1.5.2.1 Edinburgher Serie nicht prostanoider Liganden

5 A

EP 035 EP 157

Bild 1.8: Substanzen aus der Edinburgher Serie nicht prostanoider Liganden.

EP 057 und EP135 (s. Bild 1.8) waren die ersten nicht prostanoiden Liganden des
IP-Rezeptors, sie wurden bei der Suche nach Thromboxan-Rezeptor (TP)-Agonis-
ten und Antagonisten synthetisiert [42]. Neben einer schwachen TP-antagonis-
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tischen Potenz zeigten die Substanzen eine deutliche Hemmung der Thrombo-
zytenaggregation [37, 43, 44]. Die Struktur-Wirkungs-Beziehungen dieser Klasse
von Verbindungen wurden aus einer ganzen Serie von Substanzen abgeleitet:
Relativ hohe Aktivitat zeigen Substanzen mit Bicyclo[2.2.1]hepten/ heptan-Ring-
gerust (z.B. EP 035, s. Bild 1.8) oder mit Bicyclo[2.2.2]octen/octan-Ring (z.B.
EP 157). Ein Ersatz des Ringes durch Cyclohexan oder verschiedene Sauerstoff
enthaltende Bizyklen ist allerdings ungunstig [37, 43].

Wie bei den prostanoiden Substanzen fuhrt eine Verklirzung der o-Kette zu nur
schwach aktiven Derivaten. Ein Sauerstoff wird in der o-Kette toleriert, eine Aus-
nahme bildet allerdings Position 5. Die Z-konfigurierte Doppelbindung in der o-
Kette scheint nicht wichtig zu sein, das gesattigte Analogon ist genauso wirksam.
Ein Austausch von C2 bis C4 durch einen meta- oder para-substituierten Phenyl-
ring fuhrt zu inaktiven Derivaten — dies ist verwunderlich, weil der prostanoide
Agonist Taprosten genau solch eine o-Kette besitzt [37, 44].

Die w-Kette besteht bei beiden Substanzen aus einem Diphenylmethyloximrest.
Der Austausch dieses Restes gegen ein planareres Azin (R-CH=N-N=C(Ph),) ist
gut moglich, eine Verbriickung der Phenylringe zu einer gro3en planaren Einheit
lasst die Aktivitat allerdings stark sinken. Die Phenylringe konnen in para-Position
substituiert werden, in meta-Position nicht [37, 44].

1.5.2.2 Octimibate

Mit dieser Substanz (s. Bild 1.9) wurde zum ersten Mal ein IP-Agonist gefunden,
der kein gréReres Ringsystem enthalt, sondern sehr einfach aufgebaut ist.
Octimibate ist ein partieller Agonist am IP-Rezeptor und zeigt eine hohe Spezifitat
[37]. Detaillierte Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurden fur Octimibate nicht ver-
offentlicht.

1.5.2.3 Pyrazolderivate

Direkt von Octimibate abgeleitet wurde eine Serie von Pyrazolderivaten. Struktur-
Wirkungs-Beziehungen flir diese Substanzreihe zeigten, dass der zentrale
Pyrazolring wohl nur als Gerust dient, das die korrekte Anordnung der anderen
Strukturelemente ermdglicht. Zwei vicinale Phenylringe scheinen wichtig fur die
Aggregationshemmung zu sein, ein dritter erhoht die Potenz noch einmal um den
Faktor 10. Die o-Kette aus acht bis neun Methylengruppen sollte am Ende eine
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saure Funktion tragen. Neben einer Carboxylatgruppe ist auch ein Tetrazolring
mdglich, ein acyliertes Sulfonamid schwacht die Wirkung etwas ab [45]. Ein
Vertreter dieser Substanzreihe ist in Bild 1.9 dargestellt.

Iy T,

Octimibate BMY 42239

Bild 1.9: Octimibate und BMY 42239.

1.5.2.4 4,5-Diphenyloxazol-Derivate

Bei der umfangreichsten Serie nicht prostanoider IP-Rezeptoragonisten handelt es
sich um Diphenyloxazol-Derivate. In allen Molekilbereichen wurden Substitutio-
nen durchgefuhrt und daraus umfangreiche Struktur-Wirkungs-Beziehungen abge-
leitet. Einige dieser Substanzen werden in Bild 1.10 vorgestellt.

e Das o~

(0]

BMY 42393 BMY 43675 BMY 45778

Bild 1.10: Diphenyloxazol-Derivate.

Eine Substitution der Phenylringe wirkt sich ungunstig auf die antiaggregatorische
Wirkung aus, allein das Bis-4-methylderivat besitzt eine verstarkte Wirkung. Auch
ein Austausch der Phenylringe durch Thiophenreste flihrt zu einer Abschwéachung
der Wirkung; Cyclohexylreste oder auch die Verknupfung der beiden Phenylringe
zu einem vollig planaren Rest bewirken eine unwirksame Verbindung [46].
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Ein Austausch des Oxazolrings durch andere fiunf- und sechsgliedrige Ringe ist
problemlos mdglich; er dient also nur als Gerist, an das die Phenylringe und die
a-Kette in der richtigen Anordnung angehangt werden konnen [46].

Um die o-Kette im Vergleich zu den Pyrazolderivaten etwas zu rigidisieren, wurde
ein Phenylring in die Seitenkette eingefihrt. Um akzeptable Ergebnisse zu
erzielen muss dieser Phenylring zwei Kohlenstoffatome vom Oxazolring entfernt
und metastandig substituiert sein (s. Bild 1.10). Die zuséatzliche EinfuUhrung einer
Methoxylgruppe in diesen Phenylring ist nur in ortho-Position zu beiden Ring-
substituenten gulnstig. In allen anderen Positionen fuhrt sie zu unwirksamen
Verbindungen. Die Ethylenbricke zwischen Oxazol- und Phenylring wurde durch
EinfUhrung einer Doppelbindung ebenfalls rigidisiert [47, 48]; das E-Olefin wirkte
dabei deutlich schwacher aggregationshemmend als die Z-verknlpfte Verbindung.

In a-Position zum Oxazolring werden kleinere Substituenten toleriert, erhéhen
allerdings nur dann die Aktivitat, wenn sie hydrophil sind. Ein Methyl- und ein
Ethylester (BMY 43675 in Bild 1.10) sind hier am starksten wirksam, aber auch
eine nitrilsubstituierte Verbindung zeigte deutliche Aktivitat. Durch die Analyse der
Substanzreihe wurde auf einen komplementaren Wasserstoffbriickendonator im
Rezeptor geschlossen [48]. In der B-Position zum Oxazolring ist ein Ester un-
glinstig, wenn nicht durch die Einfiihrung eines sp®hybridisierten Stickstoffs die
Planaritat erhdht wird. In diesem Fall bringt das Isopropylcarbamat das beste
Ergebnis [49].

Die Sauregruppe kann wie bei den Pyrazolderivaten durch einen Tetrazolring
ersetzt werden. Eine Methylgruppe in a-Position zur Sdure wird allerdings schlecht
toleriert. Auch bei diesen nicht prostanoiden Agonisten ist ein Ether-Sauerstoff in
Position 3 gunstig, alternativ kann eine Doppelbindung an C3 eingefuhrt werden.
Das beste Ergebnis wurde in dieser Serie mit einem Z-Olefin erzielt, das mit einer
Phenoxyessigsaure substituiert ist [45].

Um die Bricke zwischen Oxazolring und Phenylring der o-Kette in einer Z-
Konfiguration zu fixieren und gleichzeitig eine Wasserstoffbriicken-Akzeptor-
funktion einzuflihren, wurde auch an dieser Position ein Oxazolring eingefihrt
(s. BMY 45778 in Bild 1.10). Dabei stieg die Aktivitat so stark an, dass dieser
Heterozyklus wohl nicht nur fir die korrekte Ausrichtung der Seitenkette wichtig
ist, sondern selbst mit dem Rezeptor eine Wasserstoffbriicke eingeht. Die Stellung
der Heteroatome im Ring wurde daraufhin variiert. Die starke Aktivitat kam nur
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dann zustande, wenn der Oxazolstickstoff eine dem Ester vergleichbare Position
im Raum einnahm. Andere Ringsysteme an dieser Position fihrten ebenfalls nur
zu einer abgeschwachten Wirkung [50]. Die am starksten aggregationshemmend
wirkende Substanz dieser Serie ist BMY 45778 (s. Bild 1.10).
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Prostacyclin ist ein wichtiger Hemmstoff der Thrombozytenaggregation und tragt
durch seine starke Vasodilatation zur Regulation des Blutdrucks bei. Beide Effekte
werden Uber den Prostacyclin-Rezeptor, einen G-Protein gekoppelten Rezeptor,
vermittelt. Die wenigen experimentellen Untersuchungen lassen es nicht zu, ein
direktes Bild der Bindungstasche dieses Rezeptors abzuleiten, hier muss auf
Modelle zurtickgegriffen werden. Dies kann zum einen Uber die Modellierung des
Rezeptorproteins selbst geschehen, aber auch in einem indirekten Ansatz, indem
die Eigenschaften der Liganden betrachtet werden. Bis heute sind nur agonistisch
wirkende Liganden bekannt; fur einen strukturell sehr diversen Satz von ihnen
stehen einheitliche Affinitatsdaten zur Verfligung.

Im ersten Teil der Arbeit sollten dementsprechend die sterischen und elektro-
nischen Eigenschaften dieser Agonisten untersucht werden, um, falls méglich, aus
ihnen einen gemeinsamen Pharmakophor abzuleiten. Die sterischen Madglich-
keiten sollten mit Hilfe einer ausflhrlichen Konformationsanalyse untersucht wer-
den und, unter Einbeziehung der elektronischen Eigenschaften, zu einer Uberla-
gerung der Substanzen filhren. Uber die Berechnung von Wechselwirkungs-
energien mit molekularen Sonden (Programm GRID) sollte festgestellt werden, ob
die so Uberlagerten funktionellen Gruppen auch gemeinsame Interaktionsfelder
besitzen. Mit dieser Methode kann ein indirektes Abbild der Bindungstasche im
Rezeptor geschaffen werden. Die Korrelation der Interaktionsenergien an den
GRID-Gitterpunkten mit den gemessenen Affinitatsdaten sollte im Rahmen einer
3D-QSAR-Untersuchung eine Quantifizierung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen
ermdglichen (Programm GOLPE). Eine Uberpriifung des so erhaltenen 3D-QSAR-
Modells sollte anhand von Vorhersagen erfolgen, bei denen die Affinitat im Modell
nicht bertcksichtigter Liganden abgeleitet wird.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte ein Prostacyclin-Rezeptormodell aufgebaut
werden, das die bekannten Bauprinzipen G-Protein gekoppelter Rezeptoren und
vorhandene Mutationsdaten berucksichtigt. In dieses Modell sollten die Agonisten
eingedockt und ihr Bindungsverhalten molekuldynamisch untersucht werden. Die
Auswertung dieser Dynamiken sollte einen Erklarungsansatz fur die unter-
schiedliche Affinitat der Agonisten liefern und die fur die Bindung wichtigen Amino-
sauren identifizieren.
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3.1 Quantenchemie

Mit dem Begriff der Quantenchemie bezeichnet man die Anwendung der Quanten-
mechanik auf chemische Fragestellungen wie z.B. die Beschreibung chemischer
Reaktionen oder auch die Berechnung von Molekilgeometrien und -eigenschaften
[51].

Nutzt man auRer den Werten der Fundamentalkonstanten® nur die Kernladungen
der beteiligten Atome und keine experimentell abgeleiteten Parameter, spricht
man auch von ab initio-Berechnungen’. Die Definition eines Molekiils besteht
demnach nur aus den Atomkernen und Elektronen, der Multiplizitat und der Kern-
konfiguration. Im Gegensatz dazu werden bei den semiempirischen Verfahren
(s. Kapitel 3.1.1) viele der zu berechnenden Integrale aus empirischen Parametern
abgeleitet.

Grundlage der Quantenchemie ist die Schrédinger-Gleichung (Gleichung 1):

HY = E¥Y (1)
H Hamilton-Operator
b d Wellenfunktion
E Energie des Zustands

Die Lésung der Schrodinger-Gleichung ergibt die Wellenfunktion eines Systems,
aus ihr kdnnen seine Eigenschaften abgeleitet werden. Eine exakte Loésung der
Gleichung ist allerdings nur fir sehr kleine Systeme wie ein Wasserstoffatom mog-
lich. Fir grélRere Molekile werden Naherungen wie die Self Consistent Field
(SCF)-Methode verwendet, die von Hartree und Fock entwickelt wurde. Drei
Naherungen sind dabei wichtig [52]:

1. Die Bewegung von Kern und Elektronen wird getrennt, die Position der Atom-
kerne wird als stationdr angenommen (Born-Oppenheimer-Ndherung). Die
Kerne bewegen sich ,aus der Sicht der Elektronen® nur wenig, weil sie eine
wesentlich héhere Masse besitzen. Dies flihrt zur Eliminierung der kinetischen
Energie der Atomkerne aus der Schrédinger-Gleichung und lasst nur einen

® Fundamentalkonstanten: z.B. e (Elementarladung, 1,6022 107" C). me (Masse des Elektrons,

9,1094 10°" kg), h (das Plancksche Wirkungsquantum, 6,6261 102 Js)

" ab initio (lat.): von Anfang an
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konstanten Term fur die potentielle Energie Ubrig (elektronische Schroédinger-
Gleichung).

2. Auftrennung der Elektronenbewegung (Hartree-Fock-Naherung): Die Viel-
elektronen-Wellenfunktion wird als eine Summe der Produkte von Einelektro-
nen-Wellenfunktionen betrachtet.

3. Die einzelnen Molekilorbitale werden als Linearkombinationen von Atom-
orbitalen (LCAO) dargestellt.

Auf die Punkte zwei und drei wird im Folgenden noch etwas naher eingegangen.
Bei der Hartree-Fock-Methode wird die Summe der Elektron-Elektron-Wechsel-
wirkungen im Potential durch ein effektives Feld ersetzt, das sich schrittweise
verfeinern lasst (self consistent field, SCF) — jedes Elektron sieht sozusagen nur
das gemittelte Potential der anderen Elektronen. Bei der Berechnung der Orbitale
beginnt man mit einem Satz mehr oder weniger guter Molekulorbitale fir alle Elek-
tronen. Eines der Elektronen wird ausgewahlt und das Potential, in dem es sich
bewegt, anhand der Orbitale aller anderen Elektronen berechnet. Uber die Lésung
der Schrodinger-Gleichung fur dieses Potential erhalt man ein neues Orbital.
Dieses Verfahren wird nach und nach fir alle Elektronen durchgefiihrt, bis man
einen neuen Satz Orbitale hat und ein neuer Zyklus beginnt. Nach jedem Zyklus
wird der Satz an Orbitalen mit dem vorherigen verglichen. Das Verfahren endet,
wenn sich die Orbitale innerhalb einer vorgegebenen Genauigkeit nicht mehr
andern (sie sind selbstkonsistent) [53]. Der Hartree-Fock-Ansatz weist den
Nachteil auf, dass die Elektronenkorrelation vernachlassigt wird. Dies kann mit
aufwandigeren Methoden korrigiert werden, die Rechenzeit steigt jedoch stark an.

Bei der Anwendung des SCF-Verfahrens auf Molekile werden die Molekulorbitale
als Linearkombinationen von Atomorbitalen (LCAO) ausgedrickt. Um die Selbst-
konsistenz zu erreichen, missen so nur noch die Koeffizienten vor den Atom-
orbitalen variiert und keine neuen Orbitale berechnet werden. Die Genauigkeit des
LCAO-Verfahrens hangt von der GroRe des Basissatzes ab, d.h. der Anzahl
verwendeter Atomorbitale: je mehr Orbitale genutzt werden, desto genauer, aber
auch aufwandiger ist die Anndherung an das Molekulorbital. Aus der Bezeichnung
eines Basissatzes kann abgelesen werden, wie viele Gaul3-Funktionen fur die Be-
rechnung verwendet werden: Ein 3-21G-Basissatz nutzt flr die Darstellung der
inneren Schalen eine kontrahierte Gauf3-Funktion, die durch die Linearkombina-
tion von drei primitiven GauR-Funktionen gebildet wurde. Die Valenzschalen dage-
gen werden durch eine kontrahierte und eine primitive Gaul3-Funktion dargestellt,
wobei die kontrahierte Funktion eine Linearkombination von zwei primitiven Gaul3-
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Funktionen darstellt. Entsprechend werden bei einem 6-31G-Basissatz fir die Be-
schreibung der inneren Schalen sechs primitive Gaul-Funktionen linear
kombiniert und fur die Schalen der Valenzelektronen eine Linearkombination aus
drei Gaul3-Funktionen bzw. eine primitive Gaul3-Funktion verwendet. Die Berech-
nung wird realistischer, wenn bei den schweren Atomen zusatzlich energetisch
niedrig liegende unbesetzte d-Orbitale einbezogen werden, so dass Deformatio-
nen der besetzten p-Orbitale berechnet werden kdnnen. Solche Polarisationsfunk-
tionen werden durch einen Stern symbolisiert, z.B. 6-31G*.

Bei einer quantenchemischen Geometrieoptimierung wird die Kernkonfiguration
leicht verandert, um die Energie zu verringern und erneut die Wellenfunktion be-
rechnet. Dies wird wiederholt, bis die Energie konstant bleibt, die zugehdrige
Struktur demnach ein Energieminimum erreicht hat.

Quantenchemische Geometrieoptimierungen wurden in dieser Arbeit mit einem
3-21G*-Basissatz durchgefuhrt. Zur Berechnung von Molekuleigenschaften wie
z.B. Ladungen wurde die Wellenfunktion flir die vorher bestimmte Geometrie mit
einem 6-31G*-Basissatz bestimmt. Alle Rechnungen wurden mit dem Programm
SPARTAN [54] durchgeflhrt.

3.1.1 Semi-empirische Verfahren

Bei semi-empirischen Verfahren werden prinzipiell die gleichen Methoden genutzt
wie bei ab initio-Methoden, die Berechnungen werden aber stark vereinfacht, da
nur die Orbitale der Valenzelektronen exakt berechnet werden, weil sie die chemi-
schen Eigenschaften eines Molekills wesentlich bestimmen. Viele der Werte aus
normalerweise zeitaufwandig zu berechnenden Integralen wurden aus
empirischen Daten abgeschatzt. Durch diese Naherungen kdonnen Rechnungen
mit wesentlich grélReren Molekllen durchgefihrt werden als dies mit ab initio-Ver-
fahren mdglich ist.

Die einzelnen Methoden unterscheiden sich in der Art der verwendeten Naherun-
gen und der Datensatze, aus denen die eingefihrten Parameter abgeleitet sind;
eine sehr haufig verwendete Methode ist AM1, die Austin Method 1. Fur eine
Beschreibung der verbreitetsten Verfahren s. [55].

3.2 Kraftfeld-Methoden

Im Gegensatz zu quantenchemischen Methoden erlaubt ein Kraftfeld die schnelle
Berechnung auch grof3er Molekdle, nur so ist es zum Beispiel moglich, das dyna-
mische Verhalten von Proteinen zu untersuchen.
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Allen Kraftfeldern liegt die Annahme zugrunde, dass sich der Energieinhalt eines
Molekuls Uber die Gesetze der klassischen Mechanik berechnen lasst (,Molekul-
mechanik®). Dabei wird die Energie des Molekils als Funktion seiner Atom-
koordinaten berechnet. Die Atome werden als Massepunkte betrachtet, die Uber
Federn miteinander verbunden sind. Die Geometrie der Ruhelage wird Uber
Gleichgewichtswerte beschrieben, Kraftkonstanten geben die Festigkeit der
Bindungen an. Die aktuellen Bindungslangen, -winkel, Torsionswinkel etc. in
einem Molekull werden bei einer Minimierung im Kraftfeld Gber mechanische Krafte
diesen Referenzwerten angenéhert. Ist die ideale Geometrie nicht erreichbar,
werden Abweichungen von den Gleichgewichtswerten mit Strafenergien belegt,
deren Summe die Gesamtenergie des Moleklls ergibt: Ein vollig entspanntes
Molekil hatte demnach den Energiewert Null. Kraftfeldenergien haben also
keinerlei physikalische Relevanz, Energiedifferenzen kdénnen aber miteinander
verglichen werden.

Standardenergieterme in Kraftfeldern sind die Bindungslangenenergie Ejg, die
Bindungswinkelenergie Ey, die Torsionswinkelenergie E7, die Out-of-plane-
Energie E,, und die beiden Terme fur Wechselwirkungen Uber den Raum,
namlich die van-der-Waals-Energie E,; und die elektrostatische Energie E,.
(Gleichung 2).

E=YEs+ Y Ev+Y Er+) Eop+ Y Evav+ Y E,, @)

In dieser Arbeit wurden das Tripos- und das CVFF-Kraftfeld (CVFF = consistent
valence force field) verwendet [56]. Das Tripos-Kraftfeld (implementiert im Prog-
ramm SYBYL [57]) wurde als generalisiertes Kraftfeld entwickelt, d.h. es sollte die
Berechnung von Molekllen aller Substanzklasen inklusive Biopolymeren in
gleichbleibender Qualitdt ermdglichen. Das CVFF-Kraftfeld hingegen wurde
ursprunglich parametrisiert, um die Eigenschaften von Peptiden bzw. Proteinen
wiedergeben zu kdnnen. Inzwischen wurde es dahingehend erweitert, dass auch
andere chemische Systeme berechnet werden kénnen, die allerdings ahnliche
funktionelle Gruppen wie Proteine besitzen sollten. Die Terme der beiden Kraft-
felder sollen im Folgenden naher beschrieben werden.
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Bindungslange:

Es=Yk,(d—d,) (3)
d aktuelle Bindungslange (A)

do Referenz-Bindungslange (A)

kq Bindungslangen-Kraftkonstante (kcal / (mol A%))

Ublicherweise wird fiir die Berechnung der Bindungsldngenenergie eine quadra-
tische Funktion verwendet, jede Abweichung vom Idealwert fihrt so zu einer
Erhéhung der Energie (Gleichung 3).

Das CVFF-Kraftfeld bietet die Gelegenheit, die Bindungslange alternativ tber ein
Morsepotential® zu berechnen. Dies ermdglicht eine erhdhte Genauigkeit, der
Rechenaufwand nimmt aber stark zu. Da die Unterschiede in der Nahe des
Energieminimums nur gering sind, wurde bei allen Berechnungen im CVFF-Kraft-
feld auf die Verwendung des Morsepotentials verzichtet.

Bindungswinkel:

Auch die Bindungswinkelenergie wird Uber einen harmonischen Term berechnet:

Ev=Yk(6 -6,) (4)

0 aktueller Winkel zwischen zwei aneinander grenzenden Bindungen
6o Referenz-Bindungswinkel

ko Bindungswinkel-Kraftkonstante (kcal / mol)

E: D h_ *O{(d*do)zJ

® Morse-Potential: 2 sb ¢ ; D, Bindungsdissoziationsenergie (kcal / mol)
o Morse-Anharmonizitats-Parameter
d,dy s. Gleichung 3
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Torsionswinkel:

Dieser Term beschreibt die Drehung um eine Einfachbindung, er wird mit trigono-
metrischen Funktionen berechnet:

E, =ZkT[1+cos(na)—w0)] (5)
kr halbe Torsionsbarriere (kcal / mol)

n Periodizitat

0] aktueller Torsionswinkel

o Referenztorsionswinkel (0° oder 180°)

out of plane bending:

Mit diesem Energieterm wird die Auslenkung eines planaren Atoms aus der Ebene
beschrieben. Im Tripos-Kraftfeld geschieht dies wieder Uber eine quadratische
Funktion, wahrend das CVFF-Kraftfeld sogenannte improper torsions heranzieht.
Dabei wird ein fiktiver Torsionswinkel aus drei miteinander verbundenen Atomen
und einem vierten (benachbarten) Atom gebildet und wie ein normaler Torsions-
winkel berechnet.

Tripos-Kraftfeld:
Eoop = Zkoopdz (6)

koop out-of-plane-Kraftkonstante (kcal / (mol A?))
d Abstand zwischen dem Zentralatom und der Ebene seiner Substi-

o

tuenten (A)

CVFF-Kraftfeld:
E,, = k[l +cosny — x,] )
Koop Kraftkonstante der out-of-plane-Energie
n Periodizitat
X aktueller fiktiver Torsionswinkel
Xo fiktiver Referenztorsionswinkel
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Interaktionen liber den Raum:

Nichtkovalente Wechselwirkungen treten zwischen Atomen auf, die mindestens
zwei kovalente Bindungen voneinander entfernt sind. In Kraftfeldern werden sie
uber die Dispersionsenergie und die Coulomb-Wechselwirkung berlcksichtigt.

Dispersionsenergieterm:

Dispersion entsteht bei unpolaren Molekulen durch die Bewegung der Elektronen,
die in benachbarten Atomen ein Dipolmoment induzieren. Nahern sich die Atome
zu sehr an, stolRen sie sich gegenseitig ab. Anziehung und AbstoRung sind nur
Uber sehr kurze Entfernungen wirksam und kdnnen Uber das Lennard-Jones-
Potential (Gleichung 8) beschrieben werden. Die Abstollung nimmt dabei in der
zwolften Potenz, die Anziehung in der sechsten Potenz des Abstands ab.

E.4 = Zf—g - f—6 (8)
y g

Aj Konstante im repulsiver Term (kcal / mol A'?)

Bj Konstante im attraktiven Term (kcal / mol A®)

rj Abstand zwischen den Atomen i und j (A)

Elektrostatischer Term:

Fur die Berechnung der elektrostatischen Energie wird das Coulomb-Potential
verwendet, das die Wechselwirkung zwischen zwei Ladungen in Abhangigkeit von
ihrem Abstand und der Dielektrizitatskonstante wiedergibt. Die Dielektrizitats-
konstante kann dabei ebenfalls abstandsabhangig gewahlt werden.

Eele = Z qiqj (9)

ry€

g, qi Ladung der Atome i, j (e)
rj Abstand zwischen den Atomen i und j (A)
€ Dielektrizitatskonstante
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Wasserstoffbriicken:

In beiden verwendeten Kraftfeldern ergeben sich Wasserstoffbriicken allein aus
den beiden Termen fur nichtkovalente Wechselwirkungen (elektrostatische und
Lennard-Jones-Wechselwirkungen), es gibt keine speziellen Wasserstoffbriicken-
Funktionen.

In den Kraftfeldern konnen zu den Standardtermen nun weitere Funktionen hinzu-
kommen:

Die Multifit-Routine im Programm SYBYL [57] ermdglicht einen flexiblen Fit von
einem oder mehreren Molekilen auf ein Referenzmolekil. Dafir missen die zu
Uberlagernden Atome angegeben werden und jeweils eine Federkonstante, mit
der diese Atompaare auch wahrend der anschlieRenden Minimierung aufeinander-
gehalten werden. Die HOhe dieser Federkonstante beeinflusst stark das Ergebnis
des Multifits: Wird sie zu hoch gewahlt, erhalt man ein stark verzerrtes Molekiil,
bei einer zu niedrigen Kraft kbnnen die Molekile nicht wie gewlinscht Uberlagert
werden. Empfohlen wird eine Federkonstante von 20 kcal / (mol A?).

Multifit-Energieterm:

Emulti = kadz (10)

K Federkonstante (kcal / (mol A?))

d Abstand zwischen den zu iiberlagernden Atomen (A)
Kreuzterme:

Im CVFF-Kraftfeld gibt es die Mdglichkeit, zusatzlich sogenannte Kreuzterme zu
verwenden, die Kopplungen zwischen dem einzelnen Energietermen, z.B. Bin-
dungslange — Bindungswinkel oder Bindungslange — Bindungslange beschreiben.
Diese Terme helfen, die dynamischen Eigenschaften von Molekilen besser
wiederzugeben, sind also fiir die Berechnung von Schwingungsfrequenzen uner-
l&sslich. Da sie aber bei gréRerer Entfernung vom Minimum instabil werden
kénnen, werden sie in INSIGHT II-Standard-Eingabedateien nicht berlcksichtigt.
In dieser Arbeit wurde ebenfalls auf die Kreuzterme verzichtet, da sie die Rechen-
zeit erheblich erhdéhen und fur die Bearbeitung der Problemstellung nicht
unbedingt notwendig sind.
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3.2.1 Konformationsanalyse

Die Energiehyperflache ist ein geometrischer Raum, der von den Konformationen
aufgespannt wird. Da das vollstandige Abtasten sehr aufwandig ist, beschrankt
man sich auf charakteristische Punkte wie die Minima, die jeweils einer stabilen
Konformation des Moleklils entsprechen. Diese kénnen durch eine Konformations-
analyse mit anschlieBender Geometrieoptimierung charakterisiert werden. Die
interessanteste Konformation ist die bioaktive — sie muss keineswegs mit dem glo-
balen Minimum, also der energiedarmsten Konformation Ubereinstimmen, aber sie
ist in jedem Fall eine energiearme Konformation. In der Boltzmann-Gleichung
(s. Gleichung 11) ist der Zusammenhang zwischen dem Energiegehalt einer
Konformation und der Wahrscheinlichkeit ihres Auftretens bei gegebener
Temperatur festgehalten. Energiearme Konformationen sind danach sehr viel
wahrscheinlicher als solche mit einem hohen Energiegehalt.

_E,

e RT
A
Ser
i=1

Wahrscheinlichkeit fir das Vorkommen der Konformation j

p,= (11)

i Energie der Konformation i, j
allgemeine Gaskonstante (8,31 J K™ mol™)
absolute Temperatur (K)
Anzahl der Konformationen

=243 mMm>

Eine Konformationsanalyse kann uber unterschiedliche methodische Anséatze
durchgefihrt werden:

e Systematische Konformationsanalyse
e Monte-Carlo-Simulation (Random Search)
e Molekildynamik-Simulation

Bei einer systematischen Konformationsanalyse werden die Torsionswinkel
des Molekils in festgelegten Inkrementen gedreht und die so entstandenen
Konformationen auf unginstige sterische Kontakte hin untersucht (bump check).
Durch die Angabe eines Energiefensters kénnen energiereiche Konformationen
von vornherein ausgeschlossen werden. Wie grof3 ein Inkrement gewahlt werden
sollte hangt von der Aufgabenstellung ab. Je kleiner das Inkrement, desto groler
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die Genauigkeit — bei einem Molekul mit vielen drehbaren Bindungen ist allerdings
schnell eine uniberschaubare Anzahl von Konformationen erreicht. Die systemati-
schen Konformationsanalysen dieser Arbeit wurden mit SYBYL [57] durchgeflhrt.

Um die meist sehr gro3e Zahl an Konformationen nachtraglich zu reduzieren, gibt
es verschiedene Mdglichkeiten, sie in Familien einzuteilen. In dieser Arbeit wurde
daflir das Programm IXGROS [58] verwendet. Alle Molekiile, deren Torsionsinkel
sich um weniger als ein Inkrement unterscheiden, werden der gleichen Familie zu-
geordnet, nur die energiearmste Konformation bleibt als Familienvertreter erhal-
ten.

