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1 Einleitung und Problemstellung
1.1 Entwicklung von selektiven Wirkstoffen

In der heutigen Pharmaforschung gewinnen Wirkstoffe, die ihre inhibitorische Akti-
vitdt moglichst nur an einem Enzym entfalten, zunehmend an Bedeutung. Durch das
Humane Genomprojekt wurden ca. 30000 Gensequenzen entschliisselt, und die Zahl
bekannter Proteinsequenzen wéchst seitdem drastisch [Lander et al.l 2001; [Venter et al.,
2001]. Mit dieser Entschliisselung wichst zugleich die Hoffnung, neue Zielmolekiile (En-
zyme, Rezeptoren, lonenkaniile) zu ,entdecken, die Angriffspunkte fiir neuartige Arz-
neimittel mit neuem Therapiekonzept darstellen konnen. Ist ein interessantes Zielmole-
kiil (engl. target) gefunden, konnen fiir die Leitstrukturfindung groe Molekiilbibliothe-
ken automatisiert mit einem hohen Durchsatz auf ihre Bindungseigenschaften getestet
werden (HTS, High- Throughput-Screening) [Inglese, 2002; Smithl, 2002]. Zusétzlich
werden ausgehend von der dreidimensionalen Struktur des Zielmolekiils Inhibitoren ra-
tional entworfen [Klebe, 2000].

Voraussetzung fiir die strukturbasierte Wirkstoffentwicklung ist, dass die dreidimen-
sionale Struktur des Zielproteins bekannt ist. In einem iterativen Prozess kénnen bei
bekannter Struktur geeignete Wechselwirkungsbereiche in der Bindetasche des Ziel-
proteins analysiert [Goodford, |1985} [Verdonk et al., [1999; Gohlke et al., |2000b] und
mit dieser Information potentielle Leitstrukturen vorgeschlagen werden. Nach einer er-
folgreichen biochemischen Testung kann der Bindungsmodus des Liganden mit dem
Zielprotein kristallographisch oder mit Hilfe der NMR-Spektroskopie bestimmt werden
und die gewonnenen Erkenntnisse in die Optimierung des Liganden mit einflielen.
Neben dem experimentellen Hochdurchsatz-Screening kénnen am Computer erstellte
Molekiilbibliotheken virtuell durchmustert werden (engl. virtual screening) [Sotriffer
et al.,[2003alb], um potentielle Leitstrukturen zu finden. Dabei werden in Datenbanken
gespeicherte Molekiile mit Hilfe von so genannten Docking-Programmen meist flexi-
bel in die starre Bindetasche platziert und anschliefend mit einer Bewertungsfunk-
tion (engl. scoring function) die Affinitét der platzierten Molekiile abgeschitzt [Bohm),
1994; Muegge & Martin, 1999; |Gohlke et al., 2000a]. Entscheidend fiir den Erfolg ist
hierbei die korrekte Vorhersage des Bindungsmodus der Liganden in der Bindetasche

und des Weiteren die genaue Abschéitzung der Affinitdt der platzierten Verbindung



1.1 Entwicklung von selektiven Wirkstoffen 2

|Gohlke & Klebe, 2002]. Vergleichende Studien haben gezeigt, dass die Zuverldssigkeit
der Affinitatsvorhersage mit einer Bewertungsfunktion fiir verschiedene Zielproteine
unterschiedlich ausfallen kann und verschiedene Bewertungsfunktionen an einem Pro-
tein unterschiedliche Ergebnisse liefern kénnen |Charifson et al. [1999; [Bissantz et al.,
2000; |Stahl & Rareyl 2001; Terp et al., 2001} [Halperin et al. [2002; Wang et al., 2002,
2003]. Letztendlich sollte eine Bewertungsfunktion fiir ein Zielprotein ,angepasst“ und
an diesem validiert werden, um eine zuverlédssige Vorhersage der Bindungsaffinitdt zu

erhalten.

Bereits in diesem frithen Stadium des Wirkstoff-Designs bzw. der Leitstrukturopti-
mierung wird die Entwicklung von Inhibitoren mit hoher Affinitdt und Selektivitét
angestrebt, um unerwiinschte Nebenwirkungen weitgehend zu vermeiden. Es existieren
aber auch Fille in denen durch das Auftreten von unerwarteten Nebenwirkungen wéh-
rend der Entwicklungsphase sogar neue Indikationsgebiete erschlossen wurden. Bei der
Entwicklung des Wirkstoffes Sildenafil fiir die Therapie von Angina pectoris| wurde
beobachtet, dass dieser Wirkstoff bei Herzbeschwerden nicht ausreichend wirksam ist.
Gleichzeitig wurde in den klinischen Studien festgestellt, dass Sildenafil (Handelsna-
me: Viagra®) die Erektionsfihigkeit des Penis beeinflusst |Langtry & Markham), 1999].
Diese ,,Nebenwirkung“ beruht auf einer Hemmung des Enzyms Phosphodiesterase-5
(PDE), das in den Geféflen des Penis cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat) ab-
baut. cGMP fiihrt zu einer Erschlaffung der glatten Muskelzellen im Schwellkérper und
ermoglicht dadurch einen vermehrten Bluteinstrom, der letztendlich zur Erektion fiihrt.
Durch die Inhibition von PDE5 durch Sildenafil wird der Abbau von cGMP gehemmt,
so dass der erhohte cGMP-Spiegel in den Muskelzellen zu einem Bluteinstrom fithren
kann. Aber auch die Anwendung von Sildenafil bei Erektionsproblemen ist nicht frei
von Nebenwirkungen. Auftretende Sehstorungen bei der Einnahme von nicht-selektiv
wirkenden PDE5S-Hemmern werden unter anderem auf eine partielle Hemmung des

Isoenzyms PDE6 im Auge zuriickgefiihrt [Gresser & Gleiter, [2002].

Die Entwicklung der PDE5-Hemmer zeigt zum einen, dass durch eine genaue Beob-
achtung in den klinischen Studien neue Indikationsgebiete erschlossen werden kénnen.
Gleichzeitig sollte aber darauf geachtet werden, dass eine Hemmung von verwandten
Enzymen vermieden wird, um den therapeutischen Einsatz eines Wirkstoffes nicht zu
gefiahrden. Ein Beispiel fiir die gezielte Entwicklung von selektiven Verbindungen, bei

denen im Gegensatz zu den nicht selektiv wirkenden Substanzen weniger Nebenwir-

Lakute Herzinsuffizienz mit plétzlich einsetzenden Schmerzen im Brustkorb
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kungen beobachtet wurden, stellen die Inhibitoren der Cyclooxygenase-2 (COX)
dar. Die Cyclooxygenasen sind an der Synthese von entziindungsférdernden Mediato-
ren (Prostazykline, Prostaglandine, Thromboxan) beteiligt, die bei kardiovaskuléren,
gastrointestinalen und renalen Funktionen, sowie bei Fieber und allergischen Reaktio-
nen eine wichtige Rolle spielen [Vane, 1971} [Kurumbail et al., 2001} van der Donk et al.,
2002|. Nicht-steroidale antiinflammatorische Verbindungen (NSAID, non-steroidal an-
tiinflammatory drugs) werden als Inhibitoren der COX bei entziindlichen Prozessen,
Schmerzen und Fieber eingesetzt [Dannhardt & Kiefer, [2001]. Durch den Einsatz von
COX2-selektiven Verbindungen kénnen Nebenwirkungen im Magen-Darm-Trakt redu-

ziert werden, die hauptséichlich durch die Hemmung eines anderen Isoenzyms der Cy-
clooxygenase (COX1) verursacht werden (siche Kap. [5.2).

Je nachdem, welche Informationen iiber Liganden und/oder Proteinstrukturen zur
Verfiigung stehen, kommen verschiedene Ansétze bei der Entwicklung von selektiven
Inhibitoren zum Einsatz. Wenn Affinitétsdaten von Liganden fiir verschiedene Prote-
ine vorliegen, die Struktur des Zielproteins hingegen unbekannt ist, kénnen diese un-
terschiedlichen Affinitétsdaten miteinander verglichen und mit den physikochemischen
Eigenschaften der Verbindungen korreliert werden. Wenn nur wenige Inhibitoren be-
kannt sind, die Kristallstrukturen der betreffenden Proteine aber gelost wurden, kénnen
die unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften in den Bindetaschen der einzel-
nen Proteine fiir die Entwicklung von selektiven Liganden herangezogen werden. Sind
hingegen geniigend Informationen iiber Liganden und Zielproteine vorhanden, und ist
des Weiteren der Bindungsmodus der Inhibitoren in der Bindetasche bekannt, kénnen
beide Informationsquellen kombiniert und fiir die Entwicklung selektiver Verbindungen
genutzt werden |Gohlke, [2002].

Im Falle der Carboanhydrase (CA) sind sowohl Informationen iiber zahlreiche In-
hibitoren als auch Kristallstrukturen von Isoenzymen der CA vorhanden. Im mensch-
lichen Organismus sind bislang 14 verschiedene Isoenzyme der CA beschrieben, die in
einer Vielzahl an Organen (Auge, Lunge, Leber, Niere, Gehirn, Erythrozyten, etc.) vor-
kommen. Da bisher keine CA-Inhibitoren vorhanden sind, die diese Isoenzyme selektiv
hemmen, ist ein Ziel dieser Arbeit physikochemische Eigenschaften zu bestimmen, die
die Selektivitét fiir ein Isoenzym erhchen bzw. erniedrigen. Dadurch sollen auftretende
Nebenwirkungen, die durch eine nicht-selektive Hemmung von unterschiedlichen Isoen-
zymen in den verschiedenen Organen hervorgerufen werden, in einem méglichst frithen
Stadium der Arzneistoffentwicklung vermieden werden.

In dieser Arbeit wird gezeigt, wie durch Auswertung von Ligandeninformation Compu-
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termodelle entwickelt werden kénnen, die Kriterien fiir eine Optimierung von selektiven
CA-Inhibitoren liefern (Kap. |4.1.4/ und [4.1.5)). Es wird des Weiteren dargestellt, inwie-

fern die Analyse der Proteinbindetaschen fiir die Entwicklung selektiver Substanzen

genutzt werden kann (Kap. . Damit lassen sich zusétzliche Informationen iiber se-
lektivitdtsbestimmende Eigenschaften ermitteln, die aus einer Ligandenanalyse nicht
extrahiert werden konnen. Um niitzliche Hinweise und Ideen fiir die Entwicklung von
selektiv wirkenden Liganden zu erhalten, wurden zusétzlich zu den bekannten Kristall-
strukturen Homologiemodelle von CA-Isoenzymen entwickelt, deren Kristallstruktur
noch nicht aufgeklirt wurde (Kap. [4.2.2). SchlieBlich wurde zur Abschétzung des Bin-
dungsmodus von potentiellen neuen Liganden ein automatisiertes Dockingverfahren
verwendet, um Liganden in der Bindetasche zu platzieren (Kap. . Dieser Dock-
ingansatz wurde anhand von aufgeklarten Kristallstrukturen validiert. Die Affinitét der
platzierten Liganden wurde mit den zuvor erstellten Computermodellen, die durch Aus-
wertung der Ligandeninformation erhalten wurden, abgeschétzt. Ferner wurden Daten-
banken nach potentiellen neuen Wirkstoffen fiir Isoenzyme der CA durchmustert und
in der Literatur nach Verbindungen mit einer primédren Sulfonamid-Gruppe gesucht,
die als potentielle neue Leitstrukturen fiir die Entwicklung selektiver CA-Inhibitoren
dienen kénnen (Kap. [4.3.3). Diese Verbindungen wurden in die Bindetasche von CA
IT gedockt und die Affinitdt mit den zuvor erstellten 3D-QSAR-Modellen abgeschétzt
(Kap. [£.3.4), so dass durch eine erfolgreiche Kombination sowohl der Bindungsmodus
als auch die Affinitdt von CA-Inhibitoren vorhergesagt werden kénnen. Gleichzeitig
wurde eine Kreuzreaktivitit eines COX2-selektiven Inhibitors mit Isoenzymen der CA

mit kinetischen Daten und der Kristallstruktur im Komplex mit CA II belegt (Kap.

53).



2 Methoden zur Beschreibung der

Selektivitit von Enzymen

2.1 Klassische QSAR und 3D-QSAR-Methoden

Die Grundlagen der klassischen QSAR-Methoden (engl. Quantitative Structure-
A ctivity Relationship, quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen) gehen auf die Ar-
beiten von Hansch und Free-Wilson zuriick [Hansch & Fujital [1964; [Free & Wil-
son, [1964]. Sie erstellen mathematische Modelle, mit deren Hilfe Struktur-Wirkungs-
beziehungen quantitativ beschrieben werden konnen. Die physikochemischen Eigen-
schaften von Verbindungen (z.B. Lipophilie, elektrostatische Eigenschaften, Polarisier-
barkeit, sterische Eigenschaften) werden mit den biologischen Affinitéten korreliert,
und mittels statistischer Parameter (siche Kap. wird die Giite der berechneten
Modelle beschrieben.

Eine Erweiterung dieser klassichen QSAR-Methoden stellen die 3D-QSAR-Verfahren
dar, die zusétzlich die dreidimensionale Struktur und die rdumliche Orientierung der
Molekiile zueinander beriicksichtigen. Diese raumliche Ausrichtung sollte einer Konfi-
guration entsprechen, die eine Wirkung am Rezeptor hevorruft. Die dreidimensionalen
physikochemischen Eigenschaften der Molekiile werden mit den Ligandenaffinititen
zum Rezeptor korreliert, um im Anschluss diejenigen physikochemischen und struk-
turellen Eigenschaften der Verbindungen bestimmen zu koénnen, die die biologische
Aktivitdt beeinflussen.

Die beiden am weitesten verbreiteten 3D-QSAR-Verfahren sind CoMFA (engl. Com-
parative Molecular Field Analysis, vergleichende molekulare Feldanalyse) und CoM-
SIA (engl. Comparative Molecular Similarity Indices Analysis, vergleichende mole-
kulare Analyse von Ahnlichkeitsindizes) [Cramer, 1988; Klebe et al., [1994]. Bei die-
sen Feld-basierten Ansétzen werden alle Verbindungen eines Datensatzes von einem
dreidimensionalen Gitter umschlossen. Im Anschluss werden Wechselwirkungen zwi-
schen einem Sondenatom, das an die Schnittpunkte des Gitters platziert wird, und
allen Atomen der Verbindungen des Datensatzes berechnet. Beim CoMFA Ansatz
werden sterische und elektrostatische Wechselwirkungen mit Hilfe des Lennard-Jones-
und Coulomb-Potentials berechnet und die erhaltenen Energiebeitrige an den Git-

terpunkten gespeichert. Da die sterischen und elektrostatischen Wechselwirkungen bei
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CoMFA aufgrund der steilen Potentialverlaufe des Lennard-Jones(12,6)- und Coulomb-
Potentials (Abb. bei geringem Abstand zwischen den Atomen sehr grofie (unend-
liche) Werte annehmen, wird eine willkiirliche Schranke (engl. ,Cut-Off) gesetzt (in
der Regel 30 kcal/mol). Alle Gitterpunkte, an denen die berechnete Energie diesen
vordefinierten Betrag iiberschreiten, bekommen diesen konstanten Energiewert zuge-
wiesen. Durch die Aufsummierung aller Energiebetrige an den Gitterpunkten ergeben
sich fiir jedes Molekiil so genannte Wechselwirkungsfelder, die mit den Feldern der an-
deren Molekiile des Datensatzes verglichen werden. Aufgrund der grofien Anzahl an
Gitterpunkten ist eine lineare Regressionsanalyse, wie sie bei den klassischen QSAR-
Methoden durchgefiihrt wird, fiir eine Korrelation der erhaltenen Wechselwirkungs-
energien mit den biologischen Affinitdten nicht anwendbar. Mittels einer weiteren sta-
tistischen Methode, der PLS-Analyse (engl. Partial Least Squares), kann die grofie
Anzahl an Wechelswirkungsenergien an den Gitterpunkten (unabhéngigen Variablen)
mit den Bindungsaffinitdten (abhéngigen Variablen) in Beziehung gebracht werden
[Geladil, 1986; (Cramer] [1988; (Cramer et al.l 1993; Wold et al., 1993]. Als Ergebnis
der PLS-Regressionsanalyse ergibt sich eine QSAR-Gleichung, die eine Abschéitzung
der Affinitdt von unbekannten Verbindungen erlaubt (Gl.[2.1). Fiir ein CoMFA-Modell
wird zum Beispiel eine QSAR-Gleichung erhalten, die sterische (.5) und elektrostatische
(E) Wechselwirkungen an den Gitterpunkten (1 bis n) beschreiben (Gl. 2.1).

pKi = —lOgKi = CLSl + bSQ + CS3 + ...+ mE1 + TLEQ + ZEn + k (21)

Des Weiteren werden Koeffizienten an den Gitterpunkten berechnet (a-z), die die
Signifikanz der Eigenschaften an diesen Gitterpunkten zur Beschreibung der biologi-
schen Aktivitat verdeutlichen, das heifit in welchem Ausmafl der Feldbeitrag an dem

einzelnen Gitterpunkt zur Beschreibung der Affinitédt der Molekiile beitragt.

Beim CoMSIA Ansatz werden im Gegensatz zu CoOMFA die molekularen Felder mit
Hilfe von Ahnlichkeitsindizes (Ar) beziiglich eines Sondenatoms berechnet (GI. .

A(IZT,k(]) = Z wprobe,kwike_argq (2.2)

Die Ahnlichkeit eines Molekiils (j) mit der Eigenschaft (k) an dem Gitterpunkt (q)
wird durch die Eigenschaft des Sondenatoms (wpyepe ) und durch die physikochemi-

schen Eigenschaften der Atome (i, w; ;) bestimmt. Die Abstandsabhéngigkeit zwischen
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den Gitterpunkten (¢) und den Atomen (i) wird durch den Abstand r;, festgelegt
und iiber eine Gaufifunktion beschrieben, wobei ein Abschwéichungsfaktor (a) die Brei-
te der GauBfunktion bestimmt (Abb. rechts). Zusétzlich zu den sterischen und
elektrostatischen Eigenschaften, die in CoMFA berechnet werden, werden bei CoMSIA
hydrophobe, Wasserstoﬁbrﬁckendonor—ﬂ und Wasserstoffbrﬁckenakzept0r-E| Eigenschaf-
ten bestimmt. Bei der Berechnung der Ahnlichkeitsindizes werden die Eigenschaften des
Sondenatoms (Wyrepe ) auf Standardwerte gesetzt (Radius 1 A, Ladung +1, Hydropho-
bizitat +1, Donoreigenschaft +1, Akzeptoreigenschaft +1).

Lennard-Jones-
Potential

Lennard-Jones- E(r)
Potential

Cut-off
Coulomb- Coulomb-
Potential Potential

» T 0

Coulomb-
Potential

Coulomb-
Potential

Cut-off

Abb. 2.1: Verlauf des Lennard-Jones(12,6)- und des Coulomb-Potentials fiir die Wechselwirkungsener-
gien zwischen zwei nicht-kovalent verkniipften Atomen (links). Aufgrund der Steilheit der
beiden Potentialverliufe wird bei CoMFA ein willkirlicher ,Cut-Off* gesetzt. Die abstands-
abhéngige Berechnung der Ahnlichkeitsindizes beim CoMSIA-Ansatz ist tiber eine Gaufkurve
definiert (rechts).

Die fiir die 3D-QSAR-Analyse notwendige dreidimensionale Struktur der Verbin-
dungen kann entweder mit Computerprogrammen (CONCORD, CORINA) erzeugt
[Pearlman), [1987; (Gasteiger et al., |1990] und im Anschluss einer Konformationsanaly-
se unterzogen werden, oder aus kristallographischen Datenbanken (CSD, Cambridge
Structure Databaseﬂ; PDB, Protein Data Bankﬁ) entnommen werden [Berman et al.,
2000, 2002, |2004]. Ein Vorteil bei der Verwendung von experimentellen Daten aus der

PDB ist, dass die Verbindungen in Konformationen und einer Orientierung vorliegen,

lim Folgenden nur Donor
2im Folgenden nur Akzeptor
3http://www.ccde.cam.ac.uk/
4http:/ /www.rcsb.org/pdb/
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wie sie bei der Wechselwirkung mit dem Rezeptor beobachtet werden. Ist die Struktur
des Proteins jedoch nicht bekannt, kénnen Molekiile aufgrund &hnlicher physikoche-
mischer Eigenschaften iiberlagert werden (SEAL, FLEXS, GASP) [Klebe & Mietzner,
1994; Lemmen et al. [1998; [Jones et al., [1995a]. Wenn zusétzlich die Kristallstruktur
des Enzyms im Komplex mit Liganden bekannt ist, konnen die Verbindungen des Da-
tensatzes mit den Liganden der Kristallstruktur manuell iiberlagert und anschlieend
flexibel in der Bindetasche minimiert werden (MoLoc) |Gerber & Miiller] 1995} |Ger-
ber| [1998]. Die Konformation der iiberlagerten Molekiile entspricht in erster Nédherung
der Ligandenkonformation, die im Experiment beobachtet wird, und sollte nach dieser

Minimierung der bioaktiven Konformation sehr nahe kommen.

2.2 Erstellung Selektivitidts-beschreibender
3D-QSAR-Modelle

Mit der Erstellung von 3D-QSAR-Modellen kénnen Aussagen dariiber getroffen werden,
welche physikochemischen Eigenschaften der Liganden die Bindungsaffinitéit beeinflus-
sen. Es konnen fiir diese physikochemischen Eigenschaften raumliche Bereiche angezeigt
werden, deren Besetzung mit geeigneten funktionellen Gruppen zu einer Erh6hung bzw.
Erniedrigung der Bindungsaffinitdt von Liganden fithrt. Im Gegensatz zu diesen so
genannten Einzelmodellen, die eine Aussage dariiber erlauben, welche physikochemi-
schen Eigenschaften sich giinstig beziehungsweise ungiinstig auf die Bindungsaffinitét
auswirken, konnen mit Selektivitdtsmodellen Eigenschaften ,extrahiert® werden, die
die Selektivitét fiir ein Enzym im Vergleich zu einem anderen Isoenzym erhéhen oder
erniedrigen. Mit Hilfe von Konturdiagrammen kénnen Bereiche graphisch dargestellt
werden, deren Besetzung mit entsprechenden funktionellen Gruppen des Liganden sich
giinstig bzw. ungiinstig fiir die Selektivitit hinsichtlich einer Familie von Isoenzymen

auswirken.
In dieser Arbeit wurden zwei Ansétze verfolgt, um selektive 3D-QSAR-Modelle zu

erhalten:

e Differenzbildung der Bindungsaffinitédten

e Differenzbildung der QSAR-Koeffizienten
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Bei beiden Ansétzen miissen Affinitdten von Verbindungen eines Datensatzes zu un-
terschiedlichen Enzymen bekannt sein. Beim ersten Ansatz, der Differenzbildung
der Bindungsaffinititen, werden die Affinitdtsunterschiede der Verbindungen zu
zwei Enzymen mit den Feldbeitragen an den Gitterpunkten korreliert. Nach einer PLS-
Analyse wird eine QSAR-Gleichung erhalten, mit der die Affinitatsdifferenz der Ver-
bindungen zu zwei Enzymen vorhergesagt werden kann (Gl. .

ApKZ = pKi,Enzyml _pKi,Enzme = CLSl+bSQ+CS3+. . +mE1+nE2+ . +ZEn+k (23)

Mit diesen Selektivitdtsmodellen konnen diejenigen physikochemischen und struktu-
rellen Eigenschaften bestimmt werden, die entscheidend fiir eine selektive Bindung
sind. Mit Hilfe von Konturdiagrammen werden die entsprechenden Eigenschaften
(sterisch, elektrostatisch, hydrophob, Donor, Akzeptor) rdumlich dargestellt. Dieses
Verfahren der Differenzbildung der Affinitédtswerte wurde bereits in der Literatur an
Benzodiazepin-Rezeptoren und an Serin- und Matrixmetalloproteasen beschrieben
[Wong et al.| [1993; Bohm et all |1999; Matter & Schwabj, 1999]. In der vorliegenden
Arbeit wurde dieser Ansatz erstmals an drei Isoenzymen der Carboanhydrase (CA I,

CA II, CA 1IV) angewendet (siche Kap. [4.1.4]).

Beim zweiten Ansatz der Differenzbildung der Koeffizienten miissen zunéchst
signifikante Einzelmodelle fiir die betreffenden Enzyme erstellt werden. Im Anschluss
daran konnen fiir jede physikochemische Eigenschaft Selektivitdtsmodelle durch Dif-
ferenzbildung der aus den Einzelmodellen stammenden QSAR-Koeffizienten generiert
werden (Abb. . Mit Hilfe der ,,Selektivitatskoeffizienten“ kénnen wiederum selektivi-
tétsbestimmende Bereiche (bzw. Gitterpunkte) fiir jede dieser Eigenschaften bestimmt
werden. Die Giite und Aussagekraft der aus der Differenzbildung der Koeffizienten er-
haltenen Modelle wurde mit den Modellen, die aus der Differenzbildung der Affinitéten
resultieren, am Beispiel der Carboanhydrase verglichen und diskutiert (Kap. und
4.1.5)).
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CAI:
-logK, =y +aS +bS,+ ..+ zE_+Kk

dogK. =y+ S+ S,+..+ E +k

CAI-CAIl
Selektivititsmodell

Abb. 2.2: Selektivititsmodell durch Differenzbildung der QSAR-Koeffizienten. Zundchst werden einzel-
ne 3D-QSAR-Modelle fir die betreffenden Enzyme erstellt (hier: CA I (grin), CA II (gelb)).
Die Differenz der Koeffizienten der einzelnen QSAR-Gleichungen fihrt zu einem CA I - CA
I1-Selektivititsmodell (orange) mit entsprechenden ,Selektivititskoeffizienten® an den Git-
terpunkten. Mit Hilfe von Konturdiagrammen kénnen Bereiche bzw. Gitterpunkte ermittelt
werden, die fiir eine bestimmte physikochemische FEigenschaft die Selektivitdt hinsichtlich

eines Enzyms im Vergleich zu einem anderen erhéhen bzw. erniedrigen.
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3 Carboanhydrase (CA)

3.1 Klassifizierung der Carboanhydrasen

Die Carboanhydraser[] (CA, EC-Nummer 4.2.1.1) gehéren zur Klasse der Hydrolyasen
und enthalten im aktiven Zentrum ein an der Katalyse beteiligtes Zinkion. Sie kommen
in Bakterien, Pflanzen, Tieren und im menschlichen Organismus vor und katalysieren

die reversible Reaktion der Hydratation von CO, zu Hydrogencarbonat und einem

Proton (Gl. B.1).

COy + H,O = HCO; + H' (3.1)

Im aeroben Metabolismus von komplexen Organismen fallt als Endprodukt im Stoff-
wechsel hauptséchlich Kohlendioxid an. Im menschlichen Kérper sind CAs am Abtrans-
port dieses Reaktionsproduktes beteiligt, indem sie in den Erythrozyten die Umsetzung
des aus den Zellen ins Blut gelangende CO5 zu HCOj3 katalysieren. Hydrogencarbonat
gelangt als Transportform des CO, in die Alveolerf] der Lunge, wo die Riickreaktion
unter Freisetzung von CO, erfolgt, das anschlieBend ausgeatmet wird. Weiterhin spie-
len CAs eine wichtige Rolle in der Kammerwasserbildung des menschlichen Auges, bei
der Konstanthaltung des Blut-pH-Wertes, im S&ure-Basen-Haushalt des Organismus
und bei verschiedenen physiologischen Prozessen (zum Beispiel Glukoneogenese und
Harnstoffwechsel). In Pflanzen sind Carboanhydrasen an der Photosynthese beteiligt
und in Bakterien spielen sie in Transportprozessen, an denen CO, und HCOj3-Ionen
beteiligt sind, eine wichtige Rolle |Chegwidden & Carter, [2000].

Die CA werden in drei unterschiedliche genetische Familien («, (3, ) unterteilt, die
sich in der Sequenz und in der Faltung voneinander unterscheiden (Abb. ; Tab. .
Die a-Carboanhydrasen besitzen eine monomere Einheit und kommen iiberwiegend
in Wirbeltieren vor, sind aber auch in Pflanzen, Algen und einigen Bakterien zu finden
[Smith & Ferry, [2000; Chegwidden & Carter} 2000]. Die f-Carboanhydrasen treten

als Dimer, Tetramer, Hexamer und Oktamer auf. Sie werden in Blattern von Pflanzen

lsyn. Carbonat Dehydratase
2Lungenblischen
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erzeugt und sind dort durch Fixierung von Kohlendioxid an der Photosynthese beteiligt.
Sie sind weiterhin in Eubakterien, Archaebakterien und in bestimmten Algen lokalisiert.
Die Carboanhydrasen der v-Klasse kommen in einigen Bakterien und Pflanzen vor,
wobei ihre Funktion bisher nicht bekannt ist. Die Rontgenstrukturanalyse der v-CA
von Methanosarcina thermophila zeigt einen trimeren Aufbau (Abb. F und Abb.

3.3)-

Abb. 3.1: Die dreidimensionalen Strukturen der o-, 3- und v-CA im Uberblick. Die a-CA kristallisiert
als Monomer (A), wihrend die v-CA ein Trimer mit den drei aktiven Zentren an den
Kontaktflichen der monomeren Einheiten bildet (F). In diesen drei katalytischen Zentren
wird ein Zinkion von zwei Histidinseitenketten einer Untereinheit und einem Histidin der
benachbarten Untereinheit koordiniert (siehe auch Abb. . Die 8-CA (B-E) zeigen die
gréfite Diversitit hinsichtlich thres strukturellen Aufbaus (A: humane CA II, PDB-Code
1a42; B: P. purpureum, 1ddz; C: M. thermoautotrophicum, 1g5c; D: P. sativum, 1ekj; E:
E. coli, 1i6o; F: M. thermophila, 1thj; Abb. entnommen aus [Tripp et all, |2001)]).

Alle Klassen der Carboanhydrasen haben als gemeinsames Merkmal ein Zinkion in

der Bindetasche, das eine entscheidende Rolle wéhrend der Katalysereaktion spielt

[Christianson & Cox, [1999]. Weiterhin ist an dem katalytischen Wirkungsmechanismus
ein Wassermolekiil beteiligt, das durch das Zinkion aktiviert wird (siche Kap. [3.2)). Ein
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Unterschied wird jedoch in den Aminoséduren beobachtet, die das Zinkion komplexieren
(Tab. [3.1). Dabei sind in der a-Klasse drei Histidinreste an das Zinkion koordiniert,
wahrend bei 3-CA das Zinkion iiber zwei Cysteine und ein Histidin koordiniert wer-
den. Teilweise ist in den §-CA ein Aspartat als vierter Ligand involviert (E. coli, P.
purpureum; Tab. [Mitsuhashi et al., 2000]. In der v-CA von Methanosarcina ther-
mophila komplexieren ebenfalls drei Histidin-Reste das Zinkion. Die v-CA zeigt aber
im Vergleich zu den beiden anderen Klassen eine ganz unterschiedliche Faltung (Kap.
3.1.3)).

Tab. 3.1: Ausgewdhlte Beispiele von Carboanhydrasen der a-, 3- und y-Klasse. Die a-CA bestehen aus
einer monomeren Einheit. Die Sequenzidentitit der einzelnen CA zur a-CA II des Menschen
(1cil) ist in der Tabelle angegeben. In den a- und v-CA wird das katalytisch aktive Zink-
ion von drei Histidinresten koordiniert, wdhrend in der (3-Klasse zwei Histidinreste durch
Cysteinreste ersetzt sind beziehungsweise ein zusdtzliches Aspartat an der Koordination und

vermutlich auch am Wirkungsmechanismus beteiligt ist [Mitsuhashi et al., |2000)].

Klasse Quelle Isoenzym / PDB-Code Sequenz- Zink-
Struktur identitét koordination

a Mensch CAI lazm 60.5 % His-His-His
Mensch CA Il 1cil - His-His-His
Ratte CA III 111 59.0 % His-His-His
Mensch CA 1V lznc 37.0 % His-His-His
Maus CAYV 1dmy 54.5 % His-His-His
Mensch CA XII 1jd0 35.0 % His-His-His
Mensch CA X1V 1rj6 37.4 % His-His-His
N. gonorrhoeae monomer 1kop 35.9 % His-His-His

J6] E. coli dimer li6o 14.2 %  Cys-Asp-His-Cys
P. purpureum dimer 1ddz 22.7 %  Cys-Asp-His-Cys
(Alge)
P. sativum octamer lekj 17.7 % Cys-His-Cys
(Pflanze)
M. thermoauto- dimer 1ghe 18.2 % Cys-His-Cys

trophicum (Archaea)
~y M. thermophila trimer 1thj 14.5 % His-His-His
(Archaea)
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3.1.1 a-Carboanhydrasen

Seit der Entdeckung der CA in Erythrozyten vom Rind ist bekannt, dass sie eine
wichtige Rolle im Transport und bei der Bereitstellung von Kohlendioxid und Hydro-

gencarbonat spielen [Meldrum & Roughton, 1933]. Die Carboanhydrasen der a-Klasse

bestehen aus einer monomeren Einheit und weisen ein Molekulargewicht von ~ 30 kDa
auf. Die Struktur der a-CA-Isoenzyme besteht aus einem zehnstriangigen (-Faltblatt
und einzelnen helikalen Bereichen (Abb. [3.2)).

Abb. 3.2: Die dreidimensionale Struktur der a-Carboanhydrasen. Dargestellt ist die humane CA II
(PDB-Code: 1cil). Das dominierende Strukturfragment aller a-CA ist ein zehnstringiges 3-
Faltblatt (blau). Sie besitzen im aktiven Zentrum ein katalytisch aktives Zinkion (violett), das
von drei Histidinseitenketten umgeben ist. Als vierte Koordinationsstelle ist ein Wassermo-
lekil gebunden (nicht dargestellt), das durch das Zinkion aktiviert wird und als Hydrozidion
nukleophil ein Kohlendioxidmolekil angreift (siehe Kap. .

Im aktiven Zentrum der 15 A tiefen, kegelformigen, amphiphilen Bindetasche wird
das Zinkion von drei Histidinseitenketten koordiniert. Bislang sind 14 unterschiedliche
Isoenzyme der CA im menschlichen Organismus beschrieben worden, die in einer Viel-
zahl an Organen (Auge, Lunge, Leber, Niere, Gehirn, Erythrozyten, etc.) vorkommen
(Tab. . Diese Isoenzyme sind im Zytosol lokalisiert (CA I, CA II, CA III, CA VII,
CA XIII), in der Membran verankert (CA IV, CA IX, CA XII, CA XIV) oder werden
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Tab. 3.2: Gewebeverteilung und
Carboanhydrase-verwandte Proteine (CARP,

subzelluldre

Lokalisation der

14  «a-Carboanhydrasen (CA).

carbonic anhydrase related protein) be-

sitzen kein Zinkion im aktiven Zentrum und sind daher katalytisch inaktiv [Cheqwidden €

Carter, |2000).

Isoenzyme Katalytische Subzelluldre Gewebeverteilung im
Aktivitét Lokalisation menschlichen Korper

CAI niedrig Zytosol Erytrozyten

CA Il hoch Zytosol weit verbreitet

CA 111 sehr niedrig Zytosol Muskel, Fettgewebe

CA 1V hoch Membran gebunden Niere, Gehirn, Lunge,
Auge, Darm

CA VA moderat Mitochondrien Leber

CA VB moderat Mitochondrien Pankreas, Speichel,
Riickenmark

CA VI moderat Speichelsekretion Speichel, Muttermilch

CA VII hoch Zytosol Gehirn, Speicheldriisen,
Lunge

CARP VIII  keine Aktivitat Zytosol Gehirn

CA IX hoch Membran gebunden Tumorgewebe, Magen-
schleimhaut

CARP X keine Aktivitit n.b.* Gehirn

CARP XI keine Aktivitit n.b.* Gehirn

CA XII niedrig Membran gebunden Darm, Niere, Prostata

CA XIII hoch n.b.* n.b.*

CA XIV niedrig Membran genunden  Gehirn, Niere, Herz

*n.b. = nicht bekannt

mit dem Speichel freigesetzt (CA VI). CA V befindet sich in den Mitochondrien von
Leberzellen. Die katalytisch inaktiven Isoenzyme CA VIII, CA X und CA XI werden

aufgrund ihrer Sequenzidentitét der a-Klasse zugeteilt. In diesen drei Carboanhydrase-

verwandten Proteinen (CARP, carbonic anhydrase related proteins) ist mindestens ein

an das Zinkion koordiniertes Histidin durch eine andere Aminosiure ersetzt (siehe Kap.
3.4.10) [Tashian et al., 2000]. Durch diese Substitution der Histidinseitenketten ist die
Affinitét fiir ein Zinkion erniedrigt. Das fiir die katalytische Aktivitdt notwendige Zink-

ion bindet nicht im aktiven Zentrum, so dass diese CARPs katalytisch inaktiv sind.

Die anféngliche Vermutung, dass a-CA nur im Wirbeltierbereich vorkommen, wurde

durch die Kristallstruktur der CA vom Bakterium Neisseria gonorrhoeae widerlegt
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(Tab. [Huang et al., [1998; Smith & Ferry, 2000]. Die dreidimensionale Struktur
zeigt den gleichen Aufbau wie die der menschlichen a-CA, und fiir den CA-Inhibitor
Acetazolamid wurde sowohl in der humanen CA II als auch in N. gonorrhoeae ein
dhnlicher Bindungsmodus beobachtet. Des Weiteren wurden in den letzten Jahren a-
CA auch in E. coli und Helicobacter pylori entdeckt |[Cronk et al., [2001; Chirica et al.,
2001].

Ein Vergleich von Affinitédten verschiedener Metallionen an CA zeigt, dass die Spe-
zifitdt der Metallbindung durch hydrophobe Seitenketten (Phe93, Phe95, Trp97) be-
einflusst wird, die zu einer Vororientierung der metallkoordinierenden Histidinseiten-
ketten (His94, His96, His119) fithrt [Hunt et al., |1999; |Cox et al., 2000]. Durch diese
eng festgelegte Koordinationsgeometrie ist die Bindung auf ein Zinkion (Zn*") maf-
geschneidert und gegeniiber anderen zweiwertigen Kationen (Co**, Cu?*, Ni** Fe’',
Cd?") bevorzugt [Tripp et al., [2001]. Eine Substitution von Zn** durch Co?** reduziert
die Aktivitit des Enzyms um die Hilfte, und eine Substitution mit Co3*, Cu®* oder
Ni?T hebt die Aktivitdt komplett auf [Kumar & Kannan| [1994]. Mutationsstudien ha-
ben gezeigt, dass eine Substitution der fiir die Vororientierung wichtigen hydrophoben
Reste mit kleineren Seitenketten zu einer Abnahme der Affinitdt fiir Zn®* und einer
Zunahme der Cu?*-Affinitit unter Ausbildung einer trigonal bipyramidalen Geometrie
fithrt [Hunt et al., [1999; Cox et al., 2000].

3.1.2 (-Carboanhydrasen

Die Strukturen der Familie der f-Carboanhydrasen zeigen im Vergleich zur a-Klasse
eine deutlich hohere Diversitit. Dies bezieht sich nicht nur auf das breite Vorkommen
von (-CA in Pflanzen, Bakterien, Archae und Algen, sondern auch auf die unterschied-
lichen Faltungen der einzelnen 3-CA (Abb. 3.1 B-E). Wihrend die a-CA aus einer
monomeren Einheit aufgebaut sind, setzen sich 3-CA aus mehreren Untereinheiten zu-
sammen [Smith et al., [1999; Kimber & Pai, 2000; Tripp et al., 2001]. Im Gegensatz zur
a-Klasse wird das Zinkion in G-CA von zwei Cysteinen und einem Histidin koordiniert
(Tab. [Tripp et al., 2001; Strop et al., 2001]. Die Kristallstrukturaufklarung von
(B-CA unterschiedlicher Spezies verdeutlicht die Diversitdt der S-CA (P. purpureum
(PDB-Code: 1ddz); P. sativum (1ghc); M. thermoautotrophicum (lekj); E. coli (1i60))
(Abb. . Teilweise ist in manchen Spezies (E. coli, P. purpureum) ein Aspartatrest als
vierter Ligand an der Zinkkoordination beteiligt [Cronk et al.,2001]. Es wird vermutet,
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dass dieses Aspartat ein Proton von einem sich in der Néhe befindlichen Wassermolekiil
aufnimmt. Das dadurch entstandene Hydroxidion komplexiert nach der Protonierung
des Aspartatrestes an dessen Stelle das Zinkion und leitet die Katalyse mit einem
nukleophilen Angriff an ein Kohlendioxidmolekiil ein [Mitsuhashi et al.| 2000]. Die Be-
teiligung der $-CA an der Photosynthese in Pflanzen erklért sich durch die Tatsache,

dass das Fehlen einer CA-Aktivitét zu einer verminderten Photosyntheseleistung fithrt
[Cronk et al., 2001].

3.1.3 y-Carboanhydrasen

Bislang wurde nur eine Kristallstruktur einer Carboanhydrase aus der y-Klasse auf-
geklért (PDB-Code: 1thj, Abb. [3.3)[Alber & Ferryl, [1994].

Abb. 3.3: Trimer der v-CA von Methanosarcina thermophila mit drei Bindetaschen an den Kontakt-
flichen der drei monomeren Einheiten (gelb, grin, blau). Das Zinkion (magenta) in den
drei Bindetaschen wird von zwei Histidinresten einer Untereinheit und einem weiteren His-

tidinrest einer benachbarten Untereinheit koordiniert.
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Diese Carboanhydrase von Methanosarcina thermophila bildet ein Trimer mit drei
Zink-enthaltenen Bindetaschen, die sich an den Kontaktflachen der monomeren Einhei-
ten befinden. In jeder der drei Bindetaschen wird das Zinkion von zwei Histidinresten
einer Untereinheit und einem weiteren Histidinrest einer benachbarten Untereinheit
koordiniert [Chegwidden & Carter, 2000]. Die genaue Funktion dieser y-CA ist bisher
nicht bekannt.

3.2 Molekularer Wirkungsmechanismus der

Carboanhydrase

Die katalytische Befdhigung von Proteinen beruht auf der Tatsache, dass sie Substrate
in genau definierten Orientierungen binden und Ubergangszustinde stabilisieren kén-
nen. Dies fithrt dazu, dass Reaktionen schneller ablaufen konnen. Die humane a-CA 11
katalysiert die Hydratation von CO, zu Hydrogencarbonat mit einer Wechselzahl von
10% 7! (koo = 10%71), das heifit, pro Zeiteinheit (Sekunde) werden 10° Substratmo-
lekiile in das Produkt umgewandelt. Bei der Katalyse kommt es zu einer Aktivierung
eines Wassermolekiils, das neben drei Histidinen als vierter Ligand an das Zinkion
koordiniert. Der pK,-Wert dieses Wassermolekiils wird aufgrund der Zinkkoordination
von 15.7 auf 7 herabsetzt (Abb. [Christianson & Cox, 1999; Tripp et al., 2001].

\cl’/ \?—
2 e— 2+ + H pKs = 7
Znm,,, Znm,,
His/ ““His His/ His
His His

Abb. 3.4: Der pK,-Wert von zinkgebundenem Wasser in Carboanhydrasen wird durch das Zinkion,

das als Lewis-Sdure fungiert, von 15.7 auf 7 herabgesetzt.

Aufgrund des erniedrigten pK,-Wertes liegt unter physiologischen Bedingungen eine
gewisse Menge an Hydroxidionen vor, die nukleophil Kohlendioxid angreifen und die
Umsetzung von Kohlendioxid zu Hydrogencarbonat starten. Entscheidend fiir die Ak-
tivitat ist, dass die Carboanhydrase mit Hilfe des Zinkions in der Bindetasche sowohl
an der Ausrichtung des Kohlendioxidmolekiils (Abb. , als auch an der Bildung ei-
ner lokal hohen Konzentration von Hydroxidionen beteiligt ist [Christianson & Cox,
1999]. Das Substrat wird durch Wasserstoffbriicken und Wechselwirkungen mit hydro-
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phoben Aminosiuren (Leul98, Vall43, Vall21) in der Bindetasche fixiert (Abb. [3.5]
rechts). Das pH-Profil der enzymatischen Reaktion zeigt, dass bei pH 8 die Reaktion

mit maximaler Geschwindigkeit ablauft, wihrend sich diese bei abnehmendem pH-Wert

verringert. Die Richtung der Reaktion ist ebenfalls pH-abhéngig: im alkalischen Bereich
wird die Hinreaktion, das heifit die Hydratation von COy zu HCOj; katalysiert, wéh-
rend bei einem pH-Wert unter 7 die Riickreaktion stattfindet (Gl. [Silverman & Tu,
1976; Kumar & Kannan|, [1994].

