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1 Einleitung

Als Arthur Rudolf Hantzsch im Jahr 1882 die ,Hantzsch-Synthese® zur Herstellung
von Pyrrol- und Dihydropryridin-Derivaten vorstellte, konnte er nicht ahnen, dass er
hiermit die Mdglichkeit zur Synthese potenter Arzneimittel zur Therapie der
Hypertonie und damit zur Gruppe der Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems
geschaffen hatte. Diese Wirkung wurde erst in den 60er Jahren des letzen
Jahrhunderts erkannt. SchlieBlich wurde 1975 mit Nifedipin (Adalat®) das erste
Dihydropyridin-Derivat (DHP) in die Therapie der Erkrankungen des Herz-Kreislauf-
Systems eingeflhrt [25].

1.1 Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems

Hypertonie ist eine Volkskrankheit, die bei 15% der Bevdlkerung diagnostiziert wird.
In der westlichen Gesellschaft ist jedoch eine steigende Tendenz zu bemerken. Die
WHO definiert Hypertonie als einen Blutdruck, der 160/95 mmHg nach Riva-Rocci
erreicht bzw. Gbersteigt. Es wird unterschieden zwischen priméarer, also angeborener,
und sekundarer Hypertonie, die Folge einer bekannten Grundkrankheit, z.B. einer
endokrinen, renalen, kardiovaskuldren oder neurogenen Stdérung oder eines
Phaochromocytoms (Katechol-bildender Tumor) ist. 80% der Erkrankten haben eine
primdre Hypertonie. Diese wird u. a. ausgeldst durch Ubergewicht, ungesunde
Erndhrung, Stress und Nikotin- oder Alkoholabusus, also Dinge, die in einer
Wohlstandsgesellschaft weit verbreitet sind. Hypertonie entsteht auch durch den
normalen Alterungsprozess, wahrend dessen die GefaBe durch Alterung oder

atherosklerotische Veranderungen die Elastizitat verlieren.

Normalerweise leben die an einer Hypertonie erkrankten Patienten jahre- bis
jahrzehntelang beschwerdefrei, da die Hypertonie zunachst symptomfrei ist. Die
Patienten sind jedoch leicht an z.B. der ,frischen®, roten Gesichtsfarbe und dem
starken Drang zur Aktivitdt zu erkennen. Es ist daher haufig ein Problem, die
Patienten von der Notwendigkeit einer antihypertensiven Therapie zu Uberzeugen.
SchlieBlich flihlen sie sich gut und die anfanglichen Beeintrachtigungen wahrend der
Therapie sind nicht férderlich fir die Patienten-Compliance. Es treten jedoch durch
die Dauerbelastung der GefaBe und des Herzens schwerwiegende Folge-

erkrankungen auf, wie z.B. Angina pectoris, Arteriosklerose, Herzmuskelversagen,
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Myocardinfarkt, Arrhythmien, apoplektischer Insult oder Niereninsuffizienz. Diese
Krankheiten ziehen eine lebenslange Behandlung nach sich, die nicht nur
kostenintensiv ist, sondern vor allem die Lebensqualitat und Lebenserwartung des
Patienten einschrankt.

Bei Diagnose einer sekundaren Hypertonie wird natirlich die zu Grunde liegende
Erkrankung therapiert und zusatzliche MaBnahmen zur Senkung des Blutdrucks
ergriffen. Diese Patienten splren eine gesundheitliche Beeintrachtigung und sind
daher bereit, zusatzlich die unten beschriebenen medikamentésen MaBnahmen zu

ergreifen.

Bei der primaren Hypertonie beginnt die Behandlung mit allgemeinen MaBnahmen
wie Reduktion des Ubergewichts (eine Abnahme von 5 kg bewirkt eine Senkung von
10 mm Hg), Vermeidung von Stress bzw. Stressabbau durch autogenes Training,
Reduktion des Alkohol- und Nikotin-Genusses sowie kérperliche Aktivitat. FUhrt dies
nicht zu einer erfolgreichen Senkung des Blutdrucks, wird die medikamentése
Therapie zuerst in Form einer Monotherapie begonnen. Hierflir stehen Diuretika zur
Verringerung des Blutvolumens, B-Blocker, welche den blutdrucksteigernden Einfluss
des vegetativen sympathischen Nervensystems einschranken, ACE (angiotensin
converting enzyme)-Inhibitoren und Sartane, die beide ins Renin-Angiotensin-
Alodsteron-System eingreifen und Ca®*-Antagonisten vom Phenylalkylamin-, vom
Benzothiazepin- und vom Nifedipin-Typ, die den Ca?*-Influx in die Zelle und damit die
Kontraktionsfahigkeit der GefaBmuskelzellen einschrdnken, zur Verfligung
(Abbildung 1.1). Bewirkt auch eine medikamentése Monotherapie keine
ausreichende Blutdrucksenkung, so wird eine Kombinationstherapie in Erwagung
gezogen. Diuretika werden mit Beta-Blockern, Ca?*-Antagonisten, ACE-Hemmern
oder a;-Blockern kombiniert. Auch die Kombination eines Ca®*-Antagonisten mit
einem Beta-Blocker oder einem ACE-Hemmer ist mdglich. SchlieBlich gibt es die
Méglichkeit einer Dreierkombination. Es muss immer auf die individuellen
Gegebenheiten des Patienten eingegangen werden. Z.B. eignen sich B-Blocker gut
far jugendliche Patienten mit Tachykardie, bei Neigung zu Bronchospasmen sind sie
jedoch kontraindiziert. Diuretika werden bevorzugt bei Hypertonikern mit bereits
bestehender Herzinsuffizienz eingesetzt, um Vor- und Nachlast des Herzens zu
verringern, da sie die K*-Ausscheidung fordern, sollten sie jedoch nicht bei Neigung

zu Hypokalidamie gegeben werden. In groBangelegten Studien konnte nachgewiesen
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werden, dass bei Beachtung der Anamnese und der Arzneimittel-Interaktionen
Morbiditat und Mortalitdt abnehmen [57].

Beginn der Therapie mit 6 O'B‘Od@’

einer Substanz aus einer
Ziel:

Blutdruck-Senkung auf:
Gegebenheiten des 120/80 mmHg

Patienten beachten \w %

) bei unzureichendem Therapie-Erfolg:
§ auf Substanz aus anderer Gruppe

wechseln oder Substanzen kombinieren

der finf Gruppen;
dabei individuelle

Abbildung 1.1: Méglichkeiten der medikamentésen Behandlung der Hypertonie nach [57]

Mit diesen MaBnahmen lasst sich in 90-95% der Félle eine ausreichende
Blutdrucksenkung erreichen. Dies bedeutet flr die Patienten einen Gewinn an
Lebensjahren und durch die Vermeidung von Folgekrankheiten einen Gewinn an
Lebensqualitat. [58]

1.2  Ca®-lonen im Mechanismus der Blutdruckregulation

Der Blutdruck wird in letzter Instanz durch den Tonus der BlutgefaBe bestimmt. Diese
GefaBspannung wird durch glatte Muskelzellen eingestellt. Mittels Kontraktion wird
der GefaBraum, das sog. Lumen, verengt, es wird mehr Druck bendtigt, um den
Blutfluss aufrecht zu erhalten. Dilatieren die glatten GefaBmuskel-Zellen, sinkt der
Blutdruck. Zur Kontraktion von Muskelzellen werden generell Ca?*-lonen benétigt.
Abbildung 1.3 zeigt schematisch die Rolle des Ca®*" in der Kontraktion glatter
Muskelzellen. Diese haben einerseits einen Ca®*-lonen-Vorrat im sarko-
plasmatischen Retikulum. Zum anderen verfligen sie Uber spannungsabhangige
Ca?*-Kandle in der Zellmembran. Bei einer Depolarisation der Membran durch das

Offnen von Na*- und K*-Kanalen wahrend eines Aktionspotentials kommt es durch
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die Veranderung des Membranpotentials zur Offnung von Ca®*-Kanalen und damit
zum Ca**-Einstrom in die Zelle. Hierdurch wird zusétzlich der Ca®**-lonen-Vorrat aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzt. Dieser Trigger-Effekt bewirkt ein sehr
schnelles Anfluten von Ca**-lonen. Die intrazelluldre Ca®**-lonen-Konzentration steigt
von 107M auf mehr als 10°®M [25]. Bei dieser Konzentration kommt es zu einer
Muskelfaserkontraktion. Wie Abbildung 1.2 zeigt, werden Ca®**-lonen an Troponin
gebunden, welches daraufhin seine Konformation &ndert. Dies erlaubt den
Tropomyosinfaden, tiefer in die Rinne zwischen den Aktinfaden der Muskelzelle
einzudringen. Nun kommt es zur Verbrickung der Myosinkdpfe an die
Aktinfilamente. Unter Spaltung eines am Myosinkopf gebundenen ATPs wird durch
Neigung der Querbricke um 45° das Aktinflament gegen das Myosinfilament
verschoben. Die erneute Bindung eines ATPs hebt die Verbrickung auf. Der Zyklus
wiederholt sich und so werden die Aktinflamente weiter in die Myosinfilamente

hineingezogen. Die Zelle kontrahiert.

Myosin {
6 ~ Tropomyosin

o O

eintreffendes
Aktionspotential

o, longitudinale

JE
i

Ruhestellung : g2
lca®zn
< 1 pmalil featdzn

e
-Waeichmacher- -
wirkung" des ATP ,"_

\ P
= £ Vo 1 .
S e B
e ._ - X y
g 1 Akftin-Myosin- |
Bindung, |
ATP-Spaltung

4 Aufrichten der
Myosinkdpfe,
Losung der Aktin-
Myosin-Bindung

2a K ppen cler
Myosinképfe
durch P,-Abgabe

o 3 3 i
stabiler ,Rigorkomplex"” 2b Endstellung der Kipfe
bleibt bestehen: durch ADP-Abgabe
Totenstarre

Abbildung 1.2: Mechanismus der Muskelkontraktion nach [79]
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AnschlieBend werden die Ca®*-lonen wieder in das sarkoplasmatische Retikulum
aufgenommen bzw. in den Extrazellularraum transportiert. Sinkt die Ca®*-lonen-
Konzentration unter 10”M dilatieren die Filamente vollstandig, der Ausgangszustand
ist wieder erreicht. [25]

Ca2+ Ca2+

10°m [Ca¥]

<10"7m [Ca?]
==

. 2+ -
. cKontraktion (~.o, Ca® < Ca-speicher

ATP

-6 2+
>10°M [Ca™] lQADP

Ca* Ca®* Nat

Abbildung 1.3: Beeinflussung der Muskelzelle durch Ca** nach Goldmann [25]; VOC:
spannungsabhéangiger Kanal; ROC: rezeptorabhéngiger Kanal

1.3 Spannungsgesteuerte lonenkanale

In Zellen herrscht ein anderes Milieu als auBerhalb. Um die Funktionsfahigkeit der
Zelle und damit auch des Gewebes, zu dem sie gehért, aufrecht zu erhalten, muss
diese Kompartimentierung erhalten bleiben. Dies geschieht durch Zellmembranen.

Gleichzeitig muss die Zelle aber auch mit ihrer Umgebung interagieren kdnnen.

Die Zellmembran besteht aus einem Phospholipid-Bilayer und ist fir lonen und
polare Stoffe undurchdringlich, da sich zwischen den nach auBen zeigenden
hydrophilen Schichten eine lipophile Schicht befindet. In der Natur ist dies nétig, um
Unterschiede zwischen Intra- und Extrazellularraum zu schaffen, welche flr das
Leben unabdingbar sind. So ist im Intrazellularraum die Konzentration an K*-lonen
sehr groB, im Extrazellularraum sehr gering. Bei Na'-lonen dagegen ist die
Konzentration im Extrazellularraum sehr groB, der lonengradient verlauft in die
andere Richtung. Dadurch kommt es zur Ausbildung eines Potentials an der
Zellmembran. Um dieses Potential oder das Cytoplasma-Milieu zu beeinflussen, sind
Transportmechanismen notwendig, z.B. lonenkanédle. Dies sind porenformende
Proteine, die spezifisch mono- oder divalente lonen leiten kénnen. Sie sind in der

Lage, zwischen ein- und zweiwertigen lonen, wie K* und Ca®** zu unterscheiden,
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differenzieren aber auch unterschiedliche einwertige (Na* vs. K*) und zweiwertige
lonen (Ca®* vs. Mg?*).

Es gibt Kanale, die auf den pH-Wert oder die Konzentration bestimmter lonen
reagieren. Anderungen filhren zu einer Aktivierung und Erhdhung der Permeabilitat
fir spezifische Substanzen. Man bezeichnet dies als Offnung. Die Durchléssigkeit
der Membran wird also erhéht und die lonen flieBen dem Konzentrationsgradienten
folgend in die Zelle oder den Extrazellularraum. Daneben gibt es Kanale, die auf die
Anderung des Potentials einer Membran reagieren. Diese bezeichnet man als
spannungsgesteuerte lonenkanale (engl: voltage-gated ion channel VGIC). Es gibt
lonenkandle, die spezifisch Na*-, K*-, Ca®* oder CI-lonen leiten.

1.3.1 Aufbau

1.3.1.1 Allgemeines

K VGICs bestehen aus mehreren
Y Y

Aulten

Kalium- o
kanal

Untereinheiten, d.h. Proteinstréangen,

oL

fir die jeweils eigene Gene codieren.

Innen

é) Die a-Untereinheit formt den Poren-

bereich und das Selektivitatsfenster,
. bestimmt also die elementaren Eigen-
- 4 Yy Yy y schaften des VGICs. Sie ist auch

Calcium- o,
kanal |7

% unabhangig von den anderen Protein-

] Untereinheiten funktionsfahig. Durch

Innen

B é rp— weitere Untereinheiten konnen die

ospharylies . . . .
3 & posphonier Eigenschaften der a-Untereinheit, wie
L<|J glykosyliert
Na' =1 Disulfidbriicke Aktivierungs- und  Inaktivierungs-

py ¥ Yy

Auften

Natrium-
kanal

I geschwindigkeit, modifiziert werden.

B o

B2 Sie sind haufig Gewebe- oder Spezies-

Innen

spezifisch, ohne die a-Untereinheit

jedoch nicht funktionsfahig.

Abbildung 1.4: Aufbau der Kationenkanéle nach Abbildung 1.4 zeigt schematisch die
[13] '

Zusammenstellung der Untereinheiten
der VGICs.
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Die Kationen-Kanale sind im Laufe der Evolution durch Genduplikation entstanden
und zeigen daher viele Gemeinsamkeiten. Einfache K*-Kanéale bestehen aus zwei
helikalen, transmembranaren (TM) Bereichen, die durch eine kurze, porenformende
Region, den P-Loop, miteinander verbunden sind. Vier dieser Domanen formen
einen Kanal. Mehrfache Genduplikation der die TM-Bereiche codierenden Gene
fihrte zur Bildung von Domanen mit sechs TM-Bereichen. Auch hier missen sich
vier Doméanen zusammenfinden, um einen funktionsfahigen lonenkanal zu bilden.
SchlieBlich kam es auch zur Duplikation der gesamten Doméne. Daflr spricht, das
die Domanen | und Ill sowie Il und IV zueinander gréBere Homologie besitzen als die
vier Domanen untereinander. Die spannungsgesteuerten Kationen-Kanéle bestehen
aus vier verbundenen Domanen mit je sechs TM-Bereichen und dem P-Loop. Die
Doménen werden als Repeats bezeichnet, die TM-Bereiche als Segmente. Vom N-
Terminus beginnend werden Repeats (I-IV) und Segmente (S1-S6) zur besseren
Unterscheidung durchnummeriert. Die S4-Segmente enthalten positiv geladene
Arginine und werden allgemein als Spannungsénderungen registrierende Bereiche
angesehen. Die Pore wird durch die Segmente S5 und S6 aller vier Repeats
gebildet, das Selektivitdtsfenster ist in den P-Loops lokalisiert. Die K*-Kanéle sind die
entwicklungsgeschichtlich altesten Kanéle. Sie bestehen aus einer 6TM-Domane, die
sich viermal wiederholt. Aus ihnen entwickelten sich die Ca?-Kanile, welche in
einfachen Zellverbanden fir die Reizweiterleitung zustédndig sind. Erst mit der
Entwicklung des Nervensystems in sehr groBen Zellverbdnden kam es zur
Beteiligung der Na*-lonen an der Signaltransduktion und zu Entwicklung der Na®-
Kanale [3].

Abbildung 1.5 zeigt den unterschiedlichen Aufbau verschiedener lonenkanéle. Es
gibt solche, in denen die Aminosaure-Sequenz relativ kurz ist, und die Domane nur
aus zwei Segmenten und dem P-Loop besteht. Hiervon missen vier Domanen
zusammen kommen, um die a-Untereinheit eines funktionsfahigen Kanals zu bilden.
Die letzte Entwicklungsstufe stellen die spannungsgesteuerten Kanale dar, die aus
einer langen Aminosaure-Sequenz bestehen, die die vier benétigten Doménen
enthalt. Jede Domane besteht aus sechs Segmenten und dem P-Loop, der sich
immer zwischen den Segmenten S5 und S6 befindet.
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¥
1 domain 2-TM $'3 [Kir, KCsa] Kir: inward rectifier K*-Kanal;

KCsA: K*-Kanal aus Streptomyces

lividans
1 domain, 6-TM \Wg% [Ky, ligand-gated K, CNG etc.]

Ky: spannungsgesteuerte K*-Kandle;

Al 4
2 domain, 2-TM —} @\y’%\k [CeK] CNG: durch cyclische Nucleotide

gesteuerte K*-Kanale

1 domain, 6-TM/2-TM
CeK: Familie der Zweidoménen-

K*-Kanale

2 domain, 6-TM [TPC1]

_— A
i‘fi_%g‘é& [Rb21, Cay, Nay]
: TOK1: Familie der K*-Kanale mit zwei

Domanen von sechs und

4 domain, 6-TM

zwei Segmenten

Abbildung 1.5: Aufbau von lonenkanélen nach [3]; die hellgrauen Bereiche der Sequenz zeigen den
Porembereich.

Auch wenn der TM-Teil als &ahnlich angenommen wird, so sieht man durch
Untersuchungen der Sequenzen und ihrer Topologie, dass es Unterschiede
zwischen den Kanalen gibt. Wahrend der K*-Kanal ohne gréBere Loop-Bereiche in
die nachste Helix iibergeht, zeigen Ca**- und Na*-Kanale Loop-Sequenzen mit einer
Lange von 20 bis 100 Aminosauren zwischen den Segmenten. Der P-Loop zwischen
Segment S5 und S6 ist einer dieser Loops. Er beinhaltet das Selektivitatsfenster. Wie
Abbildung 1.5 zeigt, treffen sich die das Selektivitatsfenster bildenden Aminosauren
aller vier Repeats in der Pore wahrend die Gbrigen Aminoséauren des P-Loops in den
Extrazellularraum ragen.

1.3.1.2 Spannungsgesteuerte Ca®*-Kanile
Spannungsgesteuerte Ca®*-Kanale (VGCC) gehéren zu den Kandlen, die vier

Doménen zu sechs Segmenten haben. Sie sind in jeder Species mit mehreren
Subtypen vertreten, wobei die Diversitat bei den Vertebraten (Wirbeltieren), wie dem
Menschen, grdBer ist als bei den Invertebraten. Die Subtypen werden unterschieden
nach ihrer Funktion, der Lokalisation im Gewebe und ihren Hemmstoffen. Hierbei

wird unterteilt in die Gruppen der L-Typ- und der non-L-Typ-Ca®**-Kandle, welche sich
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weiter in die Gruppen der N, P/Q- und B-Typen aufteilen. Tabelle 1.1 gibt einen
Uberblick (iber die Typen, ihre Charakteristika und Modulatoren.

Die as-Untereinheit bestimmt die Eigenschaften des Kanals. Nur die Gruppe der L-
Typ-Ca®**-Kanale, mit der a-Untereinheit Cay1.X ist in der Lage, durch Inhibitoren
vom Dihydropyridin-Typ beeinflusst zu werden.

Typ L N P/Q B T
(long lasting) (neither L/T) (Purkinje) (brain) (transient/
tiny)
as-Untereinheit Cay1.X Cay2.X Cay2.X Cay2.X Cay3.X
Vorkommen Muskeln/ Neuronen Purkinje-Zellen Gehirn Schrittmacher-
Neuronen zellen
Aktivierungs- > -30mV > -30mV > -50mV > -30mV >-70mV
potential
Inaktivierung langsam moderat sehrlangsam  moderat schnell
Inhibitoren DHP,PAA, w-Conotoxin  w-Conotoxin  Ni**,Cd** Flunizarin,
BTZ, Cd* MVIIA + GVIA  MVIIC, Ni**,Octanol
w-Agatoxin
IVa + TK

Tabelle 1.1: Einteilung der Ca’*-Kanile der Saugetiere entsprechend ihrer Funktion nach [74], [20] und
[45]

Bei allen Kanalen sind weitere Untereinheiten noétig, welche die Funktionalitat
modifizieren. Beim Ca?*-Kanal sind dies die B-, y-, 8- und die a,-Untereinheit.
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o,
Repeat I

Cytosol

Abbildung 1.6: schematischer Aufbau der spannungsgesteuerten Ca**-Kanile nach [74]

In Abbildung 1.6 ist schematisch der Aufbau der spannungsgesteuerten Ca?*-Kanale
dargestellt. Vier Domanen mit je sechs helikalen Segmenten durchdringen als a;-
Untereinheit die Membran. Zwischen Segment 5 und 6 befindet sich der P-Loop mit
dem Selektivitatsfenster. Weil es hier nach Sekundérstrukturvorhersagen zur
Ausbilding von kurzen Helices kommen soll, wird dieser Bereich auch als ,short
segment“ (SS) bezeichnet. K*-Kanéle (VGPCs) zeigen nur eine Helix und ein B-
Faltblatt. Es ist anzunehmen, dass VGCCs &hnlich aussehen, doch das kann nur
durch Aufnahme einer Kristallstruktur geklart werden.

1.3.2 Die Template: Kristallstrukturen von K*-Kanélen

Der strukturelle Aufbau von lonenkandlen war lange unklar, erst in den letzten
Jahren konnten Kristallstrukturen von K*-Kanadlen durch Kristallstruktur-Analysen
geklart werden. Jeder K*-Kanal hat eine Kurzbezeichnung, die abgeleitet ist aus dem

geleiteten lon und dem Organismus, aus dem der Kanal isoliert wurde.

Die erste aufgeklarte Kristallstruktur eines K*-Kanals war die eines pH-abhangigen
Kanals (KcsA) aus Streptomyces lividans (Abbildung 1.7). Sie wurde 1998
verodffentlicht. KcsA gehdrt zu den Kanalen mit einer, zwei TM-Bereiche und den P-
Loop beinhaltenden Domane. Je vier Doméanen (sog. Repeats) liegen als
Homotetramer vor und formen die Pore. Die vier Repeats formen ein invertiertes Tipi.
Dadurch kommt es unterhalb der Pore zur Bildung einer wassergefillten Kavitat von
10 A Durchmesser. Jeder P-Loop enthélt eine Helix, deren C-Terminus zur Kavitat

zeigt. Helices weisen ein Dipolmoment auf, bei dem die negative Ladung zum C-
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Terminus und die positive Ladung zu N-Terminus zeigt. In der Mitte des Membran-
Bilayers herrscht die gréBte Lipophilie der Membran und somit liegt hier die starkste
von den lonen zu Uberwindende energetische Barriere. Durch den Dipol und die
Kavitat wird in der Mitte der Membran eine hydrophile Umgebung geschaffen und
dadurch die Diffusionsstrecke der Kationen von 34 A (Membrandicke) auf 12 A
(LAnge des Selektivitatsfensters) verkirzt [18]. Auch Anionen-Kanale nutzen die
Dipolaritdt von Helices. Da Anionen leichter die Membran durchdringen kénnen,
genugen bei Cl'-lonen jedoch zwei Helices [19].

Abbildung 1.7: Struktur des K*-Kanals KcsA mit einer Auflésung von 2,8 A; helikale Bereiche sind blau,
Loops orange, K+-lonen und Wassermolekiile im Selektivitatsfenster als graue
CPK-Kugeln dargestellt; das Cytoplasma befindet sich unterhalb, der Extrazellularraum
oberhalb der Struktur.

Kationen-Kanale kénnen in verschiedenen Zustanden vorliegen. Im geschlossenen
Ruhezustand leiten sie keine lonen. Durch einen entsprechenden Reiz
(Aktionspotential, Anderung des pH-Werts oder der Konzentration bestimmter lonen)
gehen sie in einen offenen, aktivierten Zustand Uber (vgl. Abschnitt 1.4.1). Von hier
kommt es zur Inaktivierung und schlieBlich nehmen sie wieder den Ruhezustand ein.
Diese Reihenfolge ist nicht obligat, sie wird jedoch meist eingehalten. Aus der KcsA-
Struktur ist nicht ersichtlich, in welchem Zustand (offen, geschlossen, aktiviert,
inaktiv) der Kanal vorliegt oder welche konformatorischen Anderungen mit der
Aktivierung einhergehen [55]. Dass diese konformatorischen Anderungen wéhrend
der Aktivierung recht betrachtlich sind, zeigten MacKinnon et al. [52] 2002 mit der
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Verdffentlichung eines Ca?*-gesteuerten K*-Kanals (MthK) aus Methanobakterium

thermoautotrophicum, dessen Konformation dem offenen Zustand entspricht [47].

Wie Abbildung 1.8 zeigt, bleibt der Bereich des Selektivitatsfensters erhalten, die

Helices schwingen nach auBen und erweitern so die Kavitat. Sie verbindet sich mit
dem Cytoplasma. Abbildung 1.9 zeigt die Anderung des Verlaufs des elektrischen
Potentials wahrend der Offnung.

Abbildung 1.9: Elektrostatische Konturen von KcsA (a) und MthK (b) in einer Membran nach [42]; die
grauen Regionen entsprechen der Membran bzw. dem Protein ( Dielektrizitdtskonstante
€= 2). WeiBe Bereiche kennzeichnen das wéassrige Medium (g = 80).
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Durch die phylogenetische Verwandtschaft von K*- und Ca?*-Kanalen kann man
davon ausgehen, dass auch die spannungsgesteuerten Ca®**-Kanale in ihrem
Porenbereich dhnlich aussehen. Die Praferenz der DHPs fiir die offene Konformation
macht die MthK-Struktur zu einem erfolgversprechenderen Templat als die KcsA-
Struktur.

Eine weitere Bestatigung fur die Hypothese, dass alle spannungsgesteuerten Kanéle
die gleiche Struktur im Porenbereich aufweisen, erfolgte im Jahr 2003 mit der
Verdffentlichung einer  Réntgenkristallstruktur  eines  spannungsgesteuerten
K*-Kanals (KvAP) aus Aeropyrum pernix [43], dargestellt in Abbildung 1.10.
Uberlagerungen von KcsA mit MthK zeigen, dass dieser Kanal im Poren-Bereich
eher MthK entspricht. Dies bestatigt die Annahme der strukturellen Ahnlichkeit von
K*-Kanalen und zeigt auBerdem, dass KvAP in der offenen Konformation kristallisiert
wurde. Da aufgrund der phylogenetischen Entwicklung von der Ahnlichkeit aller
Kationen-Kanéle ausgegangen werden kann [3] und DHPs bevorzugt an die offene
Konformation binden [10] ist KVAP eine gute Vorlage fir die Modellierung eines

spannungsgesteuerten Ca**-Kanals vom L-Typ.

Abbildung 1.10: Struktur von KvAP; links: Blick vom Intrazellularraum, rechts von der Seite, nach [52]; die
Segmente sind nummeriert

Neu ist die Erkenntnis, dass die Helices einer Doméne kein paralleles Biindel
darstellen, sondern die spannungsmessenden S4-Segmente sich wie die Flunken,
d.h. wie die Greifarme eines Ankers, in die Membran erstrecken. Das Segment S3 ist
keine durchgangige Helix, sondern teilt sich in die Segmente S3a und S3b auf. S3b
liegt parallel zu S4. Es wird diskutiert, ob eine Bewegung von S3b und S4 hin zur
Oberflache der Membran zur Translokation der Segmente des Porenbereichs und



24 1 Einleitung

damit zur Offnung des Kanals fiihrt (,Paddle“-Modell) oder ob eine Translokation von
Ladungen den Aktivierungsmechanismus darstellt. Ausfihrlicher wird dieses Thema
bei [52] und [84] diskutiert.

1.3.3 Selektivitat

Kationen-Kanéle sind in der Lage, zwischen mono- und divalenten lonen zu
unterscheiden. So kann ein Ca®-Kanal auch Ba*-lonen leiten (dies wird fir
experimentelle Untersuchungen genutzt), wird aber Na'-lonen ignorieren. In den
P-Loops der vier Repeats findet man vier hochkonservierte Glutamate (E), eines je
Repeat, auch bezeichnet als EEEE-Motiv. Na*-Kanéle zeigen ein entsprechendes
DEKA-Motiv, wobei das Lysin in Repeat Il essentiell fir die Selektivitadt von Na* tiber
K* ist [21]. Mutationsstudien am humanen kardialen L-Typ Ca?*-Kanal zeigen, dass
die passende Mutation der Glutamate geniigt, um aus einem Ca?*- einen Na*-Kanal
zu konstruieren [29]. Da das Vorhandensein vier negativer Ladungen fiir die Ca®*-
Selektivitat essentiell ist, ging man bisher davon aus, dass die Stabilisierung des
Liganden im Selektivitatsfenster Uber ionische Wechselwirkungen zwischen Anion
und Kation stattfindet. Beim Na*-Kanal finden sich nur zwei geladene Aminosaure-
Reste, K'-Kanale dagegen kommen mit vier Glycinen, d.h. ganz ohne Ladungen aus.
Somit kann in Frage gestellt werden, ob wirklich die Seitenketten mit dem lon
interagieren. Die KcsA-Struktur zeigt eine Stabilisierung der lonen zwischen
mehreren Ringen aus Carbonyl-Sauerstoffen des Proteinriickgrates, welche ein
Dipolmoment induzieren. Hierbei halten sich im Selektivitatsfenster stédndig zwei
durch Dipolmomente in dehydratisierter Form stabilisierte K*-lonen auf (Abbildung
1.7) [61]. Die Kiristallstrukturen zeigen auch zwei Wassermolekile im
Selektivitatsfenster. Sie separieren die K*-lonen, kdnnen aber keine Hydrathille flr
die K™-lonen ausbilden.

Da Repeat Il eine Mutation des Glutamates, z.B. zum Aspartat oder Alanin [21],
toleriert, wenn auch unter geringer EinbuBe der Ca®**-lonen-Selektivitit, wird eine
asymmetrische Anordnung des Selektivitatsfensters diskutiert [16].
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1.4 Molekulare Grundlagen der DHP-Bindungsstelle

1.4.1 Ca®*-Kanal-Inaktivierung

Die Kinetik der Inaktivierung ist ein entscheidendes Charakteristikum der Ca®'-
Kanale (s. 1.3.1.2). Sie wird hauptsachlich durch die a;-Untereinheit bestimmt, kann
jedoch durch die B-, ax/6- und die y-Untereinheit modifiziert werden. Diese
Untereinheiten haben auBerdem Einfluss auf die Aktivierung, die Spannungs-
abhangigkeit und auf pharmakologische Eigenschaften der ai-Untereinheit. Der
molekulare Mechanismus der Ca?*-Kanal-Inaktivierung wird nicht so gut verstanden
wie der von Na*- oder K*-Kanélen. Die schnelle Inaktivierung der Na*-Kanale erfolgt
uber einen ,hinge lid‘ (Deckel”)-Mechanismus. Dieser Deckel wird durch das im Loop
zwischen Repeat Il und IV vorkommende IFM-Motiv, bestehend aus den
Aminosauren Isoleucin, Phenylalanin und Methionin, gebildet. Diese Aminosauren
legen sich nach der Aktivierung in die gedéffnete Pore und verschlieBen sie so
mechanisch. Die K*-Kanéle dagegen besitzen an ihrem N-Terminus eine sog ,Ball-
“Region, die an einer frei beweglichen Aminosaure-Kette anschlieBt und sich
vergleichbar dem IFM-Motiv in die gedffnete Pore legt. Man nennt dies auch ,Ball
and Chain“-Mechanismus. Fiir Ca?*-Kanéle ist ein vergleichbarer Mechanismus nicht

bekannt.