Eine weitere Mdglichkeit der Konformationsanalyse ist der Random Search, eine
Monte-Carlo-Simulation. Bei dieser Methode werden Torsionswinkel eines
Molekuls zuféllig variiert und die entstandenen Konformationen energieminimiert.
Jede Konformation wird mit den zuvor abgespeicherten verglichen; neue Konfor-
mationen werden nur in die Datenbank aufgenommen, wenn sie eine festgelegte
Maximalenergie nicht Uberschreiten. Der Random Search endet, wenn eine
bestimmte Zahl von Zyklen erreicht oder jede Konformation mehrere Male
wiedergefunden wurde. Mit dem zweiten Abbruchkriterium wird die Wahrschein-
lichkeit dafur festgelegt, dass alle Konformationen gefunden wurden: Ein sechs-
maliges Wiederfinden jeder Konformation entspricht einer Wahrscheinlichkeit von
98,4% flur das vollstandige Durchsuchen des Konformationsraums. Um die Sicher-
heit, dass alle energiearmen Konformationen gefunden wurden zu erhéhen, sollte
ein Random Search mehrmals mit unterschiedlichen Startgeometrien wiederholt
werden.

Bei der Anwendung von Molekiildynamik-Simulationen fir die Konformations-
analyse wird ein Molekll so weit aufgeheizt, dass Torsionsbarrieren tberwunden
werden konnen. Es gibt zwei mdgliche Vorgehensweisen fir diese Methode:
Hochtemperaturdynamiken und Simulated Annealing. Fir eine theoretische Uber-
sicht Uber Molekuldynamik-Simulationen siehe Kapitel 3.2.3.

Fir eine Hochtemperaturdynamik wird nach dem Aufheizen des Molekils die
Temperatur fur die gesamte Dauer der Dynamik konstant gehalten. In
regelmaldigen Zeitabstanden werden Konformationen herausgeschrieben, die
dann minimiert und mit den schon vorhandenen verglichen werden mussen, um
die einzigartigen Konformationen herauszufiltern.

Beim Simulated Annealing dagegen wird das Molekul abwechselnd stark erhitzt
und nach kurzer Zeit wieder abgekuhlt. Dieser Zyklus wird so oft durchlaufen, bis
die gewiinschte Anzahl an Konformationen erreicht ist. Auch hier missen die Kon-
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formationen trotz des Abkuhlens noch minimiert und auf Doppel kontrolliert
werden.

Die systematische Konformationsanalsyse hat gegentber den anderen Methoden
den Vorteil, dass sie in der Lage ist, den Konformationsraum vollstandig zu durch-
suchen. Problematisch kann allerdings die moglicherweise sehr grol3e Anzahl an
Konformationen sein. Sie ist eine sehr schnelle Methode, da die zeitaufwandige
Minimierung erst nachtraglich erfolgt. Fir Ringsysteme ist sie zudem nicht gut
geeignet, weil zwischenzeitlich Bindungen gebrochen werden mussen, um die
freie Drehbarkeit der Ring-Torsionswinkel zu ermdglichen. Hier sollten Monte-
Carlo- oder dynamische Untersuchungen vorgezogen werden. Bei vergleichenden
Untersuchungen der Effektivitdt von Konformationsuntersuchungen in Ring-
systemen wurde entweder kein Unterschied zwischen dynamischen und Monte-
Carlo-Untersuchungen festgestellt [59] oder ein Vorteil fir letztere [60]. Daher
wurden die Ringsysteme in dieser Arbeit mit Hilfe des Random Search untersucht
und die frei drehbaren Bindungen der untersuchten Molekile Uber systematische
Konformationsanalysen (beides im Programm SYBYL [57]).

3.2.2 Geometrieoptimierung

Da bei der Anwendung verschiedener Molecular-Modelling-Techniken (wie Bau
von Molekulen, Konformationsanalyse, Molekuldynamik) haufig verzerrte Struktu-
ren entstehen, werden Algorithmen bendtigt, die sie zuverlassig und effektiv ent-
spannen. Kristallstrukturen besitzen gunstige Torsionswinkel, allerdings sind ihre
Bindungslangen und -winkel haufig durch die Packungskrafte leicht verzerrt. Im
Gegensatz dazu sind bei im Kraftfeld gebauten Molekile die Bindungslangen und
-winkel in der Regel korrekt, aber dafiur mussen die Torsionswinkel haufig
optimiert werden. Eine Optimierung bedeutet in jedem Fall eine Anpassung an die
Parameter des verwendeten Kraftfelds.

Geometrieoptimierungsmethoden suchen auf der Energiehyperflache den Weg in
das nachstgelegene Energieminimum. Diese Suche kann mit unterschiedlichen
mathematischen Verfahren durchgefuhrt werden. Zwei haufig angewendete
Energieminimierungsmethoden sind die Steepest Descents und die Conjugate
Gradients Methode. Beide Verfahren gehéren zu den Gradienten-Methoden, die
die erste Ableitung der Energiehyperflache fir die Festlegung der Suchrichtung
nutzen. Die GroRe des Gradienten und sein Vorzeichen dienen ihnen dabei als
Richtwerte, um die Entfernung des Minimums abzuschatzen.
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Steepest Descents ist eine sehr robuste Methode, die sich auch flr Strukturen
eignet, die energiereich und damit weit von einem Minimum entfernt sind. In der
Nahe des Minimums ist diese Methode wenig effektiv, da die Energiehyperflache
dort natlrlich kaum noch Steigung aufweist. Bei der Conjugate Gradients Methode
wird die Sucheffizienz gesteigert, indem bei der Berechnung des neuen
Richtungsvektors die Steigung am aktuellen Punkt zur bisherigen Suchrichtung
addiert wird. So kann vermieden werden, dass Fortschritte aus den voran-gegan-
genen Minimierungsschritten wieder ruckgangig gemacht werden. Als Konver-
genzkriterium bietet sich bei beiden Methoden ein Gradient an, natirlich kann aber
auch eine Anzahl von lterationen festgelegt werden.

Ublicherweise (und auch in dieser Arbeit) wird Steepest Descents fiir eine erste
grobe Minimierung genutzt, an die sich eine weitere Minimierung mit Conjugate
Gradients (oder einem ahnlichen Algorithmus) anschlief3t.

3.2.3 Molekiuldynamik

Bei molekildynamischen Methoden (MD) wird im Gegensatz zur Molekilmechanik
(MM) auch die Beweglichkeit der Molekile berlcksichtigt. Bewegung ist in der
Natur auch im molekularen Maf3stab sehr wichtig: Chemische Reaktionen kom-
men ohne das Aufeinandertreffen der Partner nicht zustande, ein Ligand muss
seine Konformation verandern, damit er an den Rezeptor binden kann, Proteine
mussen sich bewegen um ein Signal weiterleiten zu kénnen etc.

Um Bewegungen simulieren zu konnen, wird in der Molekuldynamik die Newton-
sche Bewegungsgleichung fur ein System von n Atomen geldst:

F,(t)=ma,(t) (12)
F; Kraft auf das Atom i

m Masse des Atoms i

a; Beschleunigung des Atoms i

t Zeit

Die Kraft auf Atom i kann direkt aus der Ableitung der potentiellen Energie abge-
lesen werden. Kennt man die Ausgangskoordinaten des Molekils und eine
anfangliche Beschleunigung, so kdnnen Koordinaten und Beschleunigung zu einer
spateren Zeit t + At berechnet werden. Wichtig ist dabei die richtige Wahl des
Zeitschritts At. Dies soll am Beispiel des Verlet-Leapfrog-Algorithmus erklart
werden, der im Programm INSIGHT II/DISCOVER [61] implementiert ist: Bei
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diesem Algorithmus wird angenommen, dass Geschwindigkeit und Beschleuni-
gung Uber den Zeitschritt konstant sind. Die schnellste Vibration im Molekul, die
der C-H-Bindung mit einer Periode von 10" s, muss dafiir in acht bis zehn
Segmente aufgeteilt werden. Daraus ergibt sich ein Zeitschritt von 1 fs = 10" s.

Eine Dynamik besteht aus zwei Abschnitten: der Aquilibrierungs- und der Daten-
sammelphase. Mit Hilfe der Aquilibrierung wird nach der wahrscheinlichsten Kon-
formation fir die gegebenen Bedingungen (z.B. Druck und Temperatur) gesucht.
Ein Gleichgewichtszustand ist erreicht, wenn die Parameter Energie, Temperatur
und/oder Druck konstante Durchschnittswerte zeigen. Eine weitere Methode, die
wahrscheinlichste Konformation zu bestimmen besteht darin, verschiedene
Ausgangskonformationen einzusetzen; alle diese Konformationen sollten wahrend
der Aquilibrierungsphase zu @hnlichen Durchschnitten konvergieren.

Ein wichtiger Parameter bei Molekuldynamik-Simulationen ist die Dielektrizitats-
konstante, die ein Mal} fur die relative Durchlassigkeit eines Materials darstellt und
in den elektrostatischen Term eines Kraftfelds eingeht (s. Gleichung 9). Sofern
nicht im Vakuum gerechnet wird, ist sie immer gréf3er als 1,0, im Inneren von
Proteinen wird sie auf 2 bis 4 geschatzt [62]. Haufig werden auch abstandsabhén-
gige Dielektrizitdtskonstanten verwendet, weil so Artefakte vermieden werden
kénnen, die durch Cutoffs verursacht werden. Elektrostatische Interaktionen
wirken Uber grof3e Absténde; werden sie durch einen Cutoff bei einem bestimmten
Abstand plétzlich auf Null abgesenkt, kann dies die Molekuldynamik-Simulation
empfindlich stéren. Bei abstandsabhangigen Dielektrizitdtskonstanten wird die
elektrostatische Interaktion schneller vermindert, da sie nun mit dem Quadrat des
Abstands abnimmt [63].

Anwendungsgebiete fir Moleklldynamik-Simulationen sind aul3er der schon oben
diskutierten Konformationsanalyse (s. Kapitel 3.2.1) auch Stabilitdtsuntersuchun-
gen oder die Analyse der Bewegung von Molekulen.

3.3 FLEXS

Mit dem Programm FLEXS [64, 65, 66] kdonnen Molekile flexibel Uberlagert
werden. Dies kann zum einen fur die Vorhersage des Bindungsmodus eines
Liganden ausgenutzt werden, zum anderen eignet sich FLEXS auch fur die Suche
nach neuen Leitstrukturen in gro3en Molekuldatenbanken.

Bei der eigentlichen Fit-Routine wird ein flexibler Testligand mit einem rigide ge-
haltenen Referenzliganden Uberlagert. Der Testligand wird daflr in kleine, relativ
rigide Fragmente aufgeteilt, von denen zunachst eines als Ankerfragment ausge-
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wahlt und mit einem korrespondierenden Teil des Referenzliganden Uberlagert
wird. In einem iterativen Prozess werden die restlichen Fragmente erganzt, wobei
die Beweglichkeit der Bindungen bericksichtigt wird, indem jedes neue Fragment
in allen gunstigen Konformationen angehangt wird. Die guinstigen Torsionswinkel
fur eine Bindung entnimmt FLEXS einer Datenbank, deren Parameter von
Kristallstrukturen abgeleitet sind [67]. Nur Ringkonformationen kénnen von FLEXS
selbst nicht berechnet werden.

Wahrend der Uberlagerungsprozedur werden gemeinsame Interaktionsmdglich-
keiten beider Liganden berucksichtigt. Dabei wird zwischen stark und schwach
richtungsabhangigen Wechselwirkungen unterschieden (Wasserstoffbricken und
Salzbrucken vs. hydrophobe Wechselwirkungen). Fir erstere wird ein Schlussel-
atom der funktionellen Gruppe als Interaktionszentrum definiert. Das Programm
enthalt Informationen Uber Interaktionsgeometrien, das heil3t es berechnet die
raumliche Lage eines fiktiven komplementaren Partners. FLEXS Uberlagert die
Molekule derart, dass Referenz- und Testligand die gleichen Interaktionen mit
diesem Partner eingehen kénnen, ohne dass ihre Interaktionszentren genau uber-
einander liegen mussen.

Die physikochemischen Eigenschaften (wie Partialladung oder Wasserstoff-
bricken-Potential) werden mit Hilfe von Gauss-Funktionen Uber den Atomen der
Liganden verteilt. Die Hohe der Kurve simuliert die Starke der Eigenschaft, die
Breite ist konstant. Die Hydrophobie wird Uber den absoluten Wert der Partial-
ladung abgeschatzt.

Bei jedem Schritt, vom Platzieren des Ankerfragments bis zur vollstadndigen
Uberlagerung, werden die verschiedenen Méglichkeiten von einer Scoring-Funk-
tion bewertet. Dabei werden neben den gemeinsamen Interaktionsmaoglichkeiten
auch die Uberlappung des jeweiligen van der Waals Volumens und die Ahnlichkeit
der physikochemischen Eigenschaften bewertet.

3.4 Molekulares elektrostatisches Potential

Durch die Berechnung des molekularen elektrostatischen Potentials (MEP) wird es
moglich, die elektronischen Eigenschaften von Molekilen miteinander zu verglei-
chen. Das MEP wird als Interaktionsenergie zwischen einer positiven Punktladung
und der Elektronenverteilung des Molekils berechnet, wobei die Punktladung an
jeden Punkt eines dreidimensionalen Gitters rund um das Molekil gesetzt wird.
Die genaueste Methode flr die Berechnung des MEP ist seine Ableitung aus der



3 METHODEN 49

quantenchemisch ermittelten Wellenfunktion flr das Molekul, sie ist aber wegen
des hohen Rechenaufwands nur fur kleine Molekule geeignet.

Um Interaktionsenergien zwischen Molekulen berechnen zu konnen, werden
sogenannte Punktladungen bendtigt, die auf die einzelnen Atome gesetzt werden
[68]. Auch diese kbnnen mit verschiedenen Methoden aus der Wellenfunktion
extrahiert werden; bei der ESP-Fit-Methode® zum Beispiel, die in dieser Arbeit
verwendet wurde, werden die Partialladungen auf den Atomen so lange variiert,
bis sie das MEP so gut wie maglich abbilden.

Mit sogenannten topologischen Verfahren kdnnen Punktladungen auf eine sehr
viel schnellere, aber auch nicht so genaue Art berechnet werden. Sie nutzen
verschiedene Parameter wie die Elektronegativitat der Atome, ihre Hybridisierung
und die Konnektivitat, berlicksichtigen aber in keiner Weise die Konformation des
Molekduls. Eine weit verbreitetes topologisches Verfahren ist die Gasteiger-Huckel-
Methode, bei der auch der Ladungsausgleich in konjugierten Systemen bertck-
sichtigt wird.

3.5 Wechselwirkungspotential/GRID

Mit Hilfe des Programms GRID [69, 70, 71, 72] werden Wechselwirkungsenergien
zwischen Molekilen und sogenannten Sonden berechnet, die funktionelle Grup-
pen simulieren. Fur die Charakterisierung einer Sonde werden ihr van der Waals
Radius, die Elektronenzahl, die Polarisierbarkeit, ihre Partialladung sowie Wasser-
stoffbriickenparameter bericksichtigt.

Fur die Untersuchung wird das Molekil in ein dreidimensionales Gitter gelegt, an
dessen Punkten jeweils die Wechselwirkungsenergie mit der gewahlten Sonde be-
rechnet wird. Aus einer Liste von etwa 60 Sonden, die verschiedene funktionelle
Gruppen simulieren, kann diejenige mit den passenden Eigenschaften ausge-
wahlt werden. Betrachtet man die so berechneten Wechselwirkungsenergien,
ergeben sich dreidimensionale Felder gleichen Energieinhalts, die mdgliche Inter-
aktionsfelder darstellen. So kann ein Protein nach gunstigen Wechselwirkungs-
regionen mit Liganden oder umgekehrt ein Ligand nach mdglichen Interaktions-
feldern mit einem Protein abgetastet werden.

Einen Uberblick tiber die in dieser Arbeit verwendeten Sonden gibt Tabelle 1.1.
Zuséatzlich zu den aufgelisteten Sonden wurde die Amidinsonde eingesetzt, eine
Multiatom-Sonde, die aus zwei sp*-hybridisierten NH,-Gruppen, besteht, die an
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einen ebenfalls sp*hybridisierten Kohlenstoff gebunden sind, der wiederum an
einer Methylengruppe hangt: CH,-C(NH;),. Diese Sonde besitzt die Ladung +1
und kann vier Wasserstoffbricken donieren.

Tabelle 1.1: Parameter der verwendeten GRID-Sonden (N1: amidische NH-Gruppe, O: Carbonylsauerstoff,
C3: Methylgruppe, C1=: aromatischer Kohlenstoff, dry: hydrophobe Sonde (,trockenes
Wasser*), NH=: spz-hybridisierte NH-Gruppe mit einem freien Elektronenpaar)

spezifische Eigenschaften N1 (0] C3 C1= dry NH=
der molekularen Sonden

van-der-Waals-Radius (A) 1,65 1,60 1,95 1,90 1,70 1,65
effektive Anzahl der 7 6 8 6 7 7
Elektronen

Polarisierbarkeit (A% 4,40 0,84 217 2,07 1,20 1,80
Partialladung -0,08 -0,25 0 0 0 0
optimale H-Briicken- -4,0 -4,0 0 0 -4,5 -3,0
Bindungsenergie (kcal/mol)

optimaler Radius der H- 1,60 1,40 0 0 1,40 1,60
Brucke (A)

Anzahl der donierten H- 1 0 0 0 2 1
Briicken

Anzahl der akzeptierten H- 0 2 0 0 2 1
Bricken

Die mit Gleichung 13 berechneten Energien nehmen bei attraktiven Wechsel-
wirkungen negative, bei repulsiven positive Werte an.

E=YE, +Y E,+Y Ey, (13)

E, van-der-Waals-Energie, berechnet tUber die Lennard-Jones-Funktion
Eq elektrostatische Energie
Ews  Wasserstoffbricken-Bindungsenergie

Die van-der-Waals-Energie wird Uber das Lennard-Jones-Potential berechnet,
wobei ein cutoff von 8 A verwendet wird, um Rechenzeit zu sparen. Die elektro-
statische Energie wird Uber einen modifizierten Coulomb-Term berechnet, der die
Veranderung der Dielektrizitatskonstante bei zunehmender Eintauchtiefe der
Sonde in ein Protein bertcksichtigt. Flur die Berechnung des Wasserstoffbriicken-
terms gibt es verschiedene Funktionen, da je nach Wechselwirkungspartner

® ESP: electrostatic potential
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andere Geometrien bevorzugt sind. Diese Funktionen wurden Uber eine
statistische Auswertung von Kristallstrukturen den experimentellen Werten ange-
passt.

Die berechneten Energien kdnnen graphisch ausgewertet werden, indem Bereiche
gleicher Energie miteinander verbunden werden. Die Eigenschaften der Sonde
bestimmen dabei den fir die Darstellung der Konturen zweckmaRigen Energie-
wert.

3.6 GOLPE

Bei dem Programm GOLPE [73, 74] handelt es sich um ein Statistik-Programm,
mit dem 3D-QSAR-Untersuchungen durchgefihrt werden kénnen. 3D-QSAR steht
dabei fur Quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehungen, bei denen die dreidimen-
sionale Gestalt der untersuchten Molekuile bertcksichtigt wird. GOLPE wird haufig
in Kombination mit GRID verwendet, als molekulare Deskriptoren werden also die
Wechselwirkungsenergien an den einzelnen GRID-Gitterpunkten verwendet.
Welche GRID-Sonde oder Kombination von Sonden am besten geeignet ist,
muss mit Hilfe einer Hauptkomponentenanalyse ausgetestet werden.

Unter einem Trainingssatz versteht man diejenigen Liganden, mit denen das
Modell aufgestellt wurde; der Testsatz sind einige Liganden, mit denen das fertige
Modell Gberprtft wird, indem ihre biologische Aktivitat vorausgesagt wird.

3.6.1 Variablenreduktion

Unter den vielen tausend Datenpunkten, die bei einer GRID-Berechnung ent-
stehen, befinden sich viele, die nichts oder nur sehr wenig zur Erklarung der bio-
logischen Daten beitragen. Um diese Punkte herauszufiltern, wird der eigentlichen
statistischen Untersuchung eine Datenvorbehandlung vorgeschaltet. Dabei
konnen alle Wechselwirkungsenergien herausgefiltert werden, deren absoluter
Wert nahe Null liegt, auRerdem werden sinnvollerweise alle Werte ausge-
schlossen, deren Standardabweichung sehr gering ist. Eine geringe Standard-
abweichung an einem Gitterpunkt zeigt an, dass sich alle untersuchten Molekiile
hier sehr ahnlich sind; die Werte an diesem Gitterpunkt kbnnen also nichts zur
Erklarung der Unterschiede zwischen den Liganden beitragen. In weiteren
Schritten kdénnen u.a. auch Gitterpunkte ausgeschlossen werden, bei denen alle
Liganden bis auf einen, zwei etc. den gleichen Wert besitzen.
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3.6.2 Hauptkomponentenanalyse

Die noch vorhandenen Variablen werden im nachsten Schritt in Hauptkomponen-
ten eingeteilt. Die PCA (Hauptkomponentenanalyse, Principal Component
Analysis) ist wichtig, um die Verteilung der Objekte und die Unterschiede zwischen
ihnen feststellen zu kénnen. Man kann z.B. die GRID-Variablen mit ahnlicher oder
auch diejenigen mit vollstandig unabhangiger Information darstellen.

Die Hauptkomponenten sind Vektoren, die aus Linearkombinationen der GRID-
Werte gebildet werden. Jede Hauptkomponente steht senkrecht auf jeder
anderen, die Daten sind also unabhangig voneinander. Die erste Hauptkompo-
nente enthalt die meisten Informationen zur Unterscheidung der Molekiile, bei den
weiteren nimmt der Informationsgehalt immer starker ab. Bei der Berechnung
eines Modells ist die Zahl der verwendeten Hauptkomponenten sehr wichtig.
Wahlt man eine zu geringe Zahl, kénnten Informationen fehlen, die fur die
Korrelation bendétigt werden. Bei einer zu hohen Zahl an Hauptkomponenten
besteht die Gefahr, dass das Rauschen in den Daten miterklart wird. Dies fuhrt
zwar zu hohen Korrelationskoeffizienten, aber zu einer schlechten Vorhersage-
kraft. Ein groberes Modell dagegen ist immer noch in der Lage, die wichtigsten
Bereiche der Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung zu identifizieren und kann auch
die Aktivitat neuer Substanzen vorhersagen.

3.6.3 PLS-Analyse

Die PLS-Analyse (PLS = partial least squares) ist eine statistische Methode, die
aus den vielen Variablen relevante und erklarende Faktoren, die sogenannten
PLS-Vektoren extrahiert [75]. Bei der GRID-GOLPE-Methode werden die
biologischen Daten als Funktion der GRID-Werte an den Gitterpunkten erklart.

RQZI_Z(ycalc_yohs)z (14)
Z (yobs - )_})2
R? Korrelationskoeffizient

Yealc berechneter Wert
Yobs gemessener Wert
y Durchschnitt

Um die Variablen weiter zu reduzieren kann in GOLPE die sogenannte D-optimal
preselection durchgefihrt werden. Mit dieser Routine werden die noch vorhande-
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nen Variablen auf einen Anteil (Standard: 50%) mit der hdchsten Information
reduziert. Nach jedem Schritt wird mit den restlichen Variablen ein neues PLS-
Modell berechnet.

Mit Hilfe der smart region definition [76] werden die noch vorhandenen Variablen
in Gruppen benachbarter Variablen zusammengefasst, die jeweils die gleiche
chemische und statistische Information enthalten. Mit diesen Gruppen kann die
strukturelle Variabilitat im Datensatz besser beschrieben werden, als mit einzelnen
Deskriptoren, da eine strukturelle Veranderung in einem Molekul nicht nur einen
einzelnen GRID-Gitterpunkt beeinflusst, sondern mehrere Gitterpunkte der
gleichen Raumregion in einer vergleichbaren Weise verandert werden.

Ein entscheidender Schritt in der Berechnung des 3D-QSAR-Modells ist die FFD
selection (FFD = F factorial design), bei der die Vorhersagekraft des Modells
optimiert wird. Der Einfluss jeder einzelnen Variablen auf das Modell wird getestet,
indem sie aus dem Modell ausgeschlossen und wieder eingefligt wird. Zusatzlich
werden Zufallsvariablen eingestreut, um die Signifikanz zu testen: Der Effekt einer
echten Variablen darf nie niedriger sein als derjenige einer Zufallsvariablen.

Kreuzvalidierung:

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, das erhaltene Modell zu testen. Eine sehr
haufig verwendete Methode ist das Leave One Out Verfahren. Dabei wird reihum
jeder Ligand einmal aus dem Datensatz herausgenommen und seine Aktivitat mit
einem Modell, das aus den restlichen Liganden berechnet wurde, vorhergesagt.
Dieses Verfahren der internen Validierung kann variiert werden, indem mehrere
oder auch ganze Gruppen von Liganden ausgelassen und vorhergesagt werden.
Korreliert man die vorhergesagten Werte mit den biologischen Daten resultiert der
kreuzvalidierte Korrelationskoeffizient Q% der aus den Abweichungsquadraten der
Vorhersage berechnet wird. Er gibt zusammen mit SDEP (Standard Deviation of
Error Prediction) die Gite der Vorhersage an. Ein Q*Wert von +1 entspricht
einem idealen Modell, bei dem alle Vorhersagen exakt den gemessenen Werten
entsprechen. Liegt Q% bei Null, sind die Vorhersagen genauso gut wie kein Modell
und ein negativer Q*>-Wert gibt an, dass das Modell schlechter ist, als wenn man
fur jede Substanz den Mittelwert aller Affinititen angegeben hatte [75].
Verlassliche Modelle besitzen i.d.R. einen Q*Wert von mindestens 0,6.
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2
QZZI_Z(ypred y_obsz) (15)
2 (.yohs - y)
0’ kreuzvalidierter Korrelationskoeffizient
Vpred vorhergesagter Wert
YVobs gemessener Wert
y Durchschnitt
SDEP:
2 (/Vpred - yabs )2
SDEP =1|-: (16)
N
SDEP Standardabweichung der Fehlervorhersage
Vpred vorhergesagter Wert
YVobs gemessener Wert
N Zahl der Liganden
3.7 RMS-Wert

Eine weit verbreitete KenngréRe um die Ubereinstimmung zweier Strukturen zu
quantifizieren, ist der RMS-Wert (Root Mean Square, Wurzel der Abweichungs-
quadrate). Wie aus Gleichung 17 zu entnehmen ist, wird der Abstand der Koordi-
naten zwischen zwei Moleklilen gemessen, wobei es sich bei den Koordinaten
auch nur um das Protein-Rickgrat oder die schweren Atome der Molekile
handeln kann. Der RMS-Wert wird haufig fir den Vergleich von Konformationen
einer Molekuldynamik-Simulation verwendet.

N

N " _ _- Y

oS - J[Z (=) + (=0, + (- 2,) ] an
i=1

RMS  Root Mean Square, Wurzel der Abweichungsquadrate

X;, ¥i, zi Koordinaten des Atoms i im ersten Molekdl

x;4 yi- zi-Koordinaten des gleichen Atoms i‘ im zweiten Molekdl
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3.8 Sekundarstruktur-Vorhersageprogramme

3.8.1 Hydropathie-Untersuchungen nach Kyte und Doolittle

Die von Kyte und Doolittle aufgestellte Skala weist jeder Aminosaure einen Wert
zu, der ihre Hydrophobie bzw. Hydrophilie (zusammen: Hydropathie) widerspiegelt
[77]. Diese Werte wurden aus verschiedenen experimentellen Daten abgeleitet.
Bei der Untersuchung einer Sequenz wird jeder Aminosaure der entsprechende
Wert zugeordnet. AnschlielRend wird die Sequenz mit einem Fenster definierter
Grolke ,abgefahren®; die Werte innerhalb des Fensters werden addiert und der
Aminosaure in der Mitte des Fensters zugeordnet. Fahrt man mit diesem Fenster
uber die gesamte Sequenz, so ergeben sich je nach gewahlter Fenstergrofle
unterschiedlich genaue Hydropathieprofile. Kleine Fenster (etwa sieben Amino-
sauren) ergeben eine bessere Auflésung, aber auch haufiger falsch positive
Ergebnisse, das heil3t, es werden z.B. transmembranare Bereiche gefunden, wo
keine sind [78]. GroRRere Fenster reduzieren das Problem der falsch positiven
Bereiche, es kann aber vorkommen, das nahe beieinander liegende transmem-
branare Bereiche nicht unterschieden werden kénnen.

3.8.2 PHDhtm

Das Programm PHDhtm [79, 80], ein Unterprogramm von Predict Protein, ist
spezialisiert auf die Vorhersage transmembranarer Helices. Die eingegebene
Sequenz wird einem der in der HSSP-Datenbank [81] enthaltenen Alignments
zugeordnet. Dieses Alignment dient nun als Input flr ein System neuronaler Netze
[82]. Fur jede Aminosaure kennt das Netz die Wahrscheinlichkeit, dass sie Teil
einer transmembranaren Helix ist bzw. dass sie aullerhalb des Lipid-Bilayers
vorkommt. Mit einer FenstergréRe von 18 Aminosauren wird nach Sequenz-
abschnitten gesucht, die die hdéchste Wahrscheinlichkeit haben, Teil einer
transmembranaren Helix zu sein. In einem anschlieenden Schritt wird mit einem
Algorithmus nach dem Modell gesucht, dass fur Helixlangen zwischen 18 und 25
Aminosauren den besten Kompromiss aller moglichen Modelle darstellt. Fur die
Vorhersage der Topologie wird zusatzlich bertcksichtigt, dass bei transmembra-
naren Helices die positiv geladenen Aminosauren typischerweise am zytoplasma-
tischen Ende zu finden sind (s. Kapitel 4.5.2).
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3.8.3 MEMSAT

MEMSAT [83] nutzt fur die Vorhersage transmembranarer Helices die Beobach-
tung, dass bestimmte Aminosauren haufiger in Loop- oder Helixregionen vor-
kommen. Zur Quantifizierung dieser Beobachtung wurden funf Klassen definiert:
Aminosauren, die sich in einem Loop innerhalb oder auf3erhalb der Zelle befinden,
in der Mitte einer Helix oder am inneren bzw. duReren Ende der Helix (den caps).
Fur jede Aminosaure wurde die Wahrscheinlichkeit berechnet, dass sie einer
bestimmten Klasse angehort. Zusatzlich zu diesen Informationen nutzt das
Programm topologische Daten wie z.B. die ,positive inside rule” (s. Kapitel 4.5.2.2,
S. 94), die besagt, dass positiv geladene Aminosauren haufig am intrazellularen
Ende einer Helix vorkommen. Aul’erdem werden MEMSAT vom Anwender
Parameter fur die Anzahl und Lange der Helices vorgegeben.

Fir eine Sequenz werden von MEMSAT viele verschiedene Modelle aufgestellt
und anschlie3end nach der Methode der ,expectation maximization“ bewertet. Das
Modell, das die gegebenen Daten am besten erklart, wird ausgegeben.

