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Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Mechanismen bekannter allosterischer
Modulatoren der Myosinfunktion durch den kombinierten Einsatz kristallographischer,
biophysikalischer und computerchemischer Methoden untersucht. Die daraus gewonnenen
Erkenntnisse dienten der rationalen, strukturbasierten Entwicklung neuer allosterischer
Inhibitoren der infektionsrelevanten Myosin-Motoraktivitdat des Malariaparasiten
Plasmodium falciparum.

Die Myosinaktivitdt ist fir viele biologische Funktionen von entscheidender Bedeutung.
Mitglieder dieser Superfamilie Molekularer Motoren sind an einer Vielzahl verschiedener
Bioprozesse beteiligt. Das Fehlverhalten bestimmter Myosinisofomen steht im
Zusammenhang mit der Ausbildung schwerer Erkrankungen, wie der Entstehung und
Verbreitung von Krebs, kardiovaskuldaren Erkrankungen, oder Stérungen der Sinnesorgane
und des zentralen Nervensystems. Demzufolge besitzt die gezielte Aktivierung oder
Inhibition bestimmter Myosinisoformen ein groRes therapeutisches Potential. Um Einsicht in
die atomaren Details der Wirkungsweise von Myosineffektoren und die allosterische
Beeinflussung der Myosinfunktion zu erhalten, wurden die Mechanismen bekannter
allosterische Effektoren am Modellsystem Dd Myosin-2 untersucht. Zu den getesteten
Modulatoren gehort die kirzlich als potente Inhibitoren der Myosinaktivitat identifizierte
Gruppe der halogenierten Pseudiline, der Ca**-Sensitizer EMD 57033, sowie die G680-
Punktmutation in der Myosin-Motordomadne. Wahrend die G680-Mutation zur Entkopplung
der reaktiven Thiolregion vom Rest des Motorsystems fiihrt, wodurch das Myosin in einem
spezifischen Zustand des chemomechanischen Zyklus’ gefangen gehalten wird, entfalten die
halogenierten Pseudiline ihre Wirkung durch einen direkten Signalrelaismechanismus, der
schliefRlich in der allosterischen Beeinflussung des aktiven Zentrums resultiert, sowie durch
das Herabsetzen der globalen, intrinsischen Flexibilitdt der Myosin-Motodomane. Struktur-
Aktivitats-Untersuchungen der halogenierten Pseudiline deckten zudem den Einfluss der
Halogensubstituenten auf die inhibitorische Wirkung auf und gaben Aufschluss Uber die
entropischen und enthalpischen Beitrdge zur Aktivitdt. Der Fluoreszenzfarbstoff Prodan
hingegen besitzt keine inhibitorische Aktivitdt und zeigte keine Veranderungen der
Myosinstruktur, obwohl er an die gleiche Bindungstasche bindet, wie die Pseudiline.
Kristallographische Studien des inotropen Ca®'-Sensitizers EMD 57033 fiihrten zur
Identifizierung einer neuen, bisher nicht bekannten Bindungsstelle in der N-terminalen
Domadne der Myosin-Motordomane. Die Bindung von EMD 57033 an diese Bindungsstelle
erhoht wahrscheinlich die Spannung im Myosin und flhrt so zu einem Anstieg der erzeugten
Kraft des Motors.

Die Translation der Erkenntnisse auf die rationale de novo Entwicklung neuer Inhibitoren des
parasitiren Pf Myosin A fuhrte zur erfolgreichen Darstellung potenter und
vielversprechender Mpyosininhibitoren mit antiparasitdrer und Antimalariaaktivitat. Die
biomimetisch synthetisierten Substanzen wiesen eine inhibitorische Aktivitat auf die
enzymatische ATPase- und Motoraktivitat von Myosin auf und zeigten sowohl gegen Leber-
als auch Blutstadien des Malariaparasiten eine hemmende Wirkung.

Schliisselworter: Myosin, Strukturbasiertes De Novo Design, Allosterische Effektoren



Abstract

The present study deals with the analysis of known allosteric modulators of the myosin
function and their mode of action by applying a combination of crystallographic, biophysical
and computational approaches. The insights and concept derived from these studies are
used for the rational, structure-based drug design of novel allosteric inhibitors against the
myosin motor activity of the malaria parasite Plasmodium falciparum.

Myosin activity is crucial for many biological functions. Members of the superfamily of
molecular motors participate in a large number of bioprocesses. The malfunction of certain
myosins can lead to severe diseases such as cancer, cardiovascular failure, and disorders of
sensory organs and the central nervous system. Therefore, the activation or inhibition of
specific myosin isoforms holds a strong therapeutic potential. To gain insights into the
mechanisms of myosin effectors and the allosteric modulation at an atomic level, the effects
of known allosteric modulators on the model system Dd myosin-2 are analyzed. The tested
effectors include the congeneric series of halogenated pseudilin that were recently identified
to exhibit a high inhibitory potency on myosin, the Ca**-sensitizer EMD 57033, and the G680
single point mutation in the myosin motor domain. While the G680 mutation leads to a
decoupling of the reactive thiol region from the rest of the engine, which in turn traps the
myosin in a certain state of the chemomechanical cycle, the halogenated pseudilins act via a
direct signal relay mechanism, which influences the active site in an allosteric manner, as
well as by reducing the global intrinsic flexibility of the myosin motor domain. Furthermore,
structure-activity relationship studies revealed the influence of the different halogen
substituents on the inhibitory activity and gave information about the entropic and enthalpic
contributions to pseudilin action. In contrast, the fluorescent dye prodan exhibits no
inhibitory potency and showed no changes in myosin structure, despite the fact, that it binds
to the same binding pocket as the halogenated pseudilins. Crystallographic analysis of the
inotropic Ca**-sensitizer EMD 57033 revealed a new, previously unknown binding site in the
N-terminal domain of the myosin motor domain. Binding of EMD 57033 to that particular
site presumably increases the strain in the myosin and leads to an increased active force of
the motor.

Translation of the findings with the model system to the rational de novo design of novel
inhibitors of the parasitic Pf Myosin A, leads to the successful development of potent and
promising myosin inhibitors with antiparasitic and antimalarial activity. The biomimetically
synthesized compounds showed an inhibitory potency on the enzymatic ATPase and motor
activity of isolated myosins, as well as inhibitory effects on both, the liver and blood stages
of the malaria parasite.

Keywords: Myosin, Structure-based De Novo Design, Allosteric Effectors
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1. Einleitung

Bewegung hat das Leben erst ermdglicht und ohne Bewegung wiirde es kein Leben geben.
Kein Vogel wiirde am Himmel fliegen, kein Lebewesen auf Erden wandeln, kein Herz wiirde
schlagen. Viele der Bewegungsprozesse, die in unserer makroskopischen Welt beobachten
werden konnen, werden durch das abwechselnde Kontrahieren und Entspannen von
Muskeln erzeugt. Auf atomarer Ebene verrichten sogenannte Molekulare Motoren die
krafterzeugende Arbeit. Sie sind fahig, chemische Energie in gerichtete mechanische Kraft
umzuwandeln. Dabei werden grundsatzlich zwei Typen von Molekularen Motoren
unterschieden, die Rotationsmotoren, wie die FgF;-ATPase, sowie die Linearmotoren.
Linearmotoren zeichnen sich durch eine gerichtete Bewegung entlang von Proteinfilamenten
aus und werden bisher in drei Klassen unterteilt: Kinesine, Dyneine und Myosine. lhre
Motorfunktion wird angetrieben durch die Freisetzung chemischer Energie aus der
enzymatischen Spaltung von Adenosintriphosphat (ATP). ATP wird haufig als der Treibstoff
des Lebens bezeichnet, da die ATP-Hydrolyse an viele Prozesse in lebenden Systemen
gekoppelt ist, die Energieeinsatz benétigen.' Im Gegensatz zu Dyneinen und Kinesinen, die
sich auf Mikrotubuli bewegen, interagieren Myosine zyklisch mit Aktinfilamenten, was zu
einem Gleiten der Myosine entlang der Aktinfilamente fihrt. In Muskelgewebe erzeugt diese
wiederholte Wechselwirkung einer Vielzahl von Myosin Motorproteinen, dem sogenannten
dicken Filament, mit filamentosem Aktin, dem dinnen Filament, die Muskelkontraktion.
Allerdings ist Bewegung in der Natur nicht beschrankt auf Muskelarbeit, und ebenso sind
Myosine dies nicht.

1.1 Myosine — Molekulare Motoren

Die ersten Myosine (ugao, mys, griech., Muskel) wurden 1859 entdeckt und aus
Skelettmuskeln isoliert.? Der Begriff ,Myosin® wurde urspriinglich fir eine Gruppe dhnlicher,
aber nicht identischer ATPasen aus Zellen gestreifter und glatter Muskulatur verwendet.?
Heutzutage sind mehr als 140 Myosinisoformen aus einer Vielzahl unterschiedlicher
Organismen und mit diverser Funktionalitdt bekannt. Diese Superfamilie Molekularer
Motoren wurde auf Basis phylogenetischer Analysen der hochkonservierten Kopfdomane
zuniachst in 18 Klassen eingeteilt” (Abbildung 1.1) und spater durch 6 zusatzliche Klassen
erweitert, die hauptsachlich Myosine mit Ursprung aus niederen eukaryotischen Lebewesen
(Protisten) beinhalten’. Die filamentbildenden Myosine aus Skelettmuskeln, kardialer und
glatter Muskulatur, sowie aus Nichtmuskelzellen werden als ,konventionelle Myosine”
(Klasse-2 Myosine) bezeichnet, alle anderen Myosine als ,unkonventionelle Myosine”. Diese
Bezeichnung ist historisch begriindet, da Myosin-2 nicht nur das erste Myosin darstellt, das
entdeckt wurde, jahrzehntelang war es die einzige Klasse von Myosinen, die bekannt war.
Sowohl konventionelle Myosine, als auch einige Klassen der unkonventionellen Myosine
zeigen die Tendenz zur Bildung von zweikdpfigen Motoren oder groReren Aggregaten,

andere Vertreter erfiillen ihre Motorfunktion im monomeren Zustand, oder dimerisieren
1
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aufgrund der Bindung ihrer Fracht. Etwa 20 verschiedene Myosinisoformen werden durch

eine einzelne Zelle exprimiert. Diese Vielfalt wird ebenfalls durch das menschliche Genom

reflektiert, welches Myosine aus mehr als 12 Klassen von etwa 40 Myosingenen enkodiert.

Dreizehn davon werden allein in Muskeln exprimiert.
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Phyolgenetischer Stammbaum der originalen 18 Myosinklassen.4

Die zelluldren Aufgaben und Funktionen von Myosinen in ihren spezifischen Organismen sind

divers und jede Zelle besitzt eine Vielzahl verschiedener Myosintypen, wovon jede einzelne

eine einzigartige Rolle in der Erzeugung aktinbasierter Bewegung spielt.® Abgesehen von der
entscheidenden Rolle bei der Muskelkontraktion, wurde in der Literatur die Beteiligung von

Myosinen an

verschiedensten zelluldren Bewegungsvorgdngen berichtet, einschlieBlich

Chemotaxis, die Bildung von Zellprotrusionen, intrazelluldrer Transport von Vesikeln und

Organellen, Vorgiangen an der Membran, wie Exozytose und Endozytose, und ihrer
Funktionen wahrend der Zelldifferenzierung (Zytokinese), sowie Aufgaben in der Struktur
und Funktion des Zytoskeletts.
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Die Ausbildung verschiedenster Krankheiten im Menschen wurde in Zusammenhang mit
Mutationen, bzw. der Fehlfunktion bestimmter Myosinisoformen gebracht und macht diese
zu attraktiven und vielversprechenden Zielen der medizinischen Forschung. Insbesondere
die Beteiligung von Myosinen unterschiedlicher Klassen, wie Myosin-1, -2, -3, -6, -7, oder
Klasse 15, an HOr- und Sehvorgangen im menschlichen Organismus, fihrt zu Taubheit oder
Taub-Blindheit durch Mutationen in den entsprechenden Myosingenen.”* So sind iiber 80
Mutationen im humanen Myosin-7a verantwortlich fiir das Auftreten des Usher-Syndroms
1B, einer autosomal rezessiven Horbehinderung, verbunden mit Gleichgewichtsstérungen
und dem progressiven Verlust der Sehfihigkeit.”” Krankheiten wie die May-Hegglin
Anomalie, Fechtner, Sebastian, Epstein und Alport-dhnliche Syndrome stehen in
Zusammenhang zu Mutationen in den menschlichen Genen, die nichtmuskulares Myosin-2a
enkodieren.'® Neben Behinderungen des Hor- und Sehvermogens, sind auch andere
Krankheiten, wie die familidare hypertophe Kardiomyopathie, ausgelost durch Mutationen in

17’18, sowie das todliche

den Genen, die das menschliche B-kardiale Myosin enkodieren
Griscelli-Syndrom durch Mutation des Hs Myosin-5a'°, oder die Entstehung und Verbreitung
von Krebszellen Gber Mutationen in den nichtmuskuliren Myosinen-2a und -2b*°, durch

Dysfunktion von Myosinen ausgeldst.

Der Aufbau von Myosin Motorproteinen ist hochst asymmetrisch. Konventionelle Myosine
liegen vorrangig als Hexamere vor, wobei jeweils zwei schwere Ketten (MHC; engl., myosin
heavy chain) dimerisieren, an die zwei Paare leichter Ketten (LC; engl., light chains)
gebunden sind. Die schweren Ketten von Myosinen sind aus drei Hauptdomanen aufgebaut:

(1) Die hochkonservierte, N-terminale Motordomane, welche die katalytische Aktivitat
besitzt und an Aktin bindet.

(2) Die Nackendomane, die die Bindungsregion der leichten Ketten ausmacht und die als
Hebelarm fungiert, um die Kraft fir die Bewegung zu erzeugen.

(3) Die Schwanzdomane, die zustandig ist fur das Binden von Fracht, bzw. die
Wechselwirkung mit anderen Myosinen oder weiteren Proteinen.

Wahrend die Motordomane hochkonserviert ist innerhalb der Myosin-Superfamilie,
wahrscheinlich zur Aufrechterhaltung der Fahigkeit zur Bindung an Aktin und zur Hydrolyse
von Adenosintriphosphat (ATP), der Energiequelle der Motoren, variiert die Nackendomane
in Lange und Anzahl von Subdomanen zwischen den Mitgliedern der unterschiedlichen
Myosinklassen.

Die Nackenregion verschiedener Myosinisoformen, auch Hebelarmdoméane oder
Bindungsregion der leichten Ketten (LCBR; engl., light chain binding region) genannt, besitzt
eine unterschiedliche Anzahl an sogenannten 1Q Motiven (von 0 bis 7) in ihrer
Aminosduresequenz, die als Bindungsstellen fir Calmodulin oder Calmodulin-verwandte
leichte Ketten dient. Die IQ Motive haben eine Lange von etwa 24 Aminosauren und besitzen
die Kernsequenz [I,L,VJQXXXRGXXX[R,K]. Konventionelle Myosine haben zwei IQ Motive und
konnen aus diesem Grund zwei leichte Ketten binden, die essentielle leichte Kette (ELC;

3
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engl., essential light chain), die ndher an der Motordoméane bindet, und die regulatorische
leichte Kette (RLC; engl., regulatory binding chain), die weiter von der Motordomane
entfernt ist. Grundsatzlich wird angenommen, dass die Bindung der leichten Ketten an den
Hebelarm die Festigkeit der Nackendomane wahrend der Kraftentwicklung im Motor erhoht.
Des Weiteren spielen die leichten Ketten eine entscheidende Rolle in der Regulation der
schweren Myosinketten.

Die Schwanzdomaéane weist die groRte Varianz zwischen Myosinen verschiedener Quellen
oder Klassen auf, héchstwahrscheinlich um die einzelnen Myosinisoformen zur Bindung und
zum Transport ihres spezifischen Cargos oder zur Wechselwirkung mit bestimmten
Proteinen zu befdhigen. In konventionellen Myosinen ist die Schwanzregion vorrangig aus a-
helikalen coiled-coil-Abschnitten aufgebaut, die zur Maximierung der intermolekularen
Wechselwirkungen dienen und somit die Dimerisierung zweier MHCs ermdglichen. Die a-
helikalen coiled-coil-Strukturen werden dabei durch wiederholt auftretende hydrophobe
Reste in der ersten (a) und vierten (d) Position eines Septetts von Aminosduren der
grundlegenden Form abcdefg erzeugt. Andere Myosinklassen weisen mitunter sehr
unterschiedliche Schwanzregionen auf, mit einer Vielzahl verschiedener funktioneller
Untereinheiten, die zur Interaktion mit Wechselwirkungspartnern oder ihrer Fracht dienen
(Abbildung 1.2). So kénnen z.B. Klasse-10 Myosine, neben der Interaktion mit F-Aktin Gber
die Motordomane, mittels der MyTH4/FERM Domane zusatzlich an Mikrotubuli binden, oder
Klasse-9 Myosine sind Uber die GTPase-Aktivatorprotein fir Rho-dhnliche GTPasen (RhoGAP)
Domane an der Regulation von Rho, einem GTP-bindenden Protein, beteiligt.
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Abbildung 1.2:

Domanen. Die Vorhersagen der Proteindomanen basieren
heidelberg.de/) , PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/) und

Schematische Darstellung der gegenwartigen Myosinklassen und ihrer spezifischen Anordnung der

hauptsachlich auf SMART (http://smart.embl-
CDD (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure

/cdd/cdd.shtml). Ac = Acanthamoeba castellanii, Acl = Acetabularia cliftonii, Af = Aspergillus fumigatus,

At = Arabidopsis thaliana, Cb = Caenorhabditis briggsae,
parvum, Dd = Dictyostelium discoideum, Dm = Drosophila
sapiens, Lm = Leishmania major, Mm = Mus musculus,

Ci = Ciona intestinalis, Cp = Cryptosporidium
melanogaster, Gg = Gallus gallus, Hs = Homo
Nt = Nicotiana tabacum, Pf = Plasmodium

falciparum, Sc = Saccharomyces cerevisiae, Tc = Trypanosoma cruzi, Tg = Toxoplasma gondiii.
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In Abbildung 1.3 sind die Hauptdoméanen eines schematisch dargestellten zweikopfigen
Klasse-2 Myosins gezeigt, sowie Angaben zu weiteren Fragmenten gemacht, wie die
Subfragmente-1 (S1) und -2 (S2), oder das schwere Meromyosin (HMM; engl., heavy
meromyosin) und das leichte Meromyosin (LMM; engl., light meromyosin), die durch
Proteolyse erhalten werden kénnen.

Motor-
domane Nacken Schwanz
{
.
\%:'Q'C‘OCOOOOOO‘OOOOOOOOCCOOOOOOOGOOOOM
p ; '\> Leichte Ketten
S1 S2

HMM LMM

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des doppelkdpfigen Myosin-2. Die Langen der proteolytischen Fragmente sind
durch Pfeile angegeben. S1 = Subfragment-1, S2 = Subfragment-2, HMM = schweres Meromyosin und
LMM = leichtes Meromyosin.

Aufgrund der Tatsache, dass sowohl das S1, als auch das HMM Fragment, sowie die
Motordomane allein, bzw. erweitert durch einen kinstlichen Hebelarm, die Motor-
eigenschaften ihrer Muttermolekile erhalten, werden diese Fragmente extensiv als
Einzelmolekllmodelle fir biophysikalische und strukturelle Untersuchungen der Myosin-
Motorfunktion verwendet.

1.1.1 Struktureller Aufbau der Myosin-Motordomane

Die Myosin-Motordomane besitzt eine globuldre Struktur und ist zu einem GroRteil aus a-
Helices aufgebaut, die um ein zentrales 7-strangiges B-Faltblatt angeordnet sind. Sie wird
klassisch in drei strukturell definierte Untereinheiten eingeteilt:

(1) Die N-terminale Subdomaéne.

(2) Die 50 kDa Doméne, die den Grofdteil der Nukleotid- und Aktinbindungsstellen
ausmacht. Sie ist zusatzlich in die obere (U50 kDa, engl., upper 50 kDa) und
untere 50 kDa (L50 kDa, engl., lower 50 kDa) Subdoménen unterteilt.

(3) Die C-terminale Konverter Domane.

In Abbildung 1.4 sind die einzelnen Subdomanen des S1 Fragments von Gg Myosin-2, sowie
eine schematische Topologiekarte der Myosin-Motordomaéne gezeigt.
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Abbildung 1.4: (A) Banderdarstellung der Kristallstruktur des Myosin S1 aus Huhn (PDB Code: 2MYS). Farblich
angegeben sind die proteolytischen Subdoméanen. Rot = N-terminale SH3 Domadne, Blau = U50 kDa
Domaéne, Griin = L50 kDa Doméne, Grau = Konverter, Lila = essentielle leichte Kette, hellgrin =
regulatorische leichte Kette, Gelb = Nackenregion. (B) Topologiekarte der Myosin-2 Motordomaéne.
Helices sind als Zylinder dargestellt und B-Strange als Pfeile.
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Die N-terminale Subdomdne in Klasse-2 Myosinen besitzt eine Linge von etwa 80
Aminosduren und beinhaltet eine SH3-dhnliche B-Fass Untereinheit. Die Funktion dieser
kleinen Subdomane ist bisher nicht bekannt und Klasse-1 Myosinen fehlt diese Domadne
vollstdndig. Nichtsdestotrotz zeigten Untersuchungen, dass das Entfernen der gesamten N-
terminalen Subdomine in Dd Myosin-2 zum vollstindigen Funktionsverlust fiihrt.”* Ein
charakteristischer langer Spalt, der sich von der Aktinbindungsregion bis zum aktiven
Zentrum zieht, teilt die 50 kDa Domane in die obere (U50 kDa, engl., upper 50 kDa) und
untere 50 kDa (L50 kDa, engl., lower 50 kDa) Subdomane. Sechs der sieben Strange des
zentralen pB-Faltblattes befinden sich im U50 kDa Segment. Da der groBte Teil der
Aktinbindungsregion in der L50 kDa Subdomaéane lokalisiert ist, wird dieser Teil auch als
Aktinbindungsdomédne bezeichnet. Auf der anderen Seite des Proteins, in der U50 kDa
Subdomine, etwa 40-50 A entfernt von der Aktinbindungsregion, befindet sich das aktive
Zentrum des Motorproteins. Diese enzymatische Bindungstasche wird durch verschiedene
Sekundarstrukturelemente des Proteins gebildet und besitzt die Aufgabe das Nukleotid zu
binden und die Hydrolysereaktion von ATP durchzufiihren, um die darin gespeicherte
chemische Energie fiir die Myosin-Motorfunktion freizusetzen. Drei wichtige Motive im
aktiven Zentrum sind die P-Schleife (Aminosduren 179-186, Konsensus Sequenz: GESGAKT),
Schalter-1 (Aminosduren 233-238, Konsensus Sequenz: NXNSSR) und Schalter-2
(Aminosauren 454-459, Konsensus Sequenz: DXSGFE), alle beteiligt an der molekularen
Erkennung und Bindung des y-Phosphates (y-Phosphatsensoren), welches wahrend der
Hydrolysereaktion abgespalten wird. Diese konservierten Schleifenstrukturen besitzen eine
hohe Ahnlichkeit zur Nukleotidbindungstasche in Kinesinen und G-Proteinen, weshalb
angenommen wird, dass diese drei Proteinklassen gemeinsame Vorfahren haben und ihre
Hydrolysereaktion auf dhnliche Weise durchfiihren.?? Die Oberflichenschleifen Schleife-1
und Schleife-2 weisen die hochste strukturelle Varianz, sowohl in der Lange, als auch in der
Aminosduresequenz, in der 50 kDa Domane innerhalb der verschiedenen Myosinklassen auf.
Die Aminosadurereste 411-441 bilden eine lange a-Helix, die von der Aktinbindungsregion bis
zum 5. Strang des zentralen B-Faltblattes reicht. Ein gebrochenes Helixmotiv ist durch die
Reste 669-689 gegeben. Die beiden Segmente dieser gebrochenen Helix tragen jeweils ein
reaktives Cystein und werden deshalb hdufig als SH1- und SH2-Helices bezeichnet. Die
SH1/SH2-Region geht direkt in die Konverterdomane Uber, welche als Drehpunkt fir den C-
terminalen Hebelarm fungiert. Zusammen mit der Nackenregion wird die kleine
Konverterdomane haufig als Verstarkerregion bezeichnet und rotiert wahrend des
Kraftschlags um etwa 60°, was zur Erzeugung der mechanischen Kraft fiihrt und die Basis der
Hypothese des schwingenden Hebelarms (swinging lever arm hypothesis) ausmacht
(Abbildung 1.5). Die Relayhelix (Aminosauren 466-496; relay, engl., Relais), eine lange a-
Helix, die von Schalter-2 ausgeht, interagiert mit der SH1-Helix. Wie der Name schon
beinhaltet, besitzt die Relayhelix die Funktion die konformellen Informationen zwischen der
Aktinbindungsregion, der Nukleotidbindungsstelle und der mechanischen Verstarkereinheit
zu vermitteln.
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Abbildung 1.5: Schwingen des Hebelarms um etwa 60° wahrend des Kraftschlages (swinging lever arm hypthesis).
Uberlagerung der Kristallstrukturen des Muschel Myosin-2 Subfragments-1 im rigor Zustand
(opak, PDB Code: 20VK) und im pre-power stroke Zustand (transparent, PDB Code: 1QVI).

1.1.1.1 Der ATPase-Zyklus

Die Motorfunktion von Myosinen ist ein komplexer Prozess, der eine Vielzahl einzelner
Vorgange zu einem extrem effektiven Zyklus der Krafterzeugung und Motilitat vereint. Ein
Modell, das die kinetischen und mechanischen Zustinde wahrend der zyklischen
Wechselwirkung von Myosinen mit ATP und F-Aktin verbindet, wurde zunachst von Lymn
und Taylor im Jahr 1971 aufgestellt.”® Auf der Basis von experimentell gelésten Réntgen-
kristallstrukturen, Elektronenmikroskopie-Experimenten und kinetischen Versuchen wurde
dieser chemomechanische Zyklus weiter verfeinert und erweitert Gber die Jahre. Entlang
dieses Zyklus‘ durchldauft der Myosinmotor eine Anzahl von an F-Aktin gebundenen, sowie
ungebundenen Zustanden mit unterschiedlicher Bindungsstarke (Abbildung 1.6).
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Abbildung 1.6: Der ATPase-Zyklus. Das Myosin durchlduft eine Reihe von an Aktin gebundenen und ungebundenen
Zustanden. Gelb = Myosin-Motordomine, Blau = Nackenregion (zur Ubersichtlichkeit sind die leichten
Ketten nicht gezeigt), Grau = Aktinfilament.

Ausgehend von einem nukleotidfreien Myosin-Zustand (apo-Zustand) ist das Motorprotein
stark an das Aktinfilament im sogenannten rigor Komplex gebunden [A-M]. Die Bindung von
ATP an das aktive Zentrum des Myosins initiiert die Dissoziation des Aktomyosinkomplexes,
aufgrund der antagonistischen Effekte von Aktin und ATP, und Uberfihrt den Motor in den
post-rigor Zustand. Dieser Prozess ist an eine Reihe von Konformationsidnderungen im
Myosinmolekiil gebunden, der zur Ausrichtung des Hebelarms fiihrt (Erholungsschlag; engl.,
recovery stroke) und die Motordomane in einen Hydrolyse-kompetenten Zustand versetzt
(post-recovery stroke Zustand) [M*-T]. In diesem, von Aktin gelésten Zustand, findet die
hydrolytische Spaltung von ATP zu ADP-P; statt. AnschlieRend interagiert Myosin erneut mit
F-Aktin, zunadchst mit geringer Affinitdat im pre-powerstroke Zustand [A-M*:D-P;] und
anschlieend sehr stark im post-hydrolysis Zustand [A-M*:D+P;]. Das erneute Binden von
Aktin 16st die Abgabe des abgespaltenen anorganischen Phosphates (P;) aus der
Nukleotidbindungstasche aus und somit eine weitere Konformationsanderung des gesamten
Proteins: den Kraftschlag (power stroke) des Motors [A-M-D], der zum motilen Ereignis fihrt.
SchliefRlich wird das noch im aktiven Zentrum verbliebene ADP abgegeben, was eine weitere
leichte Arretierung des Hebelarms auslost, um zum rigor Komplex zuriickzukehren.
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1.1.1.2 Die Aktinbindungsregion

Die exakten Details der Aktomyosin-Wechselwirkungsfliche und der Modulation der
Interaktion zwischen der Myosin-Motordomane und dem Aktinfilament wahrend der
Nukleotidumsetzung sind von entscheidender Relevanz fir die Kraftentwicklung und die
chemomechanische Kopplung. Ein hohes Mall an funktioneller Konserviertheit wurde
entdeckt, in der Art, wie Aktin und unterschiedliche Myosinisoformen miteinander
interagieren. Aus diesem Grund wird angenommen, dass der Andockprozess und die
molekularen Details der Aktomyosin-Wechselwirkungsflache sich fir den Grof3teil der
Myosine aus unterschiedlichen Organismen und Klassen dhneln. Die Gesamtkontaktflache
zwischen dem Aktinfilament und Myosin betragt etwa 2000 A? und die Aktinbindungsregion
ist aus topologisch getrennten Strukturen der Myosin-Motordomane aufgebaut. Schleife 3
und das Helix-Schleife-Helix Motiv der L50 kDa Domane, die CM Schleife und Schleife 4 der
U50 kDa Domane, sowie Schleife 2, die die L50 und U50 kDa Domanen verbindet, sind an der
Aktinbindung beteiligt (Abbildung 1.7).
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Abbildung 1.7: Die Aktomyosin-Wechselwirkungsflache. Die Myosin-Motordomane (Gelb) ist als Bandermodell
dargestellt, F-Aktin (Grau) in einer Oberflachendarstellung. Die Aktinbindungsregion (Rot) besteht aus
einer Reihe von Strukturelementen, einschlieRlich der Kardiomyopathieschleife (CM Schleife), Schleife 2,
Schleife 3, Schleife 4, sowie das Helix-Schleife-Helix Motiv.

24-27 28-31

Elektronenmikroskopische Untersuchungen® *’, spektroskopische Studien und Rontgen-
kristallographie32'34 haben bewiesen, dass der grofle 50 kDa Spalt in der Myosin-Motor-
domane sich aufgrund der Bindung an Aktin schlieft. Dabei besteht eine reziproke
Beziehung zwischen der Aktin- und Nukleotidaffinitat. Tatsachlich herrscht eine starke
Kopplung zwischen dem Zustand der Nukleotidbindungstasche und dem Offnen und

SchlieBen des Aktinbindungsspaltes vor. Vergleichende Studien der hochaufgeldsten
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Rontgenstrukturen von Myosin mit offenem und geschlossenem 50 kDa Spalt, d.h. rigor und
post-rigor/pre-power stroke Zustand, geben einen Einblick in die Grenzzustdnde dieses
Kommunikationspfades (Abbildung 1.8). Ein konsistentes Merkmal aller rigor Strukturen der
Myosin-Motordomane ist die verdanderte Position von Schalter-1 der Nukleotidbindungs-
tasche. Die hydrolytische Spaltung des y-Phosphates destabilisiert die Wechselwirkung des
Nukleotids mit der P-Schleife und fiihrt zu einem Entfernen der P-Schleife weg vom
Nukleotid. Diese Umlagerung induziert das Offnen der kritischen Salzbriicke zwischen
Schalter-1 und Schalter-2 (vergleiche Kapitel 1.1.1.3), indem es Schalter-2 mit sich zieht.
Waéhrend dieses Zustandes findet die Riickbindung der Motordoméane an Aktin statt und 6st
eine Rotation der U50 und L50 kDa Domédnen aus, was zum Schliefen des groen 50 kDa
Spaltes fuhrt. Zusatzlich wird durch die Rotation das zentrale B-Faltblatt in eine verdrehte
Konformation gezwungen, da die Interaktionen des B-Faltblattes zu den umliegenden
Strukturelementen aufrechterhalten werden. Des Weiteren zieht das Verdrehen des
zentralen B-Faltblattes, insbesondere die Verschiebung der drei Eck-B-Strénge Schalter-1
weiter vom Nukleotid ab. Die gesamte Schalter-1 Region bewegt sich etwa 8 A weg von ihrer
urspriinglichen Position in der Ndhe des Nukleotids. Diese Bewegung unterbricht die
Wechselwirkungen zum y-Phosphat, sowie die Koordination des Mg?* lons und kénnte die
Produktabgabe einleiten. Auf Basis dieser Erkenntnisse wurde ein sogenannter
Falltlirmechanismus (trap door), im Gegensatz zu dem vorher angenommenen Hintertir-
mechanismus (back door), fur die Abgabe des P; vorgeschlagen.32 In diesem Mechanismus
verlasst das gebildete anorganische Phosphat P; das Myosin nicht durch einen schon vorher
bestehenden Tunnel®®, sondern durch eine neu gebildete Offnung, die durch die Bewegung
von Schalter-1 entsteht.