Es existieren Krankheiten wie hemiplegische Migrane oder Ataxie, die durch eine
Mutation verursacht werden, welche die Inaktivierung von Ca?*-Kanalen beeinflusst.
Vergleicht man die Sequenzen dieser mutierten, pathogenen Kanéle mit denen von
,gesunden® Sequenzen des Wildtyps, so fallt auf, dass die Mutationen zum
Austausch von Aminosauren in den S5- und S6-Segmenten und den P-Loops fuhren.
Es ist daher anzunehmen, dass der Mechanismus der Inaktivierung mit diesen
Segmenten verknUpft ist [31]. Wie in Abschnitt 1.4.2 gezeigt wird, befindet sich die
DHP-Bindungsstelle den Mutationsstudien zufolge ebenfalls in diesem Bereich.

Spannungsgesteuerte Ca?*-Kanale kdénnen in verschiedenen Zustinden vorliegen.
Der Grundzustand ist der geschlossene/aktivierbare Zustand. Durch ein
Aktionspotential gehen sie in den offenen, von hier in den Zustand der schnellen
Inaktivierung, dann in den der langsamen Inaktivierung tber. SchlieBlich wird nach
einer Regenerationsphase wieder der geschlossen/aktivierbare Zustand
eingenommen. Erst jetzt ist die Refraktarzeit zu Ende und der Kanal kann durch ein
neues Aktionspotential aktiviert werden. Diese Reihenfolge ist nicht obligat. Der
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Kanal kann im Zustand der schnellen Inaktivierung in den offenen Zustand
zurickkehren. Der Kanal oszilliert zwischen diesen beiden Zustanden und die
statistische Verteilung der Kandle (ber die beiden Zustande bestimmt den Ca?*-
Einstrom. Auch kann der Kanal diesen Zustand Uberspringen und sofort in die
langsame Inaktivierung Ubergehen. In dieser Phase mussen sich die intensivsten

konformatorischen Anderungen vollziehen.

schnelle
Inaktivierung

offener/aktivierter
Zustand «—

Aktionspotential
Ca®*-induzierte

Inaktivierung v

langsame
Inaktivierung

A

Ruhezustand

Abbildung 1.11: Zustandsiibergédnge in spannungsgesteuerten Ca”*-Kanilen

AuBerdem kann die Inaktivierung diverse Beeinflussungen erfahren. Erhdhte
intrazelluldare  Ca®*-Konzentration, Phenylalkylamine (PAA, z.B. Verapamil),
Benzothiazepine (BTZ, z.B. Diltiazem) und Dihydropyridin-Agonisten (DHPs)
beschleunigen die Inaktivierung. PAAs, BTZs und DHPs binden im gleichen Bereich,
jedoch nicht an der gleichen Stelle. Sie beeinflussen sich gegenseitig Uber einen

allosterischen Mechanismus [85].
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DHP
Bindungsstelle

BTZ
Bindungsstelle

Bindungsstelle

Q]

Abbildung 1.12: Gegenseitige Beeinflussung der Caz*-Antagonisten nach [25]

Nach der Hypothese des modulierten Rezeptors (modulated receptor hypothesis) ist
die Wirkung eines Inhibitors davon abhangig, ob sich der Rezeptor im ruhenden,
offenen oder inaktivierten Stadium befindet. Hering et al. [7] konnten im Experiment
zeigen, dass die Inaktivierung beschleunigt ist, wenn DHPs an den Rezeptor
gebunden werden und auBerdem zwischen intrinsischer Inaktivierung und
DHP-induzierter Inaktivierung eine gegenseitige Abhangigkeit besteht. Nun stellt sich
die Frage, ob DHPs an die aktive Konformation binden und einen beschleunigten
Ubergang in die inaktive Phase bewirken oder an den bereits inaktiven Kanal binden
und diesen Zustand stabilisieren, so dass der Ubergang in den Ruhezustand
hinausgezbgert wird. Die experimentellen Daten zeigen, dass die schnelle
Inaktivierung beschleunigt, die langsame jedoch nicht beeinflusst wird. Die
Oszillation zwischen offenem/aktiven und schnellem inaktiven Zustand wird folglich
dahingehend verschoben, dass mehr Kanale des Gewebes im inaktiven Zustand

vorliegen.

1.4.2 Experimentelle Bestimmung der DHP-sensitiven Aminosauren

Mutationsstudien haben gezeigt, dass vierzehn Aminosauren, die sich in den
Segmenten 11I1S5, 111S6 und 1IVS6, sowie im P-Loop des Repeats Il (SS-III) befinden,
fur die DHP-Wirkung verantwortlich zeichnen [85]. Es gibt zwei Md&glichkeiten, um
festzustellen, welche Aminoséduren fur die DHP-Wirkung verantwortlich sind. Im
destruktiven Ansatz wird ein Alanin-Scan durchgefihrt, d.h. jede einzelne

Aminosaure wird zu Alanin mutiert, der Kanal exprimiert und auf Funktionalitat und
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gewlnschte Interaktion untersucht. Hierbei kann geprift werden, welche Aminosaure
welchen Anteil an der Interaktion hat [65]. Eine weitere destruktive Variante besteht
darin, Teile der Sequenz eines non-L-Typ-Kanals in einen L-Typ-Kanal einzufligen
[77]. Bei den Ca®*-Kanal-Typen ist es auch méglich, im konstruktiven Ansatz einen
Typen (z.B. einen non-L-Typ), der eine gewinschte Interaktion nicht zeigt, durch
EinfGhren der Aminosaure zu einem anderen Typ (z.B. einem L-Typ) umzuwandeln.
Hierbei hat sich gezeigt, dass neun Aminosauren ausreichend sind, um DHP-
Sensitivitdt in  einen non-L-Typ-Kanal einzufihren [80]. Die weiteren finf
Aminosauren, die im destruktiven Ansatz zusatzlich identifiziert wurden, sind
innerhalb der Ca®*-Kanale konserviert. Als Besonderheit sind zwei Aminosauren zu
erwahnen: S1114 im P-Loop des Repeats Il (llI-SS) beeinflusst verstarkt die
Agonisten und zeigt auf Antagonisten kaum eine Wirkung. T1056 wurde friher eine
direkte Wirkung auf DHPs zugesprochen [60], da im konstruktiven Ansatz das
Phenylalanin der P/Q-Typ-Kandle mutiert werden muss, um eine Wirkung zu
erzielen. Im Alanin-Scan zeigt es jedoch keine groBe Wirkung. Man geht davon aus,
dass die Einfuhrung groBer, raumflllender Substituenten den Liganden verdrangt,
aber keine funktionelle Interaktion vorliegt [40].

Tabelle 1.2 zeigt die fur die DHP-Wirkung verantwortlichen Aminosduren der drei
Repeats IlIS5, 111IS6, IVS6 und des P-Loops IlI-SS.

Segment konstruktiv destruktiv Besonderheiten
1S5 Q1060 T1056
1S6 11170, 1173, M1178 F1175, F1176, M1177
IVS6 Y1508, M1509, 11515, N1517
11516
lIl-88 S1114

Tabelle 1.2: Aminoséauren, die an der DHP-Bindung beteiligt sind, nummeriert nach Sequenz Q13936

Die in der Tabelle 1.2 genannten Segmente sind in den L-Typ Ca®*-Kanélen
konserviert. Die Sequenzen unterscheiden sich jedoch in ihrer LAnge und in anderen
Segmenten auch in ihrer Zusammensetzung. Es muss also eine Sequenz

ausgesucht werden, mit der reprasentativ das Modell erstellt wird. Die SwissProt-
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Datenbank des Expasy Molecular Biology Servers [39] findet 125 Eintrage mit
Sequenzen der as-Untereinheit der L-Typ Ca?*-Kanéle. Von diesen wurde fiir diese
Arbeit die Sequenz mit der Erkennungsnummer Q13936 gewahlt, da es sich um
einen humanen L-Typ Ca?*-Kanal handelt, dem therapeutischen Ziel der DHPs.

1.5 Dihydropyridine — Wirkung und Pharmakophor

Die Dihydropyridine (DHPs) gehdren zur Gruppe der sog. Ca?*-Antagonisten, zu der
auch Phenalalkylamine (PAA) wie Verapamil (Cordichin® Falicard® und
Benzothiazepine (BTZ) wie Diltiazem (Diltiuc®) gehéren. Diese Bezeichnung entstand
zur Zeit ihrer Entdeckung und bezieht sich auf die beobachtete Wirkung. Die in
Abschnitt 1.2 beschriebene Muskel-Kontraktion bleibt aus, da das Ca®* nicht wirken
kann. Man vermutete einen antagonistischen Wirkmechanismus, in dem der Wirkstoff
die Ca**-Bindungsstelle besetzt. Inzwischen weiB man, dass der Wirkmechanismus
ein anderer ist. Daher ist die Bezeichnung ,Ca?*-Antagonist* irrefiihrend. Substanzen
dieser Gruppe greifen nicht in einem antagonistischen Mechanismus an der gleichen
Bindungsstelle wie Ca®*-lonen an. Sie verringern vielmehr den Ca?*-Einstrom in die
Zelle durch die Verklrzung der leitenden Phase der VGCCs. Da sich dieser Begriff
jedoch eingebirgert hat und IUPAC-anerkannt ist, soll er auch im Weiteren benutzt

werden.

1.5.1 Erkundung des Dihydropyridin-Pharmakophors

Die DHPs sind ein Beispiel fur Arzneistoffe, deren Effekt zwar bekannt ist, ihr
molekularer Wirkmechanismus jedoch nicht, da Daten Uber den Aufbau ihres
Wirkortes, also der Bindungsstelle am Zielprotein fehlen. Die antihypertensive
Wirkung wurde bereits in den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts ausfihrlich
untersucht [56], ihr Wirkort an den L-Typ Ca®"-Kanilen konnte allerdings bis jetzt
nicht mittels einer Kristallstruktur identifiziert und charakterisiert werden. In einem
solchen Fall muss man die Eigenschaften der Liganden nutzen, um Ruckschlisse
auf die Eigenschaften der Bindungsstelle zu ziehen. Nach dem Schlissel-Schloss-
Prinzip verhalt sich der Ligand wie ein dreidimensionaler Schlissel zum
dreidimensionalen Schloss der Bindungsstelle. Mit einem Pharmakophor werden die
gemeinsamen dreidimensionalen Eigenschaften einer Gruppe von Liganden

beschrieben. Ein Pharmakophor erlaubt Rickschlisse darauf, welcher Art die
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Interaktionspartner des Rezeptors in diesem Bereich sein missen. DHPs sind
synthetisch leicht Uber die Hantzsch’e Pyridin-Synthese zugénglich, daher existieren
wegen der groBen Anzahl untersuchter DHPs genaue Vorstellungen Uber den
Pharmakophor.

Der Dihydropyridinring liegt laut Kristallstrukturen in einer flachen Bootkonformation
vor (Abbildung 1.13). An Position 1 befindet sich der Stickstoff, welcher unsubstituiert
vorliegen muss. In Position 4 bewirkt ein Aryl-Ring die hdchste antihypertensive
Wirkung. In Position 2 und 6 finden sich Alkyl-Substituenten, in Position 3 und 5
Esterfunktionen.

Abbildung 1.13: Strukturformel (links) und Kristallstruktur (CSD-Code BICCIZ) von Nifedipin, von oben
(Mitte) und von Backbord (rechts) nach [72]

Auf Grund der flachen Bootkonformation hat es sich eingebirgert, Dihydro-
pyridinringe mit nautischen Termen zu beschreiben. So definiert man den Stickstoff
als Heck und den Arylsubstituenten als Bug. Die linke Molekilhalfte wird als
Backbord, die rechte als Steuerbord bezeichnet. Sind Backbord und Steuerbord
symmetrisch substituiert ist das DHP achiral wie im Fall des Nifedipins,
asymmetrische Substitution fihrt zu einem Chiralitdtszentrum am Bug, dem
C4-Atom [71] .

Nun muissen auch die konformatorischen Aspekte betrachtet werden. Das
MolekilgerUst ist flexibel und erlaubt Rotationen des Aryl-Ringes, der Ester und
konformative Anderungen des Dihydropyridinrings. Durch Untersuchungen an
konformativ starren DHPs gibt es Hinweise auf die aktive Konformation der DHPs,
die durch theoretische Berechnungen und Kristallstrukturen gestitzt werden.
Waéhrend in Position 4 unsubstituierte DHPs It. kristallographischen Aufnahmen
planar vorliegen, bevorzugen Aryl-substituierte die flache Bootkonformation. Hieraus
ergibt sich, dass der Aromat axial bzw. aquatorial vorliegen kann (Abbildung 1.14).
Durch Methylierung des Dihydropyridinrings in Position vier wird der Aryl-Rest in
aquatorialer Stellung fixiert. Dieses DHP ist pharmakologisch inaktiv.
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H,CO0C

Abbildung 1.14: Stellung des Arylrings in axialer (links) und dquatorialer Stellung (rechts), die durch
Umklappen des DHP-Rings eingenommen wird

Rigidisiert man ein DHP-Molekll durch eine Verbriickung des Alkylsubstituenten an
C-2 oder C-6 mit dem Aromaten, vergleichbar dem DHP in Abbildung 1.15, zeigt sich
ebenfalls, dass die axiale Anordnung der beiden Ringe essentiell ist. Dieses DHP ist
im Gegensatz zu dem in Abbildung 1.14 rechts dargestellten pharmakologisch aktiv .

Substitution am Aromaten in ortho-Stellung erhéht durch die Einschrankung der
freien Drehbarkeit des Aromaten die pharmakologische Wirkung. Dieser Substituent
kann synperiplanar (sp) auf der Seite des C4-Wasserstoffs stehen oder
antiperiplanar (ap) Uber den Dihydropyridinring. Im Kristall tritt bevorzugt die
sp-Stellung auf, auch NMR-spektroskopische Messungen zeigen eine Pravalenz der
sp-Konformation in Lésung. Die Energieunterschiede zwischen beiden Formen sind
jedoch so gering, dass nicht vorhergesagt werden kann, welche am Wirkort
bevorzugt wird. Durch den Mechanismus des ,induced fit* kann der Rezeptor den
Liganden in eine der beiden Stellungen ,zwingen®. Auch hier helfen rigidisierte
Verbindungen weiter. Durch eine Schwefelbriicke zwischen Aryl-Rest und
Dihydropyridinring kann eine stabile sp- oder ap-Stellung ohne Md&glichkeit zur
Rotation geschaffen werden (Abbildung 1.15).
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Abbildung 1.15: Schwefel-verbriicktes DHP-Analogon; die sp-Stellung des Aryl-Restes ist in schwarz, die
ap-Stellung in rot dargestellt [49].

Das Konformer mit der erzwungenen sp-Stellung ist zwei Zehnerpotenzen wirksamer
als dasjenige mit ap-Stellung. Dieses Ergebnis macht die sp-Form als bioaktive

Konformation am Wirkort wahrscheinlich.

Abbildung 1.16 zeigt, dass der Aromat durch Einflhrung eines 5-gliedrigen Lactons
in eine Konformation gezwungen wird, die eine orthogonale Stellung der beiden
Ringe zueinander nicht zuldsst. Dieses Derivat ist pharmakologisch inaktiv. Erst nach
Aufweitung des Ringes zum Zwolfring, was eine orthogonale Konformation erlaubt,

erhalt man eine antihypertensiv wirksame Verbindung [25].

Abbildung 1.16: rigidisiertes DHP, fiir X=0 ist die Verbindung parmakologisch inaktiv , bei Aufweitung
des Lactonringes mit X=-0-(CH.)s-O- erhalt man die pharmakologisch giinstige
orthogonale Stellung der beiden Ringe.

Auch die Stellung der Ester muss betrachtet werden. Setzt man eine glnstige
coplanare Anordnung der Estercarbonylfunktionen mit den DHP-Doppelbindungen
voraus, kdnnen drei Rotationsisomere vorliegen: trans/trans, cis/trans und cis/cis.
Hierbei bedeutet ,cis“, dass Carbonyl-Doppelbindung und Dihydropyridinring-
Doppelbindungen parallel liegen, dies wird auch als ,sp“-Stellung bezeichnet.
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Entsprechend ist ,trans“ die ,ap“Stellung, in der beide Doppelbindungen zu
verschiedenen Seiten zeigen (s. Tabelle 1.3). Die Analyse von Kristallstrukturen hat
gezeigt, dass eine trans/trans-Anordnung nicht beobachtet werden kann, wahrend
die Bevorzugung von cis/trans oder cis/cis vom Arylsubstituenten abhangig ist. Far
die Backbordestergruppe scheint die cis-Stellung essentiell zu sein, der
Steuerbordester ist variabler, bevorzugt aber in Anwesenheit eines o-Aryl-
Substituenten die cis-Stellung.

trans/trans (ap/ap) cis/trans (sp/ap) cis/cis (sp/sp)
X X X
@ @ OR @) OR OR

RO | | OR O | | OR O | | O

) ) )

H H H

trans/trans cis/trans cis/cis

mit o-Aryl-Substituent 0 3von 10 7 voni0
ohne o-Aryl-Substituent 0 14 von 16 2von 16

Tabelle 1.3: Bevorzugte Konformationen der Estergruppen in DHPs; es besteht eine Abhéngigkeit der
Konformation von der Substitution des Aryl-Restes. Die cis-Stellung an der Backbordseite
wird in jedem Fall bevorzugt.

Die pharmakologische Wirkung geht jedoch nicht notwendigerweise auf die
Ausbildung einer Wasserstoffbricke zum Rezeptor zuriick wie sich an dem
Thiophen-Derivat in Abbildung 1.17 erkennen lasst.
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NO,

COOCH,

Ir—z=

Abbildung 1.17: Pharmakologisch aktives S-Thiophen-Derivat, dessen Backbordseite einer rigidisierten
Form des Backbordesters in cis-Stellung entspricht

Dieses S-Thiophen-Derivat ist 50mal aktiver, d.h. es verdrangt [°H]-S-Nitrendipin
50mal starker, und, wie man an der Hemmung der K*-induzierten Kontraktion der
Kaninchenaorta gemessen hat, 20mal Ca**-antagonistischer als das entsprechende
R-Derivat, welches den Thiophen-Ring an der Steuerbordseite hat. Dieser
Unterschied zeigt, wie wichtig die cis-Konformation (sp) an der Backbordseite ist. Sie
bewirkt, dass die lipophile raumflllende Alkylkette parallel zum Arylrest liegt.
Erzwingt man eine der trans-Form entsprechende Lage wie in Abbildung 1.18, ist das
resultierende DHP nahezu wirkungslos.

NO,

COOCH,

Ir—=z=

Abbildung 1.18: Der Backbord-Isopropylrest dieses S-Thiophen-Derivats kann keine Stellung parallel zum
Arylrest einnehmen, dies entspricht einer rigidisierten Form des Backbordesters in
trans-Stellung
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Chirale DHP-Derivate, wie S-Nitrendipin, S-Isradipin etc., zeigen grbéBere
Wirksamkeit als nichtchirale wie Nifedipin, wobei sich eine VergréBerung des
Backbordesters als Aktivitats-steigernd darstellt. Ersetzt man im Nifedipin den
Methylrest des Backbordesters durch einen Isopropylrest, so zeigt das resultierende
Derivat eine 15fache Steigerung der Wirkung. Auch die Methylreste an C-2 und C-4
kénnen durch gréBere Substituenten ohne Wirkverlust ersetzt werden, dies hat
jedoch keine Steigerung der Wirksamkeit zur Folge. Ein Beispiel fir ein solches DHP
ist das S-Amlodipin (Abbildung 1.19).

0 F o
/\/O
H,N N

Abbildung 1.19: S-Amlodipin

Die antagonistische Wirkung lasst sich einfach in eine agonistische umwandeln [25].
Dazu wird nur statt des Backbordesters eine Nitrogruppe, ein Flnf-Ring-Lacton oder
ein H-Atom eingefihrt. DHP-Derivate mit Nitro-Funktion zeigen die starkste
Ca**-agonistische Wirkung. Nur die Substitution des Backbordesters bewirkt eine
Umkehr der Wirkung, Ersatz des Steuerbordesters filhrt zu einem schwachen Ca**-
Antagonisten (s. Abbildung 1.20) [92].
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starker Ca®*-Antagonist

CF, CF,
O,N COOCH, CH,COO NO,
) )
: y
starker Ca®*-Agonist schwacher Ca®*-Antagonist

Abbildung 1.20: Umwandlung eines Antagonisten in einen Agonisten durch Einfiihren einer Nitro-Gruppe

Marrer et al. untersuchten das molekulare elektrostatische Potential (MEP) der
DHP-Agonisten und Antagonisten. In der bereits diskutierten Konformation erhéhen
Antagonisten das MEP des Rezeptors durch ihr positives Potential an der
Backbordseite, wahrend Agonisten das MEP des Rezeptors erniedrigen, da das
negative Potential des Aryl-Restes nicht durch den Alkyl-Rest abgeschirmt, sondern

durch das negative Potential einer Nitro-Gruppe sogar verstarkt wird [34].

Schleifer untersuchte die Konformationen der Ester und des Aryl-Substituenten von
Nifedipin im Vergleich zu einem rigidisierten Dihydropyrimidin mit quanten-
mechanischen Methoden. Diese Untersuchungen zeigen flr die sp/sp/sp-
Konformation der Atome C3/C4/C5 die niedrigste potentielle Energie (vgl. Abbildung
1.15 und Tabelle 1.3). D.h. der Aromat ist so gedreht, dass sein Substituent zur
gleichen Seite zeigt wie der Wasserstoff am Bug des Dihydropyridinrings und die
Doppelbindungen des Dihydropyridinrings und der Ester-Carbonyle an Back- und

Steuerbord parallel, also in cis-Stellung vorliegen. AuBerdem bestétigen diese
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Untersuchungen die Notwendigkeit eines positiven Potentials an der Backbordseite
[72].

Nifedipin-Analoga mit elektronenziehenden Substituenten wie Halogenen oder
Nitrogruppen haben eine hohere Bindungsaffinitdt als solche mit Methyl- oder
Methoxy-Gruppen [15]. Elektronenziehende Substituenten férdern die Ausbildung
eines energetisch gunstigen LUMOs (lowest unoccupied molecular orbital). DHPs
haben bevorzugt ein HOMO (highest occupied molecular orbital) auf dem
Dihydropyridinring, durch die Substituenten-induzierte Elektronenverarmung kommt
es zu einem LUMO auf dem Aryl-Ring. Dieses kann mit einem HOMO des Rezeptors
in eine Elektronen-Donator-Akzeptor-Wechselwirkung eingehen, dies bezeichnet
man auch als Charge-Transfer-Effekt (CT) [76]. Eine Charge-Transfer-Interaktion
kann zwischen elektronenreichen und elektronenarmen m-Systemen ausgebildet
werden. Es entsteht ein Elektronen-Donator-Akzeptor-Komplex (EDA-Komplex), in
dem der Elektronen-Donator reversibel Elektronen auf den Akzeptor Gbertragt.

Die Arbeiten von Schleifer [75] haben gezeigt, dass die Wirkung der DHPs unter
anderem auf der Ausbildung eines Charge-Transfer-Komplexes zwischen dem
aromatischen Substituenten und einer Seitenkette des Proteins beruhen kénnte. Es
kommt zu einem Elektronenibergang zwischen einem LUMO auf dem DHP-
Aromaten als Akzeptor und einem HOMO des Proteins als Donator. Diese kdnnen
von Threonin- oder Methionin-Seitenketten zur Verflgung gestellt werden.

Die Eigenschaften des Pharmakophors werden von Schleifer (Abbildung 1.21) in
einem Pseudorezeptor zusammen gefasst. In Pseudorezeptoren wird eine mégliche
Liganden-Bindungsstelle aufgebaut, in die Informationen der Liganden und des

Rezeptors eingehen [75].
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Tyr

GIn

Tyr

Thr
Phe

Met

Abbildung 1.21: Pseudorezeptor nach [75]

In dem in Abbildung 1.21 dargestellten Pseudorezeptor sind die Aminosauren Glycin,
Methionin, Threonin, Phenylalanin und Tyrosin benutzt worden, um madgliche
Interaktionspartner fir die Eigenschaften des Liganden, z.B. Wasserstoffbriicken,
CT- oder mw/m-Wechselwirkungen, zu finden. Diese Aminosauren wurden in

Mutationsstudien als an der Ligandenbindung beteiligt identifiziert (s. Abschnitt
1.4.2).
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1.5.2 Zusammenfassung des Pharmakophors

ydrophoba

Interaktion Charge-Transfer?

n-m-Interaktion?

Raum fiir
molekulare
rweiterungen £

H-Brickendonor

Abbildung 1.22: Zusammenfassung des Pharmakophors am Beispiel des S-Isradipins nach [49]

Raum fiir molekulare
Erweiterungen

H-Briickenakzeptor

e  Wasserstoffbrickendonator am N1

. Wasserstofbriickenakzeptor-Méglichkeit auf der sp-orientierten Steuerbord-
Seite

o Lipophile Wechselwirkungsméglichkeit bzw. Abschirmung der negativen
Ladung der Backbordseite notwendig fur antagonistische Wirkung

e  Carbonyl-Gruppe des Backbordester mit sp-Konformation

. orthogonaler, pseudoaxialer Aryl-Ring mit Substituenten in sp-Konformation,
der CT oder m-T—Wechselwirkungen eingehen kann.

e  GrbBere Reste an C2 und C6 werden toleriert, soweit der N1-
Wasserstoffbricken-Donor nicht behindert wird.

e VergréBerung der Ester, filhrt auf der Backbordseite zur Anderung der
Affinitat, wobei der Isopropyl-Rest bevorzugt wird, auf der Steuerbordseite ist
eine VergréBerung mdglich, jedoch nicht aktivitatssteigernd.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

DHPs sind ein fester Bestandteil des Arzneimittelschatzes, ihr Wirkmechanismus ist
jedoch ungeklart. Da keine experimentellen Daten Uber die dreidimensionale Struktur
der DHP-Bindungsstelle vorliegen, muss hier auf Modelle zurtickgegriffen werden.

Das Aufgabengebiet der Protein-Modellierung umfasst das Erstellen eines Modells
von Proteinen unbekannter Struktur unter Zuhilfenahme von Proteinkoordinaten
verwandter Proteine mit hinreichender Sequenz-Homologie, deren dreidimensionaler
Aufbau durch NMR, Elektronen-Mikroskopie oder Kristallstrukturanalyse geklart

wurde.

Das Ziel dieser Arbeit ist die dreidimensionale Darstellung der Bindungsstelle der
Dihydropyridine am spannungsgesteuerten Ca®*-Kanal vom L-Typ. Problematisch ist
hierbei, dass im Fall des Ca?-Kanals keine Kristallstrukturen verwandter Kanéle
vorliegen, deren Sequenzen eine hinreichend hohe Homologie aufweisen. Die
aufgeklarten K*-Kanale zeigen maximal eine Sequenz-Homologie von 20% in den
transmembranéaren Bereichen. Es gilt also, konservierte bzw. homologe Aminosauren
aufzuspuren, die als Anhaltspunkte fir Strukturmodelle dienen kénnen. Allein auf der
Grundlage der vorhandenen Kristallstrukturen ein zuverlassiges Modell zu erstellen,
ist daher nicht mdglich. Diese Kristallstrukturen sind jedoch die einzige verflgbare
strukturelle Grundlage. Ein ahnliches Problem zeigen die G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR). Die Kristallstruktur des bovinen Rhodopsins zeigt zu vielen
GPCRs ebenfalls eine Homologie von ca. 20%, es gibt jedoch so genannte
~pinpoints®, d.h. Aminosauren, die in der gesamten Gruppe konserviert sind. Diese
Hilfe haben die Kationen-Kanéle nicht. Dafir kann auf die Information aus dem
Pharmakophor zurlickgegriffen werden.

Es gilt, mdglichst viele der experimentell ermittelten Daten im Modell zusammen zu
fassen. So ist bekannt, welche Aminosauren an der Bindung bzw. Inaktivierung
beteiligt sind. Man weiB, dass sie sich in den transmembrandren Regionen befinden
und dass diese helikal vorliegen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wird die Topologie der Ca®*-Kanal-Sequenz Q13936
untersucht und transmembranare, helikale Bereiche identifiziert. In einem multiplen

Sequenz-Alignment werden die Sequenzen der jeweiligen transmembrandren
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Bereiche diverser K*-Kanale und Ca®*-Kanéle bzgl. ihrer Homologie verglichen. So
soll eine Bricke zwischen den Sequenzen der Kristallstruktur und Q13936
geschlagen werden. Auf dieser Grundlage wird im zweiten Schritt ein Struktur-
Alignment durchgefliihrt bei dem die Koordinaten der Kristallstruktur auf Q13936

Ubertragen werden.

Das so erzeugte Modell wird im zweiten Abschnitt dieser Arbeit auf seine Fahigkeit
mit den DHP-Liganden interagieren zu kénnen geprift. Mit Docking-Methoden
werden die Liganden in die Bindungsstelle eingebracht und die mdglichen
Interaktionen betrachtet. Zur Verbesserung des Modells kann dann das Sequenz-
Alignment geandert werden, bis giinstige Kontakte gefunden werden.

Da ein Docking in flexible Proteine (noch) nicht mdglich ist, sollen im letzten Teil
durch Molekildynamik-Simulationen (MDS) die Interaktionen zwischen Ligand und
beweglichem Protein betrachtet werden. Auch dies kann Hinweise zur Verbesserung
des Modells geben. Besondere Beachtung verdient hierbei der Unterschied zwischen
DHP-Agonisten und -Antagonisten. Sie unterscheiden sich ausschlieBlich in dem
Ersatz des Backbordesters durch eine Nitro-Gruppe, die mit S1114 zu interagieren

scheint.
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3 Methoden

3.1 Homologie Modelling

Fir den pharmazeutischen Chemiker ist eine genaue Kenntnis des Targets eines
Arzneistoffes wichtig, um auf chemischem Wege die Wirksamkeit zu verbessern. Gibt
es keine Kristallstruktur eines Target-Proteins, so fehlen Informationen Uber den
dreidimensionalen Aufbau der Bindungsstellen. Die Aminosauresequenz bestimmt
die physikochemischen Eigenschaften und damit Sekundér- und Tertiarstruktur eines
Proteins. Da man davon ausgehen kann, dass Proteine &hnlicher Funktion einen
analogen dreidimensionalen Aufbau ihres aktiven Zentrums haben, kdnnen
Proteinkoordinaten homologer Sequenzen auf Proteine nicht geklarter Struktur
Ubertragen werden. Hierzu muss untersucht werden, welche Bereiche eine hohe
Sequenzidentitat bzw. -ahnlichkeit aufweisen. Diese wird als Homologie bezeichnet.
Homologe Abschnitte weisen in den meisten Fallen die gleiche oder zumindest
ahnliche Sekundarstruktur auf. Bei membransténdigen Proteinen ist auch die
Fahigkeit eines Sequenzabschnitts, eine membrandre oder zytoplasmatische

Position einnehmen zu kénnen, wichtig.

3.1.1  Sekundarstrukturvorhersagen

Die physikochemischen Eigenschaften einer Aminosduresequenz bestimmen die
Sekundarstruktur und die Fahigkeit eine transmembranare Lage einzunehmen. Zur
Untersuchung dieser Eigenschaften stehen verschiedene rechnerische Methoden zur
Verfigung. Der Metaserver PredictProtein [35] bietet die Mdglichkeit eine gegebene

Sequenz an verschiedene Server zu schicken.

3.1.1.1 PHD
Das Programm PHD macht eine Vorhersage von Sekundarstrukturen

transmembranérer Helices. Die eingegebene Sequenz wird einem in der Datenbank
HSSP [33] enthaltenen Alignment zugeordnet. Dieses Alignment dient als Input fir
ein neuronales Netzwerk [70]. FlOr jede Aminosdure kennt das Netz die
Wabhrscheinlichkeit, dass sie Teil einer transmembrandren Helix ist. Mit einer
FenstergréBe von 16 Aminosauren wird nach Sequenzabschnitten gesucht, die die

héchste Wahrscheinlichkeit haben, Teil einer transmembranaren Helix zu sein. In
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einem anschlieBenden Schritt wird nach dem Modell gesucht, dass fir Helixlangen
zwischen 18 und 25 Aminosauren den besten Kompromiss aller méglichen Modelle
bzgl. der Wahrscheinlichkeit, Teil einer transmembranédren Helix zu sein, darstellt.