3.9 PERSCAN

PERSCAN 7.0 ist eine Sammlung von Programmen, die Proteinsequenzen auf
periodisch wiederkehrende Eigenschaften untersuchen kdnnen [84]. Wie in Kapitel
4.5.2.2 naher beschrieben wird, sind solche periodisch wiederkehrenden Eigen-
schaften ein Wesensmerkmal transmembranérer Helices, PERSCAN ist also fir
die Untersuchung G-Protein gekoppelter Rezeptoren gut geeignet. PERSCAN
nutzt verschiedene dieser Eigenschaften, um in einem Sequenzalignment nach
Helices zu suchen (Programmpaket SCAN), hydrophobe und variable Regionen
einer Sequenz zu berechnen (Programmpaket PROF) oder die einzelnen Helices
naher zu analysieren, um ihre Ausrichtung im Blndel zu bestimmen
(Programmpaket PER).



3 METHODEN 57

Da nur PER zur Verfugung stand, soll auf die anderen Programme nicht naher
eingegangen werden. Die einzelnen PER-Programme bericksichtigen unter-
schiedliche Eigenschaften von Helices:

— das Programm PERHYD analysiert die Periodizitdt hydrophober und
hydrophiler Aminosauren in einer Sequenz,

— das Programm PERCON analysiert die Periodizitdt konservierter und das
Programm PERVAR diejenige variabler Aminosaduren anhand eines Sequenz-
alignments,

— das Programm PERMUT analysiert die Substitutionsmuster im Alignment,

— das Programm PERACC analysiert die Zuganglichkeit einer Aminosaure fur das
Lésemittel.

Grundlage der verschiedenen Programme sind Substitutionstabellen. In homolo-
gen Protein-Kristallstrukturen wurden die einzelnen Aminosauren auf Zusammen-
hange zwischen ihrer lokalen Umgebung und der Haufigkeit einer Mutation unter-
sucht. Diese Informationen wurden in Tabellen gespeichert und auf Korrelationen
untersucht. Der deutlichste Zusammenhang wurde fir die Zuganglichkeit der
Aminosaure flr das umgebende Losemittel gefunden: je tiefer sie sich im Inneren
eines Proteins befindet und je polarer sie ist, desto seltener wurden Mutationen
gefunden [85].

Das Sequenzalignment wird mit einem Fenster definierter Grolie untersucht, dabei
wird das Substitutionsmuster an jeder Position zusammen mit den Substitu-
tionstabellen dazu genutzt, ein Profil zu berechnen. Aus diesem Profil wird mit
modifizierten Fourier-Transformationen ein sogenanntes Power-Spektrum berech-
net, aus dem abgeleitet wird, in welchem Ausmal} helikale Periodizitat gefunden
wurde und welches die nach innen zeigende Seite der Helix ist. Dabei wird immer
eine ideale o-Helix angenommen [84].

Die Ausgabe des Ergebnisses erfolgt mit Hilfe von Helixréddern, in denen Vektoren
anzeigen, auf welcher Seite sich das innere ,Gesicht® der Helix befindet und mit
Zylindern, auf denen Striche anzeigen, wie weit sich die Aminosaure auf der
angegebenen Seite der Helix befindet (s. Bild 3.1).
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Bild 3.1 Ergebnisausgabe bei PERSCAN: a Helixrad mit einzelnen Vektoren, b Helixrad mit Summen-

vektor. Die Vektoren geben die Innenseite der Helix an. ¢ Zylinder: die Striche an den Seiten
des Zylinders geben an, in welchem Ausmal sich diese Aminosaure auf der angegebenen
Seite der Helix befindet.

3.10 Seitenketten-Rotamerbibliotheken

Protein-Seitenketten nehmen bevorzugt bestimmte Konformationen ein, die mit
der wachsenden Zahl aufgeklarter Kristallstrukturen immer genauer analysiert
werden kdnnen.

3.10.1 Die Bibliothek nach Ponder und Richards

Die Rotamer-Bibliothek von Ponder und Richards [86] beruht auf einer Analyse
von 19 Proteinen hoher Auflésung (< 2.0 A) mit insgesamt 2273 Aminosauren. Fiir
jede Aminosaure wurden die einzelnen Seitenketten-(x-)Torsionswinkel gemessen
und statistisch ausgewertet. Dabei wurde festgestellt, dass die Seitenketten nur
einen kleinen Teil der theoretisch mdglichen Konformationen einnehmen. Die
Ergebnisse wurden in eine Bibliothek Uberfluhrt, die etwa die Grundlage der
Rotamerbibliothek des Programms INSIGHT 1l [61] bildet.

Fur einige Aminosaure konnten in der urspringlichen Datenbank nur einge-
schrankt Aussagen gemacht werden: Die Verteilung der y4-Winkel des Prolins
zeigte keine deutlichen Cluster, die drei in der Bibliothek zu findenden Rotamere
wurden kunstlich eingeteilt. Fur 3 des Glutamins sowie y3 und y4 von Lysin und
Arginin konnten keine statistischen Aussagen gemacht werden, da diese Winkel in
den Kristallstrukturen durch die hohe Flexibilitdt zu schlecht aufgelést waren.
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3.10.2 SCWRL

Fur das Programm SCWRL [87] wurden die Konformationen der Seitenketten von
zuletzt 814 Protein-Ketten der Protein Data Bank [88] analysiert und, im
Gegensatz zur vorher beschriebenen Bibliothek, als Funktion der Konformation
des Protein-Rulckgrats aufgefasst. Schon bei den x1-Winkeln treten manche Rota-
mere sehr selten auf — die Datenbank enthalt in diesen Fallen nicht genligend
Material, um die Wahrscheinlichkeit fuir diese Winkel verlasslich abschatzen zu
kénnen. Aus diesem Grund wurde die Auswertung der Kristallstrukturen flr -
Winkel und fur bestimmte Kombinationen von -, x2-, x3- und x4-Winkeln durch
Bayesianische Statistik ergdnzt, und so ihre Wahrscheinlichkeit genauer fest-
gelegt.

Die SCWRL-Rotamerbibliothek enthalt also fur alle Aminosauren die Wahrschein-
lichkeit fur die verschiedenen yi-Rotamere in Abhangigkeit von den Ruckgrat-
Winkeln ¢ und y (zusatzlich gibt es fir Asp und Asn eine Abhangigkeit des y»-
Winkels von ¢ und y). Bei allen weiteren Seitenkettenwinkeln wird von einer Ab-
hangigkeit von dem vorhergehenden und dem folgenden Winkel ausgegangen,
das Programm ist allerdings bisher nicht in der Lage, ys- und xs-Winkel zuzu-
ordnen, fur diese wird eine gestreckte Konformation angenommen.

Fur ein gegebenes Protein-Rickgrat baut SCWRL jedes moégliche Rotamer fir alle
Aminosauren und sucht nach Kombinationen, die mdglichst geringe Kollisionen
zwischen Ruckgrat und Seitenketten bzw. zwischen den Seitenketten selbst verur-
sachen. Jedem Rotamer wird eine Energie zugewiesen, die aus seiner Wahr-
scheinlichkeit abgeleitet ist, so dass bei der Suche nach energetisch gunstigen
Kombinationen auch die Haufigkeit der einzelnen Rotamere bertcksichtigt wird.

3.10.3 PROCHECK

Bei PROCHECK [89, 90] handelt es sich um eine Reihe von Programmen, mit
denen Proteinstrukturen auf ihre Qualitat hin Gberprift werden kénnen. Dabei wird
neben der stereochemischen Qualitat an sich auch ein Vergleich mit Kristall-
strukturen der gleichen Auflésung angestellt. PROCHECK berechnet eine Anzahl
Parameter, die als gute Indikatoren fur stereochemische Qualitdt angesehen
werden [91], wie z.B. die Verteilung der ¢-, y-, und x1-Winkel und vergleicht sie mit
Standardwerten, die aus Protein-Kristallstrukturen abgeleitet sind. Andere Para-
meter wie die Standard-Bindungslangen und -winkel sind von Kristallstrukturen der
Cambridge Structural Database [92, 93] abgeleitet [94]. In Tabelle 1.2 sind die
Parameter von PROCHECK aufgelistet.
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Tabelle 1.2  Standardparameter von PROCHECK (ohne Bindungslangen und —winkel)

Stereochemische Parameter Mittelwert Standardabweichung
o/y-Winkel im am meisten bevorzugten Bereich des > 90%
Ramachandran Plots
x1-Winkel (°)
gauche minus 64,1 15,7
trans 183,6 16,8
gauche plus -66,7 15,0
X 2-Winkel (°) 1774 18,5
Prolin: ¢-Winkel (°) -65,4 11,2
Helix: ¢-Winkel (°) -65,3 11,9
Helix: y-Winkel (°) -39,4 11,3
% 3 (Disulfidbriicke) (°)
rechtshéndig 96,8 14,8
linkshéndig 85,8 10,7
Disulfidbriicken-Abstand (A) 2,0 1,0
o-Winkel (°) 180,0 5,8
Protein-Ruickgrat: Wasserstoffbricken-Energie -2,03 0,75
(kcal/mol)
Co-Chiralitat: 33,9 3,5

virtueller Torsionswinkel (Co—N—-C—CB) (°)

Viele der aufgelisteten Parameter werden in Ausgabedateien graphisch darge-
stellt, so zum Beispiel der Ramachandran-Plot, in dem die ¢/y-Winkelverteilung
gezeigt wird.

Zusatzlich zu den oben aufgelisteten Parametern werden G-Faktoren fir jede
Aminosaure berechnet, die angeben, wie Ublich der Wert fiur die gemessene
Eigenschaft ist. G-Faktoren sollten immer einen Wert > -1,0 annehmen.
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4.1 Pharmakophor

Nach der offiziellen IUPAC-Definition ist ein Pharmakophor ,the ensemble of steric
and electronic features that is necessary to ensure the optimal supramolecular
interactions with a specific biological target structure and to trigger (or to block) its
biological response” [95]. Es handelt sich also um ein abstraktes Konzept, mit dem
die gemeinsamen Interaktionen einer Gruppe von Liganden mit ihrem Rezeptor
beschrieben werden.

Um einen Pharmakophor festlegen zu kénnen, missen die Liganden also so Uber-
lagert werden, dass sie sterisch und elektronisch die groRtmogliche Uberein-
stimmung aufweisen. Um die Anordnung der einzelnen Strukturelemente eindeutig
festlegen zu kdnnen, bendtigt man einen rigiden Liganden als Vorlage oder zumin-
dest mehrere Liganden, bei denen unterschiedliche Molekllabschnitte rigidisiert
vorliegen. Im Fall der Prostacyclin-Rezeptor-Agonisten ist ein vollstandig rigider
Ligand nicht bekannt. Deswegen musste eine mehrstufige Vorgehensweise
gewahlt werden, bei der aus der Untersuchung und dem Vergleich von zunachst
zwei Liganden auf ihre vermutliche pharmakophore Konformation geschlossen
wurde und anschlieRend diese beiden Liganden als Schablone flr die restlichen
Agonisten verwendet wurden.

4.1.1 Vorstellung des Datensatzes

Die fur die Untersuchung zur Verfiigung stehenden prostanoiden und nicht prosta-
noiden IP-Agonisten werden in Bild 4.1 vorgestellt. FUr alle Liganden standen ein-
heitliche biologische Daten zur Verfigung, auf die in Kapitel 4.4 naher einge-
gangen wird. Da die Struktur-Wirkungs-Beziehungen flr die verschiedenen Subs-
tanzklassen schon in Kapitel 1.5 beschrieben wurden, wird im Folgenden nur auf
die Besonderheiten der einzelnen Liganden eingegangen.
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Bild 4.1 Strukturformeln der untersuchten Prostacyclin-Rezeptorliganden.

Prostanoide Agonisten:

Cicaprost wird durch den Sauerstoff in Position 3 vor -Oxidation geschutzt, dies
fuhrt aber gleichzeitig zu einem Verlust von intrinsischer Aktivitat, der durch die
EinflUhrung der Dreifachbindung C13-C14 und eine zusatzliche Methylgruppe
(C21) ausgeglichen wird (s. Kapitel 1.5.1). Es entstand ein chemisch und metabo-
lisch stabiler Ligand, der selektiv an den IP-Rezeptor bindet und zudem oral ver-
fugbar ist [96, 97].

lloprost ist ein Isomerengemisch aus sozusagen gleichen Teilen 16R- und 16S-
lloprost. Ein Vergleich der antiaggregatorischen Potenz zeigte fir das 16S-Epimer
eine etwa funfmal héhere Aktivitat [98]. lloprost ist auflder am IP- auch ein potenter
Agonist am EP1-Rezeptor und ein schwacher Agonist am EP3- und Thromboxan-
Rezeptor [35, 99], wirkt also nicht spezifisch. Wie Cicaprost ist es oral verfugbar,
besitzt aber wegen der schnellen Metabolisierung (B-Oxidation, Hydroxylierung
und Konjugation) nur eine biologische Halbwertszeit von 20-30 min [98].

Isotetralynaprost und Episotetralynaprost unterscheiden sich nur in ihrer Ring-
verknupfung (s. Bild 4.1), ihre biologische Aktivitat variiert allerdings deutlich: Iso-
tetralynaprost ist, abhangig vom Testsystem, mindestens 15mal starker antiaggre-
gatorisch wirksam als Episotetralynaprost [100].
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Der Vinylether in Nileprost wird durch die eingefiihrte Nitrilgruppe deutlich stabili-
siert, diese fuhrt aber auch zu einer Verminderung der antiaggregatorischen
Potenz (s. Kapitel 1.5.1). Nileprost ist wie lloprost ein Isomerengemisch aus 16R-
und 16S-Nileprost und bindet ebenfalls nicht nur an den IP-Rezeptor, sondern be-
sitzt auch PGE;-ahnliche Wirkungen [101].

PGE;, ist neben Prostacyclin das einzige Prostaglandin, das an den IP-Rezeptor
bindet.

Nicht prostanoide Agonisten:

Aus der Serie der 4,5-Diphenyloxazol-Derivate wurde BMY 45778 am grind-
lichsten untersucht, da es die aktivste Substanz darstellt. Es wird als partieller
Agonist am IP-Rezeptor beschrieben und ist oral verfugbar [102]. Einige der
anderen Substanzen dieser Serie liegen nicht als Reinsubstanz vor, sondern sind
Stoffgemische (E/Z-Isomere, z.B. BMY 44521 oder Racemate, z.B. BMY 43675),
fur die keine Informationen Uber die Affinitdt oder Aktivitat der Einzelbestandteile
zur Verfigung standen.

ONO 1301 ist ebenfalls ein partieller Agonist am IP-Rezeptor, es bindet weder an
EP-, TP- noch FP-Rezeptoren, zeigt aber eine Hemmung der Thromboxan-
synthase [103].

EP 157 gehdrt zu den ersten Substanzen flir die eine Prostacyclin-ahnliche
Wirkung gefunden wurde, obwohl die typischen prostanoiden Strukturelemente
nicht vorhanden sind. EP 157 bindet aul3er an den IP-Rezeptor auch schwach an
den Thromboxan-Rezeptor. Es zeigt eine gewisse Spezies-Selektivitat, da es die
Thrombozytenaggregation bei Mensch und Pferd wesentlich starker hemmt als bei
Kaninchen und Ratte.

Aus den oben beschriebenen Liganden mussten nun die zwei Substanzen
ausgewahlt werden, die die Grundlage fir den Pharmakophor bilden sollten. An
ihnen sollte eine ausfuhrliche Konformationsanalyse durchgefihrt und aus der
Uberlagerung der jeweiligen Konformationen diejenige herausgefiltert werden, die
die beste Ubereinstimmung in der Lage der wichtigen funktionellen Gruppen zeigt.
Damit bei dieser Vorgehensweise ein Maximum an Information berlcksichtigt wird,
sollten beide Substanzen eine unterschiedliche Grundstruktur besitzen. Aulerdem
sollten sie teilweise rigidisiert sein, um die Zahl ihrer moéglichen Konformationen
etwas einzuschranken. Aus diesen Grinden wurden ein prostanoider und ein nicht
prostanoider Ligand ausgewahlt: lloprost und BMY 45778. BMY 45778 ist zumin-
dest im Bereich der Ringsysteme in seiner Flexibilitdt stark eingeschrankt, besitzt
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eine verhaltnismalig kurze o-Kette (s.Bild 4.1) und bietet sich daher als
Referenzsubstanz unter den nicht prostanoiden Agonisten an. lloprost ist eine
Standardsubstanz bei der pharmakologischen Untersuchung des Prostacyclin-
Rezeptors, wird aber als Isomerengemisch eingesetzt. Fir die Pharmakophor-
generierung wurde zunadchst das starker affine Epimer 16S-lloprost ausgewahit.
Soweit nichts anderes angegeben ist, wurde die Untersuchung der Liganden mit
dem Programm SYBYL [57] durchgeflhrt.

4.1.2 Konformationsanalyse

Bei beiden Substanzen wurde der Konformationsraum mit Hilfe einer systemati-
schen Konformationsanalyse durchsucht. Da sich der Bicyclooctanring des
lloprosts mit dieser Methode allerdings nicht bearbeiten I|&sst, ohne dass
Bindungen aufgespalten werden, wurden die Konformationen dieses Ringsystems
mit Hilfe des Random Search (s. Kapitel 3.2.1) analysiert. Die beiden Seitenketten
des Molekuls wurden anschliellend getrennt bearbeitet, da bei der groRen Zahl
frei drehbarer Bindungen mehr Konformationen energetisch mdglich sind, als
rechentechnisch gehandhabt werden kénnen. Auch die Konformationsanalyse von
BMY 45778 musste in mehreren Schritten durchgefiihrt werden um dieses
Problem zu umgehen. Bild 4.2 gibt daher eine Ubersicht (iber die Vorgehens-
weise, in den anschlieBenden Kapiteln werden die einzelnen Schritte ausfihrlich
erlautert.
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Bild 4.2: (vorherige Seite)
Konformationsanalyse von BMY 45778 und 16S-lloprost. Die Zahlen vor dem Schragstrich
geben jeweils die Werte fir die Bizyklus-Konformation 3 an, diejenigen dahinter die Werte fir
Konformation 1 (fir die Nummerierung s. Bild 4.6). Die Pfeile markieren die Punkte, an denen
Informationen aus der Cambridge Structural Database die Entscheidung beeinflussten.

4.1.2.1 Konformationsanalyse von BMY 45778 (Teil 1)

Wie schon oben erwahnt wurde, wurde BMY 45778 einer systematischen Konfor-
mationsanalyse unterzogen. Um eine noch bearbeitbare Zahl an Konformationen
zu erhalten, wurden im ersten Schritt nur die Bindungen zwischen den Ring-
systemen gedreht, dies allerdings in 10°-Inkrementen, um eine hohe Genauigkeit
zu erreichen; die Seitenkette behielt zunachst ihre gestreckte Konformation. Es
wurden 332639 energetisch erlaubte Konformationen gefunden, die weiter zusam-
mengefasst werden mussten. Eine gute Moglichkeit besteht darin, die Konforma-
tionen in Familien einzuteilen, aus denen dann nur noch jeweils ein Vertreter
weiter betrachtet wird. Diese Einteilung in Familien ist mit dem Programm
IXGROS [58] (s. Kapitel 3.2.1) mdglich; aus den 332639 Konformationen wurden
dabei 45 Familien gebildet. Der jeweils energiearmste Familienvertreter wurde
herausgeschrieben und anschlie®Bend mit der Conjugate Gradient Methode
(s. Kapitel 3.2.2) bis zu einem Gradienten von 0,05 kcal/molA minimiert.

Bild 4.3 Uberlagerung der 45 Familienvertreter von BMY 45778 (ohne Wasserstoffe). Der Ubersicht-
lichkeit halber ist bei den meisten Konformationen nur das zentrale C-Atom der Sauregruppe
dargestellt (Kugeln). Links: Seitenansicht, rechts: Aufsicht.
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Uberlagert man die Molekiile (s. Bild 4.3), so ist zu erkennen, dass die Ringe bei
allen Familienvertretern eine relativ planare Anordnung einnehmen. Die beiden
Phenylringe des Biphenyloxazolrestes haben dabei zwei unterschiedliche Moglich-
keiten. Eine voéllig planare Anordnung ist aus sterischen Griinden nicht maglich,
beide Varianten versuchen der Planaritat aber moglichst nahe zu kommen. Der
Oxazolring der o-Kette kommt ebenfalls nur in zwei verschiedenen Ausrichtungen
vor: sein Stickstoff kann auf der gleichen Seite stehen wie der des Biphenyl-
oxazolrestes oder die Seitenkette ist um 180° gedreht, so dass der Oxazol-
Sauerstoff in diese Richtung zeigt (s. Bild 4.3 rechts). Die Bindung zwischen
Oxazol- und Phenylring in der o-Kette ist etwas flexibler als die anderen betrach-
teten Bindungen. Am leichtesten I&sst sich dies an der Position der Carboxylat-
gruppe ablesen, da sie am Ende der noch starren Seitenkette sitzt. Der Kohlen-
stoff der Carboxylatgruppe ist in Bild 4.3 fir alle Konformationen als Kugel
dargestellt und zeigt die verschiedenen Cluster an.

Eine weitere Einengung der fir eine Bindung an den Rezeptor in Frage
kommenden Konformationen ist mdoglich, wenn man die Ergebnisse von Muta-
tionsstudien am Rezeptor bericksichtigt. Die Carboxylatgruppe ist eines der
essentiellen Strukturelemente der Prostaglandine (s. Kapitel 1.5, S. 21). Muta-
tionsstudien deuten darauf hin, dass sie mit einem in allen Prostanoid-Rezeptoren
konservierten Arginin eine Wechselwirkung eingeht [125, 126, 127, 128, 129, 130].
Steht die Sauregruppe in Richtung des Biphenyloxazolrestes, ist eine Wechsel-
wirkung mit dem Rezeptor aus sterischen Grinden schlecht vorstellbar, auch
wenn man die Flexibilitat der Seitenkette berlicksichtigt. Die entsprechenden
Konformationen sind flr den Pharmakophor daher unwahrscheinlich und wurden
aussortiert. Aus den ubrigen Clustern wurden jeweils diejenigen zwei Konforma-
tionen ausgewahlt, die unterschiedliche Anordnungen im Biphenyloxazolrest
zeigen und innerhalb ihres Clusters die niedrigste Energie aufweisen. Diese acht
Konformationen sind in Bild 4.4 dargestellt.
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Bild 4.4: Die acht ausgewahlten Konformationen von BMY 45778. Nur die Konformationen A bis D
wurden fur die Uberlagerung mit lloprost berlcksichtigt.

Durch umfangreiche Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurde festgestellt, dass der
Oxazolring in der a-Kette eine wichtige Funktion als Wasserstoffbricken-Partner
besitzt, wahrend derjenige des Biphenyloxazolrestes wohl nur als Gerust dient,
durch das die Substituenten in der richtigen Geometrie fixiert werden [50].

Um zu entscheiden, ob eher der Stickstoff oder der Sauerstoff flir das Akzeptieren
einer Wasserstoffbriicke geeignet ist, wurde in der Cambridge Structural Database
[92, 93] nach Kristallstrukturen gesucht, die einen Oxazolring enthalten. Die
Parameter dieser Suche und die Referenzcodes der gefundenen Kristalle sind in
Anhang F aufgelistet. Wie in Tabelle 4.1 dargestellt ist, akzeptiert in 18 von insge-
samt 76 Kiristallstrukturen der Stickstoff eine Wasserstoffbriicke, aber nur in
zweien der Sauerstoff. Dieses Ergebnis deckt sich mit den friheren Unter-
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suchungen zum Wasserstoffbriicken-Verhalten von aromatischen Heterozyklen
[104]. Fir den Pharmakophor wurde dementsprechend der Oxazol-Stickstoff als
Wasserstoffbricken-Partner fur den Rezeptor angenommen.

Tabelle 4.1:  Ergebnis der Datenbanksuche in der Cambridge Structural Database nach Kristallstrukturen,
die einen Oxazolring enthalten.

keine Wasserstoffbriicke tiber den Oxazolring 46
Wasserstoffbriicke am Oxazol-Stickstoff 18
Komplexbildung iber den Oxazol-Stickstoff 6
Wasserstoffbriicke Uber den Oxazol-Sauerstoff 2
nicht auswertbar 4

insgesamt 76 Kristallstrukturen

Die Konformationen E bis H in Bild 4.4 unterscheiden sich von den anderen vier
nur durch die Position des Stickstoffs und des Sauerstoffs im Biphenyloxazolrest.
Lasst man die in Kapitel 1.5.2.4 (S. 26) erlauterten Struktur-Wirkungs-Beziehun-
gen auller acht und sieht beide Oxazol-Stickstoffe als potentielle Wasserstoff-
bricken-Partner an, kommen nur die Konformationen A bis D fur den Pharma-
kophor in Frage, da bei den Konformationen E bis H der Stickstoff des Diphenyl-
oxazolrestes durch die benachbarten Phenylringe so stark abgeschirmt wird, dass
das Akzeptieren einer Wasserstoffbriicke aus sterischen Grinden nicht mdglich
ist. Diese vier Konformationen werden daher in der weiteren Untersuchung ver-
nachlassigt.

Aus der Serie der Diphenyloxazolderivate wurden einige Kristallstrukturen
aufgeklart, unter ihnen diejenige von BMY 45778, und zusatzlich 'H-NMR-
Messungen durchgeflhrt [50]. Die Kristallstruktur von BMY 45778 ist in Bild 4.5 in
einem Stereobild dargestellt. Bei der Analyse dieser Strukturen zeigte sich, dass
die potenteren Agonisten sowohl im Kristall als auch in Losung eine starker
planare Anordnung realisieren konnten als die weniger aktiven Substanzen.
Obwohl die Konformation in Losung und auch die Kristallstruktur nicht der bio-
aktiven Konformation entsprechen muissen, sind sie doch energetisch sehr
gunstige Konformationen, die gut mit dem Ergebnis der systematischen Konforma-
tionsanalyse Ubereinstimmen, bei der ebenfalls eine Bevorzugung der starker
planaren Konformationen gefunden wurde.
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Bild 4.5 Stereobild der Kristallstruktur von BMY 45778 (PIDWII in der Cambridge Structural Database).

Welche der vier verbliebenen Konformationen von BMY 45778 die Grundlage flr
die pharmakophore Konformation darstellt, konnte nicht entschieden werden ohne
den folgenden Vergleich und die Uberlagerung mit 16S-lloprost.

4.1.2.2 Konformationsanalyse von 16S-lloprost (Bizyklus und w-Seitenkette)

Die Untersuchung von 16S-lloprost musste ebenfalls in mehreren Schritten
durchgefuhrt werden, da durch die groRe Zahl frei drehbarer Bindungen in den
Seitenketten eine immens groRe Anzahl an Konformationen zu erwarten war. Das
Molekdl wurde in drei Bereiche aufgeteilt und zunachst analog zu BMY 45778 nur
der Bicyclooctanring und die w-Seitenkette betrachtet. Fir diese Bereiche mussten
unterschiedliche Analyseverfahren gewahlt werden, da die Ringstruktur nur
schlecht durch eine systematische Konformationsanalyse zu bearbeiten ist
(s. Kapitel 3.2.1). Dementsprechend wurde nur die Seitenkette mit dieser Methode
untersucht und fir den Bicyclooctanring ein Random Search durchgefiihrt. Die
Seitenketten wurden dabei bis auf Fragmente gekirzt, um die Suche effektiver zu
gestalten. Ein Random Search sollte mehrmals mit unterschiedlichen Startstruktu-
ren durchgeflhrt werden um sicherzustellen, dass der Konformationsraum voll-
stéandig durchsucht wird. Hier wurden sieben Ansatze gerechnet und insgesamt
sechs verschiedene Bicyclooctan-Konformationen gefunden, die in Bild 4.6 darge-
stellt sind.
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Bild 4.6: Ergebnis des Random Search: sechs mogliche Konformationen fiir den Bicyclooctanring.

Um eine Entscheidung flir die wahrscheinlichste Konformation treffen zu kénnen,
wurden die aufgefundenen Konformationen mit den in der Cambridge Structural
Database [92, 93] abgelegten Kristallstrukturen von Bicyclooctanen verglichen.
Fir die Parameter der Suche und die Datenbank-Codes des Ergebnisses siehe
Anhang F. Von den insgesamt 16 Treffern entfielen zehn (> 60%) auf die
Konformationen 3 und 4 und zwei Treffer auf Konformation 1. Ebenfalls zweimal
wurden jeweils die Konformationen 2 und 6 gefunden. Konformation 5 schied aus
der weiteren Betrachtung aus, flr sie wurde kein einziges Beispiel in der
Cambridge Structural Database gefunden.

Da fur BMY 45778 eine planare Anordnung der Ringsysteme festgelegt wurde,
wurden auch aus den funf verbliebenen Bizyklus-Konformationen diejenigen aus-
gewahlt, bei denen die beiden Reste nicht zu stark aus der Ebene herausragen.
Diese Bedingung erfullen die Konformationen 1 und 3, bei beiden sollten Konfor-
mationen fur das gesamte Molekll moglich sein, die sich gut mit BMY 45778
Uberlagern lassen. Eine Entscheidung fir nur eine Konformation konnte an dieser
Stelle also noch nicht getroffen werden. An beide Fragmente wurden die Seiten-
ketten wieder angehangt und im nachsten Schritt eine Konformationsanalyse der
w-Kette durchgefihrt. Die Bindungen wurden in 30°-Schritten gedreht, die
gesamte o-Kette blieb vorerst in einer gestreckten Konformation. Die Schrittgréfie
fur die Drehung der Bindungen wurde flr die w-Seitenkette mit 30° wesentlich
grober gewahlt als fur die Analyse der Ringsysteme von BMY 45778, da bei der
Untersuchung einer prinzipiell frei drehbaren Kette es zwar notwendig ist, den
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gesamten Konformationsraum zu Uberblicken, die Analyse aber nicht so detailliert
durchgefihrt werden muss wie bei sterisch eingeschrankten Ringsystemen. Es
wurden jeweils 10264 erlaubte Konformationen gefunden, die wiederum mit
IXGROS [58] in 85 Familien eingeteilt wurden. Die Familienvertreter wurden mit
Conjugate Gradient bis zu einem Gradienten von 0,05 kcal/molA minimiert.

Vor der Untersuchung der o-Ketten beider Molekile wurde ein vorlaufiger Fit
durchgefuhrt, um die Zahl der weiter zu bearbeitenden Konformationen etwas ein-
zuschranken. Mit Hilfe des Makros FITIT [105] wurden die 89 lloprost-Konforma-
tionen, die auf der Bizyklus-Konformation 1 basieren und die 85 Konformationen,
die Konformation 3 enthalten mit den vier oben beschriebenen Konformationen
von BMY 45778 Uberlagert. Dabei wurden bei diesem ersten Fit nur die Fitpunkte
1 bis 5 verwendet (s. Bild 4.2, S. 69), da die a-Kette noch nicht in die Unter-
suchung eingegangen war. Es wurden nur diejenigen Uberlagerungen beriicksich-
tigt, die einen RMS-Wert < 1,5 besalden, dies waren noch 24 (Bizyklus 1) bzw. 23
(Bizyklus 3) lloprost-Konformationen.