P-Schleife

Abbildung 1.8: Offnen des 50 kDa Spaltes in Myosin-5. Kopplung der Bewegung von Schalter-1 und dem Offnen des
Spaltes (angezeigt durch Pfeile). Superposition des rigor (Rot, PDB Code: 10E9) und des post-rigor
(Tarkis, PDB Code: 1W7J) Zustandes.
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1.1.1.3 Die Nukleotidbindungsstelle / Das aktive Zentrum

Die Nukleotidbindungstasche befindet sich in der U50 kDa Doméane der Myosin
Motordomane, in der Nahe der inneren Spitze des groflen 50 kDa Spaltes. Sie ist aus
mehreren Sekundarstrukturelementen des Proteins aufgebaut und ihre Hauptfunktion
besteht darin das Nukleotid zu binden und die Hydrolyse des ATPs durchzufiihren, um die
darin gespeicherte Energie freizusetzen. Die typische ATP Umsatzrate des Aktomyosin-
systems reicht von 100 s bei schnellen Myosinisoformen bis zu 1 s bei langsameren
Myosinen. Eine Energie von etwa 10™° J wird durch die hydrolytische Spaltung eines ATP
Molekils unter physiologischen Bedingungen freigesetzt.a'6

Die Nukleotidbindungstasche ist vorrangig aus drei konservierten Schleifenstrukturen
aufgebaut: die P-Schleife, Schalter-1 und Schalter-2. Das Binden des Nukleotids im aktiven
Zentrum des rigor Komplexes fiihrt zur Dissoziation des Aktomyosinsystems und zur Offnung
des groBen 50 kDa Spaltes in der Myosin-Motordomaéne (vergleiche 1.1.1.2). Die P-Schleife
nimmt das Yy-Phosphat des ATPs zundchst wahr und initiiert den Bindungsprozess des
Nukleotids durch eine Konformationsdnderung in die Bindungstasche hinein. Diese
Bewegung der P-Schleife und die Ausbildung eines umfangreichen Wechselwirkungsnetzes
zum Nukleotid zieht Schalter-1 und Schalter-2 aufeinander zu und fihrt zum SchlieRen der
Nukleotidbindungstasche. Das SchlieBRen der Schaltermotive, erkennbar durch die
Ausbildung einer kritischen ionischen Bindung oder Salzbriicke zwischen R238 von Schalter-1
und E459 von Schalter-2, positioniert das Nukleotid addquat fur die enzymatische Spaltung
des y-Phosphates und ist somit eine Vorrausetzung fir die erfolgreiche Hydrolysereaktion.
Nur die geschlossene Konformation ist fahig ATP zu hydrolysieren.?’

Hochauflésende Kristallstrukturen der Myosin-Motordomane im offenen Zustand der
Nukleotidbindungstasche (post-rigor Zustand) mit dem Hebelarm in der sogenannten down
Position und Strukturen im geschlossenen Zustand des aktiven Zentrums (pre-power stroke
Zustand) mit dem Hebelarm in der up Position wurden unter Verwendung verschiedener
nicht-hydrolysierbarer Nukleotidanaloga erhalten. Generell wird der offene Zustand
erhalten, wenn die Nukleotidbindungsstelle entweder frei ist, oder Mg-ATP, Mg-ADP,
Mg-ATPYS oder Mg-AMP-PNP gebunden ist. Andererseits wird der geschlossene Zustand bei
der Verwendung von Nukleotidanaloga, die den Ubergangszustand nachahmen, beobachtet,
wie Mg-ADP-AlF;, Mg-ADP-VO, oder Mg-ADP-VOs;. Beide Zustdnde wurden gefunden, wenn
ADP-BeF, gebunden war. Wi&hrend Mg-ADP-AIF;, und Mg-ADP-VO,; eindeutig den
Ubergangszustand der ATP-Hydrolyse nachahmen, mit einem pentavalenten bipyramidalen
Vanadium- oder Aluminiumatom, &dhneln Mg-ADP-VO; und Mg-ADP-BeF, mehr dem
Ausgangszustand der Hydrolysereaktion (ATP-Zustand) mit einer tetragonalen Konformation
des Beryllium- oder Vanadiumatoms, weshalb diese Strukturen eher dem post-recovery
stroke Zustand entsprechen (Abbildung 1.9).
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Abbildung 1.9: Die Nukleotidbindungstasche. (A) Das gebundene Nukleotidanalogon ADP-VO; ahmt den ATP-Zustand
mit einem tetragonalen Vanadiumatom nach. Sehr gut zu sehen ist auch das angreifende nukleophile
Wassermolekiil (H,0,) (PDB Code: 2119). (B) Das ADP-VO, entspricht dem Ubergangszustand der ATP
Hydrolyse mit einem flinfwertigen bipyramidalen Vanadiumatom (PDB Code: 1VOM).

Abbildung 1.10 zeigt die Konformation des Nukleotids im aktiven Zentrum, sowie eine
schematische Darstellung des Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerkes, das in Kristall-
strukturen des hydrolysekompetenten Zustands der Myosin-Motordomane im Komplex mit
nicht-hydrolysierbaren Nukleotidanaloga vorliegt. Wie zu sehen, werden mehr als 20
Wasserstoffbriicken zwischen dem Protein und dem Nukleotid ausgebildet, wobei die
meisten davon zwischen den Phosphatgruppen und den drei wichtigen Proteinschleifen in
der Tasche zu finden sind. Die Anwesenheit eines zweiwertigen Kations ist fir die Bindung
des Nukleotids zum aktiven Zentrum von Myosinen notwendig, welches das ATP mit hoher
Affinitat chelatisiert und somit den Protein-Substrat-Komplex stabilisiert. Unter
physiologischen Bedingungen dient Magnesium als divalentes Metallion. Magnesium ist
durch sechs Liganden koordiniert: zwei Sauerstoffe der B- und y-Phosphate von ATP, die
Seitenketten der Aminosauren S237 und T181, sowie zwei Wassermolekiile.

Abbildung 1.10:  (A) Die Nukleotidbindungstasche mit gebundenem Mg-ATP. (B) Schematische Darstellung der Wechsel-
wirkungen von ATP mit Myosin-2.
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Obwohl die Hydrolyse ein Schliisselprozess fiir den Myosinmotor darstellt und die Reaktion
an die mechanische Kraftentwicklung gekoppelt ist, sind die Details des
Reaktionsmechanismus’ noch nicht vollstandig aufgeklart. Kinetische Studien mit
Sauerstoffisotopen zeigten, dass es sich dabei um eine Einzelschritt-Reaktion mit
Waldenumkehr des Yy-Phosphates, ohne Ausbildung eines phosphorylierten Myosins
handelt.>**°

Wassermolekil als Nukleophil das y-Phosphat angreift. Der Aktivierungsprozess des

Vorrangig wird von einem assoziativen Mechanismus ausgegangen, bei dem ein

Wassermolekiils ist dabei weiterhin Gegenstand der Diskussion, wobei sechs Aktivierungs-
mechanismen vorgeschlagen wurden.

(1) Das y-Phosphat selbst agiert als Base und das Proton wird direkt vom angreifenden
Wassermolekil tbertragen.*"*

(2) S181 fungiert als Protonrelais (das Proton wird auf das y-Phosphat ijbertragen).43

(3) S236 fungiert als Protonrelais (das Proton wird auf das y-Phosphat ijbertragen).“’42

(4) K185 agiert als Base und deprotoniert das angreifende Wasser.*?

(5) K185 fungiert als Saure und protoniert das y-Phosphat.**

(6) Die ,zwei-Wasser Hypothese”: Das angreifende Wasser gibt ein Proton an ein
Hilfswassermolekil ab, welches von E459 positioniert wird (E459 koénnte als

Endempfanger des Protons fungieren).*

1.1.1.4 Der Konverter

Die Konverterdomadne dient als Verstarkerregion fiir die Krafterzeugung. Kleine
Konformationsdanderungen in der Motordomane werden durch den Konverter, zusammen
mit der Nackenregion, durch eine Rotationsbewegung um [60°, zu grofen Umlagerungen
verstarkt, die den Hebelarm von der up Position in die down Position bewegen. Die kleinen
Verdanderungen gehen von der Nukleotidbindungstasche aus, ausgelost durch die ATP
Hydrolyse und die Riickbindung an Aktin, und werden durch die gesamte Motordomane bis
zum Konverter geleitet. Neben der Kopplung zwischen der Aktinbindungsregion und der
Nukleotidbindungsstelle (vergleiche Kapitel 1.1.1.2) besteht somit offenkundig ein
allosterischer Kommunikationpfad zwischen der Nukleotidbindungstasche und der
Verstarkerregion. Die konkreten Details dieser chemomechanischen Kopplung sind trotz

46-48 4952 \veiterhin unklar, da

unzahliger experimenteller und theoretischer Untersuchungen
die einzelnen Ereignisse kaum experimentell zuganglich sind. Dennoch gibt die strukturelle
Analyse der Motordomane im Zustand vor und nach dem Kraftschlag (pre-power stroke und
rigor Zustand) Einsicht in einige der Ereignisse wahrend des krafterzeugenden Schrittes des
Zyklus’ (Abbildung 1.11). Einer der offensichtlichsten Unterschiede in den Kristallstrukturen
der pre-power stroke und rigor Zustanden ist das Vorhandensein oder Fehlen eines Knicks in
der langen Relayhelix. Die Relayhelix reagiert auf das Offnen (Kraftschlag), bzw. SchlieRen

(Erholungsschlag) von Schalter-2, mit dem sie direkt verbunden ist, sowie auf das Verdrehen
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des zentralen [-Faltblattes, mit dem Abknicken oder Geraderiicken des C-terminalen
Abschnitts der langen a-Helix. Diese Anderung wird auf die SH1/SH2-Region lbertragen und
resultiert in der Rotation der Konverterdomane um etwa 60° im Fall von Myosin-2. Das
Ausmal’ der Abknickung bestimmt die GroRe der Konverterrotation.

Y (3

Schalter-1

Abbildung 1.11:  Kraftschlag, bzw. Erholungsschlag von Myosin-2. Die Kopplung der Schalter-2 Bewegung, dem
Abknicken/Geraderiicken der Relayhelix und die Konverterrotation wahrend des Kraftschlages sind
dargestellt (angezeigt durch Pfeile). Uberlagerung der post-rigor (Blau, PDB Code: 1G8X) und pre-power
stroke (Gelb, PDB Code: 2JHR) Zustande.

1.1.2 Intrinsische Allosterie

Allosterie ist definiert als die Modulation der Aktivitat eines Proteins durch die Bindung eines
Effektors oder Modulators an eine Bindungsstelle entfernt vom aktiven Zentrum. Das
allosterische Effektormolekiil kann dabei sowohl ein Ligand, als auch ein weiteres Protein
sein. Das Konzept der Allosterie ist nicht gleichbedeutend mit Kooperativitdt, Kooperativitat
ist eher ein Sonderfall von allosterischer Regulation. Im Allgemeinen beschreibt der Begriff
Kooperativitdt die allosterische Modulation eines quartdren Proteins mit vier Bindungs-
stellen, wobei die Bindung eines Liganden an eine der Bindungsstellen die Affinitdt der
anderen Bindungsstellen fir den gleichen Typ von Ligand erhdht. In diesem Zusammenhang
wurden zwei Modelle in den friihen 1960igern aufgestellt, Das Monod, Wyman und
Changeaux (MWC) Modell, bei dem alle Untereinheiten des Proteinverbands im gleichen
Zustand vorliegen miissen, um die Bindung eines Liganden zu einer der Untereinheiten zu
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ermoglichen, sowie das Koshland, Nemethy und Filmer (KNF) Modell, bei dem die Bindung
des Liganden an eine der Untereinheiten, das Einnehmen des selben Zustands aller anderen
Untereinheiten herbeifiihrt.

Heutzutage ist es bewiesen, dass Allosterie ebenso in monomeren Proteinen auftreten und
eine entscheidende Rolle spielen kann.>®> Das Binden eines allosterischen Effektors
verursacht im GrofRteil aller untersuchten Félle eine Konformationsanderung in einer
entfernt gelegenen Stelle des Proteins, meist im aktiven Zentrum, &ndert die
elektrostatischen Eigenschaften der abgelegenen Stelle, oder beeinflusst die Bildung eines
funktionalen Proteinkomplexes. Die Konformationsanderungen des aktiven Zentrums
umfassen hauptsichlich das SchlieBRen und Offnen des aktiven Zentrums oder
Umlagerungen, die z.B. die Anlagerung des Substrates unterbinden. Diese Mechanismen
allosterischer Regulation werden haufig als die ,,alte Ansicht” bezeichnet. In einer deutlichen
Anzahl von Fillen ist die Bindung eines allosterischen Modulators nicht mit lokalen
strukturellen Verdanderungen verbunden, sondern hat eher einen Einfluss auf die globale
Flexibilitat des Proteins oder fiihrt zu einer Populationsverschiebung im statistischen
Ensemble von Proteinkonformeren (die ,,neue Ansicht”).sa"56

Der Myosinmotor selbst stellt ein intrinsisch allosterisch reguliertes Protein dar. Entfernt
voneinander gelegene Bereiche des Molekularen Motors kommunizieren Uber festgelegte
Pfade miteinander und |6sen wahrend des chemomechanischen Zyklus’ Konformations-
anderungen untereinander aus. Diese intrinsische Allosterie ist eine spezielle Art von
allosterischer Modulation, da es nicht die Interaktion und Bindung eines anderen
Effektormolekiils beinhaltet. In Bezug auf das chronologische Auftreten wahrend des
chemomechanischen Aktomyosin-ATPase-Zyklus’ sind diese Vorgdnge:

(1) Die Wechselbeziehung zwischen dem Offnen des 50 kDa Spaltes und dem SchlieRen
der Nukleotidbindungstasche aufgrund der ATP-Bindung.

(2) Die Weiterleitung regulatorischer Information von der Nukleotidbindungsstelle zum
Konverter wahrend des Erholungsschlags (recovery stroke).

(3) Die Kommunikation zwischen der Aktinbindungsregion (Schlieen des 50 kDa Spaltes)
und des Offnens der Nukleotidbindungstasche im AnschluR an die Hydrolysereaktion.

(4) Die chemomechnische Kopplung zwischen der Nukleotidbindungstasche und der
Konverterdomane, die zum Kraftschlag (power stroke) fiihrt.

1.1.3 Allosterische Inhibitoren der Myosin-Motoraktivitat

In der Literatur wurden bereits verschiedene chemische Substanzen beschrieben, die die
Motoraktivitdt unterschiedlicher Myosinisoformen zu beeinflussen vermdgen. Die meisten
davon besitzen eine hemmende Wirkung auf die Myosinfunktion und agieren auf
allosterische Weise.
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Abbildung 1.12:  Strukturformel von 2,3-Butandionmonoxim (BDM).

2,3-Butandionmonoxim (BDM) ist einer der ersten entdeckten, nicht-kompetitiven Myosin-2

Inhibitoren.>’®

Obwohl er mit relativ geringer Affinitat (K, = 5 mM fir Skelettmuskel Myosin-
2) an Myosin bindet, wurde er in groRem Umfang fiir zellbiologische Experimente
verwendet. BDM verringert die ATPase-Rate und Kraftentwicklung durch Hemmung der P;
Abgabe aus der Motordomdne und durch das Erhéhen der Gleichgewichtskonstante der
Hydrolysereaktion.” Im Allgemeinen wird angenommen, dass BDM den schwach Aktin-
gebundenen Myosin-ADP-P; Zustand stabilisiert. Aufgrund der Tatsache, dass BDM
urspringlich zur Reaktivierung Alkylphosphat-inhibierter Acetylcholinesterasen entwickelt
wurde®, beeinflusst BDM zusatzlich die Phophorylierung von Serin- und Threoninresten.®!
Weitere Studien zeigten, dass BDM einen Effekt auf eine Vielzahl anderer Proteine ausiibt,

62,63

einschlieflich Kaliumkanalen®™, L-Typ Calciumkanélen® und Myosin-2 Leichte-Kette-

Kinase®®, und wurde deshalb als nicht empfehlenswerte Verbindung fiir zellbiologische

o)

Abbildung 1.13:  Chemische Struktur von N-Benzyl-p-toluensulphonamid (BTS).

Experimente deklariert.®®

Ein zielgerichtetes Hochdurchsatzauswahlprifverfahren (high-throughput screening) einer
Substanzbibliothek zur Ermittlung neuer Myosininhibitoren fiihrte zur Entdeckung von N-
Benzyl-p-toluensulphonamid (BTS), das eine halbmaximale inhibitorische Konzentration (ICs,
engl., half-maximal inhibitory concentration) von etwa 5 uM auf die Ca*"-stimulierte ATPase
von schnellem Skelettmuskel Myosin-2 S1 aufweist.®” Es wurde nachgewiesen, dass BTS die
Aktin-Myosin-Wechselwirkung schwéacht und reversibel in vitro Motilitdt, sowie die
Kraftentwicklung in Muskelfasern unterdruickt.

~

>
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Abbildung 1.14:  Strukturformel von Trifluoperazin (TFP).

Eine weitere Substanz, die maRgeblich die Myosin Mg?*"-ATPase Aktivitat inhibiert, ist das
Phenothiazinderivat Trifluoperazin (TFP). TFP ist lange bekannt als potenter Calmodulin-
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Antagonist und wird in millimolaren Konzentrationen zur Entfernung der regulatorischen
leichten Kette von der Myosinnackenregion glatter Muskulatur®®  und gestreifter
Muskulatur von Muscheln’® verwendet. Des Weiteren wird angenommen, dass TFP,
aufgrund der inhibitorischen Wirksamkeit auf die ATPase-Aktivitdat und Motilitat, in
geringeren Konzentration (100-200 uM) als fur die Entfernung der leichten Kette bendtigt (1-
2 mM) mit der Myosin-Motordomine interagiert.”* Trotz allem sind die genaue

Bindungsstelle und der Wirkmechanismus von TFP bisher nicht bekannt.

Q
OH
HaC

Abbildung 1.15:  Struktur von (-)-Blebbistatin.

(-)-Blebbistatin wurde 2003 entdeckt und weist eine hohe Affinitdt und Selektivitat fir
Myosin-2 auf.”> Myosine der Klassen 1, 5, 10, sowie Myosin-2 aus glatter Muskulatur sind
wenig oder gar nicht beeintrachtigt, wahrend Skelettmuskel und nichmuskuldres Myosin-2
stark inhibiert werden (ICso = 0.5 - 2 uM).”*”® Untersuchungen zeigten, dass das (+)-
Blebbistatin Enantiomer keinen hemmenden Effekt auf Myosine besitzt. Die Kristallstruktur
von Dd Myosin-2 im pre-power stroke Zustand mit gebundenem (-)-Blebbistatin (PDB Code:
1YV3) offenbarte die allosterische Bindungstasche in der Myosin-Motordoméne.”
Blebbistatin bindet in einer hydrophoben Tasche an der Spitze des 50 kDa Spaltes, weniger
als 4 A entfernt von Schalter-1 und Schalter-2 des aktiven Zentrums. Der Inhibitor interagiert
hauptsachlich Gber hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Myosin, bildet aber auch eine
Reihe von Wasserstoffbriickenbindungen zum Protein aus. Der Mechanismus wurde durch

umfangreiche kinetische Studien’”®

und strukturelle Analyse aufgeklart. Durch die
Interaktion mit den Schaltermotiven behindert Blebbistatin das Offnen der Nukleotid-
bindungsstelle und verlangsamt damit die Abgabe des P;. Blebbistatin halt die Myosin

Motordomadne somit im schwach-aktingebundenen pre-power stroke ADP-P; Zustand fest.
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1.2 Malaria und Apicomplexa Parasiten

Jedes Jahr sterben weltweit (ber 15 Millionen Menschen an tropischen
Infektionskrankheiten. Malaria, eine Plage der Menschheit seit je her, ist dabei eine der
bedeutsamsten Infektionskrankheiten. 200-500 Millionen Menschen erkranken jahrlich an
Malaria, etwa 2 Millionen Menschen sterben an den Folgen der Infektion. Hauptsachlich
betroffen sind heutzutage tropische und subtropische Gebiete, wobei 90 % der tddlichen
Malariafélle in Afrika auftreten. Insgesamt leben mehr als ein Drittel der Weltbevélkerung in
Malariagefahrdeten Gebieten. Letale Malariaerkrankungen treten besonders bei Kindern
unter 5 Jahren und Schwangeren auf. Malaria (mal’aria, ital., schlechte Luft), auch Sumpf-
oder Wechselfieber genannt, wird durch einzellige Parasiten (Protozoen) der Gattung
Plasmodium verursacht. Zu den humanpathogenen Plasmodium Spezies gehoéren
Plasmodium vivax (Malaria tertiana), Plasmodium ovale (Malaria tertiana), Plasmodium
malariae (Malaria quartana), und Plasmodium falciparum (Malaria tropica). Des Weiteren ist
der Erreger Plasmodium knowlesi in Verdacht Menschen infizieren zu kénnen.”””” Die
haufigste und gefahrlichste Form der Malaria, Malaria tropica, wird durch den Erreger
Plasmodium falciparum hervorgerufen.

1.2.1 Der Lebenszyklus von Plasmodium falciparum

Der Malariaerreger Plasmodium falciparum wird ausschlieBlich durch den Stich einer
weiblichen Anopheles Miicke auf den Menschen ubertragen. Solch ein Wirtswechsel ist
charakteristisch flr Apicomplexa Parasiten und fir die Entwicklung und Vermehrung des
Parasiten unerldsslich. Dabei werden zwei Entwicklungsphasen der Malariaparasiten
unterschieden, die ungeschlechtliche Vermehrung (Schizogonie) im Zwischenwirt, dem
Menschen, sowie die geschlechtliche Vermehrung (Gamogonie oder Sporogonie) im Endwirt,
der Anopheles Miicke.

Sporozoites| €7 > oy

RS

Gametocytes \/’

Abbildung 1.16: Der Lebenszyklus des Malariaerregers Plasmodium fa/cipclrum.80 Wahrend der Entwicklung durchlauft
der Erreger einen Wirtswechsel, vom Zwischenwirt Mensch in den Endwirt, der Anopheles Miicke. Der
Zyklus im Menschen ist in zwei Phasen unterteilt, dem Leberzellenstadium und dem Blutstadium.
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Durch den Speichel einer infizierten Anopheles Micke gelangen etwa 10-20 motile
Plasmodium Sporozoiten in den Blutkreislauf des Menschen. Uber die Blutbahnen wandern
die Parasiten zur Leber und befallen dort mittels Kupfferzellen die Hepatozyten
(Leberzellen), in die sie sich einnisten und asexuell reproduzieren. Ein sogenannter Schizont
bildet sich aus, der schlieBlich durch Zerfall eine Unmenge an modifizierten Parasiten, den
Merozoiten, in die Blutbahnen freisetzt. Die Merozoiten sind in der Lage rote Blutkdrperchen
(Erythrozyten) zu befallen, in denen eine weitere ungeschlechtliche Vermehrung der
Parasiten stattfindet. Wahrend dieses Vermehrungszyklus’ durchlaufen die Parasiten Ring,
Throphozoit und Schizont Stadien, bis schliel3lich 16 bis 32 Tochtermerozoiten durch Platzen
des Schizonts freigesetzt werden. Die freien Merozoiten kdnnen weitere Erythrozyten
befallen und die asexuelle Vermehrung fortflihren. Einige der Parasiten entwickeln sich im
menschlichen  Blutkreislauf zu weiblichen und mannlichen Geschlechtsformen
(Gametozyten), die durch das Blutmahl von einer Anopheles Miicke aufgenommen werden.

Im Darm der Miicke reifen die Gametozyten zu weiblichen (Makrogameten) und mannlichen
(Mikrogameten) Gameten, die sich miteinander vereinen zur sogenannten Zygote. Die
Zygote wiederrum entwickelt sich weiter zur motilen Ookinete, die durch den Mitteldarm
wandert und sich schlieBlich als Oozyste einnistet, aus der sich eine Vielzahl an Sporozoiten
bildet. Letztendlich gelangen die Sporozoiten in die Speicheldriise der Miicke, aus der sie
durch den Stich der Miicke erneut in den menschlichen Blutkreislauf eindringen.

Alle klinischen Symptome der Malaria, wie Fieber, Schwaichegefiihl, Kopf- und
Gleiderschmerzen, Durchfall, Husten und Erbrechen treten wahrend des ungeschlechtlichen
Vermehrungszyklus’ im Blutstadium (erythrozytare Schizogonie) auf.

1.2.2 Der Erreger — Apicomplexa

Apicomplexa (Sporentierchen) sind einzellige, eukaryotische, intrazellulare Parasiten
(Protozoen). Neben den Malariaerregern der Gattung Plasmodium, gehéren noch andere
Organismen mit grolRer medizinischer und veterinar-medizinischer Bedeutung zu den
Apicomplexa, wie z.B. Toxoplasma gondii (Toxoplasmose), Eimeria (Kokzidiose), Isospora
(Kokzidiose), Theileria (Theileriose) und Cryptosporidium (Cryptosporidiose). Obwohl
Apicomplexa vorrangig haploid vorliegen, bilden sie wahrend ihrer komplexen Lebenszyklen
Stadien aus, die zur Invasion bestimmter Zelltypen oder Gewebe dienen.?! Die Vermehrung
der Parasiten findet durch Invasion von Wirtszellen statt und anschlieender Replikation bis
zur Lyse der Wirtszellen.
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Abbildung 1.17:  Schematische Darstellung eines Plasmodium Sporozoiten.

Apicomplexa Parasiten besitzen eine langliche Form (Abbildung 1.17). Charakteristisch und
namensgebend fur Apicomplexa ist eine Reihe einzigartiger Organellen, die zusammen als
apikaler Komplex bekannt sind. Dazu gehoért der apikale Polarring, der als Mikrotubuli-
organisierendes Zentrum (MTOC; engl., microtubule-organizing center) fungiert, das Konoid,
eine kegelformige Spirale eines bisher unidentifizierten Filaments, das wahrscheinlich der
Invasion von Wirtszellen dient, in einigen Apicomplexa, wie dem Malariaerreger Plasmodium
allerdings nicht vorhanden ist, sowie die Rhoptrien und Mikronemen, Sekretionsorganellen,
die Produkte fir die Motilitat, Adhasion und Invasion von Wirtszellen und den Aufbau der
parasitophoren Vakuole beinhalten. Weitere strukturelle Merkmale von Apicomplexa
Parasiten sind das Vorhandensein eines Apikoplasten, eines dem pflanzlichen Chloroplasten
dhnlichen Organells, sowie der Pellikula, eines dreischichtigen Membrankomplexes, der den
gesamten Parasiten umgibt. Der dulRere Teil der Pellikula wird durch die Plasmamembran
gebildet, wohingegen nach Innen der Innere Membrankomlex (IMC; engl., inner membrane
complex) zeigt. Innerhalb der Pellikula finden sich eine Reihe typischer Elemente des
Zytoskeletts eukaryotischer Systeme, wie z.B. Mikrotubuli, Aktin, sowie Myosin. Die
Bewegung und aktive Penetration von Wirtszellen durch Apicomplexa bedient sich einer
speziellen, Aktomyosin-abhangigen Bewegungsform, der gleitenden Motilitat (gliding
motility). Im Gegensatz zu anderen Protozoen benétigen Apicomplexa fur diese aktive
Bewegung keine GeiReln oder Zilien. Sie bewegen sich durch ein helikales Gleiten, dhnlich

81,82

einem Korkenzieher. Die Bewegungs- und Invasionsmaschinerie, auch Glideosom

genannt (Abbildung 1.18), ist in der Pellikula lokalisiert und besteht aus einem Multikomplex

verschiedener Proteine.®

Das unkonventionelle Motorprotein Myosin A ist lber MTIP
(myosin tail interactin protein) und die beiden Glideosom-assoziierten Proteine GAP45 und
GAP50 in dem Inneren Membrankomplex verankert. Die Motordomdne des Myosins
interagiert mit extrem kurzen Aktinfilamenten, welche wiederrum mit dem Enzym Aldolase
wechselwirken. Aldolase ist an die duRere Plasmamembran gebunden, sowie an TRAP

(thrombospondin-related anonymous protein), einem Adhdsin, das wahrscheinlich die
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entscheidende Bindung des parasitdaren Zytoskeletts zur Wirtszelle aufbaut, indem es an
Rezeptoren der Leberzelle bindet, wie z.B. Glykosaminglykane.?*® Parasitires Aktin liegt

887 Und bildet in polymerer Form extrem kurze Filamente (etwa 100
88-90

vorrangig monomer vor
nm lang), die einem schnellen Auf- und Abbau unterliegen.
Leberzellen oder Erythrozyten, beginnt mit der Bindung des apikalen Endes des Parasiten an
die Wirtszelle unter Ausbildung einer sogenannten engen Kontaktbindung (tight junction).
Diese Anbindung wird durch parasitire Adhdsine, wie TRAP, vermittelt. Die
Sekretionsorganellen Mikronemen und Rhoptrien geben dabei sequentiell Proteine ab, die
zur Motilitat, Wirtszellerkennung und —invasion beitragen.’* Die Zellmembran der Wirtszelle
wird aufgeschlossen und die enge Kontaktstelle wandert, angetrieben durch das
Aktomyosinsytem, vom apikalen Ende des Parasiten zum hinteren Teil und ermdglicht somit
die Penetration.®®> Am hinteren Ende werden die Adhesine durch bestimmte Proteasen
wieder proteolytisch von den Rezeptoren getrennt. Der Parasit bildet wahrend der Invasion
die parasitophore Vakuole um sich herum aus, ein membrangebundenes Kompartiment in
der infizierten Wirtszelle, in dem die Replikation des Parasiten stattfindet.

Die Invasion von Wirtszellen,

“TRAP”

Abbildung 1.18: Modell des Glideosoms und der Bindung eines Pf Merozoiten an einen Erythrozyten.92
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1.2.2.1 PfMyosin A

Das fir die Bewegung der Plasmodium Parasiten und Penetration von Wirtszellen essentielle
Pf Myosin A (Pf MyoA) ist ein sehr kleines, schnelles, einkdpfiges Myosin, von etwa 90 kDa
und einer Liange von insgesamt 818 Aminosauren. Es wird zu den unkonventionellen
Myosinen der Klasse 14 gezahlt und ist eins von sechs Myosinen, die in der Gattung
Plasmodium vorkommen. An die N-terminale Motordomane schlielfit sich eine kurze
Nackenregion an, wohingegen eine Schwanzregion nicht vorhanden ist (vergleiche Abbildung
1.2). Im Gegensatz zu anderen Myosinisoformen fehlt der Nackenregion das klassische 1Q
Motiv. Allerdings findet sich dort ein stark degeneriertes IQ Motiv (Abbildung 1.19), das zur
Interaktion mit MTIP dient. MTIP nimmt die Rolle der leichten Kette fiir das Pf Myosin A ein
und verankert tGber die Wechselwirkung mit GAP45 und GAP50 das Myosin A im IMC.