3.1.1.2 Dense Alignment Surface (DAS)
Die DAS-Methode wurde entwickelt, um transmembranéare Bereiche von Sequenzen,

flr die es keine homologen Proteine geklarter Struktur gibt, vorhersagen zu kdnnen.
Zuerst wird eine DAS-Oberflache fir die zu untersuchende Sequenz erstellt. Dabei
wird die Sequenz in Gruppen von zehn Aminosauren jeweils paarweise mit den
Sequenzen eines Datensatzes auf Grundlage der jeweiligen Hydrophobizitat
verglichen. Wird ein Cutoff-Wert Uberschritten, wird dieser Stelle ein Punkt
zugeordnet. Die Summe dieser Punkte ergibt die DAS-Oberflache. Die Eigenschaften
dieser Oberflache werden mittels einer Matrix mit der Oberflache nicht homologer
Proteinen, zu deren Topologie es experimentelle Daten gibt, verglichen [17].
Nachdem das Fenster die Sequenz ,abgefahren” hat, wird der Bereich der gréBten
Hydrophobizitat der Membranmitte zugewiesen.

3.1.1.3 Psipred
Beruhend auf experimentellen Strukturdaten und mit Hilfe von neuronalen

Netzwerken errechnet Psipred Sekundarstrukturvorhersagen, wobei es in der Lage
ist, a-Helices und B-Faltblatter vorher zu sagen [44].

3.1.1.4 TopPred
Das Programm TopPred sagt die Hydrophibizitat einer Sequenz beruhend auf dem

von-Heijne-Algorithmus unter Berlcksichtigung der ,positive-inside-rule® voraus.
Diese besagt, dass bei transmembranaren Helices die positiv geladenen
Aminosauren typischerweise am zytoplasmatischen Ende zu finden sind [87]. Die
Topologie einer Sequenz der Lange von n+q Aminosauren wird bestimmt. Die GroBe
n reprasentiert die Lange des transmembranaren Teil, q den Ubergang Membran-
Zytoplasma. Beginnend beim N-Terminus wird eine Aminosdure als Anfangspunkt
betrachtet und das Fenster erweitert, bis ein Topologie-Profil eines

transmembranédren Bereichs gefunden wird.
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3.1.1.5 ProtScale
Das Programm ProtScale beruht auf den Hydropathie-Untersuchungen von Kyte und

Doolittle [51]. In der von ihnen aufgestellten Skala wird jedem Protein ein Wert
zugewiesen, der ihre Hydrophilie bzw. Hydrophobie (zusammen: Hydropathie)
widerspiegelt. Diese Werte werden aus verschiedenen experimentellen Daten
abgeleitet. Bei der Untersuchung der Sequenz wird jeder Aminosaure der
entsprechende Wert zugeordnet. AnschlieBend wird die Sequenz mit einem Fenster
definierter GrdBe ,abgefahren®: die Werte innerhalb des Fensters werden addiert und
der Aminosaure in der Mitte des Fenster zugeordnet. Fahrt man mit diesem Fenster
Uber die gesamte Sequenz, so ergeben sich je nach gewéhlter FenstergréBe
unterschiedlich genaue Hydropathieprofile. Kleine Fenster (ca. sieben Aminosauren)
ergeben eine bessere Auflésung, aber auch haufiger falsch positive Ergebnisse, d.h.,
es werden z.B. transmembranare Bereiche gefunden, die nicht vorhanden sind [6].
GrbBere Fenster reduzieren das Problem der falsch positiven Bereiche, bergen aber
das Risiko, dass nahe beieinander liegende transmembranare Bereiche nicht

unterschieden werden kénnen.

3.1.2 Multiples Sequenz-Alignment

Der Vergleich von Sequenzen ist ein wichtiges Werkzeug, um konservierte und
homologe Bereiche oder Aminosauren einer Sequenz zu identifizieren. Sequenzen
kénnen in einem globalen Alignment Gber ihre gesamte Lange verglichen werden
oder auch abschnittsweise mittels eines lokalen Alignments. Bei hoch homologen
Sequenzen von Proteinen empfiehlt sich ein globales Alignment. Bei Sequenzen
geringer Homologie, die z.B. ein dhnliches aktives Zentrum haben, empfiehlt es sich,

nur diesen Bereich in einem lokalen Alignment zu untersuchen.

3.1.2.1 ClustalW
Dieses Programm ist in der Lage, unter Zuhilfenahme verschiedener Matrices

Protein- oder DNA-Sequenzen zu vergleichen. Als Ergebnis werden wahlweise
konservierte bzw. homologe Aminoséauren oder physikochemische Eigenschaften
angegeben. Da Loop-Regionen membranstandiger Proteine haufig variabel in der
Sequenzlange sind, kdnnen an diesen Stellen ,Gaps* eingeflihrt werden [86].

3.1.2.2 Gen-Alignment
Das Genom enthalt Codons von drei Basen, die jeweils eine Aminosauren codieren.

Zwar gibt es fur fast alle Aminosauren mehrere Codons, doch kann auch der
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Austausch einer Base zur Codierung einer anderen Aminoséauren fihren. Tabelle 3.1
zeigt den genetischen Code anhand der Codons der Messenger-Ribonucleinsaure.
So codiert z.B. CUU Leucin. AUU wére eine konservative Mutation zu Isoleucin, also
einer homologen Aminosaure, wahrend CCU ein Prolin in die Aminosédure-Sequenz
einfihrt, welches durch seine cyclische Struktur andere Eigenschaften besitzt als

Leucin und Isoleucin.

Punktmutationen des Genoms kdénnen einen wichtigen Einfluss auf die Aminoséaure-
Sequenz und damit auf die Eigenschaften eines Proteins nehmen. Es kann also
mdglich sein, dass Aminosaure-Sequenzen geringer Homologie Gen-Sequenzen
hdoherer Homologie aufweisen. Die Gen-EMBL-Datenbank [90] des European
Bioinformatics Institute stellt die bekannten Sequenzen zur Verflgung. Die
Vernetzung der SwissProt-Eintrage mit Gen-EMBL erleichtert das Auffinden. Es gibt
Programme, die den Translationsprozess revers (von der Protein- zur Gen-Sequenz)
durchfihren. Ihre Verwendung ist nicht zu empfehlen, da sich der genetische Code
zwischen den Spezies unterscheidet und eine AS mehrere Codons aufweisen kann.
Das Programm wird das am haufigsten benutzte Codon wéhlen, dies muss aber nicht
der realen Sequenz entsprechen. Es empfiehlt sich also, auf sequenzierte Gene

zurickzugreifen.
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1.Base 2.Base 3.Base

u C A G

U Phe Ser Tyr Cys U

Phe Ser Tyr Cys C

Leu Ser STOP STOP A

Leu Ser STOP Trp G

C Leu Pro His Arg U

Leu Pro His Arg C

Leu Pro Gin Arg A

Leu Pro GIn Arg G

A lle Thr Asn Ser u

lle Thr Asn Ser C

lle Thr Lys Arg A

Met (Start) Thr Lys Arg G

G Val Ala Asp Gly U

Val Ala Asp Gly C

Val Ala Glu Gly A

Val Ala Glu Gly G

Tabelle 3.1: der Genetische Code

Auch die Auswahl des Programms ist wichtig. Das vom Center for Bioinformatics and
Biological Computing der Murdoch University/Australien im World Wide Web
verfiigbare Programm CBA [36] wandelt die Gensequenz zuerst in die Aminosaure-
Sequenz um, fihrt ein multiples Sequenz-Alignment mit ClustalW durch und gibt das
Alignment wieder als Gensequenz aus. Logischerweise ergibt sich hierdurch flr die
Problemstellung dieser Arbeit keine Verbesserung. Besser ist es, direkt mit der
Gensequenz zu arbeiten, woflir es auch entsprechende Matrices gibt, z.B. Blosum
oder Pileupdna. Das Software-Paket GCG [24] des Deutschen Krebsforschungs-
zentrums in Heidelberg (DKFZ) ist hierflr gut geeignet.
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3.2 Seitenkettenrotamer-Bibliotheken

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

kdnnen.

3.2.1 Die Bibliothek nach Ponder und Richards

Die Rotamer-Bibliothek von Ponder und Richards [67] beruht auf einer Analyse von
19 Proteinen hoher Aufldsung (< 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 Tabelle Uberfiihrt, die die Grundlage der Rotamer-Bibliothek des
Programmes Insight2000 bildet.

Far einige Aminosduren konnten in der urspriinglichen Datenbank nur eingeschrankt
Aussagen gemacht werden: die Verteilung der xi-Winkel des Prolins zeigt keine
deutlichen Cluster, die drei in der Bibliothek vorhandenen Rotamere wurden kiinstlich
eingeteilt. Fir x3 des Glutamins sowie x3 und x4 von Lysin und Arginin konnten keine
statistischen Aussagen gemacht werde, da diese Winkel in den Kristallstrukturen
durch die hohe Flexibilitat zu schlecht aufgelést waren.

3.22 SCWRL

Fir das Programm SCWRL [78] wurden die Konformationen der Seitenketten von
zuletzt 814 Proteinen der Protein Data Bank [8] analysiert und, im Gegensatz zur
vorher beschriebenen Bibliothek, als Funktion der Konformation des Protein-
Rlckgrats aufgefasst. Schon bei den xi-Winkeln treten manche Rotamere sehr
selten auf — die Datenbank enthalt in diesen Féllen nicht geniigend Material, um die
Wahrscheinlichkeit fir diese Winkel verlasslich abschatzen zu kénnen. Aus diesem
Grund wurde die Auswertung der Kristallstrukturen fiir x1-Winkel und fir bestimmte
Kombinationen von Xi-, X2-, X3- und x4-Winkeln durch Bayesianische Statistik erganzt
und so ihre Wahrscheinlichkeit genauer festgelegt.

Die SCWRL-Rotamerbibliothek enthélt also fir alle Aminoséduren die Wahrschein-
lichkeit fir die verschiedenen xi-Rotamere in Abhangigkeit von den Rluckgratwinkeln
¢ und @ (zusatzlich gibt es fir Asp und Asn auch eine Abhangigkeit des x>-Winkels
von ¢ und y). Bei allen weiteren Seitenkettenwinkeln wird von einer Abhangigkeit
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von aufeinander folgenden Winkel ausgegangen. Das Programm ist allerdings bisher
nicht in der Lage, xs-Winkel und x4-Winkel zuzuordnen, fir diese wird eine gestreckte

Konformation angenommen.

Fir ein gegebenes Protein-Rickgrat baut SCWRL jedes mégliche Rotamer fir alle
Aminosauren und sucht nach Kombinationen, die mdglichst geringe Kollisionen
zwischen Ruickgrat und Seitenketten bzw. zwischen den Seitenketten selbst
verursachen. Jedem Rotamer wird eine Energie zugewiesen, die aus seiner
Wabhrscheinlichkeit abgeleitet ist, so dass bei der Suche nach energetisch ginstigen
Kombinationen die Haufigkeit der einzelnen Rotamere berlcksichtigt wird.

3.2.3 PROCHECK

Bei PROCHECK [68] handelt es sich um eine Reihe von Programmen, mit denen
Proteinstrukturen auf ihre Qualitéat hin Gberprift werden kénnen. Dabei wird, neben
der stereochemischen Qualitat an sich, auch ein Vergleich mit Kristallstrukturen der
gleichen Auflésung angestellt. PROCHECK berechnet eine Anzahl von Parametern,
die als gute Indikatoren der stereochemischen Qualitdt angesehen werden [62], wie
z.B. die Verteilung der @, g, w und xi1-Winkel und vergleicht sie mit Standardwerten,
die aus Protein-Kristallstrukturen abgeleitet sind. Andere Parameter wie die
Standard-Bindungslangen und -winkel sind von Kristallstrukturen der Cambridge
Structural Database [2] abgeleitet.

3.3 Liganden-Docking

3.3.1 AutoDock

Das Programm AutoDock dient dem automatisierten Docking von Liganden in ein
starr gehaltenes Rezeptor-Protein. Urspriingliche Versionen benutzen ein Monte
Carlo (MC) Simulated Annealing (SA) Protokoll, auch Metropolis-Methode genannt.
Dies bedeutet, die Startgeometrie wird mit den Metropolis-Algorithmus willkirlich
gewahlt, dann wird der Komplex aus Rezeptor und freiem Liganden erwarmt,
langsam abgeklhlt, wieder erwarmt, abgeklhlt usw. Dadurch bewegt sich das
Molekul. Die Anzahl dieser Zyklen kann variiert werden. Es soll hierdurch das globale
Minimum gefunden werden. Die gefundenen Endgeometrien werden in Clustern
zusammen gefasst [26]. Hierbei wird zuerst mit dem Unterprogramm ,Autogrid” ein
Grid-Kubus Uber das Protein gelegt. Dieser wird fiir die im Liganden vorkommenden



54 3 Methoden

Atomtypen berechnet, indem ein Sondenatom die Bindungsstelle ,abféhrt“ und die
Interaktionsenergie fir jeden Punkt des Grid-Kubus berechnet. Der Ligand darf sich
in diesem Kubus nach dem Zufallsprinzip frei bewegen. In jedem Simulationsschritt
wird eine geringfiigige Veranderung der Freiheitsgrade (z.B. Rotation des
Schwerpunktes, Drehung um Bindungen oder des gesamten Molekuls) durchgefiihrt.
So erhalt man in jedem Schritt eine neue Konformation. Die Energie wird gegen das
Grid-Feld evaluiert, indem je acht Grid-Punkte zusammengefasst und ihre
Interaktions-Energie mit einem bestimmten Atomtyp, z.B. Kohlenstoff, Fluor usw., der
durch den Liganden dort zu liegen kommt, berechnet wird. In einem weiteren
Simulationsschritt darf sich der Ligand wieder bewegen und die Interaktions-Energie
zum Grid-Feld wird aufs Neue berechnet. Diese neue Energie wird mit der
Interaktions-Energie des voran gegangenen Schrittes verglichen. Wenn die Energie
hoher ist, wird die Akzeptanz dieser Konformation geprift. Hierbei wird
berlicksichtigt, dass bei hdherer Temperatur eine energetisch unglnstige
Konformation mit gréBerer Wahrscheinlichkeit vorkommt als bei geringerer
Temperatur. Die Temperatur wird durch den Benutzer vorgegeben. Sie geht nach
folgender Formel in die Wahrscheinlichkeit der Akzeptanz ein.

AE

P(AE) :e[_ksTJ (3.1)

AE  Energiedifferenz zum vorherigen Schritt

Kg Boltzmann-Konstante

Ist die Temperatur hoch genug, werden alle AE akzeptiert, bei niedrigerer
Temperatur nur Strukturen geringerer Energie.

Es werden mehrere Zyklen durchlaufen und die Ergebnisse in Clustern zusammen-
gefasst [23]. Die erhaltenen Konformationen kénnen mit der Modelling Software

Sybyl oder der kirzlich entwickelten AutoDock-Tools-Software visualisiert werden.
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3.3.2 FlexX

Mit Hilfe des Programmes FlexX [69] ist man in der Lage, Liganden in die
Bindungstaschen von Proteinen einzupassen und Liganden-Rezeptorkomplexe zu
generieren. Das Programm platziert den Liganden durch einen inkrementartigen

Aufbau in der Bindungstasche des Rezeptors.

Die Informationen, die das Programm benétigt, sind: eine Datei, die Koordinaten und
Atomtypen der Rezeptorproteins enthélt, eine Definition der Bindungstasche durch
Angabe der mit dem Liganden interagierenden Aminosduren und eine Datei, die

Koordinaten und Atomtypen des Liganden enthalt.

In einem ersten Schritt wird der Ligand in Fragmente aufgeteilt. Aus diesen wird
automatisch oder manuell ein Basisfragment ausgewahlt. Diese Teilstruktur sollte
aussagekraftige Eigenschaften besitzen, die fir eine Ligand-Rezeptor-Interaktion von
entscheidender Bedeutung sein kdnnen, z.B. die Fahigkeit Wasserstoffbriicken
auszubilden. Mdgliche Interaktionen werden wie folgt berechnet: ein Interaktions-
zentrum wird definiert und eine spharische Oberflache wird um dieses
Interaktionszentrum gelegt. Eine Interaktion kommt dann zu Stande, wenn die
Oberflache eines Interaktionspartners mit dem Interaktionszentrum einer anderen

interagierenden Gruppe Kontakt hat.
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Platzieren des

A kompletten Liganden

iy WM
o/ wavspan /s

TR

Platzieren des
achten Fragments

Platzieren des
zweiten Fragments

Platzieren des
Basisfragments

Energetisch glinstige Interaktionen

Energetisch ungtinstige Interaktionen

Fragmente des Liganden

Abbildung 3.1: Vorgehensweise des Programms FlexX: inkrementartiger Aufbau des Liganden in der
Bindungstasche der Dihydrofolsaurereduktase nach Rarey [69]
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/ Oberfléche \ H—O
O cC=0 %
" Interaktionszentrum /
c Gruppe A Gruppe B
T

Abbildung 3.2: Links: die interagierende Flache einer Carbonyl-Gruppe
Rechts: das Zustandekommen einer Interaktion der Gruppen A und B. Die
Interaktionszentren liegen jeweils auf der Interaktionsflaiche des Wechselwirkungspartners.

Neben der in Abbildung 3.2 dargestellten Méglichkeit kegelférmiger Oberflachen
werden auch Teilkegel und sphéarische Rechtecke erhalten, je nachdem, welche
Interaktion berechnet wird. Die Berechnung der Oberflachen stammt aus
Untersuchungen von Interaktionen in Kristallstrukturen [50]. In Tabelle 3.2 sind
Interaktionen und relevante Interaktionsoberflachen wiedergegeben. Das Basis-
fragment wird nach einem ,Pose Clustering“-Algorithmus in die Bindungstasche
eingepasst. Hierbei wird nach Lésungen gesucht, bei der flr das Basisfragment drei
Interaktionen mit dem Rezeptorprotein gefunden werden kénnen. AnschieBend wird
von diesen Ldsungen ausgehend der Rest des Liganden inkrementartig in dem
Rezeptorprotein aufgebaut. Der Aufbau geht sehr rasch vonstatten, da die
Fragmente nur mit einer diskreten Anzahl von Torsionswinkeln addiert werden. Die
erweiterten Fragmente, die nicht mit Teilen der Rezeptor-Struktur oder mit sich
selbst Uberlappen, werden beibehalten und fir den weiteren Aufbau verwendet.
Wahrend des Aufbaus wird nach zusatzlichen Kontakten mit dem Rezeptor gesucht,
die dann auch in die Gesamtbewertung der Platzierung mit eingehen. Die Bewertung
erfolgt anhand einer von Béhm [12] entwickelten Scoring-Funktion, die leicht

modifiziert wurde [69].
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Interagierende Gruppe Beispiel Geometrie der Interaktionszentrum
Oberflache
H-Briicken Donor O-H Kegel H
N-H Kegel H
Metall-lon Zn* Sphare Zn
H-Briicken oder C=0 on COO 2 sphéarische @)
Metall-lon Akzeptor Rechtecke
C=0; S=0; V=0 Kegel O
R-O-H 2 sphérische @)
Rechtecke
R20, RsN Kegel O,N
Aromatische 2 Kegel oberhalb und Ringzentrum
Gruppen unterhalb der
Oberflache
Gruppen, die mit Aromaten Kegel H
Aromaten
interagieren
Methylgruppen Sphare C
Amide 2 Kegel oberhalb und Mitte der C-N Bindung

unterhalb der
Oberflache

Tabelle 3.2: Interagierende Gruppen und Geometrie der Interaktion im Programm FlexX

FlexX bietet mit dem Modul ,Pharm® die Méglichkeit der Einfihrung eines Filters, der

die Ergebnisse auf bestimmte Interaktionen untersucht und so den Ergebnis-Raum

eingrenzt. Das Modul kann auch nachtraglich als Filter eingesetzt werden, um die

Anzahl an Docking-Ergebnissen zu verringern und so Ubersichtlicher zu gestalten.
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Im Verlauf der Arbeit zeigte sich FlexX dem Programm AutoDock Uberlegen. Die
Bindungsstelle kann mit FlexX einfacher definiert werden, das Platzieren eines
Kubus wie beim Programm AutoDock entfallt. Auch werden maégliche Interaktionen
von FlexX tabellarisch angegeben, was die Auswertung erleichtert. Da die
Ergebnisse vergleichbar sind, wurde auf den Gebrauch von AutoDock im letzten Teil

dieser Arbeit, dem Bau der Modelle nach KvAP verzichtet.

3.4 Quantenchemie

Mit dem Begriff Quantenchemie bezeichnet man die Anwendung der
Quantenmechanik auf chemische Fragestellungen wie z. B. die Beschreibung
chemischer Reaktionen oder auch die Berechnung von Molekilgeometrien und
Molekulleigenschaften.

Nutzt man auBer den Werten der Fundamentalkonstanten (z.B.: Elementarladung
e=1,6022*10"° C; Masse des Elektrons ms=9,1094*103" kg; das Plancksche
Wirkungsquantum h=6,6261*102* Js) nur die Kernladungen der beteiligten Atome
und keine experimentell abgeleiteten Parameter, spricht man auch von ab initio-
Berechnungen (ab initio (lat.): von Anfang an). Ein Molekul wird demnach nur Uber
Atomkerne, Elektronen, Multiplizitit und die Kernkonfiguration definiert. Im
Gegensatz dazu werden bei den semiempirischen Verfahren viele der zu

berechnenden Integrale aus empirischen Parametern abgeleitet.

Grundlage quantenchemischer Berechnungen ist die Schrédinger-Gleichung:

HY = E¥ (3.2)
H  Hamilton-Operator

v Wellenfunktion

E

Energie des Zustands

Die Lésung der Schrddinger-Gleichung ergibt eine Wellenfunktion eines Systems,
dessen Eigenschaften aus ihr abgeleitet werden kénnen. Eine exakte Lésung der
Gleichung ist allerdings nur fir sehr kleine Systeme wie ein Wasserstoffatom

maoglich. Fur groBere Moleklle werden Naherungen wie die Self Consistent Field
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(SCF)-Methode verwendet, die von Hartree und Fock entwickelt wurde. Drei

N&aherungen sind dabei wichtig [28]:

1. Die Bewegung von Kern und Elektron wird getrennt, die Position der
Atomkerne wird stationar angenommen (Born-Oppenheimer-Naherung). Die
Kerne bewegen sich ,aus der Sicht der Elektronen” nur wenig, weil sie eine
wesentlich héhere Masse besitzen. Dies flhrt zur Eliminierung der kinetischen
Energie der Atomkerne aus der Schrédinger-Gleichung und Iasst nur einen
konstanten Term fiir die potentielle Energie Ubrig (elektronische Schrédinger-
Gleichung).

2. Auftrennung der Elektronenbewegung (Hartree-Fock-Naherung): Die
Vielelektonen-Wellenfunktion wird als eine Summe der Produkte von
Einelektronen-Wellenfunktionen betrachtet.

3. Die einzelnen Molekilorbitale werden als Linearkombinationen von
Atomorbitalen (LCAO) dargestellt.

3.5 Kraftfeldmethoden

Im Gegensatz zu quantenchemischen Methoden erlaubt ein Kraftfeld die schnelle
Berechnung auch groBer Moleklle. Nur so ist es zum Beispiel mdglich, das
dynamische Verhalten von Proteinen zu untersuchen. Allen Kraftfeldern liegt die
Annahme zugrunde, dass sich der Energieinhalt eines Molekuls Gber die Gesetze der
klassischen Mechanik berechnen lasst (,Moleklimechanik®). Dabei wird die Energie
des Molekils als Funktion seiner Atomkoordinaten berechnet. Die Atome werden als
Massenpunkte betrachtet, die Uber Federn miteinander verbunden sind. Die
Geometrie der Ruhelage wird Uber Gleichgewichtswerte beschrieben, Kraft-
konstanten geben die Festigkeit der Bindungen an. Die aktuellen Bindungslangen,
Bindungswinkel, Torsionswinkel etc. in einem Molekill werden bei einer Minimierung
im Kraftfeld Gber mechanische Krafte diesen Referenzwerten angenahert. Ist die
ideale  Geometrie nicht erreichbar, werden Abweichungen von den
Gleichgewichtswerten mit Strafenergien belegt, deren Summe die Gesamtenergie
des Molekils ergibt. Ein véllig entspanntes Molekll hatte demnach den Energiewert
Null. Kraftfeldenergien haben keine physikalische Relevanz, Energiedifferenzen

kénnen aber miteinander verglichen werden.
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Standardenergieterme in Kraftfeldern die Bindungslangenenergie Eg, die
Bindungswinkelenergie Ew, die Torsionswinkelenergie Er, die Schwingungenergie
der Atome Eqop und die beiden Terme fur Wechselwirkungen Uber den Raum,

EZZEB-l_zEW+ZET+ZEoop+zEvdW+zEele (33)

In dieser Arbeit wurde das als CVFF bezeichnete Kraftfeld (CVFF = consistent

namlich die van-der-Waals-Energie E,gw und die elektrostatische Energie E¢ (3.5)

valence force field) verwendet. Es wurde urspringlich entwickelt, um die
Eigenschaften von Proteinen bzw. Peptiden wiedergeben zu kénnen. Inzwischen
wurde es aber dahingehend erweitert, dass auch andere chemische Systeme
berechnet werden kdénnen, die allerdings ahnliche funktionelle Gruppen wie Proteine
besitzen sollten. Um die Interaktion zwischen Protein und DHP berechnen zu kénnen
wurde ein modifiziertes Kraftfeld benutzt, in dem die flache Boot-Konformation der
DHP parametrisiert vorliegt. Die Kraftfeld-Terme sollen im folgenden né&her

beschreiben werden.

Bindungslange:

E, =) k,(d—d,)’ (3.4)

o

d aktuelle Bindungslange (A)

o

do Referenz-Bindungslange (A)

ke  Bindungslangenkranftkonstante (kcal/A?)

Ublicherweise wird fiir die Berechnung der Bindungslangenenergie eine quadratische
Funktion verwendet, jede Abweichung vom Idealwert fihrt so zu einer Erhéhung der
Energie.
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Bindungswinkel:

Auch die Bindungswinkelenergie wir Uber einen harmonischen Term berechnet:

E, :zke(e_eo)z (3.5)
] aktueller Winkel zwischen zwei aneinander grenzenden Bindungen
o Referenz-Bindungswinkel

ko Bindungswinkel-Kraftkonstante (kcal/mol)

Torsionswinkel:

Dieser Term beschreibt die Drehung um eine Einfachbindung und wird mit

trigonometrischen Funktionen berechnet:

E, =ZkT [1+cos(na)—a)o)] (3.6)
Kr halbe Torsionsbarriere (kcal/mol)
n Periodizitat
w aktueller Torsionwinkel

Wo Referenztorsionwinkel (0° oder 180°)

Out of plane bending:

Mit diesem Energie-Term wird die Auslenkung eines planar gebundenen Atoms aus
der Ebene beschrieben. Das CVFF-Kraftfeld benutzt hierfir so genannte improper
torsions. Dabei wird ein fiktiver Torsionswinkel aus drei miteinander verbundenen
Atomen und einem vierten (benachbarten) Atom gebildet und wie ein normaler

Torsionswinkel berechnet.
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E(mp :k[l"'cosnz_;{o] (37)

Koop  Kraftkonstante oder out-of-plane-Energie
n Periodizitat
X aktueller fiktiver Torsionswinkel

X0 fiktiver Referenztorsionswinkel

Interaktionen liber den Raum:

Nichtkovalente Wechselwirkungen treten zwischen Atomen auf, die mindestens zwei
kovalente Bindungen von einander entfernt sind. In Kraftfeldern werden sie Uber die
Dispersionsenergie und die Coulomb-Wechselwirkung bertcksichtigt.

Dispersionsenergieterm:

Dispersion entsteht bei unpolaren Molekilen durch die Bewegung der Elekironen, die
in benachbarten Atomen ein Dipolmoment induzieren. Nahern sich die Atome zu sehr
an, stoBen sie sich gegenseitig ab. Anziehung und AbstoBung sind nur Uber sehr
kurze Entfernungen wirksam und kdénnen Uber das Lennard-Jones-Potential
beschrieben werden. Die AbstoBung nimmt dabei in der zwdlften Potenz, die

Anziehung in der sechsten Potenz des Abstands ab.

E, = % —B—g (3.8)
o
A;  Konstante im repulsiven Term (kcal/A'?)
Bj  Konstante im attraktiven Term (kcal/A®)

Rij  Abstand zwischen den Atomen i und j
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Elektrostatischer Term:

Fir die Berechnung der elektrostatischen Energie wird das Coulomb-Potential
verwendet, das die Wechselwirkung zwischen zwei Ladungen in Abh&ngigkeit von
ihrem Abstand und der Dielektrizitdtskonstante wiedergibt. Die Dielektrizitats-

konstante kann dabei ebenfalls abstandsabhangig gewahlt werden.

q.9 ;
E,=>—~ (3.9)

;€

giq; Ladung der Atome i, j (e)

o

Fi Abstand zwischen den Atomen iund j (A)

£ Dielektrizitatskonstante

3.6 Molekuldynamiksimulation (MDS)

Bei molekuldynamischen Methoden (MD) wird im Gegensatz zur Molekilmechanik
(MM) auch die Beweglichkeit der Molekule beriicksichtigt. Bewegung ist in der Natur
auch im molekularen MaBstab sehr wichtig. Chemische Reaktionen kommen nur
durch das Aufeinandertreffen der Reaktionspartner zustande, Liganden mussen ihre
Konformation andern, um an den Rezeptor binden zu kdnnen (z.B. induced fit),
Proteine missen sich bewegen, um Signale weiterleiten zu kénnen (z.B. G-Protein

gekoppelte Rezeptoren) etc.

Um die Bewegung simulieren zu kbénnen, wird in der Moleklildynamik die

Newton’sche Bewegungsgleichung fir ein System von n Atomen gelést:

Fi(t):miai(t) (310)
F Kraft auf das Atom i

m; Masse des Atoms i
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a Beschleunigung des Atoms i

t Zeit

Die Kraft auf das Atom i kann direkt aus der Ableitung der potentiellen Energie
abgelesen 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 INSIGHT2000/FDISCOVER [41] implementiert ist. Bei diesem
Algorithmus wird angenommen, dass Geschwindigkeit und Beschleunigung Gber den
gewahlten Zeitschritt konstant bleiben. Die schnellste Vibration in einem organischen
Molekil, die der C-H-Bindung mit einer Periode von 107" s, muss dafiir in acht bis
zehn Segmente aufgeteilt werden. So ergibt sich ein Zeitschritt von 1fs = 10°s.

Eine Molekluldynamiksimulation kann in zwei Abschnitte eingeteilt werden: der
Aquilibrierung und der Datensammlung. In der Aquilibrierungsphase wird der
Konformationsraum nach der wahrscheinlichsten Konformation flir gegebene
Bedingungen (z.B. Druck und Temperatur) abgesucht. Das Molekll wird auf die
Simulationstemperatur gebracht und kann sich bewegen. Dabei strebt es einen
Zustand mdglichst geringer Energie an. Ein Gleichgewichtszustand ist erreicht, wenn
die Parameter Temperatur, RMSD (root mean square deviation) und/oder Druck
konstante Durchschnittswerte zeigen. Nach der Aquilibrierung kénnen Daten Uber die
Konformation des Moleklls gesammelt werden. Dafir wird in regelmaBigen
Intervallen eine ,Momentaufnahme* des Molekiils, d.h. der Koordinaten und Vektoren
der beteiligten Atome aufgenommen und das Molekldl in diesem Zustand
gespeichert. Man erhalt eine groBe Anzahl sog. Frames (engl.: Form, Rahmen,

Gestell), die weiter analysiert werden.