4.1.2.3 Konformationsanalyse von 16S-lloprost (o-Kette) und von
BMY 45778 (Teil 2)

Bei allen Konformationen von 16S-lloprost, fiir die eine Uberlagerung innerhalb
der oben angegebenen RMS-Grenze mdglich war, wurde im néchsten Schritt auch
die verbliebene Seitenkette durch systematische Konformationsanalyse unter-
sucht. Die Vorgehensweise entsprach derjenigen bei der Untersuchung der -
Kette, die drehbaren Bindungen wurden also wieder in 30°-Inkrementen gedreht
und die jeweils etwa 4765 erhaltenen Konformationen anschliefiend mit IXGROS
in 21 bzw. 20 Familien eingeteilt.

Fur die Seitenkette von BMY 45778 wurde genauso vorgegangen wie fur 16S-
lloprost; fir jede eingesetzte Konformation ergaben sich etwa 620 Seitenketten-
Konformationen, die sich jeweils in 14 Familien zusammenfassen lielRen. Alle
Familienvertreter von 16S-lloprost und BMY 45778 wurden wieder minimiert,
bevor die endgiiltige Uberlagerung durchgefiihrt wurde. Bei dieser Uberlagerung
wurden schlieBlich alle Konformationen beider Molekile mit dem Makro FITIT
Ubereinander gelegt; insgesamt waren dies also 41 Familienvertreter von 16S-
lloprost und 52 Familienvertreter von BMY 45778. Bei dieser Uberlagerungs-
routine wurden alle sechs in Bild 4.2 angegebenen Fitpunkte verwendet. Aus
denjenigen Konformationspaaren, deren RMS-Wert 1,1 nicht Uberschritt, wurde
die endgiiltige Uberlagerung ausgewahlt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die
Carboxylatgruppen gut Ubereinanderlagen und dass die Hydroxylgruppen und
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Oxazol-Stickstoffe raumlich méglichst gut Gbereinstimmen. Die freien Elektronen-
paare sollten dabei in die gleiche Richtung zeigen.

Fir die in Bild 4.7 abgebildete Uberlagerung wurde zuséatzlich zu den oben
beschriebenen Kriterien eine gute Ubereinstimmung der lipophilen Struktur-
elemente gefunden. Bei 16S-lloprost handelt es sich um eine Konformation, die
auf Bizyklus-Konformation 1 beruht (s. Bild 4.6), bei BMY 45778 ist die Grundlage
Konformation C (s. Bild 4.4).

Bild 4.7: Endgiiltige Uberlagerung von BMY 45778 und 16S-lloprost (beide nach Atomtypen eingefarbt;
magenta: freie Elektronenpaare)

4.1.3 Bearbeitung der anderen Liganden

Die Vorgehensweise bei der Bearbeitung der anderen |P-Rezeptoragonisten soll
im Folgenden nur kurz beschrieben werden, da die meisten von ihnen nach einem
einheitlichen Schema bearbeitet wurden.

Nur fir Cicaprost wurde eine ausfuhrliche Konformationsanalyse nach der
gleichen Routine wie bei 16S-lloprost durchgefuhrt, um die komplexe Vorgehens-
weise zu validieren. Die Cicaprost-Konformationen wurden analog Bild 4.2 mit den
jeweiligen Konformationen von BMY 45778 Uberlagert; am Ende ergab sich eine
Konformation, die derjenigen von 16S-lloprost stark &hnelt. Damit konnte gezeigt
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werden, dass die gewahlte Vorgehensweise zu reproduzierbaren Ergebnissen
fuhrt.

Fur die anderen prostanoiden Agonisten wurde diese aufwandige Vorgehensweise
nicht durchgefuhrt, da ihre Seitenketten so flexibel sind, dass sie ohne Schwierig-
keiten der Konformation von 16S-lloprost angepasst werden kénnen. Bei 16R-
lloprost war dies sehr einfach, da die pharmakophore Konformation iGbernommen
werden konnte, nur C16 musste invertiert und das Molekil anschlielend mit der
Conjugate Gradient Methode minimiert werden. Da es in dieser Position aber
keine sterische Hinderung durch andere Reste gibt, wurde die Konformation durch
die Minimierung kaum verandert, sie ist derjenigen von 16S-lloprost gleichwertig.

Isotetralynaprost (s. Bild 4.1) besitzt als zentrales Strukturelement einen
Trizyklus, dessen Konformation zunachst festgelegt werden musste. In der
Cambridge Structural Database waren zu diesem Zeitpunkt keine Substanzen ent-
halten, die dieses Strukturelement aufweisen, daher wurde auch hier ein Random
Search durchgefiihrt. Die sechs dabei erhaltenen energiearmen Konformationen
ahnelten stark denjenigen, die flr den Bicyclooctanring von 16S-lloprost gefunden
wurden. Fur den Aufbau des gesamten Molekils wurde daher das Analogon von
Konformation C (s. Bild 4.6) ausgewahlt, da fur lloprost diese Konformation ver-
wendet wurde. Die Konformation der beiden Seitenketten wurde mit der Multifit-
Routine (s. Kapitel 3.2) an diejenige der pharmakophoren Konformation von 16S-
lloprost angepasst, fir den endstandigen Cyclohexylrest wurde diejenige Sessel-
konformation gewahlt, die sich am besten mit 16S-lloprost tberlagern liel3. Bei der
Festlegung der Fitpunkte in der Multifit-Routine wurde besonders darauf geachtet,
dass die charakteristischen Strukturelemente (Hydroxylgruppen, Sauerstoffe der
Sauregruppe) mit einer hoheren Federkonstante aufeinander festgehalten wurden
als die lipophilen Bereiche der Seitenkette. Um bei der anschlieRenden
Minimierung die eingestellte Konformation so weit wie mdglich zu erhalten, wurden
in den ersten Minimierungsschritten fast alle Atome festgehalten und dann nach
und nach losgelassen, bis schliellich nur noch die Carboxylat- und
Hydroxylgruppen festgehalten wurden. Am Schluss folgte eine freie Minimierung
mit Steepest Descent und anschlieBend Conjugate Gradient bis zu einem
Gradienten von 0,05 kcal/molA.
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Bild 4.8 Uberlagerung von Isotetralynaprost (hell) mit 16S-lloprost (dunkel).

Episotetralynaprost unterscheidet sich von lIsotetralynaprost durch die trans-
konfigurierte Ringverknlpfung. Bei der Konformationsanalyse wurde genauso
vorgegangen, wie es fur Isotetralynaprost beschrieben wurde, also zunachst ein
Random Search durchgefiihrt, um die Konformation des Trizyklus festzulegen. In
diesem Fall war die Auswahl sehr einfach, da Uberhaupt nur eine Konformation
gefunden wurde. Die Seitenketten wurden an diese Konformation angehangt und
mit einem Multifit an 16S-lloprost angepasst. Auch bei der anschlieienden Mini-
mierung wurde so vorgegangen wie oben beschrieben. Sowohl fur Episotetra-
lynaprost als auch fur Isotetralynaprost konnten auf diese Weise Konformationen
gefunden werden, die sich sehr gut in den Pharmakophor einpassen.

Auch far PGE, wurde ein Multifit auf 16S-lloprost und eine anschlieRende Mini-
mierung nach der beschriebenen Methode durchgefuhrt. Wie in Bild 4.9 zu sehen
ist, lassen sich die Carboxylatgruppe und die Hydroxylgruppe an C11 sehr gut
Uberlagern, nur die Lage der Hydroxylgruppen an C15 weicht etwas voneinander
ab. Kein Aquivalent gibt es fiir die Carbonylgruppe an C9 des PGE;, es kann
davon ausgegangen werden, dass sie fur die Bindung an Prostaglandin E,-Rezep-
toren wichtig ist.
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Bild 4.9 Uberlagerung von PGE; (hell) und 16S-lloprost (dunkel).

Die anderen 4,5-Diphenyloxazolderivate wurden ebenfalls mit der Multifit-
Routine bearbeitet, allerdings diente hier BMY 45778 als Strukturschablone. Die
erhaltenen Konformationen wurden wie oben beschrieben energieminimiert. Sie
passen zum groRten Teil gut in den Pharmakophor, nur bei denjenigen Substan-
zen, bei denen an den Oxazolring eine E-konfigurierte Doppelbindung anschlief3t,
ragt der Phenylring der Seitenkette in einen Bereich, der von den prostanoiden
Liganden nicht besetzt wird (z.B. BMY 44046 und BMY 44495, s. Bild 4.1 fur die
Strukturformeln). Ein zweiter erst jetzt besetzter Bereich wird von den Esterseiten-
ketten eingenommen, die bei BMY 44521 und BMY 43675 in B-Position zum
Oxazolring eingefiihrt wurden. Die Carbonylgruppen dieser Ester wurden bei den
Struktur-Wirkungs-Beziehungen (s. Kapitel 1.5.2) als Wasserstoffbriicken-Akzep-
toren beschrieben, allerdings vermuten die Autoren, dass sie nicht so gunstig
positioniert sind wie der zweite Oxazolring bei BMY 45778 [47]. Diese Vermutung
wird durch die Uberlagerung insofern bestatigt, als dass es nicht méglich war, die
Ester-Carbonylgruppe in die gleiche Position wie den Oxazol-Stickstoff zu bringen,
die Ester konnten aber in rdumliche Nahe zum Oxazol-Stickstoff gebracht werden
(s. Bild 4.11).

Bei der hier dargestellten Vorgehensweise (Multifit mit anschliellender Mini-
mierung) sind die Zuganglichkeit der erhaltenen Konformationen und ein ginstiger
Energieinhalt sichergestellt, weil die Agonisten entweder derartig flexible Seiten-
ketten besitzen, dass sie sich problemlos an das vorgegebene Strukturgerist an-
passen konnten oder sie sind BMY 45778 strukturell so ahnlich (z.B. BMY 46309),
dass Analogieschlisse gezogen werden durfen. Bei denjenigen Substanzen, die
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anstelle des zweiten Oxazolrings eine Ethylengruppe besitzen, wurde durch den
Multifit eine &hnliche Anordnung erzwungen wie bei einer Z-konfigurierten
Doppelbindung. Hier kdnnte man annehmen, dass die gestreckte Anordnung ener-
getisch glnstiger ist, allerdings wird diese Konformation im Tripos-Kraftfeld etwa
eine halbe kcal/mol ungunstiger beurteilt als die im Pharmakophor verwendete
Konformation. Demnach kdénnen auch die Liganden mit Ethylenbriicke als
energetisch gut zuganglich eingestuft werden.

R-/S-Nileprost, EP157, ONO1301: Bei einigen Liganden konnte ein Multifit nicht
durchgefuihrt werden, weil die Strukturdhnlichkeit zu gering war als dass eindeu-
tige Fitpunkte festgelegt werden konnten. Da in der Zwischenzeit das Programm
FLEXS [64, s. Kapitel 3.3] zur Verfugung stand, wurde dieses Programm flr die
Uberlagerung genutzt. Zur Uberpriifung dieser Methode wurden 16R- und 16S-
Nileprost mit 16S-lloprost Uberlagert, da durch die grol3e Strukturahnlichkeit die
pharmakophore Konformation bei ihnen gut abgeschatzt werden konnte. Fir alle
mit FLEXS Uberlagerten Liganden wurden Gasteiger-Hlckel-Ladungen verwendet.

Wie in Kapitel 3.3 beschrieben wurde, muss fir die Uberlagerung einer Test-
substanz mit dem Referenzliganden zunachst ein Basisfragment ausgewahlt
werden, das dann mit der entsprechenden funktionellen Gruppe des Referenz-
liganden Uberlagert wird. Als Basisfragment wurde in allen Féllen die Carboxylat-
gruppe ausgewahlt. Die besten zwanzig Lésungen wurden visuell ausgewertet
und die in Bild 4.10 abgebildete Lésung aufgrund ihrer guten Uberlagerung mit
lloprost ausgewahlt. Die pharmakophoren Elemente beider Substanzen zeigen
eine gute Ubereinstimmung, neben der Carboxylatgruppe nehmen auch die
Hydroxylgruppen und lipophilen Seitenketten eine ahnliche raumliche Lage ein wie
bei der Referenzsubstanz. Obwohl FLEXS Parameter aus Kristallstrukturen
zugrunde liegen, mussen die erhaltenen Konformationen noch energieminimiert
werden. Dies geschah, wie bei allen anderen Agonisten auch, im Tripos-Kraftfeld,
wobei zunachst Teile des Moleklls fixiert und erst nach und nach relaxiert wurden,
um die von FLEXS gefundene Konformation weitgehend zu erhalten. Da FLEXS
fur R- und S-Nileprost gute Lésungen finden konnte, wurden nun auch EP 157 und
ONO 1301 bearbeitet. Fir EP 157 wurde BMY 45778 als Referenzsubstanz
ausgewahlt, weil zu den nicht prostanoiden Liganden der BMY-Serie eine grofiere
Ahnlichkeit besteht als zu den klassischen prostanoiden Liganden.
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Bild 4.10 Die fur den Pharmakophor ausgewahlten FLEXS-L&sungen fir 16S-Nileprost (oben links),
EP157 (oben rechts) und ONO 1301 (unten). Der Referenzligand ist immer dunkel dargestellt,
die bearbeiteten Agonisten hell.

Tabelle 4.2 fasst die dargestellte Vorgehensweise zusammen und gibt einen Uber-
blick Uber die Fitmethoden fir die einzelnen Agonisten. In Bild 4.11 sind alle 26
Prostacyclin-Rezeptoragonisten Uberlagert, so dass die fur den Pharmakophor
wichtigen Strukturen deutlich werden. Die essentielle Carboxylatgruppe konnte bei
allen Liganden gut Uberlagert werden, aber auch die anderen potentiellen Wasser-
stoffbrliicken ausbildenden Gruppen liegen nahe beieinander. Die prostanoiden
Liganden kénnen mit ihren Hydroxylgruppen sowohl Wasserstoffbriicken donieren
als auch akzeptieren; da die nicht prostanoiden Liganden aber nur akzeptierende
funktionelle Gruppen besitzen, wurde auch fir die Hydroxylgruppen eine solche
Funktion angenommen.
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Tabelle 4.2: Fitmethoden fir die einzelnen Agonisten

Substanz Methode

BMY 45778 Fitprozedur wie oben beschrieben

16S-lloprost Fitprozedur wie oben beschrieben

16R-lloprost Konfigurationsumkehr von 16S-lloprost und Minimierung
Cicaprost Fitprozedur entsprechend 16S-lloprost

Isotetralynaprost
Episotetralynaprost
PGE;

BMY 180009
R-BMY 181331
S-BMY 181331
BMY 43089
BMY 43450
R-BMY 43675
S-BMY 43675
BMY 43676
BMY 43678
BMY 44046
BMY 44495
Z-BMY 44521
E-BMY 44521
BMY 46309
BMY 46731
16R-Nileprost
16S-Nileprost
ONO 1301

EP 157

Multifit auf 16S-lloprost

Multifit auf 16S-lloprost

Multifit auf 16S-lloprost

Multifit auf BMY 45778

Multifit auf BMY 45778

Multifit auf BMY 45778

Multifit auf BMY 45778

Multifit auf R-BMY 43675

Multifit auf BMY 43089

Multifit auf BMY 45778

Multifit auf BMY 45778

Multifit auf BMY 43089

Multifit auf BMY 44495

Multifit auf BMY 45778

Multifit auf BMY 45778

Multifit auf BMY 44046

Multifit auf BMY 45778

Multifit auf BMY 43089

FLEXS mit 16S-lloprost als Referenz
FLEXS mit 16S-lloprost als Referenz
FLEXS mit EP 157 als Referenz
FLEXS mit BMY 45778 als Referenz
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Bild 4.11 Uberlagerung aller 26 Prostacyclin-Rezeptoragonisten (magenta: 16S-lloprost; gelb: BMY
45778, grin: E-BMY 44521). Die Wasserstoffbriicken ausbildenden Strukturelemente sind mit
blauen Pfeilen gekennzeichnet, die lipophilen Bereiche mit griinen Bégen.

4.2 Molekulares elektrostatisches Potential

Bisher wurden in erster Linie die sterischen Eigenschaften der IP-Liganden
betrachtet. Um in einer vergleichbaren Art und Weise mit dem IP-Rezeptor
wechselwirken zu kdénnen, missen aber auch die elektronischen Eigenschaften
ahnlich sein, da sie fur die Bindung an den Rezeptor eine wesentliche Rolle
spielen. Elektrostatische Wechselwirkungen haben die grofite Reichweite und
ermdglichen dem Liganden das Auffinden der Bindungstasche. Die Ahnlichkeit
auch in diesem Bereich soll anhand von zwei Beispielen, BMY 45778 und 16S-
lloprost, gezeigt werden. Fur beide Substanzen wurde mit einem 3-21G*-Basis-
satz die Ladungsverteilung der Molekule berechnet und anschlieRend das
elektrostatische Potential auf die Oberflache des Molekils projiziert. Wie man in
Bild 4.12 leicht erkennen kann, wird die Ladungsverteilung in beiden Molektlen
von der Carboxylatgruppe dominiert (rotes Volumen). Aber auch die Bereiche
oberhalb der Oxazol-Stickstoffe bei BMY 45778 und der OH-Gruppen bei 16S-
lloprost sind deutlich negativer (,gruner) als zum Beispiel die aliphatische
Seitenkette des lloprosts, die Uberwiegend blau eingefarbt ist.
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Bild 4.12 Molekulares elektrostatisches Potential von BMY 45778 (links) und 16S-lloprost (rechts). Eine
hohe Elektronendichte wird als rot eingefarbte Oberflaiche angezeigt, sie nimmt lber Gelb-
und Griinténe bis zu den blauen Flachen ab.

Auch bezuglich ihrer Ladungsverteilung gibt es bei den prostanoiden und nicht
prostanoiden Agonisten also eine groBe Ahnlichkeit, die bei der Auswahl der
Fitpunkte in der Uberlagerungsstrategie zwar angenommen wurde, aber erst jetzt
erwiesen ist.

4.3 GRID-Felder

Der bisher beschriebene Pharmakophor sollte mit Hilfe von GRID-Feldern Uber-
pruft werden. Wie in Kapitel 3.5 beschrieben wurde, werden mit den verschiede-
nen GRID-Sonden einzelne funktionelle Gruppen eines imaginaren Wechsel-
wirkungspartners imitiert und Uber die Interaktionsenergien die gunstigste raum-
liche Lage fur diesen Partner festgestellt. Diese Positionen kénnen Uber die Kontu-
rierung von Interaktionsfeldern dargestellt werden. Um die verschiedenen Eigen-
schaften des Rezeptorproteins abzudecken, wurden Sonden ausgewahlt, die
Wasserstoffbricken donieren oder akzeptieren, aliphatische oder aromatische
Kohlenstoffe imitieren oder hydrophobe Eigenschaften besitzen. Daneben wurde
die Amidinsonde genutzt, da sie das Arginin simulieren kann, das mit allen Ligan-
den des IP-Rezeptors eine wichtige ladungsunterstitzte Wasserstoffbriicke
eingeht. Im Folgenden sind die ausgewahlten Sonden aufgelistet, ihre Eigen-
schaften wurden in Kapitel 3.5 beschrieben.

— N1, die amidische NH-Gruppe (als Wasserstoffbriicken-Donator)
— O, der Carbonyl-Sauerstoff (als Wasserstoffbricken-Akzeptor)

— C3, die Methylsonde



4  DURCHFUHRUNG, ERGEBNISSE 85

— C1=, die aromatische C-H-Gruppe

dry, die hydrophobe Sonde
— amidine (eine Multiatom-Sonde, die z.B. ein Arginin simuliert)

Die Amidinsonde gibt wie vorhergesehen die Lage eines Bindungspartners fur die
Carboxylatgruppe der Liganden an, sie simuliert die Lage zweier NH-Gruppen aus
Arg 279 des Rezeptors. Wie in Bild 4.13 am Beispiel des 16S-lloprost zu erkennen
ist, kommt die gunstigste Wechselwirkung mit einem Arginin dann zustande, wenn
sich beide Gruppen so gegenuberstehen, dass zwei Wasserstoffbricken mdglich
werden. Beide Gruppen mussen nicht in der gleichen Ebene liegen, das Feld fir
die Amidingruppe erstreckt sich in einem Bogen in beiden Richtungen etwas Uber
die Ebene hinaus.

Als wichtig fur diese Untersuchung stellten sich neben der Amidin-Sonde die N1-
Sonde heraus, da im Pharmakophor die Hypothese aufgestellt wurde, dass auch
die Hydroxylgruppen der prostanoiden Liganden als Wasserstoffbricken-Akzeptor
fungieren. In Bild 4.14 ist fir BMY 45778 aul’er dem Feld der Carboxylatgruppe
ein weiteres Feld in der Verlangerung der freien Elektronenpaare am Oxazol-
Stickstoff zu erkennen. Bei Cicaprost dagegen entstehen durch die beiden frei
beweglichen Hydroxylgruppen zwei kreisformige Felder, die sich an keiner Stelle
berthren. Dies spricht dafur, dass die nicht prostanoiden 4,5-Diphenyloxazol-
derivate tatsachlich nur eine Wasserstoffbriicke eingehen kénnen, wie dies schon
in den Struktur-Wirkungs-Beziehungen (s. Kapitel 1.5) postuliert wurde. Fur die
prostanoiden Agonisten ware eine zusatzliche Wasserstoffbricke problemlos
mdglich, dies wirde auch ihre erhdhte Affinitat zum Rezeptor erklaren.

Bild 4.13 GRID-Interaktionsfelder der Amidinsonde (links, Konturierung bei -9 kcal/mol) und der hydro-
phoben Sonde (rechts, Konturierung bei -0,2 kcal/mol) mit 16S-lloprost.
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Bild 4.14 GRID-Interaktionsfelder der N1-Sonde fiir BMY 45778 (oben) und Cicaprost (unten) in jeweils
zwei Ansichten; Konturierungsniveau: -5 kcal/mol.

Die lipophile Oberflache der Molektle wurde mit einer aliphatischen, einer aromati-
schen und der hydrophoben Sonde abgetastet. Als Beispiel sind in Bild 4.13 die
fur 16S-lloprost mit der hydrophoben Sonde berechneten Felder abgebildet: Das
Molekul ist in das Feld wie in einen Mantel eingehlillt, nur die hydrophilen Bereiche
sind noch sichtbar.

Nach Auswertung der GRID-Interaktionsfelder besteht die Bindungstasche des
Rezeptors demnach vor allem aus hydrophoben Aminosauren, allerdings sind
neben dem bekannten Arg 279 noch mindestens zwei hydrophile Aminosauren als
Wasserstoffbriickenpartner der prostanoiden Liganden vorhanden, von denen eine
auch als Bindungspartner der nicht-prostanoiden Agonisten dient.

4.4 3D-QSAR-Modell

Bei der bisher beschriebenen Vorgehensweise wurden die Liganden des IP-
Rezeptors rein qualitativ betrachtet, es wurde also nicht bertcksichtigt, wie stark
ein jeder Ligand an den Rezeptor bindet und ob er in der Lage ist den maximalen
Effekt auszulésen. Obwohl nur ein kleiner Datensatz zur Verfligung stand, sollte
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versucht werden, die gemessene Affinitdt zum Rezeptor mit den Werten der
einzelnen GRID-Punkte zu korrelieren und in einem zweiten Schritt andere
Substanzen in ihrer Affinitat vorherzusagen. Es standen einheitliche Bindungs-
daten zur Verfligung, die im Arbeitskreis von Prof. Hohlfeld an der Heinrich-Heine-
Universitat Diisseldorf gemessen wurden. Die Verdrangung von *H-lloprost wurde
an gewaschenen menschlichen Thrombozytenmembranen gemessen. Die pKi-
Werte sind in Tabelle 4.4 aufgelistet. Mit einem funktionellen Test wurde sicher-
gestellt, dass alle Liganden intrinsische Aktivitat besitzen. Dies ist tatsachlich der
Fall, alle Liganden waren in der Lage, die cAMP-Konzentration zu erhéhen.

Fur die 3D-QSAR-Untersuchung konnten nur 15 Liganden verwendet werden, da
alle anderen Substanzen Stoffgemische aus E- und Z-lsomeren oder Racemate
darstellen. Da der Datensatz so klein war, war es auch nicht mdglich, aus ihm
einen Testsatz auszugliedern; alle reinen Substanzen bildeten daher den
Trainingssatz und alle Stoffgemische einen provisorischen Testsatz. Die Validie-
rung des Modells erfolgte daher Uber die Leave one out Methode.

Fur alle Liganden wurden mit verschiedenen GRID-Sonden bei einer Gitterweite
von 1 A die Interaktionsfelder berechnet und mit Hilfe einer Hauptkomponten-
analyse festgestellt, wie gut die jeweilige Sonde in der Lage ist, die Unterschiede
zwischen den Molekillen zu beschreiben. Das beste Ergebnis wurde fur die NH=-
Sonde erzielt, die eine sp*-hybridisierte NH-Gruppe mit einem freien Elektronen-
paar darstellt.

Jedem Liganden wurden die von GRID berechneten Werte an jedem Gitterpunkt
als x-Variablen und die Affinitdt zum IP-Rezeptor als y-Variable zugewiesen;
insgesamt ergab dies 10099 Variablen pro Ligand. Da nicht alle dieser Variablen
fur die Erklarung der Unterschiede zwischen den Substanzen wichtig sind, wurden
die aussagekraftigen Variablen herausgefiltert und anschlieend im F-factorial
design die Bedeutung jeder einzelnen Variable auf das Modell getestet (fur eine
Erklarung der einzelnen Schritte s. Kapitel 3.6.1). Die 10099 Variablen wurden mit
diesen Methoden auf 965 pro Ligand reduziert, dies kann in Bild 4.15 fur BMY
45778 graphisch nachvollzogen werden.
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Tabelle 4.3: Variablenselektion und -wichtung mit GOLPE

urspriingliche x-Variablen 10098 x-Variablen
Variablenreduktion: 4473 x-Variablen
— Variablen mit Werten nahe Null (< 0,03) (6049)
— Variablen mit einer sehr geringen (4971)

Standardabweichung (< 0,02)

— Variablen, die in 2/3/4 Substanzen einen (4473)
gleichen Wert annehmen, obwohl die Affinitat
sich unterscheidet

D-optimal preselection:

50% werden ausgeschlossen 2236 x-Variablen

smart region definition 1009 Gruppen kollabieren in 740

FFD selection 959 x-Variablen
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Bild 4.15 BMY 45778 vor (links) und nach der Variablenreduktion (rechts). Dunkle Kreuze stehen fir
gunstige Interaktionen mit der GRID-Sonde (negative Energiewerte), gepunktete helle fir
unglnstige (positive Energiewerte), die GroRe des Kreuzes entspricht der Hohe des Wertes.

Damit diese Reduktion moéglich wurde, wurden die Variablen in Hauptkomponen-
ten eingeteilt (PCA) und anschlieRend die PLS-Regressionsanalyse durchgefuhrt,
bei der die biologischen Daten mit den Variablen korreliert und neu berechnet wer-
den. Der Korrelationskoeffizient R? fiir das endgiiltige Modell betragt 0,96, mit der
Leave one out Methode erhalt man einen kreuzvalidierten Q*-Wert von 0,77 bei
einem SDEP-Wert von 0,37 (ebenfalls 3 Hauptkomponenten, s. Bild 4.16).
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Tabelle 4.4: Gemessene und vorhergesagte Affinitdten der IP-Rezeptoragonisten (LOO: Leave one out

Verfahren)

Substanz gemessener vorhergesagter
pKi-Wert pKi-Wert (LOO)

BMY 43089 5,60 5,65

BMY 43676 6,01 5,89

BMY 43678 5,67 5,99

BMY 44046 5,51 5,59

BMY 43450 5,02 5,52

BMY 44495 5,27 5,46

BMY 45778 6,34 5,88

BMY 46309 5,71 6,17

BMY 46731 5,51 5,53

BMY 180009 5,94 5,92

Cicaprost 7,67 7,45

Isotetralynaprost 7,94 7,50

EP 157 5,94 5,95

ONO 1301 6,47 6,18

PGE; 5,84 6,46
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Bild 4.16 Kreuzvalidierte Korrelation der experimentellen Affinitdtsdaten mit den von GOLPE berech-

neten (Leave one out Verfahren).

Wie schon beschrieben wurde, sollte die Vorhersagekraft des Modells auch mit
Hilfe einer externen Validierung getestet werden. Da kein echter Testsatz zur Ver-
fugung stand, wurden die in Tabelle 4.5 aufgelisteten Isomere bzw. Enantiomere
vorhergesagt; die Ergebnisse sind den fur das Stoffgemisch gemessenen Werten
gegenubergestellt.
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Tabelle 4.5 GOLPE-Vorhersage fiir die Substanzgemische und Episotetralynaprost

Substanz gemessener vorhergesagter  Durchschnitt des Differenz
pK-Wert (A) pK-Wert vorhergesagten (|A-B))
pK-Wertes (B)

R-BMY 181331 6,34 6,05 5,96 0,38
S-BMY 181331 5,87

R-BMY 43675 6,39 5,43 5,53 0,86
S-BMY 43675 5,62

Z-BMY 44521 5,76 5,72 5,64 0,12
E-BMY 44521 5,65

16R-lloprost 7,37 7,17 7,25 0,12
16S-lloprost 7,33

16R-Nileprost 5,12 6,90 7,01 1,89
16S-Nileprost 7,12

Episotetralynaprost 5,36 7,17 7,17 1,81

Bei den meisten Substanzen stimmen die vorhergesagten (umgerechneten) K-
Werte gut mit den gemessenen Affinitdten Uberein, nur bei Nileprost und
Episotetralynaprost treten groRere Abweichungen auf. Bei Nileprost lasst sich dies
gut erklaren, da die Nitrilgruppe der Substanz in eine Raumrichtung zeigt, in der
sich im Pharmakophor keine anderen Substituenten befinden. GOLPE besitzt also
keinerlei Informationen Uber diese Region und muss extrapolieren, dies ist meist
stark fehlerbehaftet. Das schlechte Abschneiden von Episotetralynaprost lasst sich
so nicht erklaren, da es sich trotz der Isomerisierung praktisch genauso gut in den
Pharmakophor einpassen lasst wie Isotetralynaprost. Es ist daher nur folgerichtig,
dass GOLPE auch eine ahnlich gute Affinitdt zuordnet. Es war nicht mdglich,
Episotetralynaprost in den Trainingssatz einzugliedern, da die grol3e Diskrepanz
zwischen schlechter Affinitdt und guter Einpassung in den Pharmakophor eine
Korrelation verhinderte. Mit dem bisher vorhandenen Wissen uber den Pharmako-
phor gibt es keine Mdglichkeit, diese starke Abweichung zu erklaren.
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4.5 Rezeptor

4.5.1 Einfuhrung

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde versucht, Uber die Untersuchung der Liganden
ein ,Negativ‘ der Bindungstasche des Rezeptors zu entwerfen. In einem zweiten
Schritt soll nun der Rezeptor selbst modelliert werden. Da es sich beim Prosta-
cyclin-Rezeptor um einen erst seit einigen Jahren identifizierten G-Protein
gekoppelten Rezeptor (GPCR) handelt [25], stehen nur wenige Informationen Uber
seinen Aufbau zur Verfligung. Daher wurde fir die Modellierung der drei-
dimensionalen Struktur auf Rhodopsin als Schablone zurlickgegriffen, da es
wesentlich besser untersucht ist. Zunachst diente ein aus kryo-elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen des transmembranaren Bereichs von Rhodopsin
abgeleitetes Modell [106] als Vorbild flr ein Siebenhelix-Modell des Prostacyclin-
Rezeptors (s. Kapitel 4.6). Da die Ergebnisse allerdings nicht befriedigend waren,
wurde nach der Verdffentlichung einer Réntgen-Kristallstruktur des Rhodopsins
[107] ein zweites Prostacyclin-Rezeptormodell aufgebaut (s. Kapitel 4.7). Obwonhl
diese Kristallstruktur auch Einblicke in die Struktur der extrahelikalen Bereiche
gewahrt, beschrankt sich auch dieses Modell auf die sieben transmembranaren
Helices. Dies liegt daran, dass keineswegs gesichert ist, dass die extrazellularen
Bereiche aller GPCRs (die fir die Ligandenbindung interessanter sind als der
intrazellulare Bereich) eine dem Rhodopsin vergleichbare geschlossene
Konformation einnehmen [108]; zudem weichen die Loops des |IP-Rezeptors in
ihrer Lange zum Teil deutlich von denen des Rhodopsins ab. Bei einer Model-
lierung der Loops ohne experimentelle Grundlagen beziglich ihrer Anordnung im
IP-Rezeptor kdnnen daher nur wenig verlassliche Ergebnisse erwartet werden.
Alle Rechnungen, die das Protein und die Protein-Ligand-Komplexe betreffen,
wurden im CVFF-Kraftfeld (Programm INSIGHT Il / DISCOVER) [61] durchgefuhrt.