His-119 Glu-106

y . " N ; M Thr-199
o~ H o NN \
i 0
L. o . w

H’N\

His His / N '0’ R
Q & \ H Leu-198

1% co, His-94 1] Val-143
2 o

I} fo) N
AN H i & NF\ val-121
0 -0 oz & =~
|2+""' ; (l) 0) N
Znm,, D 2+ " " wion
I Zne,, out in hydrophobe
His \His His™ \ _His Aminoséuren

Abb. 3.5: Wirkungsmechanismus (links) und COs-Fizierung (rechts) der Carboanhydrasen. Das Zink-

ion ermdglicht als Lewis-Sdure die Freisetzung eines Protons aus dem komplexierten Was-
sermolekil (1) (links). Das entstandene Hydrozidion greift nukleophil Kohlendiozid an, das
durch Wasserstoffbrickenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen in der Ndhe des
Zinkions fiziert wird (2). Hydrogencarbonat entsteht am Zinkion als Intermediat (3). Das
Hydrogencarbonation wird gegen ein weiteres Wassermolekil ausgetauscht und in das Lo-
sungsmittel freigesetzt (4). Die Regeneration des Hydroxzidions am Zinkion erfolgt iber einen
Protonentransfer an das Lésungsmittel (1). Dieser fir die Geschwindigkeit der Reaktion
entscheidende Schritt erfolgt tiber zwei weitere Wassermolekiile und eine flexible Seitenkette
(His64), die sich an der losungsmittelzuginglichen Oberfliche des aktiven Zentrums befin-
det (rechts). His64 wird aufgrund seiner Funktion auch als ,Proton-Shuttle® bezeichnet und
erscheint in einer zur Bindetasche gerichteten Position (,in“) oder zeigt nach aufen zum
Lasungsmittel (,out*) [Tu et al|1998]. Das Substrat COy wird durch eine Wasserstoffbriicke
mit Thr199 und durch hydrophobe Wechselwirkungen mit hydrophoben Aminosduren in der
Bindetasche fixiert (rechts).

Die Umsetzung von Kohlendioxid zu Hydrogencarbonat erfolgt in zwei Stufen. Im ers-
ten Schritt findet die Umwandlung von CO4 zu HCOj3 statt, wihrend im zweiten Schritt
die Regeneration des Zink-gebundenen Hydroxidions erfolgt. Wie in Abb. darge-
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stellt, greift zundchst das Hydroxidion das Kohlenstoffatom eines COs-Molekiils nu-
kleophil an. Das entstandene Hydrogencarbonat wird in das Losungsmittel freigesetzt,
indem es von einem Wassermolekiil verdréangt wird. Fiir die Regeneration des Hydroxid-
ions erfolgt ein Protonentransfer vom Zink-gebundenen Wasser an das Losungsmittel.
Dieser geschwindigkeitsbestimmende Schritt erfolgt {iber zwei weitere Wassermolekiile
und ein Histidin (His64), das als ,Proton-Shuttle* fungiert [Tu et al.,[1998; Chegwidden
& Carter], |2000]. Wie wichtig His64 fiir die Katalyse ist, zeigt eine His64Ala-Mutante
von CA II, deren Aktivitéat deutlich herabgesetzt ist [Tu et al., [1989].

Eine weitere entscheidende Rolle im katalytischen Prozess spielt Thr199. Zum einen
orientiert das Sauerstoffatom der Hydroxylgruppe von Thr199 das Zink-gebundene Hy-
droxidion fiir den nukleophilen Angriff auf das Kohlendioxidmolekiil. Zum anderen
fixiert das Stickstoffatom der Hauptkette von Thr199 CO, durch Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke (Abb. [3.5] rechts) |Lindskog}, [1997].

3.3 Physiologische Rolle der a-Carboanhydrasen

Wie in Kap. bereits erwéhnt, sind die 14 Isoenzyme der CA in unterschiedlichen
Organen an einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt [Parkkilal 2000]. Unter an-
derem sorgen sie fiir eine Konstanthaltung des pH-Wertes im Organismus, regulieren
den S#ure-Basen-Haushalt und die Kammerwasserproduktion im Auge, ermdoglichen
die Erzeugung von Protonen in der Magenschleimhaut und stellen in weiteren Organen
des Magen-Darm-Traktes entsprechende HCO;-Mengen bereit. Weiterhin greifen sie
in biosynthetische Reaktionen (Glukoneogenese, Harnstoffwechel) ein, indem sie Hy-
drogencarbonat fiir die weitere Reaktion bereitstellen. In der Lunge sind CAs fiir die

Abatmung von CO, verantwortlich.

Im menschlichen Organismus sind CA am CO,-Transport im Blut beteiligt. Das
als Endprodukt des Energiestoffwechsels anfallende COy diffundiert von den Zellen in
die Blutkapillaren und wird dort zum kleineren Teil physikalisch gelost, zum grofieren
Teil jedoch chemisch gebunden. Uber den Blutkreislauf gelangt CO, in die Lungen-
kapillaren, wird dort aus seiner Bindung gelost, diffundiert in die Alveolen und wird
ausgeatmet. Die chemische Bindung des Kohlendioxids in den Erythrozyten erfolgt
durch Bildung von Hydrogencarbonat und durch eine Carbaminoverbindung mit dem

Héamoglobin. Ein grofler Teil der HCO3 -Ionen verldsst die Erythrozyten im Austausch
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gegen Chloridionen. Die Umwandlung von Kohlendioxid zu Hydrogencarbonat wird in
den Erythrozyten durch CA II beschleunigt, so dass die kurze Kontaktzeit zwischen
Erythrozyten und Kapillaren fiir die Umsetzung ausreichend ist. In den Lungenkapilla-
ren erfolgt die Dehydratation von Hydrogencarbonat zu Kohlendioxid durch CA TV,

die mit der Membran verankert ist.

Die Konstanthaltung des pH-Wertes im Blut iiber das Puffersystem CO,/HCO;3
wird unter anderem iiber CAs in der Niere reguliert [Chegwidden & Carter, 2000].
Der pH-Wert des Blutes wird neben anderen Puffersystemen (Hamoglobin, Phosphate,

Plasmaproteine) iiber das Konzentrationsverhiltnis von Kohlendioxid und Hydrogen-
carbonat konstant gehalten (GI.[3.2).

HCO3

pH = pK + logﬁ (3.2)

Eine Erniedrigung der COy-Konzentration fiithrt zu einer Erh6hung des pH-Wertes,
wéhrend ein Abfall der HCOj -Konzentration den pH-Wert des Blutes senkt. Das Kon-
zentrationsverhéltnis der beiden Pufferkomponenten kann im menschlichen Organismus
unabhéngig voneinander veréindert werden. Die CO9-Konzentration wird in der Lunge
durch die Atmung beeinflusst, wiahrend die Hydrogencarbonatkonzentration durch die
Leber und die Niere verdndert wird. Somit kann eine metabolische Azidose, das heifit
ein erniedrigter pH-Wert des Blutes, unter anderem respiratorisch durch eine vermehr-
te Abatmung von COy oder aber durch eine vermehrte Protonenausscheidung durch
die Niere kompensiert werden. Die dafiir entscheidenden Isoenzyme sind die zytosoli-
sche CA II und die membrangebundene CA IV [Parkkilal 2000]. CA IV ermoglicht
die Resorption von Hydrogencarbonat in der Niere, indem es die Dehydratation von
Hydrogencarbonat zu Kohlendioxid erméglicht [Sly & Hu| 1995]. CO, gelangt durch
Diffusion in die Zelle, wo es wieder iiber die zytosolische CA II zu HCO3 und H*-Ionen
umgewandelt wird. Die Protonen werden wieder in den Tubulus sezerniert, wéahrend die

Hydrogencarbonationen iiber einen Triager (engl. carrier) in das Blutsystem gelangen.

Im Magen sind CA an der Magensaftproduktion beteiligt. In den Belegzellen der
Magenschleimhaut werden unter Mitwirkung der CA II und einer ATP-getriebenen
Protonenpumpe Ht-Tonen im Magenlumen angereichert. Somit wird ein fiir die Ver-
dauungsenzyme optimaler pH-Wert (zwischen 1 und 4) erreicht. Die in der Bauch-
speicheldriise und in der Leber vorhandenen Isoenzyme der CA sind an der Hydro-

gencarbonatproduktion beteiligt und fiir die hohen Konzentrationen an HCOj -Ionen
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im Pankreassaft und in der Galle verantwortlich [Parkkila et al., |1996]. Bei metaboli-
schen Prozessen spielen die Isoformen CA V (Glukoneogenese, Harnstoffwechsel) und
CA TII (Bereitstellung von HCOj fiir die Pyrimidinsynthese) eine wichtige Rolle. CA
V wird auflerdem in den (3-Zellen des Pankreas exprimiert und kénnte daher bei der
Insulinsekretion eine wichtige Rolle spielen [Parkkila et al. |1998]. Im Gastrointestinal-
trakt sorgen verschiedene Isoenzyme der CA (CA I, CA 1II, CA IV, CA V, CA
IX) fiir die Bereitstellung von Hydrogencarbonat und Protonen und sind zusammen
mit dem Na® /H*-Austauscher fiir die Ansduerung der Gallenfliissigkeit verantwortlich
[Parkkila et al., [1996].

Am Auge regulieren CA den intraokularen Druck durch eine Verdnderung der
Hydrogencarbonatkonzentration im Kammerwasser. Eine erhohte Konzentration an
HCOj3 -Ionen hat einen passiven Wassereinstrom zur Folge, wodurch sich der intra-

okulare Druck im Auge vergrofiert.

Im Gehirn sind Isoformen der CA fiir die Hydrogencarbonatkonzentration des Li-
quors zusténdig [Parkkilal, 2000]. Da Hydrogencarbonat im Gegensatz zu CO, die Blut-
Hirn-Schranke nicht {iberwinden kann, wird angenommen, dass eine membransténdige
CA im Gehirn die Umsetzung von HCOj3 zu Kohlendioxid katalysiert. Dabei kénnte die
an der Membran von kapillaren Endothelzellen verankerte CA IV bei der Uberwindung
der Blut-Hirn-Schranke eine entscheidende Rolle fiir das CO2/HCOj3 -Gleichgewicht im
Gehirn spielen [Ghandour et al., |1992]. Bei der Bereitstellung von Hydrogencarbonat
wird ein Zusammenspiel der Isoenzyme II, III und IV angenommen, da sie in un-
terschiedlichen Hirngeweben vorkommen [Parkkila, [2000]. Nach der Umsetzung von
HCOj3; zu COy durch CA IV kann CO, die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden und die
Riickreaktion zu Hydrogencarbonat kann iiber zytosolische CA (CA II, CA III) im
Liquor erfolgen [Ghandour et al. 1992]. Weiterhin wurde eine membranstéindige CA
XIV im Gehirn entdeckt, die eine &hnlich Rolle wie CA IV bei der Uberwindung der
Membranbarrieren einnehmen konnte (siche Kap. [3.4.9). Wahrscheinlich sind erhshte
COq-Spiegel, die lokal durch eine CA-Hemmung erreicht werden, fiir eine Vasodila-
tation und dadurch fiir eine Durchblutungssteigerung verantwortlich |[Barnish et al.)
1980]. Inhibitoren, die die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden und diese Isoenzyme im Ge-
hirn hemmen, fithren zu einer verminderten Produktion der Hirnfliissigkeit. Der genaue
Wirkungsmechanismus dieser Inhibitoren ist nicht bekannt, aber es wird angenommen,
dass aufgrund von reduzierten Hydrogencarbonatmengen die Hirnfliissigkeitsmengen

ebenfalls vermindert werden [Carrion et al., 2001]. Dies konnte unter anderem bei der
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Behandlung von Gehirnerkrankungen eine wichtige Rolle spielen, bei denen ein patho-

logisch erhohter intrakranialer Druck beobachtet wird.

3.4 Isoenzyme der a-Carboanhydrase

341 CATund CAII

Die zytosolischen Isoenzyme CA I und CA II sind im menschlichen Organismus weit
verbreitet. CA I wird {iberwiegend in den Erythrozyten exprimiert und ist an der Um-
wandlung von CO4 zu HCOj3 beteiligt. IThre katalytische Aktivitét ist im Gegensatz zur
CA 11 niedriger (100-fach). Kristallstrukturanalysen der CA T (Tab. haben gezeigt,
dass die Aminosiduren Leul98, Thr199 und His200 eine entscheidende Rolle fiir die
Substrat- und Inhibitorbindung spielen [Chakravarty & Kannan,|1994]. Weiterhin wird
vermutet, dass zusitzlich zum ,,Proton-Shuttle* His64 die Aminosauren His200 und
His67, die iiber zwei Wassermolekiile Wasserstoftbriicken mit dem katalytisch aktiven
Hydroxidion eingehen, am katalytischen Mechanismus beteiligt sind. Die Kristallstruk-
turen von CA I im Komplex mit den Sulfonamiden Acetazolamid (PDB-Code: lazm)
und Methazolamid (1bzm) zeigen, dass diese Inhibitoren mit der Sulfonamid-Gruppe an

das Zinkion koordinieren und dabei das katalytisch aktive Wassermolekiil verdréngen.

Welche wichtige Rolle CA II im menschlichen Korper spielt, wird dadurch deutlich,
dass ein Mangel an CA II unter anderem zu Osteoporose, zu renaler tubulérer Azidose
und zu mentaler Retardierung fiihren kann [Sly & Hu, [1995]. AuBlerdem konnte gezeigt
werden, dass CA II mit dem HCOj /Cl™-Transporter wihrend des HCO3 -Transportes
aus dem Erythrozyten wechselwirkt und den Ausstrom von HCOj beschleunigt [Vince
& Reithmeier], [1998]. Gleichzeitig wurde beobachtet, dass CA I, das in hoheren Kon-

zentrationen in Erythrozyten vorkommt, nicht mit diesem Transporter interagiert.

Ein entscheidender Unterschied zwischen CA I und CA II wird an der Position 200
beobachtet: in CA II befindet sich an dieser Position ein Thr200 anstelle von His200.
Kinetische Daten, Komplexe der CA II mit Anionen und Inhibitoren [Smith et al.
1994] und Strukturen von Mutanten der CA II haben entscheidend zur Aufklarung des

Wirkungsmechanismus dieses Isoenzyms und der Familie der a-CA beigetragen (siehe

Kap. [Tu et all [1989; Duda et all, 2003].
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Tab. 3.3: Tabelle ausgewdhliter Isoenzyme der a-CA mit bekannter Kristallstruktur. Teilweise wurden
die Strukturen im Komplex mit klassischen CA-Inhibitoren aufgeklirt (Acetazolamid, Me-
thazolamid, Dorzolamid und Brinzolamid; siehe Kap. . Mit dem Stand der PDB vom
24.01.2004 sind insgesamt 10 Strukturen der CA I, ca. 150 von CA 11, eine von CA III, drei
von CA IV, vier von CA V und zwei von CA XII hinterlegt. Zwei Strukturen von CA XIV

sind zwar hinterlegt, aber noch micht verfigbar bzw. ,on hold“.

Isoenzyme PDB-Code Auflosung Inhibitoren/Mutanten Referenz

CA I lazm 2.0 A Inh.: Acetazolamid (AZM) Chakravarty & Kannan
1bzm 2.0 A Inh.: Methazolamid (MZM) Chakravarty & Kannan
2cab 2.0 A - Kannan et al. 1984
CA 11 lad2 2.25 A Inh.: Brinzolamid (BZM) Stams et al., 1998
lcil 1.60 A Inh.: Dorzolamid (DZM) Smith et al. @
1am6 2.10 1& Inh.: Hydroxamat Scolnick: 1997Ji
CA III 11]] 1.80 A - Mallis et al [2000
CA IV 1znc 2.80 A - Stams et al} |1996
2znc 2.80 A - Stams et al., 1998
3znc 2.80 A Inh.: Brinzolamid (BZM) Stams et al. |1998
CAV 1dmx 245 A - Boriack-Siodin et al.
1dmy 2.45 A Inh.: Acetazolamid (AZM) Boriack-Sjodin et al.
lurt 2.80 A Y64H/F65A-Mutante Heck et al. |1996
1keq 1.88 A F65A/Y131C-Mutante Jude et al.} 2002
CAXII  ljez 1.55 A - Whittington et al] 2001
1jdo 1.50 A Inh.: Acetazolamid (AZM) Whittington ot al} 2001
CA XIV 11‘j5 - - Whittington et al. 2004
11"j6 - - Whittington et al. 2004

3.4.2 CA III

Die zytosolische CA III wird im Skelettmuskel und in Adipozyterﬂ exprimiert
et al.l [1990; Sly & Hul, [1995]. Die genaue physiologische Funktion dieses Isoenzyms ist

nicht bekannt, vermutlich spielt es eine wichtige Rolle beim CO,-Transport im Skelett-
muskel und ist an der CO,-Diffusion zu den Gewebekapillaren beteiligt [Duda et al.

3Fettzellen
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2002]. Die katalytische Aktivitat von CA III ist im Gegensatz zu CA II 1000-fach nied-
riger (ke; = 103s7!). Ein weiterer Unterschied zur CA II ist, dass CA III resistent
gegeniiber einer Hemmung durch Sulfonamide ist. Eine Kristallstruktur von CA III ist
lediglich von der Ratte bekannt (PDB-Code: 1flj) [Mallis et al.,[2000]. Von der humanen
CA 11| wurden zwar die Kristallisationsbedingungen beschrieben, eine Kristallstruktur
ist jedoch noch nicht in der PDB hinterlegt worden |[Duda et al. 2002]. Ein entschei-
dender Unterschied zwischen CA IIT und CA II ist an den Positionen 64, 67 und 198 zu
beobachten. In CA III befinden sich an diesen Positionen Lys64, Arg67 und Phel98,
wéhrend sich in der CA II die Aminoséuren His64, Asn67 und Leul98 befinden. Bei
Mutationsstudien wurde fiir die CA III-Mutante (Lys64His, Arg67Asn, Phel98Leu)
eine erhohte katalytische Aktivitat festgestellt [Jewell et al., |1991} [LoGrasso et al.,
1991]). Vor allem der Austausch der sterisch anspruchsvollen Aminoséure Phel98 ge-
gen Leul98 hat zu vergleichbaren Aktivitdten der CA ITII-Mutante und CA II-Wildtyp
gefithrt. Da ebenfalls bei der Phe198Leu-Mutante Bindungskonstanten fiir Inhibitoren
erhalten wurden, die mit denen in Hinblick auf CA II vergleichbar sind, scheint Phe198
in CA III nicht nur die katalytische Aktivitdt dieses Isoenzyms, sondern ebenfalls die
Bindung von Inhibitoren zu beeinflussen [LoGrasso et al,[1991]. Kristallstrukturen, die

diese Beobachtung belegen, sind jedoch nicht bekannt.

3.4.3 CAIV

Die membrangebundene CA IV ist in der Niere, im Gehirn und in Zellen des Auges
in Zusammenarbeit mit zytosolischen CA (CA I, CA II, CA III) am CO,/HCO;-
Transport und somit an der Uberwindung der Membranbarrieren fiir HCO3 beteiligt
[Hageman et al. [1991; Ghandour et al [1992]. Das 35 kDa Protein gehort zu den aktiv-
sten a-CA (vergleichbar mit CA II) und wird sowohl von Anionen (Sulfat, Chlorid, Bro-
mid, lodid, Acetat, Phosphat) als auch von Sulfonamiden gehemmt [Baird et al., 1997].
CA 1V besitzt eine hohere Aktivitét fiir die Dehydratation von HCOj3 als CA 11, was
unter anderem auf die physiologische Funktion in der Niere und der Lunge (Riickresorp-
tion von HCO3, Abatmung von CO,) zuriickgefiihrt werden kann |Baird et al., [1997].
CA 1V ist iiber eine Glykosylphosphatidylinositol-(GPI)-Einheit am C-terminalen En-
de an der Oberfliche von Membranen von Epithelzellen des Darms, der Niere und der
Lunge verankert (Abb. . Dadurch wird die reversible Hydratation von Kohlendioxid

an Stellen ermoglicht, die einen schnellen Transport von Hydrogencarbonat und/oder

4Sequenzidentitit zur CA III der Ratte betriigt 92 %
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Kohlendioxid durch die Membran erforderlich machen. Die Kristallstrukturaufklarung
einer l6slichen Form der humanen CA IV, bei der der GPI-Anker entfernt wurde, zeigt
einige Unterschiede gegeniiber anderen a-CA (PDB-Code: 1znc) [Stams et al., [1996].

Zum einen stabilisieren in CA IV zwei Disulfidbriicken das N-terminale Ende (Cys6-
Cysll1; Cys23-Cys203), zum anderen ist eine flexible Loop-Region (Lys124 - Glul38)
zum Losungsmittel hin orientiert. In der CA II befindet sich in dieser Region eine zur
Bindetasche gerichtete Helix (siehe Kap. . Weiterhin treten an der Oberfliache des
C-terminalen Endes iiberwiegend Aminoséuren mit positiv geladenen Gruppen (Lys,
Arg) auf. Es wird vermutet, dass dieser positiv geladene, der Bindetasche gegeniiberlie-

gende Bereich mit negativ geladenen Phospholipidgruppen der Membran wechselwirken
kann (Abb. [Stams et al, 1996, [199§].

Abb. 3.6: Verankerung der CA IV mit der Zellmembran. Komplexe von CA II (oben links) und CA
IV (unten rechts) mit dem Inhibitor Brinzolamid (magenta) sind dargestellt. Der GPI-Rest
(gelb) ist mit dem C-terminalen Ende der CA IV verkniipft und reicht in die Phospholipid-
doppelschicht der Zellmembran hinein. Basische Aminosdiuren (Lys, Arg) um den GPI-Anker
stabilisieren die Orientierung und Verankerung von CA IV durch Interaktionen mit negativ
geladenen Phosphatgruppen der Membran (Abbildung aus [Stams et all |1998]).
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In Kristallstrukturen der CA IV von der Maus im Komplex mit CA-Inhibitoren
wurde beobachtet, dass die flexible Loop-Region (Lys124 - Glul38) eine entscheiden-
de Rolle wihrend der Inhibitorbindung spielt. Zum Beispiel wechselwirken in CA 1I
hydrophoben Gruppen von Inhibitoren mit den Aminoséduren Vall35, Phel31, Pro202
(PDB-Code: 1a42). In CA IV (lznc) kénnen diese Interaktionen nicht eingegangen
werden, da sich die ensprechenden Aminoséduren auf der flexiblen, zum Losungsmittel
gerichteten Schleife befinden [Stams et al., [199§].

3.44 CAV

Im menschlichen Organismus existieren zwei Subtypen der CA V: CA VA und CA
VB. Die Unterteilung in diese Subtypen erfolgte 1999, als nach der Entdeckung der
CA V in Mitochondrien der Leber (CA VA) [Nagao et al., [1993] ein weiterer Subtyp
in der Bauchspeicheldriise und im Riickenmark beobachtet wurde (CA VB) [Fujikawa-
Adachi et al. [1999b]. Der Subtyp CA VB kommt im Gegensatz zur CA VA nicht in
der Leber vor. Da auch in der Maus eine gewebespezifische Expression beider Subtypen
beobachtet wurde [Shah et al., 2000], wird vermutet, dass unterschiedliche physiologi-
sche Funktionen beider Subtypen fiir diese gewebespezifische Expression verantwortlich
sind. CA V stellt Hydrogencarbonat als Substrat fiir die Carbamoylphosphatsynthe-
tase und die Pyruvatcarboxylase bereit. Die Carbamoylphosphatsynthetase benotigt im
Harnstoftzyklus HCOj fiir die Synthese von Carbamoylphosphat, wihrend die Pyruvat-
carboxylase in der Glukoneogenese Pyruvat zu Oxalacetat unter Einbindung von HCOy
umsetzt [Dodgson & Forster, 1986a,b; Heck et al., [1994; Boriack-Sjodin et al., [1995].
Von Parkkila et al. wurde die Expression von CA V in (-Zellen der Bauchspeichel-
driise beobachtet. Da zugleich der CA-Inhibitor Acetazolamid die Glukose-stimulierte
Insulinsekretion in isolierten Bauchspeicheldriisenzellen von Ratten hemmte, wird eine
funktionelle Verkniipfung der CA V mit der Regulierung der Insulinsekretion disku-
tiert [Parkkila et al., [1998]. Beide Subtypen CA VA und CA VB besitzen im Gegensatz
zu CA II eine niedrige katalytische Aktivitéit, werden aber von Sulfonamiden &hnlich
stark gehemmt wie CA II [Heck et al., 1994; [Fujikawa-Adachi et al. [1999b]. Kristall-
strukturen von CA V von der Maus (PDB-Code: 1dmx, 1dmy) verdeutlichen einige
Unterschiede gegeniiber CA II [Boriack-Sjodin et al.; [1995]. Die Aminosduren His64,
I1e91 und Phel31 in CA II sind in CA V durch Tyr64, Lys91 und Tyr131 ersetzt.
Mutationsstudien an CA V zeigen, dass in CA V der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Katalyse, das heifit der Protonentransfer vom katalytisch aktivierten Was-
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sermolekiil ins Losungsmittel, nicht nur durch eine Aminosiure wie in CA II (His64)E],
sondern durch mehrere Aminoséuren am dufleren Bereich der Bindetasche beeinflusst
wird (Lys91, Tyr131, Lys132) [Heck et al., [1994; Boriack-Sjodin et al., |1995; Heck
et al., [1996; Earnhardt et al., [1998a; [Jude et al., 2002].

Weiterhin zeigt der CA V-Komplex von der Maus mit Acetazolamid (1dmy), dass
dieser Ligand in CA V einen dhnlichen Bindungsmodus wie in CA II aufweist. Die
Sulfonamid-Gruppe bindet ebenfalls an das Zinkion und entsprechende Wasserstoff-
briicken werden mit Thr199 eingegangen. Die Carbonylgruppe von Acetazolamid bildet
in CA V eine Wasserstoffbriicke mit der Hydroxylgruppe von Tyr131 (3.2 A), wéhrend
in CA II (Phel31) diese Wechselwirkung nicht méglich ist [Boriack-Sjodin et al., [1995].

3.4.5 CA VI und CA VII

Die CA VI ist ein 42 kDa Protein und die einzige Carboanhydrase, die in den Spei-
chel und die Muttermilch abgesondert wird. Die genaue Funktion dieser Isoform ist
nicht bekannt. Es wird vermutet, dass CA VI eine schiitzende Funktion im Mund-
und Rachenraum und in der Speiserohre einnimmt, indem es im Speichel Hydrogen-
carbonat und Protonen, die von Bakterien der Mundflora stammen, zu Wasser und
Kohlendioxid umwandelt [Parkkila et al. [1997; Kivela et al., [1999a]. Es wurde sogar
beobachtet, dass ein Defizit an CA VI im Speichel die Kariesbildung fordert [Kivela
et al., [1999b]. Durch Verinderung der Hydrogencarbonatmengen und des pH-Wertes
im Speichel konnte CA VI die Geschmackswahrnehmung beeinflussen, was die teilweise
auftretenden Geschmacksirritationen mancher CA-Inhibitoren erkléren wiirde. Genaue-
re Wechselwirkungen von CA-Inhibitoren mit CA VI sind nicht bekannt. Des Weiteren
wird CA VI vermehrt in die Muttermilch sezerniert [Karhumaa et al., 2001]. Auch hier
ist die genaue physiologische Funktion ungeklart; diskutiert wird unter anderem eine

Beeinflussung bei der Entwicklung des Verdauungskanals im Sauglingsalter.

Uber die zytosolische humane CA VII ist sehr wenig bekannt. CA VII wird im
Magen-Darm-Trakt und in der Niere exprimiert. Katalytische Studien an CA VII haben
gezeigt, dass CA VII eine hohe Aktivitat besitzt und von CA-Inhibitoren, wie zum
Beispiel Ethoxzolamid und Acetazolamid, gehemmt wird |[Earnhardt et al.l [1998b].

Seine Mutation His64Ala fiihrt zu einem Verlust der Aktivitdt von CA II |[Tu et al., [1989]



3.4 Isoenzyme der a-Carboanhydrase 29

3.4.6 CA IX

Die CA IX gehort zu den membransténdigen Carboanhydrasen und wird in verschie-
denen Krebszellformen vermehrt exprimiert (Eierstécken, Endometrium, Gebarmutter,
Pankreas, Niere, Magenschleimhaut) [Pastorek et al., [1994; Kivela et al., 2000bj Bar-|
tosova et al., 2002; Juhasz et al [2003; [Zavada et al.l 2003; Leppilampi et al., 2003].

Ihre Rolle in der Zellproliferation und -differenzierung und daraus folgend im Tumor-

zellwachstum wird zur Zeit diskutiert. Vermutlich besteht ein Zusammenhang zwischen

Hypoxie-bedingtem Tumorwachstum und einer CA IX-Expression, da eine Hypoxie zu

einer erhthten CA IX-Expression fithren kann [Loncaster et al., [2001]. Die Steuerung
des pH-Wertes durch CA IX konnte ebenfalls eine wichtige Rolle spielen [Nogradi,
1998; 2000], da der extrazellulire pH-Wert von Tumorzellen niedriger ist als der

von normalem Gewebe |Griffiths, [1991]. Weiterhin konnten in vitro Modelle zeigen,

dass ein saurer extrazellularer pH-Wert das invasive Verhalten von Tumorzellen erhéht
[Martinez-Zaguilan et al., [1996].

Abb. 3.7: Schematische Darstellung des CA IX-Trimers. CA IX ist in der Membran verankert und
besteht aus mehreren Domdnen. Dargestellt ist das extrazelluldre N-terminale Signalpeptid
(schwarz), die extrazellulire CA-Domdne (blau), die Transmembranregion (braun) und der
zytoplasmatische C-Terminus (grin). Die Abbildung wurde von Pastorekova et al. zur Ver-
figung gestellt [Pastorekova et al., |1997].
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CA IX ist an der Zelloberfliche oder im Nukleus lokalisiert, besitzt 459 Aminoséu-
ren und besteht aus mehreren Doménen (Abb. [Pastorek et al.l, [1994; Pastorekova
et al., 1997 Nogradi, [1998; |Sly, 2000]. Sie besteht aus einem N-terminalen Signalpep-
tid (Aminosduren 1-37), einer extrazelluliren Doméne (CA-Doméne; 38-414), einem
Transmembransegment (415-434) und einem zytoplasmatischen C-Terminus (435-459).
Eine Kristallstruktur von CA IX ist bisher nicht bekannt.

Die katalytischen Eigenschaften und die Inhibitionswerte klassischer CA-Inhibitoren
fir CA IX sind mit denen von CA II vergleichbar [Wingo et al.l 2001]. Durch den
moglichen Einfluss von CA IX im Krebszellwachstum sind neue Inhibitoren entwickelt
worden [Ilies et al., [2003; [Vullo et al., [2003; Winum et al., 2003; |Abbate et al., 2004],
wobei aber eine erhohte Selektivitit gegeniiber den anderen a-CAs bisher nicht erreicht

werden konnte.

3.4.7 CA XII

Die CA XII gehort ebenfalls zu den membranstandigen Isoenzymen der a-CA und
wird neben der CA IX zu den Enzymen gerechnet, die vermehrt in Tumorgeweben
exprimiert werden |Kivela et al.l [2000a; [Sly, 2000]. Eine erhohte Expression wird unter
anderem in Nierenkarzinomzellen beobachtet [Tureci et al., [1998]. Der Einfluss von CA
XII auf das Tumorzellwachstum konnte ebenfalls, wie bei CA IX bereits beschrieben,
auf einer Verdnderung des pH-Wertes im extrazelluliren Medium beruhen |Griffiths,
1991; Ivanov et al [1998]. Die Transkription der mRNA von CA IX und CA XII wird
durch das von-Hippel-Lindau-(VHL)-Tumorsuppressorgen reguliert [Ivanov et al., [1998;
Tureci et al) [1998]. Da das VHL-Tumorsuppressorgen die Expression von CA IX und
CA XII unterdriickt, hat ein Verlust dieses Gens eine erhohte Expression von CA IX
und CA XII zur Folge [Ulmasov et al., [2000].

CA XII liegt sowohl in Losung als auch membrangebunden als Dimer vor. Die Kris-
tallstruktur der CA XII zeigt, dass dieses Isoenzym aus einer N-terminalen extrazellu-
laren katalytischen Doméne, einem durch die Membran reichenden a-Helixbereich und
einer kleinen intrazelluldren C-terminalen Doméne besteht (Abb. [3.8)(PDB-Code:1jcz,
1jd0) [Whittington et al. 2001]. Die extrazellulire CA-Doméne, die 261 Aminoséuren
enthélt, zeigt eine Sequenzidentitéit von 30-42 % zu den bekannten 14 a-CA-Isoenzymen
und enthélt im aktiven Zentrum ebenfalls ein Zinkion, das durch drei Histidinreste ko-

ordiniert wird.
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Abb. 3.8: Schematische Darstellung des CA XII-Dimers mit der Verankerung in der Membran. Die
extrazellularen CA-Domdnen sind in grin und blau, die Zinkionen als weifle Kugeln darge-
stellt. Das hydrophobe Transmembransegment (orange) besteht aus zwei Helices. Die beiden

C-terminalen Enden mit potentiellen Phosphorylierungsstellen sind als orange Kugeln dar-
gestellt (Abb. aus [Whittington et al., |2001)).

Die aktiven Zentren der monomeren Untereinheiten sind derart angeordnet, dass sie
sich an den gegeniiberliegenden Seiten der Kontaktflichen des Dimers befinden, zur
extrazelluldren Seite gerichtet und demnach fiir die Katalyse zugénglich sind [Whit-
tington et al., 2001]. CA XII gehort zu den effizientesten Isoenzymen der a-CA und
besitzt an Position 64 ebenfalls ein Histidin. Eine His64Ala-Mutation fithrte (wie in CA
IT) zu einem Abfall der Aktivitdt. Dies ldsst vermuten, dass His64 in CA XII ebenfalls
am Protontransfer beteiligt ist [Ulmasov et al., [2000]. In Nierenkarzinomzelllinien, die
iiberwiegend CA II und CA XII exprimieren, zeigte der CA-Inhibitor Acetazolamid
eine Hemmung des Tumorzellwachstums [Parkkila et al., [2000]. Der Bindungsmodus
des Inhibitors in CA XII (PDB-Code: 1jd0) offenbart, dass Acetazolamid — wie be-
reits in CA II beobachtet — mit den Aminosduren Thr199 und Thr200 wechselwirkt
[Whittington et al., [2001]. Ein entscheidender Unterschied in der Anordnung der Ami-
nosauren in den Bindetaschen von CA II und CA XII wird an den Positionen 91, 131
und 132 beobachtet. In CA XII ist Phel31, das in CA II wichtige Wechselwirkungen
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mit Inhibitoren eingeht, gegen Alal31 ausgetauscht. Dadurch ist die Bindetasche in
CA XII in diesem Bereich etwas grofier und das benachbarte Ser132 (CA II: Gly132)
ist fiir eine Wechselwirkung mit entsprechenden funktionellen Gruppen potentieller In-
hibitoren zugénglich. An Position 91 befindet sich in CA XII Thr91 (CA II: Ile91),

das Wasserstoftbriicken mit funktionellen Liganden-Gruppen eingehen kann.

3.4.8 CA XIII

Uber CA XIII ist nur wenig bekannt. Die katalytischen Eigenschaften und die Hem-
mung dieses Enzyms mit klassischen CA-Inhibitoren und Ionen (Cyanat) wurde vor
kurzem beschrieben [Lehtonen et al., [2003]. Die zytosolische CA XIII ist im mensch-
lichen Korper weit verbreitet. Sie kommt in den verschiedensten Organen vor, wobei
die genaue Funktion nicht bekannt ist. Sie dhnelt strukturell den anderen zytosolischen
a-CA (CA 1, CA 11, CA HI)ff und ihre Aktivitét und Inhibition mit Acetazolamid und
Cyanat ist mit der von CA I vergleichbar. CA XIII unterscheidet sich von CA T in
der Bindetasche an den Positionen 91 und 200: in CA XIII befindet sich an diesen
Positionen Lys91 (CA I: Phe91) und Val200 (CA I: His200).

3.4.9 CA XIV

Eine vierte membranstiandige Carboanhydrase (CA XIV; 337 Aminoséuren; 37.5 kDa)
wurde im menschlichen Gehirn entdeckt [Whittington et al., 2004]. Im Zentralnerven-
system (ZNS) wird der {iberwiegende Teil der CA XIV exprimiert, wihrend geringere
Expressionsraten in anderen Organen beobachtet wurden [Mori et al., [1999; [Fujikawa-
Adachi et al., [1999a}; [Parkkila et al. 2001]. Die physiologische Funktion von CA XIV
im ZNS ist nicht bekannt. Da CA XIV zu einem grofien Teil in fast allen Geweben des
Gehirns gefunden wurde, wird vermutet, dass sie eine wichtige Rolle in der Produktion
der Gehirnfliissigkeit spielt und dort den pH-Wert reguliert. Immunohistochemische
Farbungen weisen auf eine Expression von CA XIV an neuronalen Membranen und
Axonen hin. Daher konnte diese extrazelluldre, membranstandige CA XIV eine wichtige
Rolle bei der Modulation von stimulierenden, synaptischen Ubertragungen und damit
bei der Reizweiterleitung im Gehirn spielen [Parkkila et al., [2001]. Die Sequenzanaly-

se von CA XIV legt den Aufbau dieses Isoenzyms bestehend aus einer N-terminalen

6Sequenzidentitiit zwischen 59 und 63 %
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Signalsequenz, einer CA-Doméne, einer Transmembrandoméne und einem kurzen C-
terminalen Rest nahe. Die CA-Doméne zeigt eine starke Homologie mit den anderen
extrazelluliren CAs (CA IV, VI, IX| XH)E] und ist auf der Plasmamenbran lokalisiert,
wobei die CA-Doméne in den extrazelluldren Raum gerichtet wird [Mori et al., [1999).
Die hochste Sequenzidentitéit zu CA XIV wurde fiir CA XII beobachtet (44.2 %). Da
eine Hemmung von CA XIV durch Acetazolamid beobachtet wurde [Fujikawa-Adachi
et al,[1999a], konnte die Wechselwirkung von Inhibitoren mit diesem Isoenzym im Ge-
hirn eventuell die neurologischen Nebenwirkungen von CA-Inhibitoren (Depressionen,

Sedation) erkldren, die die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden kénnen.

Die Kristallstruktur der CA XIV von der Maus wurde kiirzlich aufgeklart (PDB-
Code: 1rj5, 1rj6) [Whittington et al., 2004]. CA XIV besitzt wie alle anderen a-CA
als Hauptstrukturfragment ein zehnstréngiges §-Faltblatt und ein Zinkion in der Bin-
detasche, das von drei Histidinseitenketten (His94, His96, His119) und einem Was-
sermolekiil koordiniert wird. Wie ebenfalls in CA XII und CA IV beobachtet wurde,
besitzt CA XIV eine Disulfidbriicke (Cys23-Cys203), die eine an der Katalyse beteiligte
Loop-Region (Thr199, Thr200) stabilisiert. Im Gegensatz zur CA XII liegt CA XIV
als Monomer vor, eine Dimerisierung in der Membran kann aber nicht ausgeschlossen
werden [Whittington et al., |2004]. Der Komplex von CA XIV mit Acetazolamid zeigt,
dass dieser Inhibitor an das Zinkion koordiniert und Wasserstoftbriicken mit Thr199
und Thr200 ausbildet. Durch spezifische Wechselwirkungen mit Aminoséuren (Tyr204,
GIn67, Ala91, Leul31), die sich von denen in anderen Isoenzymen unterscheiden,

kénnen moglicherweise CA XIV-selektive Inhibitoren entwickelt werden.

3.4.10 Carboanhydrase-verwandte Proteine (CARP)

Die Isoenzyme CARP VIII, CARP X und CARP XI zdhlen zu den CA-verwandten
Proteinen (CARP, carbonic anhydrase related protein), da sie zwar eine CA-Doméne
besitzen, im Vergleich zu den anderen a-CA aber keine katalytische Aktivitiat zei-
gen. Mindestens ein das Zinkion komplexierendes Histidin ist in diesen CARPs ersetzt
durch ein Arginin, Leucin oder Glutamin (Tab. , mit der Folge, dass kein Zinkion
im aktiven Zentrum gebunden wird |[Bergenhem et al., |1998; Bellingham et al., [1998;
Lovejoy et al.,[1998; Tashian et al., 2000]. Mit monoklonalen Antikoérpern wurde belegt,

dass die Isoformen VIII, X und XI iiberwiegend im Zentralnervensystem des Menschen

"Sequenzidentitét zwischen 32.4 und 44.2 %
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exprimiert werden |Taniuchi et al., |2002|. Die Funktion dieser CARPs ist bis heute
nicht bekannt. Ein CARP von der Maus, das eine Sequenzidentitit von 98.6 % zum
Menschen besitzt, wurde von Sjoblom 1996 in FE. coli exprimiert. Die beiden Punkt-
mutationen (Argll17His, Glul15Gln) ermoglichen die Aufnahme von Zink und somit
die katalytische Aktivitdt dieser Mutante. Im Gegensatz zu dieser Doppelmutante ist
die nicht modifizierte CARP inaktiv [Sjoblom et al., [1996]. Die Aminosduren Argl17
und Glul1b entsprechen den Aminosiduren His94 und GIn92 in den aktiven a-CAs. Die
katalytische Aktivitédt der Mutante wurde durch Acetazolamid gehemmt. Obwohl keine
Kristallstruktur der CARP vorliegt, hatte diese Beobachtung zum einen gezeigt, dass
eine Verwandtschaft zwischen CA und CARP besteht, und zum anderen, dass CARP
durch gezielte Mutationen von Aminoséuren, die in den aktiven CA fiir eine Koordina-
tion des Zinkions wichtig sind, in aktive CA iiberfithrt werden kénnen [Sjoblom et al.)
1996].

Tab. 3.4: An das Zinkion koordinierende Aminosduren in CARP VIII, CARP X und CARP XI. Die

Nummerierung der Aminosduren erfolgte analog der fiir CA II.

Isoenzym Position 94 Position 96 Position 119

CARP VIII Arg94 His96 His119
CARP X Arg94 His96 GIn119
CARP XI Arg94 Leu96 GIn119

3.5 Carboanhydrase-Inhibitoren

Die Aktivitdt von Enzymen kann durch spezifische niedermolekulare Substanzen, die
mit dem Protein wechselwirken, reversibel oder irreversibel gehemmt werden. Ein ir-
reversibler Inhibitor bindet entweder kovalent oder nicht kovalent an das betref-
fende Protein, dissoziiert nur sehr langsam von diesem ab und fithrt zu einer starken
Inhibition. Diese irreversible beziehungsweise zeitabhidngige Hemmung kommt meist
durch eine Modifikation von wichtigen Aminosduren im aktiven Zentrum (Cys, Ser)
des Enzyms zustande. Eine reversible Inhibition ist dadurch gekennzeichnet, dass
der Inhibitor vom Enzym schnell dissoziieren kann. Bei der kompetitiven reversiblen

Hemmung besteht ein Gleichgewicht zwischen Enzym, Substrat und Inhibitor. Inhi-
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bitor und Substrat konkurrieren um die Bindestelle im aktiven Zentrum, so dass bei
Anwesenheit eines Inhibitors der Anteil an Enzymmolekiilen mit gebundenem Substrat

—und dadurch auch die Katalysegeschwindigkeit — verringert wird.

Die Carboanhydrasen werden von Anionen oder niedermolekularen Verbindungen
kompetitiv gechemmt. Eine Hemmung der CA erfolgt durch eine Koordination der In-
hibitoren an das Zinkion. Dadurch wird die Umsetzung von COy zu HCO3; und damit
auch die katalytische Aktivitat herabgesetzt (siche Kap. |3.2)).

3.5.1 Inhibitorklassen der Carboanhydrase

Carboanhydrasen kénnen durch Anionen, Thiol-, Phosphat-, Carboxylat-, Hydroxamat-
und Sulfonamid-Derivate gehemmt werden. Anionen (HS™, CN—, SCN™—, N5, HSO;,
[7) sind schwache Inhibitoren der CA. Sie verdréngen entweder das metalliongebun-
dene, katalytisch aktive Wassermolekiil (mit einer resultierenden tetraedrischen Zink-
koordination) oder es kommt zu einer Addition des Anions an das Zinkion unter
Erweiterung dessen Koordinationssphére. Bei der Addition, die zum Beispiel bei der
Bindung von SCN™ zu beobachten ist [Supuran et al.,|2003], wird das katalytisch aktive
Wassermolekiil nicht verdringt. Es kommt zu einer fiinffachen Koordination am Zink-
ion mit einer verzerrten trigonal-pyramidalen Bindungsgeometrie. Affinere Inhibitoren
konnten durch Addition weiterer Reste an die Anionenankergruppen entwickelt wer-
den, die die humane CA II im nanomolaren Bereich hemmen (Tab. , Verbindungen
und [2)) [Fenesan et all, 2000} [Supuran & Scozzafava, 2001].