Ein wichtiger Parameter bei Molekildynamik-Simulationen ist die Dielektrizitats-
konstante ¢, die ein MaB fir die relative Durchlassigkeit eines Materials darstellt und
in den elektrostatischen Term eines Kraftfeldes eingeht. Sofern nicht im Vakuum
gerechnet wird, ist sie stets groBer als 1. Im Inneren von Proteinen wird € auf 2 bis 4
geschatzt [27]. Haufig werden abstandsabhéangige Dielektrizitdtskonstanten
verwendet. So vermeidet man Artefakte, die durch Cutoffs verursacht werden.
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Elektrostatische Interaktionen wirken tber groBe Abstadnde. Werden sie durch einen
Cutoff bei einem bestimmten Abstand plétzlich auf Null abgesenkt, kann dies die
Moleklildynamik empfindlich stéren. Bei abstandsabhéngigen Dielektrizitats-
konstanten wird die elektrostatische Interaktion schneller vermindert, da sie mit dem
Quadrat der Entfernung abnimmt.

Anwendungen fir Moleklldynamik-Simulationen sind z.B. Konformationsanalysen,
Stabilitdtsuntersuchungen oder die Analyse der Bewegung von Molekilen.

3.6.1 Clustereinteilung mit dem Programm NMRClust

Wahrend einer MDS wird in regelméaBigen zeitlichen Abstéanden der aktuelle Zustand
der simulierten Molekile aufgezeichnet. Diese Momentaufnahme, mit dem Wort
.Frame* (engl.: Schablone, Form) bezeichnet, beinhaltet z.B. die aktuelle
Konformation, den Energiegehalt, die Koordinaten der Atome und ihren Vektor. So
wird die Bewegung des Molekiils Uber den gegebenen simulierten Zeitraum verfolgt.
Um eine statistisch reprasentative Aussage zur Konformation eines Molekulls und
seiner Bewegung wahrend einer MDS machen zu kénnen mussen sehr viele Frames
(Anzahl=N) gesammelt werden. Durch Vergleich der Frames und Einteilung in

Gruppen wird eine reprasentative Konformation bestimmt.

Das Programm NMRClust sortiert die Frames in konformatorisch &hnliche Gruppen,
sog. Cluster, und wahlt eine reprasentative Struktur jedes Clusters aus. Im

Folgenden wird die Vorgehensweise des Programms beschrieben.

Nach der Uberlagerung der erhaltenen N Frames, wird tiber Atome, die frei wahlbar
sind der RMS-(Root Mean Square)- Wert berechnet. Hieraus wird eine Matrix aus N
x N RMS-Werten aufgebaut (RMSD-Matrix). Im n&chsten Schritt erfolgt das
eigentliche Clustern nach dem average linkage-Algorithmus. Auf der Basis der
RMSD-Matrix wird zwischen jeweils zwei Frames ein Wert berechnet, der mit einem
Mittelwert der RMSD-Differenz vergleichbar ist. Im Anschluss daran werden die
beiden &hnlichsten Frames in einem Cluster zusammengefasst. Diese Prozedur wird
(N-1)mal durchgefiihrt. Auf jeder Stufe (1 — N-1) wird auBerdem die Streuung der
RMS-Differenzen innerhalb der einzelnen Cluster berechnet. Aus diesen Werten
ergibt sich dann der Mittelwert der Streuung Gber alle Cluster, der zusammen mit der
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zugehoérigen Anzahl an Clustern flur jede einzelne Stufe gespeichert wird. Diese

beiden Werte werden im nachsten Schritt bendtigt.

Im folgenden Schritt wird zunachst der Betrag der Streuung auf einen Wert zwischen
1 und (N-1) normalisiert. AnschlieBend wird fir jede Stufe des durchgeflihrten
Clusterns dieser modifizierte Parameter zur Anzahl der Cluster addiert. Der erhaltene
Wert (y-Wert) kann nachfolgend graphisch tber die zugehérige Anzahl (x-Wert) der
Cluster der betreffenden Stufen 1 bis N-1 aufgetragen werden. Das globale Minimum
dieser Funktion ergibt den Cutoff, an dem die Anzahl von Clustern zu finden ist, die
die héchst mégliche Populationsdichte bei gleichzeitig geringster Streuung besitzt. Je
hdher die Populationsdichte eines Clusters liegt, umso unwahrscheinlicher ist der
Ausschluss eines ahnlichen Konformers. Weiterhin zeigt eine niedrige Streuung,
dass sich die Konformationen innerhalb eines Clusters sehr wenig unterscheiden. Im
letzten Schritt wird dann fir jeden Cluster als reprasentative Konformation diejenige

ausgewahlt, die am Nachsten zum Schwerpunkt des Clusters liegt.
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4  Durchfuhrung und Ergebnisse

Um ein Modell der DHP-Bindungsstelle des spannungsabhangigen L-Typ-Ca?*-
Kanals zu entwickeln, wurden als Template die Kristallstrukturen der K*-Kanéle
KcsA, MthK und KvAP verwendet. Modelle auf der Basis von KcsA und MthK
reprasentieren den offenen und den geschlossenen Modus eines lonenkanals.
Der Effekt des Zustandes auf die DHP-Bindung wurde untersucht. KvAP seht
als spannungsgesteuerter K*-Kanal den spannungsgesteuerten Ca®*-Kandlen
am Nachsten. Auf dieser Grundlage wurde unter Verwendung der an den
vorherigen Strukturen entwickelten Uberlegungen und Methoden das endgiiltige
Modell aufgebaut. In dieses Modell wurden Liganden eingedockt und die
Interaktionsmuster mit dem DHP-Pharmakophor verglichen, um die Qualitat des
Modells zu beurteilen

Um die auf den verschiedenen Templaten beruhenden Modelle besser

unterscheiden zu kénnen, wird folgende Nomenklatur benutzt:

Die Kristallstrukturen werden mit ihren Kirzeln KcsA, MthK oder KvAP
bezeichnet.

Die Modelle des Ca?**-Kanals werden mit dem Kiirzel ihres Templates, z.B.
KVvAP-, und einem Index bezeichnet, der Bezug auf ihre Erstellung gibt.

Beispiel 1: KvAP-C bedeutet, das Modell beruht auf den Koordinaten von KvAP,
das Protein-Sequenz-Alignment wurde mit ClustalW erstellt.

Beispiel 2: MthK-G bedeutet, die Koordinaten von MthK liegen dem Modell zu
Grunde, das Gen-Sequenz Alignment wurde mit GCG erstellt.

In Anhang C findet sich eine Ubersicht aller Modelle und ihrer Bezeichnung.

Ein groBes Problem stellt die geringe Sequenzidentitat (zwischen Q13936 und
KcsA bzw. MthK je ca. 10%, zwischen Q13936 und KvAP ca. 20%) dar. Der
Hauptfokus dieser Arbeit liegt in der Modellierung der DHP-Bindungsstelle,
welche sich innerhalb der Membran befindet. Daher wird auf die Modellierung

der Loops verzichtet. Ausgehend von den Vorhersagen der Transmembranar-
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und Loop-Bereiche, werden Sequenzabschnitte von 40 AS je Segment einzeln
betrachtet. Die Vorhersage der SwissProt-Datenbank [39] bzgl. der
transmembranaren Lage wird mit weiteren Programmen geprift. Zusatzlich wird
untersucht, ob diese Bereiche als Sekundarstruktur eine Helix aufweisen
kénnen und schlieBlich ein Multiples Sequenz-Alignment (MSA) durchgeflhrt.
Dies soll Aufschluss dariiber gegen, ob die Sequenz in einem Vergleich mit
entsprechenden Abschnitten anderer Ca®*- und K*-Kanile sowie den
Sequenzen der Template homologe oder gar konservierte Aminosauren

vorweist.

|SwissProt-Sequenzen| Mit Hilfe dieses MSA soll ein
@ strukturelles  Alignment  erstellt
Auswahl eines Sequenzabschnittes werden. Das daraus gewonnene

von je 40 AS je Segment
Modell kann verwendet werden, um
{]/. den dreidimensionalen Aufbau der
Xﬁ;hgéfe}gﬁ?gi?;iiﬁgundérswktur DHP-Bindungsstelle und mdglicher
{} Interaktionen zu untersuchen. Die
Interaktionsmdglichkeiten sollen

Multiples Sequenz-Alignment ) o
{} durch Docking verifiziert werden. Da

Docking-Programme das Protein

Strukturalignment

starr betrachten, soll im letzen

Q Schritt eine Molekildynamik-

Docking und Uberarbeitung
des Alignments

& innerhalb des Komplexes veran-

Simulation (MDS) die Bewegung

schaulichen.

MDS

Abbildung 4.1 zeigt schematisch die

Abbildung 4.1: Schematische Vorgehensweise'
Vorgehensweise bei der
Modellierung der DHP-
Bindungsstelle des Ca**-
Kanals vom L-Typ
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Die Sequenzabschnitte, welche fir das Struktur-Alignment verwendet werden
sollen, missen die folgenden drei Eigenschaften aufweisen: Homologie zur
Templat-Sequenz, Beinhalten der durch Mutationsstudien als wichtig erkannten
Aminosauren und helikale Sekundarstruktur. Die Lange der Sequenz Q13936
betragt 2221 AS, was einen hohen Rechen- und damit Zeitaufwand bedeutet.
Da, wie in Abschnitt 1.4.2 erlautert, fir die DHP-Bindungsstelle ausschlieBlich
die helikalen Segmente 111S2, IS5, IIS6, IVS1, IVS5, IVS6 sowie die SS-
Bereiche der Repeats Il und IV wichtig sind, wurden nur diese weiter
untersucht. Dadurch kann das Modell auf 254 Aminoséauren beschrankt werden.

4.1 Determination der transmembranaren helikalen Bereiche

Untersuchungen von Kass et al. [46] und Schleifer [73] haben gezeigt, dass
sich die DHP-Bindungsstelle innerhalb der Membran in Bereichen mit helikaler
Sekundarstruktur befindet. Da fir die, die TM-Helices verbindenden, Loops
keine DHP-Interaktionspunkie bekannt sind, konzentrierten sich die
Untersuchungen dieser Arbeit auf die TM-Bereiche. Das SRS (Sequence
Retrieval System) der SwissProt-Sequenz-Datenbank stellt unter anderem eine
Vorhersage von TM-Bereichen einer Sequenz zur Verfligung. Diese kann als
Orientierung verwendet werden, sollte aber auf ihre Verlasslichkeit geprift
werden. Daher wurden ausgehend von dieser Vorhersage zuerst die
Sequenzabschnitte 111S5, 111S6 und IVS6 und die angrenzenden Aminosauren
untersucht. Nach Testung der von PredictProtein [35] zur Verflgung gestellten
Programme mit Sequenzen bekannter Kristallstrukturen wurden die
Sequenzabschnitte des L-Typ Calcium-Kanals Q13936 bzgl. transmembranérer
Lage und helikaler Sekundarstruktur untersucht (s. Tabelle 4.1). Zur Testung
wurden das Templat KcsA sowie drei weitere Proteine, welche sich durch die
Anwesenheit transmembranarer Bereiche auszeichnen, eingesetzt. Die
Sequenz wird Uber das WWW-Interface eingelesen und kann Gber den Meta-
Server an mehrere Programme zugleich geschickt werden. Dies ist eine
praktische Zeitersparnis.
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Protein PDB- PHD Psipred DAS Toppred ProtScale
Code

KcsA 1BL8 Helices und | gute TM und alle gute

Protease 1AFO Faltblatter Vorhersage | Helices Helices, Vorhersage

der Helices | langer aber kirrzer | der Helices

Cytochrom- | 1AR

Oxidase

ClC-Kanal 1KPL

Protein PDB- JPred SSpro SAM-T99
Code

KcsA 1BL8 Probleme der Datei- Datei-Inkompatibilitat Helices falsch

Protease 1AFO Inkompatibilitat Helices falsch vorhergesagt

vorhergesagt

Cytochrom- | 1AR
Oxidase

CIC-Kanal | 1KPL

Tabelle 4.1: Die zur Testung des Sekundérstrukturvorhersagen benutzen Kristallstrukuren und
Methoden sowie die Beurteilung der Vorhersage

Die besten Vorhersagen liefern die Programme DAS, Toppred und ProtScale.
DAS sagt Helices generell etwas zu lang voraus, Toppred findet kirzere
Helices als in den Kristallstrukturen vorliegen. Langenunterschiede um 2-3
Aminosauren am Helixende sind akzeptabel, da die Struktur durch die Lage der
Loops beeinflusst wird. Psipred und PHD machen sehr gute Vorhersagen fir
KcsA, fur die anderen Proteine waren 2/3 der Helices gut vorhergesagt, die

anderen teilweise sehr kurz.

Nach diesem Test wurden die akkuratesten Programme PHD, Psipred, DAS,
Toppred und ProtScale fir die Vorhersage transmembranarer, helikaler

Bereiche einer Ca?*-Kanal-Sequenz eingesetzt.

Da es sich bei den DHPs um Arzneistoffe handelt, die bevorzugt am Menschen
eingesetzt werden und zwischen den Spezies geringfligige Unterschiede
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bestehen, wurde fir die Untersuchung die Sequenz mit der SwissProt-
Zugriffsnummer Q13936 gewahlt, weil es sich um einen humanen Ca®*-Kanal
vom L-Typ handelt. Zuerst wurden die Bereiche der Pore d.h. die Segmente
IS5, 1S6, IS5, 11S6, IS5, 111S6, IVS5 und IVS6 bestimmt. Nach der
Verodffentlichung der Kiristallstruktur  von KvAP  wurden zuséatzliche
Untersuchungen fiir die Segmente 111IS2 und IVS1 vorgenommen.

Tabelle 4.2 zeigt die Bereiche von Q13936, die nach Untersuchungen mit den
beschriebenen Programmen als potentiell transmembrandr und helikal
bestimmt wurden. Diese Sequenzabschnitte wurden benutzt, um anhand der
Koordinaten des KvAP das im Folgenden beschriebene Modell zu erstellen.

Bereich AS-Nummern in Q13936
IS5 263-292
IS6 384-412
1S5 646-675
11S6 729-761
ls2 929-955
1S5 1022-1080
[1S6 1159-1194
IVS1 1273-1266
IVS5 1402-1438
IVS6 1497-1532

Tabelle 4.2: Potentiell transmembranére, helikale Bereiche der Caz"-KanaI-Sequenz Q13936
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4.2 Multiples Sequenz-Alignment (MSA)

Die Homologie der Sequenzen der zur Verflgung stehenden struktur-
aufgeklarten K*-Kanéale zur Sequenz der Ca®*-Kanale ist sehr gering. Zudem ist
ausschlieBlich die Struktur der transmembrandren Bereiche bekannt. Gruppen
von Proteinen &hnlicher Funktion wie z.B. spannungsgesteuerte Kanale, zeigen
eine gewisse Homologie und besitzen daher auch eine strukturelle Ahnlichkeit.
Ein pH-abhangiger K*-Kanal wie KcsA zeigt gréBere Homologie zu einem span-
nungsgesteuerten K*-Kanal als zu einem Ca®*-Kanal. Spannungsgesteuerte K*-
und Ca?*-Kandle zeigen auf Grund ihrer dhnlichen Funktionsweise eine héhere
Homologie untereinander. Kombiniert man die Sequenzen von KcsA, MthK oder
KVAP mit verschieden K*-Kanal- und Ca?*-Kanal-Sequenzen, so kann (iber
diese Briicke das MSA zwischen KcsA, MthK oder KvAP und Q13936 erstellt

werden

Tabelle 4.3 zeigt in der mittleren Spalte die konservierten, also identischen
Aminosauren zwischen KcsA, Q13936 und den Ubrigen, hier nicht dargestellten,
Sequenzen. In der rechten Spalte befinden sich die homologen Aminosauren.
Hier auftretende identische Aminosauren (z.B. L105 und L401 in I1S6) sind nicht

konserviert, da sie nicht in allen berilcksichtigten Kanalsequenzen vorkommen.

Das mit ClustalW durchgefihrte MSA mit KcsA zeigt, dass sich in den, die
DHP-Bindungsstelle formenden, Helices 1lIS5, 11IS6 und IVS6 keine
konservierten und wenige homologe Aminosauren finden, wahrend in den
anderen Helices jeweils ein bis zwei konservierte und bis zu vier homologe
Aminosauren vorkommen (s. Tabelle 4.3). Die resultierende Unsicherheit macht
eine Zuordnung schwierig. Die konservierten und homologen Aminosauren
dienten als Ankerpunkte fir die Erstellung der initialen Kanalmodelle. Nimmt
man Informationen anderer Quellen, z.B. Informationen der Liganden zu Hilfe,
ist es moglich, fur das Struktur-Alignment vom erhaltenen MSA abzuweichen.
Auf dieser Grundlage wurde das endgiiltige Modell erstellt. Da nur Ca®*-Kanéle
vom L-Typ DHP-sensitiv sind, bestétigt dieses Ergebnis auBerdem die
Besonderheit dieses Bereichs.
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Bereich konservierte Aminosauren homologe Aminosauren
(je 50 Aminoséauren) | KcsA Q13936 KcsA Q13936
IS5 L35 L274 V34 L273
L41 1260
IS6 F114 F408 Vo4 L388
F103 L397
L105 L401
L110 L404
1S5 L36 L658 L35 L657
138 L670
L40 1672
S44 S666
[1S6 Vo4 L736
F103 L745
L105 V747
F113 L756
S5 L40 11066
Y45 F1071
1S6 1100 1171
IVS5 L36 1415
S44 A1423
IVS6 V99 L1510
L110 11523
F114 F1527

Tabelle 4.3: Konservierte und homologe Aminoséauren zwischen KcsA und Q13936: Die Bereiche

beinhalten je 50 Aminoséauren. Sequenzen, die als Briicke dienen, werden nicht gezeigt,

gehen aber in die Bewertung ,.konserviert/homolog“ ein.
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Lange Zeit war KcsA der einzige Zugang zur Struktur von lonenkanélen. Zwar
konnten grundsatzliche Mechanismen der lonentransduktion mit ihrer Hilfe
aufgeklart werden, doch war nicht geklart, ob diese Struktur der offenen oder
geschlossenen Konformation entspricht. Die groBen, strukturellen Unterschiede
zwischen offener, lonen-leitender und geschlossener, inaktiver Konformation
zeigen sich an der Kristallstruktur MthK (s. Abschnitt 1.3.2). Da diese der
offenen Konformation entspricht und die DHP bevorzugt an die offene
Konformation binden, wurde die MthK-Sequenz dem MSA hinzugeflgt.
Tabelle 4.4 zeigt die gefundenen homologen und konservierten Aminosauren.
Sowohl KcsA als auch MthK geben ausschlieBlich Rickschlisse auf den
Aufbau der Pore. Bei Modellen auf der Grundlage von KcsA und MthK fehlt ein
Teil der Bindungstasche, da diese nach ,hinten zur Membran offen ist. Der
native Kanal muss an dieser Stelle sowohl weitere Helices (S1-S4) als auch
eine  Membran vorweisen. Die Bindungsstelle ist zur Membranseite
abgeschlossen, auch wenn keine Aminoséuren, die mit DHPs interagieren, in
Mutationsstudien gefunden wurden. S1-S4-Bereiche kénnen mit den Templaten
KcsA  und MthK  nicht modelliet werden. Wirde man eine
Molekildynamiksimulation (MDS) mit Modellen auf dieser Grundlage
durchfihren wollen, musste der Ligand durch eine Ruckhalte-Kraft festgehalten
werden. Diese fixiert Atome oder Atomgruppen an ihren aktuellen Koordinaten,
erlaubt dabei aber eine eingeschrankte Beweglichkeit des Molekils. Dadurch ist
die Interaktionsmoglichkeit des Liganden mit dem Rezeptor eingeschrankt.
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Bereich konserviert homolog
(je 50 Aminosauren) KesA | MthK | Q13936 |KcsA | MthK | Q13936
IS5 L24 V18 1262
L35 V30 L274
IS6 F114 Fo8 F408 F103 F87 1397
L105 V89 L399
L110 L94 L404
1S5 L36 L26 L658 L35 L25 L6e57
1S6 F103 F88 L745
L105 Vo0 V747
F114 L98 L756
S5 138 132 M1062
S6 L90 L71 11162
199 181 11171
IVS5 L35 L26 L1414
L36 L27 11415
138 L29 M1417
IVS6 V97 V81 L1514
L105 V89 L1523
L110 L94 11528
F114 L98 F1532

Tabelle 4.4: Homologe und konservierte Aminoséauren im Alignment von KcsA, MthK und Q13936

KcsA und MthK zeigen sowohl untereinander als auch zu anderen K*-Kanalen

eine sehr geringe Homologie. Daher werden, wenn man beide ins MSA

einbezieht, weniger konservierte Aminosduren gefunden als wenn man MthK

und KcsA einzeln dieser Prozedur unterzieht. Doch auch in diesem Alignment

finden sich konservierte Aminosauren in Repeat | und Il, jedoch nicht in

[l und IV.
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Far das Alignment mit KvAP wurde die Vorgehensweise etwas modifiziert. Als
die Kristallstruktur dieses Kanals veroffentlicht wurde, waren die Arbeiten Uber
das Selektivitatsfenster bereits abgeschlossen. Daher wurde darauf verzichtet,
ein MSA fir alle transmembranaren Helices zu erstellen. Nur Helices, die an die

DHP-Bindungsstelle angrenzen, wurden berlcksichtigt. AuBerdem wurden die

Segmente S1-S6 von

Repeat Il und IV in

zusammengefasst betrachtet. Abbildung 4.3 zeigt das MSA fir KvAP.

S1

tr | QAYDFE|
sp|PO8510 | CIES_DROME

sp| Q09470 | CIK1 HUMAN
spl|P15386 | CIE2_MOUSE

spl Q95167 |ECEZ_CRNFR
sp|P22462 | ENC2_RAT
sp|P97445 | ITICCRE MOUSE
sp|P37445 | IVCCRRE MOUSE
sp|P15381 | ITIICCAT RABIT
sp|P15381 | IVCCRAC_RABIT
sp| 055017 |ITICCAE MOUSE
sp| 055017 | IVCCRE _MOUSE
sp| 095160 | ITICCAH HUMAN
sp| 095180 | IVCCRH HUMAN
sp|Q01815|ITIICCRC MOUSE
sp| Q01815 | IVCCRC_MOUSE
sp| Q13936 | IIICCAC_HUMAN
sp| Q13936 | IVOCRC HUMAN

S2

tr|Q9YDF S|
sp|POBE10 | CIKS_DROME
sp| 009470 | CIE1 HUMAN
sp|P1l5386 | CIE2 _MOUSE
spl| Q35167 | KCB2_CANFA
sp|P22462 | ENC2 RAT
sp|F97445 | CCAR_MOUSEIIT
sp|BF97445 | CCAR MOUSEIV
sp|P15381 | CCAC RABITIII
sp|P15381 | CCAC_RABITIV
sp| 055017 | CCRB_MOUSEIIT
sp| 055017 | CCAB_MOUSEIV
sp| 095180 | CCAH_ HUMANIIT
sp| 095180 | CCAH HUMANIV
sp| Q01615 | CCAC MOUSEIIT
sp| Q016815 | CCAC MOUSEVI
sp Q13936 CCAC_HUMANIIT
sp| Q13936 | CCAC HUMANIV

£210avDFe|
sp|P08510 | CIKS DROME
sp| 009470 | CIEL HUMRHN
sp|P15386 | CIK2 MOUSE
£p| Q95167 | ECBZ_CRNFA
sp|P22462 | ENC2_RAT
sp|P97445 | CCAR MOUSEIIT
sp|P27445 | CCAR MOUSEIV
sp|P15361 | CCAC_RRBITIIT
sp|P153861 | CCAC_RABITIV
sp| 055017 | CCAE MOUSEIIT
sp| 055017 | CCAE_MOUSEIV
sp| 095160 | CCAH _HUMBNIII
sp| 095180 | CCAH HUMRNIV
sp| Q01815 | CCAC _MOUSEITIT
spl Q01815 | CCRC MOUSEVI
spl 013936 | CCAC HUMBNIII
ep| 013936 | CCAC_HUMRNIV

———————————————— EHPLVELGVIYARLLEVIVVVVEYTMOLEG—-—-———————
——REVWLLFEYPEZEQRARVVATIEVFVILLEIVIFCLETLFEFEHY-EVFNT ———
——ROVWLLFEYPESEGPARVIATVEVMYILISIVIFCLETLFELEDD-EDFT G———
—————— LLFEYPESSGPARITATVEVMVILISIVEFCLETLFIFRDENEDMHGGEY
—————— DLLEEPMESVAREKTILATVENLFIVLSTIALSLNTLPELQEMDEF GOPHNDN
————— WALLFEDPYSSRAARFIAFASLFFILVEITTFCLETHEAFNIVENETERPWVI -
——3TTHPLERLCHYILNLEYFEMCIIMYVIAMEZTALAREDPYVQFNAPRNNY L-———
————— QEFQYBRMWOFVYEPPFEYTIMAMIALNTIVIMMEF Y GREVAYENALEVFI -
———-NNRFELQCHRIVNDTIFTNLILFFILLS SIS LAREDPYVOQHTSFRNHILEFY ——
BYTPENCHOYEVWYVVNSTYFEYIMFVLILINTICLAMOHY GOSCLFETR
CLEPTHLLERFCHYIVTMRYFEMVILYVVIALSSIALRREDPVRTDSF RN
77777 QEFOYETWTFYVYSPPFEYF IMAMIALNTYY LMMEFYDAPYEYELMLECLN -
————— NEFRVECOEVITHEMFDHYVVLVFIFLNCVTIALERPDIDPGETERVE LIV -
—=ADYEPTREEIHELCTEHY LDLFITFITCVNVITMEMERYNQFPES LDEALK-———
———-NNEFELQCHRIVNDTIFTNLILFFILLS SIS LAREDPVQHT SFRMHI LGHN-—
————— NOHOYEVWYVYVNSTYFEYIMFVILILLNTICLAMOHY GOSCLFETRAMNT LN
———-NHNRFRELOQCHRIVNDTIFTNLILFFILLESISLAREDPYVOHTSFRNHILFY ——
————— NOHOYEVWYVYVNITYFEYLMFVLILLNTICLAMOHY GOZCLFETAMNI LN

————————— LVRLYLVDLILVITILWADYAYRAYKS - —-————-——-————
----EVFDITDFFFLIETLCIIWFTFELTYVEF LACFNELNF CRD-—-—
--I¥YNENIFTDPFFIVETLCIIWFSFELVVRFFARCPSETDFF—————-
-GYQOETEFTDPFFIVETLCIIWF SFEF LVRFFACPSEAGE - ——————
MDEFGQPNDNEQLAHVEAYCHNAWFTMEYLLRF L3 SPNEWE - —-—————-—
—————— IETDPRLTYVEGYVCYVVWEFTFEF LVRIVF SPNELEF IENLL--
———————— RNNVLRYFDYVFTGVFTFEMVIEMIDLGLV LHQGAYFRDL
——————— BYENRLEVFNIVFTSLFSLECVLEVMAFGILNYFRDAWNT -
————— TEFRMHILFYFDIVFTITIFTIEIALEMTRAY GAF LHEGEFC———
—————— CLFEIAMNILNMLFTGLFTVEMILELIAFEPEGYF SDEWHY -
—————— SFRNNALEYMDYIFTGVFTFEMVIEMIDLGLLLHPGRYFRD-
-=-YDAFYEYELMLECLNIVFTSMFSMECILEITIAFGVLNYFRD-————
————— GETERVFLEVENYIFTATIF-AEMMVEVVALGLLEGEHRYLOS -
——————— SLDERLEYCHYVFTIVFVFEARLELYAFGFRERFFEDRWNOQL
————— TEFRMHILGHNADYVFTSIFTLEIILEMTRAY GAF LHEGEFCR-—
--YGOSCLFEIAMNILNMLFTGLFTVEMILELIAFEPEGYF2D—————
----HTEFENHILFYFDIVFTTIFTIEIALEILGNADYVFTSIFTL--
—=-¥YGOECLFEIAMNILNMLF TGLF TVEMILELIAFEPEGYFSDE————

——————— GDPRGYYVEETLYEIPALVPAGLLALIEGH----LAGL-—-—-
—————— CPNELNFCEDVMNYVIDIIATTIEFYFITLATY-VAEEEDTLNL-
--——-FACPEETDFFENIMNFIDIVRIIPYFITLGTE-TRAEQEGNO——-
---FFACPEEAGFFTNIMMNIIDIVAIIPYFITLGTE-LAEEPED———-
—————— EPNEWEFFEGPLNYIDLLATLEYYVIIFLT-ESHESVLOF Q-
———————— NELEFIENLLNITILDFVAILPFYLEVGLIGLESZEKRREDVLG
--DLGLYVLHQGAYFRDIWHNILDF IVVSGARLVAFAFT - - ——-GNEEGE--
————— MAFGILNYFRDAWHNIFDFVTVLGEITDILVT-EFGHNFINL--
-—-—-GAFLHEGEFCENYFNILDLLVVEVELISFGIQ-S3-ATINVVE--
MILELIAFEPEGYFEDPWNVFDFLIVIGEIIDVILE-ETHP-—————-
————— LLLHPGAYFRDLWNILDF IVVSGRLVAFAF 3 -SFMGGIEGE -
————— IAFGVLNYFERDAWNVFDFVIVLGEITDILVT-ETRNNFINL-—
--—-GLLEGEHAYLOEESWHNLLDGLLV LYV S LVDIVVAMASAGGRE————
——————— FGFRERFFEDEWHNQLDLAIVLLELMGITLEETEMSARLEPIN-
-—-—-GAFLHEGEFCENYFNILDLLVVSVELISFGIQ-S3-ATINVV-——
————— IAFEPEGYFEDPWNVFDFLIVIGEIIDVILE-ETHPREHTO--
-—-—-GAFLHEGEFCENYFNILDLLVYVEVELISFGIO-SE-AINVVE-—-
————— IAFEPEGYFSDPWNVFLDFLIVIGSIIDVILS-ETHHYFCDR -~

Abbildung 4.2: : MSA der KvAP-Segmente (von oben nach unten: S1, S2, S3)

jeweils einem MSA
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S4

tr| QIYDFS
sp|PO8510 | CIKS_DROME
sp| Q09470 | CIE1 HUMAN
sp|P15386 | CTE2_MOUSE
sp| Q95167 | KCB2_CRNFR
sp|P22462 | ENC2_RAT
sp|P97445 | CCRR_MOUSEIIT
sp|P97445 | CCAR MOUSEIV
sp|P15381 | CCAC_RABITIII
sp|P15381 | CCAC RABITIV
sp| 0565017 | CCRB_MOUSEIIT
sp| 055017 | CCAB_MOUSEIV
sp| 095160 | CCRH_HUMBNIII
sp| 095180 | CCAH_HUMBNIV
sp| Q01815 | CCRC_MOUSEIIT
sp| Q01815 | CCAC_MOUSEVI
sp| Q13936 | CCAC_HUMBNIII
spl Q13936 | CCAC_HUMBNIV

§§|Q9YDF8

sp| Q54397 | KCSA_STRCO
sp| 027564 | MTHE
sp|P0B510 | CIKS_DROME
sp| Q09470 | CIE1_HUMRN
sp|P15366| CIK2_MOUSE
sp| Q95167 | KCB2_CRNFA
sp|P22462 | EMCZ_RAT
sp|P97445 | CCLL_MOUSEIIT
sp|P97445 | CCLL_MOUSEIV
sp|P15361 | CCAC_RABITIIT
sp|P15361 | CCAC_RABITIV
sp| 055017 | CCLB_MOUSEITIT
sp| 055017 | CCLB_MOUSEIV
sp| 095160 | CCLH_HUMRNIIT
sp| 095160 | CCLH_HUMANIV
sp|Q01815| CCRC_MOUSEIIT
sp| Q01615 | CCRC_MOUSEVI
sp|Q13936| CCRC_HUMARNIII
sp|Q13936| CCAC_HUMANIV