Pf Myosin A A®

Konsens --1 %R-

Abbildung 1.19: Sequenzvergleich des degenerierten parasitdaren IQ Motivs in Pf Myosin A mit der konservierten Sequenz

des IQ Motivs in der Nackenregion anderer Myosinisoformen.

Die kristallographische Analyse des C-terminalen Teils von Plasmodium knowlesi MTIP im
Komplex mit der Nackenregion von Plasmodium yoelii Myosin A zeigte anschaulich die
Details dieser Interaktion. Dabei bindet MTIP Ca®*-unabhingig vorrangig an ein konserviertes
Motiv aus drei basischen Aminosiuren RKK.*

1.2.3 Bekannte Antimalaria-Wirkstoffe

Die derzeit zur Behandlung einer Malariainfektion eingesetzten Wirkstoffe lassen sich
entsprechend ihrer Wirkweise in mindestens vier Gruppen einteilen, zuziglich der Gruppe
der Antibiotika, von denen einige Vertreter ebenfalls eine Antimalaria-Aktivitat

aufweisen.’*%>

Hemmer des Hamabbaus (4-Aminochinoline, Arylaminoalkohole)

Die Gruppe der Antiinfektiva, die eine Wirkung auf den parasitaten Hamabbau besitzen, lasst
sich in zwei chemisch-strukturelle Untergruppen einteilen: die 4-Aminochinoline und die
Arylaminoalkohole. Wahrend des asexuellen Vermehrungszyklus’ im Blutstadium verwertet
der Malariaparasit den roten Blutfarbstoff Hamoglobin und baut das Globin ab. Dabei
reichert sich das fir den Parasiten toxische Hdm an und wird deshalb vom Erreger zum
schlecht l6slichen Hamozoin polymerisiert. 4-Aminochinoline interferieren mit der
Polymerisation des Hims zum ungiftigen Hamozoin und bilden stabile Komplexe mit den

%57 Der exakte Mechanismus der

Ham-Metaboliten, was zum Absterben des Parasiten fiihrt.
Arylaminoalkohole ist weitestgehend unbekannt, beruht aber ebenfalls auf der Hemmung

des Hiamabbaus.”®
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Abbildung 1.20: Chemische Strukturen gangiger 4-Aminochinoline.

Chemisch zeichnen sich 4-Aminochinoline durch eine substituierte Aminogruppe in Position
4 des Chinolinrings und einem Chlorsubstituenten in Position 7 aus. Zu dieser Gruppe von
Wirkstoffen gehort der am verbreitetsten und am haufigsten eingesetzte Wirkstoff
Chloroquin, der einen ICso von etwa 15 nM (gegen den Parasitenstamm 3D7) aufweist.

7
HO, N
MeO \
N/
Chinin Mefloquin

Ho N\/\/

Cl
FaC

cl

Halofantrin Lumefantrin

Abbildung 1.21:  Arylaminoalkohole, die derzeit zur Therapie von Malaria benutzt werden.
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Arylaminoalkohole besitzen, wie der Name sagt, ein aromatisches Grundgerist, sowie eine
sekundare Alkoholgruppe und eine mehrfach substituierte Aminogruppe.

Hemmer des Folsdauremetabolismus’ (Antifolate)

Q 0
5« u
OMe
N\—y

Sulfadoxin Dapson

NH,

AT O
\(

Pyrimethamin Proguanil

Hz

Abbildung 1.22:  Chemische Strukturen verwendeter Antifolate. Sulfadoxin und Dapson agieren als Hemmer der
Dihydropterat-Synthase, wahrend Pyrimethamin und die aktive Form des Proguanil die Dihydrofolat-
Reduktase hemmen.

Zu den Antifolaten werden sowohl die Inhibitoren der Dihydropterat-Synthase (Sulfadoxin,

Dapson), wie auch die Hemmer der Dihydrofolat-Reduktase (Pyrimethamin, Proguanil)

99 Im Gegensatz zum Menschen, der Folsdaure durch die Nahrung aufnimmt, sind

gezahlt.
Bakterien und Protozoen fahig die lebenswichtige Folsdure selbst zu synthetisieren. Dazu
bedienen sie sich unter anderem der Enzyme Dihydropterat-Synthase und Dihydrofolat-
Reduktase. Die Inhibitoren der Dihydropterat-Synthase gehoren strukturell zu den
Sulfonamiden, bzw. Sulfonen. Proguanil, ein Hemmer der Dihydrofolat-Reduktase, ist ein
sogenanntes Prodrug und wird erst durch das Enzym Cytochrom-P450 in die aktive Form,

dem Cycloguanil umgewandelt.

Hz NH,

\(

Proguanil Cycloguanil

Abbildung 1.23:  Die oxidative Cyclisierung des Prodrugs Proguanil durch Cytochrom-P450 (iberfiihrt dieses in die aktive
Form des Cycloguanils.
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Hemmer der Atmungskette (Atovaquon, 8-Aminochinoline)

Cl

OH
o
Atovaquon CFs
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Primaquin Tafenoquin

Abbildung 1.24:  Strukturen der Antimalariastoffe, die die Atmungskette beeinflussen. Primaquin und Tafenoquin

gehoren chemisch der Gruppe der 8-Aminochinoline an.
Atovaquon agiert als Ubichinon-Antagonist und unterbricht somit den Elektronentransport
der Atmungskette, was zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials fihrt
und infolgedessen zum Absterben der Parasiten.”*®
der Atmungskette. Ein dhnlicher Mechanismus wird fir die Metabolite der 8-Aminochinoline
angenommen.97 Primaquin besitzt, im Gegensatz zu allen anderen derzeit verwendeten
Wirkstoffen, eine Aktivitat gegen die Leberstadien, sowie das Gametozytenstadium der
Parasiten.

Ubichinon ist ein Elektroneniibertrager
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Abbildung 1.25:  Die Antimalaria-aktiven Derivate des Naturstoffes Artemisinin.

Artemisinine gehoren zu den schnellsten und wirksamsten Antimalaria-Wirkstoffen und
leiten sich von dem aus dem Einjahrigen BeifuR (Artemisia annua) isolierten
Sesquiterpenlacton Artemisinin ab. Die durch Reduktion des Lactonrings und Veresterung
der halbacetalischen Hydroxylgruppe gewonnenen Derivate zeichnen sich durch bessere
Loslichkeit und Aktivitdt aus. Artemisinine entfalten ihre Wirkung auf die Blutstadien der
Parasiten in den roten Blutkérperchen, insbesondere auf die Ringstadien. Der
Wirkmechanismus ist bisher nicht geklart, wobei aber die Endoperoxidstruktur
hochstwahrscheinlich eine entscheidende Rolle spielt. Das Endoperoxid wird moglicherweise
durch eine Eisen(ll)-vermittelte Spaltung gebrochen und setzt Kohlenstoffradikale frei. Ob

diese Radikale unspezifisch mit verschiedenen Proteinen und Him reagieren®**%

, oder
spezifisch an eine Calcium-ATPase (Pf ATP6) des parasitaren Endoplamatischen Retikulums

(ER) binden und diese hemmen® ist ungeklart.

Zusatzlich zu den spezifischen Antimalaria Wirkstoffen besitzen einige Antibiotika, wie
Doxycyclin, Tetracyclin, Clindamycin u.a. eine Aktivitdt gegen Malariaparasiten, indem sie die
bakteriendhnliche Proteinbiosynthese in den parasitaren Apikoplasten und Mitochondrien
stéren.99’106’107

Viele der derzeit eingesetzten Antimalaria Wirkstoffe zeigen dramatische Nebenwirkungen,
doch das akuteste und groflte Problem ist die fortschreitende Resistenzbildung der
Parasitenstamme gegen die gangigen Medikamente. Resistenzen haben sich aktuell gegen
den GroRteil der aufgezeigten Wirkstoffe entwickelt, weshalb meist Kombinationen von
Wirkstoffen mit unterschiedlichen Wirkmechanismen eingesetzt werden. Doch selbst diese
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MaBnahme hat nur begrenzt Erfolg bei der Bekdmpfung der schnell mutierenden Parasiten.
Aus diesem Grund ist die Entwicklung neuer Wirkstoffe mit vollig andersartigen
Wirkmechanismen ein vielversprechender und notwendiger Ansatz, um die effektive
Therapie der Malariainfektion auch weiterhin zu ermaéglichen.

1.3 Zielsetzung

Die starke Verbreitung und das Auftreten von Resistenzen gegen verflighare Wirkstoffe
stellen aktuelle Probleme der Malariabekdmpfung dar (s. Kapitel 1.2.3). Um die
vorherrschenden Resistenzen von Parasitenstimmen zu umgehen und einen schnellen
Resistenzaufbau der Erreger moglichst zu verhindern, werden Hemmstoffe benétigt, denen
vollkommen neuartige Wirkmechanismen zugrunde liegen. Aus diesem Grund sollen in der
vorliegenden Arbeit neue Inhibitoren des Aktomyosinsystems, bzw. der Myosin-
Motoraktivitdt entwickelt werden, die als Leitstrukturen fir neuartige antiparasitare
Wirkstoffe dienen kénnen. Das parasitare Aktomyosinsystem ist malRgeblich an mindestens
zwei Invasionsprozessen wahrend der Infektion durch den Malariaparasiten beteiligt: Der
Invasion menschlicher oder tierischer Hepatozyten durch die Malariasporozoiten, sowie das
Eindringen der Merozoitenform des Erregers in die Erythrozyten des Blutkreislaufes (s.
Kapitel 1.2.2). Die Motilitadt der Parasiten wahrend der Invasion wird durch das Gleiten von
Myosin A entlang von kurzen Aktinfilamenten erzielt. Wirkstoffe, die diese Invasionsprozesse
gezielt und effektiv zu hemmen vermaogen, besitzen ein groRes therapeutisches Potential.

Dazu sollen in dieser Arbeit zunachst neue und bereits in der Literatur beschriebene
Modulatoren der Myosin-Aktivitdt mittels biophysikalischer Methoden untersucht werden.
Besonderes Augenmerk wird dabei auf die strukturelle Analyse der Bindungsmodi und
Bindungseigenschaften der Substanzen gelegt. Die Untersuchungen der Struktur-Aktivitats-
Beziehungen dieser Verbindungen werden an dem in der Myosinforschung weit verbreiteten
Modellsystem des Myosinmotors, dem Dd Myosin-2 stattfinden, da dieses leicht und in
grofem MaBstab zuganglich ist. Zusatzlich soll die Auswirkung einer hemmenden
Punktmutation in der Myosin-Motordomdne untersucht werden. Die Analyse der
strukturellen und dynamischen Eigenschaften der Mutation auf die Motoraktivitat dient dem
Verstandnis der intrinsischen Allosterie in der Motordomane (s. Kapitel 1.1.2), sowie der
moglichen Modulation des komplexen Zusammenspiels verschiedener Proteindomanen.

Die gewonnenen Erkenntnisse aus den Studien der Beeinflussung der Dd Myosin-2 Aktivitat
sollen im zweiten Schritt in die de novo Entwicklung neuer Inhibitoren des parasitaren Pf
Myosin A einflieBen. Auf Basis hochaufgeloster RoOntgenstrukturen der Myosin-
Motordomdne sollen Modelle der Pf Myosin A Motordomane erstellt werden und durch
computergestiitztes Design sollen neue Substanzen an die Bindungsverhaltnisse in Myosin A
angepasst und generiert werden. Die potentiellen Inhibitoren werden zunéachst in silico auf
ihre Aktivitdt getestet und vielversprechende Substanzen werden anschlieBend chemisch
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synthetisiert. Um ihre Aktivitdt und Spezifitit zu bestimmen werden die erzeugten
Verbindungen sowohl auf ihre hemmende Wirksamkeit gegenlber unterschiedlichen
Myosinisoformen durch den Einsatz verschiedener biophysikalischer und funktionaler
Methoden getestet, als auch auf die Fahigkeit der Inhibition des Plasmodium falciparum
Parasiten und damit auf ihre Antimalariaaktivitat.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialen

2.1.1 Chemikalien

Aceton J. T. Baker
Acetylchlorid Fluka
Acrylamid / N,N‘-Methylenbisacrylamid (30:0.8), 40% Sigma-Aldrich
Adenosin-5’-diphosphat, Natriumsalz (ADP) Fluka
Adenosin-5’-triphosphat, Natriumsalz (ATP) Sigma-Aldrich
Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich
Benzamidin-Hydrochlorid Merck
Benzylamin Acros Organics
Benzylbromid Sigma-Aldrich
3-(Brommethyl)pyridin-Hydrobromid Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Merck
N-(tert-Butoxycarbonyl)piperazin (N-BOC-Piperazin) Acros Organics
Calciumchlorid Merck

Celite Acros Organics
1-(Chlormethyl)naphthalen Sigma-Aldrich
Coomassie Brilliant Blue G250 Serva
Coomassie Brilliant Blue R250 Serva
N,N-Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich
Eisenchlorid-Hexahydrat (FeCls-6 H,0) Sigma-Aldrich
Essigsaure J. T. Baker
Essigsaurepentylester (Amylacetat) Fluka

Ethanol J. T. Baker
N-Ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid ~ Acros Organics
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck
Ethylenglykol Merck
Ethylenglykol-bis(B-aminoethylether)-N,N’-tetraessigsdure (EGTA)Merck
Glucose Sigma-Aldrich
Glycin Sigma-Aldrich
4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsaure (HEPES) Sigma-Aldrich
4-Hydroxyphenylacetonitril Sigma-Aldrich

4-Hydroxyphenylessigsduremethylester
Imidazol
Isopropanol (2-Propanol)

Acros Organics
BDH Laboratory Supplies

Merck
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Kaliumacetat

Kaliumcarbonat

Kaliumchlorid

Kaliumhydroxid

Kaliumiodid

Kieselgel

Lithiumhydroxid-Monohydrat (LiOH-H,0)
Magnesiumacetat
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl,-6 H,0)
Magnesiumsulfat

B-Mercaptoethanol (2-Mercaptoethanol)
Methanol

2-Methyl-2,4-pentandiol (MPD)
2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES)
Natriumacetat

Natriumazid

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydroxid / Natronlauge

Natriumsulfat

Nickelsulfat-Hexahydrat (NiSO4-6 H,0)
Nickel-Nitriltriacetat-Sdulenmaterial “superflow” (Ni-NTA)
Nicotinamidadenindinukleotid, reduziert (NADH)
Nitrozellulose

Phenylmethylsulfonsaurefluorid (PMSF)
Phosphoenolpyruvat (PEP)

Polyethylenglykol (PEG)
Polyethylenglykol-Monomethylether (PEG-MME)
Propan-1,2,3-triol (Glycerin)

Pyridin

Saccharose

Salzsaure (37%)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tetramethyl-Rhodamin-Iso-Thiocyanat (Tritc)-Phalloidin
Ng-Tosyl-L-lysinchlormethylketon-hydrochlorid (TLCK)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Triton X-100

Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Acros Organics
Acros Organics
Merck

Merck

Acros Organics
Sigma-Aldrich
J. T. Baker
Fluka
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Qiagen

Roche

Fluka
Sigma-Aldrich
Roche

Fluka

Fluka
Sigma-Aldrich
Acros Organics
Sigma-Aldrich
Roth

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Merck
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2.1.2 Gerate
CCD Detektor Proteum Pt***
Fluoreszenzmikroskop 1X70
FPLC-Anlage Akta purifier 10
Geldokumentationssystem ChemiDoc
Gelfiltrationssadule HiLoad 26/60 superdex 200 PG
Kristallisationsroboter Phoenix
Mikroskop CK 2

Multiphotometer Multiskan FC
Photometer DU 800

Pipetten 2-1000 pl
Rontgendiffraktometer Proteum X8
Rotor JA 25.50

Rotor JLA 16.250

Rotor TLA 120.1

Saule: XK16

Saulenmaterial Ni-NTA superflow
SDS-PAGE Apparatur Mini-Protean
Spannungsquelle Power-Pac 300
Spektrometer AM-200

Spektrometer AVS-400
Ultraschallgerat Sonoplus UW 2200
Ultrazentrifuge Optima Max
Zentrifuge Avanti J-20 XP

Zentrifuge Centrifuge 5415D
Zentrifuge Microfuge 22R

2.1.3 Enzyme

Alkalische Phosphatase (Calf Intestine Alkaline Phosphatase, CIAP)

Catalase

Glucose-Oxidase
Laktatdehydrogenase (LDH) 550 U/mg
Pyruvatkinase (PK) 200 U/mg
Ribunuklease A (RNAse A)
Rinderserumalbumin (BSA)

Bruker

Olympus
Amersham

Biorad

Amersham

Art Robbins Instruments
Olympus

Thermo
Beckmann Coulter
Gilson

Bruker

Fullerton
Fullerton
Fullerton
Amersham
Qiagen

Biorad

Biorad

Bruker

Bruker

Bandelin Electronic
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Eppendorf
Beckmann Coulter

Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche Diagnostics
Roche Diagnostics
Serva
Sigma-Aldrich
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Material und Methoden

2.1.4 Antikorper

Monoklonaler Maus-IgG Anti-(His)s-Antikorper 0.2 mg/ml Qiagen

2.1.5 Organismen

Dictyostelium discoideum AX3 ORF" Dietmar J. Manstein'®

2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.1 UV-spektroskopische Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur Bestimmung der Konzentration von Proteinen mit aromatischen Aminosaduren,
insbesondere Tryptophan- und Tyrosinresten, wurde die Messung der Lichtabsorption bei
einer Wellenldnge von 280 nm und die anschlieBende Ermittlung mittels des
Extinktionskoeffizienten €30 nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz verwendet.

1

A = —log (1—> = —&ygp°C-d (2.1)
0

Storende Hintergrundsignale von Pufferbestandteilen, die ebenfalls bei 280 nm absorbieren
und somit die Messung verfdlschen, wurden durch Leerwertmessung des reinen Puffers
ohne geldstes Protein beseitigt.

2.2.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)'®  wurde zur
Bestimmung der Reinheit bei der praparativen Aufreinigung von Dd Myosin-2 verwendet.
Das Protein wurde vor der Elektrophorese mit Laemmlipuffer versetzt und 2-5 min. auf 95 °C
erhitzt. Die Elektrophorese fand in einer Minigelkammer durch Anlegen einer konstanten
Stromstarke von 30 mA fir etwa 1,5 Stunden statt. Das Analysegel bestand aus einem
Trenngel und einem Sammelgel. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Probe
wurde das Gel durch Erhitzen in Coomassie-Farbelésung angefarbt und anschliefend in 7 %
Essigsaure unter Erhitzen entfarbt. Dokumentation erfolgte Uber das ChemiDoc
Dokumentationssystem.
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Proteinstandard:
MBI Fermentas Protein Ladder, 10-200 kDa
(14 Fragmente definierter GréRe: 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 15, 10 kDa)

6x Laemmlipuffer: 10x Laufpuffer:
200 mM Tris-HCI, pH 6.8 250 mM Tris-HCI, pH 8.3
50 % Glycerin 19 M Glycin
3.0% SDS 1.0% SDS
32% B-Mercaptoethanol
1.6 %o Bromphenolblau
Trenngel (10 %): Sammelgel (5 %):
3.3 ml 40 % Acrylamid / Bisacrylamid 250 pl 40 % Acrylamid / Bisacrylamid
2.8 ml 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 190 ul 1 M Tris-HCl, pH 6.8
1.0 ml 1% SDS 150 ul 1% SDS
2.9 ml H,0 960 ul H,0
30 ul TEMED S5ul  TEMED
30 ul 40 % APS 5ul 40 % APS

Coomassie-Farbeldsung:

0.2% Coomassie Blue R250
0.05 % Coomassie Blue G250
42.6 % Ethanol abs.

5% Methanol abs.

10% Essigsaure

2.2.3 Prdparative Aufreinigung von Dictyostelium discoideum Myosin-2

Das rekombinante Dd Myosin-2 Konstrukt (M765-SSB), 765 Aminosduren der Myosin
Motordomdne mit N-terminalem (His); - Affinitdts-tag und C-terminaler Erweiterung durch
14 Aminoséduren des SSB Proteins™'’, wurde in Dictyostelium discoideum Zellen exprimiert
und durch Extraktion und anschlieBender chromatographischer Trennung mit einer FPLC-
Anlage aufgereinigt.

12-16 | Schuttelkultur der exprimierenden Dictyostelium discoideum Zellen werden bei einer
Dichte von etwa 5-10° Zellen-ml™ geerntet und durch Zentrifugation fur 10 min bei 4200
min™ pelletiert. Die gesamte Aufreinigung wird bei 4 °C durchgefiihrt. Die Pellets werden mit
0.5 | kaltem PBS Puffer gewaschen und erneut bei 4200 min’ zentrifugiert. Nach
Bestimmung des Nassgewichts des Pellets (zwischen 20 und 60 g aus 12 | Schittelkultur)
wird es in 4 - 8 ml Lysispuffer pro Gramm Zellen resuspendiert. Das Gemisch wird fir eine
Minute mit Ultraschall behandelt. 2 - 4 ml Lysispuffer, dem 1 % Triton X-100, 15 pg-ml™
Ribunuklease A und 100 U alkalische Phosphatase zugefligt wurden, werden hinzugegeben
und das Zelllysat wird fiir 1 Stunde unter leichtem Riihren auf Eis inkubiert. AnschlieRend
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wird die Proteinlésung bei 42000 min® zentrifugiert, die Pellets mit 2x 60 ml
Extraktionspuffer gewaschen und erneut bei 42000 min™ iiber 45 min pelletiert. Das Pellet
wird in 1.6 ml Extraktionspuffer pro Gramm Zellen, dem 15 mM ATP zugegeben wurden,
aufgenommen und 1 Stunde bei 60000 min™ zentrifugiert. Der Uberstand wird abgetrennt
und durch einen Filter mit einer PorengrofRe von 0.45 um sterilfiltriert. Die Analyse der
einzelnen Fraktionen wahrend der Aufreinigung erfolgt mittels SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese. Die endgiiltige Aufreinigung des Dd Myosin-2 Konstrukts
wird mittels Ni-NTA Affinitdts-chromatographie und anschlieBender Gelfiltration
durchgefihrt.

Nickel-Nitrilacetat (Ni-NTA) Affinitatschromatographie:
Vor der chromatographischen Aufreinigung des Myosins wird die Ni-NTA Sdule zunachst

durch Spillen mit jeweils einem Saulenvolumen Imidazol- und Hochsalzpuffer, sowie 10
Siulenvolumina Niedrigsalzpuffer &quilibriert. Der sterilfiltrierte Uberstand wird unter
Verwendung einer Superschleife (superloop) mit einer Flussrate von 1 ml-min™* auf die Saule
geladen. AnschlieRend wird die Sdulen mit 10 Saulenvolumina Niedrigsalzpuffer, 5
Saulenvolumina Hochsalzpuffer und 5 Sdulenvolumina 5 % Imidazolpuffer in
Niedrigsalzpuffer beladen. Elution des Proteins erfolgt lber 4 Sdulenvolumina mit einer
Flussrate von 2 ml-min™ durch einen Gradienten von 5 - 100 % Imidazolpuffer, der dem
Niedrigsalzpuffer hinzugefiigt wird. 1.5 ml Fraktionen werden gesammelt und Uber SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert. Die entscheidenden Fraktionen werden vereint
und lGber Nacht gegen 2 | GF-Niedrigsalzpuffer dialysiert.

Gelfiltration (GroRenausschlusschromatographie):

Um eine hohere Reinheit der Myosine fiir die Kristallisation zu erhalten, wird als letzter
Schritt der Aufreinigung eine Gelfiltration durchgefiihrt. Die Gelfiltration findet in einer fertig
gepackten HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade Saule statt. Die dialysierte Proteinlosung
wird durch Verwendung einer 7.8 ml Probenschleife (sample loop) auf die Saule geladen. Als
Laufmittel wird GF-Puffer bei einer Flussrate von 2 ml-min™ verwendet. 0.5 ml Fraktionen
werden gesammelt und durch SDS-Polyacrylamidgelektrophorese analysiert.

Nach beendeter chromatographischer Aufreinigung wird die Proteinlosung mithilfe von
Vivaspin Konzentratoren (M cut-off = 50 kDa) der Firma Vivascience AG aufkonzentriert
und in Eppendorf-Reaktionsgefdllen in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C
gelagert. Fur die Kristallisation wurden typische Konzentrationen von > 10 mg-ml™

verwendet.

PBS Puffer, pH 7.4: Imidazolpuffer:
8 mM Na,HPO, 500 mM Imidazol, pH7.3
1.8 mM KH,PO, 50 mM HEPES, pH 7.3
140 mM NaCl 30 mM KOAc
2.5 mM KCI 3 mM Benzamidin
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Lysispuffer:
50 mM

2 mM
0.2 mM
1.0 mM
5.0mM
40 pg-ml*
1 %
0.1%

Tris-HCI, pH 8.0

EDTA

EGTA

DTT

Benzamidin

TLCK

Proteaseinhibitor Mix 1
Proteaseinhibitor Mix 2

100x Proteaseinhibitor Mix 1 (in EtOH abs.):

10 mg:ml*
8 mgml!
0.2 mg:ml™*
0.5 mg-ml*

Niedrigsalzpuffer:
50 mM
30 mM
3 mM

GF-Puffer:
50 mM
0.5 mM
0.2 mM
1.0 mM
1.0 mM
1.0 mM
150 mM

TAME

TPCK
Pepstatin A
Leupeptin
HEPES, pH 7.3
KOAc
Benzamidin
Tris-HCI, pH 7.5
EDTA

EGTA
Mg(OAc),
DTT
Benzamidin
KCI

2.2.4 Préparation von F-Aktin

Extraktionspuffer:

50 mM
30 mM
15 mM
7 mM
5 mM
0-500 mM
15 mM

HEPES, pH 7.3
KOAc

Mg(OAc),
B-Mercaptoethanol
Benzamidin

KCl

ATP

1000x Proteaseinhibitor Mix 2 (in EtOH abs.):

100 mM

Hochsalzpuffer:

50 mM
300 mM
3 mM

PMSF

HEPES, pH 7.3
KOAc
Benzamidin

Filamentoses Aktin (F-Aktin) wurde aus in Form von Acetonpulver vorliegendem G-Aktin

unter Variation der lonenstarke durch mehrfaches Polymerisieren und Depolymerisieren

gewonnen.'™!

5 g G-Aktin Acetonpulver wird in 100 ml kaltem Aktinpuffer suspendiert und fiir 30 min bei 4
°C geriihrt. Die Suspension wird unter Vakuum filtriert und bei 30000 min und 4 °C fir eine
Stunde zentrifugiert. Der Uberstand wird abgetrennt und die Polymerisation durch Zugabe
von 100 mM KCl und 2 mM MgCl, eingeleitet und durch anschlieRende Inkubation Gber 1
Stunde bei Raumtemperatur abgeschlossen. Das erhaltene F-Aktin wird durch Zentrifugation
bei 30000 min? und 4 °C pelletiert und nach Entfernen des Uberstands in 50 ml
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Depolymerisationspuffer homogenisiert. Das Gemisch wird durch Dialyse gegen 5 |
Depolymerisationspuffer bei 4 °C liber Nacht entsalzt und anschlieBend durch Zentrifugation
bei 30000 min™ und 4 °C von unléslichen Bestandteilen befreit. Der Uberstand wird
abgetrennt und durch erneute Zugabe von 100 mM KCl und 2 mM MgCl,, sowie Inkubation
Uber 1 Stunde bei Raumtemperatur polymerisiert. Die fiir Experimente verwendete F-Aktin
Lésung wird schlieRlich durch erneute Pelletierung bei 30000 min™ und 4 °C und
Homogenisierung in den gewtlinschten Experimentpuffern erhalten.

Aktinpuffer: Depolymerisationspuffer:
10 mM Tris-HCI, pH 8.0 5.0 mM Tris-HCI, pH 7.5
0.2 mM CaCl, 0.2 mM CaCl,
1.0mM DTT 1.0mM NaN3
0.5 mM ATP 0.1 mM ATP

2.3 Organisch-chemische Methoden

2.3.1 Losemittel

Alle verwendeten Losemittel wurden ausschlielich destilliert verwendet. Absolute
Lésemittel wurden nach bekannten Vorschriften'*? getrocknet und Gber Molsieb,
Calciumhydrid oder Natrium gelagert. Dichlormethan wurde Uber Calciumhydrid und
Tetrahydrofuran wurde iber Natrium/Benzophenon unter Stickstoffatmosphéare destilliert.
Diethylether und Acetonitril wurden dem Ldsemittelschrank MB SPS Solvent Purification
System der Firma Braun entnommen.

2.3.2 Instrumentelle Analytik

Deuterierte Losemittel

Zur Messung der NMR-Spektren wurden die folgenden vollstandig deuterierten Losemittel
der Firma Deutero GmbH benutzt: Chloroform, N,N-Dimethylsulfoxid und Methanol.

NMR-Spektroskopie

Die Aufnahmen der in dieser Arbeit dargestellten Kernresonanzspektren erfolgte mit den
Spektrometern AM-200, AVS-400 und AVS-500 der Firma Bruker.
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Massenspektrometrie

Alle Massenspektren der Verbindungen wurden mit dem Massenspektrometer Micromass-
LCT der Firma Waters durch Elektronensprayionisation (ESI) aufgenommen.

Saulenchromatographie

Als stationdre Phase fir die sdulenchromatographische Trennung wurde Kieselgel
(KorngréRe 35-70 um, Porendurchmesser 60 A) der Firma Acros Organics verwendet.

Analytische Diinnschichtchromatographie

Die Dlinnschichtchromatographie wurde auf mit Kieselgel beschichteten Aluminiumfolien
60F 54 (Schichtdicke 0.2 mm) der Firma Merck durchgefihrt.

2.3.3 Synthese der Verbindungen

2.3.3.1 Darstellung von Dimethyl-2,2'-(6,6'-dihydroxy-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)diacetat (1)

Kieselgel (3.62 g) wird zu einer Losung von FeCl; - 6 H,0 (1.76 g, 6.51 mmol) in 95 ml
Diethylether und 5 ml Methanol bei Raumtemperatur hinzugefiigt und fir 5 Minuten
geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird unter vermindertem Druck konzentriert und der
erhaltene gelbe Feststoff wird fir mindestens 18 Stunden im Hochvakuum (1.5 mbar) bei 55
°C gerlihrt, wahrenddessen sich der Farbstoff grinlich farbt. (4-Hydroxyphenyl)-
essigsauremethylester (2) (61.7 mg, 0.37 mmol) in 15 ml Dichlormethan wird bei
Raumtemperatur zu dem griinlichen Feststoff hinzugefligt. Nach griindlichem Rihren des
Gemisches wird das Losemittel am Rotationsverdampfer abgezogen. Der erhaltene schwarze
Feststoff wird im Vakuum (1.5 mbar) bei 60 °C geriihrt. Nach 60 Stunden wird der Feststoff in
25 ml Methanol aufgenommen und Uber Celite® filtriert. Das Losemittel wird im Vakuum
entfernt und das erhaltene Rohprodukt durch Sdulenchromatographie (iber Kieselgel
gereinigt (erste Saule: Petrolether/Essigsaureethylester 1:1 V/V;, zweite Saule:

39



Material und Methoden

Petrolether/Essigsdureethylester 2:1 V/V). Das Produktes 1 wird nach Entfernen der
Lésemittel als hochviskoses, farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 40.26 mg (0.12 mmol, 33 %)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3):
S [ppm] = 7.17 (dd, %/ = 2.39 Hz, >/ = 8.19 Hz, 2H, H-3), 7.14 (d, *J = 2.39 Hz, 2H, H-5), 6.91 (d,
3) = 8.19 Hz, 2H, H-2), 6.21 (bs, 2H, H-7), 3.70 (s, 6H, H-10), 3.59 (s, 4H, H-8).