Eine weitere Inhibitorklasse der CA stellen die Hydroxamate dar (Tab. , Ver-
bindungen [3] [4] und [5]). Hydroxamate binden iiber das deprotonierte Stickstoffatom
an das Zinkion der CA [Scolnick| [1997]. Die Kristallstruktur (PDB-Code: 1lam6) von
CA II mit der Verbindung [3| zeigt, dass die Carbonylgruppe eine Wasserstoffbriicke
mit dem Amidstickstoff der Hauptkette von Thr199 eingeht (Abb. 3.9] links). Die
Hydroxylgruppe des Hydroxamats wechselwirkt mit der Hydroxylfunktion der Sei-
tenkette von Thr199. Das Sauerstoffatom der OH-Gruppe von Thr199 fungiert als
Wasserstoffbriickenakzeptor, da das Wasserstoffatom mit dem benachbarten Glul06
interagiert. Diese spezifischen Wechselwirkungen des Hydroxamatankers mit Thr199
sind fiir den spezifischen Bindungsmodus der Hydroxamate in CA verantwortlich. Die
gesteigerte Affinitéit der mit Fluoratomen substituierten Verbindung [4] kann zum einen

mit dem erhohten Elektronenzug der Fluoratome auf die Hydroxamatgruppe erkléart
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Tab. 3.5: CA-Inhibitoren mit unterschiedlichen, an das Zinkion koordinierenden funktionellen Grup-

pen.

Nr. Struktur K; CAII nM] pK; CAII
1 e 25 7.60
N
/(D: H—S50,NHPO H,
2 oN S 2 8.70
HO‘NH
3 47000 4.33
o)\cu3
HC"NH
4 3800 5.42
o)\ca
HOL
NP F
o s
5 g F 11 7.96
F
F
F
SO,NHOH
F F
6 0.8 9.10
F F
F
SO,NH,
7 300 6.52

NH

werden. Dadurch wird der pK,-Wert der Verbindung erniedrigt und begiinstigt eine
Koordination an das Zinkion im deprotonierten Zustand. Zum anderen werden zusétz-
liche giinstige van-der-Waals-Wechselwirkungen mit den Aminoséuren Vall121, Val140,
Val143, Leul98 und Trp209 sowie eine schwache polare Fluor-Zink-Wechselwirkung be-
obachtet (2.8 A) [Scolnick], 1997]. Die Einfithrung von geeigneten Seitenketten an das
Hydroxamat-(5)- bzw. Hydroxysulfonamid-(6)-Grundgeriist fithrte zu Verbindungen,
die CA II im nanomolaren Bereich hemmen (Tab. [3.5).

8die Kristallstruktur der Verbindung [4{ist jedoch nicht in der PDB hinterlegt
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Abb. 3.9: Bindungsmodus der Hydrozamate (links) und Sulfonamide (rechts) in CA II. Beide Inhibi-
torklassen binden deprotoniert an das Zinkion [Scolnick, |1997;|Lindskog, |1997]. Durch spezi-
fische Wechselwirkungen mit hydrophoben Aminosduren (Leul98, Pro202, Leu204, Vall35,
Phe131) bzw. hydrophilen Aminosduren (GIn92, Asn67, Glu69) in der Bindetasche kann die

Affinitit der Verbindungen in den nanomolaren Bereich erhdéht werden.

Die weitaus grofite Gruppe von CA-Inhibitoren stellen die Sulfonamide dar (Tab.
, Verbindung . Seit Entdeckung der Carboanhydrase ist bekannt, dass primére
Sulfonamide die Aktivitdt der CA beeinflussen. Durch eine Substitution der priméren
Sulfonamid-Gruppe wird die Affinitédt der Verbindungen herabgesetzt beziehungsweise
die inhibitorische Wirkung wird komplett aufgehoben [Krebs| 1948|. Die priméren Sul-
fonamide verdriingen das an das Zinkion koordinierte und ein zweites Wassermolekiil
aus der Bindetasche, das in der Apostruktur des Enzyms eine Wasserstoftbriicke mit
Thr199 eingeht, und binden deprotoniert mit ihrem negativ geladenen Stickstoffatom
an das Zinkion (Abb. 3.9 rechts) [Lindskog| [1997]. Eine weitere Wasserstoffbriicke wird
mit Thr199 ausgebildet. Kristallstrukturen von zahlreichen Komplexen der CA II mit
sulfonamidischen Inhibitoren zeigen, dass sich die Seitenketten der Liganden in eine
hydrophobe Tasche orientieren (Leul98, Pro202, Leu204, Val135, Phel31). Hydrophile
funktionelle Gruppen von Inhibitoren wechselwirken mit polaren Aminoséauren (GIn92,
Asn67, Glu69) in einer hydrophilen Tasche. Die Verbindungen (8| - aus Tab. |3.6
zéhlen zu den klassischen Inhibitoren der Carboanhydrase. Diese Verbindungen besit-
zen ein aromatisches beziehungsweise heterozyklisches Ringsystem. Substitutionen der
einzelnen Seitenketten und die Einfithrung eines Thienothiopyran-Ringsystems fiihrten
zu den wirksamsten Inhibitoren der humanen CA II , , die derzeit therapeutisch

angewendet werden.

%in der Literatur auch als ,,deep water“ bezeichnet
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Tab. 3.6: Auswahl von primdren Sulfonamiden, die als CA-Inhibitoren therapeutisch angewendet wer-

den.
Nr. Struktur Inhibitor K; CAII nM] pK; CAII
g
g  CHCONHT R 7SOMNH,  Acetazolamid 10 8.0
HC,
9 N_ﬁ\ Methazolamid 8 8.10
CH,CONZ N g~ SO,NH,

N
|
10 HCO/<jrS)\SOZNH2 Ethoxzolamid 0.7 9.15

572

SO,NH,

11 /@\ Dichlorphenamid 30 7.52
cl SO,NH,
Cl

NHC,H,

12 [ D—so,nH, Dorzolamid 9 8.05

NHC,H,

13 choeH)r TS Brinzolamid 3 8.52
o

S,
o

14 | ° -'| 0\|< Topiramat 5 8.30
(o}

15 A Zonisamid 4300 5.37
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3.5.2 Therapeutische Anwendung von

Carboanhydrase-Inhibitoren

Mehr als 40 Jahren lang wurde Acetazolamid (Tab. als Diuretikum angewen-
det, ist aber seit 1997 nicht mehr als solches zugelassen. Durch eine Hemmung der CA
in der Niere fithrt dies zu einer verminderten Resorption von HCOj3 und dadurch zu ei-
ner reduzierten Fliissigkeitsretention beziehungsweise erhohten Diurese |Maren|, [1967].
Die klassischen CA-Inhibitoren (8] - werden auBerdem in der Glaukomtherapie
angewendet. Durch die systemische Applikation dieser nicht-selektiv wirkenden CA-
Inhibitoren werden aber nicht nur CAs im Auge gehemmt, sondern auch weitere Isoen-
zyme der CA in anderen Organen (Niere, Leber, Magen-Darm-Trakt, Bauspeicheldriise,
Gehirn). Dies fiihrt zu unerwiinschten Nebenwirkungen (Appetitlosigkeit, Miidigkeit,
Depressionen, Nierensteinbildung, gastrointestinale Stérungen, metabolische Azidose)
[Maren, 1967, 1987, Supuran, 2000], so dass Mitte der 90er Jahre Verbindungen ent-
wickelt wurden, die lokal am Auge zur Behandlung des Glaukoms eingesetzt werden
konnen und somit die oben erwidhnten Nebenwirkungen nicht besitzten Dorzola-
mid, Trusopt® und , Brinzolamid, Azopt®) [Sugrue, [1997]. Diese neuartigen CA-
Inhibitoren besitzen eine gute Wasserloslichkeit, aber auch hinreichend gute lipophile
Eigenschaften, um die Hornhaut zu durchdringen [Maren, 1995; Supuran, 2000]. Die
klassischen CA-Inhibitoren (8| - kénnen nicht topisch angewendet werden, da sie
nicht in ausreichenden Mengen an den Wirkort gelangen. Sie sind entweder gut was-
serloslich, kénnen aber nicht die Hornhaut des Auges durchdringen, oder sie sind zu
lipophil, so dass nur unzureichende Wirkstoffmengen aus der entsprechenden Formu-
lierung freigesetzt werden [Maren, 1995]. Acetazolamid wird neben der Glaukom-
therapie bei manchen Formen der Epilepsie, bei Hirnédemen und bei der Héhenkrank-
heit angewendet [Larson et al 1982; |Reiss & Oles, [1996; |Carrion et al., 2001]. Neben
Acetazolamid werden andere Sulfonamide wie Methazolamid (9]), Topiramat und
Zonisamid als Antiepileptika eingesetzt [Dodgson et al., 2000; Masereel et al.)
2002 [Supuran & Scozzafaval,[2002]. Ob diese CA-Inhibitoren durch eine Forderung der
Durchblutung krampflésend auf manche Epilepsieformen wirken |[Barnish et al., |1980]
oder eventuell auch mit Rezeptoren von Ionenkanélen wechselwirken beziehungsweise
die Ausschiittung von Mediatoren (GABA) im Gehirn beeinflussen, ist zur Zeit nicht
bekannt.
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4 Selektivititsuntersuchungen am Beispiel

der Carboanhydrase

4.1 Auswertung von Ligandeninformation mittels

3D-QSAR-Verfahren

4.1.1 Aufbau des Ligandendatensatzes

Fiir die Ableitung signifikanter 3D-QSAR-Modelle ist die Auswahl der Liganden des
Trainings-Datensatzes und ihre strukturelle Uberlagerung in einer bioaktiven Konfor-
mation von grofler Bedeutung. Aus der Literatur wurden 87 Inhibitoren ausgew#hlt,
fiir die Bindungsaffinitéiten in Form von K;- bzw. pK;-Werten (-logK;) fiir die Isoen-
zyme CA I, CA II und CA TV bekannt sind (Tab. 4.1 und [Borras et al., [1999;
Scozzatava et al., [1999a)b; Supuran, [1999; llies et al.,|2000; |Casini et al., 2000; Scozzata-
vay, 2000}, |[Scozzatava & Supuran, |2000; [Scozzatava et al.l [2000; Supuran & Scozzataval,
2000; |Supuran et al., [2001].

Tab. 4.1: Grundgeriiste der CA-Inhibitoren, die fir den Aufbau des Datensatzes verwendet wurden.

—N

R1 /A g N
AL, Lo Joss ™
H é/ NH | R S—NH R1 S o

A B C

Thiadiazolsulfonamide Thienothiopyransulfonamide Benzothiazolsulfonamide

0
(o] H o ,0
W R1 N __OH \//
R1 $-NH Ng” \HLN - \Si __OH
) 7\ R17 N
0 O R2
D E F

Phenylsulfonamide Hydroxamate Hydroxysulfonamide
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Es wurde bei der Erstellung des Datensatzes darauf geachtet, dass die Streuung
der Affinitdtsdaten fiir alle drei Isoenzyme sich wenigstens iiber drei logarithmische
Einheiten erstreckt [Thibaut et al. [1993]. Die Inhibitoren des Datensatzes enthalten
sechs unterschiedliche Grundgeriiste (Tab. , A-F), die jeweils mit verschiedenen

Seitenketten substituiert sind.

Da durch NMR-Studien belegt ist, dass CA-Inhibitoren deprotoniert an das Zink-
ion koordinieren |Lindskog, (1997], wurde die Formalladung am Stickstoffatom der
Sulfonamid-Gruppe auf -1 gesetzt. In dem Datensatz bestehend aus 87 Inhibitoren
sind 18 Thiadiazol(A)-, 5 Thienothiopyran(B)-, 11 Benzothiazol(C)- und 39 Phenyl-
sulfonamide(D) enthalten. Des Weiteren wurden 6 Verbindungen mit Hydroxamat-

grundgeriist(E) und 8 Hydroxysulfonamide(F) verwendet.

Tab. 4.2: 87 Inhibitoren des QSAR-Datensatzes. Die Bindungsaffinititen fir CA I, II und IV sowie

die Formalladung des Molekiils sind angegeben.

Nr. Grundgeriist R! PK; CATI pK; CAII pK; CAIV Ladung
16 A 01 H- 5.07 7.22 6.27 1
17 A_02 IS 6.34 8.52 6.90 0

o
F17C8
18 A03 \g/ 6.52 8.30 7.89 1

19 A04 NS 6.52 8.70 8.10 -1

o )
I\
20 A_05 N 6.26 7.68 7.25 -1
H o
21 A_06 ©\ﬂ/ 6.05 7.82 7.00 -1
0
I X
22 A_07 0. NG 7.44 8.22 7.68 -2
0 0

Cl
(o]
23 A_08 C.D\ J§ 8.52 8.22 8.10 1

(Fortsetzung nichste Seite)
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(Fortsetzung Tab. |EI)

Nr. Grundgeriist R! pK; CAI1 pK; CAIlI pK; CAIV Ladung
£ F
F
F H
24 A 09 N 6.70 9.40 8.05 -1
F Ol's“O \/\g/

H,N
25 A_10 \©\s/ 8.22 8.70 8.30 -1
0o
O,N
26 A1l \©\s/ 8.70 10.00 8.52 -1
O'I \\o
27 A_12 57 7.48 8.70 8.05 -1
N o \\0

28 A13 e \©\ 6.00 8.52 7.60 1
e

F F
29 A_14 6.68 9.52 8.22 -1
F s
)

S
[}
31 A_16 Q S 6.62 8.22 7.60 1

32 A17 8.15 8.10 7.82 1
H,C
33 A18 ‘L( 6.05 7.92 6.66 1
1 N
34 B.01 N 5.70 8.30 7.96 1
o
I S
35 B_02 o A ~ 6.40 8.30 777 -2
o o

(Fortsetzung néchste Seite)



4.1 Auswertung von Ligandeninformation mittels 3D-QSAR-Verfahren 43

(Fortsetzung Tab. |EI)

Nr. Grundgeriist R! PK; CAI pK; CAII pK; CAIV Ladung
/\
36 B_03 N 6.46 8.10 7.40 -1
H o
37 B_04 57 6.77 8.30 8.00 -1
N 0,\\0
38 B_05 H— 4.30 8.05 7.37 0
39 C_01 HO— 7.26 8.10 7.77 -1
40 C_02 HO~ o~ 7.30 8.15 7.82 -1
F
F F
41 C_03 F //S\\,o\/\o/ 7.74 9.30 8.15 -1
F 00
F
F F
42 C_04 F 00" 7.19 9.15 7.96 -1
F o
43 C_05 H,N— 7.15 8.05 7.72 -1
HZNYNH;
o
44 C_06 LS 8.00 8.40 7.92 0

S
45 C.07 @(ﬂ\ 7.89 8.30 7.72 1
F F
46 C_08 H 6.92 9.30 8.10 1
F ~N

F o]
F
F F
a7 C_09 " 7.39 9.70 8.30 1
F ST
L 4%
F..C n
48 C_10 O 7.31 9.22 8.15 1
[oJNe]
49 C.11 e 0" 7.60 8.10 7.89 1
50 D_01 HN— 455 6.52 5.52 1
51 D_02 N 411 6.49 5.49 1

(Fortsetzung nichste Seite)
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(Fortsetzung Tab. |EI)

Nr. Grundgeriist R! PK; CAI pK; CAII pK; CAIV Ladung
52 D_03 HN 4.60 6.77 5.55 0
53 D_04 HN A~ 4.68 6.80 5.61 0
54 D_05 HO(~ 474 6.96 6.35 1

N
55 D_06 T g 4.82 6.91 6.76 0
o
FCo N
56 D_07 S 3.86 5.30 4.61 -1
(o))
F3C\ .
57 D_08 0,,3\\2\/\ 410 6.26 435 1
F9C4 .
58 D_09 g,s\\:\/\ 468 6.41 5.04 1
F17c8\ .
59 D_10 é,s\\z\/ 4.82 6.27 4.96 1
F17CB o
60 D_11 o 4.82 6.26 4.96 1
o
H
61 D_12 [ A"~ 4.60 6.98 6.80 -1
H o)
H
62 D_13 (™" 4.94 7.21 6.99 -1

S

63 D_14 @(ﬂ\ 4.80 6.85 6.78 1
1 S

64 D_15 N0 5.67 7.10 6.85 1

65 D_16 LN 4.81 6.87 6.75 1
OS
66 D_17 \)«\",sm/ 4.82 7.32 6.85 1
H
S
67 D_18 SN~ 6.20 7.96 7.52 1
s H

(Fortsetzung néchste Seite)
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(Fortsetzung Tab. |EI)

Nr. Grundgeriist R! PK; CAI pK; CAII pK; CAIV Ladung
o/\
68 D_19 K/N\H/S\N/ 5.05 7.44 7.00 1
s H
L
69 D_20 " ,I\N/ v 6.16 7.92 6.81 -1
of L
70 D_21 Fo S A AN~ 5.10 7.60 7.41 -1
F 3 H H
71 D_22 o Nlj 5.22 7.70 7.52 1
- Fsc{s‘N)\N/ N~ ' ' ’ )
H H
H,N
72 D_23 \©\S,ﬂ\ 7.38 8.22 7.30 -1
o’l\\
F
F F
73 D_24 H 6.05 8.00 6.39 -1
F s
F 00
F
F F
74 D_25 o 5.90 7.30 6.40 -1
F
F (o]
| A
75 D_26 oL A AN A 4.82 6.92 6.82 -2
(o] o
N
[oR I ~Z n\/\
76 D_27 I N I 6.26 8.15 7.40 -2
| S
7 D_28 0L A AN O 5.69 7.70 6.92 -2
o o
o]
S
78 D_29 | 1 v~ 4.81 6.88 6.77 -1
N o
S
79 D_30 °_7H\NJLN/ 7.27 7.92 7.44 -2
o H H
X
[oR e _
80 D_31 NI 7.35 7.96 7.48 2

(Fortsetzung néchste Seite)
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(Fortsetzung Tab. |EI)

Nr. Grundgeriist R! PK; CAI pK; CAII pK; CAIV Ladung
0.0
’\/\j: I
81 D_32 HN' HJLH/ 7.01 7.92 7.26 1
O, o
N H\/\j: j\
82 D_33 "y NN 6.4 7.82 7.21 5|
NH,
o S
2’\/n -
83 D_34 0 \lcl)/\ﬂ N 7.27 7.82 7.49 2
S
84 D_35 ©\ J_ 7.52 8.22 7.89 1
NN
S
85 D_36 ©\/\ J_ 6.90 7.38 7.12 -1
NoR
/=N S
86 D_37 ”NWHJLH/ 7.04 7.48 7.25 1
HO 0.0
O
87 D_38 HO HJLH/ 7.46 8.15 7.74 2
i o, o’s
‘ P
88 D_39 NN 7.33 7.96 7.62 -2
R1= R2=
F
89 E_01 F F . 8.15 8.10 8.00 -1
H,C—
F
F
R1= R2 =

E
90 E_02 F F H3C>_ 8.10 7.96 7.89 -1
E H,C
F

(Fortsetzung néchste Seite)
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(Fortsetzung Tab. |EI)

Nr. Grundgeriist R! PK; CAI pK; CAII pK; CAIV Ladung
R1= R2 =
H,c~© HLC,
91 E_03 : \©\ — 7.48 7.41 7.42 -1
H,C
R1= R2 =
H c'°\©\ HiC,
92 E_04 : . . A1 -1
0 H3c>_\ 7.30 8.30 7
R1= R2=
93 E_05 7.68 7.80 7.77 -1
FCim H,C—
R1= R2=
H c’0
94 E_06 : \©\ He—  7.49 7.46 7.52 1
95 F_01 cle— 4.64 6.82 6.63 -1
96 F_02 FC— 4.70 7.52 7.80 -1
97 F_03 FCi— 5.74 7.82 7.57 -1
98 F_04 FuCi— 5.80 8.05 7.68 -1
CH,
99 F_05 N 4.92 7.40 6.54 -1
H,C
H,C
100 F_06 \©\ 4.29 7.15 6.90 1
O,N
101 F_07 \©\ 4.24 8.05 7.15 -1
102 F_08 ©\ 4.74 7.59 7.13 1
Mittelwert 6.21 7.81 7.19
Standardabweichung 1.27 0.84 0.88
Maximalwert 8.70 10.00 8.52
Minimalwert 3.86 5.30 4.35
Wertebereich 4.84 4.70 4.18

Fiir die Bestimmung der Bindungskonstanten wurde die Aktivitdt der CA her-
angezogen |[Pocker & Stone, 1967]. CA katalysiert die Umsetzung von farblosem p-

Nitrophenolacetat zu gelbem p-Nitrophenolat. Die zeitlich verzogerte Umsetzung in
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Anwesenheit eines Inhibitors wird bei 405 nm mit einem UV-Spektrometer photome-
trisch bestimmt. Die Genauigkeit der Affinitdtsbestimmung wurde mit einer Abwei-

chung von 10 - 20 % angegeben.

Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist, erstrecken sich die Wertebereiche der ex-
perimentellen Bindungsaffinitéten fiir alle drei Isoenzyme iiber die fiir eine statistische
Analyse notwendige Mindestgrofie von drei logarithmischen Einheiten (CA 1 = 4.84,
CA II =4.70, CA IV = 4.18) [Thibaut et al},[1993]. Die Verbindung [26] (A_11) zeigt die
hochsten Bindungsaffinitidten zu allen drei Isoenzymen und hemmt CA T (pK; = 8.70,
K; =2nM) und CA IV (pK; = 8.52, K; = 3 nM) im nanomolaren Bereich, wihrend die
Affinitét fiir CA I (pK; = 10.0, K; = 0.1 nM) sogar im subnanomolaren Bereich liegt.
Die CA-Inhibitoren mit einem Thiadiazol-(A) und Thienothiopyran-(B)-Grundgeriist
sind mittelstarke bis starke Inhibitoren der CA. Die Benzothiazol-Derivate (C) gehoren
zu den stérksten Inhibitoren des Datensatzes, wéhrend die Phenylsulfonamide (D) eine
um ein bis zwei Groflenordnungen schwéchere Inhibition fiir alle drei Isoenzyme zeigen.
Wiéhrend die Hydroxamate (E) alle drei Isoenzyme im zweistelligen nanomolaren Be-
reich hemmen, weisen die Hydroxysulfonamide (F) fiir CA II und CA IV eine dhnlich
starke Bindungsaffinitit im zweistelligen nanomolaren Bereich auf. Fiir CA I hingegen

wird lediglich eine relative schwache Inhibition im mikromolaren Bereich beobachtet.

Um zu iiberpriifen, wie stark die verschiedenen Bindungsaffinitéiten der Inhibitoren
untereinander korrelieren, wurden die biologischen Aktivitéiten fiir die einzelnen Isoen-
zyme paarweise gegeneinander aufgetragen und der Korrelationskoeffizient bestimmt
(Abb. [£.1). Anhand der Auftragung kann zunéchst abgeschétzt werden, welche wech-
selseitigen Abhéngigkeiten zwischen den einzelnen Affinitéitsdaten bestehen. Eine hohe
Datenkorrelation kénnte zu Problemen bei der Erstellung und Auswertung von Se-
lektivitdtsmodellen fithren. Eine hohe Datenkorrelation wiirde dazu fithren, dass die
Differenzwerte der Verbindungen zu den Enzympaaren keine drei logarithmische Ein-
heiten abdecken wiirde, so dass keine aussagekriftigen, signifikanten Modelle erhalten
werden konnen. Die Bestimmung der Korrelationskoeffizienten zeigt, dass die biologi-
schen Aktivitdten von CA II und CA IV stark miteinander korrelieren (r = 0.86). Auch
die Affinitdten zwischen CA I und CA II beziehungsweise CA T und CA IV zeigen eine
gewisse Abhéngigkeit auf (r = 0.72 bzw. 0.74). Ein Vergleich der Affinitdtswerte fiir CA
I und CA II zeigt (Abb. [.1] oben links), dass die Inhibitoren CA II stérker hemmen
als CA T' Es sind keine Verbindungen im Datensatz enthalten, die CA I signifikant

'fehlende Datenpunkte im rechten unteren Teil des Diagramms unterhalb der Diagonalen



4.1 Auswertung von Ligandeninformation mittels 3D-QSAR-Verfahren 49

car-can =071 CAl-carv r =074
10 T T T T 10 T T T
g ) - Js -
I - - .;"". ] . ._ -
8 * T ] 8- A N
- r .
= " > . -
7 — — = 7+ -, -
< - e
St . 5 L K
% 61— — Q 61— —
b [=¥
- 4 -
5 — 5 - —
4+ — 4+ -
3 L | | | L 3 L | | | L |
3 4 5 6 7 8 9 10 ) 4 5 6 7 ) 9 10
pKi CA 1 pKi CA 1

can-carv r =086

pKi CA IV
|
"
|

pKiCATI

Abb. 4.1: Paarweises Auftragen der Affinititsdaten und Bestimmung des Korrelationskoeffizienten fiir
die Isoenzyme CA I, CA Il und CA IV.

starker hemmen als CA II. Diese Tendenz wird auch zwischen CA T und CA IV be-
obachtet. Hier wird CA IV in der Regel stiarker gehemmt als CA T (Abb. oben
rechts). Ein Auftragen der Bindungsaffinititen von CA II und CA IV bestétigt die
hohe Datenkorrelation zwischen diesen beiden Isoenzymen und unterstreicht, dass CA
IT tendenziell starker inhibiert wird (Abb. unten und Maximal- bzw. Minimalwert
in Tab. . CA II wird von nahezu allen Inhibitoren des Datensatzes am stérksten
gehemmt, gefolgt von CA IV und CA I (CA II > CA IV > CA I). Die Generierung und

Interpretation der Selektivitdtsmodelle, die durch Auswertung der Bindungsaffinitdten

der Liganden erhalten wurden, werden in den Kapiteln 4.1.4{und |4.1.5| beschrieben und
diskutiert.
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4.1.2 Uberlagerung der Inhibitoren

Wie in Kapitel bereits erwihnt, spielt die rdumliche Uberlagerung der Inhibitoren
eine entscheidende Rolle bei der Erstellung von 3D-QSAR-Modellen. Fiir die Uberlage-
rung der 87 Inhibitoren des QSAR-Datensatzes wurden experimentelle Kristallstruktu-
ren der CA im Komplex mit niedermolekularen Liganden als Referenzstrukturen ver-
wendet. Die Uberlagerung aller Kristallstrukturen der CA mit RELIBAS [Hendlich
et al, [2003; (Giinther et al., 2003] verdeutlicht, dass alle Liganden einen einheitlichen
Bindungsmodus aufweisen (siehe Kap. Abb. 3.9 und Abb. [£.2). Des Weiteren zei-
gen die Aminosduren, die sich im Bereich des aktiven Zentrums befinden, im Vergleich
zur Apo-Struktur keine signifikante Anderung der Konformation. Eine Ausnahme stellt
His64 dar, das in zwei unterschiedlichen Konformationen vorkommt. Jedoch geht diese
Aminosiure weder bei der zum Losungsmittel gerichteten Konformation (sog. ,out“-
Position) noch bei der zur Bindetasche zeigenden Konformation (,,in“-Position) direkte
Wechselwirkungen mit gebundenen Liganden ein. Diese Flexibilitdt von His64 spielt
fiir den Protonentransfer des am Zink gebundenen Wassermolekiils an das Losungsmit-
tel eine entscheidende Rolle (siehe Kap. . Die Referenzliganden in den Komplexen
wurden als Template fiir den Aufbau der Verbindungen des QSAR-Datensatzes heran-
gezogen. 189 Kristallstrukturen von CA-Isoenzymen sind in der PDB hinterlegtf] Die
meisten Kristallstrukturen wurden zusammen mit CA II gelost (ca. 150), weitere zehn
Kristallstrukturen der CA I sowie drei Strukturen von CA IV sind in der PDB abgelegt.
Die restlichen Eintrige sind anderen Isoenzymen der a-CA zugeordnet bzw. gehoren
zu CA der - und y-Familie. Fiir die weitere Analyse wurden folgende Protein-Ligand-
Komplexe verwendet (PDB-Codes):

e CA I. lazm, 1bzm, lczm

e CA II: 1a42, 1am6, 1bcd, 1bnl, 1bn3, 1bn4, 1bnm, 1bnn, 1bng, 1bnt, 1bnu, 1bnv,
1bnw, 1cil, 1cim, 1cin, lenw, lenx, leny, 1gld, 1g45, 1g46, 1g48, 1g4j, 1gdo, 1g52,
1gh3, 1gh4, 1okl, 1lokm, lokn, 2h4n

e CA IV: lznc, 3znc

Um die Uberlagerung der Proteine auf die Bindetasche zu fokussieren und somit

Einfliisse von Proteinbereichen aufierhalb des aktiven Zentrums auf die Uberlagerung

2 Receptor-Ligand-Database, http:/ /relibase.ccde.cam.ac.uk/
3Stand 24.01.2004
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zu minimieren, wurden folgende 20 Aminoséuren, die in den drei Isoenzymen CA I, II
und I'V konserviert sind und sich in unmittelbarer Nahe des aktiven Zentrums befinden,
fiir die Uberlagerung ausgewiihlt (Abb. :

Ser29, Pro30, Asn61, Gly63, GIn92, His94, His96, Trp97, Glul06, Glul17, His119,
His122, Ala1/2, Vall1}3, Ser197, Thr199, Pro201, Glu205, Trp209, Asn24/

Die Kristallstruktur von CA II (PDB-Code:1cil, Auflésung: 1.58 A) wurde als Re-
ferenz ausgewahlt und alle oben aufgefiithrten a-CAs, die im Komplex mit einem nie-
dermolekularen Liganden in der PDB hinterlegt sind, wurden anhand der Koordinaten
aller Nicht-Wasserstoffatome der 20 Aminosduren auf die Referenzstruktur iiberlagert.
Abbildung zeigt die Losungsmittel-zugéingliche Oberfliche der Isoenzyme CA 1,
CA II und CA IV und eine Uberlagerung der drei Proteine. Ein Vergleich der super-
positionierten Komplexe zeigt, dass alle Sulfonamid-Ankergruppen iibereinander zum
Liegen kommen und die Seitenketten der Liganden in eine hydrophobe Tasche zeigen
(Abb. [4.2)). Die 87 Inhibitoren aus Tabelle wurden mit dem Modellingprogramm
SYBYL (Version 6.8) erzeugt. Beim Aufbau der Verbindungen wurden die iiberlager-
ten Referenzliganden aus den verfiigharen Kristallstrukturen als Template verwendet,
wobei die unterschiedlichen Substituenten der Verbindungen des Datensatzes an die
Templatgeriiste addiert bzw. entsprechend abgeédndert wurden. Mit dieser Strategie ist
anzunehmen, dass die Liganden in einer Konformation vorliegen, die der experimentell

bestimmten Konformation &hnlicher Liganden im Protein weitgehend nahe kommt.
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Abb. 4.2: Darstellung der lésungsmittelzuginglichen Oberfliche der Bindetaschen von CA I (griin),
CA II (gelb) und CA IV (cyan). Die Aminosiuren, die fir die Uberlagerungen verwen-
det wurden, sind mit der ldsungsmittelzuginglichen Oberfliche von CA II dargestellt (oben,
links). CA II (1cil) wurde als Referenz herangezogen und CA I (1azm, RMSD = 0.59 A)
sowie CA IV (1znc, RMSD = 0.52 A) unter Berticksichtigung aller Nicht- Wasserstoffatome
der 20 selektierten Aminosduren auf die Referenzstruktur rigide tberlagert (oben, rechts).
Drei Protein-Ligand-Komplexze in CA I (Mitte, links), 32 in CA II (Mitte, rechts) und zwei
in CA IV (unten, links) wurden als Referenzstrukturen fiir die Uberlagerung der Inhibito-
ren des Datensatzes verwendet. Die Uberlagerung der Liganden in den CA II-Komplexen
zeigt, dass in allen Beispielen die primdre Sulfonamid-Gruppe an das Zinkion koordiniert
und die Grundgeriiste aller beriicksichtigten Sulfonamide im gleichen Volumenbereich der

Bindetasche zu Liegen kommen (unten, rechts).
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Eine wichtige Voraussetzung fiir die Erstellung von selektivitétsvergleichenden 3D-
QSAR-Modellen ist, dass sich der Bindungsmodus der Verbindungen in den einzel-
nen Isoenzymen nicht wesentlich voneinander unterscheidet. Da bei der Uberlagerung
der Protein-Ligand-Komplexe keine Konformationsdnderungen von Aminoséuren in der
Bindetasche beobachtet wurdenl, kann zumindest fiir CA II die Bindetasche als rigide
angenommen werden. Zugleich kann davon ausgegangen werden, dass die Verbindungen
in einer Konformation vorliegen, die in erster Naherung der bioaktiven Konformation
entspricht. Da fiir CA T nur drei und fiir CA 1V lediglich zwei Kristallstrukturen mit
gebundenen Liganden als Referenz fiir die weiteren Untersuchungen herangezogen wer-
den kénnen, muss man die Uberlagerungen in diesen Isoenzymen kritischer bewerten.
Weil aber in allen drei Isoenzymen Thr199 vorliegt, das entscheidende Wasserstoff-
briicken zu den Sulfonamid-Gruppen der Inhibitoren aufbaut, darf zumindest fiir die
Ankergruppe ein identischer Bindungsmodus in CA I, CA II und CA IV angenommen
werden. Eine Unsicherheit verbleibt bei der Platzierung der Seitenketten der Inhibito-
ren in CA I und CA IV, da bei diesen beiden Isoenzymen, wie erwéhnt, nur wenige

Referenzkristallstrukturen im Komplex mit Liganden vorliegen.

Nach dem manuellen Aufbau der Liganden wurden diese im néchsten Schritt mit
dem Tripos-Kraftfeld |Clark et al., [1989] energieminimiert. Hierzu wurden nur wenige
Minimierungsschritte (100) unter Verwendung der Option ,steepest descent” ausge-
fithrt, um die Bindungsléngen und -winkel unter Beibehaltung der bioaktiven Konfor-
mation zu optimieren. Die Protonierungszustédnde der funktionellen Gruppen wurden
so gewéhlt, wie sie unter physiologischen Bedingungen (pH 7.4) vorliegen sollten. An
aliphatische Kohlenstoffatome gebundene Amine (Atomtyp N.4) und basische Amidin-
gruppen (Atomtyp N.pl3, C.cat) wurden als protoniert angenommen, wihrend aroma-
tische Amine in Ringsystemen (Atomtyp N.ar) und Amide (Atomtyp N.am) unproto-
niert verblieben. Fiir Carbonséurereste wurde ein deprotonierter Zustand angenommen

(Atomtyp O.co2).

Die Uberlagerung der Liganden wurde zusitzlich optimiert, indem alle Inhibitoren in
den jeweiligen Bindetaschen von CA T IT und IV mit dem im Modellingprogramm Mo-
Loc (Kap. implementierten MAB-Kraftfeld [Gerber & Miiller, 1995} |Gerber} |199§]
minimiert wurden. Dazu wurde jeweils eine Kristallstruktur eines korrespondierenden
Isoenzyms ausgewdhlt (CA I: lazm, CA II: 1cil, CA IV: lznc), die Wassermolekiile

entfernt und der urspriingliche Ligand durch den vormodellierten Eintrag des Daten-

4mit Ausnahme von His64, das aber eine untergeordnete Rolle wihrend der Inhibitorbindung spielt
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satzes ersetzt. Wiahrend der nachfolgenden Minimierung der so erzeugten Komplexe
werden Bindungsldngen und -winkel optimiert, sterische Abstoungen eliminiert und
giinstige van-der-Waals-Wechselwirkungen und Wasserstoftbriickenbindungen zwischen
funktionellen Gruppen der Liganden und Aminoséauren in der Bindetasche ausgebildet.
In diesem Schritt wurde das Protein starr gehalten und der Ligand flexibel in der Ta-
sche minimiert. Ein besonderer Vorteil des MAB-Kraftfeldes liegt in der Verwendung
eines speziellen Wasserstoftbriickenterms (siche Anhang Kap. , der insbesondere die
Optimierung gerichteter Wechselwirkungen erlaubt, die iiber Wasserstoftbriicken ver-
mittelt werden |Gerber & Miiller, [1995]. Wéhrend der manuellen Minimierung in der
Bindetasche wurde darauf geachtet, dass die Koordination der Ligand-Ankergruppen
zum Zinkion und die essentiellen Wasserstoffbriicken zwischen dem Sulfonamid- bzw.
Hydroxamatanker und Thr199 erhalten bleiben (siche Abb.[3.9). Bei den Hydroxysul-
fonamiden wurde ebenfalls das ans Zinkion koordinierende Stickstoffatom in deproto-
nierter Form angenommen, wihrend ein Sauerstoffatom der Sulfonamid-Gruppe eine
Wasserstoffbriicke mit dem Stickstoffatom der Hauptkette von Thr199 eingeht. Bei den
restlichen funktionellen Gruppen des Liganden wurde nach der Minimierung gepriift,
ob sie auf dhnlichen funktionellen Gruppen der Referenzliganden aus den Kristallstruk-
turen zum Liegen kamen. Fiir die Strukturfamilie der Hydroxamate ist lediglich eine
Kristallstruktur in CA II als Referenz bekannt (PDB-Code: 1lam6). Die Hydroxamate
des Datensatzes wurden unter Mafigabe dieser Kristallstruktur und des daraus postu-
lierten Bindungsmodus von Scolnick in der Bindetasche aufgebaut und minimiert (siehe
Kap.[3.5.1] Abb. [Scolnick}, [1997]. Die Abb. [£.3]zeigt die minimierten Verbindungen
des Datensatzes in CA I, CA IT und CA IV.

Da fiir die Isoenzyme CA I und CA IV bisher nur wenige Beispiele fiir Protein-Ligand-
Komplexe aufgeklart wurden, gestaltete sich die Validierung der Minimierungsergeb-
nisse der Ligandenseitenketten in diesen beiden Isoenzymen als duflerst schwierig. Es
wurde ein dhnlicher Bindungsmodus wie in CA II angenommen, sofern nicht andere
Aminoséduren in CA I bzw. CA IV giinstigere Wechselwirkungen mit den funktionellen
Gruppen der Inhibitoren eingehen konnen. Mit dieser Vorgehensweise konnten die Li-
gandenkonformationen den jeweiligen Bindetaschen angepasst und fiir jedes Isoenzym

ein separates Alignment erhalten werden.
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Abb. 4.3: Darstellung der lésungsmittelzuginglichen Oberfliche der Bindetaschen von CA I (griin,
oben links), CA II (gelb, oben rechts) und CA IV (cyan, unten). Die 87 Verbindungen des

Datensatzes wurden jeweils in den Bindetaschen der betreffenden Isoenzymen minimiert.

4.1.3 Generierung einzelner 3D-QSAR-Modelle

Wie in Kap. [2.1] bereits erwihnt wurde, miissen zunichst aussagekriiftige Einzelmo-
delle generiert werden, um im Anschluss Selektivitdtsmodelle berechnen zu kénnen.
Erst wenn die Erstellung statistisch signifikanter Einzelmodelle fiir jedes Isoenzym er-
folgreich war, ist die Generierung von Selektivitdtsmodellen gerechtfertigt. Durch die
Minimierung der Verbindungen in CA I, CA II und CA IV wurden drei unterschiedli-
che Uberlagerungen erhalten. Fiir jedes Alignment wurde kreuzweise fiir jedes der drei
Isoenzyme ein CoOMFA- und CoMSIA-Modell generiert. Zusétzlich wurden zwei unter-
schiedliche Gitterweiten gewéhlt (1 A, 2 A), so dass letztendlich 36 QSAR-Modelle
erhalten wurden (3 Uberlagerungen * 3 Modelle * 2 Methoden * 2 Gitterweiten). Die
Gitterparameter zur Berechnung der molekularen Felder sind in Tabelle aufgefiihrt.
Die Gitter wurden derart gewéhlt, dass alle Liganden darin eingebettet sind und einen

Mindestabstand von 4 A zum Gitterrand besitzen.
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Tab. 4.3: Gitterparameter zur Berechnung der molekularen Felder fir das 1 A und 2 A Gitter (Son-
denatom: C.3, Ladung des Sondenatoms: +1.0)

1 A Gitter 2 A Gitter
X y z x y z
Untere Grenze -15.8 -23.5 -11.0 -15.8 -23.5 -11.0
Obere Grenze  10.0 10.2 134 10.0 10.2 134
Gitterweite 1.0 1.0 1.0 2.0 2.0 2.0
Schrittanzahl 26 34 25 13 17 13
Gitterpunkte 22100 2873

Die partiellen Atomladungen der Verbindungen wurden semiempirisch nach der
AMI1-Methode [Dewar et al) [1985] mit dem in SYBYL implementierten MOPAC-
Modul [Stewart, 1990] bestimmt. Fiir die Berechnung der molekularen CoMFA- und
CoMSIA-Felder wurden die in SYBYL angegebenen Standardparameter verwendet.
Der ,Cut-Off* zur Berechnung der sterischen und elektrostatischen CoMFA-Felder
wurde auf 30 kcal/mol und der Offnungsparameter fiir die GauB’sche Abstandsfunk-
tion auf a = 0.3 gesetzt. Nach der Berechnung der CoMFA und CoMSIA-Felder wurde
eine PLS-Analyse durchgefiihrt. Zunéchst wurde in einer Kreuzvalidierung die Vor-
hersagekraft der generierten Modelle in Abgéngigkeit der verwendeten Komponenten
iberpriift. Es wurde eine so genannte , Leave-One-Out“-(LOO)-Analyse durchgefiihrt,
bei der eine Verbindung dem Datensatz entnommen wurde. Mit den verbleibenden
Verbindungen wurde ein Modell erstellt und mit diesem Modell die Affinitédt der ent-
nommenen Verbindung vorhergesagt. Dieser Vorgang wird so oft wiederholt, bis jede
Verbindung des Datensatzes mindestens einmal entnommen wurde. Je weniger die
vorhergesagten Werte von den experimentellen Werten abweichen, desto besser ist die
Vorhersagekraft“ des Modells. Diese Vorhersagefihigkeit kann mit Hilfe des - bzw.
SprEss-Wertes abgeschétzt werden (siehe Anhang Kap. . Je niher der q?-Wert
an den Wert 1 herankommt und je kleiner der Sprrss-Wert ist, umso aussagekrafti-
ger ist das Modell. Generell werden Modelle als statistisch sigifikant angesehen, wenn
der q?-Wert groBer als 0.3 ist, wihrend gute Modelle bei q2-Werten iiber 0.5 erhalten
werden [Agarwal et al., [1993; (Cramer et al., [1993]. Mit der Kreuzvalidierung wird die
Komponentenanzahl bestimmt, die im Anschluss fiir die nicht-kreuzvalidierte Analyse
verwendet wird. Als Auswahlkriterium fiir die geeignete Komponentenanzahl wurde der
q2-Wert herangezogen. Um ein Modell mit méglichst wenigen signifikanten Komponen-

ten zu erhalten, wurde die kleinste Anzahl an Komponenten ausgewéhlt, bei der sich
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durch ein weiteres Hinzufiigen einer Komponente der q?-Wert nicht mehr erhohte. Bei
der Kreuzvalidierung wurde die schnellere SAMPLS-Methode (engl. Sample-distance
PLS), eine Variante der PLS-Methode, eingesetzt [Bush & Nachbar, |[1993]. Die erhalte-
ne Anzahl an Komponenten entsprach in den meisten Féllen der Komponentenanzahl,
fiir die Spresgs den kleinsten Wert annahm. Mit dieser Anzahl an Komponenten wurde
im Anschluss eine nicht-kreuzvalidierte Analyse durchgefiihrt. Die Option ,column
filtering“ wurde auf 2.0 kcal/mol gesetzt. Dies beschleunigte die Rechenzeit, da alle
Variablen, deren Standardabweichung an einem Gitterpunkt beziiglich aller Molekiile
kleiner als 2.0 kcal/mol ist, auf Null gesetzt wurden, und diese Punkte somit bei der
Analyse nicht berticksichtigt wurden. Stichprobenartige Analysen mit einem ,column
filtering“ von 1.0 und 0.0 kcal/mol resultierten in weitgehend &hnlichen statistischen
Werten, so dass letztendlich der Filterschritt zur Beschleunigung der Rechenzeit keinen
Einfluss auf die Giite der Modelle hat. Weiterhin wurde bei der Erstellung der Modelle
darauf geachtet, dass mindestens 10 % der Variablen in die PLS-Analyse einflieen.

Auswirkungen der Uberlagerungen auf die 3D-QSAR-Modelle

Fiir jede Uberlagerung in CA I, CA II und CA IV wurden jeweils drei Modelle
mit dem CoMFA- und CoMSIA-Verfahren bei einer Gitterweite von 2 A erstellt. Die
statistischen Ergebnisse der PLS-Analysen sind in Tab. [£.4] und aufgelistet.

Ein Vergleich der statistischen Werte zeigt, dass sich die Modelle mit 1 A Gitterab-
stand nur geringfiigig von den Modellen mit 2 A Gitterweite unterscheiden. Lediglich
bei drei CoMFA-Modellen wurde eine signifikante Erhthung des q?-Wertes bei einem
Gitterabstand von 1 A beobachtet. Beim Modell fiir CA IV minimiert in CA I bzw. CA
IT und beim Modell fiir CA I minimiert in CA IV erhéhte sich der ¢>-Wert signifikant
(Anderungen des q?-Wertes > 0.07). Gleichzeitig kam es bei zwei Modellen zu einer Er-
hohung der Komponentenzahl, was die gesteigerten q2-Werte fiir diese Modelle erkliren
konnte. Diese stéarkeren Schwankungen der statistischen Parameter bei unterschiedli-
chen Gitterweiten fiir das CoMFA-Verfahren wurden ebenfalls bei der Analyse eines
Serinprotease-Datensatzes beobachtet [Bohm et al., [1999]. Die Unstetigkeit des Poten-
tialverlaufes, bedingt durch den eingefiithrten ,,Cut-Off“~-Wert in CoMFA, ist ein Grund
fiir diese Schwankungen. Bei CoMSIA werden wegen des stetigen Verlaufs der Gauf-
kurve diese Schwankungen nicht beobachtet (siehe Abb. 2.1). Fiir die nachfolgenden
Analysen wurden die Modelle mit 2 A Gitterabstand verwendet, da sich aufgrund der

reduzierten Anzahl an Gitterpunkten die Rechenzeiten erheblich verkiirzen. Von den
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18 erhaltenen Einzelmodellen wurden 13 als statistisch gut zu bezeichnende Modelle
mit einem g?-Wert {iber 0.5 erhalten (Tab. [4.4)).