£% 1 09vDrFs)

sp| 054397 | KCSA_STRCO
ep| 027564 | MTHE
sp|P0O8510| CIKES DROME
spl| 009470 | CIK1_HUMAEN
sp| P15386| CIK2 MOUSE
spl| 095167 | KCB2_CRNFA
sp| P22462 | KNC2_RAT

sp|F97445 | CCRA_MOUSEITII

sp|P97445 | CCRA MOUSEIV

sp|P15381 | CCRC_RABITIII

spl|PLl5381 | CCAC _RABITIV

sp| 055017 |CCAB MOUSEITI

sp| 055017 | CCAB_MOUSEIV

sp| 095180 | CCRH HUMANIII
sp| 001815 | CCRC_MOUSEIII

sp| 001815 | CCAC MOUSEIV

spl 013936 | CCRC_HUMANIII

spl 013936 | CCAC_ HUMANIV

———————————— GLFRLVRLLEFLRILLITZRG
————BENQRMELATLEVIRLVEVFRIFELEEHIEGLOILGRT LE--
-—-——KGEQATSLATILRVIRLVREVFRIFELEZEHSEGLOILGOTLE--
--LO0GOORMETLATLEVIRLYVEVFRIFELSRHSKEGLOTI LGOT —~—~-
————— LOFONVREVVOIFRIMRILRILELARHETGLOSLGFTLRE-
--—S5KRAEDVLGFLRYVRFVREILRIFELTRHFVGLEVLGHT L —-
————— NGEGEDINT IEZLRVLEVLRPLETIERLPELERVF DCVVI -
TDILVTEFGHNFINLEFLRLFERARLIKLLEQGYTIRILL-——---
~LISFGIQSEATINVVEILRVLEV LRPLEAINRAEGLEHVV Q- ———-
————— NAEENSRISITFFRLFEVMRLVELLSRGEGIRTLLWTFIE-
77777 GEEGEDINTIESLRVLEVLRPLETIERLPELERVE DCVVI-
————— TEIANNFINLEFLRLFERARLIKELLEQGYTIRILLWTFEFV (-
————— AGGAKILGYVLEVLELLET LRPLEVIZRAPGLELYVETLIS-
—————— BLPINPTIIRIMEVLEIARVLELLEMATGMERLLDTWVY QI
~LISFGIQSEATNVVEILRVLEVLREPLRAINRAKGLEHVYVQ————-
————— SAEENERIGITFFRLFEVMRLVELLSRGEGIRTLLWTFIE-
-LIZFGIQISATINVYEILRVLEVLRPLRAINRAEGLEHVY Q————-
--FPZMNREENSRIZITFFRLFEVMELVELLERGEGIRTLLWT ——--
* * *

-ZKFLZAIADLRADEIRFYHLF GAVMLTVLYGAFATYIVE

- ——GEALHWRARGRATVLLVIVLLAGSY LAVLAERGAPGAQLI - ——————————
-———LEVPATRILLLVLAVIIVGTAGFHFIEGESWTVSLYWTFV-—————————
GLOILGRTLEASMRELGLLIFFLFIGVVLFSSAVYFAEAGSENSFFRSIP-———
GLOILGOTLEASMRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEREERESHFSSIP-———
————— SEGLOILGOTLEASMRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADERDSQFPS——————
-LOSLGFTLRESYNELGLLILFLAMGIMIFSSLYFFAEKDADATEF TSI PA———
-— - LGHTLRASTNEFLLLIIFLALGVLIFATMIYYAERVGRQPNDPSASEHTQ
————— DCVVNSLENVFNILIVYMLFMFIFAVVAVQF FKGKFFHCTDESKEFERDC-—————
IRILLWTFVQSFEALPYVCLLIAMLFFIVATIGMOVFGNI GIDGEDEDSD-——————————
—————— CYVFVATRTIGNIVIVTTLLOFMFACI GVOLFEGKLY TCEDESKQTERECK-————
————— WIFIKSFQALPYVALLIVMLFFIYAVIGMQVFGEIALNDT TEINENNNF Q- —————
LEAVFDCVVNSLENVLNILIVYMLFMFIFAVIAVQLFKGKFFYCTDESKE - ——————————
————— WIFVQSFEALPYVCLLIAMLFFIYATIGMQVFGNIALDDDTS INRHNNFR——————
LELVVETLISSLEPIGNIVLICCAFFIIFGILGVQLFKGKFYYCEGPDTR-——————————
—————— TVVQALPQVGNLGLLFMLLFFIYARLGVELFGRLECSEDNPCEGLERHAT - —— ——
—EHVVQCVFVAIRTIGNIVIVTTLLQFMFACIGVQLFKGKLYTCSDSSKQT——————————
————— WTFIKSFQALPYVALLIVMLFF IYAVIGMOVFGEIALNDT TEINENNNF Q- —————
~EHVVQCVFVAIRTIGNIVIVTTLLOFMFACIGVOLFKGKLYTCSDSSKQT ——————————
——TLLWTFIKSFQALPYVALLIVMLFFIVAVIGMOVFGEIALNDT TEINRNN-————————

————————————— ATPIGEVIGIAVMLTGISALTLLIGTVENMFQEILV-——--—-—--—
————— LAGEYLAVLAERGRPGRQLITYFRALWWEVETATTVGY GDLYFVILWGRL-~—
————— GYGDYSP-STPLGMYFTIVTLIVLGIGTFAVAVERLLEF LINREQME - - - —--—
—=TTVGEYGDMTP-VGVWGEIVGS LCATAGYLTIALPYVEVIVENFNYFYHRETD---—~
—-TTVGEYGDMYP-VTIGGEIVGSLCATAGYLTIALPYVEVIVENFNYFYHRETE---—~
SMTTVGYGDMYVP-TTIGGEIVGS LCATAGY LTIALPYVEVIVENFNYFYHRE-——-———
——-TVGEYGDIYP-KTLLGESVGGLCCIAGYLVIALPIFPIIVPPFSEFYEEQERQ-————
——————— GDMYP-QTWSGMLV GRALCALAGY LT IAMPVEPVIVHNNF GMYY SLAMAEQELP
——————— GPSPGYRMEMSIFYVVYFVVFPFFFVNIFVALIIITFQEQGDEMMEEY S L—
——————— LTADCGNEFAYFYFVSFIFLCSFLMLNLFVAVIMDNFEY LTRDS ST LGPH-
————— DEGPIYNYRVEISIFFITIYITIITIAFFMMNIFVGEVIVIFQEQGEQEYENC--—
————— TEGETPCGESFAVFYF ISFYMLCAFLITNLFVAVIMDNFDY LTRDWSILG--—
—-TYEEQGFSPGFRMELSIFYVVYFVVFPFFFVNIFVALITITFQEQGDEVM——-———
—-CDPHRMASECGSDFRYFYFVIFIFLCSFLMLNLFVRVIMDNFEYLTRDS S ———-—-——
QOPVONHNEFWMLLYFIZFLLIVEFFVLNMFVGYVVENFHECROHQEREER - -
————— DEGPI¥YNYRVEISIFFITYITIIAFFMMNIFVGFVIVTFQEQGEQEYENC--—
————— TEGETPCGSSFAVFYFISFYMLCAFLITNLFVAVIMDNFDY LTRDWSILG--—
————— DEGPIYNYRVEISIFFITYITIIAFFMMNIFVGFVIVTFQEQGEQEYENC-~—
—-SNSTEGETPCGSSFAVEYFISFYMLCAFLIINLFVAVIMDNFDY LTRDWS ———-———

Abbildung 4.3: MSA der KvAP-Segmente (von oben nach unten: S4, S5, S6); die oberen drei
Sequenzen entsprechen KvAP, KcsA und KvAP. Die folgenden vier entstammen

spannungsabhangigen K*-Kanal-Typen (Repeats | — IV Homotetramer), die

restlichen Repeats Ill und IV aus diversen spannungsabhéngigen Ca’*-Kaniile.
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Bereich KvAP Q13936 Q13936
Repeat IlI Repeat IV
Ss1 L50 L912 L1251
E58 E920 Q1258
s2 L71 L933 M1271
D75 D937 N1275
177 V939 L1277
L82 F944 F1282
D85 E947 E1285
R89 K951 K1289
1S3 Y99 F984 Y1298
107 L992 F1306
1S4 R133* R1018* R1377*
R136* R1021* R1380*
R139* R1024* R1383*
IVS5 F167 M1062 1421
IVS6 L239 11180 L1518

Tabelle 4.5: Homologe AS im MSA von KvAP und Q13936, konservierte Aminoséauren sind mit *

gekennzeichnet

Die hierbei

gefundenen

homologen

Aminosauren zeigt Tabelle 4.5.

Konservierte Aminosauren sind in diesem MSA ausschlieBlich in den S4-Seg-

menten zu finden. Es handelt sich hierbei um Arginine, die in allen spannungs-

gesteuerten lonenkanalen vorliegen [9]. Man vermutet, dass sie an der

Rezeption von Spannungsanderungen in Membranen durch das Aktions-

potential beteiligt sind. Hierdurch wird die Bewegung der S4-Helices zur

Membranoberflache ausgeldst und der Kanal gedffnet. In den Segmenten S1,

S2 und S3 finden sich mehrere Aminosauren hoher Homologie. Der Austausch

von Glutamat gegen Aspartat (S1, S2), Leucin gegen Isoleucin oder Valin

(S2,S3) Arginin gegen Lysin (S2) und Tyrosin gegen Phenylalanin (S3)
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zwischen diversen im MSA verwendeten K*- und Ca®*-Kandlen zeigt
Aminosauren mit sehr ahnlichen Eigenschaften. Ein aus diesem MSA resul-
tierendes Struktur-Alignment ist dadurch abgesichert. Die Segmente S5 und S6
zeigen auch hier nur jeweils eine homologe Aminosaure. Es bestatigt, dass der
Bereich der DHP-Bindungsstelle ungewdhnlich ist. Da keine verlasslichen
Daten fur diesen Bereich aus dem Alignment zu entnehmen sind, muss das

Struktur-Alignment mit weiteren Daten tberprift werden.

4.3  Struktur-Alignment

Mit Hilfe des MSA wurden die Koordinaten des Templates auf die Sequenz
Q13936 Ubertragen. Als erstes wurde ein Modell auf der Basis von KcsA
erstellt. Auch andere Arbeitsgruppen schlugen diesen Weg ein [93]. Mit der
Veréffentlichung von MthK wurden neue Modelle auf dieser Basis erstellt und
untersucht. Die erst klrzlich veréffentliche Struktur des KvAP, der von der
Funktionalitait her die grdBte Ahnlichkeit mit spannungsgesteuerten Ca?*-
Kanalen aufweist, wurde schlieBlich fir den Bau des endgultigen Modells
verwendet. Wenn nicht ausdricklich darauf hingewiesen wird, beziehen sich die
im Lauf der folgenden Ausfihrungen gegebenen Angaben auf die nach KvAP
erstellten Modelle.

4.3.1 Aufbau des Modells

Zunachst muss Uberlegt werden, wie sich die Repeats um die Pore
zusammenflgen. Die vier Helixblndel kénnen sich im Uhrzeigersinn oder
entgegen dem Uhrzeigersinn anordnen. Da es sich bei den K*-Kanalen um
Homotetramere handelt, deren vier Repeats absolut identisch sind, kann daraus
kein Ruickschluss gezogen werden. Striessnig et al. [40] postulieren eine
Anordnung im Uhrzeigersinn. Dass dies sinnvoll ist, wird durch im Rahmen
dieser Arbeit durchgeflihrte Untersuchungen am KcsA und KvAP bestatigt.
HierfGr wurden zwei unterschiedliche Struktur-Alignments aufgrund des mit
ClustalW erhaltenen MSA durchgefiihrt. Die Monomere des Templates wurden
nummeriert und je eine Orientierung im Uhrzeigersinn und entgegen dem

Uhrzeigersinn generiert.
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v b % Y1508/M1509
/ /S
11170/11173 N~

; \ 1ys6
v3l‘J F1175 _
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MITLL PF 1176 N 11515/11516
1178 N1517
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Q1060 g 0
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Abbildung 4.4: DHP-Bindungsstelle bei Anordnung der Repeats entgegen dem Uhrzeigersinn, links
von auBen, d.h. von der Membranseite, die Pore befindet sich hinter den Helices;
rechts von oben

Abbildung 4.4 und Abbildung 4.5 zeigen die DHP-Bindungsstelle der offenen
Konformation nach dem Templat KvAP (vgl. Abschnitt 1.3.2). Bei einer
Anordnung der Repeats entgegen dem Uhrzeigersinn kénnen die an der
Ligandenbindung beteiligten Aminosauren nicht so angeordnet werden, dass
sie eine gemeinsame Bindungsstelle bilden. Auch eine Anderung des Struktur-
Alignments wird nicht zur Verbesserung des Modells fihren, da die drei Helices
keinen gemeinsamen Zwischenraum besitzen, der gleichzeitig Segment 11I-SS
berlcksichtigt.
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IVS6

11515/11516 11170/11173

N1517

His6
Q1060

M1178

Hiss s6 Hiss

T1056

Abbildung 4.5: DHP-Bindungsstelle bei Anordnung der Repeats im Uhrzeigersinn, links von auBen,
rechts von oben

Dagegen zeigt Abbildung 4.5, dass die DHP-sensitiven Aminosauren bei einer
Anordnung der Repeats im Uhrzeigersinn einander naher sind. Es findet sich
zwischen den Helices ein Bereich von ca. 16 A Durchmesser, der von den
Bereichen 11I1S5, 111S6 und IVS6 sowie IlI-SS umgeben ist. Mit dem zuerst
durchgefihrten MSA nach ClustalW sind sie zwar nicht zueinander orientiert,
durch eine Anderung des Alignments kann diese Orientierung jedoch
herbeigeflhrt werden. Fir diese Arbeit wurde folglich von einer Anordnung der
Repeats im Uhrzeigersinn ausgegangen. Auch flr spannungsgesteuerte
Na*-Kanale hat sich diese Anordnung durchgesetzt [14].

4.3.1.1 Selektivitatsfenster
Flr die Ca®*-Selektivitat sind die vier Glutamate E363, E706, E1135 und E1464

verantwortlich. Da strukturelle Angaben fehlten, gingen frihere Arbeiten davon
aus, dass die Ca®*-lonen koordinativ durch die Carboxylat-Gruppen dieser
Glutamate gebunden werden [59]. Es ist jedoch schwer vorstellbar, dass eine
derartig starke ionische Wechselwirkung die schnelle lonenbewegung erlaubt,
die in der Natur gemessen wird. Auch haben Na*- und K*-Kanale nicht not-

wendigerweise vier geladene Aminosauren, die das Selektivitatsfenster bilden.
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Die Kristallstruktur des KcsA-Kanals hat gezeigt, dass das durch die Carbonyl-
Gruppen des Proteinriickgrates entstehende Dipolmoment ausreichend ist, die
K*-lonen nach dem Verlust ihrer Hydrathllle zu stabilisieren und dabei eine
hinreichend hohe lonenflussrate zu gewahrleisten. Im Folgenden wird dar-

gestellt, dass diese Anordnung auf den Ca®*-Kanal Ubertragbar ist.

Untersucht man die Cambridge Structural Database auf das Vorliegen von
Ca**/Carbonyl-Komplexen, so lassen sich 22 Komplexe finden (2 Beispiele
werden in Abbildung 4.6 gezeigt).

CSD-Code Strukturformel
MAYKAY CH, cH,
Et\D/KD TZD D/ D/Et
~ L
a D/| \D
Et/\{ H,O \ \‘Et
ZOWKIF K L
M N/\\D I U// M e
z \Ca/ z
Me N D/ \D M Me
T

Abbildung 4.6: CSD-Codes und Strukturformeln von gefundenen Caz*/CarbonyI-KompIexen,
nach [22], [48]

Auch in Proteinen findet man Ca?*-Carbonyl-Komplexe. Im WWW:-Interface des
Programms Relibase [30] lasst sich das gewlinschte Strukturelement eingeben,
auf welches dann die Protein Database [37] untersucht wird. In der Natur finden
sich durchaus Proteine, die Ca®**-lonen mit vier Carboxylat-Gruppen binden, in
diesen befindet sich das Calcium nicht im aktiven Zentrum, es dient vielmehr
dem Erhalt der Tertiarstruktur. Viel haufiger ist jedoch eine Mischform, die
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Carbonyl-Gruppen und ein bis zwei Carboxyl-Gruppen kombiniert, aber auch
Komplexe, die ausschlieBlich aus Carbonyl-Gruppen bestehen, wurden
gefunden (Tabelle 4.6). Demnach ist es nicht ausgeschlossen, dass -analog zu

K*-Kanalen- auch das Selektivitatsfenster von Ca?*-Kanalen gebildet wird.

Name des Proteins PDB-Code Bindungsmodus der Ca**-lonen

humane Phospholipase A, 1KV0 a) 2 Carboxyl- + 2 Carbonyl-Gruppen
b) 4 Carbonyl-Gruppen

¢) 2 Protein-Carbonyl- + 1 Liganden-
Carboxyl-Gruppe

d) 3 Carbonyl-Gruppen

Solubilin (Hydrolase) 1A2Q a) 2 Carboxyl - und 4 Carbonyl -
Gruppe
b) 3 Carbonyl-Gruppen

Cytochrom C Nitrit- Reduktase 1GU6 a) 1 Carboxyl- und 1 Carbonyl-Gruppe
b) 1 Carboxyl- und 1 Carbonyl-Gruppe

Tabelle 4.6: Ergebnis der Relibase-Suche nach Ca®*/Carbonyl-Komplexen in Proteinen

Die K*-Selektivitat wird durch vier Glycine gesteuert, durch deren Austausch der
Kanal unter Beibehaltung der restlichen Sequenz in die Na*- oder Ca**-Sele-
ktivitdt Oberfihrt werden kann. Diese Glycine sind immer eingebettet in die
Sequenz TVGYG, diese wird also viermal in jedem K-Kanal gefunden. Die
Tyrosine sind wichtig, da sie mit Tryptophanen der kurzen Loop-Helix parallel
zu liegen kommen. Dadurch kommt es zu einer aromatischen Wechselwirkung,
die die Aminoséauren in ihrer Position fixiert. Das Selektivitadtsfenster ist also von
einem aromatischen Ring aus Tyrosinen und Tryptophanen umgeben, der flr
die Stabilitdt des Loops und fir die GréBe des Selektivitatsfensters

verantwortlich ist [18].

In Ca®*-Kanalen lasst sich eine ahnliche Sequenz finden (Tabelle 4.7). In den
verschiedenen Ca?*-Kanal-Typen findet sich das Muster TXEXW, nur der T-Typ

weicht in Repeat Il von diesem Schema konservativ ab. Verdnderungen in



88 4 Durchfiihrung und Ergebnisse

Repeat Ill fiihren, wie bereits ausgefiihrt zwar zur Schwachung der Ca?*-
Selektivitat, jedoch nicht zu ihrem Verlust, wie in den anderen Repeats. Da eine
vom K*-Kanal abweichende asymmetrische Anordnung der Pore und des
Selektivitatsfensters diskutiert wird [16], sind Abweichungen in diesem Bereich
am ehesten vertretbar. Hierauf wird im Verlauf dieser Arbeit bei der
Uberarbeitung der DHP-Bindungsstelle weiter eingegangen (s. Abschnitt
4.5.1.1).

Erstellt man auf dieser Grundlage ein Modell, zeigen die Carboxylat-Gruppen
der Glutamate in Richtung der SS1-Helix, wahrend die Carbonyl-Gruppen des
Protein-Riickgrates eine Position einnehmen, die eine Interaktion mit den Ca?*-
lonen erlaubt. Wie oben beschrieben, wird in K*-Kanalen der Durchmesser des
Selektivitatsfensters durch aromatische Wechselwirkungen zwischen Tyrosinen
und Tryptophanen reguliert. Ca®*-Kandle haben keinen aromatischen Ring.
Sollen die Glutamate dem ,Tyrosin-Ring“ in der Funktion der
Porenweitenregulierung entsprechen, missen passende Partner des
,1ryptophan-Ringes“ gefunden werden. Dazu wird das Modell mit dem
Programm WHATIF [88] auf Salz- und Wasserstoffbriicken untersucht. Tabelle
4.8 zeigt die gefundenen Interaktionspartner. WHATIF ist ein Interface, das im
World Wide Web zu Verfligung steht [38].
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Kanaltyp/ Swissprot-Bez. Repeat-Nr. Sequenz-Abschnitt

I VGYG
K-Kanal I VOYG
alle Typen

11 VGEYG

v VGYG

I MEGW
L-Typ Ca-Kanal I GEDW
Q13936

11 FEGW

v GEAW

I MEGW
P/Q-Typ Ca-Kanal I GEDW
000555

11 GEGW

v GEAW

I MEGW
N-Typ Ca-Kanal I GEDW
055017

1 GEGW

v GEAW

I MEGW
R-Typ Ca-Kanal I GEDW
Q02343

1 GEGW

v GEAW

I LEGW
T-Typ Ca-Kanal I Q-DW
095180

1 SKDGW

v GDNwW

Tabelle 4.7: Sequenzabschnitte der Porenumgebung der vier Repaets in den verschiedenen
Caz"-KanaI-Typen und der K-Kandle im Vergleich
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Repeat Aminosauren von Q13936 Interaktion
I Glu363 <> GIn358 Wasserstoffbriicke
I Glu706 <-> GIn701 Wasserstoffbriicke
1 Glu 1135 <> Thr 1129 Wasserstoffbriicke
v Glu 1464 <> Arg 1459 Salzbriicke

Tabelle 4.8: Mit WHATIF bestimmte Interaktionspartner und Interaktionstypen

Es wird fir jedes Glutamat ein Interaktionspartner gefunden. Die Repeats I-llI
zeigen Wasserstoffbriicken, Repeat IV eine Salzbriicke. Dadurch kann die

dreidimensionale Struktur des Loops fixiert werden. Eine gréBere Anndherung

der Protein-Rlckgrate, die zur Verkleinerung des Selektivitatsfensters flihren

wiirde, wird verhindert. Aber auch lonen mit gréBerem Radius als Ca®* kénnen

nicht in das Selektivitatsfenster eindringen. Sie mussten dazu das Protein-

Ruckgrat nach auBen drangen,

was durch die volumindsen Glutamat-

Seitenketten nicht zugelassen wird. Abbildung 4.7 zeigt das Selektivitatsfenster

von der extrazellularen Seite. In der Mitte ist ein Ca®*-lon eingebettet.

Abbildung 4.7: Pore von oben; in der Mitte ist ein Ca’*-lon dargestellt, umgeben von den Carbonyl-
Gruppen der Glu 363, 706, 1135 und1464, deren Seitenketten mit Aminoséauren der

SS-Helix Wasserstoff- bzw. Salzbriicken ausbilden
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4.3.1.2 DHP-Bindungsstelle
Es sind durch konstruktive und destruktive Mutationsstudien 14 Aminosauren

bekannt, welche fir die DHP-Bindung wichtig sind. Im konstruktiven Ansatz wird
ein nicht DHP-sensitiver Ca?*-Kanal, z.B. ein P/Q-Typ, durch Mutationen so
verandert, dass Aminosauren des L-Typs eingefihrt werden. Im Ergebnis sieht
man, welche Aminosauren fir die DHP-Sensitivitit notwendig sind [80]
(s. Tabelle 4.5). Diese Aminosauren befinden sich alle in den Helices 11IS5,
[11IS6 und IVS6 sowie im SS-Bereich des Repeats lll. Es wurde gefunden, dass
in den S6-Helices drei bis vier nebeneinander liegende Aminosauren auf die
Ligandenbindung Einfluss nehmen. Da eine Helixwindung aus 3,6 Aminosauren
besteht, kébnnen nicht alle vier gleichzeitig direkte Interaktionen mit dem
Liganden eingehen. Es muss also gewichtet werden, welche Aminosaure die
héchste Wahrscheinlichkeit fir eine Interaktion zeigt. Wahrend die
Aminosauren des destruktiven Ansatzes in allen spannungsabhangigen
Ca?*-Kanal-Typen gefunden werden, sind die des konstruktiven Ansatzes nur
im L-Typ-Ca®*-Kanal zu finden. Da nur der L-Typ DHPs akzeptiert, ist das
Zusammenspiel dieser beiden Gruppen wichtig. Auch tragen einzelne
Aminosauren unterschiedlich stark zur Liganden-Affinitat bei. Die Mutation der
Aminosauren 11170, 11173, M1178 und N1117 verringert die Affinitat um das
finffache. Dagegen fihrt eine Mutation von F1175, F1176, M1177; Y1508,
M1509 und 11516 nur zur Halbierung der Affinitat [85]. Diese Aminosauren
beeinflussen zum einen die Bindung, zum anderen die Inaktivierung [31]. lhr
Einfluss kann durch das hier vorgestellte Modell abgeschéatzt werden, genauen
Aufschluss kann nur eine Kristallstruktur eines Ca**-Kanals geben, die z. Zt.

nicht zur Verflgung steht.

In Tabelle 1.2 sind bereits die an der DHP-Bindung beteiligten Aminosauren
vorgestellt worden. Zwei Aminosauren zeigen Besonderheiten. Die Mutation
von T1056 in IS5 hat nur bei Einsatz von raumfillenden Substituenten wie
Tyrosin oder Phenylalanin einen Affinitatsverlust der DHPs zur Folge. Daraus
kann man schlieBen, dass T1056 nicht direkt an der Bindung beteiligt, aber in
Richtung der Bindungsstelle orientiert ist, da volumindse Substituenten den

Liganden verdrangen. Wird S1114 durch andere Aminosduren mit
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Wasserstoffbricken-Donator-Funktion  wie  Threonin  ersetzt, ist kein
Affinitatsverlust zu messen, dies geschieht jedoch beim Einfligen von
Aminosauren wie Leucin. Auch werden Agonisten starker durch S1114
beeinflusst. Da die Agonisten sich von den Antagonisten nur an der
Backbordseite durch den Ersatz des Esters gegen eine Nitro-Funktion unter-
scheiden, ist anzunehmen, dass eben diese Gruppe in Richtung S1114
orientiert ist. Die Helices IlIS2 und IVS1 zeigen keine direkten Interaktionen,
schlieBen jedoch die Bindungsstelle zur Membran-Seite ab.

4.4 Optimierung des Modells auf die DHP-Liganden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Modelle auf der Basis der unterschiedlichen
K*-Kanal-Template von KcsA, MthK und KvAP erstellt (s. Abschnitt 1.3.2). Das
nach den Vorgaben des MSA erstellte Struktur-Alignment eignet sich gut fur
den Aufbau des Selektivitatsfensters. Der Bereich, der die DHP-Bindungsstelle
wiedergeben soll, zeigt bei den drei Modellen jedoch kaum Méglichkeiten fir die
in Tabelle 1.2 genannten Aminosauren, mit den Liganden in Beziehung zu
treten. Abbildung 4.8 zeigt beispielhaft das nach den Vorgaben des MSA mit
dem Templat KvAP erstellte Modell (KvAP-C; C=ClustalW), Abbildung 4.9 das
zugehdrige Alignment.

In Abbildung 4.8 sieht man die Helices 1lIS5, 111IS6 und IVS6 und einen Teil des
P-Loops in Repeat Il (IlI-SS). Es ist zu erkennen, dass nur wenige
Aminosauren in die Mitte der Segmente zeigen, wo sich die Bindungsstelle
befinden muss. Einzig M1178, N1517 und S1114 zeigen eine entsprechende
Geometrie. T1056 sollte ebenfalls in die Bindungstasche zeigen, da sonst eine
Verdrangung des Liganden aus der Bindungsstelle, wie sie in Mutationsstudien
beobachtet wird, nicht méglich ist (vgl. Abschnitt 4.3.1.2). Ebenso wenig kénnen
Q1060 eine Wasserstoff-Briicke und 11760, 11173, 11515 und 11516 van-der-
Waals-Wechselwirkungen eingehen. Diese Aminosauren zeigen alle eine
Orientierung, in der sie vom Raum zwischen den Helices, der das DHP
aufnehmen kann, wegzeigen. Das Struktur-Alignment ist also nicht geeignet,
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ein Modell zu erhalten, dass die gewtinschten Kontakte zwischen Rezeptor und
Ligand beschreibt.

Y1508/M1509

™\

Y -
.' v i F1175

11170/11173

11515/11516

N1517

\ Pre———
M1178 ‘ /

Y, \ I e F1176/M1177
£

P\_
A

@,
p ¥
r \‘ A
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Abbildung 4.8: Modell KvAP-C von KvAP und Q13936 mit Blick von auBen auf die DHP-Bindungs-

stelle. Dargestellt sind die Helices llIS5, l1IS6 und IVS6 sowie IlI-SS. Helices 111S2 und
IVS1 sind zur besseren Ubersichtlichkeit nicht gezeigt, da sie sich ,,vor* der
Bindungsstelle befinden.
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Abbildung 4.9: Alignment von KvAP (P_10RQ) mit den Segmentsequenzen von Q13936 (KvAP_C),
Repeat | ist orange, Il griin, lll blau, IV rot dargestellt. In Repeat | sind die Segmente
IS5, P-Loop, IS6, in Repeat Il ebenfalls IS5, P-Loop, IS6, in den Repeats Il und IV alle
Segmente ins Alignment einbezogen worden. Das entspricht der gesamten Pore,
der Bindungsstelle und allen Helices in Repeats Ill und IV. Die griin dargestellten
Aminosauren in Sequenz KvAP_C sind die an der DHP-Bindung beteiligten
Aminoséauren.

Zur Anpassung des Modells hat man mehrere Méglichkeiten. Zum einen kann

man unter Beibehaltung des Alignments die Koordinaten des Templates durch

Drehen der Helix um die Helix-Achse verdandern. Auch ist es moglich, eine

andere Grundlage fir das Alignment zu wéahlen, z.B. die Sequenzen der DNA-

Basen der Proteine (s. Abschnitt 4.4.1). SchlieBlich besteht die Mdglichkeit,

Sequenzen manuell gegeneinander zu verschieben.

Die erste Variante ist problematisch, da sie nur bei idealen Helices anwendbar
ist und eine Veranderung der Vorlage die Unsicherheit erhdht. K*-Kanéle
zeigen keine idealen, gestreckten Helices. Sie sind vielmehr umeinander
gewunden. Eine Drehung der Helix fihrt zu einer drastischen und nicht
vertretbaren Veranderung der Struktur. Abbildung 4.10 zeigt den Effekt des
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Drehens einer Helix um ihre Achse. Die in sich gebogene Helix trennt sich
durch die Drehung um 180° vom Blndel. Auch bei geringerer Drehung ist dies
bereits zu sehen. Diese Veranderung ist also nicht vorteilhaft, da sie zwar die
Orientierung der Aminosauren zur Bindungsstelle herbeifiihren kann, diese aber

zu weit entfernt, um mit den Liganden Wechselwirkungen einzugehen.

Abbildung 4.10: Effekt des Drehens einer Helix um 180° (Pfeil) am Beispiel von KcsA

441 Gen-Alignment

Punktmutationen des Genoms kdnnen einen wichtigen Einfluss auf die
Aminoséaure-Sequenz und damit auf die Eigenschaften eines Proteins nehmen.
Andert sich die Aminosaure-Sequenz, verandern sich die physikochemischen
Eigenschaften des Proteins. Wie in Abschnitt 3.1.2.2 ausgefthrt, kann die
Mutation einer DNA-Base zur Exprimierung einer Aminosdure mit anderen
physikochemischen Eigenschaften als denen der urspringlichen Aminosaure
fuhren. Wahrend bei der DNA nur die Basen-Identitat betrachtet wird, werden
die physikochemischen Eigenschaften natlrlich auch, neben der Aminosaure-
Identitat, bei der Beurteilung der Protein-Homologie bertcksichtigt. Es ist also
moglich, dass die zu Aminosaure-Sequenzen geringer Homologie gehérenden
Gen-Sequenzen bzgl. ihrer Codons eine héhere Homologie aufweisen. Zwei
Drittel der Sequenz stimmen Uberein, auch wenn unterschiedliche Aminosauren
durch das Codon und seine Mutation exprimiert werden.
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Da das MSA der Protein-Sequenzen nicht zu einem befriedigenden Ergebnis
fihrte, wurde ein MSA der relevanten Gen-Sequenzen durchgeflhrt.

Nach Determination der Gensequenzen wurden diese in das Programm GCG
eingelesen und im Unterprogramm PileUp Uber die Scoring Matrix Pileupdna
MSAs mit KcsA und MthK als Templaten fir die Helices [lIS5, 111IS6 und IVS6
erstellt. Diese enthalten die Aminosauren der Bindungsstelle. Wie in Abschnitt
4.2 ausgeflhrt, ist in diesem Bereich die Homologie besonders niedrig, so dass

wenige homologe und keine konservierten Aminoséuren resultieren.