13C_NMR (100 MHz, CDCl):
& [ppm] = 172.73 (C-9), 152.16 (C-1), 132.18 (C-5), 130.59 (C-3), 126.71 (C-4), 124.26 (C-6),
117.09 (C-2), 52.21 (C-10), 40.18 (C-8).

HRMS (ESI) berechnet fiir C1gH1506 [M+Na]*: 353.1003; gefunden 353.1001.

2.3.3.2 Darstellung von Dimethyl-2,2'-(6,6'-dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)-
diacetat (3)

HCO  OCk

3

Kaliumcarbonat (0.11 g, 0.78 mmol) wird zu einer Losung des
Biphenyldiessigsauremethylesters (1) (0.12 g, 0.36 mmol) in 1 ml trockenem DMF unter
Rihren bei Raumtemperatur hinzugefligt. Das Reaktionsgemisch wird auf 50 °C erhitzt und
fiir 45 Minuten gerlihrt, bevor es auf Raumtemperatur abgekiihlt wird und mit einer Losung
von Methyliodid (0.05 ml, 0.85 mmol) in 0.1 ml trockenem DMF langsam versetzt wird. Die
Losung wird 14 Stunden bei 50 °C gerthrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird das
Gemisch durch Zugabe von 13 ml destilliertem H,O gequencht und die organische Phase
abgetrennt und dreimal mit 3 ml Dichlormethan extrahiert. 2.6 ml 10% Natronlauge wird zu
den vereinten organischen Phasen gegeben und fiir 2 Stunden geriihrt. Die organische Phase
wird abgetrennt und die wassrige Phase wird dreimal mit 3 ml Dichlormethan extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen werden zweimal mit 2 ml destilliertem Wasser gewaschen,
Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Produkt wird
durch Sdulenchromatographie Uber Kieselgel mit einem Loésemittelgemisch von
Petrolether/Essigsdureethylester 2:1 V/V gereinigt und als farbloses Ol 3 erhalten.

Ausbeute: 0.12 g (0.32 mmol, 90 %)
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3):

S [ppm] = 7.24 (dd, %J = 2.05 Hz, °J = 8.53 Hz, 2H, H-3), 7.15 (d,*J = 2.05 Hz, 2H, H-5) 6.92 (d,*J
= 8.53 Hz, 2H, H-2), 3.76 (s, 6H, H-10), 3.69 (s, 6H, H-7), 3.59 (s, 4H, H-8).

13C_NMR (100 MHz, CDCl):
& [ppm] = 172.37 (C-9), 156.20 (C-1), 132.36 (C-5), 129.41 (C-3), 127.57 (C-6), 125.68 (C-4),
111.19 (C-2), 55.80 (C-7), 52.01 (C-10), 40.35 (C-8).

HRMS (ESI) berechnet fiir CoH,2,06Na [M+Na]" :381.1416; gefunden 381.1314.

2.3.3.3 Darstellung von Bis(pyridin-3-ylmethyl)-2,2’-(6,6’-dimethoxybiphenyl-3,3’-diyl)-
diacetat (8)

Der Methylester 3 (0.01 g, 0.03 mmol) wird in einem Gemisch von 0.66 ml THF/H,0 1:1 V/V
aufgenommen und mit Lithiumhydroxid-Monohydrat (2.1 mg, 8.81 mmol) bei
Raumtemperatur versetzt und anschlieBend fiir 2.5 Stunden gerihrt. Die gelbe Losung wird
durch Zugabe von 0.5 ml 1 M Salzsdure gequencht, die organische Phase wird abgetrennt
und die wassrige Phase wird dreimal mit je 1 ml Essigsdureethylester extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und vom
Losemittel befreit. Die erhaltene Saure (4) wird direkt, ohne weitere Aufreinigung fiir die
Veresterung eingesetzt.

Die Saure 4 (ca. 0.03 mmol) wird in 2 ml Acetonitril aufgenommen. 3-(Brommethyl)pyridin
(5) (0.02 g, 0.066 mmol) und Kaliumcarbonat (8.3 mg, 0.06 mmol) werden zu dem
Reaktionsgemisch gegeben und 20 Stunden bei 35 °C erhitzt. AnschlieRend wird 0.7 ml
destilliertes Wasser bei Raumtemperatur zu der Reaktionsmischung gegeben. Die organische
Phase wird abgetrennt und die wassrige Phase wird dreimal mit 1 ml Essigsdaureethylester
extrahiert. Die organischen Phasen werden liber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losemittel wird am Rotationsverdampfer abgezogen. Das Produkt 8 wird durch
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Saulenchromatographie mit einem Losemittelgemisch von Dichlormethan/ Methanol 6:1
V/V gereinigt und als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 7.6 mg (0.0148 mmol, 25%)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3):

O [ppm] = 8.60 (m, 2 H, H-12), 8.56 (d, 3) = 4.09 Hz, 2H, H-13), 7.63 (m, 2H, H-15), 7.62 (m,
2H, H14), 7.23 (dd, “J = 2.39 Hz, J = 8.19 Hz, 2H, H-3), 7.12 (d, “J = 2.39 Hz, 2H, H-5), 6.91 (d,
3J=8.19 Hz, 2H, H-2), 5.15 (s, 4H, H-10), 3.75 (s, 6H, H-7), 3.64 (s, 4H, H-8).

13C_NMR (100 MHz, CDCls):

& [ppm] = 171.56 (C-9), 156.30 (C-1), 149.58 (C-12), 135.92 (C-13), 133.76 (C-15), 132.30 (C-
11), 129.45 (C-5), 128.81 (C-3), 127.61 (C-6), 125.29 (C-4), 123.44 (C-14), 111.24 (C-2), 68.16
(C-10), 55.81 (C-7), 40.36 (C-8).

HRMS (ESI) berechnet fiir C3oH,9N,0¢ [M+H]": 513.2026; gefunden 513.2009.

2.3.3.4 Darstellung von Dibenzyl-2,2'-(6,6'-bis(benzyloxy)-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)-
diacetat (10)

18

17

Lithiumhydroxid-Monohydrat (2.6 mg, 0.11 mmol) wird zu einer Losung aus 1 (9.3 mg, 0.028
mmol) in 0.66 ml THF/H,0 1:1 V/V gegeben und 3 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend wird 0.5 ml 1 M Salzsdure hinzugefiigt, die organische Phase abgetrennt und
die walirige Phase viermal mit je 1 ml Essigsdaureethylester extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und vom Ldsemittel
befreit. Die erhaltene Sdure (7) wird direkt, ohne weitere Aufreinigung weiter eingesetzt.

Die erhaltene Saure 7 (ca. 0.028 mmol) wird in 2 ml Aceton geldst. Nacheinander werden
Benzylbromid (9) (14.73 uL, 0.12 mmol) und Kaliumcarbonat (0.017 g, 0.12 mmol)
hinzugefiigt und 12 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Der ausgefallene Feststoff wird
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abfiltriert und das Filtrat mit 0.7 ml destilliertem Wasser versetzt. Die organische Phase wird
abgetrennt und die wassrige Phase viermal mit je 1ml Essigsaureethylester extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen werden (ber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losemittel wird am Rotationsverdampfer abgezogen. Saulenchromatographie mit einem
Losemittelgemisch von Petrolether/Essigsaureethylester 3:1 V/V ergibt das Produkt 10 als
farbloses Ol.

Ausbeute: 6.3 mg (9.51*10> mmol, 34 %)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3):
S [ppm] = 7.30 (m, 10H, H-5, H-9, H-16), 7.22-7.16 (m, 14H, H-3, H-10, H-11, H-17, H-18), 6.92
(d, %/ = 8.88 Hz, 2H, H-2), 5.12 (s, 4H, H-14), 4.98 (s, 4H, H-7), 3.63 (s, 4H, H-12).

13C_NMR (100 MHz, CDCl):

& [ppm] = 171.67 (C-13), 155.40 (C-1), 137.46 (C-8), 135.95 (C-15), 132.56 (C-5), 129.35 (C-3),
128.52 (C-10), 128.52 (C-10), 128.40 (C-17), 128.28 (C-11), 128.22 (C-6), 128.16 (C-18),
127.33 (C-9), 126.61 (C-16), 125.98 (C-4), 113.07 (C-2), 70.36 (C-7), 66.53 (C-14), 40.51 (C-
12).

HRMS (ESI) berechnet fiir C4sH3506 Na [M+Na]*: 685.2566; gefunden 685.2579.

2.3.3.5 Darstellung von Di-tert-butyl-4,4'-(2,2'-(6,6'-dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)-
bis(acetyl))-bis-(piperazine-1-carboxylat) (13)

Y o
Q4

13

Lithiumhydroxid-Monohydrat (5.3 mg, 0.22 mmol) wird zu einer Lésung aus 3 (0.02 g, 0.06
mmol) in 1.33 ml THF/H,0 1:1 V/V gegeben und 3 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend wird 1 ml 1 M Salzsdure zugegeben, die organische Phase abgetrennt und die
walrige Phase viermal mit je 2 ml Essigsdaureethylester extrahiert. Die vereinten organischen
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Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und vom Losemittel befreit. Die
erhaltene Saure (4) wird direkt, ohne weitere Aufreinigung weiter eingesetzt.

Die Sdure 4 (ca. 0.06 mmol) wird in 1.3 ml Dichlormethan aufgenommen und mit tert-Butyl-
piperazine-1-carboxylat (0.03 g, 0.14 mmol) versetzt. Nacheinander werden 30 % Pyridin
(0.14 mL, 1.73 mmol) und N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid
(EDC-HCI) (12) (0.045 g, 0.23 mmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 16 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt und anschlieRend im Rotationsverdampfer vom Losemittel befreit.
Das Produkt 13 wird durch Sdulenchromatographie mit Kieselgel als stationare Phase und
einem Lésemittelgemisch von Dichlormethan/Methanol 10:1 V/V gereinigt.

Ausbeute: 39.2 mg (0.059 mmol, 98 %)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3):

S [ppm] = 7.19 (dd, *J = 2.05 Hz, %) = 8.53 Hz, 2H, H-3), 7.06 (d, *J = 2.05 Hz, 2H, H-5), 6.90 (d,
3J = 8.53 Hz, 2H, H-2), 3.72 (s, 6H, H-7), 3.70 (s, 4H, H-8), 3.60 (t, >J = 4.95 Hz, 4H, H-11), 3.43
(t, %) = 4.95 Hz, 4H, H-13), 3.37 (t, >J = 4.95 Hz, 4H, H-10), 3.24 (t, >J = 4.95 Hz, 4H, H-12), 1.44
(s, 18H, H-16).

13C.NMR (100 MHz, CDCl3):

& [ppm] = 172.16 (C-9), 156.70 (C-1), 156.40 (C-14), 132.58 (C-5), 129.96 (C-3), 128.09 (C-4),
127.10 (C-6), 111.42 (C-2), 77.47 (C-15), 56.22 (C-7), 50.10 (C-11, C-13), 46.32 (C-10, C-12),
41.49 (C-8), 28.55 (C-16).

HRMS (ESI) berechnet fiir C3gHs1N4Og [M+H]": 667.3707; gefunden 667.3701

2.3.3.6 Darstellung von Bis(naphthalen-1-ylmethyl)-2,2'-(6,6'-dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-
3,3'-diyl)-diacetat (15)
13 14
o e
C =

10 19 18

15

Lithiumhydroxid-Monohydrat (5.3 mg, 0.22 mmol) wird zu einer Lésung aus 3 (0.02 g, 0.06
mmol) in 1.33 ml THF/H,0 1:1 V/V gegeben und 3 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.

AnschlieBend wird 1 ml 1 M Salzsaure zugegeben, die organische Phase abgetrennt und die
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walrige Phase viermal mit je 2 ml Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und vom Ldsemittel befreit. Die
erhaltene Saure (4) wird direkt, ohne weitere Aufreinigung weiter eingesetzt.

Die Saure 4 (ca. 0.06 mmol) wird in 4 ml Aceton aufgenommen. Anschliefend werden 1-
(Chlormethyl)naphthalen (14) (0.02 g, 0.12 mmol), Kaliumcarbonat (16.6 mg, 0.12 mmol und
Kaliumiodid (0.02 g, 0.12 mmol) zugegeben und 15 Stunden unter Rickfluss erhitzt. 1.4 ml
destilliertes Wasser wird bei Raumtemperatur zu der Reaktionsmischung gegeben. Die
organische Phase wird abgetrennt und die wassrige Phase wird dreimal mit je 1 ml
Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden ({ber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losemittel wird am Rotationsverdampfer
abgezogen. Das Produkt 15 wird durch Saulen-chromatographie mit einem Losemittel-
gemisch aus Petrolether/Essigsdureethylester 2:1 V/V gereinigt und als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 2.1 mg (0.035 mmol, 63%)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3):
S [ppm] = 7.91 (m, 2H, H-19), 7.85 (m, 2H, H-16), 7.82 (m, 2H, H-14), 7.50 (m, 2H, H-18), 7.48
(m, 2H, H-17), 7.46 (m, 2H, H-13), 7.41 (m, 2H, H-12), 7.23 (dd, *J = 2.39 Hz, °J = 8.53 Hz, 2H,
H-3), 7.08 (d, “J = 2.39 Hz, 2H, -5), 6.89 (d, >J = 8.53 Hz, 2H, H-2), 5.58 (s, 4H, H-10), 3.74 (s,
6H, H-7), 3.62 (s, 4H, H-8).

13C_NMR (100 MHz, CDCls):

& [ppm] = 171.79 (C-9), 156.25 (C-1), 133.68 (C-20), 132.39 (C-15), 131.59 (C-5), 131.42 (C-
11), 129.48 (C-12), 129.25 (C-3), 128.64 (C-16), 127.63 (C-14), 127.40 (C-6), 126.51 (C-4),
125.92 (C-18), 125.59 (C-17), 125.25 (C-13), 123.62 (C-19), 111.21 (C-2), 64.99 (C-10), 55.81
(C-7), 40.54 (C-8).

HRMS (ESI) berechnet fiir C4oH32406 Na [M+Na]*: 633.2253; gefunden 633.2253.
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2.3.3.7 Darstellung von Methyl-2-(4-hydroxyphenyl)acetimidat-Hydrochlorid (17)

17

Unter Stickstoffatmosphare wird 2-(4-Hydroxyphenyl)acetonitril (16) (0.1 g, 0.75 mmol) in 5
ml absolutem Methanol geldst und im Kaltebad auf -20 °C abgeklhlt. Anschlieend wird
Acetylchlorid (1.78 mL, 25 mmol) zugegeben und langsam auf Raumtemperatur erwarmt.
Die Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur Gber Nacht gerihrt. Nach Entfernen des
Losemittels am Rotationsverdampfer und im Hochvakuum liegt das Produkt als farbloser
Feststoff 17 vor.

Ausbeute: 149.9 mg (0.74 mmol, 99 %)

'H-NMR (400 MHz, CH;0D):
S [ppm] = 7.18 (d, *J = 8.77 Hz, 2H, H-3), 6.80 (d, °J = 8.77 Hz, 2H, H-2), 4.90 (s, 3H, H-7), 3.77
(s, 2H, H-5).

13C-NMR (100 MHz, CH;0D):
8 [ppm] = 173.16 (C-6), 156.18 (C-1), 129.88 (C-3), 128.82 (C-4), 114.94 (C-2), 50.98 (C-7),
39.50 (C-5).

2.3.3.8 Darstellung von N-Benzyl-2-(4-hydroxyphenyl)acetimidamid-Hydrochlorid (19)

@

NH, C1©

9 11
10

19

Der Imidoester 17 (35 mg, 0.17 mmol) wird unter Stickstoffatmosphére in 2 ml absolutem
Methanol aufgenommen und mit Benzylamin (37) (20.4 uL, 0.19 mmol) versetzt. Das
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Reaktionsgemisch wird 12 Stunden unter Ruckfluss gerihrt. Nach Einengen im
Rotationsverdampfer wird das Produkt mit Diethylether ausgefallt und als farbloser Feststoff
19 erhalten.

Ausbeute: 19.6 mg (0.071 mmol, 41 %)

'H-NMR (400 MHz, CH;0D):
3 [ppm] = 7.37 (m, 2H, H-10), 7.35 (m, 3H, H-9, H-11), 7.19 (d, °J = 8.79 Hz, 2H, H-3), 6.81 (d,
3)=8.79 Hz, 2H, H-2), 3.82 (s, 2H, H-7), 3.79 (s, 2H, H-5).

13C_NMR (100 MHz, CH;0D):
& [ppm] = 173.56 (C-6), 156.46 (C-1), 133.47 (C-8), 130.30 (C-2), 130.16 (C-4), 129.24 (C-11),
129.21 (C-10), 128.94 (C-9), 115.24 (C-2), 41.60 (C-7), 39.87 (C-5).

2.3.3.9 Darstellung von 2,2'-(6,6'-Dihydroxy-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)diacetonitril (20)

NC CN

Kieselgel (3.62 g) wird zu einer Losung von FeCl; - 6 H,0 (1.76 g, 6.51 mmol) in 95 ml
Diethylether und 5 ml Methanol bei Raumtemperatur hinzugefiigt und fir 5 Minuten
geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird unter vermindertem Druck konzentriert und der
erhaltene gelbe Feststoff wird fir mindestens 18 Stunden im Hochvakuum (1.5 mbar) bei 55
°C geruhrt, wahrenddessen sich der Farbstoff griinlich farbt. 2-(4-Hydroxyphenyl)acetonitril
(16) (60 mg, 0.45 mmol) in 15 ml Dichlormethan wird bei Raumtemperatur zu dem
griinlichen Feststoff hinzugefiigt. Nach grindlichem Rihren des Gemisches wird das
Dichlormethan am Rotationsverdampfer abgezogen. Der erhaltene schwarze Feststoff wird
im Vakuum (1.5 mbar) bei 60 °C geriihrt. Nach 60 Stunden wird der Feststoff in 30 ml
Methanol aufgenommen und (iber Celite® filtriert. Das Losemittel wird im Vakuum entfernt
und das erhaltene Rohprodukt durch Sdulenchromatographie tber Kieselgel gereinigt (erste
Saule: Petrolether/Essigsaureethylester 1:1 V/V; zweite Saule: Petrolether/Essigsdure-
ethylester 2:1 V/V; dritte Sdule Dichlormethan/Methanol 80:1 V/V)

Ausbeute: 15.4 mg (0.058 mmol, 13 %)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3):
S [ppm] = 7.32 (d, *J = 2.39 Hz, 2H, H-5), 7.14 (dd, *J = 2.39 Hz, */ = 8.53 Hz, 2H, H-3), 7.02 (d,
3J = 8.53 Hz, 2H, H-2), 5.57 (s, 2H, H-7), 3.67 (s, 4H, H-8).
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13C_NMR (100 MHz, CDCls):
& [ppm] = 151.28 (C-1), 128.48 (C-5), 128.09 (C-3), 122.90 (C-6), 120.44 (C-4), 117.52 (C-9),
116.88 (C-2), 22.65 (C-8).

2.3.3.10 Darstellung von Dimethyl-2,2'-(6,6'-dihydroxy-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)diacet-
imidat (21)

Cl

Unter Stickstoffatmosphare wird das Nitril 20 (3.2 mg, 0.012 mmol) in 1 ml absolutem
Methanol geldst und im Kaltebad auf -20 °C abgekihlt. AnschlieRend wird Acetylchlorid
(356.8 ul, 5 mmol) zugegeben und langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Die
Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur ber Nacht geriihrt. Nach Entfernen des
Loésemittels am Rotationsverdampfer und im Hochvakuum liegt das Produkt als farbloser
Feststoff 21 vor.

Ausbeute: 3.9 mg (0.0119 mmol, 98 %)

'H-NMR (400 MHz, CH30D):
 [ppm] = 7.23 (d, ¥/ = 2.11 Hz, 2H, H-5), 7.03 (dd, %/ = 2.11 Hz, ’J = 8.30 Hz, 2H, H-3), 6.86 (d,
%) = 8.30 Hz, 2H, H-2), 3.69 (s, 3H, H-9), 3.56 (s, 2H, H-7).

3C-NMR (100 MHz, CH;0D):
& [ppm] = 172.57 (C-8), 151.98 (C-1), 130.31 (C-5), 128.60 (C-4), 128.47 (C-3), 126.33 (C-6),
116.10 (C-2), 51.09 (C-9), 39.00 (C-7).

48



Material und Methoden

2.3.3.11 Darstellung von 2,2'-(6,6'-dihydroxy-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)bis(N-benzylacet-
imidamid) (22)
13

12

11

Cl

Der Imidoester 21 (6.1 mg, 0.019 mmol) wird unter Stickstoffatmosphare in 1 ml absolutem
Methanol aufgenommen und mit Benzylamin (18) (4.05 pl, 0.0372 mmol) versetzt. Das
Reaktionsgemisch wird Uber Nacht bei 55 °C geriuhrt. Nach Einengen im Rotations-
verdampfer wird das Produkt 22 mit Diethylether ausgefallt und im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 5.0 mg (0.0105 mmol, 56 %)

'H-NMR (400 MHz, CH;0D):
S [ppm] = 7.42 (m, 10H, H-11, H-12, H-13), 7.21 (d, % = 2.10 Hz, 2H, H-5), 7.02 (dd, %/ = 2.10
Hz, %/ = 8.38 Hz, 2H, H-3), 6.84 (d, > = 8.38 Hz, 2H, H-2), 3.67 (s, 4H, H-9), 3.54 (s, 4H, H-7).

13C_.NMR (100 MHz, CH;0D):

& [ppm] = 173.54 (C-8), 157.31 (C-1), 133.03 (C-10), 130.30 (C-5), 130.16 (C-4), 129.21 (C-3),
128.87 (C-13), 128.85 (C-12), 128.56 (C-11), 127.13 (C-6), 115.76 (C-2), 42.96 (C-9), 39.87 (C-
7).

2.4 Biophysikalische Methoden

2.4.1 Proteinkristallographie

Die Proteinkristallographie ist eine der bedeutendsten biophysikalischen Methoden um
hochauflosende, dreidimensionale strukturelle Informationen von Makromolekilen zu
erhalten, aus denen sich essentielle Funktionen und Prozesse auf atomarer Ebene ableiten
lassen. So lieferte die Kristallographie in den letzten Jahren Einsicht in viele einzigartige,
lebenswichtige Vorgange, wie die Aufklarung der hochauflésenden Struktur und der daraus
abgeleiteten Strukturwirkungsbeziehung des Ribosoms'®*'™>, der zentralen Einheit der

Proteinbiosynthese, fiir deren Aufklarung 2009 der Nobelpreis in Chemie vergeben wurde,
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oder die kristallographische Entschliisselung anderer makromolekularer Superkomplexe, wie
116-118

der atomare Aufbau verschiedener Viren.

Abbildung 2.1: Beugungsbild eines erhaltenen Kristalls des Komplexes von Dd Myosin-2 mit ADP-VO; und Pseudilin 33.

Grundlage der Kristallographie ist die Wechselwirkung kurzwelliger, monochromatischer
Rontgenstrahlung (typischerweise A = 0.5 - 2.5 A) mit den Elektronen der als Einkristall
vorliegenden, zu untersuchenden Molekiile und die daraus resultierende Réntgenbeugung.
Konstruktive Interferenz der einfallenden Rontgenstrahlen tritt an den Netzebenen des
Kristalles auf, wenn der durch den Beugungswinkel 8 und den Abstand der Netzebenen dyy
erzeugte Gangunterschied zwischen den Streuwellen einem ganzzahligen Vielfachen der
Wellenldnge entspricht (nA), sodass ein messbarer gebeugter Strahl (Reflex) entsteht. Diese
Beziehung wird durch das Bragg’sche Gesetz beschrieben und die Netzebenen werden durch
die ganzzahligen Miller’schen Indizes hkl definiert.

Zdhkl sinf =nA (2.2)

Ein Einkristall ist ein Feststoff, der in alle drei Raumrichtungen eine Fernordnung aufweist,
wobei das kleinste sich dreidimensional periodisch wiederholende Motiv Elementarzelle
genannt wird. Das Auftreten von Symmetrie in der Elementarzelle und die Anwendung der
Symmetrieoperatoren auf die asymmetrische Einheit, den kleinsten Teil der Elementarzelle,
mit dem die Elementarzelle vollstandig liber Symmetrieoperationen (Inversionszentrum,
Drehachsen, Inversionsdrehachsen, Gleitspiegel und Schraubenachsen) beschrieben werden
kann, ermoglicht die Einteilung in 230 Raumgruppen. Das Vorhandensein von Chiralitadt in
Proteinkristallen  reduziert die  Anzahl  moglicher  Raumgruppen  bei der
Proteinkristallographie jedoch auf 65 Raumgruppen.

Die Analyse des durch Beschielen des Kristalls mit Rontgenstrahlung erhaltenen
Beugungsmusters liefert die Lage und Intensitat einer Vielzahl von Reflexen (Abbildung 2.1).
Die Lage der Reflexe ist, gemdR des Bragg'schen Gesetzes, definiert durch die
dreidimensionale Periodizitat des Kristalls und wird daher zur Bestimmung der vorliegenden
Raumgruppe verwendet. Dazu werden die Zuordnung eines reziproken Gitters und die
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Ewaldkonstruktion verwendet, auf die im Folgenden nicht weiter eingegangen wird. Im
Gegensatz dazu ist die Intensitdt eines Reflexes abhangig von dem Inhalt der Einheitszelle
und enthdlt demzufolge Informationen Uber die Molekilstruktur. Die Intensitat eines
Reflexes ist direkt proportional zum quadratischen Betrag des Strukturfaktors |Fhk||2. Der
Strukturfaktor Fpy ist die zentrale GroRRe der Kristallographie und berechnet sich als Fourier-
Reihe.

Fhkl — Z ](}eZTL'i(hx]'+kyj+le) (2.3)
J

(f; = atomare Formfaktor)

Aus der Summe aller Strukturfaktoren lasst sich Uber die Fourier-Transformation die
Elektronendichte p(x,y,z) bestimmen.

1 .
p(x,y,2) = VZ Z Z Fhkle_zm(hx+ky+lz) (2.4)
nok 1

(V =Volumen der Einheitszelle)

Der Strukturfaktor ist ein Vektor und somit definiert durch seine Liange, den Betrag |Fu/|,
und seinen Winkel, den Phasenwinkel ayg. Zur vollstindigen Berechnung der
Strukturfaktoren und damit der Elektronendichte sind sowohl der Betrag der
Strukturfaktoren, der aus den Intensitaten erhalten wird, wie auch die Phasenwinkel ay
notigt.

Fppa = ij[cos 2n(hx; + ky; + lz;) + sin 2n(hx; + ky; + lzj)] (2.5)
J

ijsinZH(hxj +ky, +Izj)
a,, = arctang (2.6)

> f, cos27lhx, +ky, +1z,)
J

Das typische kristallographische Experiment liefert aber nur Daten zu den Lagen und
Intensitaten der Reflexe, die Informationen der Phasenwinkel gehen dabei verloren. Um
dieses Phasenproblem zu l6sen gibt es verschiedene Ansatze. In dieser Arbeit wurde
ausschlieBlich die Methode des Molekularen Ersatzes verwendet. Der Molekulare Ersatz
(molecular replacement) verwendet die Phaseninformationen aus den Strukturen homologer
Proteine zusammen mit den gemessenen Intensitditen zum Erstellen einer ersten
Elektronendichtekarte, sowie eines ersten Modells. Dieses Modell (und die
Elektronendichte) wird dann iterativ durch manuelles und automatisiertes Verfeinern der
Atomlagen verbessert.

Kristallisation der Myosine und Myosin-Liganden-Komplexe fand mittels Dampfdiffusion bei
4 °C, entweder als hdngende Tropfen (hanging drop) oder sitzende Tropfen (sitting drop),
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statt. Die Keimbildung und das Kristallwachstum erfolgt dabei durch Ubersittigung der
Proteinlésung. Diese wird dazu mit wenig Reservoirldsung, die wiederrum verschiedene
Zusatze, wie Salze und Fallungsmittel (MPD, PEG) beinhaltet, vermischt und durch eine
Gasphase, den Dampfraum, von der restlichen Reservoirlésung getrennt positioniert und
luftgeschiitzt verschlossen. Aufgrund der unterschiedlichen Salzkonzentrationen des
Proteintropfens und der Reservoirlosung findet ein Wasseraustausch iber den Dampfraum
vom Proteintropfen zum Reservoir statt, was im giinstigsten Fall zur Ubersattigung der
Proteinlésung und zum Kristallwachstum fihrt. Da die genauen Bedingungen, um einen
Kristall eines bestimmten Proteins zu erhalten, nicht eindeutig vorhergesagt werden kdnnen,
wurden verschiedenste Zusammensetzungen der Reservoirlésung von kommerziell
erhaltlichen und selbst hergestellten Losungen entweder auf 96-Loch Intelli-Plate (sitting
drop) oder 24-Loch Linbro (hanging drop) Kristallisationsplatten getestet. Erhaltene Kristalle
wurden entsprechend ihrer GréBe mit MicroMount oder MicroLoop Schleifen der Firma
MiTeGen aufgenommen und vor der Datenmessung in einer Kryoschutzlésung, die eine
erhohte Konzentration an Frostschutzmitteln wie Ethylenglykol, Alkohole, Zucker oder
Polyethylenglykol enthélt, welche ein glasartiges Einfrieren der umgebenden Ldsung
bewirken, tiefgefroren. Das Messen der Rontgenbeugung bei tiefen Temperaturen durch
Kihlen mittels eines Flissigstickstoffstrahls (Kryostrahl) dient der Vorbeugung von

| 120

Strahlenschaden am Kristal Alle in der vorliegenden Arbeit gemessenen Rontgendaten

wurden bei 100 K im Drehkristallverfahren erhalten.

2.4.1.1 Kristallisation, Datensammlung und Verfeinerung von Dd Myosin-2:ADP-V03-33
(TBDCIP)

Kristalle des Protein-Liganden-Komplexes wurden durch Kokristallisation der gereinigten Dd
Myosin-2 Motordomane (M761-SSB) erweitert durch einen N-terminalen (His); tag und
einen C-terminalen SSB tagllo, mit einer Endkonzentration von 1 mM 2,4-Dichlor-6-(3,4,5-
tribrom-1H-pyrrol-2-yl)phenol (TBDCIP) (33), 1 mM ADP und 1 mM Natrium meta-Vanadat
bei 4 °C durch Dampfdiffusion im hdangenden Tropfen erhalten. Das Gemisch wurde 1 Stunde
auf Eis inkubiert und anschliefend mit dem gleichen Volumen an Reservoirldsung vermischt,
die sich aus 50 mM HEPES (pH 6.8), 110 mM NacCl, 11 % PEG-MME 5000, 2 % MPD, 5 mM
MgCl,, 5 mM DTT und 1 mM EGTA zusammensetzte. Vor der Datensammlung wurden die
Kristalle in eine Kryoschutzlésung uUberfliihrt, welche aus Reservoirlosung gemischt mit
zusatzlich 25 % Ethylenglykol bestand, und in Flissigstickstoff tiefgefroren. Die
Rontgenbeugungsdaten wurden an der EMBL beamline X13 des Synchrotrons DESY,
Hamburg aufgenommen. Datenreduktion wurde mit dem Programm XDS™?! durchgefiihrt.
Molekularer Ersatz unter Verwendung des Startmodells 2JJ9, sowie Modellverfeinerung fand
mittels CNS 1.2'%%'?* und Phenix 1.6"* statt. 5 % der Daten wurden zufallig ausgewahlt und
zur Vergleichsvalidierung verwendet. Das Erstellen, manuelle Verfeinern und Validieren des

125 3usgefiihrt. Die Koordinaten und

Modells wurde mit dem Programm COOT
Strukturfaktoren wurden in der Proteindatenbank'?® hinterlegt, Identifikationsnummer:
2X08.