Tab. 4.4: Ergebnisse der PLS-Analyse der in CA I, CA II und CA IV minimierten Verbindungen.
Es wurden jeweils CoMFA- und CoMSIA-Modelle fiir CA I, CA II und CA IV mit einer

Gitterweite von 2 A erstellt.

Minimierung in der Bindetasche von CA I (Einzelmodelle)

CA1 CAII CA 1V
CoMFA  CoMSIA CoMFA  CoMSIA CoMFA CoMSIA
q? 0.639 0.605 0.497 0.467 0.475 0.496
SPRESS 0.784 0.820 0.607 0.622 0.655 0.641
r? 0.880 0.896 0.856 0.818 0.828 0.857
S 0.451 0.422 0.325 0.364 0.374 0.342
F 150.7 175.8 121.6 124.1 98.9 122.4
Komponenten 4 4 4 3 4 4
Minimierung in der Bindetasche von CA II (Einzelmodelle)
CA1 CAII CA IV
CoMFA  CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA
q? 0.650 0.658 0.568 0.645 0.599 0.674
SPRESS 0.776 0.762 0.563 0.513 0.582 0.522
r? 0.929 0.887 0.884 0.911 0.963 0.938
S 0.350 0.438 0.292 0.257 0.177 0.228
F 211.6 161.4 156.2 166.0 293.6 201.7
Komponenten 5 4 4 5 7 6
Minimierung in der Bindetasche von CA IV (Einzelmodelle)
CA1 CAII CA IV
CoMFA  CoMSIA CoMFA  CoMSIA CoMFA CoMSIA
q? 0.589 0.635 0.513 0.514 0.504 0.562
SPRESS 0.836 0.788 0.598 0.598 0.648 0.598
r? 0.898 0.917 0.890 0.906 0.970 0.916
S 0.416 0.375 0.285 0.263 0.159 0.261
F 180.7 227.5 165.1 196.9 364.4 224.5
Komponenten 4 4 7 4 7 4
Gitterweite 2 A

Da bei den restlichen fiinf Modellen der q*>-Wert nur geringfiigig unter 0.5 lag (alle
tiber 0.46), konnen auch diese Modelle als ,, gut* angesehen werden. Ein Vergleich der
verschiedenen Uberlagerungen in den Isoenzymen zeigt, dass die besten Modelle fiir
alle drei Isoenzyme basierend auf der Uberlagerung in CA II erhalten wurden (alle
QSAR-Modelle mit ¢?-Werten > 0.5). Diese Beobachtung kénnte darauf zuriickzufiih-
ren sein, dass die meisten Referenzliganden, die fiir die Uberlagerung der Molekiile
des QSAR-Datensatzes herangezogen wurden, zusammen mit CA II gelost wurden.
Fiir die Modelle von CA I (minimiert in CA I), CA II (minimiert in CA II) und CA
IV (minimiert in CA IV) wurden ebenfalls gute QSAR-Modelle erhalten. Aufgrund
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Tab. 4.5: Ergebnisse der PLS-Analyse der in CA I, CA II und CA IV minimierten Verbindungen.
Es wurden jeweils CoMFA- und CoMSIA-Modelle fir CA I, CA II und CA IV mit einer

Gitterweite von 1 A erstellt.

Minimierung in der Bindetasche von CA I (Einzelmodelle)

CA1 CAII CA IV
CoMFA  CoMSIA CoMFA  CoMSIA CoMFA CoMSIA
q? 0.649 0.600 0.500 0.484 0.591 0.512
SPRESS 0.773 0.825 0.606 0.612 0.585 0.631
r? 0.896 0.885 0.884 0.823 0.951 0.858
S 0.421 0.442 0.292 0.359 0.203 0.340
F 176.1 158.2 156.2 128.2 257.7 123.9
Komponenten 4 4 4 3 6 4
Minimierung in der Bindetasche von CA II (Einzelmodelle)
CAI CAII CA 1V
CoMFA  CoMSIA CoMFA  CoMSIA CoMFA CoMSIA
q? 0.684 0.669 0.609 0.665 0.664 0.686
SPRESS 0.737 0.781 0.536 0.499 0.530 0.513
r? 0.944 0.888 0.906 0.912 0.965 0.939
S 0.310 0.437 0.263 0.256 0.172 0.226
F 274.5 162.2 197.7 167.8 364.9 204.1
Komponenten 5 4 4 5 6 6
Minimierung in der Bindetasche von CA IV (Einzelmodelle)
CA1 CAII CA IV
CoMFA  CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA
q? 0.671 0.638 0.532 0.512 0.506 0.560
SPRESS 0.757 0.785 0.586 0.599 0.647 0.599
r? 0.974 0.918 0.899 0.907 0.973 0.917
S 0.215 0.373 0.273 0.261 0.153 0.261
F 491.4 229.6 181.5 200.5 399.7 225.3
Komponenten 6 4 4 4 7 4
Gitterweite 1A

der Minimierungen der Inhibitoren in den jeweiligen Bindetaschen wére zu erwarten
gewesen, dass bessere statistischen Ergebnisse fiir die in den jeweiligen Bindetaschen

minimierten Modelle erhalten werden sollten. Dies ist aber lediglich fiir CA II der Fall.
Validierung der 3D-QSAR-Modelle

Um die Robustheit und Aussagekraft der Einzelmodelle zu bestéitigen, wurden wei-
tere Validierungsschritte durchgefiihrt. Zunéchst wurde in der Kreuzvalidierung die
Anzahl der entnommenen Verbindungen erhéht. Statt der ,Leave-One-Out“-(LOO)-
Analyse wurden dem Datensatz zufillig finf Verbindungen entnommen, um mit dem
Modell, das aus den verbleibenden Verbindungen erhalten wurde, die Affinitdt der
zuvor entnommenen Verbindungen vorherzusagen. Da diese zuféllige Auswahl der Ver-
bindungen zu leichten Schwankungen in den statischen Parametern fithren kann, sollte

die Analyse mehrmals durchgefithrt werden, so dass statistisch gesehen jede Verbin-
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dung mindestens einmal entnommen wurde. Diese ,,Leave-5-Out“-(L50O)-Analyse fiihrt
im Mittel zu einem Abfall des q?-Wertes im Vergleich zur LOO-Analyse. In den meisten
Fillen wurden Schwankungen der ?-Werte um 0.05 beobachtet, wobei verglichen mit
der LOO-Methode eine maximale Erniedrigung von 0.1 registriert wurde.

In einem weiteren Validierungsschritt wurden die Affinitédten der Verbindungen zufél-
lig zugewiesen und Einzelmodelle mit diesen permutierten Bindungsaffinitiaten erstellt.
Die Tatsache, dass durch die zufillige Zuweisung keine signifikanten QSAR-Modelle
erhalten wurden (q? fiir alle Modelle < 0), unterstreicht die Zuverlissigkeit der zuvor

erstellten, signifikanten Einzelmodelle.

In einem weiteren Validierungsschritt wurde der Datensatz aus 87 Inhibitoren in
einen Trainingsdatensatz aus 60 und einen Testdatensatz aus 27 Inhibitoren aufge-
teilt. Um einen strukturell moglichst diversen Trainingsdatensatz zu erhalten, wurden
alle 87 Verbindungen einer Clusteranalyse unterworfen. Hierzu wurde das SELECTOR-
Modul in SYBYL verwendet. In diesem Modul kénnen eine Vielzahl an Deskriptoren
verwendet werden, um Verbindungen beziiglich ihrer Diversitéit (bzw. Ahnlichkeit) in
Untergruppen (Cluster) einzuteilen. Fiir die Auswahl des Trainingsdatensatzes wur-
den als Deskriptoren ,2D-Fingerprints“ und Atompaarabstdnde verwendet. Bei dem
yzweidimensionalen molekularen Fingerabdruck® wird das Vorkommen von Atomen und
funktionellen Gruppen der Verbindungen in einem Bitstring gespeichert. Fiir jedes Mo-
lekiil wird so ein Bitstring erhalten. Im Anschluss werden die Bitstrings der Molekiile
miteinander verglichen und aufgrund eines Ahnlichkeitsmafles als ,strukturell“ &hnlich
(unéhnlich) klassifiziert. Fiir die Bewertung der Ahnlichkeit (Unzhnlichkeit) der Ver-
bindungen wurde der Tanimoto-Koeffizient [Godden et al.| |2000] herangezogen (GI.

1):

No
Tanimoto(a,b) = Nt Nb I (4.1)
a b — {Vab

Dabei definiert N, die Anzahl an Deskriptoren des Fingerabdrucks, die in beiden
Molekiilen (a,b) vorkommen, wahrend N, bzw. N, die Anzahl der Deskriptoren dar-
stellen, die in den einzelnen Molekiilen auftreten. Der Tanimoto-Koeffizient kann Werte
zwischen 0 und 1 annehmen, wobei zwei Molekiile mit einem Tanimoto-Koeffizienten
> (.8 als dhnlich angesehen werden [Flower, 1998]. Als zweites Kriterium fiir die Aus-
wahl der Verbindungen wurden die topologischen Atompaarabstiande, die sich aufgrund
der topologischen Verkniipfungsmatrix ergeben, herangezogen. Hier werden zusétzlich

die Absténde (das heift die Anzahl der Bindungen) zwischen zwei Atomtypen beriick-
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sichtigt. Aufgrund der ausgewéhlten Deskriptoren wird der Datensatz in 60 diverse
Subklassen unterteilt, und im Anschluss wird aus jeder Subklasse zuféllig eine Ver-
bindung fiir den Trainingsdatensatz ausgewéhlt. Mit den 60 Verbindungen des Trai-
ningsdatensatzes wurden wiederum Einzelmodelle erstellt, um im Anschluss daran die
Affinitdten der 27 Verbindungen des Testdatensatzes vorherzusagen. Die statistischen
Parameter der Modelle, die mit dem Trainingsdatensatz erhalten wurden, sind in Tab.
aufgefithrt. Fiir die Erstellung der Einzelmodelle wurde die Uberlagerung in dem
entsprechenden Isoenzym verwendet (CA I minimiert in CA I, CA I minimiert in CA
I, CA TV minimiert in CA IV). Unter Beriicksichtigung der ¢*-Werte wurden fiir alle

Isoenzyme signifikante Modelle erhalten.

Ein Vorteil der Uberlagerung der Verbindungen in der Bindetasche ist, dass bei der
Auswertung der Konturdiagramme, die aus der reinen Liganden-basierten 3D-QSAR-
Analyse erhaltenen werden, zugleich Riickschliisse auf Bereiche in der Bindetasche
gezogen werden konnen. Ferner kénnen fiir eine Auswertung der Proteininformation
[Sippl, 2002; Terp et al., 2002] die gleichen Gitterparameter verwendet werden und die
erhaltenen Konturdiagramme dieser Protein-basierten Methoden mit den Feldern der
3D-QSAR-Analyse verglichen oder sogar kombiniert werden |Gohlke, [2002].

Tab. 4.6: Ergebnisse der PLS-Analyse der in CA I, CA II und CA IV minimierten Verbindungen des
Trainingsdatensatzes mit 60 Inhibitoren. Es wurden jeweils CoMFA- und CoMSIA-Modelle
fir CA I, CA II und CA IV mit einer Gitterweite von 2 A erstellt.

CA1l CAII CA 1V

minimiert in CA I minimiert in CA II  minimiert in CA IV

CoMFA  CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA  CoMSIA
q? 0.573 0.522 0.413 0.572 0.326 0.425
SPRESS 0.868 0.910 0.687 0.598 0.767 0.721
r? 0.903 0.882 0.857 0.952 0.749 0.933
S 0.413 0.452 0.339 0.201 0.468 0.246
F 128.7 139.7 111.7 212.9 85.0 191.3
Komponenten 4 3 3 5 3 4
Gitterweite 2 A

Nicht nur anhand der q?-Werte der Trainingsdatensatzmodelle kann die Vorhersa-

gekraft der Modelle abgeschétzt werden, sondern ebenfalls durch den , predictive r?-

Wert der Testdatensatzverbindungen (sieche Anhang Kap. [7.3). In Tab. sind die
Abweichungen der vorhergesagten Affinitdten von den experimentell bestimmten Wer-
ten der Testdatensatzverbindungen tabellarisch aufgelistet. Die Abweichungen ergeben

sich durch Subtraktion der vorhergesagten Affinitat von dem gemessenen Affinitétswert
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der Verbindungen (pK; qet - PKi prea). Bel negativen Werten wurde die Bindungsaffini-
tiat zu hoch vorhergesagt (pK; .t < PKipred), bel einer positiven Abweichung wurde
die Affinitdt zu niedrig eingeschétzt (pK;aee > pPKiprea). In der Abbildung sind
die vorhergesagten Affinitdten der Testverbindungen gegen die experimentellen Werte
aufgetragen, die mit CoMFA (links) und CoMSIA (rechts) erhalten wurden.

Tab. 4.7: Vorhersage der Affinititen der 27 Testdatensatzverbindungen. Fir CoMFA- und CoMSIA-
Modelle sind die Abweichungen von den experimentellen Bindungsaffinititen angegeben
(pKi act - PKipred). Bei negativen Werten wurde die Bindungsaffinitit zu hoch vorherge-

sagt, wihrend bei positiven Werten die Affinitit zu gering eingeschitzt wurde.

Nr Bez. CA1 CA1 CA1 CAII CAII CA Il CA IV CA 1V CA 1V
PKiact CoMFA  CoMSIA  pK; .t CoMFA CoMSIA pK; gt CoMFA  CoMSIA

7l Ao02 634 20.23 -0.46 8.52 -0.03 0.06 6.90 -0.40 -0.66
190 A04 652 -0.36 -0.50 8.70 0.02 0.19 8.10 0.09 0.24
A0 822 0.87 0.44 8.70 -1.05 0.78 8.30 0.55 0.36
28] A3 6.00 -1.47 173 8.52 -0.55 0.57 7.60 -0.53 111
A16  6.62 0.32 0.18 8.22 0.03 0.01 7.60 0.09 0.26
A17 815 1.34 0.54 8.10 -0.18 0.18 7.82 -0.21 0.24
BOl 570 -0.07 -0.35 8.30 -0.09 0.06 7.96 -0.38 0.20
BO03  6.46 0.56 0.36 8.10 -0.30 -0.04 7.40 -1.05 -0.46
co4 719 0.33 0.41 9.15 0.02 0.71 7.96 0.26 0.77
co05 715 0.54 0.22 8.05 0.01 -0.28 7.72 -0.21 0.02
16| Ccos 692 0.04 -0.03 9.30 0.90 0.92 8.10 0.07 0.22
9| ca11 760 0.94 0.83 8.10 -0.34 0.01 7.89 -0.23 0.34
D02 411 -1.02 -0.66 6.49 -0.04 0.37 5.49 -0.39 -0.57
D04 468 0.51 -0.28 6.80 0.13 -0.31 5.61 -0.55 -0.94
D09  4.68 0.30 0.15 6.41 -0.52 0.08 5.04 118 -0.67
D12 4.60 -0.20 0.78 6.98 0.23 0.42 6.80 0.18 0.03
D16 481 177 -1.44 6.87 -1.40 -0.62 6.75 -0.39 -0.22
6sf D19 505 -0.36 -1.29 7.44 0.04 0.18 7.00 0.23 0.24
D21 510 -1.28 -0.73 7.60 -0.22 -0.81 7.41 0.97 0.15
D29 481 -0.11 -0.68 6.88 -0.08 -0.11 6.77 0.14 0.57
D30 7.27 0.76 1.03 7.92 0.67 0.51 7.44 0.38 0.40
50| D31 735 0.85 0.58 7.96 0.13 0.29 7.48 0.41 0.37
2] D33 6 0.24 -0.44 7.82 -0.15 -0.20 7.21 -0.10 -0.39
o] Eo02 810 1.43 0.98 7.96 0.49 0.38 7.89 0.51 0.34
E03  7.48 0.58 -0.10 7.41 -0.42 -0.44 7.42 -0.45 -0.50
o2l Eo04 730 0.01 -0.19 8.30 0.74 0.55 7.41 -0.39 -0.45

FO08 474 0.18 0.22 7.59 0.03 0.39 7.13 0.32 0.51
Mittelwert 6.29 0.11 0.15 7.86 -0.07 0.00 7.27 -0.08 -0.03
Standardabw.  1.25 0.78 0.69 0.75 0.48 0.44 0.79 0.48 0.49
Maximalwert ~ 8.22 1.43 1.03 9.30 0.90 0.92 8.30 0.97 0.77
Minimalwert 411 177 173 6.41 -1.40 -0.81 5.04 118 111

Wertebereich 4.11 3.20 2.76 2.89 2.30 1.73 3.26 2.15 1.88
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Abb. 4.4: Auftragung der vorhergesagten Affinititen (predicted pKi) gegen die experimentellen Werte

(actual pKi) fir die Verbindungen des Testdatensatzes. Fir die Erstellung der einzelnen

Modelle wurde die Uberlagerung in dem jeweiligen Isoenzym verwendet (CA I, CA II und CA
IV jeweils minimiert in CA I, CA II bzw. CA IV). Bei allen Modellen wurde eine Gitterweite

von 2 A verwendet. Zusitzlich zu der durchgezogenen Linie, die eine perfekte Korrelation

andeutet, markieren die gestrichelten Linien eine Abweichung von einer logarithmischen

Binheit von der idealen Vorhersage. Der ,predictive” r* liegt fiir alle Modelle iiber 0.58, was

eine gute Vorhersagekraft der Modelle widerspiegelt.



4.1 Auswertung von Ligandeninformation mittels 3D-QSAR-Verfahren 64

Die Auswertung der Ergebnisse zeigt, dass die Affinitdten der Testdatensatzverbin-
dungen gut vorhergesagt werden kénnen (,,predictive 12 > 0.5 fiir alle Modelle). Die
grofiten Abweichungen in der Vorhersage der Bindungsaffinitit von mehr als eine loga-
rithmische Einheit wurden fiir CA I bei den Verbindungen [28| (A_13), (A_17),
(D_16), [68] (D_19) und [90] (E_02) beobachtet. Die Affinitét von Verbindung [28 (pK;
CA I = 6.00) wird mit beiden Modellen (CoMFA und CoMSIA) zu hoch bewertet, da
die pK;-Werte fiir die strukturell &hnlichsten Verbindungen des Trainingsdatensatzes
fiir CA 18.70 und 7.48 betragen. Daher wird die Affinitit von Verbindung
mit einem pK; ,.eq von 7.47 (CoMFA) und 7.73 (CoMSIA) zu hoch eingestuft. Die Affi-
nitétsvorhersage fiir Verbindung [65( (pK; CA T = 4.81) weicht iiber eine logarithmische
Einheit vom experimentellen Wert ab, da die Verbindungen des Trainingsdatensatzes
mit strukturell d&hnlichen Substituenten , hohere Bindungsaffinitdten besitzen
(pK; CAT=7.48 bzw. 6.77). Fiir CA II wurde lediglich die Affinitat fiir die Verbindung
(D-16) beim CoMFA-Modell zu hoch eingeschiitzt, und fir die Modelle in CA IV
lagen die Vorhersagen der Bindungsaffinitédten alle im Bereich der allgemein tolerierten

Fehlergrenze (£ 1 logarithmische Einheit).

4.1.4 Erstellung von Selektivitidtsmodellen durch
Differenzbildung der Affinitidten

Wie in Kap. bereits vorgestellt wurde, kdnnen selektivitdtsbestimmende Eigenschaf-
ten von Liganden hinsichtlich zweier Proteine dadurch erhalten werden, indem die Af-
finitéatsdifferenzen dieser Liganden zu den beiden Enzymen berechnet und anschlielend
mit den molekularen Feldern korreliert werden. Mit diesem ,Selektivitdtsmodell* las-
sen sich physikochemische Eigenschaften von Liganden bestimmen, die die Selektivitét
fiir ein Protein erh6hen bzw. erniedrigen. Mit der visuellen Darstellung der Kontur-
diagramme der Selektivitdtsmodelle konnen diese selektivitdtsbestimmenden Bereiche

rdumlich angezeigt werden.
Streuung der Affinititsdifferenzen

Die berechneten Affinitétsdifferenzen fiir die Isoenzyme CA I, CA II und CA IV sind
in Tab. aufgelistet. Fiir das Selektivitdtsmodell von CA I und CA II wurden die
pK;-Werte der Inhibitoren fiir CA II von den pK;-Werten derselben Inhibitoren fiir CA
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I subtrahiert’] Negative Werte zeigen eine stiirkere Affinitit zu CA II, positive Werte
eine hohere Affinitéat zu CA I an. Je hoher der Differenzbetrag ist, desto selektiver wird

ein Isoenzym von dem Liganden gehemmt.

Tab. 4.8: Affinitaten und Affinitdtsdifferenzen der Verbindungen des Datensatzes.

Nr. Grundgerist CAI CAII CAIV CAI-CAII CAI-CAIV CAII-CAI1IV

pKi pKi pKi ApKi ApKi ApKi

6 A01 507 T7.22 6.27 -2.15 -1.20 0.95
A 02 6.3 8.52 6.90 -2.18 -0.56 1.62
A 03 6.52  8.30 7.89 -1.78 -1.37 0.41
A_04 6.52  8.70 8.10 -2.18 -1.58 0.60
20 A05 6.26  7.68 7.25 -1.42 -0.99 0.43
A_06 6.05  7.82 7.00 -1.77 -0.95 0.82
22 A 07 744 822 7.68 -0.78 -0.24 0.54
A_08 8.52 8.2 8.10 0.30 0.42 0.12
24 A_09 6.70  9.40 8.05 -2.70 -1.35 1.35
A10 8.22 870 8.30 -0.48 -0.08 0.40
26 A1l 8.70 10.0 8.52 -1.30 0.18 1.48
A12 748 870 8.05 -1.22 -0.57 0.65
28 A13 6.00  8.52 7.60 -2.52 -1.60 0.92
29| A4 6.68  9.52 8.22 -2.84 -1.54 1.30
A15 6.52  8.15 7.48 -1.63 -0.96 0.67
A16 6.62  8.22 7.60 -1.60 -0.98 0.62
A7 815 810 7.82 0.05 0.33 0.28
A18 6.05  7.92 6.66 -1.87 -0.61 1.26
B_01 570 830 7.96 -2.60 -2.26 0.34
B_02 6.40  8.30 7.77 -1.90 -1.37 0.53
B_03 6.46  8.10 7.40 -1.64 -0.94 0.70
B_04 6.77  8.30 8.00 -1.53 -1.23 0.30
B.05 430  8.05 7.37 -3.75 -3.07 0.68
C.01 726 8.10 7.77 -0.84 -0.51 0.33
C_02 730 815 7.82 -0.85 -0.52 0.33
C_03 774 9.30 8.15 -1.56 -0.41 1.15
42 C_04 7.19 9.15 7.96 -1.96 -0.77 1.19
C_05 715  8.05 7.72 -0.90 -0.57 0.33
C_06 8.00  8.40 7.92 -0.40 0.08 0.48
C.07 789 830 7.72 -0.41 0.17 0.58
46 C_08 6.92  9.30 8.10 -2.38 -1.18 1.20
C_09 7.39 970 8.30 -2.31 -0.91 1.40
C_10 731 9.22 8.15 -1.91 -0.84 1.07
49 C.11 760 810 7.89 -0.50 -0.29 0.21
D_01 4.55  6.52 5.52 -1.97 -0.97 1.00
D_02 4.11 6.49 5.49 -2.38 -1.38 1.00
D_03 4.60  6.77 5.55 -2.17 -0.95 1.22
D_04 4.68 6.80 5.61 -2.12 -0.93 1.19
D_05 474 6.96 6.35 -2.22 -1.61 0.61
D_06 482  6.91 6.76 -2.09 -1.94 0.15
D_07 3.86  5.30 4.61 -1.44 -0.75 0.69
D_08 4.10 6.26 4.35 -2.16 -0.25 1.91

(Fortsetzung nichste Seite)

5Denkbar wire auch die Bildung des Quotienten der K;-Werte fiir die Erstellung der Selektivitits-

modelle heranzuziehen
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(Fortsetzung Tab. |4.8))
Nr. Grundgerist CAI CAII CAIV CAI-CAII CAI-CAIV CAII-CAI1IV

pKi pKi pKi ApKi ApKi ApKi
D_09 4.68 6.41 5.04 -1.73 -0.36 1.37
D_10 4.82 6.27 4.96 -1.45 -0.14 1.31
D_11 4.82 6.26 4.96 -1.44 -0.14 1.30
D_12 4.60 6.98 6.80 -2.38 -2.20 0.18
D_13 4.94 7.21 6.99 -2.27 -2.05 0.22
D_14 4.80 6.85 6.78 -2.05 -1.98 0.07
D_15 5.67 7.10 6.85 -1.43 -1.18 0.25
D_16 4.81 6.87 6.75 -2.06 -1.94 0.12
D_17 4.82 7.32 6.85 -2.50 -2.03 0.47
D_18 6.20 7.96 7.52 -1.76 -1.32 0.44
D_19 5.05 7.44 7.00 -2.39 -1.95 0.44
D_20 6.16 7.92 6.81 -1.76 -0.65 1.11
D_21 5.10 7.60 7.41 -2.50 -2.31 0.19
D_22 5.22 7.70 7.52 -2.48 -2.30 0.18
D_23 7.38 8.22 7.30 -0.84 0.08 0.92
D_24 6.05 8.00 6.39 -1.95 -0.34 1.61
D_25 5.90 7.30 6.40 -1.40 -0.50 0.90
D_26 4.82 6.92 6.82 -2.10 -2.00 0.10
D_27 6.26 8.15 7.40 -1.89 -1.14 0.75
D_28 5.69 7.70 6.92 -2.01 -1.23 0.78
D_29 4.81 6.88 6.77 -2.07 -1.96 0.11
D_30 7.27 7.92 7.44 -0.65 -0.17 0.48
D_31 7.35 7.96 7.48 -0.61 -0.13 0.48
D_32 7.01 7.92 7.26 -0.91 -0.25 0.66
D_33 6.94 7.82 7.21 -0.88 -0.27 0.61
D_34 7.27 7.82 7.49 -0.55 -0.22 0.33
D_35 7.52 8.22 7.89 -0.70 -0.37 0.33
D_36 6.90 7.38 7.12 -0.48 -0.22 0.26
D_37 7.04 7.48 7.25 -0.44 -0.21 0.23
D_38 7.46 8.15 7.74 -0.69 -0.28 0.41
D_39 7.33 7.96 7.62 -0.63 -0.29 0.34
E_01 8.15 8.10 8.00 0.05 0.15 0.10
E_02 8.10 7.96 7.89 0.14 0.21 0.07
E_03 7.48 7.41 7.42 0.07 0.06 -0.01
E_04 7.30 8.30 7.41 -1.00 -0.11 0.89
E_05 7.68 7.80 7.77 -0.12 -0.09 0.03
E_06 7.49 7.46 7.52 0.030 -0.03 -0.06
F_ 01 4.64 6.82 6.68 -2.18 -2.04 0.14
F_02 4.70 7.52 7.80 -2.82 -3.10 -0.28
F_03 5.74 7.82 7.57 -2.08 -1.83 0.25
F_04 5.80 8.05 7.68 -2.25 -1.88 0.37
F_05 4.92 7.40 6.54 -2.48 -1.62 0.86
F_06 4.29 7.15 6.90 -2.86 -2.61 0.25
F_07 4.24 8.05 7.15 -3.81 -2.91 0.90
F_08 4.74 7.59 7.13 -2.85 -2.39 0.46
Mittelwert 6.21 7.81 7.19 -1.60 -0.98 0.62
Standardabweichung 1.27 0.84 0.88 0.89 0.86 0.46
Maximalwert 8.70 10.00 8.52 0.30 0.43 1.91
Minimalwert 3.86 5.30 4.35 -3.80 -3.10 -0.28

Wertebereich 4.84 4.70 4.18 4.10 3.52 2.19
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Fiir die Erstellung signifikanter Selektivitdtsmodelle sollte der Wertebereich der Affi-
nitéitsdifferenzen ebenfalls mindestens iiber drei logarithmische Einheiten streuen. Fiir
die Selektivitatsmodelle CA T - CA II (4.10) beziehungsweise CA I - CA IV (3.52) ist
diese Voraussetzung erfiillt. Bei dem Selektivitdtsmodell von CA 1T - CA 1V betréagt der
Wertebereich lediglich 2.19, das heifit, es sind keine selektiven Inhibitoren im Datensatz
vorhanden, die eines der beiden [soenzyme um mindestens drei Zehnerpotenzen stérker
hemmen koénnen. Mit aller Voraussicht nach wird ein solches Selektivitatsmodell bei ei-
nem so geringen Wertebereich statistisch kaum signifikant und aussagekréiftig sein im

Vergleich zu einem Modell, dessen Erstellung auf einem gréfferen Wertebereich beruht.

Ein kritischer Punkt bei der Ableitung der Selektivititsmodelle ist des Weiteren,
dass die Verbindungen des Datensatzes vornehmlich CA II stdrker hemmen als CA 1
beziehungsweise CA IV. Es gibt kaum Beispiele fiir Liganden, die CA I oder CA IV
starker inhibieren. In den wenigen Féllen, in denen dies gegeben ist, fillt die Affini-
tatsdifferenz sehr klein aus (ApK; zugunsten CA I 0.30 bzw. 0.28 zugunsten CA IV).
Es wird dadurch schwierig werden, nur durch Auswertung von Ligandeninformationen,
Verbindungen vorzuschlagen, die CA I und CA IV um zwei bis drei Gréflenordnun-
gen stiarker hemmen als CA II. Die Selektivitdtsmodelle kénnen aber dennoch wert-
volle Hinweise auf relevante physikochemische und strukturelle Eigenschaften liefern,
die beispielsweise die Selektivitdt hinsichtlich CA II zu steigern vermogen. Um jedoch
die ,,Selektivitat® im Hinblick auf die beiden anderen Isoenzyme CA I und CA IV zu
steigern, miissen Eigenschaften ausgewéhlt werden, deren Einfluss auf die Selektivitéit
orthogonal zu den Affinitéts-steigernden Kriterien fiir CA II sind. Die Thienothiopy-
ransulfonamide [34] - (Tab. und zeigen die groBte Diskriminierung in den
Affinitatswerten zwischen CA I und CA II. So betrdgt zum Beispiel die Affinitéatsdif-
ferenz fiir Verbindung fast vier logarithmische Einheiten (ApK; = -3.75). Auffillig
ist, dass die Einfiihrung von Substituenten am Stickstoffatom der Ethylaminoseiten-
kette eine Affinitédtssteigerung zugunsten von CA I um zwei Zehnerpotenzen bewirkt.
Verglichen mit Verbindung erhoht sich bei Verbindung der pK;-Wert fiir CA 1
von 4.30 auf 6.46, wihrend sich fiir CA II die Bindungsaffinitdt nicht dndert (pK; =
8.05 bzw 8.10). Diese Beobachtung wird ausfiihrlich in Kap. diskutiert.

Auswirkungen der Uberlagerungen auf die Selektivititsmodelle

In den folgenden Abschnitten werden die selektivitdtsbestimmenden Bereiche fiir CA
I und CA II néher beschrieben. In Tab. [£.9]sind die statistischen Werte der PLS-Analyse

aufgelistet, die fiir die jeweiligen Selektivitdtsmodelle erhalten wurden.
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Tab. 4.9: Ergebnisse der PLS-Analyse der Selektivitdtsmodelle.

Minimierung in der Bindetasche von CA I (Selektivitdtsmodelle)

CAI-CAII CAI-CAIV CAIl-CAIV
CoMFA  CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA
q? 0.555 0.441 0.406 0.253 0.062 0.102
SPRESS 0.607 0.683 0.682 0.756 0.447 0.438
r? 0.832 0.842 0.849 0.683 0.318 0.340
S 0.373 0.364 0.344 0.492 0.381 0.375
F 136.5 109.1 115.2 90.5 39.6 43.7
Komponenten 3 4 4 2 1 1
Minimierung in der Bindetasche von CA II (Selektivititsmodelle)
CAI-CAII CAI-CAIV CAIl-CAIV
CoMFA  CoMSIA CoMFA  CoMSIA CoMFA CoMSIA
q? 0.460 0.392 0.391 0.341 0.281 0.296
SPRESS 0.668 0.705 0.691 0.710 0.401 0.395
r? 0.804 0.639 0.828 0.662 0.821 0.787
S 0.403 0.543 0.367 0.508 0.200 0.217
F 113.3 74.3 98.4 82.3 74.3 75.9
Komponenten 3 2 4 2 5 4
Minimierung in der Bindetasche von CA IV (Selektivititsmodelle)
CAI-CAII CAI-CAIV CAIl-CAIV
CoMFA  CoMSIA CoMFA  CoMSIA CoMFA CoMSIA
q? 0.312 0.470 0.250 0.427 0.263 0.011
SPRESS 0.754 0.666 0.762 0.682 0.403 0.459
r? 0.754 0.869 0.751 0.954 0.826 0.308
S 0.451 0.331 0.439 0.193 0.196 0.384
F 84.8 135.7 83.6 235.9 97.3 87.9
Komponenten 3 4 3 7 4 1
Gitterweite 2 A

Es wurden hier jeweils Selektivitdtsmodelle (CA 1- CA I, CAI- CA IV, CAII -
CA TV) fiir die in CA I, CA II und CA IV berechneten Uberlagerungen erstellt. Ein
Vergleich der Ergebnisse fiir die verschiedenen Uberlagerungsmodelle zeigt, dass fiir die
in CA II erzielte Uberlagerung alle Selektivititsmodelle annéhernd die gleiche statisti-
sche Signifikanz besitzen (q?-Werte zwischen 0.414 und 0.281). Unter Verwendung der
Uberlagerung aus CA I wurde ein gutes CoMFA-Modell fiir CA I- CA II erhalten, wih-
rend kein signifikantes Modell fiir CA 1T und CA IV erstellt werden konnte (q*-Werte
0.063 bzw. 0.104). Diese Beobachtung ist wahrscheinlich auf die hohe Datenkorrelation
zwischen CA II und CA IV und dem geringen Wertebereich der Affinitatsdifferenzen
zwischen beiden Isoenzymen zuriickzufiihren, der unter drei logarithmischen Einheiten
liegt (Tab. . Fiir das Uberlagerungsmodell aus CA II konnten jedoch fiir CA II -
CA 1V Selektivitdtsmodelle erhalten werden, die sich an der unteren Signifikanzgrenze
von % = 0.3 befinden (CoMFA q? = 0.281 bzw. CoMSIA 0.296). Wihlt man den q*-
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Wert als Giitekriterium wurde das beste Selektivitatsmodell fiir CA I - CA II mit dem
CoMFA-Ansatz und der Uberlagerung in CA I erhalten (q> = 0.555).

Graphische Interpretation der Selektivitidtsmodelle

Durch Auswertung der aus den Selektivitdtsmodellen erhaltenen Feldern (sterisch,
elektrostatisch, hydrophob, Donor, Akzeptor) kénnen diejenigen physikochemischen Ei-
genschaften ermittelt werden, die fiir eine selektive Hemmung entscheidend sind. An-
hand einer graphischen Auswertung der Beitrdge der einzelnen Koeffizienten kénnen
fiir jede Eigenschaft die selektivitdtsbestimmenden Bereiche hervorgehoben werden. Im
Folgenden soll exemplarisch nur auf die Selektivitdtsmodelle eingegangen werden, bei
denen sich die abzeichnenden selektivitdtsbestimmenden Bereiche direkt mit Eigen-

schaften in der Proteinbindetasche in Bezug setzen lassen.

In Abb. sind die Konturdiagramme der sterischen Eigenschaften des CoMFA-
Selektivitdtsmodells von CA T - CA II dargestellt (minimiert in CA I, g*> = 0.555).
Gelb konturierte Bereiche deuten Regionen an, in deren Nachbarschaft eine Besetzung
mit sterisch anspruchsvollen Gruppen eine Erhéhung der Selektivitédt hinsichtlich CA
IT bewirkt, wihrend die Besetzung in der Ndhe der griin konturierten Bereiche die Se-
lektivitéat fiir CA T erhoht. Diese Konturdiagramme lassen sich direkt auf die sterischen
Gegebenheiten der Bindetaschen beider Isoenzyme iibertragen. In der Ndhe der gelben
markierten CA Il-selektiven Regionen befinden sich in CA I sterisch anspruchsvolle
Aminoséuren (His200, Tyr204, Phe91, Abb. oben links). Falls Inhibitoren mit
zunehmend sterisch anspruchvollen Gruppen in der Néhe dieser gelb markierten Berei-
chen platziert werden, erreichen sie steigende CA II-Selektivitéit, da umgekehrt in CA
I diese Gruppen ungiinstige sterische Wechselwirkungen mit dem Protein hervorrufen.
In CA II hingegen werden solche sterischen Abstofiungen durch die dort befindlichen
kleineren Aminoséureseitenketten (Thr200, Leu204, I1e91) vermieden. Weiterhin be-
findet sich in CA II an Position 131 ein Phenylalanin (Phel31), wihrend in CA I dieser
Bereich der Bindetasche etwas weiter gedffnet ist (Leu131). Demnach sollte die Beset-
zung mit sterisch anspruchsvollen Gruppen nahe diesem griin konturierten Bereich die
Selektivitdt im Hinblick auf CA I erhohen, da diese Reste der Inhibitoren mit der volu-
mindseren Seitenkette von Phel31 in CA II kollidieren wiirden. So gehért Verbindung
zu den affinsten CA I-Inhibitoren (pK; CA I = 8.15, pK; CA II = 8.10), da diese
Verbindung mit zwei Phenylringen die groflere Bindetasche in CA T optimal ausfiillt
(Abb. oben rechts). Die Affinitét fiir CA II ist nahezu gleich groB, aber verglichen
mit Verbindung (pK; CA I = 6.05, pK; CA II = 7.82), die nur einen Phenylring
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besitzt, scheint der Einflul eines zusétzlichen aromatischen Ringes auf die Bindungs-
affinitét in CA II geringer auszufallen als in CA I. Die groie Affinitétsdifferenz der
Verbindung [38| zwischen CA I und CA II (ApK; = -3.75) kann unter anderem dadurch
erkldrt werden, dass die Ethylaminogruppe sterisch ungiinstige Wechselwirkungen zu
His200 in CA I aufbauen muss, wihrend in CA II eine zusétzliche Wasserstoftbriicke
zu dem Sauerstoffatom von Thr200 gebildet werden kann (Abb. unten links). Fer-
ner zeigt Verbindung [24] ebenfalls eine groBie Affinitatsdifferenz zwischen CA I und CA
IT (ApK; = -2.70), da der pentafluorierte aromatische Rest dieser Verbindung in eine
hydrophobe Tasche zeigt, die in CA I durch das voluminésere Tyr204 (CA II: Leu204)
eingeengt ist. Die Besetzung mit sterisch anspruchsvollen Gruppen in diesem Bereich
sollte demnach die Selektivitit im Hinblick auf CA II erhdhen (Abb. [4.5 unten rechts).
Die Wechselwirkungen der Thienothiopyransulfonamide werden unter Beriicksichtigung
weiterer physikochemischer Eigenschaften in Kap. ausfithrlich beschrieben.

Es muss betont werden, dass diese Interpretation aus einer reinen Liganden-
basierten Analyse erhalten wurde, Proteininformationen sind nur in Form der Af-
finitdtsdaten beriicksichtigt worden. Dennoch kénnen mit einem so erhaltenen Modell
Aussagen iiber die Gegebenheiten in der umgebenden Bindetasche abgeleitet werden.
Die Auswertung der mit dem CoMSIA-Ansatz (q* = 0.429, minimiert in CA I) er-
haltenen sterischen Selektivitétsfelder fiir CA I und CA II fithren zu sehr dhnlichen
Beobachtungen, wie sie in Abb. fiir das CoMFA-Modell dargestellt wurden.

Zusétzlich zu den Beitrdgen der sterischen und elektrostatischen Selektivitatsfeldern
konnen mit CoMSIA selektive Bereiche hervorgehoben werden, die durch hydropho-
be, Donor- und Akzeptoreigenschaften verursacht werden. Die erzeugten Donor- und
Akzeptorfelder beschreiben Regionen auf der Proteinseite, die zu einer Steigerung oder
Erniedrigung der Affinitdt beziehungsweise Selektivitét fithren. So zeigen Akzeptorfel-
der Bereiche an, bei denen Donorgruppen des Proteins zu einer Erhohung der Affinitat
beitragen, wihrend Donorfelder Regionen beschreiben, bei denen Akzeptorgruppen
auf Proteinseite die Affinitat erhohen. Bei der Erstellung der Donor- und Akzeptorfel-
der suggerieren die Donoreigenschaften des Liganden Akzeptoreigenschaften im Protein
bzw. Akzeptoreigenschaften des Liganden verlangen Donoreigenschaften im Protein. In
Abb. sind die Konturdiagramme fiir die Akzeptoreigenschaften der Liganden aufge-
tragen, die beziiglich der Selektivitiat zu CA I (blau) bzw. CA II (rot) diskriminierend
sind. Donoreigenschaften des Proteins in unmittelbarer Nahe der CA Il-selektiven rot

markierten Bereiche sollten die Selektivitédt hinsichtlich CA II erhchen, wahrend Ak-
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zeptoreigenschaften des Proteins an diesen Positionen die Selektivitét fiir CA I erhéhen

sollten.

Ein fiir CA II selektiver rot markierter Bereich befindet sich in unmittelbarer Néhe
von GIn92, das sowohl in CA I wie CA II an dieser Stelle zu finden ist. Eine Donor-
gruppe auf Proteinseite sollte an dieser Position die Selektivitat fiir CA II erhéhen.
Eine genauere Betrachtung der Ausrichtung der terminalen Amidgruppe von GIn92 in
CA T und CA II zeigt, dass GIn92 in beiden Isoenzymen offensichtlich unterschied-
liche Konformationen ausbildet. In beiden Enzymen geht der Carbonylsauerstoft der
Seitenkette von GIn92 mit His94 eine Wasserstoffbriickd’] ein. In CA I bildet die ter-
minale Aminogruppe von GIn92 mit dem Sauerstoffatom der Seitenkette von Asn69
eine weitere H-Briicke. Asn69 wiederum vermittelt iiber das Stickstoffatom seiner ter-
minalen Amidgruppe eine Wechselwirkung zu Glu58. In CA II hingegen geht das
amidische Stickstoffatom der Seitenkette von GIn92 keine H-Briicke mit angrenzenden
Aminoséuren ein, da das benachbarte Glu69 durch zwei H-Briicken zu Arg58 bereits
abgeséttigt ist. Dieses unterschiedliche Wasserstoftbriickennetzwerk in CA T und CA 11
ist unter anderem dafiir verantwortlich, dass GIn92 in CA I und CA II zwei unterschied-
liche Konformationen ausbildet. Da die Donorfunktion der Seitenkette von GIn92 in
CA 1II keine Wechselwirkung mit benachbarten Aminosduren aufbaut, kann es mit vom
Liganden préisentierten Akzeptorgruppen interagieren, wiahrend dies bei CA I wegen
der Einbindung dieser Gruppe in das Netzwerk nicht moglich ist. Diese Beobachtung
steht im Einklang mit den Ergebnissen des abgeleiteten Selektivitdtsmodells, das eine
Donorgruppe auf Proteinseite (Aminogruppe von GIn92) verlangt, um die Selektivi-
tat fiir CA II zu erhdhen. Liganden mit Akzeptorgruppen in unmittelbarer Ndahe der
Aminogruppe von GIn92 sollten demnach CA II-selektiv sein. (Abb. [4.6).