Abbildung 4.11 zeigt am Beispiel des Segments I[lIS5 ein Alignment der

Gensequenzen.
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Abbildung 4.11: Alignment der Gene des Segmentes IlIS5; blaue Bereiche zeigen in allen
Sequenzen konservierte Basen, rote Bereiche homologe und griine Bereiche
schwach homologe Basen

Blau untersetzte Basen sind Uber alle Sequenzen konserviert, rote zeigen
homologe, grine schwach homologe Bereiche. Im Vergleich mit Abbildung 4.3
sind mehr homologe Bereiche zu erkennen. Ein entsprechendes Alignment
wurde flr die Segmente IIIS5, IlIS6 und IVS6 je einmal in Bezug auf die
Sequenzen von KcsA und MthK durchgefiihrt. Dies resultierte in den Modellen
KcsA-G (G=GCG) und MthK-G.
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In Abbildung 4.12 ist ein Vergleich von vier Modellen dargestellt. Die linke Seite
zeigt die auf KcsA beruhenden Modelle KecsA-C und KcsA-G. Auf der rechten
Seite sind die auf MthK beruhenden Modelle MthK-C und MthK-G zu sehen.
Das blaue Band reprasentiert das Proteinrlickgrat. Die DHP-sensitiven

Aminosauren sind in rot dargestellt, wenn ihre Position sich aus dem Gen-

Alignment ergibt. Die Position der gelben Aminosduren beruht auf dem
ClustalW-MSA der Protein-Sequenzen.

Abbildung 4.12: Uberlagerung der Strukturen erhalten nach dem MSA der Gen- (rot) und der
Aminoséaure-Sequenz (gelb)
Links: Modell KcsA-G uiberlagert mit KesA-C
Rechts: Modell MthK-G liberlagert mit MthK-C

Im Modell KcsA-G des geschlossenen Kanals (Abbildung 4.12 links) ergeben
sich kaum Anderungen zum Modell KcsA-C. Helices 111IS6 und 1VS6 ergeben
das gleiche strukturelle Alignment, die Aminosauren sind Uberlagert. Allein Helix
IS5 zeigt einen Unterschied. Hier ist die Sequenz des Gen-Alignments 2,5
Windungen gen N-Terminus verschoben (Doppelpfeil). Aber auch in dieser
Geometrie kann nicht erklart werden, wie Q1066 eine Wasserstoffbriicke zum
Liganden ausbildet oder eine Substitution von T1060 den Liganden aus der
Bindungsstelle verdrangen kann. Im Modell MthK-G des offenen Kanals (im Bild
rechts) sind zwischen beiden Methoden gréBere Unterschiede zu sehen. Im
Gen-Alignment sind zwar mehr der beteiligten Aminosduren zur Bindungsstelle
orientiert, sie sind jedoch in ihrer Lage relativ zueinander zu weit voneinander
entfernt, als dass eine gemeinsame Interaktion mit dem Liganden méglich ware.

Durch das Alignment ergibt sich auch eine Anordnung von Helix 1lIS5, in der
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T1056 nicht mehr zum TM-Bereich gehoért. Da diese Aminosaure Einfluss auf
die Bindung nimmt, kann ein Modell, das sie nicht berlcksichtigt, nicht als

verninftig angesehen werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ein Alignment der Gen-Sequenzen
das MSA der Aminosauren unterstiitzt. KcsA-C und KcsA-G zeigen nur geringe
Unterschiede. MthK-C und MthK-G zeigen Unterschiede im Bereich von ein bis
zwei Aminosauren. Segment IlIS5 ist in Vergleichen der offenen und der
geschlossenen Konformation das Segment, dass die gr6Bten Differenzen

aufweist.

Beide Alignment-Methoden zeigen, dass Homologie-Methoden zwar ein Modell
liefern kénnen. Im Fall von Ca?*-Kanalen miissen diese Modelle aber modifiziert
werden, um die experimentell gefundenen Interaktionen mit DHPs wiedergeben

zu kdnnen.

4.4.2 Modelle auf der Grundlage der Kristallstruktur des K*-Kanals KvAP
Da das strukturelle Alignment nach ClustalW keine sinnvolle Bindungsstelle
liefert, wird das Alignment geandert.

Dabei muss entschieden werden, in welchem Rahmen das geschehen darf und
welche Veranderungen sinnvoll sind. Um zu prifen, ob Interaktionen mdglich
sind, kénnen die Orientierung und die Abstande subjektiv betrachtet werden.
Besser ist es jedoch ein objektives Kriterium zu verwenden. Docking-Pro-
gramme, die Liganden nach ihren Eigenschaften in die Bindungstasche

einbringen, kdnnen hier helfen.

Im Vergleich der offenen und geschlossenen Konformation des Ca?*-Kanals
(vgl. Abschnitt 4.4.6) diente das Programm AutoDock zum Abschatzen der
Position und Lage des Liganden. Im Fokus standen der Platzbedarf und das
Platzangebot des Liganden.

Naher untersucht werden sollen die Interaktionsmdglichkeiten der Liganden mit
verschiedenen Aminosauren. AuBerdem fungieren die Docking-Ergebnisse als
Ideengenerator flr mdgliche Startkonformationen einer Molekildynamik-
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simulation. Abbildung 4.13 gibt einen schematischen Uberblick (ber die

Vorgehensweise.

— Bau des Models

Veranderung nein
des Alignments|

nein

nein

j

Minimierung

j

Dockingversuche mit
verschiedenen Liganden

{]/.Ja

H-Briicke zwischen DHP und Q10607
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Backbordester orientiert zu S1114?

{}Ja

Potentieller Partner fir Charge
Transfer Komplex mit Aromaten?

e

Molekuldynamiksimulation

Abbildung 4.13: Vorgehensweise und Kriterien zur Uberarbeitung des Modells

Durch das manuelle Verschieben der Sequenzen gegeneinander, werden die

DHP-aktiven Aminosauren zur Bindungsstelle ausgerichtet. Man erhélt das
Modell KvAP-A; (Ai=Alternative 1) mit dem in Abbildung 4.14 dargestellten
Alignment. Beim Verschieben der Sequenzen muss darauf geachtet werden,

dass die Seitenketten der wichtigen Aminosauren die Méglichkeit bekommen,

mit dem Liganden zu interagieren. Zusatzlich zum strukturellen Templat der

Kristallstruktur des K*-Kanals wird also der Ligand als Templat fiir Interaktionen

eingesetzt (>KvAP-A,). Flir das Docking wurde in diesen Modellen das

Programm FlexX benutzt. Es ist, wie Abschnitt 3.3.2 erlautert, besser geeignet

als AutoDock, um Interaktionen auszuwerten.
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Abbildung 4.14: Alignment von KvAP (P_O1RQ) und Q13936 (KvAP-A1), dieses Alignment liefert

das Ca**-Modell KVAP-A, (Abbildung 4.17), griin: die mit DHPs interagierenden
Aminoséauren

Da das aus diesem Alignment resultierende Modell bei den Dockingversuchen

zeigt, dass die Interaktion mit 11IS6 nicht optimal ist, wurde in diesem Segment

eine weitere Anderung durchgefithrt. Die Verschiebung von 1lIS6 um drei

Aminosauren gen N-Terminus bringt M1177 dichter an den Liganden (Modell
KVAP-A,).
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Abbildung 4.15: i\nderung des Alignments von KvAP-A{ nach KvAP-A; durch Verschieben von

1lIS6 um 3 Aminosauren gen N-Terminus (Pfeil)
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4.4.3 Docken der Liganden
Das manuelle Verschieben der Sequenz ergibt die in Abbildung 4.17
dargestellte rAumliche Anordnung (Modell KvAP-A1).

FUr das aktive Zentrum als Ziel des Dockings wurden alle 14 Aminosauren der
Bindungsstelle ausgewahlt. Vor dem Docken der Liganden wurde das Modell
- mit einem Liganden - vorbereitend erst mit Steepest Descent, dann mit
Conjugate Gradients im Programm FDiscover [1] voroptimiert, um unglnstige
Kontakte zu beseitigen. Durch das Docken in eine minimierte Struktur kann
schnell abgeschatzt werden, welche Kontakte mdglich sind und welche bei
gréBerer Flexibilitdt des Proteins wéhrend einer Molekildynamiksimulation

entstehen kénnen.

Wird das unbesetzte Protein minimiert und dann die Liganden eingedockt, so
nehmen Seitenketten der Aminosauren haufig den Raum in der Bindungsstelle
ein. Es ist dann schwieriger fir das Docking-Programm, Platz flr den Liganden
zu finden. In der Folge findet man keine sinnvollen Ergebnisse. Dieses Problem
kébnnte umgangen werden, wenn Docking-Programme das Zielprotein flexibel
betrachten wirden und die Bindungsstelle dem Liganden anpassen wuirden.
Die derzeitigen Programme berlcksichtigen jedoch nur den Liganden als
flexiblel. Dies soll sich mit dem Programm FlexE, welches sich in der
Entwicklung befindet, &ndern. Es stand flr diese Arbeit jedoch noch nicht zur
Verfagung.

Es hat sich im Verlauf dieser Arbeit als vorteilhaft herausgestellt, das Protein
vor dem Docken mit einem Liganden (hier: S-Isradipin) zu minimieren. Der
Ligand liegt dabei so, dass die NH-Funktion zu Q1060 orientiert ist. Nach der
Minimierung wird der Ligand entfernt und der Ligandensatz in die nun leere
Bindungstasche gedockt. Mit dieser Vorgehensweise werden sinnvolle
Dockingergebnisse gefunden.

Fiur die Docking-Versuche an den Ca?*-Kanal-Modellen KvAP-A; und KvAP-A,
wurde zusatzlich die Filterfunktion des ,Pharm“-Moduls von FlexX verwendet.
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R-BayK 8644 S-BayK 8644

Abbildung 4.16: Zum Docking benutzte Liganden:
Antagonisten: Nifedipin, S-Nitrendipin, S-Isradipin, R-BayK8644
Agonist: S-BayK8644

Als Liganden wurden S-Isradipin als wirksamste Verbindung, Nifedipin und
S-Nitrendipin als Vertreter eines nicht chiralen und eines chiralen DHPs sowie
das Agonist/Antagonisten-Paar S- und R-BayK8644 gewahlt (s. Abbildung
4.16).

Abbildung 4.17 zeigt die Uberlagerung der besten Docking-Ergebnisse fir das
Modell KvAP-A, Abbildung 4.18 fiir das Modell KvAP-A..
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Abbildung 4.17: Bindungsstelle des Modells KvAP-A; mit gedockten DHPs (FlexX)
Das Protein-Riickgrat wird als blaues Band (ribbon) dargestellt, fiir die Aminoséauren
gilt: Sauerstoffatome sind rot, Stickstoff blau, Schwefel gelb, Kohlenstoff griin. Fiir
weitere Erklarungen, s. Text.

Im Modell KvAP-A; wird die Wasserstoffbriicke zwischen der NH-Funktion des
DHP-Ringes und Q1060 (Pfeil 1 in Abbildung 4.17) von FlexX bevorzugt
gefunden. Auch T1056 wird als potentieller Partner fir eine Wasserstoffbriicke
zum Ester der Steuerbordseite gefunden (Pfeil 2), wahrend der Backbordester
in S1114 (Pfeil 3) einen mdglichen Wasserstoffbriicken-Donator findet. T1056
ist in einer Position, in der eine Mutation zu Tyrosin oder Phenylalanin durch
ihre volumindsen Seitenketten die DHPs verdrangen. Der Aryl-Rest der DHPs
kénnte in van-der-Waals-Wechselwirkungen mit 11515 oder 11516 treten
(Pfeil 4). Allerdings steht kein geeigneter Partner flir einen Charge-Transfer-



104 4 Durchfiihrung und Ergebnisse

Effekt zur Verflgung. M1177 und M1178 sind zu weit von dem Liganden

entfernt.

Wie in Abschnitt 4.4.2 beschrieben wird die IlIS6-Helix um 3-4 AS, also eine
Helixwindung gen C-Terminus verschoben. Die bereits gefundenen
Interaktionsmdglichkeiten bleiben bestehen und durch den geringeren Abstand
wird eine zusatzliche Interaktionsmdglichkeit zwischen einem der Methionine
und dem DHP geschaffen. Es musste bei der Erstellung des Modells
entschieden werden, ob M1177 oder M1178 die Aufgabe des Charge-Transfer-
Partners zugewiesen werden sollte. Die Entscheidung fiel auf M1177, da
hierdurch 11170 und 11173 eine Position erhielten, die eine Orientierung zum
Liganden zulasst. Das Verschieben um drei Aminosauren ist ausreichend,
M1177 befindet sich dann in ausreichender Nahe und Orientierung (=>Modell
KVvAP-A, Abbildung 4.18).

N1117

' M1178

Abbildung 4.18: Modell KvAP-A; mit gedockten DHPs

Abbildung 4.18 zeigt das Docking-Ergebnis. Ein leichter Unterschied in der
Lage der Liganden ergibt sich durch den etwas geringer gewordenen Platz. Alle
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fur KvAP-A; beschriebenen Interaktionen kdnnen in KvAP-A, wieder gefunden
werden. Die Wasserstoffbriicke der DHP-NH-Funktion zu Q1060 ist vorhanden
(Pfeil 1 in Abbildung 4.18). Der Backbordester ist in Richtung S1114 orientiert
(Pfeil 2). AuBerdem erkennt das Programm van-der-Waals-Wechselwirkungen
der Steuerbordester-Methylgruppe mit 11516 (Pfeil 3), sowie eine Interaktion
des Aromaten mit M1177 (Pfeil 4). In diesem Modell werden Interaktionen der
Liganden mit den drei beteiligten Helices gefunden. Essentielle Interaktionen
mit bestimmten Aminosauren werden durch das Programm erkannt bzw. sind
durch die raumliche Orientierung der Liganden in der statischen Bindungs-
tasche mdglich.

4.4.4 Vergleich mit dem vorliegenden Pharmakophor

Der Pharmakophor einer Arzneistoff-Gruppe macht Aussagen Uber die
raumliche Anordnung der funktionellen Gruppen [11]. Sind die interagierenden
Aminosauren aus experimentellen Untersuchungen (z.B. Mutations-
experimenten) bekannt, jedoch nicht die Struktur des Rezeptors, so ist es
sinnvoll, die Eigenschaften des Pharmakophors mit Hilfe der identifizierten
Aminosauren als Pseudorezeptor darzustellen. Ein durch Homologie-
Modellierung entwickeltes Rezeptor-Modell sollte demnach Ahnlichkeit mit dem
Pseudorezeptor aufweisen.

Im Pseudorezeptor nach Schleifer [75] werden zwei Zustande der
Bindungsstelle diskutiert, der offene/inaktive und der Ruhezustand. In beiden
Zustanden liegt der aromatische DHP-Substituent in einer Tasche, die aus zwei
Tyrosinen und einem Phenylalanin gebildet wird, auBerdem hat er Kontakt zu
einem Methionin. Aus Experimenten wei3 man auBerdem, dass DHPs mit
Elekironen-ziehenden Substituenten am Aromaten eine hdéhere Affinitat
aufweisen als unsubstituierte. Daher wird die Maoglichkeit eines Charge-
Transfer-Effektes diskutiert, bei dem Elektronen auf das DHP (bertragen
werden. Als geeigneter Partner kann die Aminos&dure Methionin fungieren. Auch
andere elektronenreiche Aminosduren (Tryptophan, Tyrosin oder Phenylalanin)

waren denkbar. Eine andere wichtige Struktur-Wirkungsbeziehung betrifft die
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NH-Funktion am N1 des Dihydropyridinrings. Ersetzt man den Wasserstoff am
Stickstoff z.B. durch eine Methylgruppe, so ist keine Wirkung mehr messbar.
Die Fahigkeit zur Bildung einer Wasserstoffbriicke ist also an dieser Stelle
essentiell. Eine passende Aminosaure als Akzeptor ware z.B. das Glutamin,
dessen Carbonyl-Gruppe eine Wasserstoffbriicke akzeptieren kann. Am
Steuerbordester findet man ein Threonin, welches eine Wasserstoffbriicke zur
Estergruppe ausbildet. Nach oben abgeschlossen wird der Pseudorezeptor
durch ein Tyrosin, welches parallel zum Dihydropyridinring angeordnet ist
(Abbildung 4.19) .

W Gln 1060

Tyr
<=
_ Thr 1056
Tyr
Met 1177/1178
>
Phe Met

Abbildung 4.19: Pseudorezeptor-Modell [75] mit S-Isradipin (rot) im Vergleich mit KvAP-A,

Der Unterschied zwischen Ruhe- und offenem/inaktivem Zustand im Modell
nach Schleifer besteht in der zusatzlichen Beteiligung eines Threonins, welches
mit dem Carbonyl-Sauerstoff des Backbordesters eine Wasserstoffbriicken-
bindung eingehen kann. Zu beachten ist, das in dem hier dargestellten Pseudo-
rezeptormodell die Carbonyl-Gruppe des Proteinrlickgrates flr die
Wasserstoffbriicke zur Verfligung steht, wahrend in KvAP-A; und KvAP-A, die

Amid-Funktion der Seitenkette diese Funktion erflllt. Generell muss
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berlcksichtigt werden, dass fir den Pseudorezeptor nur die vorhandene
Funktionalitat wichtig ist, also die Fahigkeit der Wasserstoffbriickenbildung.
Dies kann bei einem Glutamin sowohl Uber die Seitenkette als auch das Uber
Proteinrlickgrat geschehen. Die Experimente zeigen, dass die DHPs nicht mit

dem Proteinriickgrat, sondern mit der Seitenkette interagieren.

Im Homologie-Rezeptor-Modell sollten an vergleichbaren Positionen ent-
sprechende Aminosauren oder solche mit &hnlichen, funktionellen
Eigenschaften gefunden werden.

Der Vergleich des Pseudorezeptors mit KvAP-A; (Abbildung 4.19) zeigt, dass
sich Q1060 in passender Position befindet, um als Wasserstoffbriicken-
Akzeptor agieren zu koénnen. T1056 ist ebenso in der Lage, die im
Pseudorezeptor vorgesehene Interaktion mit dem Steuerbordester einzugehen.
Allerdings kénnen die Methionine aus Helix 111S6 keine Interaktion mit dem
aromatischen Rest eingehen, M1178 ist zwar zum Aromaten hin orientiert, aber
zu weit entfernt, um den postulierten Charge-Transfer zu ermdglichen. An der
Backbordseite findet sich kein Threonin, dafir S1114 im IlI-SS, welches eine
homologe Aminosaure mit vergleichbaren Eigenschaften ist. Oberhalb des
Dihydropyridinrings ist Y1509, das zunéachst keine parallele Lage einnimmt.
Dies kdnnte wahren einer MDS mit flexiblen Seitenketten in Rahmen eines

induced fit jedoch geschehen.

Im Modell KvAP-A, (Abbildung 4.18 und Abbildung 4.20) bleiben fast alle fir
KvAP-A; beschriebenen Wechselwirkungs-Méglichkeiten erhalten. Q1060,
Y1509 und S1114 bleiben an ihren Positionen. M1177 nimmt eine Position ein,
die es erlaubt, mit dem Aromaten in Charge-Transfer-Interaktionen einzutreten.
Es befindet sich zwischen T1056 und dem Liganden. T1056 kann nicht mehr
als Wasserstoffbriicken-Donor agieren. Experimentell ist allerdings inzwischen
gesichert, das T1056 keine direkte Interaktion mit den DHPs eingeht [40]. Wird
es jedoch durch groBe, raumfillende Aminosauren wie Tyrosin ersetzt, kommt
es zu einem Wirkverlust der DHPs. Es kann sich hierbei nicht um den Verlust
eines Wasserstoffbriicken-Donors handeln, diese Funktion kénnte das Tyrosin

erfullen. Offensichtlich verdrangt der volumindése Substituent den Liganden aus
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der Bindungstasche. Dies kann im Modell nachvollzogen werden, denn die
Tyrosin-Seitenkette zwingt die Methionin-Seitenkette in eine andere Position

und lasst weniger Platz in der Bindungstasche (Abbildung 4.20).

Abbildung 4.20: Vergleich des Pseudorezeptors mit KvAP-A;

Es ist zu bedenken, dass in dem Liganden-basierten Pharmakophor und
deshalb auch in den Pseudorezeptor keine Informationen Uber die wirkliche
Struktur des Rezeptors eingehen. Ein Pseudorezeptor reprasentiert ein
optimiertes Interaktionsmuster, das nicht direkt auf ein Rezeptor-basiertes
Modell Gbertragen werden kann. Doch ist eine Superpositionierung des
Pseudorezeptors mit dem entwickelten Rezeptor-Modell fir Q1060, S1114 und
M1177 moglich.

4.4.5 Docken eines DHPs mit groBerem Rest auf der Backbordseite

Untersuchungen zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen zeigen, dass die C2- und
C6-Methylgruppen des Dihydropyridinrings  Ausgangspunkte far eine
molekulare Erweiterung sind (s. Abschnitt 1.5.2). Als Vertreter eines solchen
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.erweiterten® DHPs wurde S-Amlodipin (Norvasc®) in die Bindungstasche
gedockt, um zu prifen, ob der erhdhte Raumbedarf mit dem Rezeptor-Modell
vereinbar ist. S-Amlodipin ist auf der Backbordseite mit einer
Aminoethoxygruppe und einem Propylester erweitert. Es ist eine schwache
Base (pKs=8,6). Bei physiologischem pH-Wert liegt die Aminogruppe mit hoher
Wahrscheinlichkeit protoniert vor. Untersuchungen an DHPs mit quaternaren,
also dauerhaft geladenen, Stickstoffen haben gezeigt, dass eine geladene
Gruppe nicht in die Membran eindringen kann [5]. Daher wurde die

unprotonierte Form flr das Docking verwendet.

0
HNT

Abbildung 4.21: S-Amlodipin

Auch dieses sterisch aufwandige DHP wird von FlexX an der gleichen Stelle
wie die anderen DHPs positioniert. Die Aminogruppe geht sogar eine
zusatzliche Interaktion in Form einer Wasserstoffbrickenbindung mit dem
Carbonylsauerstoff des Proteinriickgrates von Q1060 ein. Abbildung 4.22 zeigt
die Lage des gedockten S-Amlodipins im Vergleich zur Position des S-
Isradipins. Auch in diesem Punkt ist das Modell also mit dem Pharmakophor
kongruent.
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zusatzliche

Abbildung 4.22: Docking von S-Amlodipin (weiB=C, Cyan=H, Rot=0, Blau=N) in KvAP-A,; zum
Vergleich ist S-Isradipin (orange) dargestellt.

4.4.6 Vergleich von Modellen der DHP-Bindungsstelle am offenen und
geschlossenen Kanal

Wie in Abschnitt 1.3.2 erlautert, unterscheiden sich die Template KcsA und
MthK im Bereich der Pore betrachtlich, wahrend das Selektivitatsfenster sehr
ahnlich ist (Abbildung 4.23). Es ist bekannt, dass DHP-Antagonisten eine

hoéhere Affinitat zum aktivierten, d.h. offenen, Kanal haben.

Um diese Bevorzugung zu untersuchen, wurden Modelle nach den Templaten
KcsA (geschlossener Kanal) und MthK (offener Kanal) erstellt. Wie in Abschnitt
4.4 beschrieben, liefert das auf ClustalW beruhende MSA keine sinnvolle DHP-
Bindungsstelle. Daher wurden die Sequenzen des jeweiligen Templates und
von der Ca?-Kanal-Sequenz Q13936 abweichend vom ClustalW-MSA
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gegeneinander verschoben. Dies ist nétig, um die an der DHP-Bindung
beteiligten Aminosduren so auszurichten, dass eine Interaktion mit dem
Liganden mdglich ist. In die Modelle KcsA-A (A=Alternative) und MthK-A
wurden verschiedene DHP-Liganden mittels des Programms AutoDock
eingedockt.

Die Docking-Ergebnisse zeigen, dass es schwierig ist, Liganden in die
geschlossene Konformation einzupassen. Betrachtet man die van-der-Waals-
Oberflache des Proteins, so kann man erkennen, dass die Liganden keinen
Platz in der Bindungsstelle haben und unterschiedliche Geometrien einnehmen
(Abbildung 4.24).

Abbildung 4.23: Offene Konformation von KcsA (Links) und MthK (rechts); die Markierung zeigt
den Ausschnitt, der in Abbildung 4.24 und Abbildung 4.25 dargestellt ist
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Abbildung 4.24: Unterschiedliche Docking-Ergebnisse von S-Isradipin (links) und S-BayK 8644 in
KcsA-A

Im Modell der offenen Konformation zeigt die Oberflache eine groBe,
zweilappige Hbéhle, die DHPs aufnehmen kann. Alle Liganden werden beim
Docken direkt Uberlagert. Allerdings werden zwei bevorzugte Positionen
gefunden (Abbildung 4.25).

Abbildung 4.25: Docking-Ergebnisse (AutoDock) am offenen Ca?*-Kanal beruhend auf dem Templat
MthK. Es gibt zwei bevorzugte Positionierungen. Auf der Oberfléche ist das
lipophile Potential dargestellt. Der tiefblaue Bereich stellt die hydrophile Pore dar.

Die obere, sich auf H6he der 1lI-SS-Region befindende Tasche (in Abbildung
4.25 rechts) ist energetisch bevorzugt. Die untere, auf Héhe der Kavitat, zeigt
jedoch einen Durchgang in Richtung Pore, der fir DHPs mit verlangerter
Seitenkette am Backbordester geeignet ist. Auch lasst sich diese
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Bindungsstelle besser mit dem Pharmakophor nach Schleifer [75] (s. Abschnitt
1.5.1) Gberlagern.

Diese Ergebnisse zeigen, warum der offene Kanal-Modus bevorzugt wird. Der
Platzbedarf der DHPs ist gr6Ber als der Raum, der in der geschlossenen

Konformation zur Verflgung steht.

Aus anderen Arbeiten, die sich ausschlieBlich mit dem geschlossenen Ca®*-
Kanal beschéftigt haben, ist bekannt, dass der interhelikal zur Verfligung
stehende Raum der geschlossenen Konformation fir ein DHP sehr eng ist.
Zhorov et al. [93] schlagen vor, dass die Bindungsstelle sich nicht zwischen den
S5- und S6-Helices befindet, sondern im Bereich der wassergefillten Kavitat.
Es wird ein Wirkmechanismus postuliert, bei dem die DHPs nicht in die
Inaktivierung eingreifen, sondern den Kanal durch ihre rdumliche Lage
blockieren. Dies deckt sich jedoch nicht mit den experimentellen Daten. Lipkind
et al. [54] I6sen des Problem durch das Auseinanderziehens der Helices, sie
weichen also drastisch von der Vorlage ab. Dem Liganden wird so Platz
verschafft, doch fir die Segmente der Repeats | und Il ist die Interaktion
untereinander erschwert. Beide Ldsungen sind unbefriedigend. Wie oben

gezeigt, lassen sich diese Probleme mit einem offenen Ca?*-Kanal vermeiden.

4.5 Molekuldynamiksimulationen (MDS)

Obwohl alle im Pseudorezeptor beschriebenen Interaktionen zwischen den
Liganden und den Aminosauren des Pseudorezeptors im Prinzip mdglich sind,
liegen einige der Bindungspartner zu weit entfernt, als dass alle geforderten
Interaktionen gleichzeitig eintreffen kénnten. Dazu muss aber in Betracht
gezogen werden, dass bei der Modellierung die Flexibilitdt des Proteins nicht
berlicksichtigt wurde. Nachdem durch die Dockingversuche die Glte des
Modells abgeschatzt werden kann, ist es notwendig, das Verhalten von Ligand
und Protein in einer MDS zu untersuchen. Hierzu wurde das optimierte Modell
KvAP-A; mit den Protein-Rickgratkoordinaten der Helices 111S2, 111S5, 111S6,
IVS1, IVS5 und IVS6 sowie III-SS und IV-SS benutzt. Die Enden der Helices
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werden in ihrer Position fixiert. Dadurch wird berlcksichtigt, dass sich im realen
Protein an dieser Stelle Loop-Bereiche und weitere TM-Helices anschlieen,
die die Beweglichkeit eingrenzen. Es erleichtert auch einen eventuellen Ausbau
des Modells. Abbildung 4.26 zeigt das Modell mit dem Liganden S-Isradipin. Die
Bindungsstelle wird durch [lIS6 und IVS6 sowie IlI-SS und IV-SS zur Pore
abgegrenzt, nach unten und zur Seite durch IlIS5 und IVS5 und nach auBen
durch lIS2 und IVS1.

Abbildung 4.26: Die Helices der Bindungsstelle mit dem Liganden S-Isradipin in der Aufsicht;
Helices IlIS2 und IVS1 sind gelb. Alle anderen Helices sind dunkelblau.

Bei Ca?*-Kanalen handelt es sich um sehr groBe, in Membranen eingebettete
Systeme, fur die eine MDS des kompletten Proteins ein entsprechendes
Quantum an Rechenkapazitat benétigen wirde. Da die Membran und die
Repeats | und Il keinen direkten Einfluss auf die DHP-Bindungsstelle haben,
wurde in der MDS auf diese Strukturelemente verzichtet. Der stabilisierende
Effekt der Membranumgebung entféllt in diesem Falle allerdings ebenfalls, kann
aber in der MDS durch ein sog. ,Tethering” ersetzt werden. Dabei wird auf die
Atome des Rickgrates eine Ruckhaltekraft gelegt, welche den Atomen ein
gewisses MaB an Bewegungsfreiheit zubilligt, die Auflésung der Sekundar-
struktur aber verhindert. Das AusmafB der bendétigten Rickhaltekraft wird mit

einer ,Loslassdynamik® ermittelt. Hierbei wird zuerst eine sehr hohe
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Kraftkonstante auf das Protein gelegt, welche schrittweise verringert wird. Am
Verlauf des RMSD-Werts (root mean square deviation) kann die Stabilitat der
Sekundéarstruktur verfolgt werden.

Zuerst wurden fir die Kristallstrukturen von MthK und KcsA Loslassdynamiken
bei 310K, d.h. Kérpertemperatur, untersucht. Dabei zeigt sich, dass die offene
Konformation der MthK-Kristallstruktur bei geringen Rickhaltekraften in eine
Konformation &hnlich der geschlossenen von KcsA Ubergeht, bevor die
Sekundérstrukturen ganzlich zerfallen. Es muss ein Kompromiss zwischen der
Beweglichkeit des Modells und dem Erhalt der Sekundarstrukturen gefunden
werden. Die Analyse der RMSD flhrt zur Festlegung einer Kraftkonstante von
300 kcal/A? (Abbildung 4.27). Die Modelle KcsA-C, KesA-G, MthK-C, MthK-G
und KvAP-A; (zur Nomenklatur vgl. Anhang C) zeigen ein vergleichbares
Verhalten. Durch die anfanglich hohe Kraftkonstante ist das Protein fixiert. Im
Verlauf der Dynamiksimulation bewegt es sich mehr. Der RMSD-Wert von 0,6
ist im Diagramm mit einer Linie markiert, da ab hier der RMSD-Wert so stark
ansteigt, dass das Protein nicht mehr als stabil angesehen werden kann (siehe
auch [83]).

Nach diesen Vorarbeiten am Protein wurden die Liganden S-BayK 8644 bzw.
S-Isradipin in die Bindungsstelle eingefligt, wobei die beim Docking erhaltene
Konformation die Vorlage fir die Startkonformation lieferte.
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Abbildung 4.27: Verlauf der RMSD-Werte der Kristallstrukturen von KcsA, MthK, und der Modelle-
KcsA-C, KesA-G, MthK-C, MthK-G und KvAP-A; in Abhéngigkeit von der
angelegten Kraftkonstanten

4.5.1 Molekildynamiksimulationen des Agonisten

In der Literatur wird beschrieben, dass die Mutation des Serins S1114 im IlI-SS-
Bereich Einfluss auf die Affinitit von DHP-Agonisten zum L-Typ Ca?*-Kanal
nimmt. Die Einfihrung eines Alanins an gleicher Position fihrt zum Verlust der
agonistischen  Wirkung. Wird dagegen eine  Aminosaure mit
Wasserstoffbriicken-Donorfunktion eingefiihrt, z.B. Threonin, flhrt dies nicht
zum Wirkverlust. Um zu Uberprifen, ob das erstellte Modell diese
experimentellen Ergebnisse widerspiegeln kann, wurde der Agonist S-BayK
8644 in das jeweilige DHP-Bindungsstellen-Modell KvAP-A, eingebracht und
eine Simulation Uber einen Zeitraum von 401ps bei 310K und einem Tethering
von 300kcal/A? durchgefiihrt. Die Nitro-Gruppe, welche in den DHP-Agonisten
den Backbordester ersetzt, ist ein besserer Wasserstoffbriickenakzeptor als die
sterisch gehinderte Carbonyl-Funktion des Esters. Diese muss nach den
experimentellen Daten in cis-Konfiguration zur Doppelbindung der Dihydro-
pyridinrings stehen. Damit zeigt sie von S1114 weg und steht nicht fir eine
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Wasserstoffbriicke zur Verfligung. Die Nitro-Gruppe besitzt zwei Sauerstoff-
Atome, deren m-Elektronensystem delokalisiert ist. Ein Sauerstoffatom steht
immer als Wasserstofforiickenakzeptor zur Verfligung. Deshalb ist eigentlich zu
erwarten, dass hier eine weitere Wasserstoffbriicke ausgebildet wird.