52



Material und Methoden

2.4.1.2 Kristallisation, Datensammlung und Verfeinerung von Dd Myosin-2:ADP-VQ,:25
(PBP)

Kristalle des Protein-Liganden-Komplexes wurden durch Kokristallisation der gereinigten Dd
Myosin-2 Motordomane (M765-SSB) erweitert durch einen N-terminalen (His); tag und
einen C-terminalen SSB tagm, mit einer Endkonzentration von 1 mM 2,4-Dichlor-6-(3,4,5-
tribrom-1H-pyrrol-2-yl)phenol (PBP) (25), 1 mM ADP und 1 mM Natrium ortho-Vanadat bei 4
°C durch Dampfdiffusion im sitzenden Tropfen erhalten. Das Gemisch wurde 1 Stunde auf Eis
inkubiert und anschlieRend mit dem gleichen Volumen an Reservoirldsung vermischt, die
sich aus 50 mM Tris-HCI (pH 7.6), 140 mM NaCl, 11 % PEG-MME 5000, 2 % MPD, 5 mM
MgCl,, 5 mM DTT und 1 mM EGTA zusammensetzte. Vor der Datensammlung wurden die
Kristalle in eine Kryoschutzlosung Uberfiihrt, welche aus Reservoirldsung gemischt mit
zusatzlich 25 % Ethylenglykol bestand, und in Flissigstickstoff tiefgefroren. Die
Rontgenbeugungsdaten wurden an der European Synchrotron Radiation Facility (ESRF)

beamline D14, Grenoble aufgenommen und mit dem Programm XDS'!

prozessiert.
Molekularer Ersatz unter Verwendung des Startmodells 1VOM, sowie Modellverfeinerung
fand mittels CNS 1.2*%*'2 ynd Phenix 1.6 statt. 5 % der Daten wurden zufillig ausgewahlt
und zur Vergleichsvalidierung verwendet. Das Erstellen, manuelle Verfeinern und Validieren

des Modells wurde mit dem Programm cooT*®

durchgefihrt.
2.4.1.3 Kristallisation, Datensammlung und Verfeinerung von Dd Myosin-2-ADP-VO3:36
(EMD 57033)

Kristalle des Protein-Liganden-Komplexes wurden durch Kokristallisation der gereinigten Dd
Myosin-2 Motordomane (M765-SSB) erweitert durch einen N-terminalen (His); tag und
einen C-terminalen SSB tagm, mit einer Endkonzentration von 1 mM 6-Propionyl-2-
(dimethylamino)naphthalen (EMD 57033) (36), 1 mM ADP und 1 mM Natrium meta-Vanadat
bei 4 °C durch Dampfdiffusion im sitzenden Tropfen erhalten. Das Protein-Liganden-Gemisch
wurde 1 Stunde auf Eis inkubiert und anschlieBend mit dem gleichen Volumen an
Reservoirlésung vermischt, die sich aus 50 mM HEPES (pH 7.4), 100 mM NaCl, 7 % PEG 8000,
2 % MPD, 5 mM MgCl,, 5 mM DTT und 1 mM EGTA zusammensetzte. Vor der
Datensammlung wurden die Kristalle in eine Kryoschutzlosung Uberfihrt, welche aus
Reservoirldsung gemischt mit zusatzlich 25 % Ethylenglykol und erhéhter Salzkonzentration
von 300 mM NaCl, sowie erhdhter Menge Fallungsmittel von 15 % PEG-MME 5000 bestand,
und in Flassigstickstoff tiefgefroren. Die Beugungsdaten wurden mit dem hauseigenen
Proteum X8 Diffraktometer, das mit Kryosystem, K-Goniometer und CCD Detektor
ausgestattet ist, gemessen und mit der Proteum?2 Software prozessiert. Molekularer Ersatz
unter Verwendung des Startmodells 2JJ9, sowie Modellverfeinerung fand mittels CNS
1.3'%%'2 ynd Phenix 1.6 statt. 5 % der Daten wurden zufallig ausgewahlt und zur
Vergleichsvalidierung verwendet. Das Erstellen, manuelle Verfeinern und Validieren des
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Modells wurde mit dem Programm COOT “” durchgefihrt.
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2.4.1.4 Kristallisation, Datensammlung und Verfeinerung von Dd Myosin-2:ADP-V03-35
(Prodan)

Kristalle des Protein-Liganden-Komplexes wurden durch Kokristallisation der gereinigten Dd
Myosin-2 Motordomane (M765-SSB) erweitert durch einen N-terminalen (His); tag und
einen C-terminalen SSB tagm, mit einer Endkonzentration von 1 mM 6-Propionyl-2-
(dimethylamino)naphthalen (Prodan) (35), 1 mM ADP und 1 mM Natrium meta-Vanadat bei
4 °C durch Dampfdiffusion im sitzenden Tropfen erhalten. Das Protein-Liganden-Gemisch
wurde 1 Stunde auf Eis inkubiert und anschlieBend mit dem gleichen Volumen an
Reservoirlésung vermischt, die sich aus 50 mM HEPES (pH 7.0), 200 mM NaCl, 10 % PEG-
MME 5000, 2 % MPD, 5 mM MgCl,, 5 mM DTT und 1 mM EGTA zusammensetzte. Vor der
Datensammlung wurden die Kristalle in eine Kryoschutzlosung Uberfihrt, welche aus
Reservoirlésung gemischt mit zusatzlich 25 % Ethylenglykol und erhohter Salzkonzentration
von 300 mM NaCl und erhéhter Menge Fallungsmittel von 15 % PEG-MME 5000 bestand,
und in Flussigstickstoff tiefgefroren. Die Rontgenbeugungsdaten wurden an der DESY
beamline X12, Hamburg aufgenommen und mit dem Programm XDS*! prozessiert.
Molekularer Ersatz unter Verwendung des Startmodells 2JJ9, sowie Modellverfeinerung fand
mittels CNS 1.2'2>'% und Phenix 1.6 statt. 5 % der Daten wurden zufillig ausgewshlt und
zur Vergleichsvalidierung verwendet. Das Erstellen, manuelle Verfeinern und Validieren des

Modells wurde mit dem Programm cooT'®

durchgefuhrt.
2.4.1.5 Kristallisation, Datensammlung und Verfeinerung der Dd Myosin-2 G680A-
Mutante

Kristalle der gereinigten Dd Myosin-2 G680A Mutante wurden bei 4 °C durch Dampfdiffusion
im sitzenden Tropfen erhalten. Die verwendete Reservoirldsung beinhaltete 100 mM MES
(pH 6.5) und 25 % PEG 8000. Vor der Datensammlung wurden die Kristalle in eine
Kryoschutzl6sung, bestehend aus 100 mM MES (pH 6.5), 25 % PEG 8000, 150 mM NaCl und
10 % Ethylenglykol, Uberfiihrt und in FlUssigstickstoff tiefgefroren. Rontgenbeugungsdaten
wurden an der ESRF Mikrofokus beamline 1D13, Grenoble aufgenommen und mit dem

121 reduziert. Molekularer Ersatz unter Verwendung des Startmodells 1MMD
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Programm XDS
fand mittels AMORE'? statt und Modellverfeinerung wurde mit Refmac5™" und Phenix
1.6 durchgefiihrt. 5 % der Daten wurden zufallig ausgewahlt und zur Vergleichsvalidierung

125 wurde fur das Erstellen, manuelle Verfeinern und

verwendet. Das Programm COOT
Validieren des Modells benutzt. Die Koordinaten und Strukturfaktoren wurden in der

Proteindatenbank™®® hinterlegt, Identifikationsnummer: 2YOR.
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2.4.1.6 Kristallisation, Datensammlung und Verfeinerung der Dd Myosin-2 G680A-ADP-
Mutante

Kristalle des Nukleotid-gebundenen G680A Komplexes wuchsen in der Gegenwart von 2 mM
ADP, 2 mM Natrium meta-Vanadat und 2 mM MgCl,. Die Reservoirldsung setzte sich aus 13
% PEG6000 und 4 % Glycerin zusammen. Vor der Datensammlung wurden die Kristalle in
eine Kryoschutzl6sung, bestehend aus 14 % PEG 6000, 150 mM NaCl, 25 % Ethylenglykol und
5 % Glycerin, Gberfihrt und in FlUssigstickstoff tiefgefroren. Rontgenbeugungsdaten wurden
an der ESRF Mikrofokus beamline ID23-2, Grenoble aufgenommen und mit dem Programm
XDS™! reduziert. Molekularer Ersatz unter Verwendung des Startmodells 1MMD fand mittels
AMORE' statt und Modellverfeinerung wurde mit Refmac5'® und Phenix 1.6
durchgefiihrt. 5 % der Daten wurden zufillig ausgewahlt und zur Vergleichsvalidierung

125 \wurde fir das Erstellen, manuelle Verfeinern und

verwendet. Das Programm COOT
Validieren des Modells benutzt. Die Koordinaten und Strukturfaktoren wurden in der

Proteindatenbank®?® hinterlegt, Identifikationsnummer: 2Y8lI.

2.4.1.7 Kristallisation, Datensammlung und Verfeinerung der Dd Myosin-2 G680V-
Mutante

Kristalle der gereinigten Dd Myosin-2 G680V Mutante wurden bei 4 °C durch Dampfdiffusion
im sitzenden Tropfen erhalten. Die verwendete Reservoirlésung beinhaltete 100 mM HEPES
(pH 7.5) und 20 % PEG 10000. Vor der Datensammlung wurden die Kristalle in eine
Kryoschutzldsung, bestehend aus 100 mM HEPES (pH 7.5), 20 % PEG 10000, 150 mM NacCl
und 10 % Ethylenglykol, Gberfihrt und in  Flussigstickstoff  tiefgefroren.
Rontgenbeugungsdaten wurden an der ESRF Mikrofokus beamline 1D13, Grenoble
aufgenommen und mit dem Programm XDS'*' reduziert. Molekularer Ersatz unter
Verwendung des Startmodells IMMD fand mittels AMORE*?’ statt und Modellverfeinerung
wurde mit Refmac5'®® und Phenix 1.6™* durchgefiihrt. 5 % der Daten wurden zufillig

125 \wurde fiir das

ausgewahlt und zur Vergleichsvalidierung verwendet. Das Programm COOT
Erstellen, manuelle Verfeinern und Validieren des Modells benutzt. Die Koordinaten und
Strukturfaktoren wurden in der Proteindatenbank'?® hinterlegt, Identifikationsnummer:

2YSE.

2.4.1.8 Kristallisation, Datensammlung und Verfeinerung von Dd Myosin-2:ADP-VO,-3
(BIP1)

Kristalle der gereinigten Myosin-Motordoméane (M765-SSB) mit N-terminalem (His); tag und

110 \yurden in Anwesenheit von 1 mM ADP und 1 mM Natrium ortho-

C-terminalem SSB tag
Vanadat bei 4 °C durch Dampfdiffusion im hdangenden Tropfen erhalten. Die verwendete
Reservoirlosung setzte sich aus 50 mM HEPES (pH 7.4), 140 mM NaCl, 12 % PEG-MME 5000,
2 % MPD, 5 mM MgCl,, 5 mM DTT und 1 mM EGTA zusammen. Zur Bildung des Protein-
Liganden-Komplexes wurde der Kryoschutzlésung, die aus Reservoirlosung bestand, erganzt

durch 25 % Ethylenglykol und erhéhter Salzkonzentration von 300 mM NacCl, sowie erhéhter
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Menge Fallungsmittel von 15 % PEG, stufenweise in 0.2 mM Schritten eine Endkonzentration
von 1 mM 2,2-(6,6-Dimethoxybiphenyl-3,3‘-diyl)diessigsauremethylester (BIP1) (3)
zugegeben und der Proteinkristall wurde damit durchtrankt (soaking) und jeweils 20 min bei
4 °C inkubiert. Die Beugungsdaten wurden an der BESSY beamline BL14.1, Berlin

21 prozessiert. Molekularer Ersatz unter

122,123

aufgenommen und mit dem Programm XDS
Verwendung des Startmodells 1VOM, sowie Modellverfeinerung fand mittels CNS 1.3
und Phenix 1.6'2* statt. 5 % der Daten wurden zufallig ausgewahlt und zur
Vergleichsvalidierung verwendet. Das Erstellen, manuelle Verfeinern und Validieren des

125

Modells wurde mit dem Programm COOT *” durchgefihrt.

2.4.2 Steady-state Kinetik

Die photometrische steady-state Kinetik wurde zur Bestimmung der enzymatischen ATPase
Reaktion von Myosinen im FlieBgleichgewicht (engl., steady state), bzw. zur Untersuchung
der Auswirkung kleiner chemischer Molekiile auf die enzymatische Aktivitdt der Myosine
verwendet. Um die Reaktion in einen stationdren Zustand, dem FlieBgleichgewicht der
enzymatischen Reaktion, zu versetzen, wird ein deutlicher Uberschuss an Substrat
verwendet. Das Substrat ATP wird durch Myosin in ADP und anorganisches Phosphat (P;)
umgesetzt. Da sich das Absorptionsverhalten von ATP und ADP nicht unterscheidet, wird zur
Verfolgung der ATPase Reaktion ein NADH- und Enzym-gekoppeltes Verfahren
verwendet.'****° Dabei wird das Produkt (ADP) der Myosin (M) ATPase Reaktion durch das
Enzym Pyruvatkinase (PK), unter Umsetzung von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Pyruvat,
wieder in ATP umgewandelt. Das gebildete Pyruvat wird durch Laktatdehydrogenase (LDH)
weiter zu Laktat unter gleichzeitiger Oxidation von NADH zu NAD' reduziert. Die Umsetzung
von NADH kann photometrisch durch Messung der fiir NADH typischen Lichtabsorption bei
einer Wellenlange von 340 nm verfolgt werden.

M+ATP ——— > M*+P; + ADP ATP
o o
o
HO\\\ - © °
P (0] (o)
/ ] PK (]
HO CH,
PEP Pyruvat

Laktat

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Reaktionskaskade wahrend der enzymgekoppelten steady state ATPase-
Messungen.

Alle Folgereaktionen des Enzymgekoppelten Systems verlaufen deutlich schneller als die

eigentliche ATP  Umsetzung, weshalb die Myosin ATPase Reaktion den
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geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt und die Geschwindigkeit der NADH
Oxidation der ATP Umsatzgeschwindigkeit entspricht. Aus diesem Grund entspricht die
zeitliche Anderung der NADH Konzentration cyaon der Anderung der ATP Konzentration care
und die Geschwindigkeitskonstante der ATP Umsetzung durch Myosin katpase kann unter
Verwendung des Lambert-Beer’schen Gesetzes berechnet werden.

AA = enapr * Acnapn - d (2.7)

‘- -NA
ATPe® 608 [y L8 (&

(2.8)

Myosin

Reaktionsgemisch:

25 mM HEPES, pH 7.3
25 mM KCl

5 mM MgCl,

0.5 mM DTT

0.2 mM NADH

0.5 mM PEP

0.02mg-ml* LDH
0.05 mg:ml*  PK

0.1-1 uM Myosin
30 uM F-Aktin
1 mM ATP

2.4.3 In vitro Motilitat

Das eingesetzte Verfahren zur Untersuchung der Myosin in vitro Motilitat und des Einflusses
potentieller Inhibitoren auf die Motilitdt verschiedener Myosinisoformen basiert auf der
Histidin-Antikérper-vermittelten Fixierung von Myosinfragmenten an eine Nitrozellulose
beschichtete Glasoberflaiche und der mikroskopischen Messung der durch ATP-Zugabe
angeregten Gleitgeschwindigkeit fluoreszenzmarkierter Aktinfilamente Uber die fixierten
Myosinkdpfe (Abbildung 2.3).2*%3? Die fur die in vitro Motilititsuntersuchungen
verwendeten Myosinkonstrukten sind mit kiinstlichen Hebelarmen auf Basis des rigiden Dd
a-Aktinins (R), eines quervernetzenden Proteins aus dem Zytoskelett, ausgestattet, sowie
eines C-terminalen Histidin-tags, der die Bindung des Motorproteins Uber den Histidin-
Antikorper an die beschichtete Glasoberflache gewahrleistet. Im Falle des Dd Myosin-1b-2R-
YFP Konstruktes wurde kein Histidin-tag verwendet. Die verwendeten Myosine werden vor
Gebrauch einer Aktinaffinitdtsreinigung unterzogen, um nichtmotile Myosine aus der Probe
zu entfernen. Dazu wird 1 mg-ml™* Myosinlésung mit 0.5 mg-ml™ F-Aktin und 2 mM ATP
versetzt und 20 min bei 70000 min™ zentrifugiert. Der Uberstand wird anschlieRend
abgetrennt und direkt flir das in vitro Motilitdtsverfahren verwendet. Das
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fluoreszenzmarkierte Aktin wird aus einer 2 uM F-Aktinldsung, die mit 3 uM TRITC-Phalloidin
versetzt wird, hergestellt. TRITC-Phalloidin ist ein Komplex des F-Aktin
Depolymerisierungsinhibitor Phalloidin an den kovalent der Fluorophor Tetramethyl-
rhodamin B-isothiocyanat (TRITC) gebunden ist. Die fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung findet in einer transparenten Flusszelle statt. Die Flusszelle besteht aus einem
mit 1% Losung aus Nitrozellulose in Essigsdurepentylester beschichteten Deckgldaschen, das
Uber Abstandshalter kontaktfrei auf einem Objekttrager befestigt ist.

Fluoreszenzmarkierte .
Myosin-

Aktinfilamente
. I( \ Motordomine

,Zn
Kiinstlicher

—/
Hebelarm Antikérper

Nitrozellulose- \ BSA

Schicht

Abbildung 2.3: Schematischer Aufbau der Flusszelle zur Untersuchung der in vitro Motilitdit von Myosinen mit
kiinstlichem Hebelarm auf Basis von a-Aktinin. BSA = Rinderserumalbumin.

Zur Antikorperbeschichtung wird die Flusszelle 5 min mit 10 ul einer Lésung von Anti-(His)s-
Antikérpern (0.025 mg:ml™) in AB-Puffer inkubiert und anschlieRend mit Waschlésung 1
gewaschen. Das Rinderserumalbumin in Waschlésung 1 bindet dabei die nicht durch
Antikorper besetzte Nitrozellulose, um eine Adsorption der Myosine an ungebundene
Nitrozellulose zu vermeiden. Die Flusszelle wird mit 10 ul der gereinigten Myosinldsung (1
mg-ml'l) beladen und nach 2 min erneut mit Waschloésung 1 gespilt. Inaktive Myosine
werden durch 2 min Inkubation mit F-Aktin und Spilen mit ATP-Lésung blockiert.
AnschlieBend wird die Flusszelle erneut mit Waschlosung 1 gewaschen und mit
fluoreszenzmarkiertem F-Aktin (0.05 uM) beladen. Nach Ablauf der 2 min Inkubationszeit
wird mit Waschlésung 1 und Antibleichlosung 1 gespult. Die Dekoration der Oberflache mit
floureszenzmarkiertem F-Aktin  wird Gberprift und schlieBlich eine ATP-haltige
Antibleichlosung 2 zum Starten des Experiments durch die Flusszelle gespiilt.

Die in vitro Motilitdt der Myosine wird mit dem Fluoreszenzmikroskop IX 70 von Olympus
verfolgt und mit der CCD Kamera C8484 von Hamamatsu Photonics aufgenommen.
Anregung der Fluoreszenz findet bei einer Wellenldange von 545 nm statt und Emission wird
bei 570 nm gemessen. Die Gleitgeschwindigkeit der Myosine wird aus den gemessenen
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Trajektorien mit dem Programm DiaTrack 3.0 der Firma Semasopht durch Anpassen einer
GauBfunktion bestimmt.

AB-Puffer: Waschldsung 1:
25 mM Imidazol, pH 7.4 0.5 mg-ml* BSA
25 mM KCl 10 mM DTT
1.5 mM MgCl, in AB-Puffer
1 mM EGTA
Antibleichlésung 1: Antibleichlésung 2:
5 mgml' Glucose 5 mgml' Glucose
0.1 mgml*  Glucose-Oxidase 0.1 mgml*  Glucose-Oxidase
0.02 mg:ml™  Katalase 0.02 mg:ml™  Katalase
in Waschlosung 1 2 mM ATP
in Waschlosung 1
ATP-L3sung:
2 mM ATP

in Waschlosung 1

2.5 Computerchemische Methoden

2.5.1 Homologiemodellierung

Die Homologiemodellierung oder vergleichende Modellierung (comparative modeling)
wurde in der vorliegenden Arbeit zum Erstellen von dreidimensionalen Proteinmodellen
verwendet, deren Struktur bisher noch nicht experimentell bestimmt wurde, und begriindet
sich  prinzipiell auf die Annahme, dass sich gleichende Primarstrukturen
(Aminosauresequenzen) zur Ausbildung der gleichen Tertidrstruktur, also zur gleichen

Faltung des Proteins fiihren,”**"*

Zur Berechnung des dreidimensionalen Modells wird
zunachst die Sequenz des Proteins mit unbekannter Struktur mit den Aminosauresequenzen
von Proteinen, deren Struktur durch Rontgenkristallographie oder Kernresonanz-
spektroskopie aufgekldart wurde, verglichen, um geeignete Vorlagen (templates)
auszuwihlen, die eine hohe Ubereinstimmung der Aminosiureabfolge zum Zielprotein
besitzen (Homologe). Auf Basis eines Datenbankabgleiches charakteristischer Merkmale von
Proteinen  werden der  Struktur verschiedenste Bindungs- und rdumliche
Geometriecharakteristika zugeordnet, wie z.B. C, - C, Atomabstiande, Diederwinkel der
Haupt- und Seitenketten, stereochemische Begebenheiten oder die Art der Aminoséaure.
Diese charakteristischen Merkmale werden mathematisch als Wahrscheinlichkeits-
dichtefunktionen (pdf, engl., probability density function) ausgedrickt in den
Modellierungsprozess miteinbezogen. So kann die Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion einer
Atombindung, deren Potentialenergie mit dem harmonischen Oszillator angenahert wird, als
Gaussfunktion dargestellt werden.
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_1(b-byy?
p(Bindung) = 1 e 2( 7 j (2.9)

o\ 21T

(o = Standardabweichung)

Solche Basis-pdfs der verschiedenen Charakteristika werden als Summe ihrer gewichteten
Einzelbeitrage  zusammengefasst und  bilden als  Produkt schlieflich  die
Gesamtwahrscheinlichkeitsdichtefunktion P des Molekiils, die zur Optimierung der Modelle
dient.

P= Hp(Merkmal) (2.10)

Die rdumlichen Merkmale und Bindungsparameter werden auf das Zielprotein (ibertragen
und die Koordinaten werden durch Energieminimierung mit der Methode der konjugierten
Gradienten (conjugate gradients) optimiert. Das Energieminimum der Energiehyperflache
des Proteins entspricht dabei der wahrscheinlichsten Konformation, die das Protein
bevorzugt einnimmt. Unterschiedliche Modelle kdnnen durch Variation der anfanglichen
Struktur, unterschiedlicher Gewichtung und der Verwendung mehrerer Vorlageproteine
erzeugt werden. Alle Homologiemodelle wurden mit dem Programm Modeller'® erzeugt
und anschlieRend einer weiteren Geometrieoptimierung unter Verwendung der Methode

136

der konjugierten Gradienten und dem AMBER™ Kraftfeld unterzogen.

2.5.2 Molekulares Docking

Die Mehrzahl aller Liganden binden {iber nicht-kovalente Wechselwirkungen an ihr
Zielprotein. Die Bindungsmodi und Bindungsenergien kdnnen in silico durch sogenanntes
Molekulares Docking vorhergesagt werden. Im Gegensatz zu Molekiildynamik Simulationen,
die eine aufwandigere, physikalisch-basierte Energiefunktion verwenden und inhdrent einen
geringeren Konformationsraum absuchen (vergleiche Kapitel 2.5.3), liegt dem Molekularen
Docking ein einfacheres Kraftfeld zur Energieevaluierung zugrunde und die Anforderung
einen weitaus gréBeren Konformationsraum, mit moglichst allen Freiheitsgraden der
Liganden zu erforschen. Dazu wird praktisch ein zuvor definierter Teil des Proteins, meist die
zu untersuchende Bindungstasche einschlielSlich umliegender Aminosauren, durch Anlegen
einer quadratischen Box zu definierender GrofRe, mit einem Gitternetz ausgefiillt. Fiir jeden
Atomtyp, der im Liganden vorhanden ist, wird an jedem Gitterpunkt die Potentialenergie mit
einem einatomigen Testatom oder einer reprasentativen funktionellen Gruppe bestimmt
und somit Affinitatskarten fiir jeden Atomtyp erzeugt. Die Suche nach dem Bindungsmodus
des Liganden, also die Optimierung der Position, Orientierung und Konformation, findet
mittels einer hybriden globalen und lokalen Abrasterungsmethode, dem sogenannten
137 statt. Genetische
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Algorithmen beruhen auf Konzepten der Genetik und Evolution. Der Zustand des Liganden
wird dabei dem Genotyp gleichgesetzt und die Zustandsvariablen der Translation,
Orientierung und Konformation den Genen. Die atomaren Koordinaten entsprechen dem
Phenotyp. Eine zuféllige Population von Individuen wird zu Beginn der Suche erzeugt. Die
Zustande der Ligandenindividuen werden in die atomaren Koordinaten Uberfihrt und die
Bindungsenergien werden berechnet. Auf Basis der bestimmten Energien findet eine
Selektion statt. Aus den vielversprechenden Individuen werden zufallig ausgewahlte Paare
miteinander gekreuzt und erzeugen Nachkommen, die Gene, also Zustandsvariablen, von
beiden Eltern erben. Zusatzlich findet in einigen Fallen eine zufdllige Mutation von Genen
statt. Dieser Zyklus von Generationserzeugung wird mehrfach durchlaufen, bis ein
Abbruchkriterium, die maximale Anzahl von Generationen oder Energieevaluierungen
erreicht ist.

Die Energieevaluation wird schlieflich, auf Basis der erzeugten Affinitatskarten, mit einem
speziellen Kraftfeld®®® durchgefiihrt, das zur Bestimmung der enthalpischen Beitrige
Molekiilmechanik verwendet und fiir die entropischen Beitrdge einem empirischen Ansatz
folgt. Die Bindungsenergie eines Liganden wird dabei durch einen thermodynamischen
Zyklus beschrieben und durch sechs paarweise Energieterme, sowie eine Abschatzung der
Konformationsentropie ASkons berechnet.

P P
AG = ( gebunden ungebunden) + ( gebunden ungebunden (2_11)

P L
( gebunden ungebunden + ASI('onf)

Die ersten beiden Terme beschreiben die intramolekularen Energien des Liganden (L) im
gebundenen und ungebundenen Zustand. Die beiden mittleren Terme stehen fir die
intramolekularen Energien des Proteins (P), die sich, da in der vorliegenden Arbeit keine
Flexibilitat im Protein wahrend der Dockingprozesse erlaubt waren, nicht unterscheiden und
die Differenz damit gleich null ist. Die intermolekularen Energien zwischen dem Liganden
und dem Protein werden durch die letzten Terme ausgedriickt, sowie einen Term fiir den
Verlust an Mobilitat, bzw. hier an Torsionsentropie, die direkt proportional zur Anzahl der
rotierbaren Bindungen Ny im Liganden ist.

ASKonf = WKoanTors (2.12)

Die einzelnen Energieterme setzen sich aus gewichteten Einzelbeitrdgen fiur die
Attraktion/Repulsion mit dem Lennard-Jones-Potential, Wasserstoffbriickenbindungen mit
einem 12-10-Potential, Elektrostatik mit einem Coulomb Potential, sowie einem empirischen
Desolvatisierungspotential zusammen.
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Cij

Aj i qi4j
V= WVdWZl]( J_r])-l'WHBZl]E(t)(r__ )+WElekZl] ————

Tij ij ij u E(Tu)ru
i (2.13)
+ Wy, Z(Sivj +S;V;)e 207

Parameter fiir den van-der-Waals Term wurden bei der Entwicklung vom AMBER Kraftfeld
genommen. Die Direktionalitdt der Wasserstoffbriickenbindung E(t) ist abhangig von der
Abweichung des Winkels t vom Idealwinkel und die Desolvatisierungsenergie vom Volumen
Vi und V; der Atome, die ein Atom i oder j umgeben. Die Gewichtungsfaktoren W sind
empirische Faktoren, die durch Anpassen der Funktion an Kristallstrukturen von Protein-
Ligand-Komplexen mit bekannten Bindungskonstanten festgelegt wurden. Alle Vorhersagen
von Bindungsmodi und Bindungsenergien durch Molekulares Docking wurden mit dem
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Programm AutoDock 47" durchgefiihrt.

2.5.3 Molekiildynamik-Simulationen

Molekildynamik-Simulationen (MD) beschreiben die zeitlich aufgeldste atomare Bewegung
von molekularen Systemen durch numerisches Losen der Newton’schen Bewegungs-
gleichung (2. Newton’sche Gesetz). Im Gegensatz und komplementdr zu den statischen
Momentaufnahmen, die durch Roéntgenkristallographie erhalten werden, erlauben MD
Simulationen die Untersuchung der dynamischen Eigenschaften von Biomolekilen und
Protein-Ligand-Komplexen. Die exakte zeitliche Bewegung eines Systems ist durch die
zeitabhangige Schrodinger Gleichung gegeben.

Ay = lha_‘P (2.14)

(A = Hamiltonoperator; Y = Wellenfunktion; h = reduzierte Planck’sche Konstante (%)

Praktisch ist das Losen der zeitabgangigen Schrodingergleichung fir grofRere Systeme zu
rechenintensiv und derzeit nicht durchfihrbar. Aus diesem Grund werden klassische MD
Simulationen unter Annahme von drei grundsatzlichen Ndherungen realisiert. Die erste
Ndherung besagt, dass die Bewegung der schweren Kerne und der leichten Elektronen,
aufgrund ihres enormen Massenunterschieds und dem daraus resultierenden
Geschwindigkeitsunterschieds, voneinander entkoppelt sind. Diese Annahme ist im
Allgemeinen als Born-Oppenheimer Néiherung139 bekannt. Die viel schnelleren Elektronen
bewegen sich dabei um die zeitlich stationdaren Kerne und erzeugen so ein effektives
Potential, das durch Losen der zeitunabhdngige Schrodingergleichung der Elektronen
gegeben ist und nur von den Kernpositionen abhangig ist.

Die zweite Naherung erlaubt die Berechnung des Potentials als empirische Potentialfunktion,
dem molekilmechanischen Kraftfeld, anstatt die elektronische Schrodingergleichung zu
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I6sen. Die Gesamtpotentialenergie berechnet sich dabei aus den summierten Teilbetragen
fir Bindungsdehnung, Winkelbeugung, Torsionsbewegung (Diederwinkel) und den nicht-
gebundenen Termen fir Attraktion/Repulsion und Elektrostatik.

V= Y K-+ ) Ke(® -0,

Bindung Winkel (2'15)
+ z ?n[l+cos(n¢—y)]+2lr%—rz + z —glr]
Dieder vaw - Y t coulomb Y

Die verschiedenen existierenden Kraftfelder unterscheiden sich in der Anzahl der
Energieterme und der zugrundeliegenden Funktion, sowie in der Parametrisierung des
Kraftfeldes. In dieser Arbeit wurden das AMBER Kraftfeld, sowie das OPLS all-atom (OPLS-
AA)140 Kraftfeld verwendet. Beide Kraftfelder beschreiben die Bindungs- und Winkelterme
mit einem harmonischen Oszillator, wie in Abbildung 2.4 zu sehen ist. Fiir den van-der-Waals
Term, also die Attraktion und Repulsion, wird das Lennard-Jones Potential verwendet und
der elektrostatischen Wechselwirkung liegt das Coulomb Gesetz zugrunde. Sie
unterscheiden sich in der Anzahl der Cosinusfunktionen zur Beschreibung der Diederwinkel
und in der Parametrisierung.