4.5.2 Struktur transmembranarer Helices

4.5.2.1 Prolin-Kinks

Proline Gben einen grollen Einfluss auf die Struktur von Helices aus: Da ihre
Seitenkette kovalent an den Stickstoff des Protein-Ruckgrats gebunden ist, fehit
dieser Stickstoff als Wasserstoffbricken-Partner. Weil die voluminése und wenig
flexible Seitenkette aulRerdem einen grof3en Platzbedarf hat, induzieren Proline,
die nicht im Randbereich einer Helix liegen, eine Stérung des Wasserstoffbriicken-
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musters, einen sogenannten Kink (Knick). Neben der Wasserstoffbriicke des
Prolin-Stickstoffs geht normalerweise auch die Wasserstoffbricke zwischen dem
Stickstoff der Aminosaure Pro +1 und dem Carbonylsauerstoff Pro -3 verloren
(s. Bild 4.17). In Tabelle 4.6 sind die Helixwinkel in einem Prolin-Kink den Stan-
dard-Helixwinkeln gegentbergestellt. Durch die fehlenden Wasserstoffbriicken ist
die Flexibilitat der Helix deutlich erhoht. In Proteinen sind Proline, die sich in der
Mitte von Helices befinden, meist konserviert, ihnen wird eine wichtige Rolle bei
der Rezeptoraktivierung und bei Transportprozessen zugesprochen [109]. An
Helixenden werden Proline in den ersten vier Positionen des N-terminalen Endes
einer Helix und in der letzten Position am C-terminalen Ende toleriert, ohne dass
sich die Struktur der Helix stark verandert [109].

Tabelle 4.6 Helixwinkel fir die einem Prolin-Kink vorausgehenden Aminosduren verglichen mit den
Standard-Helixwinkeln [110]

Position 0 ]
Pro -4 -61° -31°
Pro -3 -76° -34°
Pro -2 -73° -36,4°
Pro -1 -52° -51°
Pro -61° -34°

Standardwinkel -63° -41°
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C-Term

Bild 4.17 a-Helix mit Standardwinkeln (links) und mit einem eingebauten Prolin-Kink (rechts). Mit Pfeilen
sind die Carbonylgruppen markiert, die wegen der Stérung durch Prolin keinen Waserstoff-
briicken-Partner mehr besitzen.

4.5.2.2 Positive inside rule, Periodizitat

Transmembranare Helices spiegeln in ihren Eigenschaften ihre Umgebung wider:
sie besitzen einen hydrophoben Kern und polare Enden auf der Héhe der Kopf-
gruppen der Membranlipide. Zellmembranen besitzen auf der zytoplasmatischen
Seite haufiger negativ geladene Phospholipide als im extrazellularen Teil des Bi-
layers, dementsprechend markieren positiv geladene Aminosauren das zytoplas-
matische Ende der Helices und verankern Uber ionische Wechselwirkungen mit
den Phospholipid-Kopfgruppen das Protein in der Membran [78]. Das haufige Vor-
kommen von Arg und Lys am zytoplasmatischen Ende von transmembranaren
Helices kann fiur das Erkennen der Helixausrichtung ausgenutzt werden und
pragte so den Begriff ,positive inside rule.

Da die transmembranaren Helices ein Bundel innerhalb der Membran bilden, kann
die AuBen- und Innenseite jeder Helix an charakteristischen Eigenschaften er-
kannt werden. Hydrophobe Aminosduren befinden sich eher an der AulRenseite
des Helixblndels, hydrophile eher innen oder in Richtung der Helixzwischen-
raume. Aminosauren an der Oberflache von Proteinen werden haufiger mutiert als
solche im Inneren von Proteinen, da diese in ihrem Platzbedarf stark durch ihre
Nachbarn eingeschrankt sind [84]. Zudem befinden sich die konservierten Amino-
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sauren, die eine Rolle bei der Ligandenbindung spielen, ebenfalls im Inneren des
Helixblindels.

Durch den regelmafigen Aufbau einer a-Helix mit 3,6 Aminosauren pro Windung,
nimmt die beobachtete Eigenschaft (z.B. die Variabilitdt von Aminosduren an jeder
Position der Helix) ein charakteristisches periodisches Profil an, das mit mathema-
tischen oder graphischen Methoden analysiert werden kann [78].

4.5.2.3 Nummerierung

In dieser Arbeit wird neben der Sequenznummerierung ein generelles Nummerie-
rungs-Prinzip fur GPCRs verwendet, das den Vergleich verschiedener Sequenzen
miteinander vereinfacht [78].

Dabei wird die Nummer der transmembranaren Helix angegeben und, durch einen
Punkt abgetrennt, eine Positionsnummer innerhalb der Helix. Die am starksten
konservierte Aminosaure einer Helix bekommt dabei die Nummer 50 zugewiesen,
die anderen Aminosduren werden relativ zu dieser Nummer benannt, also mit
Zahlen, die in Richtung des C-Terminus zunehmen und in Richtung des N-Termi-
nus kleiner werden. In Helix 7 zum Beispiel erhalt Asp 289 die Nummer 7.50, das
darauf folgende Pro 290 die Nummer 7.51 und das in den Prostanoid-Rezeptoren
konservierte Arg 279 die Nummer 7.40.

4.5.3 Das Rhodopsin-Modell von Baldwin

1993 wurden kryo-elektronenmikroskopische Aufnahmen des bovinen Rhodopsins
publiziert [111]. Die Projektionskarte hatte eine Aufldsung von 9 A, die Lage ein-
zelner Aminosauren war also nicht zu erkennen. Trotzdem gab es damit zum
ersten Mal ein direktes, wenn auch unscharfes, Abbild der Lage und Neigung der
transmembrandren Helices. Weitere Aufnahmen von bovinem und Frosch-
Rhodopsin [112, 113, 114] bestétigten die Position der drei am wenigsten geneig-
ten Helices 4, 6 und 7 und gaben Hinweise auf die Lage der anderen Helices. Aus
den Daten des jungsten Frosch-Rhodopsin-Kristalls [113] wurde ein dreidimen-
sionales Modell errechnet, aus dem die ungefahre Neigung der einzelnen Helices
abgeleitet wurde (s. Bild 4.18). Zusatzlich zu den Helices wurden einige Dichte-
peaks gefunden, die Loop-Abschnitten zugeordnet wurden.
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Bild 4.18 Links: Sechs Scheiben der Dichtekarte von Frosch-Rhodopsin. Die Aufldsung betragt 7,5 A in
der Membranebene und 16,5 A senkrecht dazu. Rechts: Modell des Frosch-Rhodopsins [114].

Die Informationen aus den verschiedenen Aufnahmen nutzte Baldwin flr die
Konstruktion eines Rhodopsin-Modells. Eine erste Variante basierte auf den Daten
von bovinem Rhodopsin [115], sie wurde auf der Grundlage der Aufnahmen des
Frosch-Rhodopsins verfeinert [106]. Fur ihr Modell nutzte Baldwin die experimen-
tell gewonnenen geometrischen Parameter, um die Lage und Neigung der einzel-
nen Helices festzulegen.

Da die geringe Auflésung die Zuordnung einzelner Aminosauren zu den Dichte-
peaks nicht zuliel3, wurde stattdessen eine ausfuhrliche Analyse eines Alignments
von etwa 500 verschiedenen GPCR-Sequenzen durchgefiihrt. Der Vergleich sollte
die Zuordnung von Sequenzabschnitten zu einer Helix und die Festlegung der
Helixlange ermdglichen. Dafir wurde nach hydrophoben Sequenzabschnitten ge-
sucht und die Variabilitat der Aminosauren an den einzelnen Positionen analysiert.
Fur konservierte Aminosauren wurde angenommen, dass sie in das Zentrum des
Helixblndels oder in Richtung der Nachbarhelices zeigen (s. Kapitel 4.5.2.2).
Zusatzlich wurden in Baldwins Modell experimentelle Ergebnisse berucksichtigt,
die die enge Nachbarschaft bestimmter Helices belegen [106].

Aus all diesen Informationen wurde ein Modell aufgebaut, das die Co-Atome von
sieben idealen a-Helices zeigt, nur die Helices 5 und 6 weisen wegen eines Prolin-
Kinks eine Krimmung auf.
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Tabelle 4.7

Konservierte Aminosauren in den transmembranéaren Helices der GPCRs [106]. Spalte A: Lage
der Aminosaure in der Helix (Z&hlung nach [78]); Spalte B: Aminos&ure im Einbuchstabencode;
Spalte C: Haufigkeit der Aminosaure an dieser Position in Prozent. Oben befindet sich das
extrazelluldre Ende jeder Helix, unten das zytoplasmatische Ende. Die Querstriche geben die
von Baldwin berechneten Grenzen des lipophilen Membranbereichs an.

Helix 1 Helix 2 Helix 3 Helix 4 Helix 5 Helix 6 Helix 7
A B A B C A B (o} A B C A B (o} A B C A B C
459 P (68)
6.50 P (100)
547 F (70)| 6.48 (85)
647 C (71)
250 D (94) 453 S/A (79) 7.45 N/S (80)
249 AIS (85)| 339 S (77) 550 P (85) 7.46 S/C (76)
644 F (82)
247 A (86) 450 W (96)
149 G (69)| 246 L (96) 749 N/D (99)
150 N (99)| 245 N/S (88)| 343 L (74) 554 IIM (79) 750 P (98)
153 V (76) 346 | (60) 753 Y (95
3.47 S/IA (87) === === ===| 558 Y (91) === === ===
349 D/E (94) === === ===
350 R (99) 561 IV (72)
351 Y (79
6.32 K/R (75)
7.60 F/Y (77)
3.54 IV (94) 7.61 R/K (79)

4.5.4 Alignment

Da das von Baldwin aufgestellte Rhodopsin-Modell zumindest zum Teil auf experi-
mentellen Daten beruht, wurde es als Grundlage flr den Bau eines Prostacyclin-
Rezeptormodells ausgewahlt. Obwohl die prostanoiden Rezeptoren der gleichen

Familie angehdren wie Rhodopsin, ist die Homologie zwischen ihnen nicht sehr

hoch. Die Sequenzidentitat in den am starksten konservierten transmembranaren
Bereichen betragt etwa 20% (s. Tabelle 4.8).

Das in dieser Arbeit verwendete Alignment der humanen Prostanoid-Rezeptor-
sequenzen wurde vom Programm WHAT IF [116] berechnet und ist Uber die G-
Protein coupled Receptor Database [1] zuganglich.
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Tabelle 4.8 Sequenzidentitat (%) zwischen den transmembranéren Bereichen verschiedener prostanoider
Rezeptorsequenzen und der IP-Sequenz, berechnet mit dem Homology-Modul von INSIGHT Il
[61].

IP: humaner Prostacyclin-Rezeptor; Rhod: bovines Rhodopsin; DP: humaner PGD;-Rezeptor;
EP2: Subtyp 2 des humanen PGE-Rezeptors; EP4: Subtyp 4 des humanen PGEz-Rezeptors;
TP: humaner Thromboxan-Rezeptor; FP: humaner PGF2o-Rezeptor; EP1: Subtyp 1 des huma-
nen PGE,-Rezeptors; EP3: Subtyp 3 des humanen PGE,-Rezeptors.

% Rhod DP EP2 EP4 TP FP EP1 EP3

IP 20,2 45,5 50,5 38,9 34,8 29,3 32,8 37,9

4.5.4.1 Konservierte Sequenzabschnitte bei prostanoiden Rezeptoren

Vergleicht man die Sequenzen der prostanoiden Rezeptoren miteinander, fallen
drei hoch konservierte Bereiche auf: es handelt sich um einen Teil der Helices 3
und 7 und einen Sequenzabschnitt im zweiten extrazellularen Loop (grau unterleg-
te Aminosauren in Bild 4.19) [17, 117]. Welche Bedeutung diese Sequenzab-
schnitte besitzen ist allerdings weitgehend unklar. Relativ sicher ist allein die Be-
deutung des in allen prostanoiden Sequenzen konservierten Arg 7.40 im extra-
zellularen Drittel der siebten Helix. Es befindet sich in einer analogen Position wie
ein Lysin in der Rhodopsin-Sequenz, an das der Ligand all-trans-Retinal kovalent
bindet [118]. Mutationsstudien legen tatsachlich nahe, dass Arg 7.40 eine direkte
Wechselwirkung mit der Carboxylatgruppe der Liganden eingeht (s. Kapitel 4.6.3).
Fur die anderen konservierten Aminosauren ware eine Rolle bei der Liganden-
bindung denkbar, es kommen aber auch eine indirekte Wirkung tber ein Wasser-
stoffbriicken-Netz oder eine Rolle bei der Stabilisierung der aktiven Konformation
des Rezeptors in Frage [119].

4.5.4.2 Zuordnung der Helices

Um die Helixachsen des Modells Gbernehmen zu kénnen, mussten die Amino-
sauren der IP-Sequenz den entsprechenden Positionen im Rhodopsin-Modell
zugeordnet werden. Daflr wurde das Alignment der Prostanoid-Rezeptorsequen-
zen mit Hilfe der stark konservierten Aminosauren aus Tabelle 4.7 mit der
Sequenz von bovinem Rhodopsin Uberlagert.

Die meisten Helices lieRen sich leicht und eindeutig zuordnen, nur die Zuordnung
von Helix 4 und 5 war schwierig. In Helix 4 des IP-Rezeptors kommt nur eine der
hoch konservierten Aminosauren vor (Pro 4.59), allerdings finden sich an einigen
anderen Positionen Ahnlichkeiten zur Rhodopsin-Sequenz (z.B. 4.56, 4.57 und
4.61 sind identisch). In Helix 5 findet sich ebenfalls nur eine der hoch konservier-
ten Aminosauren (lle 5.54). Dieses Isoleucin ist in den anderen prostanoiden Se-
quenzen aber nicht konserviert und besitzt damit nur eine geringe Aussagekraft. In
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Position 5.57 findet sich im Prostanoid-Alignment aber ein konserviertes Cystein,
das auler bei Opsinen in den Sequenzen vieler Peptidhormon-Rezeptoren
vorkommt, so z.B. bei Oxytocin-, Chemokin- und Opioid-Rezeptoren [1]. Wie in der
Einleitung beschrieben wurde, gehdren diese Rezeptoren zu den nachsten
Verwandten der Prostanoid-Rezeptoren (s. S. 14). Mit Hilfe dieses Cysteins
konnte auch die Lage von Helix 5 eindeutig zugeordnet werden.

d 150
1F88 ( 15)...NKTGVVRSPFEAPQYYLAEPWQFSMLAAYMFLLIMLGFPINFLTLYVIVQH ( 65)
Rh BOV: ( 38) SMLAAYMFLLIMLGFPINFLTLYVTVQ ( 64)
IP HUM: ( 1) madscrnltyvrgsvgpatstlmfvagvvgnglalgilsar ( 41)
DP_HUM: ( 1) mkspfyrcgnttsvekgnsavmggvlfstgllgnllalgllars ( 44)
EP2 HU: ( 1) mgnasndsqgsedcetrgwlppgespaissvmfsagvlgnlialallarr ( 49)
EP4 HU: ( 1) mstpgvnssaslspdrlnspvtipavmfifgvvgnlvaivvlcks ( 45)
TP_HUM: ( 1) mwpngsslgpcfrptnitleerrliaspwfaasfcvvglasnllalsvlaga ( 52)
EP3 HU: ( 26)...apersaeargnltrppgsgedcgsvsvafpitmlltgfvgnalamllvsrs ( 76)
FP_HUM: ( 1)msmnnskqglvspaaallsnttcgtenrlsvifsvifmtvgilsnslaiailmka ( 54)
EP1 HU: ( 10)...slageattcaapwvpntsavppsgaspalpifsmtlgavsnllalallaga ( 60)
i'250
1F88 ( 66) K----------- KLRTPLNYILLNLAVADLFMVFGGFTTTLYTSLHGYFV--- (104)
Rh BOV: ( 69) RTPLNYILLNLAVADLFMVFGGFTTTL ( 95)
IP HUM: ( 42) r---------- parpsafavlvtglaatdllgtsflspavivayarnssllgl ( 84)
DP_HUM: ( 45) gl-gwcsrrplrplpsviymlvegltvtdllgkcllspvvlaayagnrslrvl ( 96)
EP2 HU: ( 50) wrgdvgcsagrrsslslfhvlvtelvftdllgtclispvvlasyarngtlval (102)
EP4 HU: ( 46) r--------- kegkettfytlveglavtdllgtllvspvtiatymkgg----- ( 84)
TP_HUM: ( 53) r------- gggshtrssfltflcglvltdflgllvtgtivvsghaalfewhav ( 98)
EP3 HU: ( 77) ------ yrrreskrkksfllcigwlaltdlvggllttpvvivvylskgrwehi (123)
FP_HUM: ( 55) ----- yagrfr-gkskasflllasglvitdffghlingaiavfvyasdkewirf (101)
EP1 HU: ( 61) ----- agrlrrrrsattfllfvasllatdlaghvipgalvlrlytag----- r (103)
i'&SO
1F88 (105) ---FGPTGCNLEGFFATLGGEIALWSLVVLAIERYVVVCKPMS—-NFRFGENH (152)
Rh BOV: (108) TGCNLEGFFATLGGEIALWSLVVLATIERYVVVCKP NH (152)
IP HUM: ( 85) ar-ggpalcdafafamtffglasmlilfamaverclalshpylyagldgprca (136)
DP_HUM: ( 97) apaldnslcgafaffmsffglsstlgllamalecwlslghpffyrrhitlrlg (149)
EP2 HU: (103) ap--esractyfafamtffslatmlmlfamalerylsighpyfygrrvsasgg (153)
EP4 HU: ( 85) wp-gggplceystfillffslsglsiicamsverylainhayfyshyvdkrla (136)
TP_HUM: ( 99) dp--gcrlcrfmgvvmiffglsplllgaamaserylgitrpfsrpavasgrra (149)
EP3 HU: (124) dps--grlctffgltmtviglsslfiasamaveralairaphwyashmktrat (174)
FP_HUM: (102) dg--snvlcsifgicmvEsglcplllgsvmaiercigvtkpifhstkitskhv (152)
EP1 HU: (104) ap--aggachflggcmvffglcplllgcgmavercvgvtrpllhaarvsvara (154)
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Bild 4.19 (vorherige Seiten)

Alignment der Sequenz von bovinem Rhodopsin mit denen der verschiedenen humanen
Prostanoid-Rezeptoren (geordnet nach absteigender Ahnlichkeit mit der IP-Rezeptorsequenz).
Unterstrichen: Helikale Bereiche der Kristallstruktur (1F88) und in Baldwins Modell (Rh_BQOV).
Fett: hoch konservierte Aminosauren (vgl. Tabelle 4.7). Grau unterlegt: fir die prostanoiden
Rezeptoren typische konservierte Sequenzen. Auslassungen in den Sequenzen sind durch
Punkte markiert.

1F88, Rh_BOV: Rhodopsin-Sequenz; IP_HUM: Prostacyclin-Rezeptor; DP_HUM: PGD,-
Rezeptor; EP2_HU: PGE;-Rezeptor (Subtyp 2); EP4_HU: PGEj;-Rezeptor (Subtyp 4);
TP_HUM: Thromboxan-Rezeptor; EP3_HU: PGE;-Rezeptor (Subtyp 3); FP_HUM: PGFy,-
Rezeptor; EP1_HU: PGE,-Rezeptor (Subtyp 1).

4.5.5 Sekundarstrukturvorhersagen

Um die Lage der Helixabschnitte in der Sequenz zu Uberprifen, wurden sie mit
Sekundarstruktur-Vorhersageprogrammen berechnet. Wie in Kapitel 3.8.1 be-
schrieben wurde, kann mit Hilfe der von Kyte und Doolittle [77] festgelegten Skala
das Hydrophobieprofil einer Aminosauresequenz berechnet werden. Im Profil der
IP-Sequenz wurde mit einer FenstergréRe von 21 nach stark hydrophoben Se-
quenzabschnitten gesucht (Programm PROTSCALE [120]). Diese Fenstergrofie
wurde gewahlt, weil sie in etwa der Mindestlange einer transmembranaren Helix
entspricht. Die sieben Helices des Prostacyclin-Rezeptors sollten also in ihrer
Lage ungefahr den Sequenzabschnitten mit der hochsten Hydrophobie ent-
sprechen.

Zusatzlich wurden die Sekundarstrukturen von den Programmen PHDhtm (als
Unterprogramm von Predict Protein [79]) und MEMSAT [83] vorhergesagt. Alle
Programme wurden in Kapitel 3.8 beschrieben. Fir MEMSAT missen als Para-
meter die Maximalanzahl flr Helices angegeben werden (hier sieben) und die
minimale Helixlange (hier 18).

Um die Qualitdt der Programme zu Uberprufen, wurde zum einen die Bacterio-
rhodopsin-Sequenz untersucht und die Lage der Helices mit zwei Kristallstrukturen
verglichen. Zum anderen wurde das Baldwin-Modell mit den Ergebnissen fur die
Sequenz von bovinem Rhodopsin verglichen. Die Ergebnisse sind in den Tabellen
4.9 bis 4.11 dargestellt. Nach der Veroffentlichung einer Kristallstruktur fir Rho-
dopsin [107], wurde diese in den Vergleich einbezogen.
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Tabelle 4.9 Vorhersage der Helices fur die Sequenz von Bacteriorhodopsin (es wird die Zahlung der Kristall-
strukturen verwendet)

HA1 H2 H3 H4 H5 H6 H7
Bacteriorhodopsin- 8-28 37-61 80-101 105-126 133-153 165-191 201-225
Kristallstruktur
(1BRR.pdb) 156-162
Bacteriorhodopsin- 10-30 37-61 83-93 105-126 134-152 166-189 202-220
Kristallstruktur
(1AP9.pdb)
PROTSCALE 11-31 42-62 92-112 108-128 136-156 171-191 203-223
(Kyte-Doolittle-Skala)
Predict 12-29 46-63 85-102 110-128 135-152 175-193 201-223
Protein/PHDhtm
MEMSAT 10-29 42-66 78-101 108-128 135-156 177-193 205-224

Tabelle 4.10 Vorhersage der Helices fir die Sequenz von bovinem Rhodopsin

HA1 H2 H3 H4 H5 H6 H7
Rhodopsin- 35-64 71-100 107-139 151-173 200-225 247-277 286-306
Kristallstruktur
(1F88.pdb)
Rhodopsin 38-64 69-95 108-142 151-175 204-233 245-274 288-311
(Baldwin-Modell)
PROTSCALE 39-59 75-95 119-139 153-173 202-222 253-273 288-308
(Kyte-Doolittle-Skala)
Predict 39-57 78-98 118-135 154-173 207-224 256-274 288-305
Protein/PHDhtm
MEMSAT 37-61 72-95 115-133 153-175 203-227 254-276 283-307

Tabelle 4.11 Vorhersage der Helices fir die Sequenz des humanen PGl,-Rezeptors

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7
PROTSCALE 18-38 48-68 95-115 138-158 182-202 237-257 275-295
(Kyte-Doolittle-Skala)
Predict 20-37 52-72 95-114 139-156 184-206 241-259 281-298
Protein/PHDhtm
MEMSAT 18-38 51-75 94-115 138-159 182-202 238-257 275-295

Die Lage der Helices stimmt bei allen drei, sehr unterschiedlichen, Methoden recht
gut mit den Kristallstrukturen bzw. dem Rhodopsin-Modell Gberein. Daher wurden
fur das IP-Modell keine Veranderungen in der Zuordnung der Helices vorgenom-
men.
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Da es nicht das Ziel dieser Arbeit ist, einen vollstandigen Prostacyclin-Rezeptor zu
modellieren, wurde nicht versucht, die Helixlange eindeutig festzulegen. Fur die
Charakterisierung der Bindungsstelle sind in erster Linie die transmembranéren
Bereiche wichtig, da hier die fir die Interaktion mit dem Liganden wichtigen
Aminosauren vermutet werden. Eine Modellierung der Loops ist zur Zeit noch mit
wesentlich gréleren Ungenauigkeiten verbunden, als es der Aufbau eines Helix-
modells ist, weil nur wenige Kristallstrukturen transmembranarer Proteine zur
Verfligung stehen. Eine um wenige Aminosduren zu kurz oder weit in den
Extrazellularraum ragende Helix sollte fur die Untersuchung der Wechselwirkung
zwischen Rezeptor und Ligand im Inneren des Helixblndels keine Rolle spielen.

4.5.6 PERSCAN

Die Ausrichtung der einzelnen Helices wurde mit Hilfe des Programms PERSCAN
[84] untersucht. Wie in Kapitel 4.5.2.2 erlautert wurde, besitzen transmembranare
Helices zwei unterschiedliche Seiten, eine konservierte mit eher hydrophilen
Aminosauren, deren Seitenketten in Richtung der Blndelmitte zeigen und eine
variable mit eher hydrophoben Aminosauren, die in die Lipidmembran ragen.

Das Programm wurde zunachst an der Bacteriorhodopsin-Kristallstruktur
1BRR.pdb Uberprift. Dafir wurde ein von WHAT IF [116] generiertes Sequenz-
alignment 19 verschiedener Bacteriorhodopsin-Sequenzen als Input fur die Unter-
programme PERHYD und PERCON verwendet und daraus das Profil der
einzelnen Helices berechnet. Wie unten zu sehen ist, stimmen die Ergebnisse im
Wesentlichen mit den Gegebenheiten der Kristallstruktur Gberein; die als konser-
viert oder hydrophil identifizierten Aminosauren zeigen tatsachlich in Richtung des
Innenraums bzw. in den Interhelikalraum.
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PERCON

Bild 4.20 Ergebnisse von PERHYD (links) und PERCON (rechts) fur die Sequenz von Bacteriorhodopsin. In
der Kristallstruktur wurden die als hydrophil bzw. konserviert angegebenen Aminosauren als helle
Kugeln dargestellt und die als lipophil bzw. variabel angegebenen Aminosduren als dunkle.
Dargestellt sind nur die Co-Atome der Sequenz.

Fir das Rhodopsin-Modell nach Baldwin stimmen die Ergebnisse nicht so gut wie
fur die Kristallstruktur (s. Bild 4.21). Hier ist es allerdings schwierig zu unter-
scheiden, ob dies einen Mangel des Programms darstellt oder Unzulanglichkeiten
des Modells anzeigt.

PERHYD PERCON ¢

Bild 4.21 Ergebnisse von PERHYD (links) und PERCON (rechts) fir die Sequenz von bovinem Rhodopsin.
In der Modellstruktur wurden die als hydrophil bzw. konserviert angegebenen Aminosauren als
helle Kugeln dargestellt und die als lipophil bzw. variabel angegebenen Aminosauren als dunkle.
Dargestellt sind nur die Co-Atome der Sequenz.
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PERHYD PERCON

Bild 4.22 Ergebnisse von PERHYD (links) und PERCON (rechts) fiir die Sequenz des humanen Prostacyclin-
Rezeptors. Das Rhodopsin-Modell wurde in ein IP-Modell mutiert; die als hydrophil bzw. konserviert
angegebenen Aminosauren wurden als helle Kugeln dargestellt, die als lipophil bzw. variabel ange-
gebenen Aminoséauren als dunkle. Dargestellt sind nur die Co-Atome der Sequenz.

Das Rhodopsin-Modell wurde entsprechend des oben angegebenen Alignments in
ein IP-Modell mutiert. An diesem Modell wurden die Ergebnisse von PERHYD und
PERCON graphisch dargestellt (s. Bild 4.22). Die heller eingefarbten konservierten
bzw. hydrophilen Aminosaure zeigen zuverlassig in den intra- bzw. interhelikalen
Bereich, es ergibt sich kein Widerspruch zu dem beschriebenen Alignment. Die
Zuordnung der einzelnen Helices zu den entsprechenden Positionen in Rhodopsin
und die Ausrichtung der Helices zueinander wurde nun als gesichert angenom-
men.

4.6 Modell 1 (Grundlage: Baldwin-Modell)

Wie schon erklart wurde, stellte das von Baldwin aufgebaute Rhodopsin-Modell
[106] die einzige Vorlage fur ein Siebenhelix-Modell dar, die direkt auf experimen-
tellen Ergebnissen beruht. Da fir den Prostacyclin-Rezeptor keine Daten ver-
offentlicht sind, die Aufschluss Uber den genauen Aufbau dieses Rezeptors geben
konnten, sollte sich das Modell so weit wie moglich an die Vorlage von Baldwin
anlehnen. Neben der Lange wurden daher auch die Lage und Neigung der
einzelnen Helices aus diesem Modell tbernommen. Daflr wurden sieben ideale o-
Helices konstruiert, deren Lange dem Rhodopsin-Modell entsprach. Die Helix-
enden wurden mit Acetyl- bzw. N-Methylresten abgesattigt und die Ladungen der
sauren und basischen Aminosauren auf den physiologischen pH-Wert 7,4 einge-
stellt.
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In alle Helices, die ein Prolin enthalten, wurden Kinks nach den Vorschlédgen von
Sankararamakrishnan et al. [110] eingebaut (fur die entsprechenden Helixwinkel
s. Tabelle 4.6). Nur die Proline am Anfang von Helix 2 und am Ende von Helix 3
wurden nicht bericksichtigt, da sie flr die Struktur und Packung der helikalen
Bereiche keine Bedeutung besitzen. Ein Problem stellte Helix 7 dar, da sie zwei
Proline im Abstand von nur einer Helixwindung enthalt. Stellt man zwei Kinks ein,
knickt die Helix so stark ab, dass sie nicht mehr in das Blndel integrierbar ist.
Deswegen wurde nur flr Pro 285 (7.46) ein vollstandiger Kink eingestellt, fir Pro
289 (7.50) wurde der Kink angedeutet.