Die Simulation zeigt, dass das Modell nach 200 ps aqulibiriert ist, die potentielle
Energie verandert sich nicht mehr wesentlich (Abbildung 4.28).

7500 +

7000 4

Epot [kcal/mol]

6500 4

6000

0 100 200 300 400
t[ps]

Abbildung 4.28: Verlauf der potentiellen Energie wahrend der MDS des Wildtyps mit dem Liganden
S-BayK 8644

Auch die RMSD-Werte des Protein-Rickgrates sind konstant im Bereich 0,6
(Abbildung 4.29).
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Abbildung 4.29: RMSD-Werte der MDS des Wildtyps mit S-BayK8644

Allerdings zeigt die Auswertung der wahrend der MDS auftretenden Wasser-
stoffbriickenbindungen nur die Ausbildung der Briicke zu Q1060 an, zu S1114
wird keine Interaktion gefunden. Der Abstand zwischen Nitro-Sauerstoff und
Serin-Hydroxyl-Gruppe betragt durchschnittich 6,42 A, so dass eine
Wasserstoffbriicke nicht gebildet werden kann.

Es bleibt festzustellen, dass das Modell KvAP-A, das erweiterte
Interaktionsmuster des Agonisten nicht wiedergeben kann. Im Folgenden wird
untersucht, ob dies an der mangelnden Beweglichkeit des Proteins liegt oder an
der Position des S1114.

4.5.1.1 Dynamik von KvAP-A; mit verminderter Rickhaltekraft
Zuerst soll durch Erhéhung der Flexibilitdt des Proteinmodells versucht werden,

die Interaktion zwischen S-BayK 8644 und S1114 zu ermdglichen. Das
Tethering, also die stabilisierende Rickhaltekraft auf dem Proteinrtickgrat, wird
von 300 kcal/A? auf 200 kcal/A? heruntergesetzt. Damit wird ein Zerfall der
Sekundérstruktur in Kauf genommen, dem Protein aber die Mdglichkeit

gegeben, sich intensiver zu bewegen, um eine Annaherung zwischen S1114
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und dem Liganden zuzulassen. Diese MDS soll zur Beantwortung der Frage
dienen, ob unter weniger restriktiven Bedingungen, wie sie in der Natur

vermutlich herrschen, diese Interaktion méglich ist.

Der Verlauf der potentiellen Energie lber die Simulationszeit von 500ps zeigt,
dass das Modell nach 400ps aquilibriert ist (Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.30: Verlauf der potentiellen Energie wahrend einer Dynamik von 500 ps des Modells
KvAP-A; (Wildtyp) mit dem Liganden S-BayK 8644. Der Energieverlauf zeigt, dass
das Modell nach 400ps aquilibriert ist.

Die RMSD-Werte schwanken starker als in den bisher betrachteten MDS, auf
Grund der geringeren Rickhaltekraft. Nach einer Simulationsdauer von 400ps
bewegen sie sich im Bereich 0,8 A (Abbildung 4.31).
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Abbildung 4.31: Verlauf der RMSD-Werte.
Der Abstand von M1177 zum aromatischen Rest der DHPs betragt in der

aquilibrierten Phase durchschnittlich 5,3 A. Uber diese Distanz kann keine
Charge-Transfer-Interaktion stattfinden. Es findet sich keine Konformation, die

flr eine quantenmechanische Berechnung tauglich ware.
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Abbildung 4.32: Abstand zwischen M1177 und dem DHP-Aromaten wahrend der MDS, die
Entfernung betrigt durchschnittlich 5,3 A.
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H-Briicken
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Abbildung 4.33: Vorkommen von Wasserstoffbriicken wahrend der MDS, die untere Reihe (orange)
zeigt alle Wasserstoffbriicken (Q1060 und S1114), die obere (rot) nur die zu S1114.
In der aquilibrierten Phase (Frame Nr 800 bis 1000) kommt es kurz zur Ausbildung
einer Wasserstoffbriicke.

Die Betrachtung der mdglichen Wasserstoffbriicken zeigt bei 47,2% der Frames
das Vorkommen einer Wasserstoffbriicke. Wieder sieht man eine eindeutige
Bevorzugung der Wasserstoffbricke zur Q1060. Doch wird in dieser Dynamik
die Wasserstoffbriicke zu S1114 wahrend der A&quilibrierten Phase auch
gefunden. Sie tritt allerdings nur sehr sporadisch auf.

4.5.1.2 Anderung des Modells im Bereich IlI-SS
In diesem Abschnitt wird untersucht, ob eine Verédnderung des Modells im

Bereich 11I-SS den Kontakt zwischen der Backbordseite von S-BayK 8644 und
S1114 ermdglicht. Wie bereits erwahnt (s. Abschnitte 4.3.1.1 und 1.3.3), wird
eine asymmetrische Anordnung der vier Repeats diskutiert. Auch zeigen
Mutationen in Repeat Ill, zu dem S1114 gehért, nur eine Schwachung der
Ca®*-Selektivitat, aber keinen Verlust derselben. Ca®*-Kandle vom T-Typ
weichen in ihrer Sequenz vom Schema TXEXW ohne Verlust ihrer Ca?*-
Spezifitat ab (Abschnitt 4.3.1.1). Daher ist es vertretbar, das Alignment an
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dieser Stelle zu andern, um S1114 raumlich dichter an den Liganden heran zu
bringen.

Die Sequenz wird im Bereich IlI-SS um eine Aminosaure gen N-Terminus
verschoben. Wie in Abbildung 4.34 zu sehen ist, wird im resultierenden Modell

KVvAP-A; die frihere Position des S1114 von T1115 eingenommen.

KvAP

SSIKSVFDALWWAVVTATTVGYGDVVP KVAP-Aqs
Q13936 —--DFDNVLAAMMALFTVSTFECWPELL
|
KVAP S S IKSVFDALWWAVVTATTVGYSDVVE
o s " —»  KVAP-As
o1a036 —~DFDNVLAAMMALFTVSTFEGWPELL

Abbildung 4.34: Anderung des Alignments im Bereich IlI-SS

4.5.1.3 Docken und Dynamiksimulation des Agonisten in Modell KvAP-A;
Um eine Startkonformation zu erhalten, wurde der bereits fur KvAP-A; und

KvAP-A, verwendete Ligandensatz auch in KvAP-As gedockt. Dies erwies sich
jedoch als problematisch. Flr Nifedipin und R-BayK 8644 werden von FlexX
keine Lésungen gefunden. S-Isradipin, S-Nitrendipin und S-BayK 8644 werden
nicht Gberlagert. Fir S-BayK 8644 und S-Nitrendipin wird zwar der Kontakt zu
S1114 gefunden, jedoch keiner zu den restlichen beteiligten Aminosauren. Die
Seitenkette von F1116 ist in die Bindungsstelle orientiert und engt den Raum so
ein, dass fUr die Liganden nur ein sehr beschréankter Raum zur Verfligung steht.

Da fir S-BayK 8644 eine Losung gefunden wird, kann diese als Startstruktur
einer Dynamiksimulation verwendet werden. Wie Abbildung 4.35 und Abbildung
4.36 zeigen, ist das Modell nach 500 ps MDS noch nicht aquilibriert, so dass die
Simulationsdauer verlangert wurde. Im Bereich zwischen 600 und 1000 ps
verandern sich potentielle Energie und RMSD nur noch wenig.

Die Auswertung der gebildeten Wasserstoffbriicken zeigt, dass ausschlieBlich
und nur kurzfristig eine Interaktion zwischen der Backbord-Nitrofunktion von
S-BayK 8644 und T1115 gefunden wird. Raumlich ist dies die Position, in der
sich bei KVAP-A{ und KvAP-A, S1114 befindet.
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Abbildung 4.35: Verlauf der potentiellen Energie der MDS von KvAP-A3 liber 1000 ps, die
durchschnittliche Energie in der dquilibrierten Phase ist gekennzeichnet
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Abbildung 4.36: RMSD-Werte des Proteinriickgrats von KvAP-A;

Die Mutation S1114T erhalt die agonistische Wirkung. Dies spricht daflir, dass
S1114 in seiner alten Position in KvAP-A; glinstiger positioniert ist.
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Die geringfligige Veranderung des Alignments hat keine Verbesserung des
Modells bewirkt. KvAP-A; ist unginstiger, da F1116 mit seiner raumflllenden
Seitenkette die Bindungsstelle stért. Dies macht das Docken schwierig und
schrankt die Interaktionsméglichkeiten mit anderen wichtigen Partner auch
wahrend der MDS ein. Das Modell KvAP-A; ist wie in den Dockingversuchen

und den bisher vorgestellten MDS gezeigt ginstiger als KvAP-As.

4.5.2 Molekiildynamiksimulationen des Antagonisten

Im Folgenden werden die MDS des Modells KvAP-A, mit dem Antagonisten
S-Isradipin erlautert. Da firr alle Liganden die gleichen Positionen im Docking
gefunden wurden, kann der aktivste Ligand als reprasentativ angesehen
werden (sog. most active analogue approach). Der Protein-Ligand-Komplex
wurde bei 310K Uber 400 ps simuliert, wobei 150 ps benétigt wurden, um das
System zu aquilibrieren. Abbildung 4.37 und Abbildung 4.38 zeigen den Verlauf
der potentiellen Energie und der RMSD-Werte.
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Abbildung 4.37: Verlauf der potentiellen Energie. Die Linie zeigt den Mittelwert wahrend der
aquilibrierten Phase.
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Abbildung 4.38: Verlauf der RMSD, gekennzeichnet ist der Mittelwert der RMSD in der dquilibrierten
Phase

Je ps wurden zwei Frames gespeichert. Zur Ermittlung einer reprasentativen
Struktur wurden alle Frames der &quilibrierten Phase gesammelt und mit Hilfe
des Programms NMRClust klassifiziert. Abbildung 4.39 zeigt den als

reprasentativ ermittelten Frame nach der Energieminimierung.
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Abbildung 4.39: Repréasentative Struktur des Modells aus der Dynamik mit S-Isradipin als Ligand

S-Isradipin verandert seine Lage wahrend der MDS kaum. Der Backbordester
befindet sich in der Nahe von S1114, der Steuerbordester zwischen 11515 und
11516, mit denen die Methylgruppe van-der-Waals-Wechselwirkungen eingehen
kann. Die NH-Funktion des Dihydropyridinrings geht in 95,5% der Frames eine
Wasserstoffbriickenbindung mit der Carbonylgruppe von Q1060 ein, die
wahrend der MDS erhalten bleibt. Abbildung 4.40 zeigt das Vorkommen von
Wasserstoffbricken wahrend der gesamten MDS. Demnach scheint die
postulierte Wasserstoffbriicke der NH-Funktion der wichtigste Kontakt.
AuBerdem wird eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Liganden und S1114
gefunden. Sie tritt jedoch nur sehr selten auf, da sich hierflr die Bindung zu
Q1060 I6sen und die Estercarbonyl-Gruppe in die nicht bevorzugte trans-

Stellung wechseln muss (s. Abschnitt 1.5.1).
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Abbildung 4.40: Vorkommen von H-Briicken wahrend der MDS, die orange Linie zeigt alle
vorkommenden Wasserstoffbriicken zu Q1060 und S1114, die roten die zu S1114
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Abbildung 4.41: Abstand von M1117 zum DHP-Aromaten; gekennzeichnet ist der mittlere Abstand
des aquilibrierten Modells (7,03A)

Der Abstand zu M1117 ist zu groB, als dass ein Charge-Transfer-Komplex
ausgebildet werden kénnte. Wie man in Abbildung 4.41 sieht, verringert sich der
Abstand in den letzten 20 ps. Es kommt in der Seitenkette von M1117 zu
Rotationen um die C-C- bzw. C-S-Bindung. Durch diese richtet sich das
Methionin zum Liganden aus. Auch wenn Uber diese Entfernung kein Charge-

Transfer-Effekt stattfinden kann, so ist eine Tendenz zur Annaherung
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erkennbar. Mit langerer Simulationsdauer und geringeren Rickhaltekraften
ware es vielleicht mdglich eine Annaherung zu erreichen. Ohne die
Membranumgebung ist das Protein allerdings bei geringeren Rickhaltekraften
zu instabil. Kraftfelder besitzen keine Terme, um CT-Wechselwirkungen
bericksichtigen zu kénnen. Daher wundert es nicht, dass die Partner sich nicht
annahern. Diese Wechselwirkung wird daher in Abschnitt 4.6 mit anderen
Methoden untersucht.

4.5.3 Qualitat des Modells

In einem Protein nehmen die @- und w-Winkel bestimmte Werte ein, die flr die
jeweilige Sekundarstruktur typisch sind. Werden die ¢- und wy-Werte
gegeneinander aufgetragen erhalt man deren Verteilung in einem sog.
Ramachandran-Plot. In diesem gibt es favorisierte und erlaubte Bereiche, die
auf a-Helices und p-Faltblatter hinweisen, und nicht erlaubte Regionen.
Aminoséauren, die sich hier aufhalten, zeigen ungewdhnliche Winkel und sollten
Uberprift werden. Haufig gehéren diese Aminosauren zu Loop-Bereichen.
Obwohl diese Winkel energetisch ungtinstig sind, sind sie strukturell notwendig,
um die Funktionalitdt des Proteins zu gewahrleisten. In Kristallen wird meist
nicht die gunstigste Konformation eines Molekils gefunden, sondern eine leicht
verzogene. Dies beruht auf der Packung im Kristall. Durch die unphysiologisch
dichte Packung kommt es zu Verzerrungen in den Bindungslangen und —
winkeln. Diese lassen sich durch Minimierung z.B. mit dem Algorithmus
Steepest Descent beseitigen. Abbildung 4.42 zeigt den Ramachandran-Plot der
minimierten Kristallstruktur von KvAP (PDB-Code 10RQ). Es wurde nur das
Homomer Dberlcksichtigt, nicht der assoziierte Antikérper, da dieser
physiologisch nicht vorliegt, sondern nur zur Kristallisation als Stabilisierung

bendtigt wurde.
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Abbildung 4.42: Ramachandran-Plot eines Monomers von KvAP (PDB-Code 10RQ) aus der Protein
Data Base

Im Vergleich dazu zeigt Abbildung 4.43 den Ramachandran-Plot der ermittelten
reprasentativen Struktur von KvAP-A, aus der MDS. Da das Modell geo-
metrisch optimiert wurde, befinden sich wegen der in der MDS zugelassenen
Flexibilitdt mehr Aminosauren in den am meisten favorisierten Regionen als in
der Kiristallstruktur des Templates. Allerdings hat auch die Zahl der
Aminosauren in den nicht erlaubten Bereichen zugenommen. Wahrend KvAP
zwei aufweist sind es im Modell KvAP-A; deren sechs. Diese befinden sich an
den N—-terminalen Enden der S6-Helices bzw. am Selektivitatsfenster. Hier ist
die Funktionalitdt wichtig und es wird eine unglnstige Konformation in Kauf
genommen. Die Helix-Enden dagegen gehen in die hier nicht modellierten
Loops Uber. Zur Stabilisierung sind die Helix-Enden fixiert, Interaktionen mit
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Loop-Aminosauren kdénnen jedoch nicht berilicksichtigt werden. So kann es in
diesen Bereichen zu einer ungewoéhnlichen Geometrie kommen, die jedoch die
Qualitat des Modells nicht negativ beeinflusst.
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Abbildung 4.43: Ramachandran-Plot des reprasentativen Frames aus der Dynamiksimulation von
KvAP-A;
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4.6 Untersuchung der Moglichkeit eines Charge-Transfer-
Komplexes

Substituenten mit einem —I- oder —M-Effekt erhéhen die Affinitdt der Dihydro-
pyridine. Sie verringern die Elektronendichte am Aryl-Substituenten.
Kraftfeldmethoden kénnen diese Unterschiede nicht erklaren. Eine potentielle
Aminoséaure als Partner eines Charge-Transfer-Effekts ist z.B. Methionin. Auf
Grund der sich aus dem Alignment ergebenden raumlichen Anordnung der
Aminoséauren ist die Aminosaure M1177 ein geeigneter Partner. Wahrend der
MDS orientiert sich die Seitenkette allerdings nicht zum Liganden. Dies ist
jedoch nicht verwunderlich, da Kraftfelder derartige elektronischen Effekte nicht
beschreiben kénnen.

In der im Biopolymer-Modul des Programms Insight2000 [41] implementierten
Rotamer-Bibliothek nach Ponder und Richards [67] findet sich jedoch eine
energetisch und geometrisch glnstige Konformation der Seitenkette von
M1177, die einen Ladungslbergang erlauben wirde. Mit dieser kdnnen
quantenmechanische Rechnungen durchgefihrt werden, die Aufschluss Uber
die Lage von HOMOs und LUMOs im Wechselwirkungskomplex geben. Fr
diese Untersuchung wurde die semiempirische Methode AM1 gewéhlt. Sie
enthalt zusatzliche Parameter flr die Elektron-Elektron-Attraktion, die eine
bessere Wiedergabe der Charge-Transfer-Wechselwirkung ermdglichen. Es
wurden der Ligand S-Isradipin und M1177 in die Rechnung einbezogen. Die
Amino- und die Carbonsaure-Funktion wurden mit ,Caps®, d.h. mit einer Acetyl-
bzw. einer Methylamino-Gruppe versehen. Hierdurch wird das Proteinriickgrat
imitiert. D.h. Effekte auf die Seitenkette sind dem natirlichen Zustand ahnlicher

als bei der freien Aminosaure.

Das Ergebnis ist in Abbildung 4.44 dargestellt. Es findet sich ein HOMO auf der
Seitenkette von M1177 und ein LUMO auf dem Aromaten des DHPs, die so
angeordnet sind, dass ein Elektronentransfer stattfinden kann. Ein Ubergang ist
dann mdglich, wenn die Energiedifferenz zwischen dem HOMO des Donators
und dem LUMO des Akzeptors niedriger ist als die Energiedifferenz zu einem
LUMO des Donators.
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LUMO auf DHP-Aromat

HOMO auf M1177

Abbildung 4.44:HOMO und LUMO, die fiir einen Charge-Transfer-Komplex zur Verfiigung stehen

Da sich Orbitale mit entsprechender Geometrie im Abstand von ca. 3,3 A
gegenuber stehen, ist ein Ladungstibergang mdaglich.

AE(HOMO/LUMO)
Methionin (Donator) 9,42 eV
Methionin/S-Isradipin-Komplex 7,16 eV

Tabelle 4.9: HOMO/LUMO-Energiedifferenzen innerhalb des Donators und des Komplexes

Tabelle 4.9 zeigt die Energiedifferenzen zwischen dem intramolekularen HOMO
und LUMO von Methionin, sowie zwischen dem HOMO und LUMO des
Methionin-S-Isradipin-Komplexes. Der Energie-Unterschied zwischen HOMO
und LUMO des Donators ist geringer als zwischen HOMO des Donators und
LUMO des Akzeptors. Dadurch ist der intermolekulare Ladungslibergang
bevorzugt. Kritisch muss der Betrag des Energie-Unterschiedes betrachtet
werden. Dabei muss bericksichtigt werden, dass es sich bei diesem Komplex
um ein artifizielles System handelt. Die Proteinumgebung fehlt. Bindungen des
Methionins zu anderen Aminosauren werden durch die Caps angedeutet. Ein
eventueller Einfluss von benachbarten Aminosaureresten kann nicht

ausgeschlossen werden.
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5 Diskussion

Um das beschriebene Modell zu erstellen, erwies es sich als notwendig und
zweckmaBig verschiedene Methoden zu kombinieren. Die Methoden des Protein-
Homologie-Modellings wurden erganzt durch die genauen Pharmakophor-
Vorstellungen der DHPs. Docking-Methoden wurden benutzt, um die Lage der
Liganden in der Bindungsstelle zu bestimmen und mdgliche Interaktionen
abzuschatzen. So wurde das Modell auf die DHP-Liganden optimiert. AuBerdem
lieBen sich Startgeometrien flr Moleklildynamiksimulationen generieren. Mit diesen
wurde schlieBlich die Interaktion von Liganden mit einem flexiblen Rezeptor
untersucht. Um eine CT-Wechselwirkung, welche nicht in einer MDS wiedergegeben
werden kann, zu betrachten, kamen schlieBlich auch quantenmechanische
Methoden zum Einsatz. So war es mdglich, die vorhandenen Kenntnisse tber DHPs
und ihre Interaktionen mit dem L-Typ Ca®*-Kanal einzubringen. Im Folgenden werden
die einzelnen Schritte, die zum Bau des Modells beigetragen haben, kritisch
betrachtet.

5.1 Bau der Modelle

Der Fortschritt des Kenntnisstandes Uber die dreidimensionale Struktur von lonen-
kandlen hat zur Weiterentwicklung des Modells beigetragen. Zu Beginn der Arbeit
stand ausschlieBlich die Roéntgenkristallstruktur des entfernt verwandten pH-ge-
steuerten K*-Kanals KcsA zur Verfligung. Zwar gilt die Entstehung der lonenkanale
durch Genduplikation und somit die Verwandtschaft zwischen Na'™-, K*- und
Ca?*-Kanélen als gesichert, aber auf Grund der geringen Homologie ist ein Sequenz-
Alignment sehr unsicher. Die Kristallstruktur des Ca®**-gesteuerten K*-Kanals MthK
zeigte, dass die Unterschiede zwischen geschlossenem und offenem Kanal gréBer
sind als angenommen. Ein Vergleich der auf den Templaten KcsA bzw. MthK
resultierenden Modelle erklart die hoéhere Praferenz der DHPs fir den
offenen/aktiven (Antagonisten) bzw. offen/inaktiven Zustand (Agonisten). Durch das
Aufschwingen der Porenhelices erweitert sich der zur Verfigung stehende Raum und
der Ligand kann sich besser zwischen den Helices einfligen.
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Die Réntgenkristallstruktur des spannungsgesteuerten K*-Kanals KvAP schlieBlich
zeigte, dass die Struktur eines spannungsgesteuerten Kanals von der bisherigen
Vorstellung abweicht. Bisher ging man davon aus, dass die sechs Helices eines
Repeats als Helixblndel vorliegen mit S5 und S6 als Porenbildner, S1-S3 als
Abschluss zur Membran und mit dem relativ hydrophlilen, spannungsmessenden S4-
Segment in der Mitte der Ubrigen Helices. In dieser Position hatte S4 mit den DHPs
interagieren kénnen. Man hat jedoch keine Aminosauren in 1lIS4 identifizieren
kénnen, die fir die DHP-Bindung wichtig ist. Die Kristallstruktur hat gezeigt, dass
eine Interaktion des Liganden mit der spannungmessenden Helix S4 nicht méglich
ist, da diese nicht parallel zu den anderen Segmenten liegt, sondern in die Membran
zeigt. Sie ermdglichte die Vervollstandigung der Bindungsstelle, da nun die Lage
aller Helices eines spannungsgesteuerten Kanals bekannt ist.

Steht nur eine Kristallstruktur zur Verfligung, kann logischerweise nur diese als
Templat genommen werden. Stehen mehrere zur Verfligung, muss entschieden
werden, ob sie kombiniert werden kénnen oder ob man sich fir ein Templat
entscheiden muss. Die drei Kristallstrukturen KcsA, MthK und KvAP, die fir
lonenkanéle als Template zur Verfligung stehen, unterscheiden sich betrachtlich.
KcsA liegt als invertiertes Tipi vor, was der geschlossenen Konformation eines
lonenkanals entspricht. MthK und KcsA sind im Bereich des Selektivitatsfensters
superpositionierbar, im Bereich der wassergeflllten Kavitat sind die Helices von
MthK nach auBen geschwungen, die Kavitat ist zum Cytoplasma erweitert. Dies
entspricht der offenen Konformation eines lonenkanals. Eine vergleichende Analyse
zeigt, dass erst durch das Auseinanderweichen dieser Helices im Kavitatsbereich
genugend Platz fir die DHPs geschaffen und dadurch die Interaktion erméglicht wird.
Dies deckt sich mit den experimentellen Daten, nach denen DHPs bevorzugt an
offene, aktivierte Kanale binden. Daraus folgt, dass MthK ein besseres Templat als
KcsA ist. Die MthK-Struktur liegt im offenen Zustand vor.

KVvAP ist der einzige spannungsgesteuerte lonenkanal, dessen Kristallstruktur
aufgeklart ist. Auch diese Struktur ist im Bereich des Selektivitatsfensters mit dem
entsprechenden Bereich von MthK und KcsA superpositionierbar. Im Bereich der
Kavitat entspricht die Struktur MthK. Die Helices sind nach auBen geschwungen.
Folglich handelt es sich um einen Kanal in der offenen Konformation. Die Homologie
zum L-Typ Ca®*-Kanal ist mit knapp 20% doppelt so groB wie die von KcsA bzw.
MthK zum L-Typ Ca®-Kanal. AuBerdem handelt es sich hierbei nicht um einen
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Protonen- oder lonen-gesteuerten Kanal wie KcsA bzw. MthK, sondern um einen
spannungsgesteuerten Kanal. Wahrend KcsA bzw. MthK nur die Segmente S5 und
S6 und die P-Loops aufweisen, verfligt KVAP zusatzlich Uber die Segmente S1-S4.
Die DHP-Bindungsstelle befindet sich zwar im Porenbereich, d.h. zwischen den
Segmenten 1lIS5, 111IS6 und IVS6, die Bindungsstelle wird aber, wie man in der KvAP-
Kristallstruktur und im Modell KvAP-A, sehen kann, von den Segmenten 111IS2 und
IVS1 zur Membranseite abgeschlossen. Also ist die KvAP-Kristallstruktur sowohl von
der Homologie, der Konformation, der Aktivierung als auch der Anzahl der Segmente
je Repeat dem spannungsgesteuerten Ca®*-Kanal vom L-Typ am nachsten. Daher
wurde das endgultige Modell nach KvAP als Vorlage erstellt.

Schon lange ist bekannt, dass die DHP-Bindungsstelle sich in einem transmem-
branaren, helikalen Bereich befindet. Doch wo ist die Bindungsstelle genau
lokalisiert? Ist sie mehr im C-terminalen Bereich der Helices, der sich zum
Cytoplasma 6ffnet oder eher an der N-terminalen Seite? Bei Sequenzen von hoher
Homologie ergibt sich diese Antwort aus dem MSA. In dieser Arbeit ist das MSA
jedoch sehr unsicher. Um abzusichern, dass durch das MSA keine Sequenz-
Bereiche als membranstédndig und helikal modelliert werden, die es von den
physikochemischen Eigenschaften ihrer Primarstruktur gar nicht sein kénnen, wurde
die Sequenz des L-Typ Ca®-Kanals Q13936 topologischen Untersuchungen
unterzogen. Diese Untersuchungen haben gezeigt, dass die benutzten

Sequenzabschnitte lipophil sind und als Helices modelliert werden kénnen.

Um das MSA weiter zu testen, wurden nicht nur die Aminosaure-Sequenzen sondern
auch die entsprechenden Basen-Sequenzen der Gene in einem MSA untersucht. In
den Bereichen 111IS6 und IVS6 unterscheiden sich die resultierenden Strukturen
KcsA-G und MthK-G nicht wesentlich von KcsA-C und MthK-C. In Segment 111S5 gibt
es gréBere Unterschiede. Diese fihren jedoch nicht dazu, dass T1056 und Q1060 in

Bezug auf den Liganden besser positioniert vorliegen.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass bei einer Homologie von ca. 20% und dem
Fehlen einer flr die Protein-Familie typischen Architektur die Erstellung eines
Modells allein mit Homologie-Methoden im Bereich der DHP-Bindungsstelle schwer
moglich ist. Das so erstellte Modell KvAP-A; wurde als Grundlage genommen und
aus diesem das endgultige Modell entwickelt.
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5.2 Das Selektivitatsfenster

Im Bereich des Selektivitatsfensters ist ein Muster in den Sequenzen zu erkennen,
dass ein zuverlassiges Alignment auf Grund der Homologie erlaubt. Wéahrend alle
K*-Kanale im Bereich des Selektivitatsfensters die Sequenz TVGYG aufweisen,
zeigen die Ca®*-Kanédle das Muster TXEXW. Nur der ,low-voltage* T-Typ weicht in

Repeat Il gering davon ab.

Das hier vorgestellte Modell weicht allerdings von den bisherigen Modell-
Vorstellungen ab. Da experimentelle Untersuchungen die Beteiligung von
Glutamaten zeigen, ging man bisher davon aus, dass die negativ geladenen
Seitenketten in die Pore ragen und die Ca 2*-lonen (iber eine ionische Bindung
stabilisieren. Lipkind et al. [53] haben gezeigt, dass in einem Modell auf der
Grundlage von KcsA vier Glutamat-Reste keinen Platz im Bereich der
Selektivitatsfensters finden. Um dieses Problem zu l6sen, haben die Autoren das
Templat verandert. Die vier Repeats wurden auseinander gezogen, bis zwischen den
Glutamat-Resten ein Ca®**-lon eingepasst werden konnte. Durch diese topologische
Anordnung wird eine weitere Unsicherheit in das Modell eingebracht. Dieses
Vorgehen nimmt auch Einfluss auf die DHP-Bindungsstelle, was in Abschnitt 5.3

diskutiert wird.

Wird ein zweiwertiges lon von vier negativen Ladungen festhalten, ist es schwer
vorstellbar, die im Experiment gemessenen hohen lonen-Durchflussraten zu
erhalten. Die Kristallstrukturen der K™-Kanale zeigen, dass die lonen nicht durch
Ladungen, sondern durch die Dipolmomente der Helices und der Carbonyl-Gruppen
des Proteinrlickgrats stabilisiert werden. Die Seitenketten regulieren die Porenweite
und damit die Selektivitat. Die Untersuchung von organischen Ca®**-Komplexen und
die Identifizierung méglicher Interaktionspartner fiir die Glutamate der Ca®*-Kanale
im Rahmen dieser Arbeit haben gezeigt, dass auch Ca?*-lonen durch Komplexierung
mit Carbonyl-Gruppen in der Pore stabilisiert werden kénnen. Die Glutamat-Reste
gehen Wasserstoffbriickenbindungen bzw. Salzbriicken mit Q358, Q701, T1129 und
R1459 ein. So kdnnen sie den Loop stabilisieren und die Porenweite fixieren.

Auch die Interaktionsmdglichkeit von S1114 mit den DHPs wird durch das Alignment
des Selektivitatsfenster beeinflusst. S1114 befindet sich im Loop IlI-SS und ist in
einer Position, in der sie mit der Backbordseite des Liganden eine Wasserstoffbriicke
eingehen kann. Wie sich beim Docken und in der MDS gezeigt hat, flhrt eine



5 Diskussion 139

Veranderung des Modells in diesem Bereich zu schlechteren Kontakten zwischen
DHP und Rezeptor.

5.3 Die DHP-Bindungsstelle

Da K*-Kandle Homotetramere sind, geben sie keine Auskunft darliber, ob die
Repeats im oder entgegen dem Uhrzeigersinn angeordnet sind. Huber et al. haben
gezeigt, dass eine Anordnung im Uhrzeigersinn eine sinnvolle DHP-Bindungsstelle
formt [40]. Das Modell beruht auf KcsA. Auch die Modelle dieser Arbeit, beruhend auf
MthK und KvAP, zeigen, dass eine Anordnung der Repeats im Uhrzeigersinn den
DHP-bindenden Aminosauren die Mdéglichkeit gibt, eine gemeinsame Bindungsstelle
zu bilden.