Die dritte und zentrale Ndaherung der MD Simulationen besagt, dass die Kerne sich wie
klassische Partikel verhalten und durch die Newton’sche Bewegungsgleichung (F; = m;aj)
beschrieben werden kénnen.

dzT'l' (t)

— (2.16)

—VLV(Y’) =m;

Die Kraft, die auf ein Atom i wirkt, bestimmt die Beschleunigung a;, die das Atom erfahrt und
damit die Anderung der Geschwindigkeit und Position eines Atoms innerhalb eines
bestimmten Zeitschrittes At. Da Bindungs- und Winkelvibrationen im Femtosekundenbereich
stattfinden, muss dieser Zeitschritt wahrend der Simulationen moglichst klein sein.
Integration der Bewegungsgleichung fand numerisch mit dem leap-frog Algorithmus™** statt.

v<t+%)=v<t—%>+%m (2.17)
r(t+At) =r(t)+v (t + %) At (2.18)

Alle Molekiildynamik Simulationen wurden mit dem Gromacs 4.0 Programmpaket142
ausgefihrt.
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Abbildung 2.4: Energieterme des OPLS-AA Kraftfeldes.
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3. Ergebnisse

Das Verstandnis der allosterischen Wechselbeziehungen im Zielprotein und die damit
verbundenen Moglichkeiten der Modulation der energetischen Kopplungen und der
enzymatischen oder funktionalen Aktivitdt sind eine entscheidende Voraussetzung fir die
rationale Entwicklung neuartiger allosterischer Effektoren der Proteinfunktion. Bei dem
allosterischen Effektor kann es sich um verschiedenste Ausloser handeln, wie kovalent
veranderte Oberflachenreste, Mutationen von Aminosduren oder die Bindung eines
weiteren Proteins oder Liganden, die durch ein breites Spektrum verschiedenster
Wirkmechanismen ihren Effekt austiben kénnen (Abbildung 3.1).

/ Ausloser Mechanismus Effekt \

Mutationen Offnen / SchlieRen des aktiven Zentrums

Regulation der Proteinfunktion

Bindung eines chemischen Molekiils " . :
Li d Konformationsédnderung des aktiven Zentrums
(Liganden) Regulation der enzymatischen Aktivitat

Veranderung der elektrostatischen

Protein — Protein Interaktion : . h
Eigenschaften des aktiven Zentrums Regulation der Proteinstabilitat

Isoform-spezifische Aminosaure-

substitution Anderung der Proteinflexibilitit

Regulation von Protein Interaktionen

Populationsverschiebung im statistischen
Ensemble von Proteinkonformeren Ausbildung von Resistenzen gegen
bestimmte Wirkstoffe

Modifikation von Disulfidbindungen Veranderung von Oberflicheneigenschaften /

Abbildung 3.1: Diagramm verschiedenster Typen allosterischer Ausloser, die ber einen bestimmten Mechanismus
einen Effekt in einer abgelegenen Stelle des Proteins auslosen. Modifiziert nach Ref. %,

Kovalente Modifikation von
Oberflachenresten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunachst die Wirkungsweise einer Punktmutation in der
reaktiven Thiolregion (SH1/SH2-Region) der Myosin-Motordomane, sowie die Mechanismen
bereits identifizierter Modulatoren der Dd Myosin-2 Funktion untersucht. Die Translation
der gewonnen Erkenntnisse am Modellsystem Myosin-2 auf Myosinisoformen, die eine
Bedeutung widhrend der Infizierung durch den Malariaparasiten besitzen, dienten
weitergehend der strukturbasierten de novo Entwicklung neuer Inhibitoren des parasitaren
Pf Myosin A.

3.1 Strukturelle Untersuchung der Auswirkung der G680-Mutation

Die reaktive Thiolregion ist eine strukturell hochkonservierte Region im C-terminalen
Abschnitt der US50 kDa Domdne der Mpyosin-Motordomdne und entspricht einer
gebrochenen a-Helix. Die beiden Helixfragmente werden im Allgemeinen als SH1-
(Aminosauren 681-689) und SH2-Helices (Aminosduren 669-678) bezeichnet, aufgrund von
reaktiven Cysteinresten, die in Skelettmuskel-Myosinen gefunden wurden. Chemische
Modifizierung der SH1 und SH2 resultieren in drastischer Veranderung der Myosin-ATPase
Aktivitait und Aktinbindungsaffinitat."***** Im Falle des Dd Myosin-2 ist eine dieser
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Thiolpositionen (SH1) durch einen Threoninrest (T688) besetzt.**

Veranderungen des Nukleotidzustandes im aktiven Zentrum zu Konformationsanderungen in
25,146

Es wurde gemutmal3t, dass
der reaktiven Thiolregion fihren. Tatsachlich ist die SH1/SH2-Region zusammen mit den
benachbarten Strukturelementen, der Relayhelix und dem zentralen siebenstringigen PB-
Faltblatt, an der Weiterleitung energetischer Informationen vom aktiven Zentrum zur
mechanischen Verstarkereinheit, dem Konverter und Hebelarm, wahrend des
chemomechanischen Zyklus’ beteiligt. Die reaktive Thiolregion ist also Teil des
Kopplungsmechanismus’, der den Zustand des aktiven Zentrums mit der
Konverter/Hebelarmposition koppelt und spielt damit eine entscheidende Rolle fiir die
Krafterzeugung des Myosinmotors.

Die SH1/SH2-Region von Dd Myosin-2 besitzt drei konservierte Glycinreste: G680, G684 und
G691. Mutationen der Aminosdure G680 sind von besonderer Bedeutung, da sich diese
Aminosaure in der unmittelbaren Nahe zum Drehpunkt der Hebelarmbewegung befindet.
Die Mutation von G680 zu Alanin oder Valin fihrt zu groBen Veranderungen der
Bindungsaffinitat verschiedener Nukleotide.'***° Beide Mutanten, G680A und G680V,
zeigen eine geringe ATPase-Aktivitat und Motilitat.”>>**? Die Geschwindigkeitsrate der ATP-
und ADP-Bindung an G680A ist 16- bis 30-fach erniedrigt, wobei ADP jedoch 10-fach starker
an das Protein bindet, aufgrund einer 200-fachen Abnahme der ADP-Abgaberate.’*’ Im
Gegensatz dazu ist die ATP- und ADP-Bindung an Akto-G680A schneller als an den Wildtyp.
Aktin zeigt weiterhin die Fahigkeit sowohl die Geschwindigkeit der ADP-Bindung, als auch die
ADP-Abgabe bis zu einem Faktor von 62 zu beschleunigen, aber es reduziert nicht die
Affinitat von G680A fiir ADP, da das Verhaltnis Kap/Kp etwa 1 betragt. Ein Verhéltnis von 14
wurde hingegen fir Konstrukte der Wildtyp-Motordomine gemessen.'*’ Erhéhte
Temperaturen kdnnen dabei die Mutantendefekte kompensieren und die Myosin-Aktivitat

wiederherstellen. 14913

3.1.1 Thermodynamische Untersuchung der Myosin-Nukleotid-Interaktion

Zur Untersuchung der thermodynamischen Eigenschaften der ADP-Dissoziation und Affinitat
der G680-Mutanten wurden kinetische Untersuchung mittels der stopped flow Technik in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. M. A. Geeves, Department of Biosciences,
Universitat Kent, GroBbritannien, durchgefiihrt. In der Abwesenheit von Aktin wurden die
Geschwindigkeitsraten der ADP-Dissoziation (k.p) des Wildtyps (M765-1R) und der G680A-
Mutante durch Verfolgen der Anderung der Tryptophanfluoreszenz aufgrund des durch
Zugabe von ATP ausgeldsten Verdrangens von ADP aus dem Myosinkomplex gemessen. Die
Ergebnisse zeigen eine gute Ubereinstimmung mit bereits publizierten Daten, bei denen ein
Transient mit exponentiellem Verlauf unter gesattigten Bedingungen (>40 uM ADP)
beobachtet werden konnte und die beobachtete Geschwindigkeitsrate ko, der
Geschwindigkeitskonstante der ADP-Abgabe k_p entspricht. Im Vergleich zum Wildtyp mit kp
(20 °C) = 7,4 s, war die Geschwindigkeit der ADP-Abgabe der G680A-Mutante in
Abwesenheit von Aktin deutlich um einen Faktor von 100 verlangsamt auf k5 (20 °C) = 0,063
s (Tabelle 3.1).
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Tabelle 3.1: Geschwindigkeitskonstanten der ADP-Dissoziation und Aktivierungsenergien der Wildtyp- und
Mutanten-Myosine.z * Wert aus Ref. **’ entnommen.

- Aktin Konstrukt k5(20°C) AH? Anreh fact.
[s™] [kJ-mol™] [In(s™)]

Wildtyp 7.4 94.2 42

G680A 0.06 54.9 20
+ Aktin Konstrukt k.ap (20°C) AH* Anrrhfokt.
[s™] [kJ-mol™] [In(s™)]

Wildtyp 215" - -
G680A 1.0 41.3 17

Messungen bei unterschiedlichen Temperaturen ergab einen Anstieg der maximalen
Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation von 1,6 st bei 10 °C auf 15,2 s bei 25 °C fiir den
Wildtyp und von 0,038 st bei 10 °C auf 0,18 s bei 30 °C fir die G680A-Mutante. Ein
Arrhenius-Diagramm der Temperaturabhdngigkeit der ADP-Dissoziationsrate in Abwesenheit
von Aktin ist in Abbildung 3.2A gezeigt. Lineare Regression der Daten ergab dabei
Aktivierungsenergien von AH* = 94,2 + 3,1 ki-mol™ fiir den Wildtyp und AH* = 54,9 + 7,5
kJ-mol™ fiir GE8OA, somit also einen 2-fachen Unterschied in der Aktivierungsenthalpie von
G680A liber den Wildtyp. In der Gegenwart von Aktin wurde die Geschwindigkeitskonstante
der ADP-Abgabe (kp) durch Analyse der durch das Verdringen von ADP aus dem
erzeugten exponentiellen
Die

in

Akto-Myosin-Komplex, ausgelést durch Zugabe von ATP,
Veranderung der Pyrenfluoreszenz unter gesattigten Bedingungen bestimmt.

Geschwindigkeitskonstante der ADP-Abgabe aus dem Akto-G680A-Komplex war
Anwesenheit von Aktin 10-15-fach beschleunigt, k.4p (20 °C) = 0.99 st wohingegen der
Wildtyp eine 30-fache Beschleunigung, kp (20 °C) = [215 s?, aufwies.’*’ Messung der
Temperaturabhangigkeit von k,p der G680A-Mutante ergab ein &hnliches Verhalten,
verglichen zu dem ohne Aktin, mit einer Aktivierungsenergie, die um etwa 14 kJ-mol™

herabgesetzt war auf AH*=41.3+1.7 kl-mol™ (Abbildung 3.2B).

A T[Tl B T[T
5 T T T T T 9 T T T T T ] 10
1 30 25 20 15 10 |44 2 30 25 20 15 10
4 E
M765-1R ]
3 1 e
24 - 10 04 +actin {1
o 19 ] = g "o,
X 1 o x" 9 P
£ oA 41 IS o
1] G680A 3 2
1 Jo1
2] Jo1 34 . - actin
-3 . E .
44 1 44
325 330 335 340 345 350 355 325 330 335 340 345 350 355
1000/T [KY] 1000/T [KY]
Abbildung 3.2: Arrhenius Diagramm.Z (A) Temperaturabhdngigkeit der ADP-Abgaberate vom Wildtyp (M765-1R) und

G680A in Abwesenheit von Aktin. (B) Vergleich der Temperaturabhangigkeit der ADP-Dissoziationsrate
von G680A in Anwesenheit und Abwesenheit von Aktin.
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Die ADP-Affinitaten (Kp) des Wildtyps und der Mutanten in Abwesenheit von Aktin bei
unterschiedlichen Temperaturen wurden ebenfalls durch Verfolgen der
Tryptophanfluoreszenzéanderung infolge der ATP-induzierten ADP-Verdrdangung aus der
Myosin-Motordomaéne bei verschiedenen ADP-Konzentrationen gemessen. Die erhaltenen
Transienten wurden mittels Anlegen einer exponentiellen Funktion zweiter Ordnung
ausgewertet und die Amplituden der schnellen Phase wurden gegen die ADP-Konzentration
aufgetragen, um die ADP-Affinitaten Kp (20 °C) = 6,6 uM fiir den Wildtyp und Kp (20 °C) = 1,3
UM fiir G680A zu erhalten (Abbildung 3.3). Wie in Abbildung 3.3C zu sehen, wurden die
thermodynamischen Parameter durch lineare Regression der Kp-Werte bei unterschiedlichen
Temperaturen im Van’t-Hoff-Diagramm bestimmt. Die Berechnung der freien Gibbs-Energie
nach der Gleichung AG® = -kgT:In Kp aus den bei einer Temperatur von 20 °C gemessenen
Daten, zeigen nur einen geringen Unterschied in der freien Energie zwischen dem Wildtyp
und der Myosinmutante, AAG® = 4 kJ-mol™ ((110 %). Allerdings konnte ein Unterschied von
etwa 25 % in der Enthalpie AH° beobachtet werden, der durch eine hohe positive
Entropiednderung AS° (auch [25 % Unterschied) kompensiert wird (Tabelle 3.2).

1.2
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=) —
2 107 3
@ & 08
f__U 0.8 %]
S £
- o 06_
& 06 b
- (]
© 8
° (] 4
2 044 k= 0.4
g =
[=5
T 0.2 £ 0.2
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0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 60
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,ll.
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12 .
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14 =
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-154
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Abbildung 3.3: Temperaturabhingigkeit von Ky fir den Wildtyp (M765-1R) und G680A.% (A) Bestimmung der ADP-
Affinitat K, des Wildtyps in Abwesenheit von Aktin bei unterschiedlichen Temperaturen durch Auftragen
der gemessenen Amplituden der schnellen Phase gegen die ADP-Konzentration. (B) Bestimmung der
ADP-Affinitdt K, von G680A in Abwesenheit von Aktin bei unterschiedlichen Temperaturen durch
Auftragen der gemessenen Amplituden der schnellen Phase gegen die ADP-Konzentration. (C) Van’t-
Hoff-Diagramm der Temperaturabhangigkeit von K, des Wildtyps und der G680A-Mutante.

¢ Die in diesem Kapitel gezeigten transienten kinetischen Untersuchungen wurden als Teil einer
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof. M. A. Geeves, Universitat Kent, GroRBbritannien von Dr. Nancy
Adamek durchgefiihrt.
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Die Affinitdt von ADP fir Pyren-markiertes Akto-Myosin (Kap) wurde aus der Inhibition der
ATP-induzierten Dissoziation des Komplexes in Gegenwart von ADP ermittelt. Die
Transienten zeigten einen exponentiellen Verlauf und die gemessenen k,,s-Werte wurden als
Funktion der ATP-Konzentration aufgetragen und die Auswertung durch Anpassen einer
Hyperbel (kops = (Ki[ATP]/1+([ADP]/Kap) an die Daten ergab die ADP-Affinitdten in
Anwesenheit von Aktin (Tabelle 3.2).

¢

Tabelle 3.2: ADP-Affinitaten und thermodynamische Parameter der Wildtyp- und Mutanten-Myosine.
- Aktin Konstrukt Kp (20°C) AG®,0ec AH° AS° -TAS®;0ec
[uM] [k)mol™]  [ki-mol™] [)-K mol™] [kJ-K*-mol™]
Wildtyp 7.5 28.7 65.7 126.3 -36.9
G680A 2 32 84.0 175.4 -51.6
+ Aktin Konstrukt Kap (20°C) AG®,0ec AH° AS° -TAS®50ec
[uM] [k)mol™]  [ki-mol™] [)-K mol™] [kJ-K*-mol™]
Wildtyp 243 20.3 11.2 -34.9 10.2
G680A 0.5 35.3 30.3 -10.0 2.9

Keine wesentliche Veranderung von Kap bei unterschiedlichen Temperaturen konnte fiir den
Wildtyp beobachtet werden, wohingegen die G680A-Mutante eine etwa 100-fach hdhere
Affinitat fuar ADP als der Wildtyp zeigte, mit einer leichten Temperaturabhangigkeit
(Abbildung 3.4). Die Enthalpie- AH® und Entropie- AS®° Anderungen der Mutanten waren ca.
3-fach hoher als die des Wildtyps (Abbildung 3.4C). Nach Zugabe von Aktin wurde fiir den
Wildtyp eine Absenkung von mehr als 8 kl-mol™ der freien Energie AG® beobachtet, aber ein
Anstieg von 3 klJ-mol™ fiir GE80A. Demzufolge nimmt die Affinitat des Wildtyps fiir ADP nach
Zugabe von Aktin rapide ab, wahrend sie weitaus weniger betroffen ist in der G680A-
Mutante (Tabelle 3.2).
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Abbildung 3.4: Temperaturabhangigkeit von K,p des Wildtyps und der G680A-Mutante.t (A) Bestimmung der ADP-
Affinitdt K,p des Wildtyps (M765-1R) in Anwesenheit von Aktin durch Verfolgen der
Pyrenfluoreszenzanderung mit der Zeit bei verschiedenen Temperaturen und ADP-Konzentrationen. (B)
Bestimmung der ADP-Affinitdt K,p der G680A-Mutante in Gegenwart von Aktin bei unterschiedlichen
Temperaturen. (C) Van’t-Hoff-Diagramm der Temperaturabhangigkeit von K,p flir den Wildtyp und
G680A in Anwesenheit von Aktin zur Bestimmung der thermodynamischen Parameter.

3.1.2 Strukturelle Auswirkung der G680-Mutation

Rontgenkristallstrukturen der G680A (PDB Code: 2YOR) und G680V (PDB Code: 2Y9E)
Mutanten in der Abwesenheit eines Nukleotids, sowie G680A im Komplex mit ADP (PDB
Code: 2Y8I) wurden durch Dampfdiffusion erhalten und mit der Methode des Molekularen
Ersatzes gelost. Die G680A und G680V apo-Strukturen wurden bis zu einer Aufldsung von
2.85 A, bzw. 3.4 A verfeinert. Beide Motordomanenstrukturen im apo-Zustand zeigen eine
hohe Ahnlichkeit zueinander, aber unterscheiden sich deutlich von der zuvor publizierten
Struktur der Nukleotid-freien Dd Wildtyp-Motordoméane (PDB Code: 2AKA). Im Mittelpunkt
der beobachteten Unterschiede steht der getffnete 50 kDa Spalt in den Mutantenstrukturen
und Umlagerungen in den Yy-Phosphatsensoren des aktiven Zentrums, hauptsachlich
Schalter-1 und Schalter-2, was zu einer gedffneten Nukleotidbindungstasche fihrt, mit der
kritischen Salzbriicke zwischen Arg238 (Schalter-1) und Glu459 (Schalter-2) unterbrochen.
Die Relayhelix ist in der gestreckten Konformation und die Konverterdoméne in der down
Position (Abbildung 3.5). Die hohe Ahnlichkeit zu den Kristallstrukturen mit gebundenem
ADP-BeF; (PDB Code: 1IMMD), im Komplex mit ADP (PDB Code: 1IMMA) und verwandten
Strukturen bestatigt, dass die G680-Mutantenstrukturen im apo-Zustand einen post-rigor

70



Ergebnisse

dhnlichen Zustand einnehmen. Dennoch gibt es auch deutliche Unterschiede, in den
Wechselwirkungen der SH1/SH2-Region mit der Relayhelix, sowie dem zentralen B-Faltblatt,
zu bisher veroffentlichten Strukturen im post-rigor Zustand.

Abbildung 3.5: Réntgenkristallstrukturen der G680-Mutanten. (A) Ubersicht der G680A-apo-Motordomanenstruktur.
Strukturelle Merkmale, die den Zustand definieren sind angegeben. (B) Ausschnitt des aktiven Zentrums
aus der G680A-ADP-Komplexstruktur. Das Fehlen von Elektronendichte fiir die y-Phosphatposition ist
deutlich zu erkennen, trotz der Verwendung von ADP und VO3 in den Kristallisationsansatzen. Die
kritische Salzbriicke zwischen Arg238 und Glu459 ist nicht ausgebildet und das aktive Zentrum somit im
geoffneten Zustand. Die Elektronendichtekarten wurden ohne Nukleotid berechnet. (C) Struktur der
reaktiven Thiolregion in G680V. Die Elektronendichten zeigen die 2F,-F. Karten, konturiert bei 1 0.

Der post-rigor Zustand, der nach der Definition dem stark an Aktin gebundenen rigor
Zustand folgt, wird durch die Bindung von ATP an die Myosin-Motordomane eingeleitet und
zeichnet sich durch einen offenen 50 kDa Spalt, Schalter-2 in der gedffneten Konformation,
mit der nicht ausgebildeten kritischen Salzbriicke zwischen Arg238 und Glu459, dem
zentralen B-Faltblatt nicht verdreht, einer gestreckten Relayhelix und dem Konverter, sowie
Hebelarm in der down Position, aus. Verfligbare Rontgenkristallstrukturen der Dd Myosin-2
Motordomane im post-rigor Zustand zeigen ein umfassendes Wasserstoffbriickennetzwerk
der reaktiven Thiolregion mit der Relayhelix und dem zentralen B-Faltblatt, das sich um die
SH1/SH2-Verbindungsschleife ballt, in der sich G680 befindet (Abbildung 3.6).
Wechselwirkungen zwischen der Thiolregion und dem dritten Strang (B3) des
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SH1/SH2
/ und

siebenstrangigen B-Faltblattes umfassen Wasserstoffbriicken zwischen Glu675
Hauptkettenatomen von le657°%, sowie eine direkte Wasserstoffbriicke zwischen
Asn67915H2 ng Arg654'33 und ein Wassernetzwerk, das die SH1/SH2-Region Uber die
Aminosiuren Arg654%, Cys655°, GIu675°"*"2 und Asn679°"/*"? an das zentrale B-Faltblatt
koppelt. Des Weiteren sind Wasserstoffbriicken zwischen Glu479%"™ ynd Arg654% eine
wasservermittelte  Wechselwirkung ~ zwischen — Glu479Reheix = agpggaRelavhelx 4
GIu683SH1/SH2, sowie eine wasservermittelte Interaktion zwischen der
Hauptkettencarbonylgruppe von Leu478%@e™ ynd Arg654°® ausgebildet. Letztere
Wechselwirkungen ermoglichen die Kommunikation der langen Relayhelix der L50 kDa
Domane zur SH1/SH2-Region und dem zentralen B-Faltblatt. Im Gegensatz dazu sind die
meisten dieser Interaktionen zwischen der reaktiven Thiolregion und der Relayhelix, bzw.
dem zentralen B-Faltblatt in den Strukturen der G680-Mutanten gestort. Die EinfUhrung
einer aliphatischen Seitenkette durch Alanin oder Valin in Position 680 fiihrt zu einer
Verschiebung der reaktiven Thiolregion etwa 2-3 A weg von der Relayhelix, mit einer
mittleren quadratischen Abweichung (RMSD; engl., root mean square deviation) von etwa
2,2-2,7 A.

A
B R654  ces5._ 1657 B3 R654  ce55_ 1657
7 ] ! T
...... s 26 b4
28 26 277 ) o D
relay " aers j
helix Ty SH2 R Q6785110
\ \NS >
4
Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Wechselwirkungen, die die reaktive Thiolregion an die umgebenden
Strukturelemente koppelt. (A) Wechselwirkungen im Wildtyp. (B) Wechselwirkungen in den G680-

Mutanten.

Zusatzlich zu den apo-Strukturen wurde eine Rontgenkristallstruktur der G680A-Mutante im
Komplex mit einem Nukleotid bis zu einer Auflésung von 3.13 A geldst. Um die Myosin-
Motordomaéane im pre-power stroke Zustand zu kristallisieren, sollte das Nukleotidanalogon
ADP-VO; in den Kristallisationsansatzen verwendet werden. Dennoch konnte, trotz der
Verwendung von 2 mM ADP und 2 mM VOs; wahrend der Kristallisation, keine
Elektronendichte fiir das y-Phosphat-nachahmende VOs-Anion in der Nukleotidbindungs-
tasche gefunden werden (Abbildung 3.5B). Darlber hinaus zeigt die G680A-ADP-
Komplexstruktur die Myosin-Motordomaéne in einem dhnlichen post-rigor Zustand, der auch
fur die Nukleotid-freien Mutantenstrukturen beobachtet wurde. Die P-Schleife, Schalter-1
und Schalter-2 wurden in Positionen gefunden, die eine offene Nukleotidbindungstasche
erzeugen. Der grof3e 50 kDa Spalt ist gedffnet und die Relayhelix nicht abgeknickt, wodurch
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der Konverter und Hebelarm in der down Position verbleiben. Allerdings wurden schon
vorher Wildtyp Dd Myosin-2 Motordomdnenkonstrukte im Komplex mit ADP erhalten, die

unter kristallographischen Bedingungen einen post-rigor Zustand einnehmen.*>*

Analyse der
normalisierten kristallographischen B-Faktoren zeigt eine Erniedrigung der thermischen
Mobilitat bestimmter Teile der Motordomane in den Mutantenstrukturen, einschliefRlich des
grofRten Teils der L50 kDa Domane, insbesondere der Relayhelix und Schalter-2 (Abbildung
3.7). Dieser Kuhlungseffekt ist weitaus deutlicher in der G680V-Mutante ausgebildet, was
auch mit einer starkeren Stoérung der Myosinfunktion in dieser Mutante gegeniiber G680A

korreliert.
3.1.3 Dynamische Untersuchung der G680-Mutation

Zur Untersuchung der dynamischen Eigenschaften und des Einflusses der G680-Mutation auf
die Dynamik der Myosin-Motordomane wurden Molekiildynamik-Simulationen (MD) mit
dem Programmpaket Gromacs 4.0'** und dem OPLS all-atom Kraftfeld'*® durchgefihrt. Die
Simulationen fanden in explizitem Lésemittel unter Verwendung des TIP4P Wassermodells'>®
statt. Als Startkoordinaten dienten die gelosten Rontgenstrukturen der G680A- und G680V-
Mutanten. Fir die Simulationen des Wildtyps wurden die Koordinaten der Dd Myosin-2
Motordoméne im rigor Zustand (PDB Code: 2AKA) verwendet. Die MD-Simulationen wurden
in einem NpT Ensemble bei einer Temperatur von 300 K (Berendsen Warmebad) und einem
Druck von 1 bar (Parrinello-Rahman Druckkopplung) ausgefiihrt. Weitreichende
elektrostatische Wechselwirkungen wurden mittels der particle-mesh Ewald**® Methode
beschrieben, wohingegen kurzreichende van-der-Waals- und Coulomb-Krafte durch 14 A,
bzw. 10 A cutoffs beriicksichtigt wurden. Ein 2 fs Zeitintervall fiir die Integration wurde
wahrend der MD-Simulationen gewahlt und alle Bindungslangen wurden durch den LINCS
Algorithmus®’ reguliert. Nach einer anfinglichen Energieminimierung der Strukturen mit
dem steepest descent Algorithmus bis zu einer Kraft von 1000 kJ-mol*-nm™ wurden die
Koordinaten zusatzlich mit der Methode des konjugierten Gradienten (conjugate gradient)
bis zu einer endgiltigen Kraft von <10 ki-mol™*-nm™ optimiert. Die Wassermolekiile wurden
Uber einen Zeitraum von 100 ps equilibriert, wonach eine Equilibrierung des gesamten
Systems fiir etwa 4 ns durchgefihrt wurde. In dieser Zeit erreichte die RMSD der
Hauptkettenatome ein Plateau und die Produktionsldufe wurden gestartet. Analyse der 100
ns Trajektorien ergaben eine Bewegung der U50 kDa und L50 kDa Domanen aufeinander zu,
was zu einem SchlieBen des 50 kDa Spaltes in der Myosin-Motordomadne der G680-
Mutanten fuhrte (Abbildung 3.8A). Das SchlieRen des Spaltes wurde zum grofRten Teil durch
eine Rotationsbewegung der U50 kDa Domane um etwa 6-8 A erreicht. Verbunden damit
konnte eine Umlagerung von [7 A von Schalter-1 in Richtung Schalter-2 im aktiven Zentrum
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu, blieb die Konformation von Schalter-2 relativ stabil
Uber die Simulationszeit und fluktuierte nur wenig um ihre ge6ffnete Position.
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Abbildung 3.7: Analyse der Fluktuationen und internen Mobilitdt in den Wildtyp- und Mutanten-Myosinen.

(A) Diagramm der normalisierten kristallographischen B-Faktoren aufgetragen gegen die
Aminosaurereste des Wildtyps (Blau), G680A (Rot) und G680V (Griin). Eine Reduzierung der B-Faktoren
in der L50 kDa Domane, der Relayhelix und Schalter-2 ist deutlich zu sehen. (B) Histogramm von AB
(Wildtyp — G680A). (C) Histogramm von AB (Wildtyp — G680V). Der Effekt ist unverkennbar héher in der
G680V-Mutante. (D) Darstellung des ersten Eigenvektors, erhalten durch Hauptkomponentenanalyse
der MD-Trajektorien und aufgetragen als Verschiebungsvektoren der C,-Atome von G680A. Das Protein
ist als Schleifenmodell dargestellt. Sowohl die Realyhelix, als auch Schalter-2 zeigen kaum Mobilitat.
(E) Vergleich der mittleren quadratischen Fluktuationen (RMSF) des Wildtyps (Blau) und von G680A
(Grlin), berechnet aus den MD-Simulationen.

Zur ldentifizierung von umfangreichen kollektiven atomaren Fluktuationen in der Myosin-

Motordomane wurde eine Hauptkomponentenanalyse (PCA; engl., principal component
analysis) der Trajektorien durchgefiihrt. PCA basiert auf der Berechnung der Kovarianzmatrix
kollektiver Atombewegungen und Diagonalisierung der Kovarianzmatrix liefert eine Matrix

von Eigenvektoren und ein Set von Eigenwerten. Eine Projizierung der Eigenvektoren auf die
G680A-Mutantenstruktur ist in Abbildung 3.7D gezeigt. Die atomaren Fluktuationen um die
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reaktive Thiolregion, einschlieflich der Relayhelix und Schalter-2, sind deutlich herabgesetzt.
Die Diagonale der Kovarianzmatrix stellt die mittleren quadratischen Fluktuationen (RMSF;
engl., root mean square fluctuations) des Systems dar. Abbildung 3.7E zeigt einen Vergleich
der RMSF der Mutanten-Motordomane gegen den Wildtyp. Die Ergebnisse zeigen eine gute
Ubereinstimmung mit der kristallographischen B-Faktor-Analyse und deuten auf eine
Reduzierung der internen Flexibilitat der Myosin-Motordomdne durch die G680-Mutation.

Zusatzlich wurden in silico Mutationen der Wildtyp Dd Myosin-2 Motordomane zu G680A,
bzw. G680V durchgefiihrt, um den Einfluss der Mutation auf die reaktive Thiolregion zu
untersuchen. Das mutierte System wurde vor den 100 ns MD Simulationen wie oben
beschrieben energieminimiert und equilibriert. Entlang der Simulationen bewegte sich die
SH1/SH2-Verbindungsschleife weg von der Relayhelix und erreichte die endgiltige Position
etwa 2-3 A entfernt von der Ausgangsposition nach [50 ns Simulationszeit (Abbildung 3.8B).
Die Verschiebung des N-terminalen Abschnitts der SH2-Helix war weitaus starker, als die des
C-terminalen Teils. Die Verrickung der reaktiven Thiolregion war deutlich ausgepragter im
Falle der Einfihrung der G680V-Mutation.