Die einzelnen Helices wurden mit ihren Pendants aus dem Baldwin-Modell
Uberlagert, um die experimentell bestimmten Helixachsen zu Ubernehmen und so
zu einem Bundel vereinigt. Die Seitenketten des IP-Modells wurden anschlieend
mit dem Programm SCWRL [87] erganzt.

Bei der so erhaltenen Struktur trat ein gravierendes Problem auf. die fur die
Bindung der Liganden wichtige Seitenkette von Arg 279 (7.40) zeigt in Richtung
der Membranlipide. Da man bei den Prostanoid-Rezeptoren wie bei den meisten
Rezeptoren der Rhodopsin-Familie annimmt, dass kleine Liganden im Innenraum
des Helixbundels binden, muss man davon ausgehen, dass auch die Seitenkette
von Arg 279 nach innen gerichtet ist. Seine Eigenschaften als geladene Amino-
saure machen die Orientierung zur Membran zudem auch unabhé&ngig von der
Ligandenbindung sehr unwahrscheinlich.

Um dieses Problem zu Iésen, wurde nach Hinweisen gesucht, die die Grundlage
fur eine Veranderung der Konformation von Helix 7 bilden konnten. Eine Beson-
derheit dieser Helix ist die hoch konservierte Sequenz Asp-Pro oder Asn-Pro.
(Wenn sowohl Asp als auch Asn mdglich sind, werden sie im Folgenden mit Asx
abgekdirzt.) Fir diese Sequenz wurden bei der Untersuchung von Kristall-
strukturen tendenziell andere Wasserstoffbriickenmuster gefunden als fir andere
Aminosauren, denen Prolin nachfolgt [121]. Die gebildeten Turns fanden sich aller-
dings haufig am N-terminalen Ende einer Helix (,N-cap®) und nicht in der Mitte.
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Bild 4.23 Protein-Ruckgrat des IP-Rezeptormodells in diesem Stadium. Die Seitenkette von Arg 279
(7.40) zeigt in Richtung der Lipidmembran.

Ein zweiter Hinweis fand sich in experimentellen Befunden, die darauf hindeuten,
dass der siebte transmembranare Bereich von G-Protein gekoppelten Rezeptoren
nicht vollstandig helikal vorliegt [122]. Da fir Helix 7 eine Rolle in der Signal-
transduktion angenommen wird [5, 13], ware ein flexiblerer Bereich in dieser Helix
gut vorstellbar. Besonders wichtig scheint dabei die Sequenz Asx(7.49)-Pro-(X);,3-
Tyr zu sein, die bei GPCRs der Familie A hochkonserviert ist. Mutationen in dieser
Sequenz scheinen die Funktion des Rezeptors zu beeintrachtigen [5]. Bei der
Suche in Kristallstrukturen nach Asx-Pro-Motiven, die Teil einer Helix sind, wurden
deutliche Abweichungen von der Geometrie eines normalen Prolin-Kinks gefun-
den, die Turn-Konformationen ahnelten eher den oben erwahnten N-caps. Bei den
nachfolgenden Berechnungen zeigte sich ein hohes Maly an Flexibilitat in dieser
Sequenz [122].

Es ist also gut vorstellbar, dass auch im siebten transmembranaren Bereich des
Prostacyclin-Rezeptors die helikale Konformation in einem gewissen Abschnitt
aufgeldst oder zumindest aufgeweitet ist. Eine solche Konformationsdnderung
kann leicht dazu fihren, dass sich das Gesicht der Helix zumindest in einem Teil-
bereich so verschiebt, dass Aminosauren, die sich bei der idealen Helix an der
Aulenseite befanden, jetzt in den Helixzwischenraum oder sogar das Innere des
Helixblndels ragen. Gerade fur eine Aminosaure mit einer so langen Seitenkette
wie Arg ist letzteres gut denkbar.

Da die siebte Helix des Prostacyclin-Rezeptors aber gleich zweimal die erwahnte
Sequenz Asx-Pro aufweist, wurden mehrere Sekundarstruktur-Kombinationen
ausprobiert. Statt zweier Prolin-Kinks wurden entweder einmal der von Konvicka
et al. [122] postulierte Turn (Asx/Pro 7.49/7.50) und ein Prolin-Kink eingebaut oder
sogar zweimal dieser Turn. Leider drehte sich in beiden Fallen das Gesicht der
Helix kaum, sodass die Seitenkette des Arginins trotz der Veranderungen nicht in
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den intrahelikalen Raum reichen konnte. Da die von Konvicka et al. vorge-
schlagene Konformation die einzige Strukturvorlage fir einen derartigen Turn dar-
stellte, konnte er nicht modelliert werden. Die urspringliche Konformation mit
einem vollstandigen und einem angedeuteten Kink wurde daher beibehalten und
die Helix um etwa 45° gedreht. Durch diese Drehung rutschte Arg 279 so weit in
den Helixzwischenraum, dass seine Seitenkette problemlos in das Innere des
Helixblndels ragen kann. Diejenigen Aminosauren, fur die in der Literatur ange-
nommen wird, dass sie nach innen zeigen, stehen trotz dieser Manipulation immer
noch in Richtung des Interhelikalraums bzw. in den Blndelinnenraum [5, 106], das
resultierende Modell steht also nicht in Konflikt mit den bekannten Daten.

4.6.1 Festlegung einer Kraftkonstante

Fir die nun folgenden Optimierungen und Dynamiken musste eine Kraft auf das
Protein-Rickgrat gelegt werden, damit die Sekundarstrukturen erhalten bleiben
(tethering). Diese Kraft simuliert den Druck der Lipide auf den Rezeptor und
gleicht den stabilisierenden Einfluss der fehlenden Loops aus.

Beim tethering werden die ausgewahlten Atome mit einer Rickstellkraft auf ihren
Ursprungskoordinaten festgehalten. Die daflir notwendige Kraftkonstante wurde
mit Hilfe einer Loslassdynamik festgelegt, das heildt, die Kraft auf dem Protein-
Ruckgrat wurde schrittweise gelockert. Tragt man die Veranderung des RMS-
Werts gegen die Zeit auf, kann aus dem resultierenden Graphen abgelesen
werden, wie lange das Modell stabil bleibt. Das Protokoll dieser Loslass-Dynamik
wurde von [123] tbernommen und ist in Anhang E aufgelistet. Um die Ergebnisse
besser beurteilen zu kénnen, wurde die gleiche Vorgehensweise auf die B-Kette
der Bacteriorhodopsin-Kristallstruktur 1BRR.pdb [124] angewendet. Die Ergeb-
nisse fur 1BRR.pdb und Modell 1 sind in Bild 4.24 dargestellt.
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1BRR Modell 1
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Bild 4.24 Loslassdynamik fiir die B-Kette der Kristallstruktur 1BRR (links) und Modell 1 (rechts). Zur Orien-
tierung wurde die Linie RMS = 0,6 angegeben. Innerhalb jeder Spalte ist die verwendete Kraft-
konstante (kcaI/Az) angegeben. Die erste Spalte entspricht einer Dynamikdauer von 40 ps, jede
weitere Spalte 20 ps.

In beiden Graphen ist gut zu erkennen, dass die RMS-Abweichung bezogen auf
das Protein-Rickgrat zunimmt, je schwacher die Kraftkonstante wird. Innerhalb
einer Stufe bleiben die RMS-Werte zunichst konstant, ab 100 kcal/A? sind aller-
dings auch bei der Kristallstruktur grélRere Schwankungen zu erkennen, bei
50 kcal/A? I6sen sich die Sekundarstrukturen auf.

Im Vergleich zu 1BRR.pdb ist Modell 1 etwas weniger stabil, die RMS-Schwan-
kungen werden schon bei 200 kcal/A? deutlich gréRer und ab 100 kcal/A? scheinen
sich die Helices aufzulésen. Fir die nachfolgenden Minimierungen und Dynami-
ken wurde demzufolge eine Kraftkonstante von 250 kcal/A? gewahlt.

4.6.2 Uberpriifung der Stabilitit

Zunachst wurden nur die Seitenketten des Proteinmodells energieminimiert, das
Ruckgrat wurde dafur fixiert. In einem zweiten Schritt wurden die Rickgrat-Atome
mit einer Riickstellkraft von 500 kcal/ A? auf ihrer Position gehalten, diese Riick-
stellkraft verringerte sich dann auf den endgiiltigen Wert von 250 kcal/A%. Diese
und die folgenden Energieminimierungen folgen immer dem in Tabelle 4.12 aufge-
listeten Schema, solange nichts anderes angegeben ist.
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Tabelle 4.12 Protokoll fir die Minimierung der Modelle (¢: Dielektrizitdtskonstante)

Standard-Minimierung:

e=4%

1. Steepest Descent 500 Schritte oder bis zu einem Gradienten von 1,0
(je nachdem, welches Ziel zuerst erreicht wird)

2. Conjugate Gradient bis zu einem Gradienten von 0,1

Zur Uberpriifung der Stabilitat des Modells wurde eine Molekiildynamik-Simulation
Uber 300 ps durchgefuhrt, deren Energieverlauf in Bild 4.25 dargestellt ist. Die
Energie sinkt zunachst (Aquilibrierungsphase), schwankt aber schon nach etwa
100 ps um einen konstanten Mittelwert.
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Bild 4.25 Verlauf der Gesamtenergie lber die Dauer der Molekildynamik-Simulation von Modell 1. Die

senkrechte Linie zeigt das Ende der Aquilibrierungsphase an und damit den Beginn des
Intervalls, aus dem die Durchschnittsstruktur gebildet wurde.

Um eine reprasentative Struktur fir das Eindocken der Liganden in die Bindungs-
tasche zu erhalten, wurde Uber die Datensammelphase (die letzten 200 ps der
Molekildynamik) eine Durchschnittsstruktur gebildet und anschlieRend energie-
minimiert (s. Tabelle 4.12).

4.6.2.1 Modellabsicherung

Die Qualitdt des so erhaltenen Modells wurde mit dem Programm PROCHECK
[90] Uberpruft (fur die Ergebnisse s. Tabelle 4.13). Dabei zeigte sich, dass das
Protein-Ruckgrat aller Aminosauren im am meisten bevorzugten Bereich des
Ramachandran-Plots liegt. Diese ungewohnlich gute Qualitdt wird verstandlich,
wenn man bedenkt, dass das Modell nur aus sieben idealen Helices und definier-
ten Prolin-Kinks besteht. Nur bei den Aminosduren des angedeuteten zweiten
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Kinks in Helix 7 wurde keine definierte Geometrie Gbernommen, aber auch hier
befinden sich die Rickgratwinkel im idealen Bereich.

Tabelle 4.13 Ergebnis der PROCHECK-Untersuchungen an Modell 1

Ramachandran-Plot (¢-/y-Winkel-Diagramm) Idealwert Modell 1

am meisten bevorzugter Bereich (%) >90 100
bevorzugter Bereich (%) -
geduldeter Bereich (%) -

unerlaubter Bereich (%) -

G-Faktoren

Torsionswinkel Bindungsparameter (Hauptkette)
o-/y-Winkelverteilung 0,77 Bindungslangen -0,98
Y1~ x2-Winkelverteilung 0,10 Bindungswinkel -0,46
nur y4-Winkel 0,32

¥3- xa-Winkelverteilung 0,62

w-Winkel -0,82

Torsionswinkel insgesamt 0,05 Bindungsparameter insgesamt -0,68

insgesamt ergibt sich ein G-Faktor von -0,25

In Kapitel 3.10.3 wurde beschrieben, dass die G-Faktoren ein Mal} fir die ,Nor-
malitat® der untersuchten Eigenschaft darstellen und nie einen Wert > -1,0 an-
nehmen sollten. Wie man der Tabelle leicht entnehmen kann, wird diese Regel in
keinem Fall verletzt, obwohl der G-Faktor fir die Bindungslangen nur knapp ober-
halb dieser Grenze liegt. Auch der G-Faktor fur die o-Winkel (Planaritat der Amid-
bindungen) ist wesentlich schlechter als diejenigen fiir die anderen Bindungs-
parameter. Dies liegt am verwendeten CVFF-Kraftfeld, in dem die Kraftkonstanten
fur diese Parameter nicht optimal angepasst zu sein scheinen. Bei allen im CVFF-
Kraftfeld durchgefuhrten Energieminimierungen und Molekildynamik-Simulationen
wurden die o-Winkel mit einer zusatzlichen Kraft in Richtung Planaritat gezwun-
gen, um wenigstens die hier vorgestellte Qualitat zu erreichen (s. Eingabedateien
in Anhang E). Die G-Faktoren fur alle anderen Torsionswinkel erreichen gute bis
sehr gute Werte. Da sich alle G-Faktoren im akzeptablen Bereich befinden, war es
nicht notwendig, Veranderungen am Modell vorzunehmen.
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4.6.3 Mutationsstudien

Uber die Liganden-Bindungsstelle in prostanoiden Rezeptoren ist nicht viel be-
kannt. Die einzige Aminosaure, fur die eine wichtige Rolle bei der Liganden-
bindung gezeigt werden konnte, ist Arg 7.40. Es wird als Kontaktpunkt fur die
Carboxylatgruppe angenommen, die allen Liganden gemeinsam ist. Der Effekt
einer Mutation von Arg 7.40 lasst sich aber nicht einheitlich beschreiben, je nach
Rezeptor und eingefuhrter Aminosdure wird die Bindung und Signalweiterleitung
abgeschwacht [125, 126] oder geht vollig verloren [127, 128, 129, 130]. Am
Prostacyclin-Rezeptor selbst wurden bisher noch keine Mutationsstudien durch-
gefuhrt.

Eine weitere Aminosaure, die fir die Bindung der Prostacyclin-Rezeptoragonisten
wichtig zu sein scheint ist Tyr 281 (7.42). Der Wildtyp des EP2-Rezeptors kann
durch lloprost sozusagen nicht aktiviert werden. Mutiert man allerdings Leu 304
(7.42) zu Tyr, der entsprechenden Aminosaure des |IP-Rezeptors, kann lloprost
den Rezeptor aktivieren, seine Affinitat steigt um den Faktor 50-100 (diese liegt
damit aber immer noch 100fach unter der am IP-Rezeptor) [125].

In einem der wenigen Experimente, das den Prostacyclin-Rezeptor untersuchte,
wurden sechs verschiedene Chimaren aus IP- und DP-Rezeptor konstruiert, um
die fur die Ligandenbindung wichtigen Bereiche naher einzugrenzen [131]. Der
Rezeptorabschnitt aus Helix 6, 7 und dem sie verbindenden Loop scheint fur die
Erkennung der o-Seitenketten-Konfiguration der Prostanoide eine grol3e Bedeu-
tung zu besitzen, wahrend die Helices 1 bis 3 den Cyclopentanring der anderen
Prostanoide erkennen konnen. Fur die Bindung von lloprost war es unbedingt not-
wendig, dass Helix 3 (inklusive der angrenzenden Loops) nicht zur DP-Sequenz
mutiert war.

4.6.4 Rezeptor-Ligand-Komplexe

Um das Positionieren der Liganden zu erleichtern, wurde die Bindungstasche des
Rezeptormodells mit GRID-Sonden nach Bereichen abgetastet, in denen eine
Wechselwirkung mit wichtigen funktionellen Gruppen des Liganden glinstig ist. Um
die Wasserstoffbriickenakzeptor-Funktion der Liganden (z.B. an der Carboxylat-
gruppe) zu erfassen, wurde die O-Probe ausgewahlt, die eine Carbonylgruppe
imitiert; fur donierende funktionelle Gruppen (Hydroxylgruppen der prostanoiden
Liganden) wurde die N1-Sonde (amidisches NH) verwendet.

16S-lloprost wurde mit Hilfe der GRID-Felder in das Modell eingedockt und so
ausgerichtet, dass sowohl eine Wasserstoffbricke zur Arg 279 (7.40) als auch zu
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Tyr 281 (7.42) ausgebildet werden kann (s. Bild 4.26). Die Carboxylatgruppe liegt
am Rand eines (dunkel eingefarbten) Bereichs, in dem das Akzeptieren einer
Wasserstoffbricke gunstig ist und die 11-Hydroxylgruppe liegt sogar in einem
Bereich, in dem sich die Felder fir das Donieren und Akzeptieren von Wasser-
stoffbriicken Uberschneiden. Fir die 15-Hydroxylgruppe konnte kein Wasserstoff-
bricken-Partner gefunden werden, weil die w-Kette des lloprosts in Richtung eines
Spalts zwischen den Helices 5 und 6 zeigt. Im Baldwinschen Rhodopsin-Modell
wird dieser Spalt durch gro3e aromatische Seitenketten geschlossen, im IP-
Rezeptor sind an den entsprechenden Positionen allerdings nur kleine
aliphatische Aminosauren zu finden. Zudem liegt lloprost am extrazellularen Ende
des Helixbundels und ragt mit dem Ende der w-Kette sogar aus ihm heraus.

Bild 4.26 16S-lloprost in der Bindungstasche von Modell 1. Dunkel: GRID-Felder der Carbonylsonde
(O, konturiert bei -3,5 kcal/mol); hell: GRID-Felder der N1-Sonde (-5 kcal/mol).

Noch vor der ersten Minimierung des Komplexes wurde also deutlich, dass das
Baldwinsche Rhodopsin-Modell keine gute Vorlage fiur den Bau eines Prosta-
cyclin-Rezeptormodells darstellt. Obwohl das Rhodopsin-Modell in einem gewis-
sen Mal an die strukturellen Bedurfnisse des Prostacyclin-Rezeptors angepasst
wurde (Drehung von Helix 7, Veranderung der Prolin-Kinks), fehlt eine wichtige
Interaktion in der Bindungstasche. Um besser abschdtzen zu kdnnen, welche
weiteren Veradnderungen notwendig sind, wurde der lloprost-Rezeptor-Komplex
zunachst minimiert. Bei dieser Minimierung wanderte lloprost weiter in Richtung
des Extrazellularraums und verlor auch noch die Wasserstoffbriicke zu Tyr 281.
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Vor dem Eindocken und der molekildynamischen Berechnung der anderen
Liganden sollte daher zunachst eine Lésung fur diese Probleme gesucht werden.

Durch die Verdffentlichung der Rhodopsin-Kristallstruktur erlbrigte sich dieses
Vorhaben, da nun eine wesentlich verlasslichere Grundlage fur den Aufbau eines
Prostacyclin-Rezeptormodells zur Verfligung stand als mit dem bisher verwende-
ten Baldwin-Modell. Die Arbeit am ersten IP-Rezeptormodell wurde daher abge-
brochen.

4.7 Modell 2 (Grundlage: Rhodopsin-Kristallstruktur)

Im August 2000 wurde die Rontgenstruktur des bovinen Rhodopsins mit einer
Aufldsung von 2,8 A verdffentlicht [107] und damit die erste Kristallstruktur eines
G-Protein gekoppelten Rezeptors. Mit ihr steht nun eine wesentlich verlasslichere
Strukturschablone fir den Aufbau von GPCR-Modellen zur Verfligung als bisher,
obwohl nicht bekannt ist, wie gro3 die strukturellen Unterschiede zwischen den
verschiedenen G-Protein gekoppelten Rezeptoren sind. Eine Besonderheit des
Rhodopsins ist, dass der Ligand Retinal Uber Lys 296 kovalent an den Rezeptor
gebunden wird. Trotzdem war es eine Uberraschung, dass die extrazellularen
Loops ein B-Faltblatt bilden, das wie eine Art Deckel Uber der Bindungstasche
liegt. Eine ahnliche Anordnung wird flir andere GPCRs nicht unbedingt erwartet,
da ihre reversibel gebundenen Liganden innerhalb von Millisekunden die Bin-
dungstasche erreichen und wieder verlassen mussen [108]. Die intrazellularen
flexiblen Bereiche konnten nicht vollstandig aufgeklart werden, deutlich zu
erkennen ist aber der Beginn des C-Terminus, der eine kurze Helix bildet, die
parallel zur Membran liegt (s. Bild 4.27).
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Helix 7

Bild 4.27 Oben: Rhodopsin-Kristallstruktur 1F88.pdb. a-Helices sind als Zylinder dargestellt, B-Faltblatter als
Pfeile und Loop-Bereiche als Bander (nach Kabsch, Sander [132]). Der extrazellulare Bereich ist
am oberen Rand der Abbildung zu finden. Unten: Uberlagerung der helikalen Bereiche von
1F88.pdb (hell) und des Rhodopsin-Modells nach Baldwin (dunkel), man sieht aus dem Extrazellu-
larraum in die Strukturen hinein. Rechts ist Helix 7 vergréRert abgebildet (Seitenansicht).

Vergleicht man die Kristallstruktur mit dem von Baldwin postulierten Modell (s. Bild
4.27 unten), so fallt zunéchst die groRe Ubereinstimmung beziiglich der Lage und
Neigung der Helices auf. Nur die Helices 2 und 4 weichen vor allem auf der zyto-
plasmatischen Seite relativ deutlich von der im Modell postulierten Lage ab. Der
Knick in Helix 7 ist wesentlich ausgepragter als bei Baldwin, zusatzlich ist der mitt-
lere Bereich der Helix, in dem sich auch Lys 296 befindet, stark aufgeweitet (s.
Bild 4.27 oben). Zur Verdeutlichung wurde Helix 7 herausgegriffen und vergroert
dargestellt (s. Bild 4.27 unten rechts). Das innere Gesicht der einzelnen Helices
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wurde ebenfalls gut vorhergesagt, hier gab es in der Regel kleinere Verschie-
bungen.

Wegen der oben beschriebenen Schwierigkeiten wurde auf der Basis der
Rhodopsin-Kristallstruktur ein neues IP-Modell aufgebaut. Das zugrundeliegende
Alignment wurde beibehalten, allerdings wurden die Helixlangen so modifiziert,
dass sie mit den Angaben in der Datei 1F88.pdb Ubereinstimmen. Die Koordinaten
der Rhodopsin-Helices wurden mit Hilfe des Homology-Moduls in INSIGHT 11 [133]
Ubernommen. Die Loops blieben auch in diesem Modell unbericksichtigt, weil sie
in ihrer Lange nicht mit Rhodopsin Ubereinstimmen und es, wie oben beschrieben,
eher unwahrscheinlich ist, dass der extrazellulare Bereich des IP-Rezeptors
genauso abgeschlossen vorliegt wie dies bei Rhodopsin zu sehen ist. Zudem gibt
es keinerlei experimentelle Daten, die einen Hinweis auf die raumliche Anordnung
der Loops von prostanoiden Rezeptoren geben kdnnten.

Der weitere Aufbau des Modells war identisch mit demjenigen von Modell 1, das
heidt die Seitenketten wurden mit Hilfe des Programms SCWRL (s. Kapitel 3.10.2)
in gunstige Konformationen gebracht und der Protonierungsgrad der sauren und
basischen Aminosduren anschlieBend auf den physiologischen pH-Wert 7,4
eingestellt. Die Helixenden wurden mit Acetyl- bzw. N-Methylresten abgesattigt.
Schon in diesem Stadium zeigten sich zwei grol3e Vorteile gegentber dem ersten
Modell:

— Es mussten keine Prolin-Kinks eingebaut oder ,ausgebaut” werden, weil alle
Proline — soweit sie nicht die gleichen Positionen einnehmen wie bei Rhodopsin
— an naturlichen Unterbrechungen der Helices vorkommen. Auch die beiden
Proline in Helix 7 des IP-Rezeptors umrahmen einen der kurzen helikalen
Abschnitte und fligen sich so zwanglos in die Struktur ein.

— Eine Drehung von Helix 7 ist nicht mehr notwendig, weil Arg 279 durch die
Veranderungen in der Helix so weit verschoben ist, dass seine Seitenkette von
alleine in das Innere des Helixblndels ragt.

Das Modell wurde wie seine Vorganger minimiert und seine Stabilitdt molekuil-
dynamisch uberprift. Wahrend einer 400 ps langen Dynamik nahm die Energie
erst langsam ab, schwankte aber ab etwa 300 ps um einen konstanten Wert (s.
Bild 4.28). Uber die letzten 100 ps wurde daher eine Durchschnittsstruktur gebildet
und anschliefliend energieminimiert (entsprechend Tabelle 4.12, S. 110).
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Bild 4.28 Verlauf der Gesamtenergie Uber die Dauer der Molekildynamik-Simulation von Modell 2. Die senk-

rechte Linie bei 300 ps zeigt das Ende der Aquilibrierungsphase an und damit den Beginn des
Intervalls, aus dem die Durchschnittsstruktur gebildet wurde.

Es fallt auf, dass die Aquilibrierungsphase fiir dieses Modell mit 300 ps dreimal so
lange dauert wie bei Modell 1. Dies verwundert nicht, wenn man sich die struktu-
rellen Voraussetzungen beider Modelle betrachtet. Das Baldwinsche Modell ist bis
auf wenige Prolin-Kinks aus idealen o-Helices aufgebaut, die eine sehr stabile
Sekundarstruktur darstellen. In der Rhodopsin-Kristallstruktur dagegen sind die
meisten Helices nicht ganz regelmaflig aufgebaut, in Bild 4.27 sind auler bei
Helix 7 z.B. auch in Helix 5 und 6 Abweichungen von der idealen Geometrie zu
erkennen. Da diese Abweichungen Stérungen des helikalen Wasserstoffbriicken-
musters bedingen, wird die Stabilitat dieser Helixabschnitte deutlich reduziert. Eine
verminderte Stabilitat erklart nun die lange Aquilibrierungsphase — ist ein Protein
beweglich, braucht es langer um den Gleichgewichtszustand und damit eine
konstante Durchschnittsenergie zu erreichen.

Die stereochemische Qualitdt dieses Modells wurde ebenfalls mit Hilfe des
Programms PROCHECK Uberprift, die wichtigsten Ergebnisse sind in Tabelle
4.14 zusammengefasst.
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Tabelle 4.14 Ergebnis der PROCHECK-Untersuchungen an Modell 2

Ramachandran-Plot (¢-/y-Winkel-Diagramm) Idealwert Modell1
am meisten bevorzugter Bereich (%) >90 93,3
bevorzugter Bereich (%) 6,2
geduldeter Bereich (%) 0,5

unerlaubter Bereich (%) -

G-Faktoren:

Torsionswinkel Bindungsparameter (Hauptkette)
¢-/y-Winkelverteilung 0,46 Bindungslangen -0,94
x1-Ix2-Winkelverteilung 0,12 Bindungswinkel -0,43
nur x4-Winkel 0,22

x3-Ixa-Winkelverteilung 0,67

o-Winkel -0,17

Torsionswinkel insgesamt 0,18 Bindungsparameter insgesamt -0,65

insgesamt ergibt sich ein G-Faktor von -0,17

Trotz der beschriebenen Flexibilitdt des Proteins liegen die Ruckgratwinkel fast
aller Aminosauren in den beiden bevorzugten Bereichen des Ramachandran-
Plots. Nur eine (0,5%) der Aminosauren, Lys 294, befindet sich im ,geduldeten
Bereich®. Diese Aminosaure befindet sich am Ende von Helix 7, kurz vor dem
Knick zur intrazellularen achten Helix. Die Konformation des Protein-Rlckgrats an
dieser Position ist fur die Modellierung der Bindungsstelle unerheblich.

Die G-Faktoren zeigen auch flr dieses Modell gute geometrische Eigenschaften
an, nur der G-Faktor fur die Bindungslangen liegt wieder nur knapp oberhalb der
kritischen Grenze von -1,0.
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Bild 4.29 Zweites Prostacyclin-Rezeptormodell. Zur Markierung der Bindungsstelle ist lloprost einge-
fugt, die Aminosauren Tyr 188, Tyr 281, Arg 279 und Tyr 75 sind mit ihrer Seitenkette (gelb)
dargestellt. Die Position der vorhandenen Proline wird durch eine blaue Kugel markiert; am
intrazellularen Ende der Helices sind die Seitenketten der positiv geladenen Aminosauren dar-
gestellt, die den Rezeptor in der Membran verankern.

4.7.1 Rezeptor-Ligand-Komplexe

Im nachsten Schritt sollten die Liganden in ihrer pharmakophoren Konformation in
die Bindungsstelle des Rezeptors eingepasst und anschlieBend ihr Verhalten
wahrend einer 50 ps dauernden Moleklldynamik-Simulation beobachtet werden.
Fir das Einpassen in dieses Modell wurden keine GRID-Felder berechnet, weil
schon im ersten Modell deutlich wurde, welche Aminosauren der Bindungsstelle
spezifische Interaktionen mit den Liganden eingehen kénnen.

4.7.1.1 BMY 45778

Entsprechend der bei Modell 1 gewonnenen Einsichten wurde versucht,
BMY 45778 so zu positionieren, dass sowohl eine stabile ladungsunterstitzte
Wasserstoffbriicke zwischen seiner Carboxylatgruppe und Arg 279 zustande
kommt als auch eine Wasserstoffbriicke zwischen dem (zweiten) Oxazol-Stickstoff
und Tyr 281. Dabei zeigte sich, dass die Form der Bindungsstelle eine gewisse
Anpassung der Konformation von BMY 45778 erzwingt. Steht bei der Aufstellung
eines Pharmakophors kein vollstandig rigidisierter Ligand zur Verfligung, sind in
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der Regel mehrere Uberlagerungen méglich, die die bekannten Struktur-Wirkungs-
Beziehungen erklaren kénnen. Eine eindeutige Auswahl ist dann nicht mdglich, es
kann nur die wahrscheinlichste Losung gewahlt werden. Da bei dieser Bewertung
die geometrischen und elektronischen Anforderungen der Bindungstasche unbe-
kannt sind, ist es haufig notwendig, bei der Vereinigung von Pharmakophor und
Rezeptormodell gewisse Anpassungen vorzunehmen. Dies ist auch hier der Fall.

Um beide Interaktionen zu ermdglichen, musste eine Bindung so gedreht werden,
dass die o-Kette (d.h. die Seitenkette mit der Carboxylatgruppe) in ihrer Ausrich-
tung verandert wurde (s. Bild 4.30). Diese neue Konformation ist energetisch
gleichwertig mit der pharmakophoren Konformation und auch ihre Uberlagerung
mit einigen der fur 16S-lloprost gefundenen Konformationen ist gut mdglich.

Bild 4.30 Uberlagerung der pharmakophoren Konformation von BMY 45778 (dunkel) mit der in den
Rezeptor eingepassten Konformation (hell).

Nach dem Eindocken von BMY 45778 in die Bindungstasche wurde der Komplex
in zwei Stufen minimiert. Wahrend der ersten Minimierung wurde BMY 45778
fixiert, um den Seitenketten des Rezeptors die Moglichkeit zu geben, sich an die
veranderte Umgebung anzupassen. In einer zweiten Minimierung wurde es dann
nur noch durch eine Kraft in einem bestimmten Abstand von Tyr 281 gehalten,
konnte sich aber ansonsten frei bewegen. Die gleiche Kraft wurde auch wahrend
der anschlieBenden Molekildynamik Gber 50 ps verwendet, sie verhindert, dass
das Molekul die nach oben offene Bindungstasche verlasst. Im realen Rezeptor
wird der Bewegungsspielraum eines Liganden durch die extrazellularen Loops
deutlich eingeschrankt, auch wenn sie keinen ,Deckel” Uber der Bindungstasche
bilden wie bei Rhodopsin. Da es keine verlassliche Grundlage flr das Modellieren
des Loopbereichs gibt, wurde in diesem Modell darauf verzichtet. Stattdessen
wurde eine Ruckhaltekraft definiert, die die Diffusion der Liganden aus der Bin-
dungstasche wahrend der Dynamik-Simulation verhindert. FUr Liganden, die wie
BMY 45778 eine potentiell Wasserstoffbricken akzeptierende oder donierende
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Funktion besitzen, wurde der Abstand zu Tyr 281 auf 1-3 A festgelegt, bei allen
anderen Liganden wurde ein Kohlenstoff der Methylenbriicke ausgewahlt und sein
Abstand zu Tyr 281 auf 1-5 A festgelegt. Die entsprechenden Eingabedateien sind
in Anhang E beigefugt.