Im postulierten Bereich der DHP-Bindungsstelle ist die Homologie so gering, dass
Methoden des Homologie-Modellings und Vorhersagen der transmembrandren
Bereiche bzw. der Sekundarstrukturen keine Grundlage fir ein sinnvoll Struktur-
Alignment liefern kénnen. Die experimentellen Daten kdénnen nicht erklart werden.
Ausgehend von einem auf ClustalW beruhenden MSA von K*- und Ca?-Kandlen
wurde das Struktur-Alignment durch Verschieben der Aminosaure-Sequenzen
gegeneinander verandert. So wurde den DHP-bindenden Aminosduren eine
Interaktion mit den Liganden ermdglicht. Um ein sinnvolles Modell erstellen zu
kénnen, musste also ein weiterer Anhaltspunkt in Form der recht fundierten
Kenntnisse Uber die Bindung der DHPs benutzt werden. Somit wurden zwei
Template verwendet: Die Kristallstruktur des K'-Kanals als Vorlage fiir die
Koordinaten des Proteinrickgrates und das DHP-Pharmakophor-Modell zur

Ausrichtung der Aminosauren und zur Modifizierung des Alignments.

Natlrlich wurden viele verschiedene Modelle erstellt. Diese wurden mit dem
vorhandenen DHP-Pharmakophor-Modell Gberlagert, um die Lage der an der DHP-
Bindung beteiligten Aminosauren zu beurteilen. Zusatzlich wurde auch auf Docking-
Methoden zurtckgegriffen, um die Interaktionsméglichkeiten der Liganden zu prifen.
So entstand schlieBlich das als KvAP-A, bezeichnete Modell.
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5.3.1 Vergleich von Ca?**-Kanal-Modellen in der offenen und der
geschlossenen Konformation

Es ist experimentell gesichert, dass DHPs eine hoéhere Affinitdt zur offenen
Konformation der L-Typ Ca®"-Kandle aufweisen. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Docking-Untersuchungen an den Modellen KcsA-A und MthK-A auf
Grundlage der Kristallstrukturen von KcsA bzw. MthK zeigen, dass es im Kanal mit
geschlossener Konformation schwierig ist, eine gemeinsame Position der Liganden
zu finden, da der Platz zwischen den Helices nicht ausreicht, um einen Liganden von
der Gr6Be eines DHPs aufzunehmen. Im Modell der offenen Konformation ist der
Raum zwischen den Helices ausreichend. Das Modell weist zwei HOhlen auf, in die
DHPs gedockt werden kénnen. Uberlagert man beide Bindungsstellen mit dem
Pseudorezeptor-Pharmakophor, zeigt sich, das eine zu bevorzugen ist. Dieser

Vergleich hat klar gezeigt, warum DHPs an die offene, aktivierte Form binden.

Andere Autoren, die sich ausschlieBlich mit dem geschlossenen Ca®**-Kanal
beschéaftigt haben, kommen ebenfalls zu dem Schluss, dass der interhelikal zur
Verfigung stehende Raum der geschlossenen Konformation fiir ein DHP sehr eng
ist. Zhorov et al. [93] schlagen vor, dass die Bindungsstelle sich nicht zwischen den
S5- und S6-Helices befindet, sondern im Bereich der wassergefilllten Kavitat. Es wird
ein Wirkmechanismus postuliert, bei dem die DHPs nicht in die Inaktivierung
eingreifen, sondern den Kanal durch ihre raumliche Lage, vergleichbar einem
Stopfen, blockieren. Dies deckt sich jedoch nicht mit den experimentellen Daten. Wie
kann so der Unterschied zwischen Agonisten und Antagonisten erklart werden?
Beide binden an der gleichen Stelle, beide liegen It. dem Pharmakophor Gberlagert in
der Bindungsstelle. Auch kann ein DHP, dass sich in der Kavitat aufhalt keinen
Kontakt zu Q1060 aufnehmen oder von T1056-Mutationen aus der Bindungsstelle
verdrangt werden. Die 1lIS6-Helix befindet sich zwischen der Kavitat und der 111S5-
Helix, zu der Q1060 und T1056 gehdren.

Lipkind et al. [54] l16sen das Problem durch das Auseinanderziehens der Helices, sie
weichen also drastisch von der Vorlage ab. Dem Liganden wird so Platz verschafft,
doch fir die Segmente der Repeats | und Il ist die gegenseitige Interaktion
erschwert. Beide Ldésungen sind unbefriedigend. Wie gezeigt, lassen sich diese

Probleme mit einem offenen Ca®*-Kanal vermeiden.
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5.3.2 Docking-Ergebnisse

Die an der DHP-Bindung beteiligten Aminosauren wurden manuell ausgerichtet, um
sie in eine Position zu bringen, in der sie mit den Liganden Interaktionen eingehen
kénnen. Nun muss gepruft werden, ob die Interaktionen wirklich stabil sind. Dies
kann in einer Molekiildynamiksimulation geschehen. Uber einen langeren
Simulationszeitraum wird die Bewegung der Molekile verfolgt und Interaktionen
ausgewertet. Dieses Verfahren ist jedoch zeitaufwandig. Jeder Ligand eines Satzes
kann nur einzeln untersucht werden. Daher wurden fir diese Arbeit Docking-
Methoden zur Abschatzung des jeweiligen Modells verwendet. In kurzer Zeit kann so
ein Ligandensatz in die Bindungsstelle eingepasst werden. Ein Modell wird dann als
gut beurteilt, wenn die wichtigen Aminosduren als Interaktionspartner gefunden
werden. Der verwendete Datensatz besteht aus flnf Liganden, ist also eher klein.
Doch geht es in dieser Arbeit nicht um den Bau eines Pharmakophors oder eine 3D-
QSAR-Studie, sondern um die Betrachtung der Gute des Modells. Die flnf Liganden
sind reprasentative Vertreter der Gruppe der DHPs. Nifedipin und S-Nitrendipin sind
Beispiele fir ein achirales und ein chirales DHP. S-Isradipin ist der starkste wirksame
Ligand. S-BayK 8644 und R-BayK 8644 stellen ein Agonist/Antagonisten-Paar dar,
dass sich ausschlieBlich in der Konfiguration am C4-Atom unterscheidet.

Die durch das Docking getestete Optimierung des Modells resultierte in Modell
KVvAP-A.. Hier werden Interaktionen mit den Aminosauren Q1060 in Segment IIIS5,
M1177 in Segment I1IS6 und 11516 in Segment IVS6 gefunden.

Die experimentell ermittelten Eigenschaften, die auch im Pseudorezeptor-
Pharmakophor bericksichtigt worden sind, werden also gefunden. Zu diesen
Eigenschaften gehéren van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den DHP-Sei-
tenketten und Isoleucinen, Charge-Transfer-Effekte zwischen dem Aryl-Rest der
DHPs und dem Rezeptor sowie Wasserstoffbriickenbindungen der NH-Funktion des
Dihydropyridinrings und des Backbordesters.

Das Modell ist auf die finf Liganden des gedockten Datensatzes optimiert. Um das
Modell zu testen, wurde ein weiteres DHP gedockt, das S-Amlodipin. Im S-Amlodipin
ist die Methylgruppe der Backbordseite am C5 mit einer Aminoethoxy-Funktion und
der Ester am C6 mit einer Propyl-Gruppe erweitert. Das Amin wurde unprotoniert
gedockt, da geladene DHPs nicht in die Membran gelangen kénnen. Auch dieses
DHP wird mit den Obrigen Uberlagert, es bildet sich eine zusatzliche
Wasserstoffbriicke zwischen einem der Aminwasserstoffe der S-Amlodipin-
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Seitenkette und dem Amid-Sauerstoff des Proteinrlickgrates von Q1060. Damit wird
gezeigt, dass im Modell KvAP-A, Platz fir die im Pharmakophor gezeigte molekulare

Erweiterung am C5 und C6 ist.

Anders sieht die Interaktion der Liganden mit dem Modell KvAP-Az aus. Dieses
Modell unterscheidet sich von KvAP-A, nur im Bereich III-SS. Die Unterschiede in
den Docking-Ergebnissen sind jedoch sehr drastisch. Es lassen sich nicht alle
Liganden docken. Eine Interaktion mit S1114 in 1lI-SS wird zwar gefunden, doch
Wechselwirkungen mit den anderen Helices kénnen nicht mehr wiedergegeben
werden. Dies liegt daran, dass in KvAP-A; die Seitenkette von F1116 in die
Bindungsstelle ragt und den zur Verfligung stehenden Raum einengt.

Somit hat sich in den Docking-Versuchen das Modell KvAP-A; als beste Ldsung

herausgestellt.

5.4 Molekiuldynamiksimulationen

SchlieBlich wurde das Modell einer MDS unterzogen, um die Interaktions-
moglichkeiten zwischen Ligand und einem flexiblen Protein zu untersuchen.
Wahrend bei Modellen beruhend auf KcsA und MthK der Ligand durch einen Zwang
in Form einer Ruickhaltekraft in der Bindungsstelle festgehalten werden musste,
genltgt es beim Modell KvAP-A,, das Proteinriickgrat mit einer Ruckhaltekraft zu
belegen. Der Ligand verbleibt ohne auBeren Zwang in der Bindungstasche. Dies liegt
daran, dass KvAP Koordinaten fir alle sechs in einem spannungsgesteuerten
Kationen-Kanal vorhandenen Segmente zur Verfliigung stellt. Es hat sich in dieser
Kristallstruktur und dem daraus resultierenden Modell gezeigt, dass die Segmente
[1IS2 und IVS1 die Bindungsstelle zur Membran abschlieBen. Als Liganden wurden
der Antagonist S-Isradipin und der Agonist S-BayK 8644 in die Bindungsstelle
eingebracht, wobei die Dockingergebnisse zu Grunde gelegt und als Startgeometrien
genutzt wurden. Sowohl in Pharmakophor-Modellen als auch bei den in dieser Arbeit
durchgefihrten Docking-Studien liegen die DHPs (berlagert vor, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass S-Isradipin reprasentativ flir die Antagonisten und

S-BayK 8644 entsprechend flr die Agonisten in einer Dynamiksimulation reagiert.

Die MDS des Antagonisten bestatigt das Docking-Ergebnis, denn der Ligand
verbleibt in &hnlicher Position. Kontakte zu den Aminosauren der Bindungsstelle
werden gefunden, das Modell ist stabil. Es muss nun untersucht werden, ob die
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unterschiedliche Wirkung von Agonisten und Antagonisten aus dem Modell
abgeleitet werden kann.

Daher wurde S-BayK 8644 einer MDS unterzogen. Der wesentliche Unterschied
zwischen Agonisten und Antagonisten ist der Austausch des Backbordesters durch
eine Nitro-Gruppe. Hierdurch &ndern sich die Eigenschaften des DHPs dahingehend,
dass das negative Potential des Aromaten an der Backbordseite nicht durch einen
Alkyl-Rest abgeschirmt wird, wie es bei den Antagonisten der Fall ist. Die Nitro-
Gruppe bringt zusatzlich ihr eigenes negatives Potential ein. Durch die Kombination
verstarken sich die Felder des Aryl-Restes und der Nitro-Gruppe. Es kann erwartet
werden, dass die Nitro-Gruppe eher in der Lage ist Wasserstoffbriickenbindungen
einzugehen als der hinter Dihydropyridinring und Alkyl-Rest versteckte Ester. Nach
den Docking-Versuchen brachte auch die MDS einen Hinweis zu einer mdglichen
Veranderung des Modells. Die Beteiligung der Aminosaure S1114 an der
agonistischen Wirkung ist experimentell erwiesen, konnte aber in der MDS des
Modells KvAP-A; nicht gefunden werden. Durch Verschieben des Alignments gen N-
Terminus sollte hier die Interaktionsmdglichkeit verbessert werden. Dies hat sich im
Modell KvAP-A3 nicht bestatigt. Die MDS zeigt, dass Modell KvAP-A; instabiler ist. Im
Gegensatz zu KvAP-A; mit einer Aquilibrierungszeit von 200ps und einer
Gesamtsimulationsdauer von 401ps benétigt KvAP-As zur Aquilibrierung 600ps bei
einer Gesamtsimulationszeit von 1001ps. Die in vorherigen Modellen gefundenen
Interaktionen zwischen Ligand und Rezeptor sind nicht reproduzierbar. Das Ziel war,
herauszufinden, ob mit diesem Alignment der Unterschied zwischen Agonisten und
Antagonisten bzgl. S1114 beschrieben werden kann. Dies war nicht mdglich. Doch
zeigt dieses Beispiel wie molekuldynamische Untersuchungen Anregungen zur

Modifikation eines Modells geben kénnen.

Als weitere Mdglichkeit, dem Agonisten eine Interaktionsmdglichkeit mit S1114 zu
geben, wurde die Rulckhaltekraft des Proteinrlickgrates im Modell KvAP-A;
herabgesetzt. Dadurch ist das Modell natirlich instabiler. Es bendtigt eine
Aquilibrierungszeit von 400ps bei einer Simulationszeit von 501ps. Damit ist es
stabiler als KvAP-A;. Ein Kontakt zu S1114 wird gefunden, aber nicht mit
signifikanter Haufigkeit.

Die Entfernung zwischen S1114 und dem Agonisten lasst Raum fir ein

Wassermolekul (s. Abbildung 5.1) Dieses kann als Brlcke zwischen Agonist und



144 5 Diskussion

S1114 fungieren. Da die MDS im Vakuum durchgefihrt wurden, wurde eine solche
Interaktion nicht bertcksichtigt.

Abbildung 5.1: Wasser als Briicke zwischen S1114 und S-BayK 8644; links sind die Atomradien als CPK-
Oberflachen dargestellt; rechts die Abstande zwischen Wasserstoff- und Sauerstoffatomen
der beteiligten Partner.

An dieser Stelle missen das Modell und die Simulationsbedingungen kritisch
hinterfragt werden. Die hier vorgestellten Modelle stellen einen Ausschnitt des
Kanals dar. Nur fir diesen Bereich stehen die zusatzlichen Informationen eines
Liganden zur Verflgung. Wie beim Bau des Modells diskutiert wurde, sind
Zusatzinformationen notwendig, um ein sinnvolles Modell zu erstellen. Zusatzlich
fehlt die Membranumgebung, ebenso das wassrige Medium des Extrazellularraums
und des Cytoplasmas. Diese Umgebungsfaktoren (Uben einen stabilisierenden
Einfluss auf die Struktur aus, der in den MDS durch die Rickhaltekraft des
Proteinrickgrats ersetzt wird. Dadurch wird aber auch die Beweglichkeit des Proteins
eingeschrankt. Wenn diese Beweglichkeit notwendig ist, um den Effekt eines
Liganden zu erklaren, kann sie unter diesen Simulationsbedingungen nicht gefunden
werden. Die Simulation von KvAP-A; bei verminderter Rlckhaltekraft zeigt, dass bei
gréBerer Beweglichkeit des Proteins die Interaktion von S-BayK 8644 und S1114
moglich ist. Doch besteht die Gefahr, dass die Struktur des Proteins sich bei noch
geringeren Ruckhaltekraften auflést. Abhilfe kann geschaffen werden, wenn ein
Templat mit hdherer Homologie, auf dessen Grundlage der komplette Ca?*-Kanal

modelliert werden kann zur Verfigung steht. In eine Membran eingebettet, kdnnte
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ein solches Modell ohne Rickhaltekrafte simuliert werden. Z. Zt. steht ein solches
Templat jedoch nicht zur Verfigung.

Sind Unterschiede in der Wirkung von Agonisten und Antagonisten mit diesem
Modell erklarbar? Die molekildynamischen Untersuchungen konnten, wie oben
diskutiert, keinen Beleg fir die unterschiedliche Wirkung der DHP-Agonisten und —
Antagonisten zeigen. Mdglicherweise liegt der Unterschied im unterschiedlichen
Potentialverlauf entlang der Membran von offenen und geschlossenen Kanélen
(Abbildung 1.9, [42]). Das unterschiedliche elekirostatische Potential von DHP-
Agonisten und Antagonisten kénnte hier relevant sein und den Verlauf so andern,

dass die Inaktivierung modifiziert wird.

5.5 Abschlussbemerkungen

Der Mechanismus der Inaktivierung ist sehr komplex. Auch dieses Modell kann keine
endgultige Antwort geben. Modelle sind ein Versuch, die Wirklichkeit zu beschreiben,
kein Abbild davon. Sie beschreiben die Eigenschaften eines Systems. Doch es zeigt
sich immer wieder, wie am Beispiel des Selektivitatsfensters zu sehen ist, dass die

Natur andere Lésungen findet als der Wissenschaftler sich vorstellen kann.

Der Unterschied zwischen dem geschlossenen, aktivierbaren und dem offenen
aktivierten Zustand kann an den hier vorgestellten Modellen nachvollzogen werden.
Die tatsachlichen konformatorischen Unterschiede zwischen der offenen/aktiven und
dem schnell erreichbaren inaktiven Zustand sind nach wie vor unbekannt. Betrachtet
man das vorliegende Modell, so ist vorstellbar, dass durch den Liganden, der
Interaktionen zu drei Segmenten aufbaut, diese drei Segmente in ihrer Beweglichkeit
eingeschrankt werden. Der Antagonist geht eine zusatzliche Interaktion mit dem
Segment 1lI-SS ein. Dadurch wird auch dessen Beweglichkeit eingeschrankt. Es ist
zu vermuten, dass diese Einschrankung Einfluss auf die Stabilisierung der Ca?*-
lonen in der Pore nimmt. Wie das geschieht, kann nach dem derzeitigen
Wissenstand nicht geklart werden.

Bei der Erstellung des Modells wurden DHPs als Liganden-Template genutzt. Der
Rezeptor ist also auf diese optimiert. Es ist bekannt, dass andere Ca?*-Antagonisten,
also Benzothiazepine und Phenylalkylamine, die Wirkung der DHPs in einem
allosterischen Mechanismus verstarken und in einem Bereich nahe der DHP-
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Bindungsstelle gebunden werden. Wahrend die DHPs extrazellular appliziert werden
mussen, um sich wirksam zwischen die Helices einbringen zu kdnnen, greifen
Benzothiazepine intrazelluldr an und nahern sich der Bindungsstelle durch die Pore.
Y1508 und 11515 sind sowohl an der Bindung der DHPs als auch der
Benzothiazepine beteiligt. Im Modell KvAP-A; liegt 11515 direkt im Bereich der Pore,
eine Interaktion ist auf jeden Fall denkbar, Y1508 ist schwerer zuganglich, weil es
hinter der IV-SS-Bereich liegt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine weiteren
Untersuchungen an anderen Liganden-Gruppen durchgefiihrt. Das Modell KvAP-A,

schafft jedoch die Grundlage fir weitere Untersuchungen mit anderen Liganden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das hier vorgestellte Modell eine Reihe
von neuen, bisher nicht bekannten Informationen Uber die DHP-Bindungsstelle,

liefert, deren Wertigkeit durch Experimente Gberprift werden kann.
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6 Zusammenfassung

Das spannende Gebiet der spannungsgesteuerten lonenkanale ist Gegenstand
intensiver Forschung, doch vieles gibt es noch zu erkunden. Diese Arbeit
beschéftigt sich mit den spannungsgesteuerten Ca?*-Kanalen, die nur ein Teil

dieser Gruppe sind.

Von einem Templat ausgehend, welches nur einen Teilbereich, den der Pore,
zeigt, ist in dieser Arbeit dargestellt, wie durch den Einsatz verschiedener
Methoden des Molecular Modellings, wie Homologie-Modelling, Liganden-
Docking und Anwendung quantenchemischer Methoden, ein Modell der
DHP-Bindungsstelle erstellt werden kann. Im Verlauf der Arbeit wurden weitere
experimentelle Erkenntnisse Uber lonenkandle veréffentlicht. Diese wurden
sukzessive beim Modellieren berlcksichtigt und resultierten in der Erstellung
mehrerer Modelle. Als Templat wurde schlieBlich ein Kanal offener
Konformation gewahlt. Trotz der geringen Homologie zwischen den Sequenzen
von K*- und Ca®"-Kanalen lasst sich mit einem multiplen Sequenz-Alignment
ein Modell erstellen, das eine Abschatzung der Lage der transmembranédren
Segmente zulasst. Der Aufbau des Selektivitatsfensters folgt in dieser Arbeit
nicht den gangigen Vorstellungen, sondern orientiert sich an den kristallisierten
Vorbildern, die ihr bevorzugtes lon mit den Carbonyl-Gruppen des
Proteinriickgrates stabilisieren. Diese Anordnung erlaubt auBerdem der
Aminosaure S1114 eine in Experimenten ermittelten Beteiligung an der DHP-

Bindung.

Die genaue Lage der an der DHP-Bindung beteiligten Aminosduren wurde an
die Eigenschaften der Liganden, charakterisiert in Pharmakophor und
Pseudorezeptor, angepasst. Dadurch erhdlt man ein Modell, welches die
Beteiligung vieler der DHP-bindungsrelevanten Aminosauren wiedergibt. Der
Einfluss dieser Aminosauren kann in Docking-Versuchen bestatigt werden.

In Moleklldynamiksimulationen wird die Interaktion von Liganden mit dem

beweglichen Rezeptor untersucht. Auch zeigt sich, dass der Ligand stabil in der
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Bindungstasche bleibt und Interaktionen mit wichtigen Aminoséauren, z.B. eine
Wasserstoffbriicke zu Q1060, gefunden werden. CT-Effekte kbnnen mit MDS-
Methoden nicht simuliert werden, die raumliche Anordnung im Modell Iasst dies
aber prinzipiell zu. Quantenchemische Berechnungen zeigen, dass ein im

Pharmakophor postulierter CT-Effekt mit der Aminosaure M1177 mdglich ist.

Auch eine Vorstellung im Bezug auf die unterschiedliche Wirkung von den
strukturell sehr &hnlichen Agonisten und Antagonisten ist aus dem Modell
erhaltlich. DHPs greifen durch ihre Bindung zwischen den Helices in die
Inaktivierung ein, indem sie die Lage der Segmente IS5, 111S6, IVS6 und III-SS
durch Ausbildung von Wasserstoffbriicken, CT-Interaktionen und van-der-
Waals-Interaktionen beeinflussen. Dadurch wird im Fall der Antagonisten die
Verbindung der wassergefiillten Kavitit zum Zellinneren gestért, was den Ca®*-
Influx behindert. Im Falle der Agonisten ist es denkbar, dass durch die
Verzerrung der Bindungsstelle der Ca®*-Influx beschleunigt wird. Dies kann mit
Kraftfeld-Methoden zwar nicht belegt, aber erahnt werden.

Um den genauen Mechanismus zu ergriinden, ware die Vervollstandigung des
Modells hilfreich. Diese ist aber erst dann sinnvoll, wenn es gelingt, die
Kristallstruktur eines spannungsgesteuerten Ca®*-Kanals aufzukldren. Die
verschiedenen Typen haben untereinander eine hinreichend groBe Homologie,
die die Erstellung eines verlasslichen Modells erlaubt.

Das Ziel des Molecular Modellings ist die Erstellung eines Modells, das die
Gegebenheiten der Wirklichkeit mdglichst genau widerspiegelt. Mit dem
vorliegenden Modell wurde eine Grundlage geschaffen, die zur Erhellung des
Wirkmechanismusses der DHPs und der allosterisch  wirkenden
Phenylalkylamine und Benzothiazepine und damit der Kanal-Inaktivierung
beitragen kann. Inwieweit sich dariber hinaus auch die kinetischen
Eigenschaften von Ca?*-Kanalen — wie Kanal-Aktivierung und —Inaktivierung —

verstehen lassen, missen Folgearbeiten zeigen.
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Anhang A: Abklrzungen

ACE Angiotensin konvertierendes Enzym

(angiotensin converting enzyme)

AS Aminoséaure

CT/ Charge Transfer/

EDA Elektron-Donator-Akzeptor-Beziehung
BTZ Benzothiazepin

DHP Dihydropyridin

HOMO Highest Occupied Molecular Orbital
LUMO Lowest Occupied Molecular Orbital
MDS Molekildynamiksimulation

MSA Multiples Sequenz-Alignment

PAA Phenylakylamin

RMSD Root Mean Square Deviation

™ transmembranar

VGCC spannungsgesteuerter Ca®*-Kanal

(voltage-gated calcium channel)

VGIC spannungsgesteuerter lonenkanal
(voltage-gated ion channel)

VGPC spannungsgesteuerter K*-Kanal

(voltage-gated potassium channel)
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Anhang B: Aminosauren: Drei- und Einbuchstabencode

Aminoséure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
neutral

Glycin Gly G

Alanin Ala A

Serin Ser S

Threonin Thr T

Valin Val \

Leucin Leu L

Isoleucin lle I

Sauren und Amide

Asparaginsaure Asp D
Asparagin Asn N
Glutaminséure Glu E
Glutamin Gin Q
Basen

Arginin Arg R
Lysin Lys K
S-haltige

Cystein Cys C
Methionin Met M

aromatische
Phenylalanin Phe F

Tyrosin Tyr Y

Heterocyclen
Tryptophan Trp W
Histidin His H

Prolin Pro P
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Anhang C: Nomenklatur der Modelle

In Klammern ist ein Verweis auf den Abschnitt, in dem das Modell besprochen wird.

Modell-Bezeichnung Templat Erstellung/Modifikation

KcsA-C KcsA ClustalW (4.2)

KcsA-G KcsA Gen-Alignment mit
GCG(4.4.1)

KcsA-A KcsA Strukturalignment,
optimiert auf Liganden
(4.4.6)

MthK-C MthK ClustalW (4.2)

MthK-G MthK Gen-Alignment mit GCG
4.4.1)

MthK-A MthK Strukturalignment
optimiert auf
Liganden(4.4.6)

KVvAP-C KVvAP ClustalW (4.4)

KVvAP-A; KvAP Strukturalignment, die

wichtigen Aminosauren
sind manuell zum
Bindungsstelle orientiert
worden, dann
Dockingveruche (4.4.2)

KvAP-A, KvAP nach dem Docken aus
KvAP-A; entwickeltes
Modell - endglltiges
Modell dieser Arbeit
(4.4.2-4.6,4.5.1.1)

KVvAP-A3 KvAP wie KVAP-A,, S1114 eine
Aminosaure zum N-Term
verschoben (4.5.1.1)
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Anhang D: Benutzte Hard- und Software

Hard- und Software
Die Berechnungen dieser Arbeit wurden mit folgenden Rechnersystemen

durchgefihrt:

Silicon Graphics Workstations:
- IRIS INDIGO? R 10000
- IRIS Oz R 10000
- IRIS Oz R 12000

- Origin 2000 mit 38 R 10000 Prozessoren (am Rechenzentrum der Heinrich-
Heine-Universitat Disseldorf)

Folgende Software wurde benutzt:
Excel Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft)

FDiscover Rechenmodul des Programmpakets Insight2000 / FDiscover der
Firma accelrys, mit dem verschiedene molekilmechnische und
molekildynamische Berechnungen in verschiedenen Kraftfeldern
durchgefuhrt werden kénnen

Insight2000 Grafikmodul des Programmpakets Insight2000 / FDiscover der
Firma accelrys zum Strukturaufbau und zur Visualisierung

ConQuest Software zur Struktursuche in der Cambridge Structural Database

Spartan Softwarepaket  zur  Durchflhrung  von  ab-initio- und
semiempirischen  Berechnungen, das auch umfangreiche
Visualisierungsmaoglcihkeiten bietet

Sybyl Molecular-Modeling-Paket der Firma TRIPOS, mit dem
molekilmechnaische und molekilmechanische Berechnungen in
mehren Kraftfeldern durchgefihrt werden kénnen. Daneben bietet
das Programm umfangreiche Visualisierungsmdglichkeiten und ist
kompatibel mit FlexX.

AutoDock Programm zum automatisierten Docking von Liganden in
Rezeptoren, basierend auf Gridfeldern und Metropolis- oder
genetischen Lamarck-Algorhithmus

FlexX Docking-Program der Firma BiosolvelT, beruhend auf fragment-
basiertem Ansatz
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Anhang E: Eingabedateien
Eingabedatei der Loslassdynamik zur Ermittlung der Rulckhaltekraft auf dem

Proteinrlickgrat:

! INPUT FILE FOR DISCOVER GENERATED BY INSIGHT
! Loslassdynamik
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 ASN 1 to N-M 10Q

initialize dynamics
template force with a force constant of 2000.0 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 1000 steps

I T S

resume dynamics
template force with a force constant of 1500.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

X o o of

resume dynamics
template force with a force constant of 1250.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

* ok ok of

resume dynamics
template force with a force constant of 1000.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

* % ok X

resume dynamics
template force with a force constant of 900.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

X % o of

resume dynamics
template force with a force constant of 800.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

X o o of

resume dynamics
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template force with a force constant of 750.0 kcal/A2
for 10000 iterations

no cross terms

no morse

* % ok X

resume dynamics
template force with a force constant of 700.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

X % o of

resume dynamics
template force with a force constant of 650.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

X o o of

resume dynamics
template force with a force constant of 600.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

* ok ok of

resume dynamics
template force with a force constant of 550.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

* % ok X

resume dynamics
template force with a force constant of 500.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

X % o of

resume dynamics
template force with a force constant of 450.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

X o o of

resume dynamics
template force with a force constant of 400.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

* ok ok of

resume dynamics
template force with a force constant of 350.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

* % ok X

resume dynamics
template force with a force constant of 300.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

X % o of

resume dynamics
template force with a force constant of 250.0 kcal/A2
for 10000 iterations

* no cross terms
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* no morse

resume dynamics
template force with a force constant of 200.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

X o ok of

resume dynamics
template force with a force constant of 150.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

* ok ok X

resume dynamics
template force with a force constant of 100.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse
resume dynamics
template force with a force constant of 50.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse
resume dynamics
template force with a force constant of 0.0 kcal/A2
for 10000 iterations
no cross terms
no morse

* % X X * o X X

* % o of

end.

Eingabedatei der Molekildynamiksimulationen von KvAP-A; / KvAP-A; mit S-
Isradipin / S-BayK 8644:

! INPUT FILE FOR DISCOVER GENERATED BY INSIGHT
|

overlap = 0.01

cutoff = 16.000000

cutdis 15.000000

swtdis = 1.5

begin simulation

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

|
set dielectric = 1.000000

Fixed atom list generation

* add calpha

* molecule 1 residue ASN 1
* add calpha

* molecule 1 residue ASN 26
* add calpha

* molecule 1 residue CYSH 27
* add calpha

* molecule 1 residue CYSH 64
* add calpha

* molecule 1 residue ASP- 90
*

add calpha
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* molecule 1 residue ASP- 65
* add calpha
* molecule 1 residue LEU 89
* add calpha
* molecule 1 residue ASN 126
* add calpha
* molecule 1 residue LEU 155
* add calpha
* molecule 1 residue ILE 125
* add calpha
* molecule 1 residue ILE 156
* add calpha
* molecule 1 residue THR 193
* add calpha
* molecule 1 residue ASN 194
* add calpha
* molecule 1 residue MET 218
* add calpha
* molecule 1 residue PHE 219
* add calpha
*

molecule 1 residue TRP 254

tethered list
add main
molecule 1 residue ASN 1 to N-M 10

Minimize
template force with a force constant of 300.0 kcal/A2
no cross terms
no morse
for 500 iterations
using steep descents
until the maximum derivative is less than 10.000000000 kcal/A

A

Minimize
template force with a force constant of 300.0 kcal/A2
no cross terms
no morse
for 3000 iterations
using conjugate gradient
until the maximum derivative 1is less than 1.000000000 kcal/A

L R S .

initialize dynamics

* template force with a force constant of 300.0 kcal/A2
* for 1000 iterations

* at 310.000 K

* steps of 1.000

* no cross terms

* no morse

* write history file every 500 steps

inumber = 1

temp = 320.0
resume dynamics
for 5000 iterations
at 310.0 K
steps of 1.000 fs
with no cross terms
no morse
print energy/molecule
print molecule-molecule interactions
print hbonds

* ok X X X
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archive as file number inumber
inumber = inumber + 1
if inumber .le. 200 then 100

iloop =1

200 retrieve file number iloop
minimize

no cross terms

no morse

for 200 iterations

using conjugate gradient

until the maximum derivative is less than 1.00000000 kcal/A
archive as file number inumber
inumber = inumber + 1
iloop = iloop + 1
if iloop .le. 200 then 200

* ok X X X

end
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