Sim folgenden H-Briicke
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Abb. 4.5: Selektivititsdiskriminierende Bereiche aufgrund sterischer Eigenschaften fir CA I (grin,
Konturlevel: 0.026) und CA II (gelb, Konturlevel: -0.014), die durch das CoMFA-Modell
erhalten wurden (minimiert in CA I, Gitterweite 2 A ). Gelb konturierte Bereiche zeigen
Regionen, deren benachbarte Besetzung mit sterisch anspruchsvollen Gruppen eine Erhd-
hung der Selektivitdt hinsichtlich CA II bewirkt, wihrend eine Besetzung in der Ndihe der
grin konturierten Bereiche die Selektivitit fiir CA I steigert. In der Nihe der gelb markier-
ten CA Il-selektiven Regionen befinden sich in CA I sterisch anspruchsvollere Aminosduren
(His200, Tyr204, Phe91) als in CA II (Thr200, Leu204, Leul31) (oben links). Ein CA I-
selektiver Bereich wird in der Nachbarschaft zur Position 131 beobachtet: dieser Bereich
der Bindetasche wird in CA II durch Phe131 (CA I: Leul31) eingeengt, so dass sterisch
anspruchsvollere Reste der Inhibitoren (z.B. @) in CA II ungiinstige Wechselwirkungen
mit Phel31 eingehen miissen, die der Bindungsaffinitit abtriglich sind (oben rechts). Die
Verbindungen [3§ (unten links) und[24) (unten rechts) sind CA Il-selektiv, da die Substituen-
ten dieser Verbindungen ungiinstige Wechselwirkungen mit Aminosduren in CA I aufbauen
massen (His200, Tyr204), wihrend sich in CA II an diesen Positionen Aminosduren mit
sterisch weniger anspruchsvollen Seitenketten befinden (Thr200, Leu204). Die Bindungsaf-
finititen der Verbindungen fir CA I und CA II sind: (pK; CA I = 8.15 pK; CA Il =
8.10),[38 (pK; CA I = 4.30, pK; CA II = 8.05),[24] (pK; CA I = 6.70, pK; CA II = 9.40).
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Abb. 4.6: Selektivititsmodell fiir die Akzeptoreigenschaft in den Liganden. Rot markierte Bereiche
(Konturlevel: -0.0018) stellen CA Il-selektive Bereiche dar, blau markierte Regionen (Kon-
turlevel: 0.027) CA I-selektive (minimiert in CA I, Gitterweite 1 A). Die Akzeptorfelder
deuten an, dass Donoreigenschaften auf Proteinseite die Selektivitit erhéhen sollten. In CA
11 zeigt GIn92 mit seiner terminalen Aminogruppe in die Bindetasche, wogegen in CA I diese
Aminogruppe eine H-Briicke mit Asn69 eingeht. Somit steht in CA I die terminale Amino-
gruppe von GIn92 fiir keine Wechselwirkung mit einem potentiellen Liganden zur Verfigung.
Asn69 wiederum bildet eine H-Briicke zu Glu58 (oben). In CA II zeigt die Aminofunktion
von GIn92 in die Bindetasche und kann mit Liganden-Akzeptorgruppen (hier ist Dorzola-
mid dargestellt) interagieren, da das benachbarte Glu69 in CA II durch zwei H-Briicken mit
Argh8 abgesdttigt ist.
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Die unterschiedlichen Konformationen von GIn92 in CA T und CA II wurden in allen
iiberlagerten Kristallstrukturen von CA T und CA II beobachtet. Offensichtlich indu-
ziert in keinem der bisher bekannten Protein-Ligand-Komplexe der gebundene Ligand
eine andere Ausrichtung des Wasserstoftbriickennetzwerkes. Lediglich Arg58 in CA 11
zeigt aufgrund seiner zum Losungsmittel gerichteten Position unterschiedliche Kon-
formationen, fixiert aber zumindest iiber eine H-Briicke Glu69. In Tab. sind die
beobachteten Absténde zwischen den einzelnen Atomen aufgefiihrt, die in CA T und
CA II am Wasserstoffbriickennetzwerk beteiligt sind. Fiir CA I und CA II wurden die
Absténde jeweils fiir eine Komplex-Struktur (CA I: PDB-Code lazm, Auflésung 2.0 A;
CA II: 1cil, 1.6 A) und fiir eine Apo-Struktur (CA I: 2cab, 2.0 A; CA II: 2cba, 1.54 A)

ermittelt.

Tab. 4.10: Abstinde der Atome, die am Wasserstoffbriickennetzwerk in CA I und CA II beteiligt sind.

CA1 Atomtyp Abstand (2cab) Abstand (lazm)
His94 - GIn92 ND1 - OE1 2.7 A 2.8 A
GIn92 - Asn69 NEI1 - OD1 3.1A 3.2 A
Asn69 - Glus8 ND2 - OE1l 3.5 A 3.6 A

CAII Atomtyp Abstand (2cba) Abstand (1cil)
His94 - GIn92 ND1 - OE1 2.7 A 2.8 A
Glu69 - Argh8 OE2 - NH2 3.1A 3.0 A
Glu69 - Argh8 OEl - NE 2.7 A 2.7 A
Glu69 - Argh8 OE1 - NH2 3.1 A 3.2 A

Die statistische Auswertung der Selektivitdtsmodelle fiir CA II - CA IV ergab, dass
keine aussagekriftigen Modelle fiir die Uberlagerungen in CA T und CA IV erhalten
werden konnten (Tab. [4.9)). Dies ist hauptsichlich auf die hohe Datenkorrelation (r =
0.86) und die relativ geringe Streuung der Affinitétsdifferenzen (2.2 ApK;-Einheiten)
zwischen den beiden Isoenzymen zuriickzufithren. Nur fiir die Minimierung in CA 1II
konnten Selektivitdtsmodelle erhalten werden, die nahe an der unteren Signifikanzgren-
ze von q? = 0.3 liegen (q*> = 0.281 bzw. 0.296 fiir CoMFA und CoMSIA). Bei einer
Auswertung der Konturdiagramme des CoMSIA-Modells fiir hydrophobe und Donor-
eigenschaften konnten zumindest Hinweise auf selektivitdtsdiskriminierende Bereiche
erhalten werden. Das hydrophobe Selektivititsmodells (Abb. zeigt einen CA

[I-selektiven Bereich in der Bindetasche, der in CA II von hydrophoben Aminoséuren
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umgeben ist (Leul98, Leu204, Cys206, Vall35, Phel31). Liganden mit hydro-
phoben Resten in diesem Bereich sollten dementsprechend die Selektivitéit hinsichtlich
CA 1II erhéhen. Ubereinstimmend mit dem Modell weist CA IV in diesem Bereich hy-
drophile Aminoséuren auf (Asp204, Lys206, Asp136, Glu140, Glu123). Die Ami-
nosduren an Position 131 und 135 sind in CA IV in einer Schleife verankert, die aus
der Bindetasche hinaus zeigt und zum Losungsmittel hin gerichtet ist. Bei der Entwick-
lung von Inhibitoren mit bevorzugter Selektivitit gegeniiber CA IV sollten demzufolge
funktionelle Gruppen mit hydrophilen Eigenschaften zur Wechselwirkung in dieser Re-
gion gewihlt werden. Hydrophobe Reste sollten in diesem Bereich fiir CA IV-selektive
Inhibitoren vermieden werden. Dies spiegelt sich bei Derivaten wider, die insbesonde-
re aromatische Ringe beziehungsweise aliphatische Seitenketten, die mit Fluoratomen
substituiert sind, in diese Region platzieren und fiir die die Affinitét gegeniiber CA 11
drastisch ansteigt, wihrend die Bindungsaffinitét bezogen auf CA IV weitgehend kon-
stant bleibt. Der Einfluss dieser elektronenziehenden Substituenten wird in Kap.

naher beschrieben.

Bei der Auswertung der Donoreigenschaften konnten selektive Bereiche fiir CA
IV in der Néhe von Asp204 ermittelt werden. Liganden mit einer Donorfunktion in
diesem Bereich sollten die Selektivitdt im Hinblick auf CA IV erhohen, da diese mit
den Akzeptorgruppen von Asp204 giinstige Wechselwirkungen eingehen kénnen.

Da die statistischen Parameter dieses Selektivitdtsmodells fiir CA IT und CA TV sich
aber an der unteren Signifikanzgrenze befinden, sind die aufgefundenen Selektivitéts-
diskriminierenden Hinweise kritisch zu bewerten. Eine detaillierte Auswertung wiirde
nur ein Datensatz erlauben, dessen Affinitatsdifferenzen zwischen den Isoformen iiber
mindestens drei logarithmische Einheiten streuen, und dabei eine geringe interne Da-
tenkorrelation aufweist wodurch Modelle produziert werden, deren statistische Aussa-

gekraft deutlich iiber der unteren Signifikanzgrenze von q? = 0.3 liegen.
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Abb. 4.7: Hydrophobes Selektivititsmodell fiir CA II - CA IV. Aus Grinden der Ubersicht sind nur
CA II-selektive Bereiche dargestellt (gelb). CA II selektive hydrophobe Bereiche werden in
CA II von hydrophoben Aminosdiuren umgeben (Leul98, Leu204, Cys206, Vall35, Phel31),
wahrend sich in CA IV in diesem Bereich grofitenteils hydrophile Aminosduren befinden
(Leu198, Asp204, Lys206, Glul35, Asp136, Glul40, Glu123). Die Aminosdiuren an Posi-
tion 131 und 135 befinden sich in CA IV auf einer Schleife, die zum Ldsungsmittel hin

ausgerichtet ist.
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4.1.5 Generierung von Selektivitdtsmodellen durch

Kombination von Einzelmodellen

Neben den Selektivitdtsmodellen, die durch Differenzbildung der gemessenen Affini-
taten erhalten wurden, wurde in einem zweiten methodisch alternativen Ansatz zur
Bestimmung der selektivitatsdiskriminierenden Bereiche die Differenz der QSAR-
Koeffizienten der zuvor erstellten Einzelmodellen verwendet (siche Kap. [2.2)). Bei
diesem Ansatz werden jeweils fiir eine Uberlagerung Einzelmodelle beziiglich CA I, CA
IT und CA IV erstellt. Durch Differenzbildung der Koeffizienten werden sogenannte
»Selektivitdtskoeffizienten® fiir jede physikochemische Eigenschaft (sterisch, elektrosta-
tisch, hydrophob, Donor, Akzeptor) berechnet. Durch Visualisierung dieser selektivi-
tatsbestimmenden Eigenschaften konnen ebenfalls Riickschliisse auf Bindetaschenberei-
che gezogen werden, die entscheidend fiir die Selektivitéit hinsichtlich eines bestimmten

Enzyms sind.

In Abb. sind die Konturdiagramme der Selektivitdtsmodelle dargestellt, die mit
den Methoden der Differenzbildung der Affinitéten (links) und mit der Differenzbil-
dung der Koeffizienten (rechts) erhalten wurden. Ein Vergleich der Konturdiagramme
zeigt, dass sich mit beiden methodisch unterschiedlichen Ansétzen qualitativ sehr ahn-
liche Selektivitéitsmodelle ergeben. Beide Ansétze verwenden die gleiche Uberlagerung
(in CA I). Nur der ,Zeitpunkt“ der Differenzbildung unterscheidet sich bei beiden An-
siatzen. Bei der Differenzbildung der Affinitdten wurde zunéchst die Differenz der
Affinitdten gebildet und im Anschluss daran eine PLS-Analyse durchgefiihrt, bei der
die Affinitatsdifferenzen mit den physikochemischen Eigenschaften der Verbindungen
korreliert wurden. Bei der Differenzbildung der Koeffizienten wurde zunéchst fiir
jedes Enzym ein Einzelmodell erstellt, um anschlieBend durch eine Differenzbildung
der Koeffizienten Selektivitdtsmodelle zu erhalten. Mit beiden Ansétzen konnten fiir
sterische und Akzeptoreigenschaften dhnliche Bereiche in der Bindetasche bestimmt
werden, die entscheidend fiir die Selektivitédtsdiskriminierung bei der Ligandenbindung
sind. Ein Vorteil der Differenzbildung der Koeffizienten konnte darin liegen, dass zwei
unterschiedliche Uberlagerungen fiir die Berechnung der Selektivititsmodelle herange-
zogen werden konnen (unter Beibehaltung der gleichen Gitterparameter), wahrend fiir
die Differenzbildung der Affinitdten sinnvollerweise nur von dem gleichen Alignment
ausgegangen werden kann. Die Beriicksichtigung von zwei unterschiedlichen Uberla-
gerungen macht jedoch nur Sinn, wenn zusétzlich auch Proteininformationen in die

Modelle und die Koeffizienten auf den einzelnen Gitterpunkten mit einflieBen |Gohl-
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2002]. Bei der Beschréinkung auf reine Ligandeninformation wiirden bei Verwen-
dung von zwei unterschiedlichen Uberlagerungen vornehmlich konformelle Unterschiede
der Liganden und ihre relativen Uberlagerungsunterschiede in den einzelnen Bindeta-
schen der Modelle ausgewertet und die bestehenden Selektivitédtsdifferenzen in einer
nur schwer abzutrennenden Weise iiberdecken. Im néchsten Kapitel wird die selektive
Bindung von ausgewéhlten Inhibitoren in CA T und CA II diskutiert und untersucht, in-

wieweit sich ihr Bindungsverhalten mit den berechneten Selektivitatsmodellen erkléren
laBt.

d

Abb. 4.8: Vergleich der Konturdiagramme, die mit der Differenzbildung der Affinititen (links) bezie-
hungsweise mit der Differenzbildung der Koeffizienten erhalten wurden (rechts). Die Kon-
turniveaus und Gitterweiten entsprechen denen in Abb. [{.5 und[{.6l Die Konturdiagramme
zeigen, dass mit zwei unterschiedlichen Ansdtzen sehr dhnliche Ergebnisse erhalten wur-
den. Fiir die Erstellung der Modelle wurde die gleiche Uberlagerung verwendet (minimiert
in CA 1), lediglich die Differenzbildung wird an unterschiedlichen Stellen der Auswertung

vorgenommen.
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4.1.6 Auswertung und Diskussion der Selektivitidtsmodelle

Bei der Auswertung der Selektivitdtsmodelle wurde das CA I - CA II Beispiel genauer
untersucht, da zum einen die statistischen Parameter eine Auswertung rechtfertigen,
und zum anderen durch die Interpretation der Konturdiagramme Riickschliisse auf die
physikochemischen Eigenschaften in der Bindetasche gezogen werden konnten. Die Inhi-
bitoren[24] (A_09, ApK; = -2.70),[29] (A_14, ApK; = -2.84) und [38] (B_05, Dorzolamid,
ApK; = -3.75) weisen die grofite Affinitatsdifferenz zugunsten CA II auf. Des Weiteren
zeigt die Verbindung |36[ (B_03, ApK; = -1.64) im Vergleich zur Verbindung 38| gegen-
iitber CA I eine Affinitatssteigerung, wahrend fiir CA II die Bindungsaffinitéit konstant
bleibt (siehe Tab. [£.2] und Tab. [4.§)). Verbindung [36] ist im Gegensatz zu Dorzolamid
(38 am Stickstoffatom des Ethylaminorestes substituiert.

Ein Vergleich der Bindungsmodi von Dorzolamid in CA I und CA II zeigt,
dass der Sulfonamidanker des Thienothiopyran-Grundgeriistes in beiden Isoenzymen
an das Zinkion koordiniert und entscheidende H-Briicken mit Thr199 eingeht. Ein Un-
terschied ist in der Wechselwirkung mit Thr200 (CA II) bezichungsweise His200 (CA
I) und GIn92 zu beobachten. In CA II geht das Stickstoffatom des Ethylaminorestes
eine H-Briicke mit Thr200 ein (Abb. unten). In CA I hingegen kommt es zu ei-
ner sterischen AbstoBung zwischen dem Ethylaminosubstituenten von Dorzolamid und
His200 (4.9} oben). Des Weiteren kann keine H-Briicke zwischen His200 und dem Stick-
stoffatom des Ethylenaminorestes ausgebildet werden. Diese Beobachtungen stehen im
Einklang mit den Selektivitétsmodellen fiir die sterischen Eigenschaften (Abb. [1.5)), da
Inhibitoren mit sterisch anspruchsvollen Resten in der Ndhe von His200/Thr200 die
Selektivitéat fiir CA II erhohen sollten. CA I-selektive Verbindungen sollten in dieser
Region keine sterisch anspruchsvolle Substituenten besitzen, um ungiinstige van-der-
Waals-Wechselwirkungen mit His200 zu vermeiden. Die zyklische Sulfongruppe erhcht
des Weiteren die Selektivitit fiir CA II, da ein Sauerstoffatom als Akzeptor eine H-
Briicke mit der terminalen NHy-Amidgruppe der Seitenkette von GIn92 eingehen kann.
Dies steht ebenfalls im Einklang mit den Selektivitdtsmodellen, die fiir die Akzep-
toreigenschaft erhalten wurden. An dieser Position wirken sich Akzeptorgruppen von
Liganden beziehungsweise Donorgruppen auf Proteinseite giinstig auf eine Selektivitét
fiir CA II aus, da in CA I die NHy-Funktion der terminalen Amidgruppe der GIn92-
Seitenkette iiber ein H-Briicken-Netzwerk mit Asn69 fixiert ist und keine Wechselwir-
kung mit Liganden-Akzeptorgruppen eingehen kann (Abb. oben). Verbindung
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besitzt ebenfalls eine Akzeptorgruppe, die mit GIn92 in CA II eine H-Briicke bilden

kann.

Die Auswertung des Selektivitdtsmodells fiir CA II und CA 1V fiir die hydrophoben
Eigenschaften deutete an, dass hydrophobe Seitenketten von Liganden die Selektivitét
hinsichtlich CA II erhchen sollten, da diese mit den in CA II anzutreffenden hydropho-
ben Aminoséuren wechselwirken kénnen (siche Abb. [1.7). Zudem wurde beobachtet,
dass Aromaten mit elektronenziehenden Substituenten die Affinitat fiir CA II stark er-
hohen, wihrend fiir CA T und CA IV nur eine schwache Affinitétssteigerung beobachtet
wurde. Die in Tab. aufgelisteten Inhibitoren 29] [41] [42] [46] zeigen eine
stiarkere CA Il-Inhibition im Vergleich zu den Verbindungen, die keine elektronenzie-
henden Substituenten am Aromaten besitzen , beziehungsweise nicht mit einem

Aromaten substituiert sind [40] [43], (Tab. 4.11)).

Diese Beobachtung ist wahrscheinlich auf eine giinstige Wechselwirkung vor allem der
mit Fluor-Atomen substituierten Aromaten mit Phel31 in CA II zuriickzufiithren (CA
I: Leul31). In CA TV befindet sich die Position 131 auf einer zum Losungsmittel zeigen-
den Schleife, wiahrend alle anderen Aminoséduren in unmittelbarer Néhe dieser Position
hydrophil sind (Glul23, Glul40; siche Abb. . Der Einfluss der elektronenziehenden
Substituenten wird anhand der Benzothiazol-(C)-Derivaten zusitzlich verdeutlicht. So
fithrt die Addition eines mit Fluor-Atomen substituierten aromatischen Ringsystems
zu einer Affinitétssteigerung im Hinblick auf CA II , , wéahrend die Bindungs-
affinitéiten dieser Derivate gegeniiber CA I und CA IV weitgehend konstant bleiben,
ganz analog den Derivaten, die keine elektronenziehenden Substituenten tragen ,
(Tab. [A.11). Der gleiche Effekt wird bei den Verbindungen [46] und [47] beob-
achtet, die im Gegensatz zu der mit einem Pyridinring substituierten Verbindung
und Verbindung ebenfalls zu einer deutlichen Erhchung der Bindungsaffinitit fiir
CA 1I fiihrt.
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Abb. 4.9: Bindungsmodus von Dorzolamid in CA I (oben,

Erkliarung der Bindungsmodi siehe Text.
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minimiert) und CA II (unten, 1cil).
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Tab. 4.11: Einfluss von elektronenziehenden Substituenten auf die Bindungsaffinitdt der Inhibitoren
fiir CA I, IT und IV.

Nr. Grundgeriist R! pK; CAI pK; CAII pK; CAIV
H,N
25 A_10 \©\s/ 8.22 8.70 8.30
0’1\\0
O,N
26 A1l \©\ P 8.70 10.0 8.52
’ls\\
F
F F
29 A14 6.68 9.52 8.22
F I,S\\
F O
39 C.01 HO— 7.26 8.10 7.77
40 C_02 HO~o” 7.30 8.15 7.82
F
F F
41 C.03 E 5?07 7.74 9.30 8.15
F 00
F
F F
42 C_04 . On~o” 7.19 9.15 7.96
F o
43 C.05 HN— 7.15 8.05 7.72
1 S
H
45 C.07 N AN 7.89 8.30 7.72
(o]
F
F F
46 C_08 H 6.92 9.30 8.10
F NN
F o
F
F F
47 C_09 H 7.39 9.70 8.30
F ST
7N
F OO
49 C.11 He o 7.60 8.10 7.89
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Weiterhin wurde fiir das substituierte Thienothiopyransulfonamid [36]im Vergleich zu
Dorzolamid [38| (pK; CA T = 4.30, pK; CA II = 8.05) eine deutliche Affinitétssteigerung
fir CA T festgestellt (pK; CA 1 = 6.46), wéihrend bei CA II die Bindungsaffinitét
konstant blieb (pK; CA II = 8.10) (Tab. {.12).

Tab. 4.12: CA-Inhibitoren aus der Abb. [[.11 Angegeben ist die Bindungsaffinitit fir CA I und CA

11, sowie die Affinitditsdifferenz fiir diese beiden Isoenzyme.

Nr. Grundgeriist Struktur PK; CAI pK; CAII ApK; CAI-CAII
H@J
; 0
38| B_05 | A\ g—NH 4.30 8.05 -3.75
1] z
S S o
o’ %o
R
= N
\_n ; 0
36 B_03 m_g_w 6.46 8.10 -1.64
1] :
S S o
o’ %o
F
F F
- H . . .
103 i A 8.52 8.00 0.52
NN
F O00 o

Eine Auswertung der nach der Minimierung erhaltenen Bindungsmodi in CA T und
CA 1II zeigt, dass in CA I keine H-Briicke mit His200 eingehen kann. Dies wurde
ebenfalls fiir die Minimierung von Dorzolamid in CA I beobachtet (Abb. [£.9)). Nach der
Minimierung in CA I wurde beobachtet, dass der Pyrrolring des Restes von mogli-
cherweise eine H-Briicke mit His67 bilden kénnte (3.48 A) (Abb. und . Auch
wenn dieser Bindungsmodus nicht experimentell belegt werden konnte, weist die Mini-
mierung in der Bindetasche zumindest auf eine mogliche Wechselwirkung hin, die die
Affinitatssteigerung in CA I durch die zusétzlich gebildete H-Briicke erkléiren konnte. In
CA II geht Dorzolamid, wie bereits erwihnt, eine H-Briicke mit Thr200 ein (3.00 A)
Durch strukturelle Variation des Restes in Verbindung fallt die Moglichkeit die-
se H-Briicke mit Thr200 auszubilden weg. Dieser Verlust konnte hochstens durch die
zusitzliche Ausbildung einer H-Briicke iiber den Pyrrolring mit Asn67 (2.85 A) be-
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ziehungsweise einer H-Briicke zwischen der Carbonylgruppe des Inhibitors und GIn92
(2.97 A) in CA II ausgeglichen werden (Abb. und. In CA I konnte eine zusdtz-
liche attraktive Wechselwirkung durch die substituierten Thienothiopyransulfonamide
ausbildet werden, wiahrend in CA II der Verlust der attraktiven Wechselwirkung mit
Thr200 durch Interaktionen mit den Aminoséaureseitenketten in der hydrophilen Tasche

kompensiert werden kann.

Dass His200 in CA I einen Einfluss auf die selektive Bindung von Inhbibitoren hat,
wird durch Verbindung bestatigt (Tab. . Diese Verbindung gehort zu den der-
zeit stérksten CA I-Inhibitoren (pK; CA I = 8.52), besitzt einen gewinkelten Sulfon-
amidanker und keine sterisch anspruchvollen Reste, die mit His200 in CA I kollidieren
konnten. Durch die drehbaren Bindungen in unmittelbarer Néhe des Sulfonamidankers
kann sich diese Verbindung den rdumlichen Einschrankungen in CA I flexibler anpassen
als zum Beispiel die Thienothiopyransulfonamide, die ein starres Ringsystem besitzen.
Dadurch konnte unter anderem die Affinitétssteigerung fiir CA I fiir den Inhibitor
erklart werden (Tab. . Zusétzlich bestétigt werden diese Beobachtungen dadurch,
dass durch ein Fehlen der Ethylseitenkette an Dorzolamid die Affinitat dieser am
Stickstoff unsubstituierten Verbindung fiir CA T erhoht wird'|

"personliche Mitteilung Prof. Dr. Claudiu Supuran, Univeritit Florenz
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Abb. 4.10: Bindungsmodus von[36] nach der Minimierung in CA I (oben) und CA II (unten). Erkli-

rung der Bindungsmodi siehe Text.
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Thr200

— [———— V]

Abb. 4.11: Minimierter Bindungsmodus von Verbindung (oben), (Mitte) und [108 (unten) in
CA I (links) beziehungsweise in CA II (rechts). Mdagliche Wasserstoffbriickenbindungen
sind als gestrichelte Linien angedeutet. Verbindung kann sich durch den flexiblen,
gewinkelten Sulfonamidanker den rdumlichen Einschrdinkungen in CA I flexibler anpassen
als die Derivate mit einem Thienothiopyran-Grundgerist. Im Vergleich zu CA I kénnte
Verbindung in CA II zusdtzliche H-Briicken mit Thr200 (3.59 A) und GIn92 (3.01 A)

eingehen (unten rechts).
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4.2 Untersuchungen der Proteinbindetaschen der

Carboanhydrase

Wie bereits in Kap. erwahnt, kann die Auswertung der Proteininformation niitzli-
che Hinweise fiir die Entwicklung von Wirkstoffen liefern. Durch die Auswertung der
physikochemischen Eigenschaften in den Bindetaschen der einzelnen Isoenzyme kénnen
zusétzliche Informationen erhalten werden, die nicht durch die alleinige Auswertung der

Ligandeninformation gewonnen werden koénnen.

4.2.1 Uberlagerung bekannter Strukturen der a-CA

In der PDB sind die Kristallstrukturen von sechs verschiedenen Isoenzymen der CA
hinterlegtﬂ (CAI - CA V, CA XII; Tab. . Von zwei Isoenzymen (CA III: Ratte;
CA V: Maus) ist die Kristallstruktur des humanen Enzyms bisher nicht bekannt. Ei-
ne Uberlagerung der Isoenzyme (siche Kap. zeigt, dass die Faltung dieser CAs
fiir alle Félle identisch ist (Abb. [£.12)). Das dominierende Strukturfragment aller CA-
Isoenzyme ist ein zehnstrangiges g-Faltblatt. Alle Isoenzyme besitzen die drei an das
Zinkion koordinierenden Histidinseitenketten (His94, His96, His119) sowie die fiir die
Substratfixierung und Inhibitorbindung essentielle Aminosdure Thr199. Die Adressie-
rung unterschiedlicher Aminoséduren in der ndheren Umgebung des aktiven Zentrums
kann genutzt werden, um Inhibitoren zu entwicklen, die ein Isoenzym selektiv hemmen.
In Tab. sind die Aminoséuren in den Bindetaschen aufgelistet, die sich in unmit-
telbarer Nédhe des aktiven Zentrums befinden und Wechselwirkungen mit Liganden
eingehen konnen. Ein Vergleich der Aminoséuren in der Bindetasche zeigt, dass neben
den Zink-koordinierenden Histidinseitenketten His94, His96, His119 sowohl Thr199,
als auch die Reste Vall43, Glul06, Gln92 und Trp5 vollstdndig konserviert sind (Tab.
[.14). In CA III bzw. CA V ist His64 (,Protonshuttle) durch Lys64 bzw. Tyr64 ersetzt.
Des Weiteren befinden sich an Position 91 in CA III, IV und V basische Aminoséuren
(Arg, Lys), wihrend in CA T und CA II hydrophobe Aminosduren an diesen Positionen
anzutreffen sind (Ile, Phe). CA III besitzt als einziges Isoenzym ein Phel98, das sich
in unmittelbarer Nahe zur Zinkbindestelle befindet. Wie bereits bei der Beschreibung
der Selektivitdtsmodelle erwdhnt wurde, schrankt His200 in CA I den zur Verfiigung
stehenden Raum in der Bindetasche ein. Bis auf CA I (Alal21) und CA III (Phel98)

8Stand: 10.02.04
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sind die Aminoséuren voll konserviert, die {iber hydrophobe Wechselwirkungen und H-
Briicken fiir die Substratfixierung verantwortlich sind (Val121, Val143, Leu198, Thr199;

siche Abb. [3.5)).

Abb. 4.12: Uberlagerung der Kristallstrukturen von CA I - V und CA XII (Farbkodierungen: CA T
(griin), CA II (gelb), CA III (rot), CA IV (cyan), CA V (blau), CA XII (grau)). Die in
Tab. aufgelisteten o-CA wurden fiir die Uberlagerung verwendet. Abweichungen in der
Faltung sind lediglich bei CA IV (cyan) zu beobachten, das eine Schleifenregion besitzt, die
zum Ldsungsmittel hin ausgerichtet ist. Alle anderen CA besitzen an dieser Stelle einen in

die Bindetasche hinein gerichteten helikalen Bereich.

Tab. 4.13: Auswahl von a-CA, deren Kristallstruktur aufgeklirt wurde. Die Kristallstrukturen von CA
I, I, IV und XII beziehen sich auf das humane Enzym. Die Kristallstruktur von CA V

stammt von der Maus bzw. die von CA III von der Ratte.

Isoenzyme PDB-Code Auflésung RMSD® [A]  Ligand

CAI lazm 2.00 A 0.59 Acetazolamid
CAII 1cil 1.60 A — Dorzolamid
CA III 111 1.80 A 0.33 —

CA IV 1znc 2.80 A 0.52 Sulfat

CAV 1dmy 2.45 A 0.36 Acetazolamid
CA XII 1jd0 1.50 A 0.50 Acetazolamid

@RMSD aller Atome der zwanzig konservierten Aminosiuren, die fiir die Uberlagerung verwendet wurden
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Tab. 4.14: Aminosdiuren in der Bindetasche von a-CA aus Tab. [{.13 Die grau hinterlegten Amino-

sduren sind identisch in allen sechs Isoenzymen.

CAI CAII CAIIl CAIV CAV CAXII
(lazm) (1a42) (11j) (Iznc)  (ldmy)  (1jd0)
Trpb Trpb Trpb Trpb = Trpb
Glub58  Argb8  Thrbh8 Thrb8  Tyrb8 Leu58
Val62  Asn62  Asn62 Asn62  Thr62 Asn62
His64 His64 Lys64 His64  Tyr64 His64
Ser65  Ala65  Thr65 Ser65 Phe65 Ser65
His67  Asn67  Arg67 Met67  GIn67 Lys67
Asn69  Glu69 Val69 Leu69  Glu69 Asn69
Phe91 [le91 Arg91 Lys91 Lys91 Thro1l
GIn92  GIn92 GIn92 GIn92 GIn92 GIn92
His94 His94 His94 His94 His94 His94
His96 His96 His96 His96 His96 His96
Glul06 Glul06 Glulo6  Glul06 Glul06  Glul06
His119 His119 His119  His119 His119  His119
Alal21  Vall21  Vall21  Vall21l  Vall21l = Vall21
Leul3l Phel3l Phel3l  Vall3l Tyrl31 Alal3l
Alal35 Vall35 Leul3b GInl35 Serl35  Serl35
Leuld4l Leul4l TIlel41 Ile141  Leul4l Leul4l
Vall43  Vall43  Vall43  Vall43 Vall43  Vall43
Leul98 Leul98 Phel98 Leul98 Leul98 Leul98
Thr199 Thr199 Thr199 Thr199 Thr199 Thr199
His200 Thr200 Thr200 Thr200 Thr200 Thr200
Pro202 Pro202 Pro202 Thr202 Pro202 Pro202
Tyr204 Leu204 Glu204 Asp204 Ala204  Asn204
Ser206 Cys206 Cys206  Lys206  Ser206  Thr206
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Durch diese Uberlagerung kénnen erste Hinweise fiir die gezielte Entwicklung von
selektiven Verbindungen erhalten werden. Liganden mit Akzeptorfunktionen in den
Seitenketten, die spezifische Wechselwirkungen mit den basischen Aminoséduren an Po-
sition 91 in CA III, IV und V eingehen, sollten zumindest eine Affinitdtssteigerung
fiir diese drei Isoenzyme bewirken. Inhibitoren mit sterisch anspruchvollen Resten in
unmittelbarer Ndhe des Sulfonamid- bzw. Hydroxamatankers sollten die Affinitat fiir
CA T und CA III erniedrigen, da in diesen beiden Isoenzymen die Bindetasche durch
His200 in CA T und Phel98 in CA III rdumlich eingeschrénkt wird. Da die Bindeta-
sche von CA IV durch die ins Losungsmittel ausgerichtete Schleife vergroflert wird,
sollten hier Inhibitoren mit sterisch anspruchsvollen Resten zu einer Affinitétssteige-
rung fithren. Zusétzliche funktionelle Gruppen, die mit Lys91 und Asp204 interagieren,
kénnten ebenfalls zu einer Steigerung der Selektivitét hinsichtlich CA TV beitragen. Aus
einem reinen Sequenzalignment ist nicht zu erkennen, dass GIn92 eine entscheidende
Rolle fiir die selektive Bindung von Liganden spielen koénnte. Durch die erhaltenen
3D-QSAR-Modelle (Kap. konnte aber gezeigt werden, dass die unterschiedlichen
Konformationen von GIn92 und dessen Einbindung in ein lokales Wasserstoffbriicken-
netzwerk in CA I und CA II durchaus einen Einfluss auf die Inhibitorbindung nehmen

konnen.

4.2.2 Homologiemodellierung von a-CA-Isoenzymen

Ist die Kristallstruktur eines Enzyms nicht bekannt oder erweist sich die Strukturaufkla-
rung eines Proteins als sehr schwierig, zum Beispiel aufgrund einer Membranstédndigkeit
des Enzyms, kann die dreidimensionale Struktur des Proteins ausgehend von der Ami-
nosauresequenz mit Computermethoden modelliert werden. Héufig wird ein verwandtes
Protein als Templatstruktur zugrunde gelegt, um die Proteinstruktur des Zielproteins
zu erzeugen. Die Giite der Proteinstrukturvorhersage héngt stark vom Grad der Ver-
wandschaft des vorherzusagenden Zielproteins und der als Referenztemplate herange-
zogenen strukturell charakterisierten Proteine ab. Liegt die Sequenzidentitit zwischen
Templatstruktur und Zielprotein unter 25 %, erweist sich eine korrekte Strukturvor-
hersage als sehr schwierig. Sind hingegen mehrere verwandte Templatstrukturen vor-
handen, die das gleiche Faltungsmuster aufweisen und liegt die Sequenzidentitét iiber

30 %, steigt die Wahrscheinlichkeit aussagekriftige Homologiemodelle zu erhalten.
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Die Sequenzidentitdaten der 14 humanen CA-Isoenzyme zur humanen CA II liegen
zwischen 33 und 62 %, wobei die Sequenzidentititen zu den ebenfalls cytosolischen
CA I, CA III, CA V, CA VII und CA XIIT am groBten sind (> 50 %). Die membran-
standigen Isoenzyme (CA IV, CA IX, CA XII und CA XIV) weisen zumindest eine
Sequenzidentitéit von iiber 30 % zu CA 1T auf, so dass fiir diese Isoenzyme aussagekrifti-
ge Modelle erhalten werden sollten. Die Homologiemodelle wurden mit MODELLER
[Sali & Blundell, [1993; [Fiser et al., 2000] erzeugt, wobei als erstes Validierungsbeispiel
die Struktur von CA XII ausgehend von der Aminosiuresequenz vorhergesagt wurde.
Fiir CA XII ist eine Kristallstruktur charakterisiert (PDB-Code: 1jd0). Als Templat-
strukturen wurden die Kristallstrukturen von CA I, II, III, IV und V verwendet (Tab.
. Das Sequenzalignment wurde zunéchst mit ClustalVVﬂ durchgefiihrt. Anschlie-
Bend wurde aufgrund dieses Sequenzalignments das Homologiemodell von CA XII mit
MODELLER erstellt und mit der Kristallstruktur (PDB-Code: 1jd0) verglichen. Nach
der erfolgreichen Erstellung des Homologiemodells von CA XII wurden die Aminoséu-
resequenzen der iibrigen Isoenzyme der SWISS-PROT DatenbanK'™] entnommen und
die Proteinstrukturen aller 14 a-CA des Menschen auf der Basis der charakterisierten
Kristallstrukturen vorhergesagt. Zusétzlich zu den fiinf Isoenzymen, die in dem oben
beschriebenen Validierungsbeispiel als Template dienten, wurde nun auch die Kristall-
struktur von CA XII den Proteintemplaten hinzugefiigt und fiir die Modellierung der
14 a-CA verwendet.

Abb. zeigt das Sequenzalignment, dass mit ClustalW fiir die 14 humanen CA
erhalten und fiir die Homologiemodellierung verwendet wurdd™} In Abb. sind
die iiberlagerten Kristallstrukturen und Homologiemodelle dargestellt. Die generierten

Homologiemodelle besitzen das gleiche Faltungsmuster wie die bekannten Kristallstruk-

turen (Abb. [4.12]).

9http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
0Datenbank mit Aminosiuresequenzen, http://www.expasy.org/sprot
" Abbildung erstellt mit ESPrint 2.2, http://www.expasy.org/tools
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1 19 20 49 59
lazm ZZPDWGYDDKNG. . . . . .PEQWSKLYPIAN[] D[TI[K TSE[TKHD T SPKP I[S|V[S]. . . YNPATAK
lecil .. .HWGYGKHNG. . . .PEHWHKDFPIAK[G /DI THT|AK|Y DP SPK P 1|S[V[s|. . . YDQATSL
1£1j .AKEWGYASHNG. . . .PEHWHELYP IAK[G E|LH TKD|[IRHDP SPQP W[s|V[s|. . . YDPGSAK
lznc ....WCYEVQAV... .PVKWGGN. ..CQK N|I[VTTKAKVDKKMGRE[F|F[S|. . . YDKKQTW
LAMY e e e e e e e e e e e e ..e N|T|QWKD|SV|Y DP QfAP LR[V[S|. . . YDAASCR
ljez .. .KWTYFGPDG. .. .ENSWSKKYPSCG[G D|LHSDI[LOYDASHTP LEF(Q. YNLS. . KQF
CA_IITI .AKEWGYASHNG... .PDHWHELFPNAK[G E|L|H TKD[IRHDP SPAOP W|s|V|S|. . . YDGGSAK
CA_VA .SCAWQTSNNTL. .. .HPLWTVPVSVPG[G N|Z|QWRD|SV|Y DP QK P L|R[V[s|. . . YEAASCL
CA_VB .TCTYKTRNRAL. ... . .HPLWESVDLVP GG N|IRWRD|SV|Y DP GIAK P L|T|I[s|. . . YDPATCL
CA_VI .VSDWTYSEGALD. .. . .EAHWPQHYPACG[G NLQRTK[VR/Y NP SPAK G L|N[M[T|G . YETQAGEF
CA_VII .HHGWGYGQDDG.. . .PSHWHKLYPIAQ[ N|T|Issqav|y sPspoP LjE[Lfs|. . . YEACMSL
CA_VIII .GVEWGYEEG..... .VEWGLVFPDAN|G N|LN SRE[AR|YDP SPLD V[R|L[SPN . YVVCRDC
CA_IX .. .HWRYGG.D..... .PPWPRVSPACA[ D|IRPQL[AA[F CPAMARP LIE[LILGFQLPPLPEL
CcA_X .EGWWAYKEVVQGSFVPVPSFWGLVNSAWNLCSV|G N|IETSHMIFDPFMTP L[R/I[N|. . TGGRKVSG
CA_XI .EDWWSYKDNLQGNFVPGPPFWGLVNAAWSLCAV|G /ID[VIE LKR[VL)Y DP FI#P P L[R|L[S|. . TGGEKLRG
CA_XIII .RLSWGYREHNG.......... PIHWKEFFPIAD[G E|I[K TKE[VKYDSSHRP L|S|I[K|. . . YDPSSAK
CA_XIV .GQHWTYEGPHG.......... oDHWPASYPECGNNAMEII|[joTDSVT/F P DP A LIQPHGYDQPGTEP L

60 70 80 90 100 110 120
lazm E[f]IfVEAHS FHVINFEDNDNR[E|[VLKGGP FSDS YR IF[QF HF HW[G]. STNE . HEBEEIT VDG VK Y SEELHVARIWN S
lcil R|T|LRN[EHAFNVEF DD SQDK[A[VLKGGP LDGT Y[R L|I|Q/F H|F B[W|G|. SLDG . Q[EfpFAT VDK KK Y AR LHLVEIWN .
1£1j T|I|LYN[EK T CRVVEDD TFDR|SMLRGGP LSGP YR LRQ[F H[L H[W|G[. SSDD . H{EFhBAT VD GVK Y ARIILHLVEIWN .
lznc TV[ORIN[EH S VMMLLEN . . . KAISISGGGLPAP Y|QAKQLHL HW|S|. DLPY . K{SFHFAS LDGEHF AMPAMH I VEIE KE
1dmy YW T[EYFFQVEFDDSCED[S|GISGGP LGNH YR LKQF H[F HW|G|. ATDE . W{ERIRAVDGHT YPARILHLVEIWN S
ljecz LU TRIN[EE S VK[LNLP SDMHI|QGL. . . . QSR. Y|SA[T(QLH[L H[W|G|. NP ND . [T V|SGQHFARPILHIVEIYNS
CA_IIT T|I|LRJN[EKTCRVVEDDTYDR|SMLRGGP LP GP YR LR|Q[F H|L HW|G|. SSDD . HEPFAT VDG VK Y AR LH L VW N .
CA_VA Y|T|wiT[EY LFQVEFDDATEA[S|GISGGP LENH Y[R LK[QF H|F H[W|G|. AVNE . G[SRIRET VD GHAYPARILH LVEIWN S
CA_VB H[V[WRIN[EY SFL|VEFEDS TDK[S[VIKGGP LEEN YR LK[QF H[F H[W|C|. ATIDA . W{EFT VD SKCFPARLHLVEIWNA
CA_VI PMVRIN[EH T VQ|I|GLP STMRM[T[VADG. . . . TVY|I AlQOMH|F HW|G|GAS SET S[EFPFAT VDG IRHV|ITHI VEIYN .
CA_VII  s|I|TRIN[EHES VQVDFNDSDDR|TVVTGGP LEGP Y[R LK|Q|F HF HW|G|. KKHD . V[AIFAT VDGKSFP|SPLHLVEWNA
CA_VIII E[V|TRID[HHT IQV[ILKSKSVL[S/GGP . LP QGHEF|E L|Y[E[VR|F HW|G|. RENQ . REFIFAT VNF KAFPMPALHL IWNS
CA_IX RILRYN[EHE S VOILT LPPGLEMALG. . . . PGREYRALQLH[LH[W|G|. AAGR . P[IFT VIEGHRFPARTHVVEIL . S
CA_X TMYRT[EREVS[LRLDKEHLV[NIS . GGPMTYSHR LE[E[IRLHF|G. . SEDSQIFIFALINGQAF S|GRIVOLIEY NH
CA_XI TIL[YRT[EREVS[F[LPAPRPVV[NVS . GGP LLY SER L|S[E[LR[L LiF|G|. . ARDGA[IIRNO INHQGF SRRVOLIEF NQ
CA_XIII I|I|SNIS[HHSFN[VIDFDDTENK|S[VLRGGP LTGSY[RLR|QVH|LHWG|.SADD . H[EEIFAT VDGV S YARMLHVVEIWNS
CA_XIV DIJHRIN[EHETVOLSLP STLYLGGLP . . . . . RKY[VARQLHALHWG. 0KGsP ol INSEATFRARMLHIVEYDS
1309 140 150 160 170 180

lazm AK[Y] SKAD[GLAVI|GVLMEVG. . EANPKL[QKFIID . . AfJQATRK|TKGK[R|AP F T N[F|D P[S|T ..8SL
lcil TK|Y, QQPD|GLAVLG|IFLKVG|. . SAKP GL|QK[VV|D . . V|L|D S|TK|TKGK|S|ADF T N|F|D P[RIG ..ESL
1£1j PK[Y KQPD|GIAVV|GIFLKIG..REKGEFQILLD . .A[LDK|IKTKGK[ERAPFNHFDEP|S|C .ACR
lznc KT[s DPED[EIAVLA[FLVEAG|. . QVNE GF|QP[LV|E . . AL|S N|T P|KP E M[S|T TMAE|S|S L|L|D . .KKL
1dmy TK[Y VGEN[GLAVIGVFLKLG|. . AHHQALQK|LV|D . . V|L|P E[VRHKD T|o[VAMGP[FD P|s|C .ACR
ljecz DL[Y NKSE|GLAVLA[VLIEMG|. . SENP SYDK|IF|S . . HLIQHVKYKGQEAF VP GF[N I[EE ..ETA
CA_III PK[Y KQRD|GIAVI|GIIFLKIG..HENGEFQI[FL|D. .A[LDK[IKTKGKERPFTKF[DP|S|C .ACR
CA_VA VK|Y VGENGLAVI|GVFLKLG|. . AHHQTLIQR|LV[D . . I|L|P E[T KHKD ARAAMRP[F|D P|S|T ..TCW
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Abb. 4.13: Sequenzalignment der 14 humanen CA-Isoenzyme. Zusdtzlich sind die Aminosduresequen-
zen des Rattenenzyms fiir CA III (1flj) und der Maus fiir CA V (1dmy) angegeben. Fiir die
ersten sechs Sequenzen (1azm (CA I), 1cil (CA II), 1flj (CA III), 1znc (CA IV), 1dmy (CA
V), 1jez (CA XII)) sind die Kristallstrukturen aufgeklirt, fir die restlichen elf Isoenzyme
(CA III - CA XIV) wurden Homologiemodelle erstellt (siehe Abb. [{.17).
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Abb. 4.14: Uberlagerung der elf Homologiemodelle von CA III, CA VA, CA VB, CA VI, CA VII, CA
VIII, CA IX, CA X, CA XI, CA XIII und CA XIV. Die generierten Homologiemodelle
besitzen das gleiche Faltungsmuster wie die bekannten Kristallstrukturen (Abb. . Ei-
ne zum Ldosungsmittel gerichtete Schleifenregion, wie sie fir die Kristallstruktur von CA
IV (Abb. cyan) beobachtet wurde, wurde fir keines der erstellten Homologiemodell

erhalten.