In Bild 4.31 sind einige frames’® aus der Molekiildynamik-Simulation von BMY
45778 zu sehen. An der Lage der einzelnen frames und am RMS-Diagramm fir
den Liganden ist gut zu erkennen, dass BMY 45778 eine optimale Position ge-
funden hat, nachdem es sich durch die Bewegung in der o-Kette an die raum-
lichen Gegebenheiten im Rezeptor angepasst hat.

Das abgebildete Wasserstoffbriickenmuster zeigt, dass sehr stabile Wasserstoff-
briicken zwischen der Carboxylatgruppe des Liganden und Arg 279 sowie Tyr 75
ausgebildet werden. Die Oxazol-Stickstoffe gehen kaum Wasserstoffbriicken ein,
nur gelegentlich wird eine Wasserstoffbriicke zwischen Tyr 188 und dem Di-
phenyloxazolrest detektiert, die allerdings keine gute Geometrie aufweist. In der in
Kapitel 4.6.3 vorgestellten Studie [125] wurde die Bedeutung von Tyr 7.42 fur die
Bindung von lloprost an den mutierten EP,-Rezeptor festgestellt (Position 7.42
entspricht im IP-Rezeptor Tyr 281). Obwohl die Bindung von nicht prostanoiden
Liganden an diese Mutante nicht untersucht wurde, kann eine entsprechende
Wasserstoffbriicke zu Tyr 281 auch bei ihnen angenommen werden. Die Struktur-
Wirkungs-Beziehungen flr die Diphenyloxazol-Derivate zeigen eine deutliche Stei-
gerung der Aktivitat, sobald ein Wasserstoffbricken-Akzeptor zwischen Diphenyl-
oxazol- und dem Phenylring der o-Kette eingefuhrt wird; ein zweiter Oxazolring,
der diesen Bereich rigidisiert und Wasserstoffbriicken akzeptiert, erwies sich als
idealer Substituent (s. Kapitel 1.5.2.4, S. 26).

% Die einzelnen aus einer Molekildynamik-Simulation herausgegriffenen Konformationen
(,Schnappschiisse”) werden als frame bezeichnet. In dieser Arbeit wird bei den Dynamik-
Simulationen zweimal pro Picosekunde ein frame abgespeichert.
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Bild 4.31 Molekiildynamik-Simulation von BMY 45778 Uber 50 ps = 100 frames. Oben: Ausgangs-
struktur des Liganden (nach Atomtypen eingeférbt) und die frames 20, 40, 60, 80 und 100.
Das Protein ist in seiner Endstruktur (frame 100) dargestellt. Die gepunktete Linie deutet die
Kraft an, mit der der Abstand zwischen BMY 45778 und Tyr 281 festgehalten wurde. Unten
links: Auftreten von Wasserstoffbriicken zwischen Ligand und Rezeptor tber die Gesamtlange
der Dynamik. Unten rechts: RMS-Wert des Liganden bezogen auf die Ausgangsstruktur der
Dynamik-Simulation.

Eine Wasserstoffbriicke zwischen Tyr 281 und dem Liganden wurde in dieser
Untersuchung nicht gefunden, allerdings sind beide potentiellen Bindungspartner
in ihren geometrischen Mdglichkeiten wenig flexibel: Da der Oxazol-Stickstoff nur
ein freies Elektronenpaar besitzt, wird eine Wasserstoffbriicke bevorzugt in der
Ringebene ausgebildet. Bei einem Tyrosin dagegen liegt die Hydroxylgruppe
ebenfalls bevorzugt planar, daher ist es eher unwahrscheinlich, dass sich der
Wasserstoff so stark herausdreht, dass das freie Elektronenpaar des Oxazol-
Stickstoffs erreicht wird.

Eine indirekte Bindung des Liganden an Tyr 281 wird allerdings sehr gut moglich,
wenn man die Tatsache bericksichtigt, dass sich die Bindungstasche im
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wassrigen Milieu befindet, da sie in direktem Kontakt zum Extrazelluldrraum steht.
Wie Kiristallstrukturen von Protein-Ligand-Komplexen zeigen, sind Wassermole-
kile haufig Vermittler von Wasserstoffbriicken (z.B. Acetylcholinesterase
2ACE.pdb). Nimmt man ein Wassermolekl als Briicke zwischen dem Liganden
und Tyr 281 an, ergeben sich zwei geometrisch gute Wasserstoffbriicken, die die
gefundenen Struktur-Wirkungs-Beziehungen zwanglos erklaren kénnen (s. Bild
4.32).

Tyr 75

Tyr 188 h

g7
Tyr 281 rg 279

Bild 4.32 Ein Wassermolekil bildet eine Briicke zwischen dem Oxazol-Stickstoff von BMY 45778 und
Tyr 281.

Da auch die Konformation der im Folgenden beschriebenen Liganden an die Form
der Bindungstasche angepasst werden musste, wurden die Agonisten wahrend
der ersten Minimierung in der Bindungstasche nicht vollstédndig festgehalten. Nur
der Bizyklus und die w-Kette der prostanoiden Liganden bzw. entsprechende
Bereiche der nicht prostanoiden Liganden (z.B. der Diphenyloxazolrest) wurden
fixiert, die a-Kette mit der Carboxylatgruppe konnte ihre Konformation frei an-
passen und so die Wasserstoffbriicke mit Arg 279 selbstandig finden. Diese
Konformationsanpassung wurde wahrend der zweiten Minimierung und in den
ersten frames der Molekuldynamik-Simulation vollendet.
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4.7.1.2 Hoch affine Prostacyclin-Rezeptoragonisten

Die am hochsten affinen Liganden des Datensatzes sind die prostanoiden
Agonisten Isotetralynaprost (s. Bild 4.33), Cicaprost (s. Bild 4.34) und lloprost
(s. Bild 4.35 und Bild 4.36). Betrachtet man ihr Verhalten in der Bindungstasche
wahrend der Molekuldynamik-Simulation, fallt die grolRe Zahl der ausgebildeten
Wasserstoffbricken auf. Die Carboxylatgruppe wird Uber zwei sehr stabile
Wasserstoffbriicken an Arg 279 gebunden und Uber eine weitere Wasserstoff-
bricke mit Tyr 75 in ihrer Position stabilisiert. Zusatzlich treten Wasserstoff-
bricken zwischen den Hydroxylgruppen an C11 bzw. C15 und Tyr 188 auf und,
weniger haufig, auch solche zu Tyr 281. Diese letztgenannten Interaktionen sind in
der Lage, die hohe Affinitat dieser Agonisten zu erklaren, da eine zuséatzliche
Wasserstoffbriicke einen Affinitdtszuwachs von bis zu einer Zehnerpotenz bewir-
ken kann [134]. Trotzdem verwundert es, dass fur Tyr 281 nicht ebenso haufige
Wasserstoffbricken gefunden werden wie fir Tyr 188. Mdglicherweise ist also
auch bei den hochaffinen prostanoiden Liganden ein Wassermolekll so positio-
niert, dass es als Vermittler einer Wasserstoffbriicke zwischen der Hydroxylgruppe
an C11 und Tyr 281 auftreten kann.

Nach der beschriebenen anfanglichen Konformationsanpassung finden alle hoch-
affinen Liganden eine stabile Lage in der Bindungstasche, was an der Schwan-
kung des RMS-Wertes um einen konstanten Mittelwert abzulesen ist.
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Bild 4.33 Molekildynamik-Simulation von Isotetralynaprost Gber 50 ps = 100 frames. Links: Ausgangs-

struktur der Dynamik (nach Atomtypen eingefarbt) und die frames 20, 40, 60, 80 und 100.
Oben rechts: RMS-Wert des Liganden bezogen auf die Ausgangsstruktur der Dynamik. Unten
rechts: Auftreten von Wasserstoffbriicken zwischen Ligand und Rezeptor Gber die Gesamt-
lange der Dynamiksimulation.
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Bild 4.34 Molekildynamik-Simulation von Cicaprost iber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschreibung der
einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Das Verhalten von lloprost soll im Folgenden etwas naher betrachtet werden, da
es sich um ein Stoffgemisch von zwei Isomeren handelt, die eine etwas unter-
schiedliche Affinitat besitzen. Der einzige Unterschied zwischen den beiden
Isomeren besteht in der Stellung der Methylgruppe an C16 und bewirkt eine
erhdhte Affinitdt des S-Epimers. Diese Methylgruppe verursacht auch ein unter-
schiedliches Verhalten wahrend des Beginns der Dynamiksimulation, da die -
Kette des S-Isomers ihre Konformation starker anpassen muss als diejenige des
R-Isomers. Dies ist allerdings allein durch die gewahlten Ausgangskonformationen
bedingt, beide Isomere finden dann eine stabile Lage in der Bindungstasche.

pKi (lloprost) = 7,37 _J

=
u

Tyr 281
Tyr 188
Tyr 75

Arg 279 (1)
Arg 279 (2)

RHSD

2. 24

0 20 40 60 80 100 ! 18

Fi ame

Bild 4.35 Molekildynamik-Simulation von 16S-lloprost iber 50 ps = 100 frames. Oben: Ausgangs-
struktur der Dynamik (nach Atomtypen eingefarbt) und die frames 20, 40, 60, 80 und 100.
Unten links: Auftreten von Wasserstoffbriicken zwischen Ligand und Rezeptor Uber die
Gesamtlange der Dynamiksimulation. Unten rechts: RMS-Wert des Liganden bezogen auf die
Ausgangsstruktur der Dynamik.
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Da ein Vergleich der ausgebildeten Wasserstoffbriicken ebenfalls keinen wesent-
lichen Unterschied erkennen lasst — das Wasserstofbriickenmuster entspricht dem
der anderen hochaffinen Liganden — wurden nun die Dispersions-Wechselwirkun-
gen betrachtet. Da die Bindungstasche des Prostacyclin-Rezeptors im Vergleich
zu der anderer G-Protein gekoppelter Rezeptoren sehr lipophil ist, sollte die
Dispersionskraft einen wichtigen Beitrag zur Bindungsaffinitat aller Liganden
liefern. Ein Vergleich der beiden lloprost-lIsomere und mittel- bzw. schwach affiner
Liganden ergab allerdings fur alle einen gleich hohen Beitrag zur Wechsel-
wirkungsenergie. Aus diesem Grund wird in dieser Untersuchung auf die wichtigen
Dispersionskrafte nicht weiter eingegangen. Eine Unterscheidung zwischen bei-
den lloprost-lsomeren war demnach mit diesem Modell leider nicht mdglich.

37 pK; (lloprost) = 7,37 P\
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Tyr 75 z
Arg 279 (1) *
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0 20 40 60 80 100 : o1

Frame

Bild 4.36 Molekildynamik-Simulation von 16R-lloprost tUber 50 ps = 100 frames. Oben: Ausgangs-
struktur der Dynamik (nach Atomtypen eingefarbt) und die frames 20, 40, 60, 80 und 100.
Unten links: Auftreten von Wasserstoffbriicken zwischen Ligand und Rezeptor Ulber die
Gesamtldnge der Dynamiksimulation. Unten rechts: RMS-Wert des Liganden bezogen auf die
Ausgangsstruktur der Dynamik.
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4.7.1.3 Liganden mit mittlerer Affinitat

Zu der Substanzgruppe mit mittlerer Affinitat gehéren mit ONO 1301, BMY 45778
(das schon ausfuhrlich besprochen wurde), BMY 43675 und BMY 181331 vier
nicht prostanoide Liganden, von denen die beiden letztgenannten allerdings Subs-
tanzgemische darstellen. Ein Vergleich der zugehdrigen Bilder zeigt, dass eine
mittlere Affinitat zum Prostacyclin-Rezeptor durch unterschiedliche Effekte bewirkt
werden kann.

ONO 1301 (s. Bild 4.37) ist ein relativ flexibler Ligand, der seine Konformation
deutlich verandert, bis er schliel3lich eine stabile Lage in der Bindungstasche
findet (der RMS-Wert zeigt relativ grofle Schwankungen, besitzt aber einen
konstanten Durchschnitt). Eine hohe Flexibilitdt ist fir die Bindung an einen
Rezeptor unglnstig, da durch die Bindung viele Freiheitsgrade des Molekuls ver-
loren gehen, die Entropie also deutlich abnimmt. Dieser Entropieverlust kann bei
ONO 1301 durch eine sehr stabile Wasserstoffbriicke zwischen Tyr 188 und dem
Oxim-Stickstoff ausgeglichen werden.
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Bild 4.37 Molekildynamik-Simulation von ONO 1301 {ber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschreibung
der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.38 Molekildynamik-Simulation von R-BMY 43675 Uber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschrei-
bung der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.39 Molekildynamik-Simulation von S-BMY 43675 uber 50 ps = 100 frames. Fur eine Beschrei-
bung der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bei BMY 43675 und BMY 181331 ist die Flexibilitat deutlich geringer, allerdings
kommen auch Wasserstoffbricken zu Tyr 188 und/oder Tyr 281 unregelmaliger
zustande. Beide Effekte auf die Affinitat scheinen sich auszugleichen.

Nach den Struktur-Wirkungs-Beziehungen flur die 4,5-Diphenyloxazolderivate
sollte die Ester-Seitenkette von BMY 43675 in einer Position liegen, in der das Ak-
zeptieren einer Wasserstoffbriicke vom Rezeptor moéglich ist, aber keine optimale
Geometrie zustande kommt (s. Kapitel 1.5.2.4). Betrachtet man die Wasserstoff-
brickenmuster beider Isomere (s. Bild 4.38, Bild 4.39), sieht man eine Wasser-
stoffbriicke zu Tyr 188, die beim R-konfigurierten Enantiomer allerdings wesentlich
haufiger auftritt als beim S-Enantiomer. Zusétzlich ist das S-Enantiomer in der
Lage, gelegentlich eine Wasserstoffbricke von Tyr 281 zu akzeptieren. Ein ein-
deutiger Vorteil fur eines der beiden Enantiomere ist bei diesen Untersuchungen
nicht zu erkennen, obwonhl bei der durchgefiihrten 3D-QSAR-Untersuchung das S-
Enantiomer als affiner vorhergesagt wurde.

Die beiden Enantiomere von BMY 181331 dagegen zeigen in ihrem Verhalten
deutliche Unterschiede: Das R-Enantiomer bewegt sich sehr stark, bis es seine
endgultige Lage gefunden hat, erst ab frame 40 stabilisiert sich das Molekil. Bei
dieser Bewegung rutscht es tiefer in die Bindungstasche, die Carbonylgruppe des
Amids ist dadurch in der Lage Wasserstoffbriicken von Tyr 281 oder Tyr 188 zu
akzeptieren (s. Bild 4.40). Das S-Enantiomer dagegen dreht sich zu Beginn der
Dynamiksimulation aus der urspringlichen Position, bleibt dann aber nahezu
unverandert liegen. Es ist kaum in der Lage, Wasserstoffbriicken zu akzeptieren
(s. Bild 4.41). Dieses Verhalten deckt sich mit den bei der 3D-QSAR-Unter-
suchung beobachteten Effekten; auch hier wurde das R-Enantiomer als das
affinere vorausgesagt.
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Bild 4.40 Molekildynamik-Simulation von R-BMY 181331 tber 50 ps = 100 frames. Fur eine Beschrei-
bung der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.41 Molekildynamik-Simulation von S-BMY 181331 Uber 50 ps = 100 frames. Fur eine Beschrei-
bung der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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4.7.1.4 Schwach affine Prostacyclin-Rezeptor-Agonisten

In dieser Gruppe von Agonisten befinden sich sowohl prostanoide als auch nicht
prostanoide Liganden. Beide zeigen ein deutlich unterscheidbares Verhalten. Die
prostanoiden Liganden sind deutlich flexibler, kbnnen aber auch zusatzliche
Wasserstoffbriicken ausbilden. lhr Verhalten Iasst sich nicht in allen Fallen mit
diesem Modell erklaren. Die nicht prostanoiden Liganden dagegen kdnnen kaum
noch stabilisierende Wasserstoffbricken ausbilden, nur die Interaktion zwischen
Carboxylatgruppe und Arg 279 bzw. Tyr 75 bleibt naturlich bestehen. Die wenigen
in den Graphen angezeigten Wasserstoffbricken besitzen zudem eine schlechtere
Geometrie, sind also schwacher als bei den Liganden mit mittlerer Affinitat. Einige
der untersuchten Agonisten finden zudem nur schwer eine stabile Position in der
Bindungstasche, bei manchen kann dies bis zum Ende der Dynamik-Simulation
nicht erreicht werden. Auf die Besonderheiten des Verhaltens einiger schwach
affiner Agonisten soll im Folgenden eingegangen werden.

Das Verhalten von Prostaglandin E4 (s. Bild 4.42) ist am besten verstandlich,
wenn man es mit ONO 1301 vergleicht (s. Bild 4.37). PGE, ist noch wesentlich
flexibler als das Oxim ONO 1301, der entropische Beitrag zur Bindung ist also
deutlich ungunstiger. Es ist zwar in der Lage eine Wasserstoffbricke mit Tyr 188
zu bilden, aber auch diese ftritt nicht regelmalig auf. Beide Effekte zusammen
kénnen die erniedrigte Affinitdt von PGE4 gut erklaren.
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Bild 4.42 Molekildynamik-Simulation von PGE4 tber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschreibung der
einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.43 Molekildynamik-Simulation von Episotetralynaprost tber 50 ps = 100 frames. Fur eine
Beschreibung der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33
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GrolRere Schwierigkeiten bietet das Stereoisomer von Isotetralynaprost, Episo-
tetralynaprost (s. Bild 4.43), das einen trans-verknUpften Trizyklus besitzt. Es ist
in weiten Bereichen rigidisiert, liegt stabil in der Bindungstasche und bildet zumin-
dest zu Beginn der Molekildynamik-Simulation regelmaRig eine Wasserstoff-
bricke mit Tyr 188. Mit der Zeit tritt diese Interaktion allerdings immer seltener auf,
obwohl sich die Position des Molekils in der Bindungstasche nicht stark verandert.
Aus diesem Verhalten kann leicht abgeleitet werden, dass Episotetralynaprost
deutlich schwéacher an den Rezeptor bindet als sein Isomer Isotetralynaprost (s.
Bild 4.33), es Uberrascht allerdings, dass die Differenz zweieinhalb Zehner-
potenzen betragt.

Auch das Verhalten von Nileprost (s. Bild 4.44 und Bild 4.45) kann durch das
Siebenhelix-Modell nicht gut erklart werden, da hierfir die extrazellularen Loops
notwendig waren. Ein Vergleich von Nileprost mit lloprost zeigt, dass der Nitrilrest
den wesentlichen Unterschied zwischen beiden Molekilen darstellt, er also fir die
niedrige Rezeptoraffinitdt verantwortlich sein muss. Im hier vorliegenden Modell
zeigt dieser Rest in Richtung des Extrazellularraums (bzw. zu den nicht vorhande-
nen extrazelluldren Loops), Nileprost kann sich so orientieren, dass eine sichere
Bindung an den Rezeptor mdglich ist. Die niedrige Affinitat von Nileprost kann
leicht erklart werden, wenn man annimmt, dass die extrazellularen Loops den
Nitrilrest in eine andere Lage zwingen und damit das gesamte Molekul in eine
Konformation zwingen, die das Ausbilden der stabilisierenden Wasserstoffbriicken
zu den Hydroxylgruppen zumindest erschwert, wenn nicht verhindert.

BMY 43676 (s. Bild 4.46) und BMY 46309 (s. Bild 4.49) sind Beispiel fir eine
Substanz, die keine zusatzliche Wasserstoffbricke zum Rezeptor eingehen kann,
aber immerhin noch eine sehr stabile Lage in der Bindungstasche einnimmt. Bei
EP 157 (s. Bild 4.47) ist dies nicht mehr gegeben, die wenigen Wasserstoff-
briicken besitzen eine schlechte Geometrie und kénnen das sehr flexible Molekdl
nicht in der Bindungstasche fixieren. BMY 180009 (s. Bild 4.48) unterscheidet sich
von BMY 45778 nur durch eine Methylgruppe am zweiten Oxazolring. Diese
bewirkt allerdings eine deutliche Bewegung des Molekils, da es der Seitenkette
von Met 99 ausweichen muss. Wahrend der 50 ps dieser Dynamik-Simulation ist
BMY 180009 nicht in der Lage, eine stabile Position einzunehmen. Bei BMY
44521 (s. Bild 4.50 und Bild 4.51) besitzt die Esterseitenkette durch die in die
Methylenbriicke eingefihrte Doppelbindung eine ungtinstigere Ausrichtung als bei
BMY 43675 und kann nur vereinzelt Wasserstoffbriicken von Tyr 188 oder Tyr 281
akzeptieren. Das Z-lsomer, das nach den Struktur-Wirkungs-Beziehungen die
affinere Substanz sein sollte, findet sehr viel schneller eine stabile Lage in der
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Bindungstasche (s. Bild 4.50) als das E-lsomer, das wahrend der gesamten Dauer
der Dynamik-Simulation groe RMS-Schwankungen zeigt (s. Bild 4.51).

Die schwach affinen Liganden BMY 43678 (s. Bild 4.52) und BMY 43089 (s. Bild
4.53) bilden ebenfalls kaum noch Wasserstoffbricken aus und liegen nur maRig
stabil in der Bindungstasche des Rezeptors. Beide verandern wahrend der
Dynamik deutlich ihre Position, bleiben in der neuen Lage aber stabil liegen. Die
schwachsten Liganden des Datensatzes, BMY 46731 (s. Bild 4.54), BMY 44046
(s. Bild 4.55), BMY 44495 (s. Bild 4.56) und BMY 43450 (s. Bild 4.57), nehmen zu
keiner Zeit wahrend der Molekildynamik-Simulation eine stabile Lage ein.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass dieses zweite Prostacyclin-
Rezeptormodell in der Lage ist, zwischen hoch affinen, mittleren und schwach
affinen Liganden zu unterscheiden. Das wichtigste Unterscheidungskriterium ist
die Zahl der ausgebildeten Wasserstoffbriicken, die Dispersionskraft liefert fir alle
Liganden einen gleichmafigen Beitrag zur Affinitat. In der Gruppe der hochaffinen
Liganden kénnen aulier den Wasserstoffbriicken zwischen Carboxylatgruppe und
Arg 279 bzw. Tyr 75 zusatzliche Wasserstoffbriicken mit Tyr 281 und vor allem Tyr
188 ausgebildet werden. Diese sind in der Gruppe der mittelaffinen Liganden sel-
tener zu finden. Bei den meisten schwach affinen Liganden kénnen solche stabili-
sierenden Wasserstoffbriicken nur noch vereinzelt ausgebildet werden, viele
dieser Substanzen finden auch keine stabile Lage in der Bindungstasche mehr.

Bei einzelnen Agonisten gibt es Schwierigkeiten bei der Zuordnung zu einer dieser
Gruppen, hier ist vor allem Episotetralynaprost zu nennen, das auch schon im 3D-
QSAR-Modell einen Ausreilder darstellte. Zum zweiten konnte das Verhalten von
Nileprost mit diesem Modell nicht zufriedenstellend beschrieben werden, daflr
ware ein Prostacyclin-Rezeptormodell notwendig, das auch die extrazellularen
Loops enthalt.
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Bild 4.44 Molekildynamik-Simulation von 16R-Nileprost tber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschrei-
bung der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.45 Molekildynamik-Simulation von 16S-Nileprost Giber 50 ps = 100 frames. Flr eine Beschrei-
bung der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.46 Molekildynamik-Simulation von BMY 43676 lber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschreibung
der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.47 Molekildynamik-Simulation von EP 157 Uber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschreibung der
einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.48 Molekuldynamik-Simulation von BMY 180009 Uber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschreibung
der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.49 Molekildynamik-Simulation von BMY 46309 lber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschreibung
der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.50 Molekildynamik-Simulation von Z-BMY 44521 (ber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschrei-
bung der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.51 Molekildynamik-Simulation von E-BMY 44521 uber 50 ps = 100 frames. Fur eine Beschrei-
bungder einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.52 Molekildynamik-Simulation von BMY 43678 tber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschreibung
der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.53 Molekildynamik-Simulation von BMY 43089 lber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschreibung
der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.54 Molekildynamik-Simulation von BMY 46731 tber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschreibung
der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.55 Molekildynamik-Simulation von BMY 44046 tber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschreibung
der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.56 Molekildynamik-Simulation von BMY 44495 (ber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschreibung
der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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Bild 4.57 Molekildynamik-Simulation von BMY 43450 tber 50 ps = 100 frames. Fir eine Beschreibung
der einzelnen Teile des Bildes siehe Bildunterschrift zu Bild 4.33.
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5.1 Pharmakophor

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein einheitliches Pharmakophormodell fur
chemisch sehr diverse prostanoide und nicht prostanoide Prostacyclin-Rezeptor-
agonisten aufgestellt. Ein besonderes Problem stellte die hohe Flexibilitat fast aller
Substanzen dar, die das eindeutige Festlegen von funktionellen Gruppen im Raum
sehr erschwerte. Um dieses Problem zu Uberwinden, wurde zunachst aus jeder
Gruppe ein Ligand ausgewahlt, der eine gute Affinitdt zum Rezeptor zeigte und
zugleich rigidisierte Strukturelemente aufwies. Fur die prostanoiden Liganden war
dies 16S-lloprost, fur die nicht prostanoiden Liganden BMY 45778. Beide wurden
mit verschiedenen Methoden der Konformationsanalyse intensiv untersucht; tber
eine zwischenzeitliche Uberlagerung konnte die Zahl der weiter zu bearbeitenden
Konformationen so weit eingeschrankt werden, dass am Ende nur wenige
verniinftige Uberlagerungen (ibrig blieben. Aus diesen wurde die am besten
passende ausgewahlt und alle anderen Liganden mit einem stark vereinfachten
Verfahren erganzt. Die Uberlagerung zeigt eine gute Ubereinstimmung der
Carboxylatgruppen und Wasserstoffbriicken ausbildenden funktionellen Gruppen
(C11-Hydroxylgruppe der prostanoiden Liganden, Oxazol-Stickstoff bzw. Oxim bei
den nicht prostanoiden Liganden), auch fir die lipophilen Strukturelemente konnte
eine gute Ubereinstimmung gefunden werden. Die zweite Hydroxylgruppe der
prostanoiden Agonisten lie® sich nicht so gut mit anderen funktionellen Gruppen
uberlagern, der optimale Abstand zwischen entsprechenden Funktionen scheint
nur bei dieser Substanzgruppe realisiert zu sein. Dieses Ergebnis stimmt mit der
von Meanwell [49] festgestellten Tatsache Uberein, dass der Oxazolring des
Biphenyloxazolrestes als Spacer und nicht selbst als Wasserstoffbriicken-
Akzeptor dient. Auch der Bizyklus der prostanoiden Agonisten und der Phenylring
in der Seitenkette der 4,5-Diphenyloxazolderivate haben eine solche Funktion, sie
zwingen die anderen Strukturelemente in die korrekte Ausrichtung. Das Ende der
w-Kette muss lipophil sein, allerdings sind sowohl aliphatische als auch
aromatische Reste moglich. Diese Reste waren im Pharmakophor nicht exakt zu
uberlagern, offensichtlich ist die Bindungstasche des Rezeptors an dieser Stelle
grold genug, um auch sperrige Diphenylmethylreste wie bei den Oximderivaten
EP 157 und ONO 1301 aufzunehmen. Diese Annahme wurde durch die
Untersuchung des Rezeptorproteins spater bestatigt. Die gefundene Uberlagerung
steht damit in Einklang mit den bekannten Struktur-Wirkungs-Beziehungen, die in
der Einleitung ausfuhrlich beschrieben wurden.
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Der sterische Pharmakophor wurde durch eine Untersuchung der elektronischen
Eigenschaften der Liganden erganzt, auch hier zeigte sich eine gute Ubereinstim-
mung zwischen den verschiedenen Substanzklassen. Die saure Funktion
dominiert mit ihrer negativen Ladung das molekulare elektrostatische Potential
(MEP), aber auch die Wasserstoffbriicken ausbildenden Funktionen zeigen an
vergleichbaren Stellen eine Verschiebung des Potentials in den negativen Bereich.

Mit dem Programm GRID wurden schlieRlich die Interaktionsenergien mit moleku-
laren Sonden berechnet und daraus die Lage moéglicher Wechselwirkungspartner
im Rezeptor abgeleitet. Mit der Amidinsonde wurde die Lage des Arginins in der
Bindungstasche festgelegt, diese sollte sich bei der Berechnung der Rezeptor-
Ligand-Komplexe bestéatigen. Die zweite gewahlte Sonde, ein amidischer Stick-
stoff, war in der Lage, die mogliche Anordnung von Wasserstoffbriicken donieren-
den Aminosauren des Rezeptors anzuzeigen. Bei der Auswertung des Ergeb-
nisses zeigte sich, dass fur die beiden Oxazol-Stickstoffe von BMY 45778 und
ahnlich aufgebauten Derivaten nur ein gemeinsames Feld, fir die beiden Hy-
droxylgruppen der prostanoiden Liganden aber zwei sich nicht Uberlappende
Felder gefunden wurden. Dies spricht daflir, dass die hohe Affinitat der prosta-
noiden Liganden durch eine zusatzliche Wasserstoffbriicke zustande kommt.

5.1.1 Vergleich mit den Ergebnissen von Tsai

Schon in einer frGheren Arbeit wurde versucht, die an den Rezeptor bindende
Konformation des Prostacyclins mit Hilfe von Molecular-Modelling-Methoden fest-
zulegen [135]. Vier teilweise rigidisierte prostanoide Verbindungen wurden so mit-
einander Uberlagert, dass die vorher analysierten Struktur-Wirkungs-Beziehungen
der prostanoiden Agonisten [40] wiedergefunden wurden. Die Konformation von
Prostacyclin wurde dann an diese Uberlagerung angepasst. Die so erhaltene Kon-
formation ist starker gestreckt als die in dieser Arbeit postulierte pharmakophore
Konformation von 16S-lloprost (Abstand C1 — C20 in Prostacyclin: 16,2 A; lloprost:
11,3 A), allerdings standen den Autoren fiir einige flexible Bereiche des
Prostacyclins keine rigidisierten Analoga zur Verfigung, mit denen sie die
Konformation hatten endgultig festlegen kénnen.

5.2 3D-QSAR-Modell

Die im Pharmakophor postulierte Uberlagerung der Liganden diente als Grundlage
fur ein 3D-QSAR-Modell, das mit der GRID/GOLPE Methode berechnet wurde.
Trotz des kleinen Datensatzes war es mdglich, ein aussagekraftiges Modell zu
erhalten, das in der Lage war, die Affinitdt der Liganden des Testsatzes mit Hilfe
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der Leave one out Methode vorherzusagen (kreuzvalidierter Korrelationsko-
effizient Q* = 0,77).