Relay-
helix reaktive Thiol-
region

Abbildung 3.8: Momentaufnahmen der MD-Simulationen bei 300 K. (A) Die U50 kDa Domane der G680A-Mutante
vollfiihrt eine Rotationsbewegung entlang der Trajektorie um den 50 kDa Spalt in der Myosin-
Motordomane zu schlieBen. Schalter-1 dndert seine Konformation maRgeblich, wahrend die Position
von Schalter-2 stabil bleibt. (B) Die reaktive Thiolregion bewegt sich deutlich weg von der Relayhelix
wahrend der 100 ns in silico mutierten Myosin-MD-Simulationen. Die Start- und Endpositionen sind in
Weil, bzw. Schwarz angezeigt. Intermedidre Strukturen entlang der Trajektorie sind in Grau gegeben
und die Verschiebungen durch rote Pfeile angedeutet.
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3.2 Untersuchung von Dd Myosin-2 Effektoren

3.2.1 Struktur-Aktivitatsbeziehung halogenierter Pseudiline

Halogenierte Pseudiline (2-Phenylpyrrole) gehéren zu den antibiotischen Naturstoffen und
wurden zuerst aus den marinen Bakterien der Gattung Chromobacterium, und Pseudomonas
bromoutilis und Alteromonas Iuteoviolaceus isoliert. Sie besitzen antiproliferative,
antimikrobielle und phytotoxische Aktivitdten und zeigen eine hemmende Wirkung auf

158-160

humane 12- und 15-Lipoxygenasen, sowie Leberesterase. Verschiedene Synthesewege

158,161-163 (.- .
’ Fir die

wurden bereits fir die Totalsynthese halogenierter Pseudiline beschrieben.
Darstellung der in dieser Arbeit verwendeten halogenierten Pseudiline wurde eine Silber(l)-
katalysierte, oxidative Cyclisierung von Homopropargylaminen zu 2-arylsubstituerten
Pyrrolen verwendet und in der Arbeitsgruppe von Prof. H.-J. Kndlker, Technische Universitat

Dresden durchgefihrt.*®*

Hinweise auf eine mogliche inhibitorische Wirksamkeit
halogenierter Pseudiline wurden zunachst in einem kolorimetrischen Priifverfahren,
basierend auf einem Malachitgriin-gekoppelten Testsystems, einer Substanzbibliothek
gewonnen.165 Pentabrompseudilin (PBP) (25) zeigte dabei die hochste Aktivitdat und hemmte
in nachfolgenden funktionalen Experimenten myosinabhangige Prozesse. Kinetische steady
state ATPase-Messungen in der Gegenwart von F-Aktin, unter Verwendung verschiedener
Myosinisoformen ergaben eine Praferenz des PBPs zur Hemmung von Klasse-5 Myosinen
uber Mitgliedern der Klassen 1 und 2. Die hochste Affinitdt und geringste halbmaximale
inhibitorische Konzentration (ICso) von etwa 1,2 uM wurde fir das Myosin-5a aus Huhn
beobachtet. Im Gegensatz dazu, zeigte das fiinffach chlorierte Derivat Pentachlorpseudilin
(PCIP) (29) in begleitenden Studien und Zusammenarbeit mit anderen Institutsmitgliedern
eine vollig andere Spezifitdt, mit der hochsten inhibitorischen Starke auf Klasse 1 Myosine
(ICso = 1,0 uM fiir Dd Myosin-1b) und nur einen ICso-Wert von etwa 100 uM auf Myosine der
Klassen 2 und 5. Die kristallographische Analyse der PBP- und PCIP- Dd Myosin-2 Komplexe
deckten eine zuvor unbekannte allosterische Bindungstasche in der Myosin-Motordomane
auf, die sich nahe der Aktinbindungsregion befindet, etwa 7,5 A entfernt von der
Blebbistatin-Bindungsstelle und 16 A entfernt vom aktiven Zentrum (PDB Codes: 2JHR und
2XEL). Trotz der betrachtlichen Menge an kinetischen, mechanischen und strukturellen
Daten zur Hemmung der Myosin-Aktivitdt durch PBP und PCIP bleiben die Details, wie die
halogenierten Pseudiline wirken ungelost. Aus diesem Grund wurden umfangreiche
Struktur-Aktivitatsstudien (SAR; engl., structure-activity relationship) von 11 ausgewahlten
Pseudilinderivaten durchgefiihrt. Die Verbindungen sind untereinander sehr dhnlich, aber
unterscheiden sich in der Art der Substituenten an den Phenol- und Pyrrolringen. Sowohl
bromierte als auch chlorierte Verbindungen, sowie Pseudiline mit gemischter Substitution
wurden verwendet. Des Weiteren sind einige der Substanzen an der Hydroxylgruppe oder an
der Aminogruppe des Pyrrolrings methyliert (Tabelle 3.3). Die Kombination aus statischen
kristallographischen Ansdtzen und kinetischen Experimenten in Verbindung mit
dynamischen Computersimulationen liefern Einsicht in den Mechanismus, der fiir die
Inhibition der Myosin-Motoraktivitat durch halogenierte Pseudiline verantwortlich ist.
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Tabelle 3.3: Hemmung der Myosin ATPase-Aktivitat durch die halogenierten Pseudiline.
Y —— Verbindungen R' R R* R* ICso [MM]
e o 23 H H H H kein Effekt
24 H H Me H kein Effekt
25 Br Br H H 244+15
26 Br Br Me H 91.9+1.2
27 Br  Br H Me 1254+75
28 H Br Me H 182.2+144
33 Cl  Br H H 47.2+3.2
29 cl d H H 126.3+21.0
30 Cl Ccl Me H 2745+%16.5
R':R?:Br>Cl>H BiIduirgei\?o/:r;r/]\i/gcs)greﬁt%iféggcken 31 cH Me H n/a
= e 32 H o Me H n/a

3.2.1.1 Strukturelle Analyse

Die Kristallstrukturen der Komplexe von Dd Myosin-2 mit den Liganden 25 und 29 (PDB
Codes: 2JHR und 2XEL) im post-recovery stroke Zustand (Anmerkung: in der Literatur wird
hier auch oft vom pre-power stroke Zustand gesprochen) wurden in begleitenden Studien
durch Zusammenarbeit mit anderen Mitgliedern des Arbeitskreises gelést und deckten eine
vollig neue allosterische Bindungstasche in der Myosin-Motordoméane auf. Die von den
Pseudilinen bevorzugte Bindungstasche ist, wie zuvor beschrieben, etwa 16 A von der
Nukleotidbindungstasche entfernt, in der Nahe der Aktinbindungsregion an der Spitze des 50
kDa Spaltes. Die Tasche besitzt Offnungen zum AuBeren des Proteins, sowie zur 50 kDa
Spalte, die die U50 kDa und L50 kDa Domédnen im Myosinkopf unterteilt. Trotz der
konservierten Bindungsstelle wurden die Pseudiline 25 und 29 in abweichenden
Bindungskonformationen vorgefunden und beteiligen sich an unterschiedlichen
Wechselwirkungen zum Protein.

Um den Bindungsmodus halogenierter Pseudiline mit gemischter Substitution aufzuklaren
und einen Vergleich der Bindungsverhalten verschiedener Pseudiline zu erméglichen, wurde
der terndre Komplex, gebildet aus der Dd Myosin-2 Motordomadne, Adenosindiphosphat-
meta-Vanadat (ADP-VOs3) und 2,4-Dichlor-6-(3,4,5-tribrom-1H-pyrrol-2-yl)phenol oder
Tribromdichlorpseudilin (TBDCIP) (33), kristallisiert. Zusatzlich wurde der Komplex von Dd
Myosin-2 mit PBP (25) in Anwesenheit von ADP-VO, gelost, um den Einfluss des
Nukleotidzustandes auf die Bindung der Pseudiline zu untersuchen. Die Komplex-
kristallstrukturen wurden mittels Molekularen Ersatzes bis zu einer Auflésung von 2.4 A (Dd
Myosin-2-33-ADP-VO;; PDB Code: 2X08), bzw. 3.0 A (Dd Myosin-2-25-ADP-VO,) gelst.
Verbindung 33 bindet an die gleiche Bindungsstelle, die zuerst mit PBP (25) und auch fir
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PCIP (29) entdeckt wurde, allerdings in einer deutlich anderen Art und Weise als die vorher
beobachteten Bindungsmuster. Die Phenol- und Pyrrolringe von 33 und 29 nehmen beide
die anti-Konformation ein, wahrend Verbindung 25 in der syn-Konformation, sowohl in der
Komplexstruktur mit meta-Vanadat, als auch mit ortho-Vanadat, gefunden wurde. In der
neuen Komplexstruktur von Myosin-2 mit Substanz 33 werden Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen der Hydroxylgruppe des Phenolrings und Arg428, sowie zwischen der
Aminogruppe des Pyrrolrings und Lys265 ausgebildet (Abbildung 3.9). Verschiedenste
Wechselwirkungen, sowohl polarer, als auch hydrophober Natur, werden zwischen den
Halogenen des Pseudilins und Proteinseitenketten beobachtet.

Pseudilin 33

Abbildung 3.9: Rontgenkristallstruktur der Dd Myosin-2 Motordoméane im Komplex mit Inhibitor 33 und ADP-VO;. (A)
Ubersicht des verfeinerten Modells der Réntgenstruktur als Banderdarstellung. (B) Bindungsmodus und
Wechselwirkungsmuster von Pseudilin 33 in der Myosinbindungstasche. (C) Ausschnitt der composite
2F,-F. Elektronendichtekarte, berechnet ohne Anwesenheit des Inhibitors und konturiert bei 1,0 C.

Im Gegensatz dazu ist Arg428 nicht an direkten Wasserstoffbriicken, weder zur
Hydroxylgruppe, noch zur freien Aminogruppe, in den Strukturen von 25 und 29 beteiligt. In
diesen Strukturen interagiert Arg428 mit dem aromatischen Phenolring der Pseudiline.
Lys265 ist in allen drei Fallen an Wasserstoffbriickenbindungen entweder zur OH- oder NH-
Gruppe der Verbindungen beteiligt und scheint von aullerordentlicher Bedeutung. Dieser
Umstand wird besonders offenkundig beim Vergleich der Pseudilinkomplexstrukturen mit
der Wildtyp-Rontgenstruktur ohne gebundenen Inhibitor im gleichen Zustand (PDB Code:
2119). Die Konformation dieser Seitenkette weicht zwischen den Strukturen bis zu [B,2 A

voneinander ab, mit einer mittleren quadratischen Abweichung (RMSD) von bis zu 1,04 A%
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Ein weiteres konserviertes Merkmal der Bindungsmodi der verschiedenen Pseudiline ist die
Anwesenheit eines geordneten Zweiwasserclusters, welches die Wechselwirkung der
Inhibitoren zum Motorprotein vermittelt. Diese Wassermolekiile werden vorrangig durch die
Aminosadurereste Ala420, Asp590 und Pro591 in Position gehalten. Ein Vergleich der Position
der Verbindung 33 mit gemischter Halogensubstitution und Inhibitor 25 zeigt eine
Verschiebung von 1,0-1,3 A des Pyrrolrings, wohingegen die Phenolringe einen Versatz von
[2,5 A und eine Rotation um [1180° gegeneinander aufweisen. Ligand 29 ist , im Vergleich zu
33, um etwa 3,0-3,4 A in Richtung von Schleife 2 verschoben und um anndhernd 180° rotiert
(Abbildung 3.10). Eine Reihe von kleineren Anpassungen der Aminosduren in der
Bindungstasche wird zusatzlich beobachtet, als Ergebnis der Komplexbildung.

Abbildung 3.10:  (A) Darstellung der verschiedenen Offnungen und Tunnel (Hellgriin, transparente Oberflichen-
darstellung) der Pseudilinbindungstasche, die zum AuReren des Proteins fiihren. Berechnet mit Caver.'®®
(B) Die verschiedenen Bindungsorientierungen der Pseudiline, die in den Rontgenkristallstrukturen
beobachtet wurden. Farbcode der Liganden: Kohlenstoff: Oliv = Inhibitor 25, WeiR = Inhibitor 33, Orange
= Inhibitor 29; Stickstoff = Blau; Sauerstoff = Rot; Chlor = Griin und Brom = Braun.
In der Kristallstruktur von PBP (25) im Ubergangszustand der ATP-Hydrolysereaktion von
Myosin (pre-power stroke Zustand), erzeugt durch die Verwendung des Nukleotidanalogons
ADP-VO, in den Kristallisationsansdatzen, nimmt das Pseudilin 25 die gleiche Bindungs-
konformation ein, wie in der zuvor gel6sten Struktur in Anwesenheit von ADP-VO3; (PDB
Code: 2JHR). Die Kristallstruktur wurde, wie oben beschrieben, bis zu einer Auflésung von
3,0 A verfeinert. Die Elektronendichten fiir 25 sowie das Nukleotidanalogon ADP-VO, waren

dabei eindeutig (Abbildung 3.11).
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B

Abbildung 3.11:  Ausschnitte der 2F,-F. Elektronendichtekarten der Komplexstruktur von Dd Myosin-2 mit ADP-VO, und
PBP (25). (A) Elektronendichte von Pseudilin 25 in der allosterischen Bindungstasche.
(B) Elektronendichte fiir das Nukleotidanalogon ADP-VO, im aktiven Zentrum.

Nichtsdestotrotz, konnte ein leichter Versatz in der Bindungsposition von 25 in den beiden
Strukturen beobachtet werden. Der Phenolring des Pseudilins ist um etwa 1,2 A verschoben.
Die Wechselwirkungen zwischen PBP und Myosinseitenketten in der Bindungstasche bleiben
aber trotz dieser Verschiebung bestehen (Abbildung 3.12).

Abbildung 3.12:  (A) Bindungsmodus und ausgebildete Wechselwirkung von Pseudilin 25 in der Komplexstruktur mit Dd
Myosin-2 und ADP-VO,. (B) Vergleich der beobachteten Bindungspositionen von Pseudilin 25 in den
Komplexstrukturen von Myosin-2 mit ADP-VO; (Dunkelgrau, PDB Code: 2JHR) und ADP-VO, (Oliv).
Deutlich zu erkennen ist der leichte Versatz in der Bindungsposition von 25 in den beiden Strukturen.

Um mehr Informationen {iber den Mechanismus der allosterischen Hemmung durch

halogenierte Pseudiline zu erhalten und das Affinitats- und Spezifitdtsverhalten gegeniiber

unterschiedlichen Myosinisoformen zu rationalisieren, wurden die elektrostatischen und
hydrophoben Eigenschaften der Bindungstasche analysiert. Durch Losen der Poisson-

Boltzmann-Gleichung mit dem Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS)™’

, wurde die
Elektrostatik der kristallographisch definierten Tasche bestimmt. Die Innenseite der
Bindungstasche weist eine Anzahl polarer Ballungspunkte (hot spots) auf, die an direkten
Wasserstoffbriickenbindungen zu den Pseudilininhibitoren beteiligt sind. Allerdings kénnen

auch grolRe Ansammlungen hydrophober Reste oder Flachen, die signifikant zur Bindung der
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Inhibitoren beitragen und somit zur Entfaltung des inhibitorischen Effekts, ausgemacht

werden. Die Halogensubstituenten der Liganden sind in diesen grofRen unpolaren Gebieten
eingebettet und wechselwirken durch hydrophobe Krafte mit dem Protein (Abbildung 3.13).

Abbildung 3.13:

Darstellung der Eigenschaften der Myosinbindungstasche. Die linke Spalte zeigt das elektrostatische
Potential aufgetragen auf die molekulare Oberfldche der Dd Myosin-2 Bindungstasche, wie sie in den
Rontgenkristallstrukturen beobachtet werden kann. Polare Regionen im hinteren Teil und der vorderen
rechten Partie der Tasche sind an Wasserstoffbriickenbindungen mit den Pseudilinen beteiligt. Die
rechte Spalte zeigt die hydrophoben Bereiche der gleichen Taschen. Farbcode: WeiR = hydrophob,
Blau = hydrophil. Deutlich zu erkennen sind die grofen hydrophoben Ballungsflichen in der
Bindungstasche und die unterschiedliche Einbettung der Halogensubstituenten der verschiedenen
Pseudiline.
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Ein Vergleich der kristallographischen B-Faktoren der gebundenen und ungebundenen
Formen deuten auf eine Abnahme der globalen Mobilitat der Myosin-Motordomane in der
Gegenwart der Inhibitoren. Die Quantitdt der Erniedrigung der Proteinflexibilitat korreliert
mit der hemmenden Wirksamkeit der kleinen Substanzen (Abbildung 3.14). Grundsatzlich
zeigt der kristallographische B-Faktor die Hohe der atomaren Abweichung um eine mittlere
Position und erlaubt somit eine Abschatzung der relativen Mobilitat verschiedener Teile des
Proteins. Die Differenzbildung der normalisierten B-Faktoren der Inhibitor-freien Struktur
und der entsprechenden Strukturen mit gebundenem Inhibitor weisen auf eine globale
Erniedrigung der Flexibilitat oder eines , Abkiihlens” des grofRten Teils der Motordoméne

etwa bis zur Relayschleifenregion hin.
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Abbildung 3.14:  Diagramm der normalisierten kristallographischen B-Faktoren, als AB = Byngebunden — Bgebunden- FUr die
gebundenen Strukturen wurden benutzt, von oben nach unten: 2JHR (Pseudilin 25), 2X08 (Pseudilin 33)
und 2XEL (Pseudilin 29). 2JJ9 diente als ungebundene Struktur.
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Ein schematischer Vergleich der in den Rontgenstrukturen gefundenen Wechselwirkungen
zwischen den halogenierten Pseudilinen 25, 29 und 33 mit dem Myosinmotor ist in
Abbildung 3.15 dargestellt.
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Abbildung 3.15:  Schematische Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Dd Myosin-2 und den drei kristallographisch
untersuchten halogenierten Pseudilinen (von links nach rechts: Pseudilin 25, 33, 29).

3.2.1.2 Struktur-Aktivitatsbeziehung

Messungen der Aktin-aktivierten ATPase-Funktion von Dd Myosin-2 wurden durchgefiihrt,
um die hemmende Aktivitat der 11 Pseudiline zu bestimmen (Tabelle 3.3). Generell zeigten
Verbindungen mit Bromsubstituenten einen hoheren Effekt als solche mit Chlorsubstitution.
Eine verringerte Anzahl an Halogensubstituenten fuhrte zu einer Abnahme und schlief3lich
zum vollstandigen Verlust der Aktivitat. Nicht-halogenierte Substanzen zeigten lUberhaupt
keinen Effekt. Die starkste Hemmung von Dd Myosin-2 wurde fiir Pseudilin 25 ermittelt, mit
einem ICsg von 24,4 + 1,5 pM. Der Ubergang vom fiinffach bromierten zum pentachlorierten
Pseudilin ist mit einer etwa 5-fachen Erhhung des I1Csq verbunden. Im Vergleich dazu erhéht
das Ersetzen der Bromsubstituenten zu Chlorsubstituenten nur am Phenolring den IC5g etwa
um das 1,9-fache. Diese Ergebnisse passen zum generellen Trend des Einflusses der
Halogensubstitution auf die inhibitorische Aktivitdt der Pseudiline: Brom (Br) > Chlor (Cl) >
Wasserstoff (H). Methylierung der Hydroxygruppe am Phenolring zum entsprechenden
Methylether lduft in beiden Fallen, komplett bromiert (25) oder chloriert (29), auf einen
betrdchtlichen Verlust der Wirksamkeit hinaus ((B,7-fach, bzw. 2,2-fach). Ebenso reduziert
die Methylierung der Aminogruppe des Pyrrolrings von Inhibitor 25 zu Verbindung 27 die
hemmende Aktivitdt der Pseudiline um etwa das 5,1-fache. Der Einfluss der partiellen
Halogenierung wurde mit Verbindung 28 abgeschatzt, bei der nur der Pyrrolring mit
Bromsubstituenten ausgestattet ist, und ergibt eine 1,7-fache Abnahme der Aktivitat (AlCsg
(28 - 25) / ICsq (26)). Der entsprechende Effekt des Chlorderivates 31 konnte aufgrund von
Loslichkeitsbeschrankungen des Pseudilins im verwendeten Konzentrationsbereich nicht
bestimmt werden. Innerhalb des zugénglichen Konzentrationsbereichs wurde kein
offensichtlicher Effekt der Verbindungen 23 und 24 beobachtet, wohingegen der 1Csg von 31
und 32 in dem zuganglichen Konzentrationsbereich nicht bestimmt werden konnte. Im
Vergleich zum pentabromierten Pseudilin 25, das eine erhdhte Wirksamkeit auf Myosine der
Klasse 5 zeigt mit einem ICso von 1,2 uM gegen Gg Myosin-5a und dem pentachlorierten
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Derivat 29, welches eine Selektivitdt gegen Klasse 1 Myosin aufweist, mit einem ICsq von 1,0
UM gegen Dd Myosin-1b, wurden fiir das hybride Pseudilin 33 mit gemischter Substitution
relativ ahnliche 1Cso-Werte um die 40 uM gegen Myosinisoformen der Klassen 1, 2 und 5
beobachtet (Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.16: Inhibition der Aktin-aktivierten ATPase verschiedener Mpyosinisoformen durch TBDCIP (33) bei
unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen. Die drei gezeigten Isoformen sind: Dd Myosin-2 (Rot, m), Dd
Myosin-le (Blau, o) und Dd Myosin-5b (Schwarz, A). Pseudilin 33 zeigt keine deutliche Praferenz
gegenuber einer dieser Isoformen.

3.2.1.3 Molekiildynamik

Um das dynamische Verhalten der Pseudilininhibitoren in vollstandig solvatisiertem Protein
zu untersuchen (Myosin-Motordoméane, Aminosauren 2-755) wurden MD-Simulationen mit
dem Gromacs Softwarepacket unter Verwendung des OPLS all-atom Kraftfeldes
durchgefihrt. Der grundsatzliche Ablauf und die verwendeten Parameter waren dieselben
wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben. Als Startkoordinaten dienten die Rontgenkristallstrukturen
der Dd Myosin-2 Motordomanen im Komplex mit den drei halogenierten Pseudilinen. Fiir die
bromierten Pseudiline wurde der Inhibitor in der Struktur mit gebundenem PBP (25) durch
das jeweilige Pseudilin ersetzt (PDB Code: 2JHR). Im Falle der chlorierten Derivate wurde die
PCIP (29) Struktur (PDB Code: 2XEL) und fir das gemischt substituierte Pseudilin die TBDCIP
(33) Struktur (PDB Code: 2X08) verwendet und das jeweilige Substitutionsmuster in silico
erzeugt. Die Strukturen wurden, wie in Kapitel 3.1.3 fiir die G680-Mutanten beschrieben,
energieminimiert und equilibriert. Die Gesamtlange der einzelnen MD-Simulationen, die zur
Auswertung verwendet wurden, betrug 35 ns.
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Tabelle 3.4: Vergleich der experimentellen Aktivitdten und der berechneten freien Bindungsenergien.
Verbindungen 1Cso [UM] AGging [k)-mol™
25 24.4 -19.57
33 47.2 -18.39
26 77.6 -14.59
27 1254 -12.64
29 126.3 -12.45
32 182.2 -10.72
30 274.5 -5.95

Zur Bestimmung der Bindungsaffinitaten der untersuchten Reihe halogenierter Pseudiline
gegenlber Myosin-2 aus den MD-Simulationen und um die Ergebnisse der Computer-
berechnungen mit den experimentell bestimmten ICso-Werten zu vergleichen, wurden die
freien Bindungsenergien AGg;nq mittels der linear interaction energy (LIE) Methode ermittelt.
Bei der LIE-Formulierung wird die freie Bindungsenergie durch Evaluierung der nicht-
gebundenen Energieterme, van-der-Waals und Elektrostatikterme, der Liganden im Komplex
mit dem Zielprotein (gebunden) und in Losung (frei) entlang der Simulationstrajektorie nach
Gleichung (3.1) berechnet.

AGBind = a((Vlzi‘W)gebunden - (Vlziw)frei) + ﬁ((vle—ls)gebunden - (Vle—ls)frei) (3-1)

Als Skalierungsfaktoren wurden a = 0,18 und B = 0,50 fir die Berechnung der freien
Bindungsenergien der Pseudiline benutzt. Die in silico Affinitdten zeigen eine gute
Ubereinstimmung mit den experimentellen inhibitorischen Aktivititen und validieren die
Gute der MD-Simulationen (Abbildung 3.17 und Tabelle 3.4).

AG,,, [kd/mol]
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Abbildung 3.17:  Korrelationskurve zwischen den experimentell ermittelten inhibitorischen Aktivitdten und den freien
Bindungsenergien, berechnet aus den MD-Simulationen.
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Analysen der MD-Trajektorien ergaben eine Prdferenz der nicht-methylierten Pseudiline in
der Bindungstasche zur Ausbildung von zwei klassischen Wasserstoffbriickenbindungen zum
Protein. Sowohl die freie Hydroxylgruppe am Phenolring, als auch die NH-Gruppe des
Pyrrolrings waren an Wasserstoffbriickenbindungen wahrend der Simulationen beteiligt
(Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18:  Untersuchung des Verhaltens der Pseudiline in der Bindungstasche wahrend der MD-Simulationen. Aus
Grinden der Anschaulichkeit sind nur 10 ns Ausschnitte der MD-Simulationen gezeigt. (A) Diagramm der
Anzahl der ausgebildeten Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Pseudilin 33 und dem Protein entlang
der MD-Trajektorie. Verwendete Grenzwerte zur Erkennung von Wasserstoffbriicken waren maximale
Abstinde von 3,5 A und Winkel von 30°. (B) RMSD-Graph von Pseudilin 33 in der allosterischen Tasche
wahrend der MD Simulationen. Die Atomkoordinaten wurden fiir eine Uberlagerung mittels der
kleinsten Quadrate verwendet. Deutliche Fluktuationen des Pseudilins in der Tasche sind erkennbar.

Die Verbindungen scheinen jedoch einen hohen Grad an Flexibilitdt in der Bindungstasche
beizubehalten, die zu glinstigen entropischen Beitrdagen zur freien Bindungsenergie fiihren
konnten. Leider ist die durch die Bindung hervorgerufene Gesamtanderung der Entropie
computerchemisch schwer zugdnglich und verlassliche Abschatzungen sind daher nicht
verflugbar. AuRerdem setzt sich die Gesamtanderung der Entropie aus unterschiedlichsten
Beitrdgen zusammen, einschlieBlich der Verdrangung von Wassermolekilen aus der
Proteintasche, Desolvatisierung des Liganden, Veranderungen in den Translations-,
Rotations- und internen Freiheitsgraden des Liganden oder umliegender Aminosaurereste
des Proteins. Aus diesem Grund spiegelt die totale Entropiednderung nicht linear die
konformationelle Mobilitdt des Liganden wider. Um trotzdem einen Einblick in die Beitrage
der Liganden zur Entropiednderung zu erhalten, wurden Konfigurationsentropien der
Liganden in der Bindungstasche und in Losung Uber die quasiharmonische Naherung (QH;
engl., quasi harmonic approximation) aus den MD-Simulationen berechnet. Die QH-
Naherung ist bewiesenermallen einsetzbar zur Berechnung von Konfigurationsentropien aus
MD-Trajektorien und berechnet die Konfigurationsentropien aus der massengewichteten
Kovarianzmatrix durch  Anlegen eines eindimensionalen quantenmechanischen

168-170

harmonischen Oszillators. Quasiharmonische Frequenzen w; wurden aus den

Eigenwerten A; der diagonalisierten massengewichteten Kovarianzmatrix 0‘ berechnet, als:
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w; = | (3.2)

Die absoluten Konfigurationsentropien berechneten sich mittels der Gleichung:

3n—6

Ry /KT e
Sto = ) —ragi—g ~ In(1 — e~"/T) (33)

i
Die Anderung der internen Konfigurationsentropie der Liganden wurde mittels Gleichung
(3.4) aus den absoluten Konfigurationsentropien der Liganden gebunden in der
Proteintasche und frei in Losung erhalten.

ASkonf = SKomplex(Ligand) - Sfrei(Ligand) (3.4)

Um die gesamten Translations- und Rotationsbewegungen wahrend der
Entropieberechnungen zu entfernen, wurden die Liganden entlang der Trajektorie
Uberlagert, unter Verwendung der Methode der kleinsten Quadrate mit den
Atomkoordinaten der Liganden als Referenzen. Bei allen getesteten Verbindungen war die
berechnete Anderung der Konfigurationsentropie relativ gering (20-27 J-mol™-K™?), d.h. die
Pseudiline verlieren nur in geringem Umfang an internen Freiheitsgraden. Des Weiteren
wurde die absolute Entropie der Liganden in der Bindungstasche durch Verwenden der
Proteinkoordinaten als Referenzen fiir die Uberlagerung mittels der Methode der kleinsten
Quadrate bestimmt. Diese Vorgehensweise berlicksichtigt auch relative Bewegungen der
Liganden in der Bindungstasche, also auch Translations- und Rotationsbewegungen. In allen
Fallen war die berechnete Entropie weitaus hoher, als die Entropie, die die
Ligandenkoordinaten wahrend der Uberlagerungsprozedur verwendeten. Diese erhéhten
absoluten Entropiebetrdge deuten auf eine beachtliche Mobilitdt der Liganden in der
Bindungstasche (Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5: Konfigurationsentropien berechnet aus den MD-Simulationen mittels der quasiharmonischen Naherung.
SKomplex(l-igand) Sfrei(l-igand) ASyont Sthn:Srhex (Protein)
Verbindung Lo L1 L1 L1
[J:-mol™K™"] [J-mol™K"] [J-mol™K"] [J-mol™K]
25 209.765 230.545 -20.780 430.281
33 206.273 228.928 -22.655 426.768
29 201.657 229.049 -27.392 428.094

Zusatzliche Hinweise fur die Mobilitat der Liganden in der allosterischen Bindungstasche
liefern die erheblichen Fluktuationen in den RMSD-Diagrammen der Ligandenkoordinaten in
der Proteintasche (Abbildung 3.18B).
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Berechnungen der mittleren quadratischen Fluktuationen (RMSF) aus den MD-Trajektorien
unterstitzen die Ergebnisse der Analyse der kristallographischen B-Faktoren. Die Hohe der
Reduktion von Proteinfluktuationen der Mpyosin-Liganden-Komplexe korreliert mit der
inhibitorischen Wirksamkeit der gebundenen Pseudiline (Abbildung 3.19). Um die Ergebnisse
der MD-Simulationen zu validieren wurden B-Faktoren aus den RMSF-Werten nach
Gleichung 3.5 berechnet und mit den kristallographischen B-Faktoren verglichen.

(up)=—=B, (3.5)

Die B-Faktoren aus den MD-Simulationen folgen dabei dem gleichen Trend, wie die
experimentellen Werte, aber unterscheiden sich im Ausmald der Fluktuationen.
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Abbildung 3.19:  (A) Vergleich der mittleren quadratischen Fluktuationen (RMSF) des Proteins, berechnet aus den MD-
Trajektorien. Farbcode: Griin = 25, Blau = 33, Rot = 29. Die Abnahme der Flexibilitat korreliert mit der
inhibitorischen Aktivitat. (B) Vergleich der experimentellen B-Faktoren (Schwarz) und der B-Faktoren
berechnet aus den RMSF-Werten der MD-Trajektorien (Rot) pro C,-Atom in der Komplexstruktur mit
Pseudilin 25.