4.2.3 Auswertung selektiver Bereiche fiir CA IX

Die Kristallstrukturaufklarung von CA IX erweist sich als sehr schwierig, da dieses
Isoenzym mit der Membran verankert ist (siche Kap. [3.4.6, Abb. [3.7). Da CA IX in
zahlreichen Tumorzellen exprimiert wird und eine Beeinflussung des Tumorwachstums
durch CA IX diskutiert wird, stellt die Homologiemodellierung eine Moglichkeit dar,
Hinweise fiir die strukturbasierte Entwicklung von selektiven CA IX-Inhibitoren zu
erhalten. Das Homologiemodell der CA-Doméne von CA IX zeigt den gleichen struk-
turellen Aufbau wie CA II'7 mit einem zehnsténgigen 3-Faltblatt als dominierendes
Strukturfragment (Abb. [£.14)). Entscheidende Unterschiede sind an den Positionen 65,
67, 69, 131 und 132 zu beobachten (Abb. [1.15)).

12die Sequenzidentitit von CA IX zur humanen CA II betrigt 33 %



4.2 Untersuchungen der Proteinbindetaschen der Carboanhydrase 94

CAIl CAIX
(1a42)

Trps Trph
Argh8  Argh8
Asn62  Asn62
His64  His64
Ala65  Ser65
Asn67  GIn6
Glu69  Thr6

1le91 Leu91

GIn92  GIn92
His94  His94
His96  His96
Glul06  Glul06
His119  His119
Vall21 ~ Vall21
Phel31  Vall3l
Gly132  Aspl32
Vall35  Leul3b
Leuld4l Leul4l
Vall43  Vall43
Leul98  Leul98
Thr199 Thr199
Thr200  Thr200
Pro202  Pro202
Leu204  Ala204
Cys206  Ser206

Abb. 4.15: Homologiemodell der CA-Domdne der humanen CA IX. Dargestellt sind Seitenkettenrot-
amere von ausgewdhlten Aminosduren aus zehn Homologiemodellen der CA IX (blau) zu-
sammen mit einer Kristallstruktur von CA II (gelb). Fir die Entwicklung von selektiven
Inhibitoren kénnen Aminosiuren in CA IX (Ser65, Gin67, Thr69, Vali31, Asp132), die
sich von denen in CA II unterscheiden, mit funktionellen Liganden-Gruppen adressiert
werden. Die Aminosduren, die in CA II und CA IX identisch sind, sind durch einen Kas-

ten eingerahmt.

Da die Konformationen von Aminosédurenseitenketten selbst bei hoher Sequenzidenti-
tat zwischen zwei Proteinen nicht eindeutig modelliert werden konnen, werden mehrere
Homologiemodelle betrachtet, bei denen unterschiedliche Seitenkettenkonformationen
generiert wurden. Die Aminosiduren an den Positionen 65, 67, 69, 131 und 132 in CA II
(Ala65, Asn67, Glu69, Phel31, Gly132) sind in CA IX gegen Ser65, Glu67, Thr69,
Val131 und Asp132 ausgetauscht. Durch die Vall31-Substitution (in CA II: Phel31)
ist die Bindetasche in CA IX weiter geofinet, so dass spezifische Inhibitoren mit ste-
risch anspruchsvolleren Gruppen in diesem Bereich zumindest die Affinitat fiir CA IX
erhohen sollten. Gleichzeitig ist Asp132 in CA IX fiir eine Wechselwirkung mit Donor-
gruppen der Liganden zugénglich. Ob Asp132 in CA IX zur Bindetasche exponiert ist,
wie es durch die hier modellierten Homologiemodell angedeutet wird, oder ob Asp132
aus der Bindetasche heraus steht, 148t sich nur schwer abschétzen. Lediglich Affinitéts-

daten von Verbindungen mit entsprechend modifizierten funktionellen Gruppen, die
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direkt die Sauregruppe von Asp132 adressieren, konnen eine solche Vermutung bestéti-
gen. In diesem Fall sollte eine Wechselwirkung zu Asp132 mit einer Affinitdtssteigerung
hinsichtlich CA IX im Vergleich zum Beispiel zu CA II einhergehen. Eine endgiiltige
Bestatigung dieser Vermutung kann aber letztendlich nur die Kristallstruktur von CA
IX liefern.

4.3 Abschitzung des Bindungsmodus von

CA-Inhibitoren

4.3.1 Anwendung von Dockingprogrammen zur Bestimmung

des Bindungsmodus

Ist die Struktur eines Zielproteins bekannt, konnen im rationalen Wirkstoff-Design
Docking-Methoden angewendet werden, um Liganden in Bindetaschen zu platzieren.
Zunéchst sollte ein Dockingprogramm den Bindungsmodus der Liganden, das heifit
die Position und Konformation des Liganden, die widhrend der Bindung an den Re-
zeptor experimentell beobachtet werden, korrekt approximieren. Erst nach einer kor-
rekten Platzierung der Liganden in der Bindetasche ist eine Abschétzung der Bin-
dungsaffinitit der gedockten Losung mit Hilfe einer Bewertungsfunktion (engl. sco-
ring function) sinnvoll. Die im Wirkstoff-Design verwendeten Dockingprogramme un-
terscheiden sich in dem fiir die Platzierung der Liganden verwendeten Platzierungs-
und Optimierungsalgorithmus. In einigen Programmen wird der Ligand in der Bin-
detasche inkrementell aufgebaut (FLEXX, DocCk4.0), andere verwenden eine Monte-
Carlo/Simulated- Annealing-Optimierung (AUTODOCK) oder einen genetischen Al-
gorithmus (GOLD, AUTODOCK) fiir die Platzierung |Goodsell & Olson, |1990; [Jo-
nes et al. [1995b; Morris et al., [1996; Rarey et al. 1996; Ewing), 1998]. Fiir die Be-
wertung der Docking-Ergebnisse werden unter anderem Kraftfeld-basierte (AMBER,
CHARMM), empirische (AUTODOCK 3.0) und wissensbasierte Bewertungsfunktio-
nen (DRUGSCORE) verwendet [Brooks et al., 1983 [Weiner et al. [1984; Morris et al.,
1998; |Gohlke et al [2000a]. Das Problem der korrekten Vorhersage des Bindungsmo-
dus und die auftretenden Probleme in der korrekten Abschéatzung der Bindungsaffinitét

wurde bereits ausfithrlich in der Literatur beschrieben [Sotriffer et al. 2003alb].
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In der vorliegenden Arbeit wurde fiir das Platzieren der Liganden in der Binde-
tasche von CA II das Programm AUTODOCK 3.0 verwendet. AUTODOCK 3.0
greift fiir die Repréasentation der Bindetasche auf ein dreidimensionales Gitter zuriick.
An jedem Gitterpunkt werden fiir Sondenatome eines bestimmten Atomtyps van-der-
Waals-Wechselwirkungen mit den Atomen in der Bindetasche unter Verwendung des
12,6-Lennard-Jones-Potentials berechnet. Zu einem zweiten analogen Gitter werden die
elektrostatischen Eigenschaften anhand des Coulomb-Potentials abgelegt. Fiir jeden
Atomtyp werden so an jedem Gitterpunkt Potentialwerte erhalten, die zusammen die
physikochemischen Eigenschaften der Bindetasche représentieren und ein ,,Potential-
feld“ darstellen. Die Liganden[™| werden in diese Potentialfelder platziert und beziiglich
Orientierung und Konformation optimiert, so dass eine moglichst giinstige (maximal ne-
gative) Wechselwirkungsenergie resultiert. Die in AUTODOCK 3.0 verwendeten van-
der-Waals- und Coulombterme beruhen auf dem AMBER-Kraftfeld; sie wurden bei
der Entwicklung des Programms durch Kalibrierung an 30 Protein-Ligand-Komplexen
bekannter Affinitdt mit Gewichtsfaktoren versehen und um einen Solvatations- und
Entropieterm (abhéngig von der Anzahl rotierbarer Bindungen) erginzt. Fiir die glo-
bale Optimierung an sich wurde der in AUTODOCK 3.0 implementierte Lamarckian
Genetic Algorithm (LGA) verwendet [Morris et al. 1998].

4.3.2 Docking von CA-Inhibitoren an CA II

Fiir die Struktur-basierte Wirkstoffentwicklung ist die richtige Vorhersage der Bin-
dungsgeometrie einer potentiellen Leitstruktur oder eines Inhibitors von grofler Bedeu-
tung. Liegen keine Kristallstrukturen von dhnlichen Verbindungen im Komplex mit dem
Enzym vor, konnen diese Verbindungen mit Dockingprogrammen in der Bindetasche
platziert und anhand der gedockten Losungen der Bindungsmodus abgeschéitzt werden.
Werden fiir die gleiche oder strukturell &hnliche Verbindung mehrere Bindungsmodi er-
halten, zum Beispiel bei unterschiedlichen pH-Werten der Kristallisation [Stubbs et al.)
2002, stellt die korrekte Vorhersage dieser unterschiedlichen Bindungsgeometrien eine
besondere Herausforderung fiir bestehende Dockingprogramme dar. Vor kurzem sind
zwei CA-Inhibitoren (Topiramat und RWJ37947E] im Komplex mit CA II
aufgeklidrt worden |[Recacha et al| [2002; |Casini et al. [2003], die CA I im nanomolaren
Bereich hemmen (Tab. 4.15)).

Bpartielle Atomladungen der Verbindungen wurden nach Gasteiger-Marsili berechnet
4im Folgenden nur RW.J genannt
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Tab. 4.15:  Bindungsaffinitiaten von Topiramat und RWJ37947 fir CA II.

Nr. Struktur Inhibitor K, CA II [nM] pK; CAII

oy NH,

/\\0

v

14 o3 0\|< Topiramat 5 8.30
o\‘.[ I—

(o}

)

O NH,

o Yo
(o} =‘/ (o)
104 ( I \(|)< RWJ37947 36 7.44
oM Yy
\ =
0/,3“—0
(o]

Beide Verbindungen besitzen eine Sulfamat-Gruppe, die an das Zinkion koordiniert.
Die Strukturen unterscheiden sich lediglich im Ringsystem. In der RWJ-Verbindung
ist eine Isopropyliden-Gruppe durch ein zyklisches Sulfat ersetzt. Uberraschender-
weise weisen diese beiden strukturell sehr &hnlichen Zucker-Derivate zwei unterschied-
liche Bindungsgeometrien in CA II auf. Die Kristallstruktur von Topiramat in CA
IT |Casini et al., [2003| zeigt, dass der Sulfamatanker mit dem Stickstoffatom an das
Zinkion koordiniert und iiber ein Sulfonyl-Sauerstoffatom eine H-Briicke mit Thr199
ausbildet (Abb. [£.16] links). Weitere H-Briicken werden mit Asn62, GIn92 und einem
Wassermolekiil geformt, das wiederum eine H-Briicke mit Thr200 eingeht. Thr200 bil-
det auBerdem eine H-Briicke mit dem Sauerstoffatom des sechsgliedrigen Ringes des
Liganden. RWJ zeigt im Gegensatz zu Topiramat einen anderen Bindungsmodus. Die
Sulfamat-Gruppe koordiniert ebenfalls an das Zinkion, aber das Ringsystem in RWJ
ist, verglichen mit dem von Topiramat um ca. 180 ° gedreht und zeigt mit der zykli-
schen Sulfat-Gruppe in eine hydrophobe Tasche (Leul98, Pro202, Phel31) (Abb. [4.16]
rechts). Im Gegensatz zum Bindungsmodus von Topiramat bildet das Ringsystem in

RWJ keine weiteren H-Briicken mit dem Protein aus.

Obwohl beide Verbindungen strukturell sehr &hnlich erscheinen, werden in den Kris-
tallstrukturen dieser Verbindungen unterschiedliche Bindungsgeometrien beobachtet.
In dieser Arbeit wurde das Dockingprogramm AUTODOCK 3.0 verwendet, um die
unterschiedlichen Bindungsgeometrien zu untersuchen und ,retrospektiv® vorherzusa-

gen.
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Abb. 4.16: Bindungsmodus von Topiramat (links) und RWJ (rechts, PDB-Code: 1eou) in CA II. Die
Kristallstruktur von Topiramat im Komplex mit CA II wurde von Casini et. al freundli-

cherweise zur Verfiigung gestellt.

Fiir die Validierung des Docking- Ansatzes wurden neben den zwei Sulfamat-Derivaten
und (PDB-Code:1leou) zusitzlich vier klassische CA-Inhibitoren ausgewihlt
(Acetazolamid [§] (lazm), Dorzolamid (1cil), Brinzolamid (1a42), D_01
(lczm)), deren Kristallstrukturen im Komplex mit einem Isoenzym der CA aufge-
klart wurden. Die Kristallstruktur von Topiramat im Komplex mit CA II wurde von
Casini et al. freundlicherweise zur Verfiigung gestellt [Casini et al.| 2003]. Wie in Kap.
beschrieben, wurden die Kristallstrukturen iiberlagert, wobei fiir drei Komplexe
die ,in“-Konformation fiir His64 beobachtet wurde (lazm, lczm, leou), fiir die drei
anderen Komplexe (1a42, 1cil, Topiramat) hingegen die ,,out“-Konformation. Um einen
grofitmoglichen Raum fiir die Ligandenplatzierung zu gewéhrleisten, wurde die Kris-
tallstruktur 1cil mit der ,out“-Konformation von His64 fiir das Docking ausgewéhlt.
Alle Wassermolekiile und der gebundene Ligand wurden aus der Bindetasche entfernt
und polare Wasserstoffatome, AMBER-Partialladungen und Solvatationsparameter der
Proteinstruktur zugewiesen. Die partiellen Atomladungen der Verbindungen wurden
nach Gasteiger-Marsili berechnet, wobei dem Stickstoffatom der Sulfonamid-Gruppe
die Formalladung -1 zugewiesen wurde. Das Zinkion wurde mit einer expliziten Ladung
+2 versehen; die Lennard-Jones-Parameter orientierten sich am van-der-Waals-Radius
des ZinK™| und der Potentialtiefe vergleichbarer Ionen im AMBER-Kraftfeld. Bei der

15 http://www.scripps.edu/pub/olson-web/doc/autodock /parameters.html
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Tab. 4.16: Docking-Ergebnisse zur Vorhersage des Bindungsmodus. Die Liganden wurden mit
AUTODOCK 3.0 flexibel in die Bindetasche (1cil) platziert, wobei 100 Ldsungen ins-

gesamt pro Beispiel berechnet wurden.

o

Inhibitor Cluster® Cluster®  Cluster® Energie?  RMSD [A] zur
Rang  Population [kcal/mol] Kristallstruktur

Acetazolamid Top Cluster 1 11 -7.30 4.38
§| Grofiter Cluster 7 50 -6.90 1.23
Dorzolamid Top Cluster 1 6 -8.61 3.55
12 Grofiter Cluster 4 60 -8.45 0.54
Einzolamid Top Cluster 1 1 -9.86 3.87
13 Grofiter Cluster 2 32 -9.71 1.34
T_opiramat Top Cluster 1 71 -8.46 1.34
14 Grofiter Cluster 1 71 -8.46 1.34
RWJ Top Cluster 1 1 -8.40 4.20
104 Grofiter Cluster 5 81 -7.95 0.54
D_01 Top Cluster 1 4 -6.57 4.74
Grofiter Cluster 2 78 -6.52 1.48

@der ,Top Cluster® stellt den Cluster dar, der den giinstigsten (mazimal negativen) Energiebetrag
fiir eine gedockte Lisung enthilt; Ydie gesamte Anzahl an Clustern, die erhalten wurden, waren 13
(Acetazolamid), 5 (Dorzolamid), 14 (Brinzolamid), 11 (Topiramat), 9 (RWJ) und 5 (D-01); “die
Clustergrifie gibt die Anzahl an, wie oft dieser Cluster unter den 100 Ldsungen angetroffen wurde;

dder Energiebetrag der besten Losung des Clusters ist angegeben.

Erstellung der Potentialfelder wurde eine Gitterweite von 1 A verwendet, fiir den
Dockingprozess wurden Standardparameter angesetzt (siche Anhang Kap. und
der Ligand flexibel in die Bindetasche platziert. Fiir die Bewertung der Ergebnisse
wurde der RMSD-Wert zwischen gedockter Losung und Kristallstruktur, sowie der
Energiewert der gedockten Losung, der durch die Bewertungsfunktion erhalten wurde,

herangezogen.
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In Tab. sind die Docking-Ergebnisse aufgelistet. Angegeben ist der erste Rang
innerhalb des energiegiinstigsten Clusters (,,Top—Cluster“)E], der erste Rang innerhalb
des grofiten Clusters, die korrespondierende Anzahl an gedockten Losungen pro Cluster,
der Energiewert des besten Ranges im Cluster und der RMSD-Wert der besten Losung

des Clusters relativ zur Kristallstruktur.

Eine Docking-Losung mit einem RMSD-Wert < 2 A im Vergleich zur Kristallstruk-
tur wird als ,, gute” Docking-Losung angesehen. Die Ergebnisse fiir Topiramat ausge-
nommen, liegen alle RMSD-Werte fiir die erste Losung iiber 3.5 A, gleichzeitig ist
die GroBe der entsprechenden Cluster allerdings sehr klein (< 11, Tab. 4.16). Werden
die Docking-Losungen fiir den grofiten Cluster einer Auswahl zugrunde gelegt, sind
alle RMSD-Werte unter 1.4 A. Nach diesem Kriterium werden die besten Ergebnisse
fiir Dorzolamid und RWJ erhalten, mit einem RMSD-Wert von 0.54 A fiir die beste
Losung des grofiten Clusters. Ein Vergleich der Energiewerte der besten Losung des
, Top-Clusters” und der besten Losung des grofiten Clusters zeigt, dass die Energiedif-
ferenzen teilweise sehr klein sein konnen (< 0.46 kcal/mol). Die geringe Differenz in
den Energiewerten zeigt, dass die in AUTODOCK 3.0 implementierte Bewertungs-
funktion nicht signifikant zwischen den hier erhaltenen Bindungsgeometrien des ,, Top
Clusters” und des am stérksten populierten Clusters unterscheiden kann. In Abb.
sind die besten Losungen des grofiten Clusters fiir die in Tab. aufgelisteten sechs
CA-Inhibitoren dargestellt. Die Konformation, die in der Kristallstruktur beobachtet

wird, ist griin eingeférbt.

16der Top Cluster stellt den Cluster dar, der den giinstigsten Energiebetrag fiir eine gedockte Losung
enthélt
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Abb. 4.17: Docking-Ldsungen der sechs getesteten CA-Inhibitoren. Dargestellt sind die besten Ldsun-
gen des am hdufigsten populierten Clusters und die ensprechenden Bindungsmoden der
Verbindungen in ihrer Kristallstruktur (grin). Die RMSD-Werte zur Kristallstruktur sind
1.25 A fiir Acetazolamid (oben links), 0.5/ A fiir Dorzolamid (oben rechts), 1.3/ A fiir Brin-
zolamid (Mitte links), 1.48 A fiir das Phenylsulfonamid D_01 (Mitte rechts), 1.34 A fiir
Topiramat (unten links) und 0.54 A fir die RW.J-Verbindung (unten rechts).
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Wie aus Abb. und Tab. deutlich wird, werden bei einer Orientierung an der
Clustergrofie die Bindungsgeometrien der CA-Inhibitoren korrekt vorhergesagt (RMSD
<14 A) Erfreulicherweise ist der in AUTODOCK 3.0 implementierte Algorithmus
ausserdem in der Lage, die unterschiedlichen Bindungsgeometrien von Topiramat und
RWJ, zwei sehr dhnlich erscheinende Verbindungen, korrekt vorherzusagen. So konn-
te im jeweils am haufigsten populierten Cluster der Bindungsmodus von Topiramat
und der RWJ-Verbindung korrekt vorhergesagt werden. Die beobachtete Clustergro-
Be spiegelt indirekt die Form bzw. Gestalt der Energieoberfliche wider. Dabei wird
angenommen, dass die am besten zugénglichen und vermutlich am deutlichsten aus-
geprigten lokalen Minima auch den wahrscheinlichsten Geometrien entsprechen. Die
Einfithrung eines ,,Haufigkeits-Faktors® [Sotriffer et al.l [1996], der die Clustergrofie mit

beriicksichtigt, konnte demnach niitzlich fiir das Ranking der gedockten Losungen sein.

Mit der automatisierten Platzierung ausgewéahlter CA-Inhibitoren in der Bindetasche
von CA II konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, den Bindungsmodus dieser Ver-
bindungen vorherzusagen (RMSD zur Kristallstruktur < 2 A). Dieses Verfahren kann
nun genutzt werden, um mit geringem Rechenaufwand den Bindungsmodus von po-
tentiell neuen CA-Inhibitoren abzuschéitzen, deren Kristallstrukturaufklarung sich als
schwierig erweist. Nach einer Durchmusterung von Datenbanken bzw. einer intensiven
Literatursuche (siehe Kap. konnen zum Beispiel interessante neue Leitstrukturen
in die Bindetasche platziert werden, die durch Adressierung von Aminosiduren in der
Bindetaschen durch geeignete funktionelle Liganden-Gruppen optimiert werden kon-
nen. Werden die vorgeschlagenen optimierten Verbindungen in der biochemischen Tes-
tung durch eine erhéhte Bindungsaffinitéit bestétigt, konnen die gewonnenen Erkennt-
nisse wieder in die weitere Optimierung mit einfliefen. Die Kristallstrukturaufklarung
des Liganden zusammen mit dem betreffenden Enzym (hier CA II) sollte jedoch im-
mer als abschliefende Bestétigung der Docking-Ergebnisse herangezogen werden und
in die weitere Struktur-basierte Entwicklung mit einflielen, da durchaus unerwartete
Anderungen auf Seiten des Proteins auftreten koénnen (zum Beispiel Rotationen von
Aminoséureseitenketten oder ein Umklappen der Hauptkette [Brenk, [2002; Brenk et al.,
2003]). Eine weitere Herausforderung stellt die richtige Abschétzung der Bindungsaffi-
nitat der platzierten Liganden dar, die in Kap. naher beschrieben wird.
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4.3.3 Durchmusterung von Datenbanken nach potentiellen

neuen Wirkstoffen

Untersuchungen von Kristallstrukturen in der PDB und Affinitdtsdaten von CA-
Inhibitoren belegen, dass fiir eine Hemmung der CA eine terminale Sulfonamid-Gruppe
essentiell ist. Auf der Suche nach potentiellen neuen Wirkstoffen /Leitstrukturen fir CA
wurde die Protein Data Bank (PDB) nach priméren Sulfonamid-Gruppen durchsucht.
Bei der Suchanfrage wurde als das an die primére Sulfonamid-Gruppe angrenzende
Atom ein aliphatisches oder aromatisches Kohlenstoff-(-C-SO2NHy), ein Stickstoff-(-N-
SO,NH;) oder ein Sauerstoffatom (-O-SO2NHs) verlangt. Ziel dieser Durchsuchung ist
es primére Sulfonamide zu ,entdecken”, die bislang nicht als CA-Inhibitoren bekannt
sind, bzw. die in einem anderen therapeutischen Indikationsgebiet eingesetzt werden
als CA-Inhibitoren, aber durch das Vorhandensein einer priméren Sulfonamid-Gruppe

durchaus Isoenzyme der CA hemmen konnten.

Fiir die Suche wurde RELIBASE verwendet, eine Rezeptor-Ligand-Datenbank (Recep-
tor-Ligand-Database), die Rezeptor-Ligand-Komplexe aus der PDB enthélt. Fiir eine
Liganden-Substruktursuche wurde ein Smiles-Codd”| verwendet (S((=0)(=0))[NH2]).
Unter den 70 aufgefundenen Treffern| waren 60 Kristallstrukturen von Isoenzymen der
CA enthalten. Zehn Protein-Ligand-Komplexe wurden mit einer priméren Sulfonamid-
Gruppe gefunden, die nicht mit einer CA komplexiert sind (Tab. [4.17). Eine Verbin-
dung wurde sogar in zwei Strukturen der COX2 gefunden (PDB-Code: 1¢x2, 6cox). Bei
der Suchanfrage war jedoch eine Kreuzreaktivitit zwischen CA und COX2-Hemmern
bereits bekannt. Diese Kreuzreaktivitdt wird in Kap. ndher beschrieben. Drei Inhi-
bitoren - wurden im Komplex mit Cyclin-abhéingigen Kinasen (Cyclin
Dependent Kinase, CDK) aufgeklart (PDB-Codes: 1fvt, 1hls, 1jsv). CDKs greifen
regulatorisch in den Zellzyklus ein und sind fiir das Wachstum und die Differenzierung
von Zellen verantwortlich. Sie werden durch sogenannte Cycline aktiviert und kénnen
durch das Anhéngen einer Phosphatgruppe an ihre Substrate als ,,Schalter” dienen und
somit eine enzymatische Aktivitdt an- oder abschalten und unterschiedliche Prozesse
des Zellzyklus einleiten [Pavletichl [1999]. In eukaryotischen Zellen sind verschiedene
Isoenzyme der CDK vorhanden, die in unterschiedliche Stadien des Zellzyklus ein-
greifen. Die Inhibitoren der CDK2 konkurrieren mit ATP (Adenosin-Tri-Phosphat)

um die ATP-Bindestelle und fithren dadurch zu einer Hemmung des Enzyms. Bei

17das heiBt eine eindimensionale Repriisentation der Substruktur
18Stand: 01.03.04
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der Entwicklung der Verbindung wurde beobachtet, dass die Einfithrung eines
aromatischen Ringes an das Purin-Grundgeriist und einer Sulfonamid-Gruppe in para-
Position des Aromaten die Affinitét dieser Verbindungen 1000-fach erhthte [Davies
et al 2002]. Die Kristallstruktur zeigt, dass die Sulfonamid-Gruppe in eine ,Spezi-
fitdtstasche* zeigt und zwei H-Briicken zu Asp86 eingeht, was die erhchte Affinitét
zumindest zum Teil erkldren kénnte. Ferner wurde beobachtet, dass die Einfithrung
der Sulfonamid-Gruppe zu einer selektiven Inhibition von CDK1 und CDK2 gegeniiber
CDKA4 fiihrt. Eine Testung an 28 ausgewéhlten Kinasen zeigte, dass im Gegensatz zu
CDK1 und CDK2 ein Grofiteil der Kinasen nicht bzw. nur schwach gehemmt wurden
[Davies et al., 2002]. Eine Wechselwirkung dieser Sulfonamide mit CA ist derzeit nicht
bekannt. Der hemmende Effekt dieser Verbindungen auf das Zellwachstum kénnte zu-
sétzlich zur CDK-Inhibition ebenfalls durch eine Hemmung von Isoenzymen der CA

hervorgerufen werden, die die Zellteilung und -differenzierung beeinflussen (siehe Kap.

54).

Des Weiteren wurde der Komplex eines Sulfonamids mit dem Enzym Dihy-
dropteroatsynthase (DHPS) aus FE.coli in der PDB gefunden [Achari et al., [1997].
DHPS ist an der Folsduresynthese beteiligt, indem es para-Aminobenzoesdure in Vorstu-
fen der Folsdure einbaut und zu Dihydropteroat umsetzt. In weiteren Schritten entsteht
Dihydrofolséure, die durch das Enzym Dihydrofolsdure-Reduktase (DHFR) zur aktiven
Tetrahydrofolsdure (THF) umgesetzt wird. THF wird als Lieferant von C1-Bausteinen
bei der Umsetzung von Desoxyuridylat zu Thymidylat durch die Thymidylat-Synthase
benotigt. Zellen mit einer hohen Zellteilungsrate brauchen besonders viel Thymi-
dylat zur DNA-Synthese. Sulfonamide hemmen DHPS, da sie als Substrat-Analoga
mit para-Aminobenzoesiure um die Bindestelle der DHPS konkurrieren und dadurch
die Synthese von Dihydrofolsdure unterbinden. Sulfonamide wirken demnach bakte-
riostatisch, da Bakterien keine Folsdure aus der Umgebung aufnehmen koénnen. Sul-
fonamide waren die ersten gut wirksamen Chemotherapeutika, werden aber wegen des
haufigen Auftretens resistenter Keime heute selten eingesetzt. Weitere Verbindungen
mit einer Sulfonamid-Gruppe wurden im Komplex mit einem Glutamat-Rezeptor
und Phenylethanolamin-N-Methyl-Transferase (PNMT), einem Enzym, das
an der Adrenalin-Synthese beteiligt ist, gefunden. Die Verbindung moduliert
als allosterischer Effektor den Glutamat-Rezeptor, indem sie die Desensibilisierung
blockiert. PNMT katalysiert die Umsetzung von Noradrenalin zu Adrenalin im Zen-
tralen Nervensystem (ZNS), so dass durch eine Hemmung von PNMT die Adrenalin-

Konzentrationen herabgesetzt werden. Da Adrenalin unter anderem den Blutdruck er-
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Tab. 4.17:  Eintrdige in der PDB fiir weitere Proteinstrukturen (aufler CA), die einen Liganden mit

einer Sulfonamid-Gruppe besitzen.

Nr. Struktur PDB-Code Enzym Referenz
o
0=S=0
105 <N> 1fvt CDK2* [Davis et al., 2001]
N?
Br:
A
NH,
O=é=0
106 “"\f:ji”\> 1hls CDK2 [Davies et al., [2002]
é‘/)o/ |
NH,
O=é=0
107 © 1jsv CDK2 [Clare et al., 2001]
HNY\rNHz
NN
NH,
0=S=0
Dihydropteroat-
108 1aj0 Hyaropteroa [Achari et al., [1997]
synthase
NH,
NH,
O=é=0

Phenylethanolamin-N- .
109 lhnn [Martin et al.l [2001]

methyltransferase

110 o j@[ 1lbc Glutamat Rezeptor 2 [Sun et al., [2002]

*CDK2 = cyclin dependent kinase 2

hoht, kann durch den Einsatz von PNMT-Inhibitoren eine blutdrucksenkende Wirkung
erreicht werden. Die Verbindung inhibiert zwar PNMT 4n vitro im nanomolaren
Bereich (K; = 580 nM), interagiert aber aufgrund der geringen Penetrationsfahigkeit
durch die Blut-Hirn-Schranke nicht mit PNMT im ZNS und fiithrt demnach auch zu
keiner Blutdrucksenkung in vivo. Die Kristallstruktur dieses Inhibitors zeigt jedoch,
dass der Inhibitor iiber die Sulfonamid-Gruppe mit einer Lysinseitenkette in
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der Bindetasche interagiert (PDB-Code: 1hnn). Ob klassische CA-Inhibitoren, die die
Blut-Hirnschranke iiberwinden kénnen, ebenfalls mit PNMT interagieren, ist zur Zeit
nicht bekannt. Jedoch sollte bei der Entwicklung von lipophilen CA-Inhibitoren eine
moglich Wechselwirkung mit PNMT im ZNS beriicksichtigt werden, um potentielle

unerwiinschte Nebenwirkungen zu vermeiden.

Des Weiteren wurden in einer intensiven Literaturrecherchﬂ nach Verbindungen
mit einer priméren Sulfonamid-Gruppe gesucht, die als potentielle neue Leitstrukturen
fiir die Entwicklung selektiver CA-Inhibitoren dienen koénnen. Die aufgefunden Treffer
sind in Tab. aufgelistet. Diese Verbindungen werden in unterschiedlichen therapeu-
tischen Indikationsgebieten eingesetzt und kénnen durch die vorhandene Sulfonamid-

Gruppe CA hemmen.

Tab. 4.18: Verbindungen aus der Literatur, die eine primdre Sulfonamid-Gruppe besitzen.

o H
Oy
S.. /(%/ 0, N\/(N>
N cl HN N /\/l\ O\Q\/‘L
H 2NN \ 7
N / \(J/\ |S|‘NH oL \\
H NH,
HNG, s
Ss,
S
o °

111 112 113 114
o
7 Q_NH, 0=5-NH,
0’5\\0
QP m
H N-z=o HN"0 o~ "o o™y

=l HO il(cn

115 116 117 118

In der Literatur wurden Verbindungen mit cytostatischer Wirkung 111}, das H2-
Antihistaminikum Famotidin [I12] Virustatika wie das Antidepressivum Sulpirid
[114]und Inhibitoren der Steroid-Sulfatase (STS) (115] [116][117) gefunden [Kleymann
et al. 2002; Winum et al., [2003; Abbate et al. 2004]. Alle diese Verbindungen koénn-

ten aufgrund der vorhandenen Sulfonamid- bzw. Sulfamat-Gruppe Isoenzyme der CA

hemmen. Durch eine mégliche Wechselwirkung mit CA konnen auftretende Nebenwir-
kungen dieser Verbindungen eventuell erklirt werden. Wenn eine CA-Hemmung des
Weiteren belegt werden kann, konnten diese Verbindungen auch in Indikationsgebieten

von CA-Inhibitoren eingesetzt werden. Die inhibitorische Wirkung der Verbindung

YHunnius, pharmazeutische Zeitschriften, http://www.pubmed.org
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an CA II wurde bereits beschrieben |Griineberg, 2000], aufgrund des dhnlichen Grund-
geriistes zu einem Cyclooxygenase-Inhibitor (siehe Kap. wurde diese Verbindung

bestellt und an Isoenzymen der CA erneut getestet.

Zu den interessanten Verbindungen gehoren die Sulfamat-Derivate , die
eine Hemmung der Steroid-Sulfatase (STS, EC 3.1.6.2) hervorrufen |[Nussbaumer
et al.l 2003; [Purohit et al., 2003]. STS ist an der Synthese von Estrogenen im mensch-
lichen Korper beteiligt. Sie wird unter anderem in der Plazenta und der Brust synthe-
tisiert, und es wird vermutet, dass STS bei Frauen fiir die Estrogenbildung nach den
Wechseljahren verantwortlich ist und ein wesentlicher Faktor fiir hormonell beding-
ten Brustkrebs darstellt [MacCarthy-Morrogh| 2000; Hernandez-Guzman et al.l 2003}
Purohit et al., 2003; [Woo et al., 2003]. Die Kristallstruktur der STS zeigt, dass das
Enzym tiber hydrophobe Helixbereiche (40 A lang) mit der Membran des endoplas-
matischen Retikulums (ER) verkniipft ist (PDB-Code: 1p49). Die STS katalysiert die
Hydrolyse von Sulfatestern zu 3-Hydroxysteroiden. Die Sulfatester stellen die inaktive
Transportform der 3-Hydroxysteroide dar. Da Inhibitoren der STS [Woo et al., [1996;
Nussbaumer et al., 2002, 2003; Woo et al., [2003] die Synthese von Estrogen-Derivaten
hemmen, werden sie in der Behandlung von estrogen- und androgenabhéngigen Krank-

heiten eingesetzt (Brust-, Endometrium-, Prostatakrebs, androgene Alopezie, Akne)
[Nussbaumer & Billich| 2003].

Da diese Inhibitoren eine Sulfamat-Gruppe besitzen, die auch bei Topiramat [14]
einem potenten CA-Inhibitor (K; CA II: 5 nM; [Casini et al., 2003]) vorhanden ist,
ist anzunehmen, dass diese Inhibitoren auch die CA hemmen konnen. Affinitdtsdaten
und Docking-Studien an Isoenzymen der CA belegen, dass STS-Inhibitoren ebenfalls
Isoenzyme der CA hemmen [Ho et al.l 2003; Vicker et al., [2003; Vullo et al. 2003;
Winum et al., [2003]. Die Expression der membrangebundenen Isoenzyme CA IX und
CA XII ist bei bestimmten Krebsformen erhoht. Wie bereits in Kap. beschrieben,
wird vermutet, dass diese Isoformen einen giinstigen Einfluss auf das Tumorwachstum
ausiiben, indem sie fiir einen sauren pH-Wert im extrazellularen Milieu sorgen. Auch
eine Bereitstellung von Hydrogencarbonat fiir die Pyrimidin-Synthese konnte einen
giinstigen Einfluss auf das Tumorwachstum haben [Ho et al., 2003]. Deshalb kénnte der
wachstumshemmende Effekt mancher Sulfamat-Derivate teilweise auf einer Hemmung
der CA IX beruhen [Vullo et al., 2003; Winum et al., 2003]. Ob die wachstumshemmende
Wirkung mancher Sulfonamid-/Sulfamat-Inhibitoren der CA bei Brustkrebszellen auf

eine Hemmung der STS beruhen koénnte, ist zur Zeit noch unklar.
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Eine Wechselwirkung der cytostatisch wirksamen Verbindung mit CA wurde
zum Zeitpunkt der Literatursuche bereits mit Affinitdtsdaten belegt und die Kristall-
struktur dieser Verbindung im Komplex mit CA II kurze Zeit spéter veroffentlicht
[Abbate et al., [2004]. Um die inhibitorische Aktivitét der Verbindungen und
an Isoenzymen der CA zu belegen, wurde die Affinitat fiir CA I und CA II bestimmt.
Beide Verbindungen hemmen CA I und CA II im nanomolaren Bereich (siche Tab.
4.19)), und zeigen gleichzeitig, dass durch eine intensive Literatursuche erfolgreich na-

nomolare CA-Inhibitoren gefunden werden koénnen.

Gleichzeitig wurden durch diese Suche in Datenbanken und in der Literatur pri-
mére Sulfonamide gefunden, die mit anderen Enzymen als CA wechselwirken. Diese
Verbindungen koénnen aufgrund der vorhandenen Sulfonamid-Gruppe mit CA inter-
agieren, so dass eventuell auftretende Nebenwirkungen dieser Verbindungen auf ei-
ner CA-Hemmung beruhen kénnten. Ferner kénnte eine Wechselwirkung mit CA sich
durchaus giinstig auf die Behandlung bestimmter Krebsformen auswirken (Hemmung
von CDK, STS und CA), wihrend bei der Entwicklung von CA-Inhibitoren die Wech-
selwirkung mit anderen Enzymen, die ebenfalls durch primére Sulfonamide gehemmt

werden, beriicksichtigt werden muss (Tab. und [4.18)).

4.3.4 Abschitzung der Affinitidt von platzierten Verbindungen

Nach der erfolgreichen Vorhersage des Bindungsmodus von CA-Inhibitoren in CA II
(Kap. [4.3.2), kann in einem néchsten Schritt die Bindungsaffinitét der platzierten Ver-
bindungen abgeschéitzt werden. Des Weiteren wurden die Verbindungen mit einer pri-
méren Sulfonamid-Gruppe, die in der PDB und in der Literatur gefunden wurden, mit
AUTODOCK in die Bindetasche von CA II platziert und die Bindungsaffinitéit ab-
geschétzt. Fiir diese Abschétzung stehen verschiedene Bewertungsfunktionen zur Ver-
fiigung. In Tab. [£.19 sind die vorhergesagten Affinitéiten der platzierten Verbindungen

mit bekannter Kristallstruktur , , , 104} , Abb. 4.17)) bzw. eine Auswahl

von in der Literatur gefundenen neuen potentiellen CA-Inhibitoren (111} (113} |115]

118 Tab. [4.18)) aufgelistet.

Angegeben sind die Bindungsaffinititen, die mit der in AUTODOCK 3.0 imple-
mentierten Bewertungsfunktion und die durch die in Kap. f.1.3] erstellten 3D-QSAR-
Modelle erhalten wurden. Es wurden ebenfalls zwei COX-Inhibitoren (Valdecoxib [128]




4.3 Abschitzung des Bindungsmodus von CA-Inhibitoren 109

Tab. 4.19: Abschdtzung der Bindungsaffinitdt der platzierten Verbindungen fir CA II mit der in
AUTODOCK 8.0 implementierten Bewertungsfunktion und der in Kap. erstellten
3D-QSAR-Modelle. Fiir die Abschditzung der Bindungsaffinitit wurden die platzierte Lisung
mit dem giinstigsten (mazimal negativen) Energiebetrag aus dem am hdufigsten populierten
Cluster verwendet. In den Klammern sind die Abweichungen der vorhergesagten Affinitdten

von den experimentellen Werten angegeben (pK; aet - pKi pred)-

Inhibitor CA 1II AutoDock AutoDock CoMFA CoMSIA
pKi,act Energie [kcal/mOI] pKi,pred pKi,;m’ed pKi,pred

Acetazolamid  7.92 26.90 429 (3.63)  7.69 (0.23)  7.01 (0.91)
Dorzolamid 8.05 -8.45 5.55 (2.50)  7.17 (0.88)  7.78 (0.27)
Brinzolamid ~ 8.49 9.71 5.22 (3.27)  7.90 (0.59)  8.09 (0.40)
Topiramat 8.30 -8.46 5.00 (3.30)  7.91 (0.39)  8.56 (-0.26)
RWJ 7.44 -7.95 4.93 (2.51)  7.53 (-0.09) 7.72 (-0.28)
104

D_01 6.52 16.52 450 (2.02)  7.26 (-0.74) 6.81 (-0.29)
50

111 7.82 11,12 6.63 (1.19)  6.83 (0.99)  6.77 (1.05)
113 6.61 -7.30 6.08 (0.53)  7.84 (-1.23) 7.40 (-0.79)
115 8.00 -10.11 6.79 (1.21)  7.28 (0.72)  7.52 (0.48)
7.89 1011 6.68 (1.21)  7.12 (0.77)  7.23 (0.66)
118 7.68 -7.59 5.10 (2.58)  7.71 (-0.03)  7.16 (0.52)
7.37 -0.68 6.17 (1.20)  7.20 (0.17)  7.11 (0.26)
129 7.68 -8.88 5.50 (2.00)  8.08 (-0.40) 7.85 (-0.17)

Celecoxib [129] siehe Kap. , Abb. , die ebenfalls eine primére Sulfonamid-Gruppe
besitzen und deren Wechselwirkung in Kap. ndher beschrieben wird, in die Binde-
tasche von CA II platziert und die Affinitdt dieser Verbindungen abgeschétzt.
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Wie aus der Tab. zu entnehmen ist, kénnen die Bindungsaffinitdten mit der
in AUTODOCK 3.0 implementierten Bewertungsfunktion nicht korrekt abgeschétzt
werden. Sie liegen zwei bis drei Groflenordnungen unter den experimentell gemessenen
Werten. Werden hingegen die 3D-QSAR-Modelle fiir die Vorhersage der Affinitidten
verwendet, liegen die Vorhersagen der Bindungsaffinitdten alle im Bereich der allge-
mein tolerierten Fehlergrenze (+ 1 log. Einheit) (Abb. [£.18). Wihrend die korrekte
Vorhersage der Bindungsaffinitdten mit der in AUTODOCK implementierten Bewer-
tungsfunktion nicht erreicht werden kann, werden zumindest mit Hilfe der 3D-QSAR-

Modelle die Affinitdtenvorhersagen in der richtigen Gréflenordnung wiedergegeben.

Es konnte anhand von sechs ausgewéhlten Kristallstrukturen erfolgreich gezeigt wer-
den, dass durch ein automatisiertes Docking-Verfahren der Bindungsmodus von CA-
Inhibitoren in der Bindetasche von CA II korrekt vorhergesagt werden kann. Ferner
konnte mit Hilfe der erstellten 3D-QSAR-Modelle die Bindungsaffinitiat der platzierten

Losungen innerhalb einer tolerierten Fehlergrenze abgeschéatzt werden.
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Abb. 4.18: Auftragung der vorhergesagten Affinititen (predicted pKi) gegen die experimentellen Werte
(actual pKi) fiir CA 11 fiir die mit AUTODOCK platzierten Verbindungen. Die Bindungs-
affinititen wurden anhand der Bewertungsfunktion in AUTODOCK 3.0 (oben, links) und
mit dem in Kap. erstellten. CoMFA- (oben, rechts) und CoMSIA-Modell (unten) fiir
CA 1II abgeschdtzt. Fir die mit AUTODOCK wvorhergesagten Affinititen wurde ein ne-
gativer ,predictive” r*-Wert erhalten, wihrend fir das CoMFA-Modell ein positiver Wert
erhalten wurde ( ,predictive” > = 0.263). Mit dem CoMSIA-Modell konnten die Affinitdt
der Verbindungen am besten abgeschitzt werden (,predictive” r* = 0.497).
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5 Cyclooxygenase (COX)
5.1 Physiologische Rolle der Cyclooxygenase

Die Cyclooxygenase (COX) oder auch Prostaglandin Endoperoxid H2 Synthase
(PGHS) (EC-Nummer: 1.14.99.1) ist ein bifunktionales, membrangebundenes Enzym,
das an der Synthese von entziindungsférdernden Mediatoren beteiligt ist [Vane, [1971].
Das Enzym iiberfithrt Arachidonsdure (AS) und andere ungesittigte Cop-Fettsiuren
in zyklische Endoperoxide und ist somit an der Prostaglandinbiosynthese beteiligt.
Neben den entsprechenden Prostaglandin-Derivaten werden auflerdem Thromboxan

A2 (TXA2) und Prostazyklin gebildet (Abb. [van der Donk et al.| [2002].