Die Vorhersage der biologischen Daten eines externen Testsatzes ist ein weiteres
Mittel, das erhaltene 3D-QSAR-Modell zu Uberprifen. Da der IP-Rezeptoragonis-
ten-Datensatz zu klein war, als dass ein Testsatz hatte ausgegliedert werden
konnen, wurden die nicht zu integrierenden Stoffgemische vorhergesagt und ihre
gemessene Affinitat mit dem Mittel der Vorhersagen verglichen. Das QSAR-Modell
ist allerdings bei einem externen Testsatz nur in der Lage diejenigen GRID-Punkte
zu wichten, die schon im Trainingssatz bericksichtigt sind. Soll das Modell die
Affinitdt von Liganden Dberechnen, die im Modell nicht enthaltene
Wechselwirkungsenergien beinhalten, ist eine Extrapolation notwendig. Dies kann
nur mit einem groRen Unsicherheitsfaktor durchgefuhrt werden und flhrt
gelegentlich zu falschen Ergebnissen. Die hier angewendete Vorgehensweise,
das Mittel der Vorhersagen mit der gemessenen Affinitat zu vergleichen basiert
auf der Annahme, dass beide Enantiomere bzw. Isomere in gleichem Ausmal’ an
den Rezeptor binden. Die einzige Substanz, fur die es Informationen Uber die
Affinitat bzw. antiaggregatorische Aktivitat der beiden Isomere gibt, ist allerdings
lloprost. In einer Studie, in der die Bindung an den Plattchenrezeptor gemessen
wurde, lag die Affinitdt von 16S-lloprost um mindestens eine Zehnerpotenz tber
der des 16R-Epimers [136]. Dies weicht leicht von anderen Messungen ab, bei
denen die Differenz der antiaggregatorischen Aktivitdt mit dem Faktor flnf
angegeben wurde [98]. Das in dieser Arbeit aufgestellte Modell sagt ebenfalls das
S-Epimer als das affinere voraus (pK; 7,33 (16S) zu 7,17(16R)).

5.3 Rezeptormodell und Protein-Ligand-Komplexe

Nachdem die Prostacyclin-Rezeptoragonisten qualitativ und quantitativ untersucht
waren, sollte ein Modell des Prostacyclin-Rezeptors erarbeitet werden, um ein ge-
naueres Bild der Bindungsstelle zu erhalten. Da die Strukturaufklarung bei
membranstandigen Rezeptoren, wie es die G-Protein gekoppelten Rezeptoren
sind, sehr schwierig ist, stand zu Beginn dieses Vorhabens als Strukturschablone
nur ein Modell der transmembranaren Helices von bovinem Rhodopsins zur
Verfligung, das auf kryo-elektronenmikroskopischen Aufnahmen beruhte [106]. Es
zeigte sich bald, dass das auf dieser Schablone basierende Modell an einigen
Stellen deutlich modifiziert werden musste, um die wenigen Informationen, die
Uber den Prostacyclin-Rezeptor zur Verfligung stehen, wiedergeben zu kénnen.
Den groften Eingriff stellte die Drehung von Helix 7 dar, durch die die Interaktion
der Agonisten mit der konservierten Aminosaure Arg 279 (7.40) Uberhaupt erst
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ermoglicht wurde. Das Modell wurde molekildynamisch auf seine Stabilitat
Uberpraft und anschlieRend 16S-lloprost eingedockt. Die Simulation des Liganden
in diesem Modell gestaltete sich allerdings unbefriedigend, er lie® sich nicht in der
Bindungstasche stabilisieren.

Bevor eine Ldsung flur die strukturellen Probleme des Modells gefunden werden
konnte, wurde die erste Kristallstruktur eines G-Protein gekoppelten Rezeptors,
namlich wiederum des bovinen Rhodopsins aufgeklart [107]. Das auf dieser Basis
neu aufgebaute Prostacyclin-Rezeptormodell gibt die wenigen Informationen Uber
den Aufbau prostanoider Rezeptoren wesentlich besser wieder als das erste
Modell, es war nicht notwendig, nachtraglich Modifikationen vorzunehmen. Nach
einer molekuldynamischen Untersuchung der Stabilitdt wurden auch in dieses
Modell Liganden eingedockt und dynamisch untersucht.

Dabei zeigte sich, dass anhand des Modells zwischen hoch affinen, mittel und
niedrig affinen Liganden unterschieden werden kann, wobei als wichtigstes Unter-
scheidungskriterium die Zahl der ausgebildeten Wasserstoffbriicken festgestellt
wurde. Die hoch affinen prostanoiden Liganden sind in der Lage, neben den
Wasserstoffbriicken zwischen Carboxylatgruppe und Arg 279 bzw. Tyr 75 sowohl
Interaktionen zu Tyr 188 als auch zu dem schon vorab postulierten Tyr 281
aufzubauen. Letzteres war dabei seltener an Wasserstoffbriicken beteiligt als Tyr
188, das sowohl Wasserstoffbriicken von der Hydroxylgruppe an C15 akzeptieren
als auch solche an die C11-Hydroxylgruppe donieren konnte.

Die Tatsache, dass Tyr 188 wesentlich haufiger eine Bindung zu der Hydroxyl-
gruppe an C11 der prostanoiden Liganden als zu derjenigen an C15 ausbildete
Uberraschte etwas, da ungepaarte hydrophile Gruppen in einer ansonsten lipo-
philen Umgebung die Affinitat eines Liganden stark erniedrigen [134]. Moglicher-
weise nimmt Helix 5 im wirklichen Prostacyclin-Rezeptor eine etwas andere
Konformation ein, die dazu fuhrt, dass Tyr 188 etwas starker in Richtung Helix 4
gedreht ist und so die Hydroxylgruppe an C15 besser erreichen kann. Derartige
Konformationsdnderungen in Helices sind mit Molecular-Modelling-Methoden
allerdings kaum korrekt vorherzusagen, wenn keine experimentellen Daten als
Grundlage flr eine solche Veranderung zur Verfligung stehen.

Ein gutes Beispiel fur eine solche Veranderung ist Helix 7 der G-Protein gekoppel-
ten Rezeptoren, die im Baldwin-Modell als ideale Helix mit Prolin-Kink ange-
nommen wurde, in der Rhodopsin-Kristallstruktur aber eine stark aufgeléste Helix
darstellt. Wie in dieser Arbeit ausflhrlich beschrieben wurde, gab es beim Aufbau
des ersten Prostacyclin-Rezeptormodells grol3e Probleme mit Helix 7, die sich erst
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beseitigen lieRen, als ihre Konformation aus der Kristallstruktur GUbernommen
werden konnte. Da es schon friher Hinweise darauf gab, dass Helix 7 keine
strenge o-Helix darstellt, waren Versuche unternommen worden, die Konformation
dieser Helix mit theoretischen Methoden vorherzusagen. Die von Konvicka et al.
[122] publizierte Turn-Struktur fur den mittleren Bereich von Helix 7 wurde beim
Aufbau von Modell 1 versuchsweise berlcksichtigt, dann allerdings wieder
verworfen, da sie die strukturellen Probleme mit dieser Helix nicht 16sen konnte.
Der Vergleich mit der Kristallstruktur zeigt heute, dass die angenommene Turn-
Konformation der im Kristall gefundenen Konformation eher entspricht als eine
strenge o-Helix, aber nicht gut mit der experimentell gefundenen Konformation
Ubereinstimmt. Dadurch wird deutlich, dass die Simulation von Konformations-
anderungen in Helices ohne eine eindeutige experimentelle Grundlage kaum
moglich ist. Aus diesem Grund wurde nicht versucht, das Prostacyclin-
Rezeptormodell dahingehend zu verandern, dass die Makroarchitektur des
Modells grole Unterschiede zu der zugrunde liegenden Kristallstruktur des
bovinen Rhodopsins aufweist.

Die hoéhere Affinitdt der meisten prostanoiden Liganden scheint nicht nur im
optimalen Abstand der beiden Hydroxylgruppen begrindet zu sein, sondern auch
in der Tatsache, dass diese Hydroxylgruppen sowohl Wasserstoffbricken donie-
ren als auch akzeptieren konnen. Sie kdnnen sich damit wesentlich flexibler auf
Konformationsanderungen bei den Seitenketten der Aminosauren einstellen als
die nicht prostanoiden Liganden, die durchgangig nur akzeptierende funktionelle
Gruppen besitzen.

Fur die Gruppe der Prostacyclin-Rezeptoragonisten mit mittlerer Affinitat wurden
sehr viel seltener Interaktionen mit einem der Tyrosine der Bindungsstelle
gefunden, obwohl zumindest fir die Gruppe der 4,5-Diphenyloxazol-Derivate bei
den Struktur-Wirkungs-Beziehungen festgestellt wurde, dass eine Wasser-
stoffbrlicken akzeptierende Funktion die Affinitat erhéht. Wie schon in der Durch-
fuhrung am Beispiel von BMY 45778 erlautert wurde (s. Kapitel 4.7.1.1), kann eine
direkte Wasserstoffbriicke zwischen Tyr 281 als potentiellem Partner und dem
zweiten Oxazolring kaum erwartet werden, weil die jeweiligen geometrischen
Anforderungen dies nur schwer ermdglichen. Ein in dieser Region liegendes
Wassermolekdl erklart nicht nur die gute Bindung von BMY 45778, sondern
ermdglicht auch den eine Esterfunktion enthaltenden Substanzen BMY 43675 und
BMY 44521 eine zusatzliche Wasserstoffbriicke zum Rezeptor.

Die schlecht bindenden Liganden sind abgesehen von ihrer Carboxylatgruppe
kaum in der Lage Wasserstoffbriicken auszubilden. Bei den meisten Substanzen
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wurde eine schlechte Fixierung in der Bindungstasche beobachtet. Um an einen
Rezeptor zu binden und ihn schlieBlich zu aktivieren ist allerdings die Bildung
eines stabilen Komplexes unabdingbar. Die schlechte Affinitat dieser Substanzen
ist daher gut verstandlich.

Etwas ausfuhrlicher soll auf die Besonderheiten der Oximderivate EP 157 und
ONO 1301 eingegangen werden, die zu den schwach bzw. mittelaffinen Liganden
gehoren. Fur EP 157 wird in der Literatur beschrieben, dass der Oxim-Stickstoff
und nicht der -Sauerstoff der wahrscheinliche Bindungspartner fir den Rezeptor
ist [37], allerdings konnte bei der Pharmakophorsuche keine Konformation
gefunden werden, bei der dieser Stickstoff in einer vergleichbaren Lage wie die
anderen Wasserstoffbricken-bildenden funktionellen Gruppen liegt. Deshalb
wurde eine Konformation ausgewahlt, bei der der Oxim-Sauerstoff eine ent-
sprechende Position einnimmt. In der Bindungstasche des Prostacylin-Rezeptors
findet EP 157 zu keiner stabilen Lage, der RMS-Wert des Liganden zeigt grolde
Springe. Analysiert man die auftretenden Wasserstoffbricken zwischen EP 157
und Tyr 188, so sieht man, dass der Oxim-Sauerstoff und -Stickstoff zu &hnlichen
Teilen an der Ausbildung der Wasserstoffbriicke beteiligt sind, eine Bevorzugung
des Stickstoffs ist nicht zu erkennen. Bei ONO 1301, das ebenfalls eine
Oximfunktion enthalt, konnte der Oxim-Stickstoff dagegen problemlos mit den
anderen Wasserstoffakzeptoren Uberlagert werden. Auch im Komplex mit dem
Rezeptor traten Wasserstoffbriicken fast ausschlieRlich zum Oxim-Stickstoff auf.
Sowohl bei der Pharmakophorbestimmung als auch im Rezeptorkomplex konnte
also fur EP 157 keine Ausrichtung gefunden werden, die der postulierten ent-
spricht — und auch keine alternative stabile Konformation. Zur schlechten Affinitat
von EP 157 trdgt demnach auch die offensichtlich unglinstige Anordnung des
Oxims im Molekil bei, da bei ONO 1301 die gleiche funktionelle Gruppe in der
Lage ist, eine sehr stabile Wasserstoffbriicke auszubilden.

Alle bisher angestellten Berechnungen konnten einige das Bindungsverhalten
stark beeinflussende Faktoren nicht beriicksichtigen. Zu den wichtigsten gehért
der entropische Effekt, der auch die lipophilen Interaktionen zwischen Rezeptor
und Ligand stark beeinflusst, da durch die Bindung vorher geordnete Wasser-
molekule freigegeben werden, die keine Wasserstoffbricken zu ihrer Umgebung
eingehen konnten [134]. Bei der Betrachtung der einzelnen Protein-Ligand-
Komplexe im Kapitel Durchfiihrung wurde in einigen Fallen schon auf die
Bedeutung der Entropie hingewiesen, die bewirkt, dass sehr flexible Liganden in
der Regel schlechter an Proteine binden, weil sie durch ebendiese Bindung in
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ihren Freiheitsgraden wesentlich starker eingeschrankt werden als rigidisierte
Analoga.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine hohe Affinitat zum IP-Rezeptor
mit der Fahigkeit einhergeht, neben der Bindung an Arg 279 und eventuell Tyr 75
auch stabile Wasserstoffbricken mit Tyr 281 und/oder Tyr 188 einzugehen. Je
schlechter die rdumliche Lage der entsprechenden funktionellen Gruppen ist und
je flexibler der Ligand, desto starker sinkt die Affinitat. Bei den Agonisten mittlerer
Affinitdt wurden zumindest noch in einigen frames der Dynamik-Simulationen
Wasserstoffbriicken zu den erwahnten Tyrosinen ausgebildet. Dies war bei den
schwach affinen Liganden nicht mehr mdglich, bei vielen dieser Substanzen
konnte auch keine stabile Lage in der Bindungstasche gefunden werden.

Bei der Beschreibung des Alignments (s. Kapitel 4.5.4) wurden die bei prosta-
noiden Rezeptoren konservierten Sequenzabschnitte vorgestellt. Die Bedeutung
des Abschnittes in Helix 7 durfte deutlich geworden sein, hier befinden sich mit
Arg 279 und Tyr 281 zwei wichtige Wechselwirkungspartner fir die agonistisch
wirkenden Liganden. Ein weiterer hoch konservierter Sequenzabschnitt befindet
sich im zweiten extrazellularen Loop, Uber seine Bedeutung kann allerdings nur
spekuliert werden. Durch die Aufklarung der Rhodopsin-Kristallstruktur konnte
erstmals der Loopbereich eines G-Protein gekoppelten Rezeptors detailliert analy-
siert werden. Die Loops schlieBen die Bindungstasche sehr stark vom extra-
zelluldren Medium ab, indem sie eine Art Deckel aus B-Faltblattern bilden, die in
die Bindungstasche hineintauchen. Es ist wahrscheinlich, dass die extrazellularen
Loops anderer G-Protein gekoppelter Rezeptoren nicht so dicht Giber dem Eingang
der Bindungstasche sitzen wie bei Rhodopsin, trotzdem kann sich gerade der mitt-
lere Sequenzabschnitt des zweiten extrazellularen Loops nicht weit vom
extrazellularen Ende der Helices entfernen, da ein konserviertes Cystein aus die-
sem Loop in allen GPCRs dieser Familie eine Disulfidbriicke mit einem Cystein
aus Helix 3 eingeht. Nur zwei Aminosauren von der Position des Cysteins entfernt,
enthalten die Loops aller prostanoiden Rezeptoren ein Ser oder Thr. Es kann
spekuliert werden, dass dessen Hydroxylgruppe in Richtung der Bindungstasche
ausgerichtet ist und entweder direkt oder Uber ein Netz aus Wasserstoffbriicken
einen Bindungspartner fur die Hydroxylgruppe an C15 darstellt.

Um diese Vermutung und das in dieser Arbeit vorgestellte Modell der
Bindungsstelle zu erklaren, sind Mutationsstudien am Prostacyclin-Rezeptor drin-
gend erforderlich. Besonders interessant ware eine Mutation von Tyr 188 und Tyr
281 sowie des eben erwahnten Ser 168 aus dem zweiten extrazellularen Loop.
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Weitere GPCR-Kristallstrukturen werden in Zukunft eine tiefere Einsicht dahinge-
hend ermdéglichen, wie gut die Kristallstruktur des Rhodopsins die allgemeinen
Bauprinzipien G-Protein gekoppelter Rezeptoren wiedergibt und welche
strukturellen Besonderheiten die einzelnen Familien und Unterfamilien aufweisen.

Obwohl ein Antagonist am Prostacyclin-Rezeptor die pharmakologische For-
schung erleichtern wuarde, konnen mit dieser Arbeit keine dahingehenden
Vorschlage gemacht werden. Es war moglich, die Bedingungen fir eine gute
Affinitat der Liganden zu beschreiben, die so ahnlich auch fir einen Antagonisten
gelten sollten. Welche Strukturelemente allerdings verandert werden mussten, da
sie fur die Aktivierung des Rezeptors verantwortlich sind, kann nicht beantwortet
werden. Die Aktivierungsmechanismen G-Protein gekoppelter Rezeptoren
allgemein und der prostanoiden Rezeptoren im Besonderen sind fur eine solche
Aussage noch zu schlecht erforscht.
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Ziel dieser Arbeit war es, ein Modell der Bindungstasche des Prostacyclin-Rezeptors
zu entwerfen, mit dem die Bindung der einzelnen Prostacyclin-Rezeptoragonisten
simuliert werden kann. Da der genaue Aufbau des Rezeptors und besonders die
Struktur der Bindungstasche kaum untersucht sind, wurde zun&chst ein indirekter
Ansatz gewahlt und ein Pharmakophormodell aufgebaut. Da keine vollstandig rigide
Substanz als Strukturschablone zur Verfigung stand, mussten intensive Konforma-
tionsanalysen durchgefuhrt werden, um die pharmakophore Konformation der
einzelnen Liganden festzulegen. Diese Vorgehensweise wurde zunachst auf zwei
Liganden mit sehr unterschiedlicher Struktur angewendet (lloprost und BMY 45778)
und die fir sie festgelegten Konformationen schlieBlich als Vorlage fir die
Uberlagerung mit den anderen Liganden genutzt. Auf diesem Weg konnte ein
sterisches Pharmakophormodell aufgebaut werden, das die Struktur-Wirkungs-
Beziehungen flir die einzelnen Substanzgruppen bestatigt.

Als Erganzung wurden die elektronischen Eigenschaften der Liganden untersucht;
auch hier zeigte sich eine gute Ubereinstimmung fiir die gefundene pharmakophore
Uberlagerung. In Ergdnzung dazu wurden mit Hilfe molekularer Sonden Wechsel-
wirkungsfelder um die Agonisten berechnet, die die Position moglicher Interaktions-
partner in der Bindungstasche des Rezeptors anzeigen. Das Ergebnis unterstitzt die
Hypothese, dass alle Liganden einen vergleichbaren Bindungsmodus besitzen.

Um diese Ergebnisse zu quantifizieren, wurde mit dem vorhandenen Datensatz ein
3D-QSAR-Modell berechnet, das mit einem kreuzvalidierten Korrelationskoeffizienten
Q? von 0,77 ein gutes Ergebnis brachte. Die Berechnung der Affinitdt von Substanz-
gemischen, die nicht im Datensatz enthalten waren, diente als provisorische zweite
Validierungsmethode, auch hier konnte fir die meisten Liganden eine gute
Vorhersage erreicht werden.

In einem zweiten Arbeitsschritt wurde ein Modell des transmembranaren Teils des
Prostacyclin-Rezeptors entworfen und die Liganden darin molekildynamisch unter-
sucht. Das erste Modell, das auf einer Strukturschablone von Baldwin [106] beruhte,
brachte keine zufriedenstellenden Ergebnisse bei den dynamischen Rechnungen.
Erst das nach der frisch publizierten Kristallstruktur von Rhodopsin [107] aufgebaute
zweite Homologiemodell war in der Lage, zwischen hoch affinen, mittleren und
schlecht bindenden Liganden zu unterscheiden. Als wichtigstes Kriterium stellte sich
dabei die Zahl der ausgebildeten Wasserstoffbriicken heraus.
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Anhang A Abkiurzungsverzeichnis, Einheiten

Abkiirzungen

cAMP
CVFF
etc.
GPCR
G-Protein
GRK
H-Briicke
HF
IP-Rezeptor
Ki

MEP
PDB

PG

pH

Q2

R2

RMS

SDEP

u.a.
u.v.a.m.
vgl.

VS.

z.B.

Einheiten
A

K

kcal

ps

cyclisches Adenosinmonophosphat
Consistent Valence Force Field

et cetera

G-Protein gekoppelter Rezeptor
Guaninnukleotid-bindendes Protein
G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen
Wasserstoffbriicke

Hartree-Fock

Prostacylin-Rezeptor
Bindungskonstante

Molekulares Elektrostatisches Potential
Protein Data Bank

Prostaglandin

negativer dekadischer Logarithmus der Hydroxoniumionen-Konzentration
kreuzvalidierter Korrelationskoeffizient
Korrelationskoeffizient

Root Mean Square

siehe

Standard Deviation of Error Prediction (Standardabweichung der
Fehlervorhersage)

unter anderem

und viele(s) andere(s) mehr
vergleiche

versus

zum Beispiel

Angstrom, 10" m

Kelvin (0 K=-273,15° C)
Kilocalorie (1 kcal = 4,186 kJ)
Picosekunde (1 ps = 10-12 s)
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Anhang B Hardware und Software

Die Berechnungen dieser Arbeit wurden mit den folgenden Rechnersystemen
durchgeflhrt:

Silicon Graphics Workstations:
— IRIS INDIGO? R10000
— IRIS INDY R4000

— Origin 2000 mit 38 R10000 Prozessoren (am Rechenzentrum der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf)

Folgende Software wurde genutzt:
EXCEL Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft)

DISCOVER Rechenmodul des Programmpakets INSIGHT |l / DISCOVER der
Firma MSI, mit dem molekilmechanische und molekildynamische
Berechnungen in verschiedenen Kraftfeldern durchgefiihrt werden
konnen

GRID Programm zur Berechnung von molekularen Interaktionsfeldern

GOLPE Statistikprogramm, das die Durchfiihrung einer Hauptkomponenten-
analyse mit anschlieRender PLS-Statistik ermoglicht

INSIGHT Il Grafikmodul des Programmpakets INSIGHT Il / DISCOVER der
Firma MSI zum Strukturaufbau und zur Visualisierung

QUEST Software zur Struktursuche in der Cambridge Structural Database

SPARTAN Software-Paket zur Durchfiihrung von ab-initio- und semiempirischen
Berechnungen, das auch umfangreiche Visualisierungsmdglichkeiten
bietet

SYBYL Molecular-Modelling-Paket der Firma TRIPOS, mit dem molekul-
mechanische und molekuldynamische Berechnungen in mehreren
Kraftfeldern durchgefiihrt werden koénnen. Daneben bietet das
Programm umfangreiche Visualisierungsmoglichkeiten.
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Anhang C verwendete Parameter

Abweichend von der Standardeinstellung wurde der van-der-Waals-Radius des
Wasserstoffatoms im Programm SYBYL auf 1,2 A reduziert.

Anhang D Aminosauren

Aminoséaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Cystein Cys C
Asparaginsaure Asp D
Glutaminsaure Glu E
Phenylalanin Phe F
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Lysin Lys K
Leucin Leu L
Methionin Met M
Asparagin Asn N
Prolin Pro P
Glutamin Gin Q
Arginin Arg R
Serin Ser S
Threonin Thr T
Valin Val \Y,
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
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Bezeichnung der Proteinwinkel

¢ Ci1—N—Coi—C;
Y Ni—(Zai——Ch—-NH1
®  Coi—GCj— Nis1 — Cotisq

X Ni—(3ai—<3Bi—-Cy

- > =

Aminosaure i-1 Aminosaure i Aminosaure i+1

Anhang E  Eingabedateien

Loslass-Dynamik

! INPUT FILE FOR DISCOVER GENERATED BY INSIGHT
!

overlap = 0.01

begin simulation

* add-automatic bond torsion valence out-of-plane
reduce

|
set dielectric = 1.000000

tethered list
add main
molecule 1 residue ALA 1 to ALA 225

initialize dynamics
template force constant of 1000.0 kcal/A2
for 20000 iterations
at 310.000 K
steps of 1.000
no cross terms
no morse
write history file every 500 steps
write averages every 100 steps

L S . T
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resume dynamics

* template force constant
* for 10000 iterations

* no cross terms

*

no morse
resume dynamics
template force constant
for 10000 iterations
no cross terms
no morse
resume dynamics
template force constant
for 10000 iterations
no cross terms
no morse
resume dynamics
template force constant
for 10000 iterations
no cross terms
no morse
resume dynamics

* ¥ %k ¥ * F X ot

* % X ¥

* template force constant
* for 10000 iterations

* no cross terms

* no morse

resume dynamics

template force constant
for 10000 iterations
no cross terms
no morse
resume dynamics
template force constant
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

* ok *

* ¥ %k ¥

end

of

of

of

of

of

of

500.

250.

200.

150.

100.

kcal/A2

kcal/A2

kcal/A2

kcal/A2

kcal/A2

50.0 kcal/A2

of 0 kcal/A2
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Erste Minimierung des Liganden in der Bindungstasche

! INPUT FILE FOR DISCOVER GENERATED BY INSIGHT

overlap = 0.01
25.0
23.5

cutoff
cutdis
swtdis = 1.5

begin simulation

* add-automatic bond torsion valence out-of-plane

reduce

set dielectric

= 2*r

Fixed atom list generation

ACE Al
RES 1
RES 1
RES 1
RES 1
RES 1
RES 1

* add main
* molecule 1 residue
* add all
* molecule residues
* add all
* molecule residues
* add all
* molecule residues
* add all
* molecule residues
* add all
* molecule residues
* add all
* molecule residues
|
Minimize
* no cross terms
* no morse
* for 500 iterations
* using steep descents
*
1
Minimize
* no cross terms
* no morse
* for 10000 iterations
* using conjugate gradient
*

end

to N-M N7

atoms

atoms

atoms

atoms

atoms

atoms

Cl

c2

C3

C4

C5

Cé

until the maximum derivative is less than 1.000000000 kcal/A

until the maximum derivative is less than 0.100000000 kcal/A
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Zweite Minimierung des Liganden in der Bindungstasche

! I
!
!

*

* % %k X

* ok ok ok

NPUT FILE FOR DISCOVER GENERATED BY INSIGHT

overlap = 0.01
cutoff = 25.0
cutdis = 23.5
swtdis = 1.5

begin simulation
add-automatic bond torsion valence out-of-plane

reduce

set dielectric = 2*r

CONSTRAIN

Fixed atom list generation

add main

molecule 1 residue ACE Al to N-M N7
Minimize

no cross terms

no morse

for 500 iterations

using steep descents

until the maximum derivative is less than 1.000000000 kcal/A
Minimize

no cross terms

no morse

for 10000 iterations

using conjugate gradient

until the maximum derivative is less than 0.100000000 kcal/A
end

Constraint fir Molekiile, die einen zweiten Wasserstoffbriicken-Akzeptor
besitzen:

IBIOSYM restraint 1

#distance
2:0XAZ 4:N1 1:TYR 281:0H 1.000 3.000 5.00

100.000
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Constraint fiir Molekiile, die keinen zweiten Wasserstoffbriicken-Akzeptor
besitzen:

IBIOSYM restraint 1
|

#distance
2:0XAZ 4:C2 1:TYR 281:0H 1.000 5.000 5.00 5.00 100.000

Molekiildynamik-Simulation des Liganden in der Bindungstasche

! INPUT FILE FOR DISCOVER GENERATED BY INSIGHT

overlap = 0.01

cutoff = 25.0
cutdis = 23.5
swtdis = 1.5

begin simulation

* add-automatic bond torsion valence out-of-plane
reduce
|
set dielectric = 2*r
|
CONSTRAIN

tethered list
add main
molecule 1 residue ACE Al to N-M N7

initialize dynamics
template force constant of 250.0 kcal/A2
for 1000 iterations
at 310.000 K
steps of 1.000
no cross terms
no morse
write history file every 500 steps
write averages every 100 steps
resume dynamics
template force constant of 250.0 kcal/A2
for 49000 iterations
no cross terms
no morse

* % % X X X F %

L S

end
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Anhang F  Cambridge  Structural Database:
Parameter der einzelnen Suchen

Suche nach Oxazolringen (29. Oktober 1997)

alle Bindungen: Bindungstyp ANY

N 2D-CONSTRAIN:
[» C-Atome: TOTAL-COORD-NO 3
O NO-CYCLIC-ROUTES
O-Atom:  TOTAL-COORD-NO 2
INSIST ON COORDS
INSIST NO POLYMERS

insgesamt 76 Treffer

H-Briicke liber N H-Briicke iiber O weder noch Komplex liber N
BAKFUO KOFLUM BETNUJ BUMJOI
CIXFEU TAFROH (Lacton) BOCTCN BIXMIE
FEMMOZ BYPOXO CLOXPD
KOFKUL DEMTIY JETNAX
KOFLAS DIVWIO KALBII
KOFLEW DOPSUW SARXIS
KOFLOG DOZLIN
KOFMAT FAXJAP
KOFMEX GAJROY
KOFMIB GAWYAE
LAFGUU HADFEX
PIDWEE HAHWOC
PIDWII HARGEM
PIDWOO IPIMOZ
PIDWUU JALBIH
PIDXAB JEHNOZ
PIDXEF JIWCEX
ZUzcus KATVUW*

KEDJAE
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H-Briicke iiber N H-Briicke iliber O weder noch

Komplex liber N

KEDJEI
KEFJEK
KIHWON
KOFLIA
KOFMOH
LIKYOT
MAMYOX
MPHOXZ
MPXZTZ
PATSIM
PHOXBZ
PODZEN
PODZEN10
PODZIR
PODZIR10
SLFNMC20
SURRUS
TALHIX
VOXCIU
WEVTIA
WICLEZ
WISFEJ
YOCXIX
YOCXUJ
ZIBXAJ
ZIBXEN
ZOKVAW

*

Bindungspartner am N

Kristalldaten nicht definiert:

nicht auswertbar:

BFAZCO
LANZAB

YOCXOD
SARXOY
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Suche nach Bicyclooctanen (28. Oktober 1997)

X 2D-CONSTRAIN:
X X: TOTAL-COORD-NO 3
o NO-CYCLIC-ROUTES
X o] HYDROGENS 1

INSIST ON COORDS
INSIST NO POLYMERS

insgesamt 16 Treffer

Suchergebnis

CATLAK
CULYAJ
GEZRUY
KEMPAT
KOYSIA
NACGED
PACYUN
PAGKOX
PAGLAK
PAPRAZ
PURBOC10
TASJOM
VARLUV
YERJUA
ZAPYAQ
ZEBTUV

Suche nach Bicyclononanen (29. Oktober 1997)

X* 2D-CONSTRAIN:
X* * NO LINKS
o X NO-CYCLIC-ROUTES

X* o] HYDROGENS 1
INSIST ON COORDS
INSIST NO POLYMERS

Kein Treffer
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