Phospholipide
Glucocorticoide ) Phospholipase A,
~
Arachidonsiure
NSAID mmmp Cyclooxygenase
~

Prostaglandin G,

Cyclooxygenase

~

Prostaglandin H,

7 1N\

Prostacyclin Prostaglandin- Thromboxan A,
Derivate

Abb. 5.1: Prostaglandinbiosynthese. Arachidonsdure wird aus Phospholipiden der Zellmembran durch
Phospholipase A2 freigesetzt und im AnschlufS iber den Cyclooxygenaseweg in zwei Stufen
zu Prostaglandin H2 umgesetzt. Neben weiteren Prostaglandin-Derivaten werden Thrombox-
an A2 und Prostazyklin gebildet. Glucocorticoide und nicht-steroidale antiinflammotorische
Verbindungen (NSAIDs) fiihren zu einer Hemmung der PG-Synthese, indem sie mit der

Phospholipase A2 und der Cycloozygenase interagieren.
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Das in den Thrombozyten gebildete TX A2 fordert die Thrombozytenaggregation
und wirkt vasokonstriktorisch, wéhrend das im Gefdflendothel gebildete Prostazy-
klin eine vasodilatierende und thrombozytenaggregationshemmende Wirkung besitzt.
Diese bioaktiven Lipide spielen eine wichtige Rolle bei kardiovaskulédren, gastrointes-
tinalen und renalen Funktionen und sind dariiber hinaus wichtige Mediatoren bei ent-
ziindlichen Prozessen, Fieber und allergischen Reaktionen |[Kurumbail et al., 2001}
van der Donk et al., 2002]. Prostaglandine (PG) sind wichtige biologische Media-
toren, die iiber G-Protein gekoppelte Rezeptoren Signale weiterleiten [Narumiya &
FitzGerald, 2001]. Diese Signalkaskaden fithren zu verschiedenen physiologischen Re-
aktionen (Schmerzweiterleitung, Entziindungen, Aufrechterhaltung der Nierenfunktion,
protektive Mechanismen im GI-Trakt) [McAdam et al.,[1999; Warner et al., [1999; Mor-
teau et al., [2000; Harris & Breyer| [2001; Tilley et al., 2001]. Sie sensibilisieren Schmerz-
rezeptoren und fordern die Erregungsiibertragung nozizeptiver Impulse im Zentralen
Nervensystem (ZNS). Weiterhin greifen sie an der glatten Muskulatur der Gefifle an,
wirken blutdrucksenkend, erhéhen die renale Durchblutung und fithren zu einer Uterus-
kontraktion [Williams et al., [1999]. Das Substrat AS ist in Phospholipide von Zellmem-
branen eingebaut und wird durch duflere Reize (zum Beispiel zellschddigende Noxen)
durch Aktivierung der Phospholipase A2 freigesetzt (Abb.[5.1)). AS wird dann iiber zwei
Wege, dem Cyclooxygenase- bzw. Lipoxygenaseweg, in verschiedene Entziindungsme-
diatoren umgewandelt. PG-Derivate sind zum einen verantwortlich fiir die Entstehung
von Schmerzen und Schwellungen in entziindlichen Geweben, zum anderen sind sie aber
auch an den schiitzenden Funktionen des Magens beteiligt [Warner & Mitchell, 2002).
Weiterhin stimulieren PG die Zellproliferation, inhibieren Apoptosd] kénnen Angioge-
neseﬂ induzieren und beeinflussen das Immunsystem [Smith et al., [1996; Tsujii et al.
1998; Malkowski et al.l 2000; Howe et al. 2002].

Bis 1991 war nur eine Isoform der Cyclooxygenasen bekannt. Im gleichen Jahr wurde
von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen ein zweites Isoenzym entdeckt (COX2) [Xie
et al., [1991}; [Kujubu et al., [1991], das hauptséchlich durch proinflammatorische Cyto-
kine, bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) und Wachstumsfaktoren (Tumor-Nekrose-
Faktor(TNF)-«) induziert wird und eine wichtige Rolle bei entziindlichen Prozessen
und dem Zellwachstum spielt. Die andere Isoform (COX1) kommt konstitutiv im
menschlichen Organismus vor und ist unter anderem fiir die Synthese von protekti-

ven PGs in der Niere und in der Magenschleimhaut verantwortlich. Diese iiber COX1

Lgezielter, programmierter Zelltod
2Gefiwachstum
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synthetisierten PGs im Magen sind iiber ihren vasodilatierenden Effekt fiir eine bessere
Durchblutung der Magenschleimhaut verantwortlich und unterstiitzen deren physiolo-
gische Schutzfunktion. Eine langfristige Hemmung der COX1 fiihrt zu unerwiinschten
Nebenwirkungen im Gastro-Intestinal-Trakt und kann zu Magengeschwiiren und Ma-
genblutungen fithren. Mit der Entdeckung der COX2 war es moglich, entziindungs-
hemmende Substanzen zu entwickeln, die nicht die Synthese protektiver PG im Ma-
gen und in der Niere beeinflussen. Durch eine selektive Hemmung der COX2 werden
die durch COX1-Hemmung auftretenden Nebenwirkungen (zum Beispiel Magen-Darm-
Beschwerden, Beeintriachtigung der Nierenfunktion) verringert. Jiingste Untersuchun-
gen haben gezeigt, dass die Produktion von COX2 nicht nur durch entziindungsférdern-
de Mediatoren (Interleukin(IL)-1, LPS) induziert wird [Herschman, 1996, sondern das
Enzym auch konstitutiv im Gehirn und Riickenmark vorkommt [Vane et al. [1998; |Ka-
tori & Majimal 2000]. Ein weiterer regulatorischer Eingriff der COX2-Expression erfolgt
tiber antiinflammatorische Cytokine (IL-4, IL-12, Glucocorticoide), die die Expression
von COX2 unterdriicken, nicht aber die COX1-Expression [Garavito & DeWitt, [1999).
Bei bestimmten Krebsformen wurde aulerdem eine erhohte Expression von COX2 und
ein gestiegener PG-Spiegel beobachtet (Darm-, Lungen-, Brust-, Magen-, Speiserohren-
, Prostata und Blasenkrebs) |Oka et al., [1994; |[Eberhart et al., 1994; Howe et al., 2002;
Waskewich et al. [2002]. Weiterhin wurde eine erhéhte Expression von COX2 in rheu-
matischen Bindegewebszellen [Crofford et al.;|1994] und beim malignen Netzhauttumor
des Auges beobachtet [Karim et al.,[2000] . Vor Kurzem wurde die Existenz einer dritten
Cycloocygenase-Isoform (COX3) beschrieben [Chandrasekharan et al. 2002; Warner

& Mitchell, 2002], die vermehrt im cerebralen Cortex und im Herzen zu finden ist.

Als Inhibitoren der COX werden nicht-steroidale antiinflammatorische Verbindungen
eingesetzt (NSAID, non-steroidal antiinflammatory drugs)ﬂ Da durch eine Inhibition
der COX weniger entziindungsfordernde PGs synthetisiert werden, lassen sich NSAIDs
bei der Schmerztherapie und Fieber einsetzen. Da aber gleichzeitig auch die Synthese
von PGs vermindert wird, die fiir schiitzende Mechanismen im menschlichen Korper
verantwortlich sind, kann es bei der Anwendung zu unerwiinschten Nebenwirkungen
kommen [Warner & Mitchell, [2002]. Vor allem im Endstadium der Schwangerschaft
sind NSAIDs kontraindiziert, da durch eine Hemmung der PG-Synthese im Uterus vor-
zeitig einsetzende Wehen verzogert werden konnen [Vane et al [1982]. Nicht-selektive
COX-Inhibitoren hemmen sowohl die konstitutiv im Koérper vorkommende COX1, als

auch die induzierbare COX2. Durch die Hemmung von COX1 kommt es zu Storungen

3weitere Erlduterungen zu COX-Inhibitoren siehe Kap.
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der protektiven Mechanismen in der Magenschleimhaut und in der Niere, so dass sehr
schnell nach der Entdeckung der zweiten Isoform COX2-selektive Verbindungen syn-
thetisiert wurden, die diese Nebenwirkungen vermeiden sollten. Man versprach sich von
diesen Substanzen weniger Nebenwirkungen durch gezieltere Inhibition der COX2, vor
allem bei Erkrankungen, die iiber einen ldngeren Zeitraum behandelt werden miissen
(zum Beispiel bei rheumatischen Gelenkerkrankungen) [Dannhardt & Kiefer, 2001]. In
grof angelegten Studien (VIGOR, Vioxxz Gastrointestinal Outcome Research, [Bom-
bardier et al., 2000]; CLASS, Celecoxib long-term Arthritis Safety Study, |Silverstein
et al., [2000]) konnte gezeigt werden, dass die Rate gastrointestinaler Komplikationen
unter der Therapie mit COX2-selektiven Verbindungen fast um die Hélfte niedriger
war als bei der Anwendung klassischer NSAIDs. Gleichzeitig wurden aber geféhrliche

kardiovaskuldre Nebenwirkungen beobachtet.

Diese Beobachtung konnte darauf beruhen, dass PG-Derivate, TXA2 und Prostazy-
klin ebenfalls in das kardiovaskulire System eingreifen. Durch eine nicht-selektive
Hemmung der COX in Thrombozyten wird weniger TXA2 gebildet, was zu einer Hem-
mung der Blutpldttchenaggregation fithrt [Dannhardt & Kiefer, 2001]. COX2-selektive
Inhibitoren zeigen hingegen keine Hemmung der Thrombozytenaggregation, da die Syn-
these des prothrombotischen TXA2 iiber COX1 vermittelt wird [Leese et al., 2003].
Eine COX2-selektive Hemmung konnte dadurch das Gleichgewicht in Richtung auf die
prothrombotischen Mediatoren verschieben, was das Risiko von thrombotischen kar-
diovaskuldren Nebenwirkungen (Herzinfarkt, instabile Angina pectoris, Herzstillstand)
bei der Einnahme von COX2-selektiven Verbindungen erhoht [Mukherjee et al., 2001].
Eine weitere ernste Nebenwirkung der NSAIDs ist ihre bronchokonstriktorische Wir-
kung durch die verminderte Synthese bronchodilatierender PGE2 [Dannhardt & Kie-
fer, 2001]. Insbesondere bei Asthmapatienten besteht die Gefahr eines Asthmaanfalls,
da durch die Hemmung der COX das Substratangebot fiir die Lipoxygenase gesteigert
wird. Dadurch werden weniger bronchodilatierende PGs gebildet gleichzeitig aber mehr

bronchokonstriktorische Leukotriene.

Im Magen und in der Niere wirken die durch COX1 gebildeten PGs als Vasodilatato-
ren. Sie sind in der Niere an der Regulation des renalen Plasmaflusses und der glome-
ruldren Filtration beteiligt. Eine langfristige Anwendung von NSAIDs fiihrt nicht nur
zu unerwiinschten Nebenwirkungen im Gastro-Intestinal-Trakt, sondern auch zu rena-
len Storungen. Durch eine verminderte Produktion von PG in der Niere wird vor allem

bei Patienten mit einer reduzierten Nierenfunktion vermehrt Wasser zuriickgehalten.
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Dies fithrt zu einem Blutdruckanstieg und im schlimmsten Fall zu einem Nierenschaden
[Dannhardt & Kiefer| 2001].

Da COX2 des Weiteren bei der Angiogenese, bei bestimmten Krebsformen und Alz-
heimer {iberexprimiert wird [Waskewich et al.| 2002], kénnen COX2 selektive Verbin-
dungen auch in diesen Indikationsgebieten eingesetzt werden. Das Krebszellwachs-
tum wird von COX-Inhibitoren (siehe Kap. beeinflufit, indem sie unter anderem
eine Apoptose induzieren oder zu einem Anhalten des Zellzyklus fiihren [Williams et al.)
1999]. Weiterhin spielt die Angiogenese eine wichtige Rolle im Tumorwachstum. Der
Tumor benoétigt fiir ein optimales Wachstum ein gutes vaskulédres Netzwerk, um mit
Néhrstoffen versorgt zu werden. PGs, die iiber COX gebildet werden, scheinen hier
entscheidend in die Angiogenese einzugreifen [Williams et al. [1999]. Der antiangioge-
netische Effekt konnte dadurch erklart werden, dass es durch die Abnahme an vasodi-
latierenden PGs zu einer verminderten Durchblutung des Tumorgewebes kommt. Das
Tumorgewebe wird durch diese verminderte Durchblutung nicht mehr ausreichend mit
Néhrstoffen versorgt und es kommt zu einer Abnahme des Tumorwachstums. Durch
eine Behandlung von Brustkrebszellen der Maus mit dem COX2-selektiven Inhibitor
Celecoxib, wurde die Anzahl der Brustkrebszellen und der PGE2-Spiegel in den Zel-
len um 50 % reduziert [Howe et al. 2002]. Da in diesen Mauszellen ebenfalls alle
vier PGE2-Rezeptorsubtypen exprimiert werden, wird angenommen, dass das Wachs-
tum des Brustkrebstumors auch iiber PGE-Rezeptoren gesteuert werden kénnte [Howe

et al., [2002].

Die vor kurzem entdeckte COX3 wird von Paracetamol und anderen analgetisch und
antipyretisch wirkenden Verbindungen inhibiert [Chandrasekharan et al.,|2002; Warner
& Mitchell, 2002]. Paracetamol wirkt schmerzlindernd und fiebersenkend, besitzt aber
kaum antiinflammatorische Eigenschaften. Die bei klassischen NSAIDs auftretenden
Nebenwirkungen im Magen-Darm-Trakt werden bei der Anwendung von Paracetamol
nicht beobachtet, da die PG-Synthese in der Magenschleimhaut nicht gehemmt wird
[Botting, 2000]. Da erhohte COX3-Spiegel im cerebralen Cortex zu finden sind, scheint

Paracetamol die PG-Synthese durch eine zentrale Hemmung der COX3 zu beeinflussen.

5.1.1 Wirkungsmechanismus der Cyclooxygenase

Die membranstéindigen Cyclooxygenasen sind durch die Umsetzung von AS zu PGH2

fiir die notwendigen Prostaglandinmengen in der Zelle verantwortlich und fungieren
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demnach als Schaltzentrale, um PG ins extrazellulire Milieu bzw. in den Zellkern zu
schleusen [Smith et al.,[1996]. Die Umsetzung von AS zu PGH2 erfolgt in zwei Schritten
in zwei Subtaschen der Cyclooxygenasen (siche Kap. [Smith et al., 1996} [Vane
et al., [1998; |Garavito & DeWitt, [1999; |Williams et al., [1999; Dannhardt & Kiefer|
2001]. Der erste Schritt findet in der COX-Bindetasche statt. Durch Addition von zwei
Sauerstoffmolekiilen an AS wird das bicyclische Endoperoxidmediat PGG2 gebildet
[Garavito & DeWitt|, [1999], das zur Peroxidbindetasche diffundiert und dort zu PGH2
reduziert wird (Abb. [5.2] links).

PHOSPHOLIPID
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PHOSPHOLIPASE A2

ARACHIDONIC ACID
CYCLOOXYGENASE * 20,
PGH
COOH SYNTHASES
o N
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PGG p _
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2e-
— COOH
o N
A
o
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Abb. 5.2: Prostaglandinbiosynthese und Wirkungsmechanismus der Cycloozygenasen (COX) bzw.
Prostaglandin Endoperoxid H2 Synthase (PGHS). Die aus den Phospholipiden freigesetzte
Arachidonsdure wird durch Addition von zwei Sauerstoffmolekiilen in PGG2 umgewandelt
(links). Im Anschlufy erfolgt die Diffusion von PGGZ2 in die Peroxidasebindetasche, wo es zu
PGH?2 reduziert wird. An der Fizierung der AS ist Arg120 involviert, indem es eine starke
Salzbriicke mit der Carbozxylfunktion des Substrates ausbildet, wihrend Tyr385 durch Abspal-
tung eines Wasserstoffatoms an C13 der AS die Katalyse initiiert (rechts) (Abbildungen aus
|Smith et all [1996]).

Das Substrat AS diffundiert von der Membran ausgehend entlang eines 25 A lan-
gen, hydrophoben Kanals bis zur COX-Bindetasche. Innerhalb dieses Kanals befinden
sich nur wenige polare Aminosduren (Argl20, Tyr355, Glu524, Ser530). Argl20
spielt eine Schliisselrolle wihrend der Fixierung der AS und bei der Bindung ande-
rer NSAIDs, die eine Carboxylgruppe besitzen [Garavito & DeWitt], [1999](Abb. [p.2]
rechts). Der erste Schritt in der AS-Umsetzung wird durch ein Tyrosin-Radikal (COX1:
Tyr385, COX2: Tyr371) eingeleitet. Das Tyrosinradikal initiiert die Katalyse durch Ab-
spaltung eines Wasserstoffatoms an C13 der AS (Abb. 5.2} rechts) [Malkowski et al.|
2000; Kurumbail et al., 2001; van der Donk et al. 2002]. Durch die Entfernung des
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135-Wasserstoffs von AS entsteht wihrend der Reaktion ein AS-Radikal. Durch Sauer-
stoffaddition an C11 und C15 entsteht PGG2 [Smith et al., [1996; Garavito & DeWitt]
. PGG2 wandert zur Peroxidase-Bindetasche und wird dort zu PGH2 reduziert.
Die 15-Hydroperoxid-Gruppe wird zum Alkohol reduziert. Wahrend der Katalyse spie-

len weiterhin hydrophobe Aminoséuren bei der Fixierung des Substrates eine wichtige
Rolle [Kurumbail et al., [2001].

Kristallstrukturanalysen haben entscheidend zur Aufkliarung des Wirkungsme-
chansimus beigetragen. Der Bindungsmodus von AS und des Zwischenprodukts PGH2
im Komplex mit COX1 und COX2 (PDB-Code: 1diy, 1ddx; siehe Tab. bestatigt
die Wechselwirkung der Carboxylgruppe des Substrates mit Arg120 und Tyr355

7‘

Abb. 5.3: Umsetzung von AS zu PGG2. Nach der Abspaltung des Wasserstoffs an C13 durch das
Tyrosin-Radikal, erfolgt eine Radikalumlagerung. Nach der Sauerstoffadditon an C11 erfolgt
die Endoperozidbildung zwischen C9 und C11. Die Kohlenstoffatome C8 und C12 befinden
sich durch die Endoperoxidbildung in unmittelbarer Nachbarschaft und durch Rotation der
C10/C11 Bindung erfolgt der Ringschluf des Cyclopentans. Diese Rotation positioniert C15
fiir den ndchsten Angriff eines Sauerstoffmolekiils. PGG2 wird gebildet und das Tyrosin-
Radikal wird regeneriert (Abb. aus [Malkowski et al., |2000]).
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Tab. 5.1: Kristallstrukturen von Cyclooxzygenasen, die in der PDB hinterlegt sind.

o

Enzym PDB-Code Auflésung [A] Substrat / Inhibitor Referenz

COX1 lcqe 3.10 Flurbiprofen Picot et al [1994
COX1 1diy 3.00 AS® Malkowski et al.
COX1 lebv 3.20 AcSHA? Loll et al 2001
COX1 leqg 2.61 Ibuprofen Selinsky et al. 20:
COX1 leqgh 2.70 Flurbiprofen Selinsky et al. E
COX1  1fe2 3.00 DHLA® Thurceson e 1] oo
COX1 1ht5 2.75 Methyl-Flurbiprofen — (setinsky et a} 2oot]
COX1 1ht8 2.69 Alclofenac Selinsky et al. Z
CoX1 ligx 3.10 EPA4 stk ot al) 001
COX1 ligz 2.90 LA® Malkowski ot al 2001
COX1 1pge 3.50 Todosuprofen Loll et al. 1996.
COX1 1pgf 4.50 Cis-lodoindomethacin Loll et al.| [1996
COX1 1pgg 4.50 Trans-Todoindomethacin (Lo et a1l 1996
COX1 1prh 3.50 — Kiefer ot al.} 2000
COX1 1pth 3.40 Salicylsédure Loll et al| 1995
COX2 levu 2.40 ASe Kiefer et al.} 2000
COX2  lex2 3.00 SCH58 curumbast ot at) 19
COX2  1ddx 3.00 AS® / PG/ etor o0 sl poog]
COX2  3pgh 3.00 Flurbiprofen curumbail ot 1) 1998
COX2 4cox 3.00 Indomethacin Kurumbail et al. ;
COX2  beox 3.00 — corumbast ot at) 199
COX2  Geox 3.00 SCH589 arumbail ot i 1909

®AS = arachidonic acid, Arachidonsiure; YAcSHA = O-acetylsalicylhydrozamic acid, O-
Acetylsalicylhydrozamsdure; “DHLA = dihomo-y-linolenic acid, dihomo-y-Linolensdiure;
dEPA = eicosapentaenoic acid, Eicosapentaensiure; € LA = linoleic acid, Linolsiure; PG

= prostaglandin, Prostaglandin

Das w-Ende des Substrates befindet sich in der Niahe von Tyr385 und Ser530 und
der Endoperoxid-Ring interagiert iiber van-der-Waals-Wechselwirkungen mit den Sei-
tenketten von Phe381, Leu384, Tyr385 und Trp387 [Kiefer et al) 2000]. Eine Kristall-
struktur der COX1 im Komplex mit AS (PDB-Code: 1diy, Tab. zeigt, dass das
C13-Atom der AS sich in unmittelbarer Nachbarschaft zu Tyr385 befindet (< 3 A), so
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dass eine Abstraktion des Wasserstoffatoms an C13 durch das Tyrosin385-Radikal mog-
lich ist [Malkowski et all, [2000] (Abb. [5.3)). Die Carboxygruppe von AS interagiert mit
der Guanidiniumgruppe von Argl20 und dem Seitenkettensauerstoffatom von Tyr355.
Mutationsstudien haben weiterhin gezeigt, dass die Bindung von AS in COXI stark
von der ionischen Wechelwirkung mit Argl120 abhéngig ist, wihrend in COX2 hydro-
phobe Wechselwirkungen zwischen AS und den Aminosduren in der Bindetasche die
Fettsdaurebindung beeinflussen [Mancini et al, [1995; Bhattacharyya et al.| |1996} Greig
et al., [1997; Rieke et al., [1999].

Ser530 ist eine der wenigen polaren Aminoséuren in dem 25 A langen hydrophoben
Kanal. Acetylsalicylsédure, eines der meistverkauften Wirkstoffe weltweit, interagiert
mit Ser530, indem es dessen Seitenkette acetyliert. Kristallstrukturen zeigen, dass diese
Acetylierung an Position 530 die AS-Bindestelle sterisch versperrt, so dass der Zugang
des Substrates zur COX-Bindetasche verhindert wird |Loll et al., |1995].

5.1.2 Strukturen der Cyclooxygenasen

COX sind glykosylierte, integrale Membranproteine, die sich im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) und in der Kernhiille befinden |Garavito & DeWitt] [1999]. Sie liegen
als Dimer vor und sind iiber eine Membran-Binde-Domé&ne (MBD) mit der Membran
des ER bzw. des Zellkerns verankert (Abb. [Smith et al.| [1996].

Die dreidimensionale Struktur der monomeren COX-Einheit zeigt einen einheitlichen
Aufbau. Sie kann in eine N-terminale Epidermale-Wachstumsfaktor-Doméne (EGF,
Epidermal Growth Factor), eine aus vier Helices bestehende membrangebundene Do-
méne (MBD, Membrane Binding Domain) und eine katalytische Doméne unterteilt
werden. Die katalytische Doméne besteht aus einer COX- und einer Peroxidase-
Bindestelle, in denen die einzelnen Schritte der PG-Biosynthese ablaufen (Abb. ,
links und . In der Nédhe der mit der Membran verankerten MBD beginnt ein lan-
ger hydrophober Tunnel, an dessen Ende die COX-Bindetasche liegt. In unmittelbarer
Nachbarschaft befindet sich die Peroxidase-Bindetasche, die direkt zum Loésungsmittel
hin gerichtet ist und eine Eisen-Ham-Gruppe gebunden hat. Beide Isoenzyme besit-
zen im Hinblick auf die Umsetzung der AS &hnliche kinetische Eigenschaften [Marnett
et al.l 1999]. Allerdings ist das Volumen der COX2-Tasche im Vergleich zu COX1 um
ca. 20 % groBer . Dies konnte ein Grund dafiir sein, dass COX2 eine grofiere Anzahl an

Fettsduren mit unterschiedlicher Kettenldnge umsetzen kann [Laneuville et al.l [1995].
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Abb. 5.4: Struktur des COX1-Dimers mit der Verankerung an der Zellmembran tber die Membran-
Binde-Domine (MBD, orange; oben) und Darstellung des COX1-Monomers (unten). Die
monomere Einheit kann weiterhin in eine EGF(Epidermal-Growth-Factor)- und MBD-
(Membrane Binding Domain)-Domdne und eine COX- und Peroxidase-Bindestelle unterteilt
werden (Abb. aus [Garavito & DeWitd, |1999]).

COX1 und COX2 besitzen eine Sequenzidentitit von 63 %, und ein Vergleich der

dreidimensionalen Struktur beider Isoenzyme zeigt, dass die COX-Bindetasche bis auf

wenige Aminosduren hoch konserviert ist [Kurumbail et al. [1996; |[Luong et al. [1996;
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Garavito & DeWitt, [1999]. An den Positionen 434 und 523 befindet sich in COX1
jeweils ein Isoleucin, wihrend in COX2 ein Valin an diesen Positionen anzutreffen
ist. Mutationsstudien belegen die wichtige Rolle der Positionen 434 und 523 in Hinblick
auf die Selektivitdtsdeterminante beider Isoenzyme [Vane et al., [1998]. Eine Mutation
von [le523 zu Val in COX1 ermdoglicht COX2-selektiven Inhibitoren eine Bindung ohne
Anderung des K ,,-Wertes fiir AS [Wong et al., [1997], wéhrend eine COX2-Mutante mit
einem Austausch von Val523 gegen lle ein Inhibitionsprofil zeigt, das vergleichbar mit
dem Wildtyp der COX1 ist |Gierse et al., |1996]. Durch den Austausch von Isoleucin
gegen Valin in COX2 an den Positionen 434 und 523 kann sich die Seitenkette eines
benachbarten Phe518 in COX2 aus der Tasche bewegen und einen Zugang zu einer wei-
teren kleinen Bindetasche erméglichen. In dieser Tasche befindet sich an Position 513
in COX1 ein Histidin, in COX2 jedoch ein Arginin, das spezifische Wechselwirkungen
mit COX2-selektive Liganden eingehen kann. Die Kristallstruktur von COX2 mit SC558
(Tab.[5.1), einem COX2-selektiven Inhibitor, zeigt, dass die Phenylsulfonamid-Gruppe
diese COX2-spezifische Subtasche adressiert und mit Arg513 wechselwirkt [Kurumbail
et al., [1996]. Wie wichtig diese Aminosduren (COX1: Ile434, His513, Ile523; COX2:
Val434, Arg513, Val523) fiir die Bindung COX2-selektiver Inhibitoren sind, zeigen
weitere Mutationsstudien an COX2. Eine Erniedrigung der Affinitédt fiir die COX2-
selektiven Verbindungen Valdecoxib und Celecoxib wurde bei einer Tripelmutante
von COX2 beobachtet, bei der Val523 gegen I1e523, Argh13 gegen His513 und Val434
gegen Iled34 ausgetauscht wurden [Hood et all 2003]. Verglichen zum COX2-Wildtyp
wurden damit die entsprechenden Aminoséduren aus COX1 an diesen drei Positionen

eingefiihrt.

5.2 COX-Inhibitoren und deren therapeutische

Anwendung

Vor iiber 100 Jahren, 1899, wurde Acetylsalicylsidure (Aspirin®) zur Behandlung
von Schmerzen und rheumatischen Erkrankungen eingefiihrt. In den folgenden Jahren
wurden weitere NSAIDs zur Behandlung entziindlicher Erkrankungen entwickelt (Phe-
nylbutazon (1949), Indomethacin (1963), Ibuprofen (1969)), aber erst 1971 wurde der
Wirkungsmechanismus aufgeklart, der den NSAIDs zugrunde liegt. Vane konnte erst-
mals zeigen, dass Aspirin und Indomethacin durch Hemmung der Cyclooxygenase die
PG-Produktion blockieren [Vane, |1971]. Die inhibitorische Wirkung von Acetylsalicyl-
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saure (ASS, Tab. beruht auf einer irreversiblen Acetylierung der COX-Bindestelle.
ASS bindet kovalent an beide Isoformen [Smith et al., |1996; Williams et al., [1999];
Ser530 in COX1 und Ser516 in COX2 werden jeweils acetyliert.

Tab. 5.2: Klassische Inhibitoren der Cyclooxygenase mit den entsprechenden Fenac-(Diclofenac, In-
domethacin, Sulindac), Profen-(Ibuprofen, Flurbiprofen, Ketoprofen) und Ozicam-Derivaten
(Pirozicam). Acetylsalicylsiure (ASS) inhibiert COX durch irreversibele Acetylierung von
Ser530. Ketorolac wird nach postoperativen Schmerzen in einer injizierbaren Form appli-

ziert.
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Verbindungen, die selektiv COX2 hemmen (Tab. , zeigen ein geringeres Neben-
wirkungsprofil als nicht selektiv wirkende NSAIDs (Tab. . Die Entwicklungen der
COX2-selektiven Verbindungen Valdecoxib (Bextra®), Celecoxib (Celebrex®)und Ro-
fecoxib (Vioxx®) [Talley et al., 2000b; Penning et al. [1997; Prasit et al., [1999](Tab.
5.3)) zeigen, dass diese Inhibitoren genauso effektiv bei entziindlichen Prozessen wir-

ken wie nicht selektive NSAIDs |[Zhang et al., 1997, (Chan et al., [1999; |Simon et al.
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Tab. 5.3: COX2-selektive Inhibitoren. Valdecoxib (Bextra® ), Celecoxib (Celebrea® ) und Rofecoxib
(Viozz® ) sind zugelassen zur Behandlung von Symptomen bei Reizzustinden degenerativer
Gelenkerkrankungen und chronischer Polyarthritis (Rheumatoide Arthritis). Der Bindungs-
modus des Inhibitors SC558 wurde im Komplex mit COX2 aufgeklirt (PDB-Code: 6cox).
Parecoxib-Natrium ist eine injizierbare Verbindung, die bei postoperativen Schmerzen ange-

wendet wird.
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1999; Hawkey et al., [2000], aber im Gegensatz dazu weniger gastrointestinale Neben-
wirkungen auftreten [Bombardier et al.; 2000; Silverstein et al., 2000]. Eine injizierbare
Verbindung (Parecoxib-Natrium), die im Organismus zu Valdecoxib metabolisiert wird,
wurde fiir die Behandlung postoperativer Schmerzen eingefiihrt [Talley et al. 2000a].
Diese Prodrug-Verbindung hat gegeniiber dem unselektiv wirkenden Ketorolac [Fied-
ler, [1997], das bis dato bei postoperativen Schmerzen Anwendung findet, den Vorteil,

weniger Nebenwirkungen im Magen-Darm-Trakt zu verursachen.

COX-Inhibitoren kénnen diese Isoenzyme kompetitiv reversibel (Ibuprofen) oder zeit-
abhdngig reversibel (Indomethacin, Flurbiprofen) hemmen. Bei der zeitabhéngigen re-
versiblen Inhibition dissoziiert der Inhibitor nur sehr langsam vom Enzym-Inhibitor-
Komplex ab [Smith et al., |1996]. Dieser Effekt kann fiir die selektive Hemmung einer

Isoform entscheidend sein. Eine selektive Inhibition von COX2 kann unter anderem
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dadurch erreicht werden, dass COX2 durch einen zeitabhéngigen, pseudo-irreversiblen
Mechanismus gehemmt wird, wiahrend die Inhibition von COX1 schnell, kompetitiv
und reversibel erfolgt [Garavito & DeWitt|,[1999]. Untersuchungen der Assoziation und
Dissoziation eines COX2-selektiven Inhibitors an COX1 und COX2 zeigten eine zeit-
abhéngige Assoziation des Inhibitors mit beiden Isoformen (SC299 [Lanzo et al.)
2000]. Die Bindung des Inhibitors an beide Isoenzyme erfolgt annihernd gleich schnell,
aber die Dissoziation eines COX2-selektiven Inhibitors erfolgt sehr langsam in COX2
(einige Stunden), wihrend die Dissoziation von COX1 innerhalb von einer Minute ab-
geschlossen ist. Durch die vorhandene Sulfonamid-Gruppe kann spezifische Wech-
selwirkungen mit Aminosauren (His90, GIn192, Arg513) in der COX2-Spezifitdtstasche
ausbilden [Luong et al.| [1996]. Diese stéirkere, spezifische Bindung an COX2 verhindert

eine schnelle Dissoziation, was in einer COX2-selektiven Hemmung resultiert.

Die Inhibitoren der Cyclooxygenasen wurden von Warner aufgrund ihrer selektiven

inhibitorischen Wirkung in vier Gruppen eingeteilt [Warner et al., 1999]:

Vollstindige Inhibition von COXI1 und COX2 mit geringer Selektivitit (Diclofenac,
Ibuprofen)

Bevorzugte Selektivitit gegeniiber COX2 (Melozicam, Celecoxib)

COX2-Inhibition mit schwacher COX1-Inhibition (Rofecoxib)

Schwache Inhibition von COX1 und COX2 (Salicylate)

Eine weitere Einteilung der Inhibitoren kann aufgrund ihrer Wechselwirkung bzw.

ihres Wirkungsmechanismus mit dem Enzym erfolgen [Dannhardt & Kiefer] 2001]:

Irreversible COX1- und COX2-Inhibitoren (Acetylsalicylsiure)

Reversible, kompetitive COX1- und COX2-Inhibitoren (Ibuprofen, Piroxicam,)

e Langsame zeitabhdngige, reversible COX1- und COX2-Inhibitoren (Indomethacin, Flur-
biprofen)

e Langsame zeitabhdngige, irreversible COX2-Inhibitoren (Rofecoxib, Celecoxib)

Die irreversiblen COX1- und COX2-Inhibitoren acetylieren Ser530 bzw. Ser516 am

Eingang des hydrophoben Tunnels, so dass der Zugang zum katalytischen Zentrum fiir
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AS sterisch versperrt ist [Loll et al., [1995]. Die langsamen zeitabhéngigen, reversibel
bindenden COX1- und COX2-Inhibitoren (z.B. Indomethacin und Flurbiprofen) bilden
ionische Wechselwirkungen {iber ihrer Carboxylgruppe mit Argl20 aus, wahrend die
irreversiblen COX2-selektiven Inhibitoren (z.B. Rofecoxib, Celecoxib) COX2 in einem
langsamen, zeitabhédngigen Prozess hemmen, COX1 aber nur schwach kompetitiv in-
hibieren [Dannhardt & Kiefer] |2001] und dementsprechend eine Selektivitét gegentiber
COX2 aufzeigen.

Aufgrund ihrer Struktur konnen die klassischen NSAIDs in die Fenac-(Diclofenac,
Indomethacin, Sulindac), Profen-(Ketoprofen, Flurbiprofen, Ibuprofen) und Ozicam-
Derivate (Piroxicam) unterteilt werden (Tab. [Dannhardt & Kiefer, |2001]. Sie in-
hibieren die COX iiber eine ionische Wechselwirkung der Carboxylgruppe mit Argl20.
COX1-selektive oder nicht-selektive NSAIDs (z.B. Diclofenac, Indomethacin) mit einer
entsprechenden Carboxylgruppe binden an Argl120 [Vane et al., [1998], wiahrend COX2-
selektive Inhibitoren keine Carboxylgruppe besitzen und keine spezifische Wechselwir-
kung mit Argl120 eingehen. Demnach ist eine COX2-Hemmung nicht an eine Wechsel-
wirkung mit Argl20 gekoppelt. Vielmehr spielen hydrophobe Wechselwirkungen und
gerichtete Interakionen mit Aminoséuren in der COX2-spezifischen Tasche (Arg513)
eine wichtige Rolle [Kurumbail et al., [1996].

COX2-selektive Verbindungen besitzen zum grofien Teil einen Diarylheterozyklus als
Grundgeriist und haben als funktionelle Gruppe ein Sulfonamid- bzw. Sulfonrest (Tab.
[Reitz et all [1994; Wilkerson et al., 1995} |Li et al., [1995; Huang et al., [1996; |Li
et al., [1996; Khanna et al., |[1997b,a; [Penning et al., [1997; [Vane et al., [1998; Bosch et al.|
2000} [Khanna et al [2000]. Celecoxib und Rofecoxib sind COX2-selektive
Inhibitoren, die zur Behandlung von Symptomen bei Reizzustdnden degenerativer Ge-
lenkerkrankungen (aktivierte Arthrosen) und chronischer Polyarthritis (Rheumatoide
Arthritis) zugelassen sind. Weiterhin werden COX2-selektive Inhibitoren in der Be-
handlung von Darmkrebs und Alzheimer eingesetzt [Vane et all [1998; Hill et al.|
1999]. Darmkrebs kann unter anderem durch Mutation eines menschlichen Gens ent-
stehen, das fiir das Polypenwachstum im Dickdarm verantwortlich gemacht wird [Wil-
liams et al. |1999]. Durch eine Mutation dieses Gens kommt es zu einer Wucherung
von Polypen im Dickdarm. Diese erbliche Krankheit tritt zwischen dem 20. und 30.
Lebensjahr auf und kann unbehandelt zur Entstehung von Darmkrebs fithren |Oshima
et al., 2001]. Das Gen wirkt als Tumorsuppressor, eine Mutation bzw. ein Ausschal-
ten dieses Gens fiihrt durch die nicht mehr erfolgende Unterdriickung der Zellteilung

zur Entwicklung von Darmkrebs. Es konnte gezeigt werden, dass eine Mutation die-
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ses Gens in der Maus zu einer COX2-Expression in den Polypen fithrt [Oshima et al.
1996]. Eine Behandlung mit dem COX2-selektiven Inhibitor Rofecoxib hat in einer
Studie zu einer Verminderung der Anzahl und Gréfle der intestinalen Polypen in einer
Mausmutante gefithrt [Oshima et al., 2001]. Celecoxib zeigt einen &hnlichen Effekt
in Bezug auf die Reduktion der Polypenanzahl und deren Groe |[Jacoby et all 2000].
Wie effektiv COX2-selektive Inhibitoren bei der Behandlung von Darmkrebs sind, hat
eine Untersuchung von Karim gezeigt [Karim et al., 2000]. Eine Reduktion der Morta-
litdt von Darmkrebs um 40-50 % wurde bei Patienten beobachtet, die COX2-selektive

Inhibitoren iiber einen ldngeren Zeitraum eingenommen haben.

Weitere Krebszelllinien wurden mit diesen COX2-selektiven Verbindungen (129}
und nicht-selektiven Inhibitoren getestet und der wachstumshemmende Effekt
beobachtet [Waskewich et al.; [2002]. In dieser Studie wurden zwei nicht zu erwartende
Beobachtungen gemacht: es wurde ein antiproliferativer Effekt von Celecoxib an unter-
schiedlichen Zelllinien beobachtet, die keine COX2 exprimiert haben. Auflerdem wurde
ein unterschiedlicher wachstumshemmender Effekt zwischen Celecoxib und Rofecoxib
beobachtet, obwohl beide Inhibitoren COX2 in einer &hnlichen Gréfenordnung hemmen
[Penning et al., [1997; Habeeb et al.| 2001]. Celecoxib besitzt eine grofiere antiprolife-
rative Wirkung als Rofecoxib |Waskewich et al) 2002]. Es wird daher angenommen,
dass Celecoxib im Gegensatz zu Rofecoxib eine wachstumshemmende Wirkung besit-
zen konnte, die nicht an eine COX-Expression gekoppelt ist [Kundu & Fulton, 2002].
Die zellularen Zielproteine dieser COX-unabhéngigen wachstumshemmenden Effekte
von Celecoxib konnten bislang nicht aufgeklart werden. Wie von Williams 1999 fest-
gestellt wurde scheint COX aber nicht das einzige relevante Zielprotein der NSAIDs
zu sein, das beim Krebszellwachstum eine wichtige Rolle spielt [Williams et al., [1999]:
Lt is possible that in addition to these targets, NSAIDs may interact with other, as
yet unidentified, cellular targets”. In Kap. wird eine mogliche Erklarung fiir einen
COX-unabhéngigen wachstumshemmenden Wirkungsmechanismus von Celecoxib be-

schrieben und diskutiert.

Ein Vergleich der Kristallstrukturen von Flurbiprofen (Tab. und SC558
(Tab. im Komplex mit COX2 zeigt, dass das COX1-selektive Flurbiprofen mit
hydrophilen Aminoséuren am Eingang des hydrophoben Tunnels wechselwirkt (Arg120,
Glu524)(PDB-Code: lcge, legh, siehe Tab. [5.1]). SC558 [131], ein COX2-selektiver In-
hibitor (1900-fach selektiver fiir COX2), bindet mit seinem Phenylsulfonamid-Rest in
die COX2 spezifische Bindetasche (Abb. [5.5)).
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Abb. 5.5: Bindungsmodus von SC558 in COX2. Die Sulfonamid-Gruppe bildet Wasserstofforiicken mit

hydrophilen Aminosduren in einer COX2-spezifischen Bindetasche aus, wihrend der aroma-

tische Ring und die Trifluormethylgruppe hydrophobe Taschen adressieren (oben). SC558

bindet in der COX-Subtasche und perschliefst“ damit den Zugang zum aktiven Zentrum fir

AS von der Membran-verankernden Domdne (unten). Tyr385 befindet sich an der Schnitt-

stelle zwischen der COX- und der Peroxidase-Bindetasche, die eine Eisen-Hdm-Gruppe bin-

det und direkt zum Ldsungsmittel hin gerichtet ist.
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Diese COX2-Subtasche wird durch die kleinere Valin-Seitenketten in COX2 und der
gleichzeitigen Bewegung von Pheb18 gedffnet [Dannhardt & Kiefer] 2001], so dass die
Sulfonamid-Gruppe von SC558 in eine polare, hydrophile Tasche zeigt (His90, GIn192,
Argh13).

Anhand von Computersimulationen wurde auflerdem beobachtet, dass die Sulfonamid-
Gruppe einen entscheidenden Einfluss auf die Selektivitat nimmt. Untersuchungen von
Struktur-Wirkungsbeziehungen an 305 COX2-Inhibitoren hat ergeben, dass Inhibito-
ren mit hydrophilen Resten zu einer Erhohung der COX2-Affinitét fithren, wenn sie
mit diesen hydrophilen Gruppen in die hydrophile COX2-spezifische Bindetasche zeigen
und mit den Aminoséuren His90 und Arg513 wechselwirken |Chavatte et al.;2001]. Mo-
lekiildynamische Monte-Carlo-Simulationen von Celecoxib in COX1 und COX2 haben
gezeigt, dass ein Sauerstoffatom der Sulfonamid-Gruppe ungiinstige Wechselwirkungen
mit der 0-Methylgruppe von I1e523 in COX1 eingeht [Price & Jorgensen), 2001]. Des
Weiteren wurden iiber ein Pharmakophor-Modell aus dem nicht selektiven Indome-
thacin (Tab. COX2-selektive Verbindungen mit einem Indomethacin-Grundgeriist
entworfen [Palomer et al.,[2002a]. Einen entscheidenden Einfluf auf die Selektivitét hat
hier die Einfiihrung einer Sulfonylgruppe (Verbindung [136] Tab. [5.4). Ausgehend von
einem Ketoprofen-Grundgeriist wurden bei der Entwicklung von COX2-selektiven Ver-
bindungen durch die Einfiihrung einer Sulfonamid-Gruppe ebenfalls COX2-selektive
Verbindungen erhalten [Palomer et al., 2002b]. Weiterhin hat die Einfiihrung
von zwei Ethoxy-Seitenketten in die nicht-selektive Verbindung Flurbiprofen ANl
einer Steigerung der COX2-Selektivitéit gefiihrt [Bayly et al [1999]. Der Effekt
beruht hierbei nicht auf einer erhohten Affinitdt zu COX2, sondern in einer stark er-
niedrigten Affinitat zu COX1 (770-fach schwéchere Inhibition), wihrend die Affinitét
zu COX2 nur méBig erniedrigt wird (um den Faktor 10). Kristallstrukturen von Flur-
biprofen in COX1 (PDB-Code:1eqh) und COX2 (3pgh) zeigen, dass diese Verbindung
mit ihrer Carboxyl-Gruppen ionische Wechselwirkungen mit Argl20 aufbaut und der
aromatische Rest dieser Verbindung in eine hydrophobe Tasche zeigt (Trp387, Tyr385,
Phe381, Leu384). Die Autoren begriinden die hohere Affinitét des unsubstituierten [124]
im Vergleich zu in COX1 dadurch, dass die Konformation von Leu384 in COX1
durch ein benachbarte Pheb03 fixiert ist und dadurch Leu384 ungiinstige sterische
Wechselwirkungen mit den zwei Ethoxy-Gruppen in eingeht. In COX2 hingegen
kann Leu384 durch das weniger sterisch anspruchvolle Leu503 den Ethoxy-Gruppen

sausweichen“, so dass die Affinitdtsabnahme in COX2 geringer ausfallt.
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Tab. 5.4: Entwicklung von COX2-selektiven Verbindungen ausgehend von Grund-
geristen nicht-selektiver COX-Inhibitoren .

N

o S 0
H,C N\ 0
o OH
H,C A N O—-CH, 0
N
0
g K
cl

(0]
-

OH

120 136 125 137

124 138

Die COX2-Selektivitéat von Celecoxib [Penning et al.| [1997] kann unter anderem
mit einer ungiinstigen Wechselwirkung mit Argl20 erklédrt werden. Eine Wechselwir-
kung mit Arg120 ist fiir eine COX2-Hemmung nicht unbedingt notwendig |Greig et al.,
1997|, aber fiir eine COX1-Hemmung essentiell [Bhattacharyya et al., [1996]. In der
Néhe von Argl20 befindet sich die Trifluormethylgruppe von Celecoxib, die eher un-
giinstige Wechselwirkungen ausiibt. Dockingstudien haben gezeigt, dass die Interaktion
mit den Aminosduren Arg513, GIn192, Ser353, His90 und Val523 entscheidend fiir
die COX2-Selektivitét sind [Price & Jorgensen, [2000]. Die zusétzliche Methyl-Gruppe
von [1e523 in COX1 im Vergleich zu Val523 in COX2 koénnte ungiinstige Wechsel-
wirkungen mit den Sauerstoffatomen der Sulfonamid-Gruppe und dem benachbarten
Benzolring eingehen und dadurch die Selektivitdt dieser Verbindung im Hinblick auf
COX2 erklaren.
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5.3 Unerwartete Kreuzreaktivitit zwischen COX

und CA

Obwohl die Verbindungen Celecoxib und Rofecoxib COX2 selektiv hemmen,
wurde fiir diese Verbindungen bei einigen klinischen Untersuchungen ein unterschiedli-
ches Nebenwirkungsprofil beobachtet [FitzGerald & Patrono, 2001]. Zum Beispiel wur-
de bei Patienten, die mit Rofecoxib behandelt wurden, erhéhter Blutdruck und Odem-
bildung beobachtet, wihrend bei der Behandlung mit Celecoxib diese Nebenwirkungen
nicht auftraten [Whelton|, 2001} [Whelton et al.; 2001} 2002]. Diese Untersuchungen zei-
gen, dass diese beiden Verbindungen, die zwar eine gleich starke Hemmung der COX2
hervorrufen, gleichzeitig aber unterschiedliche physikochemische und strukturelle Ei-
genschaften besitzen miissen, die in dem beobachteten unterschiedlichen Wirkungsprofil

beider Verbindungen resultiert.

Ein Vergleich der Strukturen von Celecoxib und Rofecoxib (Tab. zeigt, dass Ce-
lecoxib eine Sulfonamid-Gruppe besitzt, Rofecoxib hingegen eine Methylsulfongruppe.
Verbindungen mit einer Sulfonamid-Gruppe werden in der medizinischen Chemie in
unterschiedlichen Indikationsgebieten verwendet [Maren), 1976; Drews, 2000]. Sie inhi-
bieren zum Beispiel die Carboanhydrase und werden lokal am Auge in der Behandlung
des Glaukoms eingesetzt (Dorzolamid, Trusopt®, ; Brinzolamid, Azopt®, be-
ziehungsweise seit Jahren als Diuretika eingesetzt (Acetazolamid, Diamox®, [8)) (siehe
Kap. 3.5). Da CA-Inhibitoren in der langfristigen Anwendung als Diuretika zu einer

raschen Wirkungsabnahme fiihren, ist ihre Anwendung als solche heute obsolet.

Wie in Kap. bereits erwéhnt, wurden vierzehn verschiedene Isoformen der CA
im menschlichen Organismus entdeckt, die an unterschiedlichen physiologischen Pro-
zessen beteiligt sind [Supuran) [2000; Supuran et al.; 2003]. Die Sulfonamid-Gruppe der
CA-Inhibitoren koordiniert an das katalytisch aktive Zinkion. Da auch Celecoxib - im
Gegensatz zu Rofecoxib - eine Sulfonamid-Gruppe besitzt, konnten die unterschied-
lichen pharmakologischen Eigenschaften von Celecoxib auf einer Hemmung der CA
beruhen. Im Kapitel werden die Inhibitionsdaten von klassischen CA-Inhibitoren
mit den Affinitdtsdaten von COX2-selektiven Verbindungen an Isoenzymen der CA
verglichen und im anschlieBenden Kap. die Kristallstruktur von Celecoxib im
Komplex mit CA II vorgestellt.
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5.3.1 CA-Hemmung durch COX2-selektive Inhibitoren

Die Affinitdten sowohl von klassischen CA-Inhibitoren (Tab. als auch von COX-
Inhibitoren (Tab. wurden an vier verschiedenen Isoenzymen der CA bestimmt
(Tab. [5.5). Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, hemmen die COX2-selektiven Verbin-
dungen Valdecoxib und Celecoxib die Isoenzyme CA II, CA TV und CA IX
im nanomolaren Bereich vergleichbar stark wie die klassischen CA-Inhibitoren. COX-
Inhibitoren hingegen, die keine Sulfonamid-Gruppe besitzen (SC125 , SC560 ,
Diclofenac , hemmen die CA-Isoenzyme nicht, da ihnen die fiir die Wechselwir-
kung mit CA notwendige Sulfonamid-Gruppe fehlt. Da Celecoxib und Valdecoxib zu
den stérksten Inhibitoren der CA IX zdhlen [Vullo et al., 2003; Weber et al., 2004],
konnen diese Verbindungen in der Behandlung von Krebsformen eingesetzt werden,

bei denen eine erhohte CA IX-Expression verantwortlich fiir das Zellwachstum ist (sie-

he Kap. 3.4.6]).

Tab. 5.5: Affinitdtsdaten von klassischen CA-Inhibitoren (siche Tab. und COX-Inhibitoren (Tab.
an Isoenzymen der Carboanhydrase (Weber et al.l 200).

Nr. Verbindung IC50-Werte (nM)*

hCAI° hCA II* bCA IV® hCA IX¢
g Acetazolamid 250 12 70 25
9| Methazolamid 50 14 36 27
Dorzolamid 50000 9 43 52
11| Dichlorphenamid 1200 38 380 50
128 Valdecoxib 54000 43 340 27
129 Celecoxib 50000 21 290 16
132 SC125 > 100 uM > 100 uM > 100 gM > 100 pM
133 SC560 > 100 gM > 100 uM > 100 gM > 100 pM
119| Diclofenac > 100 pM > 100 pM > 100 pM > 100 uM

*Fehlergrenze 5-10 % des angegebenen Wertes nach drei Bestimmungen; ® Humanes cloniertes
Isoenzym, Bestimmung durch Esteraseassay; Isolierung aus der Rinderlunge, Bestimmung
durch Esteraseassay; Humanes cloniertes Isoenzym, COs-Hydratationsassay [Vullo et al.,

2003)].

Sowohl Celecoxib als auch Valdecoxib zeigen ein dhnliches Wirkungsprofil an
den CA-Isoenzymen wie Dorzolamid [I2] das in der Glaukomtherapie zur Senkung des
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Augeninnendrucks angewendet wird. Demnach konnen diese beiden COX2-Inhibitoren
ebenfalls eine Senkung des Augeninnendrucks hervorrufen. Um eine mégliche Anwen-
dung der COX2-Inhibitoren in der Glaukomtherapie zu belegen, wurden diese Verbin-
dungen am Kaninchenauge getestet. Die Senkung des Augeninnendrucks iiber einen

Zeitraum von einer Woche ist in Tabelle [5.6] aufgelistet.

Tab. 5.6: Verdinderung des intraokularen Drucks (IOP, intraocular pressure) nach Applikation von
COX-Inhibitoren und Acetazolamid am Kaninchenauge (5 Versuchstiere, Applikationsdauer
7 Tage, Augeninnendruck vor der Behandlung zwischen 31 und 35 mm Hyg). Die COX-
Inhibitoren 1-5 wurden lokal appliziert, Acetazolamid oral [Weber et al., |2004).

Nr. Verbindung Dosierung AIOP (mm Hg)*
(mg/kg) Tag1 Tag2 Tag3 Tagd Taghb Tag6 TagT7
|§| Acetazolamid 30 6.13 6.25 6.29 7.58 7.95 8.14  8.74
128 Valdecoxib 10 0.12 0.83 2.44 3.71 5.13 5.89 6.08
129 Celecoxib 150 2.35 2.62 2.97 3.84 4.15 4.90 5.87
132 SC125 30 0.14 0.31 0.22 0.25 0.16 0.34 0.16
133 SC560 30 0.23 0.17  0.25 0.34  0.30 0.41 0.52
119| Diclofenac 30 0.13 0.15 0.24 0.27 0.36 0.34 0.41
Blindprobe 0.13 0.16 0.12 0.15 0.24 0.29 0.30

*AIOP = Differenz aus dem gemittelten intraokularen Druck (IOP) vor der Behandlung und zwei
Stunden nach der Applikation der Verbindungen. Die gemittelten Werte wurden an finf Versuchstieren

bestimmt, die Fehlergrenze liegt bei 5-10 % der angegebenen Werte.

Acetazolamid|[8]zeigt von den aufgefithrten Verbindungen den gréBten Augeninnendruck-
senkenden Effekt. Nach einem Tag wurde mit Acetazolamid eine Verminderung des
Augeninnendruckes um 6 mm Hg beobachtet. Dieser Effekt hielt bis zum dritten Tag
an und steigerte sich langsam, bis schliesslich eine Druckénderung von 8 mm Hg nach
einer Woche erreicht wurde. Valdecoxib und Celecoxib zeigen zu Beginn der
Behandlung nur einen schwachen Effekt. Die Wirkung beider Verbindungen setzt lang-
sam ein, aber nach sieben Tagen erniedrigen beide Verbindung den Augeninnendruck
signifikant (6 mm Hg). Im Gegensatz dazu zeigen die COX2-Verbindungen, die keine
Sulfonamid-Gruppe besitzen (SC125 SCH60 , Diclofenac , keinen Effekt
auf die Druckminderung am Auge. Diese Ergebnisse zeigen, dass Celecoxib und Val-
decoxib durch eine Hemmung der Carboanhydrase im Auge den intraokularen Druck

senken und demnach in der Therapie des Glaukoms eingesetzt werden konnen.
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5.3.2 Kristallstruktur von Celecoxib im Komplex mit CA

Die Kristallstruktur des COX2-selektiven Inhibitors Celecoxib im Komplex mit CA
IT wurde mit einer Auflésung von 1.5 A bestimmt (siche Tab. ; PDB-Code: 1og5)
[Weber et al., 2004]. Die Sulfonamid-Gruppe von Celecoxib koordiniert, analog den
klassischen CA-Inhibitoren, an das Zinkion unter Verdrangung des katalytisch aktiven
Wassermolekiils. Weiterhin bestétigen zwei Wasserstoftbriicken zu Thr199, die auch mit
den klassischen CA-Inhibitoren beobachtet werden [Lindskog, |1997], die starke Bindung
von Celecoxib an CA II (Abb. [5.6).
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Abb. 5.6: Wechselwirkung von Celecoxib mit CA II. Schematische Darstellung der Wechselwirkung von
Celecoxib mit CA II (links). Wasserstoffbriicken sind durch gestrichelte Linien dargestellt
(Abstinde in A) Die Tolyl-Gruppe von Celecoxib zeigt in die eher hydrophile Bindetasche
(GIn92, Asn67, Glu69), wihrend die Trifluormethyl-Gruppe von hydrophoben Aminosiuren
umgeben ist (Leul98, Pro202, Leu204, Vall35, Phel31). Die |F,| — |F;|-Elektronendichte in
der Bindetasche von CA II ist sehr gut definiert und bestitigt die starke Wechselwirkung
von Celecoxib mit CA II (gelb, konturiert auf 3.0 o; rechts).

Die Sulfonamidfunktion geht eine H-Briicke mit dem Sauerstoffatom der Seitenkette
von Thr199 ein (2.8 A) Die Hydroxylgruppe von Thr199 bildet eine Wasserstoffbriicke
mit der Seitenkette von Glul06 aus (2.6 A), so dass die Hydroxylgruppe von Thr199
wahrend der Inhibitorbindung nur als Akzeptor fungieren kann. Ein Sauerstoffatom
des Sulfonamidankers interagiert mit der Aminogruppe der Hauptkette von Thr199
(3.0 A), withrend das zweite Sauerstoffatom an das Zinkion koordiniert (2.9 A), so dass
es zu einer leichten Verzerrung der tetraedrischen Koordinationsgeometrie am Zinkion

kommt. Die Tolylgruppe von Celecoxib zeigt in eine hydrophile Subtasche (GIn92,
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Asn67, Glu69), wihrend die Trifluormethylgruppe von den hydrophoben Aminoséau-
ren Phel31, Vall135, Leul98, Pro202 und Leu204 umgeben ist. Die |F,| — |F.|-
Elektronendichte des Inhibitors (o-Level = 3.0) erlaubt eine eindeutige Platzierung des
Inhibitors in der Bindetasche (Abb. [5.6] rechts). Die Tolylgruppe ist nur teilweise de-
finiert, was auf eine mogliche Flexibilitdat dieses zur Losungsmitteloberfliche zeigende
Ringsystems schliessen 148t. Unter Betrachtung des Bindungsmodus von Celecoxib in
CA 1I sollte ein Austausch des hydrophoben Tolylrestes gegen eine eher hydrophile
Gruppe zu einer Affinitdtssteigerung fithren. Zusétzlich zu den erwédhnten Wasserstoft-
briicken zwischen Celecoxib und CA II werden 64 van-der-Waals Kontakte gebildet
(79 % der Molekiiloberfliche sind vergraben, 262 A2 von 331 A2).
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Tab. 5.7: Datensammlung und Statistik der Verfeinerung von CA II im Komplexr mit Celecoxib.

CA II im Komplex mit Celecoxib

o

Auflssungsbereich (A) 30-15

Raumgruppe P2,

Zellkonstanten (A7 °) a=1420,b=411,¢c="71.9, 3 =104.3
Hochster Auflésungsbereich (A)  1.53 -1.50

Zahl der gemessenen Reflexe 123343

Zahl der unabhingigen Reflexe 35103
Vollsténdigkeit der Daten (%) 91.5 [37.0]*

Mittelwert 1/o; 18.8 [2.8]
Roym (%)% 9.3 [31.1]
Aminosduren 257
Substratatome / Zinkatom(e) 26 /1
Wassermolekiile 233
Auflésungsbereich wihrend der
Verfeinerung (A) 10 - 1.50
Reryst (Fo > 4o F,; F,)* 12.7; 13.1
Rfree (F, > 40Fy; F,)8 18.4; 18.9
RMS-Abweichung

Bindungslinge (A) 0.009
Bindungswinkel (°) 2.1
Durchschnittlicher B-Wert (A2)
Proteinatome 22.3
Hauptkette 19.9
Seitenkette 24.7
Substratatome / Zinkatom(e) 24.4 / 13.9
Wasseratome 34.0

Ramachandran-Plot/!

begiinstigt (%) 87.4
zusitzlich begiinstigt (%) 12.1
erlaubt (%) 0.5
nicht erlaubt (%) 0.0

*Die Werte in Klammern sind die entsprechenden statistischen Parameter fiir den hoéchsten Auf-
losungsbereich. Die unvollstindige Datenlage des hochsten Auflésungsbereichs kann durch die qua-
dratische Form des Detektors erklirt werden. ¥Ry = S |[I— < I > |/ 1, wobei I die gemes-
sene Intensitdt und < I > die durchschnittliche Intensitét fiir multiple Messungen ist. #Rc,.yst =
Dok [Fo = Fel/ > | Fol- $Der Rfree-Faktor wurde wie Reryst berechnet, nur aus einer zufilligen
Anzahl von Reflexen aus 5 % der Daten. l/Berechnet mit dem Programm Procheck [Laskowski et al.,

1993).
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6 Zusammenfassung und Ausblick
6.1 Zusammenfassung

Ein Ziel der modernen Wirkstoffforschung ist die Entwicklung von Arzneistoffen, die
selektiv mit einem Zielprotein wechselwirken. Dadurch sollen Nebenwirkungen in ei-
nem frithen Stadium der Entwicklung minimiert, wenn moglich sogar ausgeschlossen
werden. Bei der strukturbasierten Entwicklung von Wirkstoffen wurden im Falle der
Carboanhydrase (CA) die physikochemischen Eigenschaften von CA-Inhibitoren mit
den biologischen Affinitdten an drei Isoenzymen (CA I, CA II, CA IV) korreliert. Mit
den daraus erhaltenen 3D-QSAR-Modellen kénnen diejenigen physikochemischen und
strukturellen Eigenschaften der Verbindungen bestimmt werden, die die biologische
Aktivitat im Hinblick auf ein Isoenzym beeinflussen.

Mit zwei verschiedenen Ansitzen wurden selektive 3D-QSAR-Modelle erhalten

(Kap. 4.1.4/und [4.1.5)), mit deren Hilfe anhand von Konturdiagrammen Bereiche ermit-

telt werden konnen, die fiir eine bestimmte physikochemische Eigenschaft die Selektivi-
tat hinsichtlich eines Isoenzyms erhéhen oder erniedrigen. Aus dieser reinen Liganden-
basierten Analyse konnten dennoch Riickschliisse auf die Gegebenheiten in der um-
gebenden Bindetasche gezogen werden. So zeigte zum Bespiel das Selektivitdtsmo-
dell CA I - CA II, dass die Aminosiuren an den Positionen 200 (CA I: His200,
CA II:'Thr200) und 92 (CA I und CA II: GIn92) einen entscheidenden Einfluss im
Hinblick auf die Selektivitéit besitzen. Wie bereits in Kap. diskutiert, sollten fiir
die Entwicklung von CA I-selektiven Verbindungen sterisch anspruchsvolle Liganden-
gruppen an der Position 200 vermieden werden, da diese ungiinstige van-der-Waals-
Wechselwirkungen mit His200 in CA I aufbauen kénnen, wihrend die Bindetasche in
CA 1I durch die sterisch weniger anspruchsvolle Seitenkette (Thr200) die Platzierung
von grofleren Ligandenresten ermdoglicht.

Die Auswertung des Selektivitdtsmodells CA T - CA II fiir die Akzeptoreigenschaft hat
weiterhin gezeigt, dass in der Nidhe von GIn92 Liganden-Akzeptorgruppen die Selekti-
vitat im Hinblick auf CA II erhéhen sollten. Diese Beobachtung steht ebenfalls im Ein-
klang mit den Gegebenheiten in der Bindetasche, da aufgrund eines unterschiedlichen
Wasserstoffbriickennetzwerkes in CA I und CA II GIln92 in CA II mit der Aminogruppe

in die Bindetasche zeigt, wihrend in CA I diese Aminogruppe eine Wasserstoftbriicke
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mit dem benachbarten Asn69 eingeht. Da die Donorfunktion der Seitenkette von GIn92
in CA II keine Wechselwirkungen mit benachbarten Aminosauren aufbaut, kann es mit
vom Liganden prisentierten Akzeptorgruppen interagieren, wéihrend dies in CA 1 we-
gen der Einbindung dieser Gruppe in das Netzwerk nicht moglich ist (Abb. [4.6).

Die Auswertung von Inhibitionsdaten zeigt, dass es zur Zeit kaum Beispiele von Inhibi-
toren gibt, die CA IV stédrker hemmen als CA II. Das Selektivitdtsmodell CA II -
CA 1TV liegt zwar an der unteren Sigifikanzgrenze, bei einer Auswertung der Konturdia-
gramme des CoMSIA-Modells fiir hydrophobe Eigenschaften konnten jedoch Hinweise
auf selektivitétsdiskriminierende Bereiche erhalten werden. Das hydrophobe Selektivi-
téatsmodell zeigt einen CA Il-selektiven Bereich in der Bindetasche, der in CA II von
hydrophoben Aminoséduren umgeben ist, so dass Liganden mit hydrophoben Resten in
diesem Bereich die Selektivitdt hinsichtlich CA II erhohen sollten. Bei der Entwick-
lung von CA IV-selektiven Verbindungen sollten hingegen funktionelle Gruppen mit

hydrophilen Eigenschaften gewéhlt werden.

Aber nicht nur die Auswertung von Ligandeninformationen kann wichtige Hinweise
fiir die Entwicklung selektiver CA-Inhibitoren liefern. Die Auswertungen von Kris-
tallstrukturen der CA bestétigten diese aus reiner Ligandeninformation erhaltenen
Selektivitdtsmodelle und lieferten zusétzliche Informationen fiir die Entwicklung se-
lektiver Verbindungen (Kap. [£.2.1)). Ferner konnte in Kap. anhand eines CA-
IX-Homologiemodells gezeigt werden, dass die Modellierung von Enzymen, deren
Kristallstrukturaufklarung sich als schwierig erweist, durchaus niitzliche Hinweise fiir

den strukturbasierten Entwurf bzw. die Optimierung von Liganden liefern kann.

Um potentielle neue (selektive) Leitstrukturen zu finden, kénnen neben dem expe-
rimentellen Hochdurchsatz-Screening virtuell am Computer Datenbanken mit gespei-
cherten Molekiilbibliotheken durchmustert werden. Die korrekte Vorhersage des Bin-
dungsmodus und die korrekte Abschéitzung der Bindungsaffinitit der platzierten
Molekiile ist entscheidend fiir die erfolgreiche Identifizierung von neuen Leitstrukturen.
In Kap. konnte erfolgreich gezeigt werden, dass fiir CA-Inhibitoren mit einem
rigiden Ringgeriist und mit bekannter Kristallstruktur der Bindungsmodus korrekt
vorhergesagt werden konnte. In den Féllen, in denen die Bewertungsfunktionen der
Dockingprogramme in der Affinidtsvorhersage der Verbindungen fehlschlagen, konn-
te durch die Kombination mit den zuvor erhaltenen 3D-QSAR-Modellen die Affinitét
dieser gedockten Verbindungen richtig abgeschétzt werden. Dariiber hinaus wurde in
Datenbanken und in der Literatur (Kap. nach potentiellen neuen CA-Inhibitoren

gesucht und ihre Bindung lief§ sich biochemisch in einem Assay bestétigen. Eine Plat-
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zierung in der Bindetasche von CA II erméglicht die korrekte Abschétzung der Affinitét

(Kap. [E39).

Bei der Optimierung von Leitstrukturen/Wirkstoffen ist es sehr schwierig Wechsel-
wirkungen mit Proteinen vorherzusagen beziehungsweise abzuschétzen, die sich in ihrer
Sequenz und Funktion stark von dem Ausgangsprotein unterscheiden. Wie in Kap.
gezeigt werden konnte, besitzen die COX2-selektiven Verbindungen Valdecoxib
und Celecoxib eine Sulfonamid-Gruppe, die fiir eine Hemmung des funktionell
und strukturell nicht verwandten Enzyms Carboanhydrase essentiell ist. Obwohl bei-
de Enzyme - COX und CA - unterschiedliche biologische Funktionen besitzen, weisen
beide Enzyme lokale Bereiche im aktiven Zentrum mit dhnlichen physikochemischen
Eigenschaften auf, so dass die Bindung von Celecoxib und Valdecoxib an beiden En-
zymen ermdoglicht wird [Weber et all [2004]. Diese Kreuzreaktivitit von Celecoxib
und Valdecoxib mit COX2 und CA II wurden durch kinetische Daten (Tab.
und mit der Kristallstruktur von Celecoxib im Komplex mit CA II belegt (Abb. ;
Tab. [5.3.2). Rofecoxib und SC125 (Tab. besitzen im Gegensatz zu Val-
decoxib und Celecoxib keine Sulfonamid-Gruppe und hemmen daher CA-Isoenzyme
nicht. Da klassische CA-Inhibitoren in der Behandlung des Glaukoms durch Senkung
des Augeninnendrucks eingesetzt werden [Supuran, [2000; Supuran et al., [2003] und
Celecoxib und Valdecoxib ebenfalls eine Senkung des Augeninnendrucks zeigen (Tab.
, kénnen diese COX2-selektiven Verbindungen in der Behandlung des Glaukoms
eingesetzt werden. In vitro und in vivo Studien haben gezeigt, dass COX2-Inhibitoren
antikanzerogene Eigenschaften besitzen [Kawamori et al. 1998; (Oshima et al., 2001}
Waskewich et al., 2002]. Es wurde in einer Studie beobachtet, dass Celecoxib und
Rofecoxib die Polypenanzahl bei Patienten, die an einer erblichen Form der Polypen-
wucherung im Dickdarm erkrankt sind, reduzieren. Gleichzeitig wurde in den Polypen
eine erhohte COX2-Expression beobachtet [Oshima et al., [1996]. Interessanterweise
wurde vor kurzem in einer Studie beobachtet, dass Celecoxib - aber nicht Rofecoxib
- das Wachstum von Krebszelllinien hemmt, die nicht COX2 exprimieren [Waskewich
et al., 2002]. Der pharmakologische Effekt von Celecoxib trotz Abwesenheit von COX2
deutet eine Wechselwirkung dieses Inhibitors an, die nicht nur auf einer Hemmung der
Cyclooxygenase und damit der Prostaglandinbiosynthese beruht. Wie bereits erwéhnt,
werden in bestimmten Krebszelllinien Isoenzyme der Carboanhydrase {iberexprimiert
(CA IX) |Pastorek et al., [1994; Vullo et al., 2003]. Ob eine Wachstumshemmung von
Krebszelllinien durch Celecoxib in Abwesenheit von COX2 durch Inhibition von CA IX
zustande kommt (K; CA IX = 16 nM), ist bisher nicht belegt. Die kinetischen Daten
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und die Kristallstruktur von Celecoxib im Komplex mit Carboanhydrase [Weber et al.|
2004] sind ein erster Hinweis auf diese Kreuzreaktivitat und stellen einen mdoglichen

Erkldrungsansatz fiir die COX-unabhéngige Wachstumshemmung dar.

6.2 Ausblick

Die Selektivitdtsmodelle in dieser Arbeit wurden fiir die Isoenzymen CA I, CA II und
CA 1V erstellt. Da in letzter Zeit vermehrt CA-Inhibitoren mit Bindungsaffinititen fiir
weitere Isoenzyme publiziert werden (CA V, CA IX) [Franchi et al.; [2003bjaj; Supuran
et al., 2003; Vullo et al., 2003; [Winum et al.l 2003 Pastorekova et al., [2004; |Vullo et al.|
2004], konnen die in dieser Arbeit beschriebenen Liganden-basierten Ansétze fiir die

Entwicklung weiterer Selektivitdtsmodelle genutzt werden.

In Analogie zu einem bereits in der Literatur beschriebenen Ansatz fiir Serinpro-
teasen |[Kastenholz et al.,[2000] konnen zusétzlich zu der Auswertung der Ligandeninfor-
mation die physikochemischen Eigenschaften in den Bindetaschen von CA-Isoenzymen
mit Hilfe einer Hauptkomponentenanalyse ausgewertet werden. Protein- und Liganden-
informationen kénnen kombiniert werden [Gohlke, 2002] und in die Entwicklung von
Modellen zur Beschreibung und Vorhersage von stéirker selektiven Inhibitoren einflie-

Ben.

Da fiir die Vorhersage des Bindungsmodus von CA-Inhibitoren zum gréfiten Teil Ver-
bindungen mit einem rigiden Ringsystemen verwendet wurden, sollten weitere Docking-
Studien mit flexiblen Liganden erfolgen. Wihrend der Platzierung der Liganden wurden
in dieser Arbeit alle Wassermolekiile aus der Bindetasche entfernt. Da Wassermolekiile,
die wihrend der Ligandenbindung nicht verdrangt werden und in einer Vielzahl von
Protein-Ligand-Komplexen konserviert sind, eine entscheidende Rolle sowohl fiir die
Orientierung des Liganden als auch die Bindungsaffinitéit spielen konnen, sollten in ei-
nem weiteren Validierungsschritt konservierte Wassermolekiile wéhrend des Dockings
mit beriicksichtigt werden. Das in dieser Arbeit beschrieben Docking-Protokoll wurde
am Beispiel der CA II validiert und konnte auf weitere Isoenzyme ausgeweitet wer-
den. Hierbei kénnen sowohl bekannte Kristallstrukturen als auch die in dieser Arbeit

erstellten Homologiemodelle genutzt werden.

Die neu gewonnenen Erkenntnisse aus der Auswertung der Liganden- und Protein-

information konnen verwendet werden, um selektive Inhibitoren zu entwickeln und
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Datenbanken nach neuen selektiven Liganden zu durchsuchen, wobei die biochemische
Testung und letztendlich die Kristallstrukturaufklarung des Liganden im Komplex mit

dem Zielprotein in den Entwicklungprozess mit einfliessen sollten.
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7 Anhang
7.1 Verwendete Hardware

Die Berechnungen der 3D-QSAR-Modelle wurden in dieser Arbeit auf einer Silicon
Graphics O2 mit einem 225 MHz MIPS R10.000 Prozesseor mit 512 MByte RAM
durchgefiihrt. Fiir das Docking der Verbindungen wurde ein Linux PC (Athlon XP
2400 GHz) verwendet.

7.2 Verwendete Software

Fiir die Erstellung der CoMFA- und CoMSIA-Modelle wurde das Programmpaket Sy-
BYL 6.8 verwendet. Die partiellen Atomladungen der Verbindungen wurden semiempi-
risch nach der AM1-Methode |[Dewar et al., |1985] mit dem in SYBYL implementierten
MOPAC-Modul [Stewart,, [1990] bestimmt. Die Bestimmung der Differenz der QSAR-

Koeffizienten wurde mit Hilfe von Python Scripten implementiert.

Fiir die Uberlagerung der Inhibitoren in den einzelnen Bindetaschen wurde das im
Programm MoLOC integrierte MAB-Kraftfeld verwendet [Gerber & Miiller} [1995; (Ger-
ber, [1998]. Wahrend der Minimierung wurde das Protein starr gehalten und die Ligan-
den flexibel in der Tasche minimiert. Ein besonderer Vorteil des MAB-Kraftfeldes liegt
in der Verwendung eines speziell parametrisierten Wasserstoffbriickenterms (Gl. ,
so dass gerichtete Wechselwirkungen, die iiber Wasserstoftbriicken vermittelt werden,

in guter Geometrie optimiert werden.

E=FEy+E,+E, +E,+ Fiy+ Ep, + En (7.1)

Die Energie FE des MAB-Kraftfeldes setzt sich aus vier Valenzenergietermen zu-
sammen, die unterteilt werden in die Energien fiir die Bindungsstreckung Fj, die

Bindungswinkeldeformation FE,, die Torsionswinkeldnderung FE, und die pyramidale
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sout-of-plane” Deformierung £,. Auflerdem werden dabei nicht-bindende Dispersions-
wechselwirkungsenergien (Ej4 und Ej,) und ein Wasserstoffbriickenbindungsenergie-

term Ej;, verwendet.

Fiir die automatische Platzierung der Verbindungen in CA II wurde das Programm
AUTODOCK verwendet (Version 3.0) [Morris et al., [1998]. Fiir das flexible Docking
der Verbindungen in die rigide Bindetasche wurde ein Standardprotokoll verwendet [So-
triffer et al.l |2002], wobei fiir jeden Liganden 100 unabhéngige Docking-Liufe (,,runs®)
gestartet wurden. Die Optimierung wurde mittels des Lamarckian Genetischen Algo-
rithmus und der in AUTODOCK implementierten empirischen (regressionsbasierten )

Scoring-Funktion durchgefiithrt unter Verwendung folgender Parameter:

e Anfangspopulation: 50 zufillig platzierte Individuen
e Mutationsrate: 2%
e Crossoverrate: 80%

e Elitismus-Wert 1 (d.h. das beste Individuum der Population wird in jedem Fall in die

néichste Generation tibernommen)
e Wahrscheinlickeit fiir lokale Minimierung: 6 %

e Terminierungskriterium: max. 1.5*10% Energieevaluierungen

Docking-Ergebnisse, die untereinander eine Abweichung von < 1 A besitzen, wurden

zu einem Cluster zusammengefafit.

7.3 Statistische Parameter der PLS-Analyse

In der Kreuzvalidierung wird die statistische Signifikanz und Vorhersagefahigkeit
der Modelle iiberpriift und die optimale Anzahl an Komponenten fiir die abschlieende
Endvalidierung bestimmt. Die am héufigsten verwendete Methode ist die , Leave-One-
Out“-Kreuzvalidierung, in der dem Datensatz zufillig eine Verbindung entnommen
und mit den verbleibenden Verbindungen ein Modell erstellt wird. Die Affinitdt der
entnommenen Verbindung wird anhand des erstellten Modells vorhergesagt (pK; preq)

und mit dem experimentellen Wert verglichen (pK; 4.). Dieser Vorgang wird fiir alle
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Molekiile des Datensatzes durchgefiihrt. Die Giite der Vorhersagefahigkeit der Modelle
wird durch den q*-Wert (kreuzvalidierten r2-Wert) abgeschitzt (Gl. [7.2).

q2 =1— iESS =1—= Zn(pKi,pred - p](z‘,act)2
SD Zn (pKi,mean - pKi,act)2

(7.2)

Dieser ¢2-Wert berechnet sich aus der Summe der quadrierten Differenzen zwi-
schen vorhergesagten und experimentellen Bindungsaffinititen (PRESS, Predictive
REsidual Sum of Squares) und der Summe der quadrierten Differenzen aus dem Mit-
telwert der Bindungsaffinitdten des Datensatzes und dem tatséchlichen pK;-Wert der
Verbindungen (SD, GL . Bei einem ¢2:-Wert von 1 wiirde ein perfektes Modell
vorliegen (PRESS = 0), da die vorhergesagten Affinitdten genau den experimentellen
Werten entsprechen wiirden. Ein ¢?-Wert von 0 entspricht keinem Modell, da man zur
Vorhersage der Bindungsaffinitdten den Mittelwert des Datensatzes verwenden kénnte
(PRESS = SD). Die Vorhersagefihigkeit eines Modells wird als signifikant angesehen,
wenn der q?-Wert > 0.3 ist, bzw. ein gutes Modell wird bei einem q?-Wert iiber 0.5
erhalten [Agarwal et al., [1993; |(Cramer et al., [1993].

Die statistische Grofle Spress (standard deviation of predictions) ist ein Maf fiir die
erwartete Unsicherheit der vorhergesagten Affinitdten und ermoglicht eine quantitative
Fehlerabschétzung (GI. . Dieser Wert hiangt von der Skalierung der eingesetzten
Variablen ab (n = Anzahl der Verbindungen im Datensatz; a = Anzahl der verwendeten

Komponenten).

PRESS K pred — PKG act)?
SPRESS:\/ —\/Z”(p gred = PRiaa) (7.3)

n—a—1 n—a-—1

Fiir die abschliefende Berechnung des Modells wird eine nicht-kreuzvalidierte
PLS-Analyse unter Verwendung der durch die Kreuzvalidierung erhaltenen optima-
len Anzahl an Komponenten durchgefiihrt. Analog zu den Gleichungen der Kreuzva-
lidierung sind die statistischen Parameter r?, RSS und S angegeben. RSS (Residual
Sum of Squares) entspricht dem PRESS-Wert der kreuzvalidierten Analyse und ist die
Summe der quadrierten Differenzen zwischen angepassten (pK; ri) und tatséchlichen
Bindungsaffinititen. Die Parameter r? und S sind den Parametern ¢ und Sprpgg der
Kreuzvalidierung dquivalent und geben an, wie gut die berechneten Bindungsaffinitéten
den experimentellen Werten angepasst sind (Gl. und .
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RSS > (DK pir — pKi,act)2
SD Zn (pKi,mean - pKi,(lCt)Q

(7.4)

P X 2
g — \/ RSS _ \/Zn(pKz,fzt pK'L,act) (75>

n—a—1

2
r
F—
1—1r2

(7.6)

Hiufig wird der Fischer-Wert zur Uberpriifung der statistischen Signifikanz einge-
setzt, der moglichst grofie Werte annehmen sollte (GL. [7.6). Die Vorhersagekraft eines
erstellten Modells 1a8t sich des Weiteren durch die Abschitzung von Bindungsaffini-
taten von Verbindungen eines Testdatensatzes bestimmen. Dabei werden Bindungs-
affinitdten von Verbindungen vorhergesagt, die nicht im Trainingsdatensatz enthalten
sind. Analog zum ¢*-Wert der Kreuzvalidierung wird der 72, .4 fiir die Giite der
Vorhersage herangezogen (Gl. [7.7)), wobei fiir PRESS die Summe der quadratischen
Differenzen der vorhergesagten und experimentellen Affinitdten der Testdatensatzver-

bindungen herangezogen werden.

T2 oo =1 = im =1 Zn(pKi,PTEd - pKi,act)z
predictive SD Zn (pKi,mean — pKi,act)2

(7.7)

7.4 Kristallisation der Carboanhydrase

Die Kristallisation der Carboanhydrase erfolgte mit der ,Hanging-Drop“ und der
yoitting-Drop“-Methode. CA T und CA II stammen von der Firma Sigma-Aldrige

und fiir die Kristallisation wurden folgende Kristalllssungen([| verwendet:

e CA I: 21 % PEG 4000, 0.4 M LiCl, 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0 - 8.5), 10 % Ethy-
lenglycol

o CAII: 2.5- 2.8 M (NH,)»SO,, 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0 - 8.5), 0.3 M NaCl, 0.001
M C7H5CngOQ

Ipersonliche Vorschrift von Casini, A., Universitit Florenz
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Leider wurden fiir CA I (10 mg/ml) keine Kristalle bei diesen Bedingungen erhalten.
CA II (10 mg/ml) wurde in 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0) gelost. 1 ml Kristallisationspuffer
wurde pro Vertiefung einer 24er Kristallisationsplatte (Hampton Research, USA) ver-
wendet, jeweils 2.5 ul Protein und 2.5 ul Reservoirlosung auf dem Deckglas (,,Hanging-
Drop®) oder in der fiir den Tropfen vorgesehenen Vertiefung bei der , Sitting-Drop*“-
Methode vermischt. Mit Hilfe von Silikonpaste (mittelviskos, Bayer-Silikon) wurde das
Reservoir luftdicht verschlossen und bei 4°C erschiitterungsfrei aufbewahrt. Nach 2-3
Tagen wurden Kristalle erhalten, die je nach Gréfle zwischen 2 und 1.5 A streuten.
Eine Optimierung der Kristallisation wurde durch das Hinzufiigen der Quecksilber-
Verbindung erhalten. Da sich diese Verbindung nicht vollstédndig in Wasser gelost hat,
wurde vor der Hinzugabe die Quecksilber-Suspension aufgeschiittelt und sofort in die
Vertiefung gegeben. Ohne das Hinzufiigen der Quecksilber-Verbindung wurden zwar
ebenfalls Kristalle erhalten, die jedoch in einer flachen Form kristallisierten und leich-
ter zerbrochen sind. Der pH-Wert des Puffers (Tris-HCI pH 8.0 - 8.5) wurde ebenso
wie die Prézipitanz-Konzentration (2.5 - 2.8 M (NH,4)2SO,) variiert, wobei fiir die
angegebenen Bereiche jeweils Kristalle erhalten wurden. Je gréfler die Prézipitanz-
Konzentration gew#hlt wurde, desto mehr Kristalle wurden pro Vertiefung erhalten.

Bei einer Konzentration von 2.6 M (NH,4),SO, wurde wenige groe Kristalle erhalten.

Bei der Kokristallisation der CA II mit Liganden wurde zum Beispiel fiir vier Ver-
tiefungen 1 ul Inhibitor (10 mg/ml) mit 10 ul Protein vermischt und nach 10 Minuten
jeweils 2.5 pl dieser Mischung mit 2.5 ul Reservoir-Losung (siehe oben) versehen und
wie bei der Kristallisation beschrieben aufbewahrt. Je nach Loslichkeit des Liganden
wurde dieser in 0.1 M Tris-HCl oder DMSO gel6st. Es konnten jedoch keine Kristalle
erhalten werden, wenn der Inhibitor vollstdndig in DMSO gel6st wurde, so dass zum
Anlosen der Liganden 1 Tropfen DMSO verwendet wurde und anschlieBend mit Puffer-
16sung verdiinnt wurde. Teilweise wurde anstelle von DMSO fiir das Anlésen 1 Tropfen
NH,OH (10 %) verwendet.

Fiir das ,,Soaking‘f] von CA II-Kristallen mit Liganden wurden die Verbindungen
wie bei der Kokristallisation beschrieben geltst. Kristalle wurden mit Hilfe eines ,,Cryo-
loops“ (Hampton Research, USA) in 10 ul des Kristallisationspuffers auf dem Deckglas
(bzw. in der fiir den Tropfen vorgesehenen Vertiefung fiir die ,,Sitting-Drop“-Methode)
transferiert, 1 pl Inhibitorlosung (10 mg/ml) dazu gegeben und nach ein bis drei Tagen

(Aufbewahrung 4°C) vermessen. Um ein Austrocknen der ,,Soaking“-Losung zu vermei-

2Diffusion von kleinen Molekiilen in die Bindetaschen des Proteins
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den, wurde 1 ml Kristallisationspuffer in die Vertiefung gegeben und diese luftdicht
verschlossen (siehe oben). Die Kristalle zeigten die grofite Stabilitéit bei Liganden, die
nur in Pufferlosung gelost wurden, wihrend zusétzliche DMSO-Mengen teilweise zu
einem Auflosen des Kristalles gefithrt haben. Beim Anlésen der Liganden mit 10 %iger

NH,OH-Losung wurde hingegen keine Auflésung der Kristalle beobachtet.

7.5 Datensammlung und Verfeinerung

Die Bestimmung von CA II-Strukturen erfolgte durch Rontgenbeugung. Fiir die Da-
tensammlung wurde der Kristall unter kryogenen Bedingungen bei ca. -170 °C ge-
messen. Dazu wurde der Kristall in einem Kryo-Puffer bestehend aus dem Kristalli-
sationspuffer (siche oben) und 20 % (v/v) Glycerol aufgenommen und mit Hilfe ei-
nes ,,Cryoloops* (Hampton Research, USA) in einem gekiihlten Oxford Cryostream
schockgefroren. Der  Cryoloop* wurde mit einer magnetischen Halterung auf einem
Goniometerkopf befestigt und der Kristall im Primérstrahlengang zentriert. Der Kris-
tall wurde mit einem fokussierten, monochromatischen Rontgenstrahl (Primérstrahl)
belichtet. Als Strahlungsquelle wurde eine RIGAKU Drehanode aus Kupfer verwen-
det. Die Spannung der Rontgenrohre betrug 50 kV bei 90 - 100 mA. Die Cu-K,-
Rontgenstrahlung (A = 1,54 A) wurde durch Nickel-Platin Doppelspiegel (Yale Mirrors,
MSC, USA) fokussiert. Die Detektion der Intensitaten gebeugter Reflexe erfolgte elek-
tronisch (RAXIS-44+ IMAGE PLATE SYSTEM, MSC, USA). Der Abstand zwischen
Kristall und Detektor betrug 100 mm. Zur Aufnahme eines Beugungsbildes wurde der
Kristall je nach Qualitét fiir 3 bis 5 min mit dem Primérstrahl bestrahlt und dabei um
0.5° gedreht.

Die Datenreduktion erfolgte mittels des HKL Package (Version 1.96.9), das die Pro-
gramme XDISPLAYF, DENZO und SCALEPACK beinhaltet [Otwinowski & Minor, [1997].

Zur Bestimmung der CA II-Strukturen wurde die Kristallstruktur von CA II (PDB-
Code: 1cil) verwendet, Liganden, Zinkatom und Wassermolekiile entfernt und eine rigi-
de Minimierung mit CNS durchgefiihrt |[Briinger et al., [1998|. Das Molekiil wurde dabei
als starre Einheit rotiert und translatiert und anschlieend eine ,simulated annealing-
Verfeinerung mit einer Starttemperatur von 3000 K durchgefiihrt. Anschlieend wurde
die Verfeinerung mit dem Programm SHELXL-97 durchgefiihrt [Sheldrick & Schnei-
der, 1997|, wobei mindestens 10 Zyklen mit Einschrinkungen fiir Bindungsabsténde,

-winkel und B-Werte fiir die Verfeinerung verwendet wurden. Wassermolekiile wurden
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mit SHELXWAT gesetzt. Liganden wurden mit SYBYL 6.8 aufgebaut und minimiert,
wahrend die Parameter- und Topologie-Daten fiir die Verfeinerung mit SHELXPRO
generiert wurden. Die manuellen Anderungen der Proteinseitenketten sowie die Platzie-
rung der Liganden in die Elektronendichte wurden mit dem Programm O durchgefiihrt
[Jones et al.,[1991]. Fiir die Berechnung von R, wurden 5 % der Reflexe zuféllig ausge-
wéhlt und nicht in die Verfeinerung mit einbezogen [Briinger, [1992] und die Strukturen
so lange verfeinert bis die |Fo|-|Fc|-Elektronendichte keine signifikanten Maxima mehr

zeigten.
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