3.2.2 Strukturelle Untersuchung des Ca’*-Sensitizers EMD 57033

Die Dysfunktion des kardialen Aktomyosinsystems kann zu Herzinsuffizienz und
Herzversagen fiihren. Neue Kurzzeittherapien zur Behandlung dieses Fehlverhaltens, bei
dem der Herzmuskel nicht mehr genug Kraft entwickeln kann, um das Blut durch den Kérper
zu pumpen, verwenden unter anderem inotrope Ca**-Sensitizern, die die Fahigkeit besitzen,
die kardiale Kontraktilitit zu erhéhen. Ca**-Sensitizer beeinflussen dabei direkt die kardialen
Myofilamente und/oder den Aktomyosin-Zyklus und werden grundsatzlich in drei Klassen
unterteilt'’*. Klasse 1 Ca®"-Sensitizer Giben eine Wirkung auf die Affinitit von Troponin C,
einem Skelett- und Herzmuskel-assoziierten Protein, das die Aktomyosin-Interaktion
reguliert, fir Ca**-lonen aus, die wiederrum die Funktion des Troponins regulieren. Im
Gegensatz dazu besitzen Ca?*-Sensitizer der Klasse 2 keine Fihigkeit die Ca®*-Affinitit von
Troponin C zu &ndern, sondern wechselwirken direkt mit den Aktinfilamenten und
beeinflussen so die Aktomyosin-Interaktion. Mitglieder der Klasse 3 hingegen
beeintrachtigen direkt den chemomechanischen Aktomyosin-Zyklus und wechselwirken
somit hochstwahrscheinlich unmittelbar mit einem Bestandteil des Aktomyosinkomplexes.
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Zu den Klasse 3 Ca’*-Sensitizern wird unter anderem das Thiadiazinon-Derivat EMD 57033
(36), oder (+)-5-(1-[3,4-Dimethoxybenzoyl]-1,2,3,4-tetrahydro-6-chinolyl)-6-methyl-3,6-
dihydro-2H-1,3,4-thiadiazin-2-on, gezahlt. EMD 57033 ist bisher nicht fir die Therapie
zugelassen, wurde aber in vielfaltigen Forschungsstudien auf seinen positiv inotropen Effekt
in isolierten Herzmuskeln aus Meerschweinchen’>'’® | Frettchen’*'®, Ratten'’® und
Hunden®”’ getestet. Der dabei zugrundeliegende Mechanismus, wie EMD 57033 seine
Wirkung entfaltet, wurde kontrovers in der wissenschaftlichen Literatur diskutiert und
beinhalten Wirkmechanismen, die ohne Veranderung der Calciumkonzentration im

178-181 172,182,183 -
o752 als auch in

Sarkoplasma funktionieren. Sowohl in kardialem Muskelgewebe
isolierten, gehiuteten Muskelfasern des Lendenmuskels aus Kanninchen®* konnte gezeigt
werden, dass EMD 57033 die vom Muskel erzeugte isometrische Kraft um mehr als 50 %
erhoht, die ATPase-Aktivitdit der Muskelfaser, sowie die aktive Steifheit jedoch
unproportional dazu nur um etwa 10 % anhebt. Demzufolge besitzt EMD 57033 zwar eine
leicht aktivierende Wirkung auf die enzymatische ATPase-Funktion des Aktomyosinsystems,
diese Aktivitat ist jedoch nicht ausreichend um die inotrope Wirkung von 36 zu erklaren. Auf
Basis weiterer Studien an isolierten Muskelfasern wurde postuliert, dass EMD 57033 die
Spannung in den Myosin-Motorproteinen des Muskels erhoht, insbesondere in den
Zustanden entlang des chemomechanischen Zyklus’, die eine entscheidende Rolle bei der
Krafterzeugung spielen, wodurch die aktive Kraft deutlich erhéht wird. Um dies zu erreichen

ist es wahrscheinlich, dass EMD 57033 direkt an Myosin binden muss.

Um den Bindungsmodus von EMD 57033 an Myosin zu bestimmen und daraus Erkenntnisse
zur Wirkungsweise des Ca’*-Sensitizers abzuleiten, wurde der Komplex der Dd Myosin-2
Motordomane mit EMD 57033 (36) in Anwesenheit des Nukleotidanalogons ADP-VO;
kokristallisiert. Die erhaltenen Einkristalle ergaben Beugungsdaten bis zu einer Auflésung
von 2,7 A. Elektronendichte konnte fiir den Liganden aufgefunden werden, die jedoch nicht
den gesamten Liganden abdeckt. Diese Extradichte ist eindeutig nicht vom Protein erzeugt
und von der Proteindichte getrennt, und keine anderen Bestandteile des Kristallisations-
ansatzes, wie z.B. Frostschutzmittel, Pufferbestandteile 0.4., konnten der Elektronendichte
zugeordnet werden. Demzufolge spiegelt diese Elektronendichte aller Wahrscheinlichkeit
nach die Bindungsposition von EMD 57033 in der Myosin-Motordomane wider. Der exakte
Bindungsmodus, bzw. die genaue Bindungskonformation kann mit dieser partiellen
Elektronendichte allerdings nicht eindeutig bestimmt werden. Die Besetzungszahl
(occupancy) des Liganden liegt deutlich unter dem Idealwert von 1, d.h. EMD 57033 hat nicht
in jedem sich im Kristall periodisch wiederholenden Motiv an das Myosin gebunden.
Trotzdem ist die Elektronendichte ausreichend gut definiert, dass die wahrscheinliche
Bindungsstelle von EMD 57033 in der Myosin-Motordomane identifiziert werden konnte
(Abbildung 3.20). EMD 57033 bindet dabei in einer hydrophoben Bindungsstelle in der N-
terminalen Domane der Myosin-Motordomdne und interagiert hochstwahrscheinlich mit
dem  N-terminalen  B-Fass-Strukturelement. Hydrophobe  Aminosdurereste, die
moglicherweise zur Bindung von 36 beitragen, beinhalten die Aminosdureseitenketten von
Leu27, Tyr34, 1le83 und den Pyrrolidinring von Pro82. Des Weiteren wurden in der
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angenommenen Bindungskonformation der vorliegenden Kristallstruktur mit partieller
Elektronendichte fir EMD 57033, Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Ligand und den
Proteinresten Lys32, Tyr34, Arg80 und Tyr96 beobachtet, sowie zwei wasservermittelte
Interaktion zum Protein. Die Details der Wechselwirkungen zwischen Effektormolekil und
Protein sind hinsichtlich des nicht eindeutig bestimmbaren Bindungsmodus eher
spekulativer Natur und stellen potentielle Wechselwirkung von EMD 57033 zum Myosin dar,
die durch weitere kristallographische Studien verifiziert werden missen. Die Tatsache, dass
Myosine ohne N-terminales B-FaR-Strukturelement EMD 57033 nicht binden, spricht aber
fir eine prinzipiell korrekte Zuordnung der Bindungstasche.
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Abbildung 3.20:  Rontgenkristallstruktur der Dd Myosin-2 Motordomane im Komplex mit EMD 57033 (36) und ADP-VOs;.
(A) Ubersicht der verfeinerten Kristallstruktur als Banderdarstellung. EMD 57033 bindet in unmittelbarer
Ndhe des N-terminalen B-FaB-Strukturelements. (B) Ausschnitt der gefundenen Elektronendichte der
2F,-F. Elektronendichtekarte fir EMD 57033. Deutlich zu erkennen ist die partielle Elektronendichte, die
nicht vollstandig den Liganden abdeckt und somit die Bindungskonformation nicht eindeutig wiedergibt.
Aufgrund der Tatsache, dass EMD 57033 als inotrope Verbindung vorrangig zur Erhéhung
der kardialen Muskelkontraktion verwendet wird, wurde ein Homologiemodell des humanen
B-kardialen Myosins angefertigt. Das Modell wurde mit dem Programm Modeller™*> erzeugt,
unter Verwendung der Struktur von Gg Myosin-2 S1 (PDB Code: 2MYS), und umfasste die
Aminosauren 1-800. Anschlielend wurde das Modell validiert und geometrieoptimiert
mittels des AMBER Kraftfeldes™®. Die potentielle Bindungsposition und -konformation von

EMD 57033 an das Hs B-kardiale Myosin wurde durch Molekulares Docking identifiziert.
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Dabei wurde das gesamte Modell nach moglichen Bindungsstellen fir EMD 57033 in silico
abgesucht, sogenanntes blind docking. GemaR des Molekularen Dockings befindet sich die
bevorzugte Bindungsstelle von EMD 57033 an das Hs B-kardiale Myosin tatsachlich in der N-
terminalen Domane der Myosin-Motordomane. Im Gegensatz zur Bindungsposition, die aus
der Kristallstruktur mit Dd Myosin-2 angenommen wird, ist die Position von EMD 57033 um
etwa 10 A in Richtung der US0 kDa Domine verschoben. Diese Verschiebung des EMD 57033
geht einher mit der Hebelarmbewegung und somit auch mit einer leichten Verschiebung der
N-terminalen Doméane. Da das Modell das Hs B-kardiale Myosin in einem anderen Zustand
zeigt (post-rigor Zustand mit Hebelarm in down Position), als dem in der Kristallstruktur
eingenommenen Zustand (post-recovery stroke Zustand mit Hebelarm in up Position), ist die
veranderte  Bindungsposition nicht ausschlieBlich auf Myosinisoform-spezifische
Unterschiede zurlickzufiihren, sondern koénnten auch durch den Nukleotidzustand des
Myosins beeinflusst sein. Insgesamt unterstitzen die in silico Ergebnisse die Annahme aus
den kristallographischen Studien, dass EMD 57033 hochstwahrscheinlich an die N-terminale
Domdne der Mpyosin-Motordomane bindet. Eine schematische Darstellung der
Wechselwirkungen zwischen EMD 57033 und der Hs B-kardialen Myosinbindungsstelle, die
durch Molekulares Docking beobachtet wurden, ist in Abbildung 3.21B gezeigt.

Abbildung 3.21:  (A) Vergleich der Bindungsposition von EMD 57033 in der Kristallstruktur mit Dd Myosin-2 (Gelb, Ligand
in Grau) und des Homologiemodells von Hs B-kardialem Myosin (Tirkis, Ligand in Orange). Eindeutig
erkennbar ist die Verschiebung von EMD 57033. Im Hintergrund ist die unterschiedliche Stellung des
Konverters/Hebelarms zu erkennen. (B) Schematische Darstellung der durch Molekulares Docking
gefundenen Wechselwirkungen zwischen EMD 57033 und Hs B-kardialem Myosin.
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3.2.3 Strukturelle Studien des Fluoreszenzfarbstoffes Prodan

Der Fluoreszenzfarbstoff Prodan (35), oder 6-Propionyl-2-(N,N-dimethyl)aminonaphthalen,
ist ein vielseitiges und haufig eingesetztes Reportermolekil fiir verschiedenste biologische
Untersuchungen. Die Besonderheit von Prodan ergibt sich dabei aus den speziellen
Fluoreszenzcharakteristika. Wahrend die meisten Fluoreszenzfarbstoffe auf Veranderungen
der Bindungsumgebung mit einer Anderung der Fluoreszenzintensitit reagieren, tritt bei der
Verwendung von Prodan zudem eine Verschiebung des Emmisionsmaximums auf. Der
Prodan-Fluorophor wurde in der Literatur durch die Verwendung der verwandten
Substanzen 6-Acryloyl-2-dimethylaminonaphthalen (AD) und 6-Bromacetyl-2-dimethyl-
aminonaphthalen (BD), kovalent an Cysteinreste des Zielproteins gebunden, fir die
Untersuchungen der Aktinpolymerisation'®®, sowie fiir die spektroskopische Beobachtung
der ATP-induzierten Verdnderungen in der reaktiven Thiolregion von Myosin S1'8¢
eingesetzt. Im Gegensatz zu diesen kovalenten Varianten wurde berichtet, dass Prodan (35)
nicht-kovalent sowohl mit Aktin*®’, als auch mit der Motordomine von Myosin188 interagiert
und als nicht-kovalenter Fluoreszenzmarker unter Bewahrung der spektroskopischen
Eigenschaften benutzt wurde. Im Falle der Studien an Myosin wurde Prodan verwendet, um
die ATP-Hydrolysereaktion photometrisch zu verfolgen. Das frei in Losung vorliegende
Prodan besitzt ein Emissionsmaximum im griinen Bereich bei einer Wellenldnge von 520 nm,
wohingegen sich das Emissionsmaximum zu Wellenldangen von 460 nm, bzw. 450 nm
verschiebt, wenn Prodan an das Myosin S1 bzw. den Myosin-ADP-Komplex gebunden ist. Es
findet also eine Verschiebung in den blauen Spektralbereich statt. Da die ATP-Hydrolyse in
Anwesenheit von Aktin untersucht werden konnte, scheint die Bindung von Prodan weder
mit der ATP-Bindung, noch mit der Akto-Myosin-Interaktion zu interferieren, und es wurde
auch keine Beeinflussung der ATPase oder Aktinbindung beobachtet. Des Weiteren
vermuteten die Autoren eine einzige Bindungsstelle in der Myosin-Motordomane, die sehr
sensitiv gegenlber Konformationsdanderungen in der Nukleotidbindungstasche ist'®8,
konnten diese aber nicht nadher spezifizieren.
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Abbildung 3.22:  Kristallstruktur des Myosin-ADP-VO;-Prodan-Komplexes. (A) Bandermodell des Dd Myosin-2 mit
gebundenem Nukleotid (Silbergrau) und Prodan (Goldgelb) als Stabmodelle. (B) Ausschnitt der 2F,-F,
Elektronendichtekarte fir das gebundene Prodan. (C) Ausschnitt der 2F,-F. Elektronendichtekarte fir
das Nukleotidanalogon Mg2+-ADP-VO3 und die beiden wichtigen Wassermolekile im aktiven Zentrum.
Die Elektronendichtekarten wurden ohne Ligand und Nukleotid berechnet.

Um die Bindungsstelle von Prodan in der Myosin-Motordomane zu identifizieren, wurde der

terndre Komplex aus Dd Myosin-2 mit dem Nukleotidanalogon ADP-VOs; und dem

Fluoreszenzfarbstoff Prodan (35) kokristallisiert und die Struktur bis zu einer Auflésung von

2,4 A verfeinert (Abbildung 3.22). Die Elektronendichte fir Prodan war eindeutig und zeigte

nur eine einzige Bindungsstelle in der Kristallstruktur. Prodan bindet in der gleichen

Proteintasche wie die halogenierten Pseudiline (vergleiche Kapitel 3.2.1), jedoch in einer

abweichenden Position. Die tertidre Aminogruppe von Prodan bildet dabei

Wasserstoffbriickenbindungen mit Arg428, sowie der Hauptkettencarbonylgruppe von

Ala618 aus. Die Carbonylgruppe des Propionylrestes von Prodan bindet zusatzlich Giber eine

Wasserstoffbriickenbindung an die Hauptkettenatome von Ala424, wahrend Wechsel-

wirkungen der Seitenketten von Ala424 mit dem Napthalenring ausgebildet werden

(Abbildung 3.23). Die Ethylkette von Prodan bindet in einer hydrophoben Mulde der

Bindungstasche, die durch die Seitenketten der Aminosduren Ala420, Pro591 und die

Methylengruppen von Lys423 gebildet wird.
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Abbildung 3.23:  Schematische Darstellung der Interaktionen von Prodan (35) mit den Aminosduren von Dd Myosin-2,

wie sie in der Kristallstruktur vorgefunden wurden. Die Aminosauren Ala420, Lys423 und Pro591 bilden
eine hydrophobe Mulde, in die der Propionylrest eingebettet ist.

Der Vergleich der kristallographischen B-Faktoren der Myosin-Prodan-Komplexstruktur mit
der Rontgenstruktur der Myosin-Motordomadne ohne gebundenen Liganden (PDB Code:
2J)9) zeigt keine Erniedrigung der intrinsischen Proteinflexibilitdt aufgrund der Bindung von
Prodan an die allosterische Tasche (Abbildung 3.24).

100
80

60

B-Faktor [A7]

40 4

204

T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Aminoséure

Abbildung 3.24:  Vergleich der kristallographischen B-Faktoren der Dd Myosin-2-ADP-VO;-Strukturen mit gebundenem
Prodan (Rot) und ohne gebundenen Liganden (Schwarz, PDB Code: 2JJ9).
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3.3 De Novo Entwicklung von Pf Myosin A Inhibitoren

Grundlage fir die strukturbasierte Entwicklung neuer Leitstrukturen in der Medizinischen
Chemie sind fur gewdhnlich  Strukturen der Zielproteine, gelést durch
Rontgenkristallographie oder Kernresonanzspektroskopie (NMR). In Fallen, in denen die
atomaren Details der Zielstruktur noch nicht bekannt sind, finden entweder ligandenbasierte
Methoden Verwendung, oder es werden Modelle des zu hemmenden Proteins erstellt. In
dieser Arbeit wurden neuartige Inhibitoren des Plasmodium falciparum (Pf) Myosin A auf
Basis von Homologiemodellen des strukturell bisher nicht aufgeklarten parasitdren
Motorproteins durch den kombinierten Einsatz von experimentellen und
computerchemischen Methoden entwickelt und analysiert. Wie in Kapitel 1.2.2.1
beschrieben, ist das Pf Myosin A maRgeblich an den Invasionsprozessen und somit der
Infektion durch den Malariaparasiten beteiligt.

3.3.1 Erstellen struktureller Modelle des Zielproteins

Das Motorprotein Myosin A aus dem Malariaerreger Plasmodium falciparum stellt ein
vielversprechendes Ziel fiir die Entwicklung potentieller Leitstrukturen dar, da es sowohl bei
der aktiven Invasion von menschlichen Leberzellen, als auch der Penetration von roten
Blutkdrperchen wahrend des komplexen Lebenszyklus’ des Malariaparasiten eine
entscheidende Rolle spielt (vergleiche Kapitel 1.2). Zudem erfordert die Verbreitung von
Resistenzen der Erreger gegeniber bekannten Wirkstoffen eine neue Generation von
Wirkstoffen, die neue Ziele attackieren und sich in ihren Wirkmechanismen deutlich von den
bisherigen Wirkungsweisen abheben. Aus diesem Grund sollen in der vorliegenden Arbeit
neue Inhibitoren des fiir die Infizierung und das Uberleben des Malariaparasiten Plasmodium
falciparum essentiellen Myosin A entwickelt werden. Solche Hemmstoffe des Myosin A, als
Hauptbestandteil der Bewegungsmaschinerie der Parasiten, sind demzufolge nicht nur von
akademischem Interesse, sondern konnten als Leitstrukturen fir die gezielte,
anwendungsorientierte Entwicklung neuer Malariatherapeutika dienen.

Pf Myosin A wird zur Myosinklasse 14 gezdhlt, besitzt eine Gesamtlange von 818
Aminosdauren und konnte bisher nicht strukturell aufgeklart werden. Aus diesem Grund
wurden Strukturmodelle des Motorproteins mittels Homologiemodellierung erstellt, die die
Basis fiir das strukturbasierte de novo Design neuer Klasse 14 Myosininhibitoren darstellten.
Im ersten Schritt wurde ein Sequenzvergleich der bekannten Pf Myosin A Aminosdure-
sequenz mit anderen Proteinen und speziell anderen Myosinisoformen durchgefiihrt, deren
dreidimensionale Struktur bereits geldst wurde. Der Sequenzvergleich und die Suche nach
verwandten Strukturen wurde mit dem NCBI-Programm Protein-BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool)*® unter Verwendung der PDB Datenbank*® durchgeflhrt und zeigte,
dass Pf Myosin A nur eine maximale Ubereinstimmung der Aminosiuresequenz von knapp
[BO % zu anderen Isoformen besitzt. Dd Myosin-2 mit einer Ahnlichkeit von 31 % zu Pf
Myosin A, wurde als geeignete Vorlage fir das Erstellen der Modelle des parasitdren
Myosins ausgewahlt, da eine Vielzahl hochaufgeldster Kristallstrukturen von Dd Myosin-2 zur
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Verfligung stehen. Letztendlich wurde die Dd Myosin-2 Struktur im post-rigor Zustand mit
dem PDB Code 1FMV fir die Homologiemodellierung verwendet. Abbildung 3.25 zeigt den
Sequenzvergleich, der wahrend des Prozesses der Modellerzeugung und der Zuweisung der
charakteristischen Merkmale fiir die Modellierung verwendet wurde.

Dd Myo2 1 - - NPI HDRTSDYHKYL K{YyKQGDSDL FKL T\YSDKR NPDIgK- - - - - - - ERDSYE[®CEI
Pf MyoA 1 MAVTNEEI KTASKI VRRY/SNVEAF DKSGS|YFKGY! T xTIENE- - GNI VFVKEVVQ
DdMyo2 52 VSETSDSFFKTV[EGQDRQVKK]E- - - - - D QRNPI KFDGVI SYL|

Pf MyoA 59 QGSKKEKLVVQI BPPCTCTP CNSQVDPNSF I CL INHT] LDF

DdMyo2 107 INCDL YSCGLFL\Y RI Pl IVVDI FKGRRRN- EV. | [§JAl SDVIAYRSM
Pf MyoA 119 LKN TAVPLI V 1DLGN W RRYRDTADHIIKL TCARELL SNL
DdMyo2 166 LDDRCNESLLI SENUNKVI QYLISIVAGRG- - - VLECQIL QQINE! AF GNAK
Pf MyoA 179 HGVNKS[eTI | V QI VRY{FIXSSKSCNY[BERI QTAV. P

DdMyo2 223 UTERNNNESEEKE! EI QFNN, | QS RV VF| SE 0 T
Pf MyoA 239 I EENNSSINEERFVAL VI SH VVAF RN

Dd Myo2 283 AE KAL €PESFN QSJeVDI KI TRQANDI VCFEQEEQNS

Pf MyoA 299 SSKF EVTEYKL[M{PNS- TEV EEVI ESLKNVELEESDI E

Dd Myo2 343 | KFEKGAGE[EAVLK- - - - - - BKTALINARISTVF GVNESVLEKAL VEPRI LINERD
Pf MyoA 358 RL| EKQEA[EL SD, pVGVF[JKIACELNVYLDFEL| KREI L1 KVTV[IeCT
DdMyo2 397 LVAQHL[NVEKSSSSRD ALNC L VKKI NNVL CQ3- RKAY[§! [€ SIGF Ell

Pf MyoA 418 KI EGRV|{KNDAEVLKS aVME | | RHLI\SRI EP[IECFKT[gMe Fle
DdMyo2 456 HEQL @ CF[§NHHMEKVIZCEE L INVVGL DSCATI DLI DCR- - - CPPG
Pf MyoA 478 MECL{Zl NJ SKNFVDI ERESKL STAELKYTSNKEVI NVH®ESKCKS
DdMyo2 513 | [WALMDE@SVFENAIISNTLI TKLHSHFSK KYEEPRF KTE GV El CDW
Pf MyoA 538 SYMEDECLAFCHY»EKFVSSCATNLKENJKF TPAKV. I I GPI CAESF
DdMyo2 573 Q [REL CF[{3ESDN T NDP- - NI ASREINF| TVAA[®YKE] ATLE
Pf MyoA 598 [AVEVI K PNPI EGQUEEKCKI AKCSL| CS{eFL T| NLI N

Dd Myo2 631 PHF| NKQL [ AKLEDKV IRCNC Gl RI TR eFP X | YA Y
Pf MyoA 658 =PHFl ENKK|[gL EVWCEPKI HAL S| LVLRQL[e ARTFE Y

DdMyo2 691 LLAPNVPRBAE- DSEKATDAVIMIHLNI DPEQYRF[El - - - - = - = - = - == == = oo oo oo - -
Pf MyoA 718 FVDI AAAEBSS|YENENKCVNI [l SGLSES KI 1SN\/FLKQECAKI L TKI CREKLVE

DAMY02 726 - -----cemmmmmmemee o TKI FF[RAGQL Algl EEARE
Pf MyoA 778 ENSSUEIYNINGISTSOAINR PSLLEVOAHI [FKKNVAQ

Abbildung 3.25:  Vergleich der Aminosauresequenzen von Pf Myosin A und Dd Mpyosin-2 fir die Zuordnung der
charakteristischen Merkmale und die Erzeugung der Homologiemodelle.

Unter Verwendung des Programms Modeller™*> wurden 20 dreidimensionale Modelle des
Zielproteins erstellt und evaluiert. Evaluierung fand zum einen automatisch statt, durch
Vergleich der im Programm intern erzielten Endwerte der Optimierung der
Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion, sowie durch manuelle Analyse der Sekundarstruktur der
Modelle. Die Konformation von Schleifen an der Proteinoberflache, oder Bereiche, die nicht
von der Vorlagestruktur abgedeckt waren, wurden durch spezielle, auf vereinfachte
Kraftfelder, sogenannte scoring functions, basierende MD-Simulationen verfeinert und das
beste Modell wurde anschlieRend unter Verwendung des AMBER Kraftfeldes™® und der
Methode der konjugierten Gradienten energieminimiert. Abbildung 3.26 zeigt das fertige
Modell des parasitaren Pf Myosin A.
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___ N-terminale
) Domine

Konverter

Abbildung 3.26: Banderdarstellung des fertigen Homologiemodells von Pf Myosin A. Die Motordomane wurde kurz
hinter der Konverterdomédne abgeschnitten, da der nachfolgende Teil nicht von der Vorlagestruktur
abgedeckt war.

3.3.2 Untersuchung der allosterischen Bindungstasche, De Novo Design und Docking

Als Basis fiir die strukturbasierte de novo Entwicklung neuer Pf Myosin A Inhibitoren und
potentieller antiparasitdrer Leitstrukturen wurden die Ergebnisse der in den vorangehenden
Kapiteln beschriebenen Untersuchungen und daraus gewonnen Erkenntnissen von Dd
Myosin-2 Effektoren verwendet. Als Ziel- und Bindungsbereich der neuen Inhibitoren soll die
durch die halogenierten Pseudiline aufgedeckte allosterische Bindungstasche dienen
(vergleiche Kapitel 3.2). Diese allosterische Tasche besitzt als Bindungsstelle neuer
Inhibitoren deutliche Vorteile im Vergleich zum aktiven Zentrum. Das aktive Zentrum ist
hochkonserviert innerhalb der Myosin-Superfamilie und in den meisten anderen ATPasen,
wahrend die allosterische Tasche deutliche Unterschiede in Grofle, sequentieller
Zusammensetzung und den elektrostatischen Eigenschaften zwischen den einzelnen
Isoformen aufweist. Diese Abweichungen in Sterik und Eigenschaften der Bindungstasche
konnen wahrend der de novo Entwicklung neuer Inhibitoren beriicksichtigt werden, um die
chemischen Strukturen der Liganden den gegebenen, Isoform-spezifischen Bedingungen
anzupassen und somit Spezifitdit und Selektivitdit der Inhibitoren auf bestimmte
Myosinisoformen zu erhohen. Des Weiteren wird somit ein kompetitives Bindungsverhalten
mit dem Nukleotid um die Bindungsstelle verhindert, was in den meisten Féillen zu
verbesserten Wirkcharakteristika der Substanzen fihrt.

Die Eigenschaften der allosterischen Tasche in dem erzeugten Modell von Pf Myosin A
wurden zunachst in silico in Bezug auf attraktive Wechselwirkungsstellen, Sterik und
Elektrostatik untersucht. Die Grundlage solch einer Betrachtungsweise wurde schon im 19.
Jahrhundert durch Emil Fischer gelegt und ist allgemein als ,Schloss-Schlissel-Prinzip“
bekannt. Dabei findet eine Wechselwirkung zwischen Ligand und Protein und der damit
verbundene biologische Effekt nur dann statt, wenn die Strukturen des Liganden und des
Proteins komplementar zueinander sind. Mit Hilfe des Programmpaketes LigBuilder*®°
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wurden dafiir Schllsselpositionen, sogenannte hot spots, in der Bindungstasche von Pf
Myosin A identifiziert, an denen attraktive Wechselwirkungen zwischen Ligand und Protein
stattfinden koénnen. Bei dieser Methode wird die Bindungstasche mit einem Gitternetz
ausgefullt und jeder Gitterpunkt mit einer Probe eines Wasserstoffdonors,
Wasserstoffakzeptors, sowie einer hydrophoben Gruppe nacheinander besetzt und die
jeweilige Bindungsenergie berechnet. Der Abstand der Gitterpunkte betrug 0,5 A. Auf diese
Weise kdnnen Bereiche bestimmt werden, an denen bevorzugt funktionelle Gruppen mit
den entsprechenden Eigenschaften binden. Als Testatome zur Abrasterung der
Bindungstasche wurden ein positiv geladenes sp>-hybridisiertes Stickstoffatom (Ammonium-
Kation) als Wasserstoffdonor, ein negativ geladenes spz—hybridisiertes Sauerstoffatom als
Wasserstoffakzeptor und ein sp3—hybridisiertes Kohlenstoffatom (Methan), das eine
hydrophobe Gruppe darstellt, verwendet. Die ermittelten Daten werden anschliefend
gefiltert und damit sogenannte Schlisselinteraktionskarten (key interaction maps) erstellt,
die Bereiche zeigen, in denen vorrangig funktionelle Gruppen mit den entsprechenden
Eigenschaften binden und im Designprozess positioniert werden kénnen (Abbildung 3.27A).
Den sterischen Begebenheiten der Proteintasche wird durch Besetzen jedes Gitterpunktes
mit einem Wasserstoffatom Rechnung getragen, wodurch die Zuganglichkeit des
Gitterpunktes bestimmt wird. Ein ZusammenstolR mit dem Protein wird erhalten, wenn der
interatomare Abstand kleiner ist, als die Summe der van-der-Waals-Radien minus 0,5 A.**
Die Werte der einzelnen van-der-Waals-Radien wurden dabei vom Tripos Kraftfeld
entnommen. Die Kombination der Interaktionskarten und der Sterik ergab
Pharmakophormodelle, die fir den de novo Designprozess verwendet wurden (Abbildung
3.27B). Zuséatzlich wurden Informationen Uber die elektrostatischen Eigenschaften der
Tasche, durch Losen der nicht-linearen Poisson-Boltzmann-Gleichung und Berechnung des
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elektrostatischen Potentials mit dem Programm APBS™’ ermittelt, und aufgetragen als

Isooberflache, in den Designprozess miteinbezogen.

Abbildung 3.27:  Darstellung der identifizierten und wahrend des Designprozesses verwendeten Interaktionsmerkmale
der Bindungstasche. (A) Schlusselinteraktionskarte, in der die Kugeln Schlisselstellen darstellen, an
denen bevorzugt Interaktionen mit den angegebenen komplementdren Wechselwirkungspartnern
stattfinden kénnen. (B) Pharmakophormodell, das fiir das Design der neuen Myosininhibitoren
verwendet wird. Es besitzt neben den Bereichen fiir attraktive Wechselwirkungen auch Informationen
Uber die Sterik der Bindungstasche.
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Das rationale in silico Design neuer Substanzen unter Bericksichtigung der analysierten
Eigenschaften der Bindungstasche fiihrte zu einer ersten Bibliothek von 1000 virtuellen
Substanzen. Die Verbindungen wurden gezielt so aufgebaut, dass die Komplimentaritat zur
Bindungstasche maximiert wurde und den Wechselwirkungscharakteristika und den
sterischen Begebenheiten der Tasche Rechnung getragen wurde. Bestimmte Filterkriterien,
wie die Ser-Regel nach Lipinski (Lipinski’s rule of five)*®!, wurden wihrend der
Entwicklungsphase auf die neuen Molekiile angewandt, um maoglichst die Anforderung an
Wirkstoff-ahnliche Verbindungen zu befriedigen. Zudem wurde besondere Riicksicht auf die
chemisch-synthetische Zuganglichkeit der Substanzen gelegt. Der sequenzielle und
strukturelle Vergleich der allosterischen Bindungstaschen in Dd Myosin-2 und Pf Myosin A
erlaubte schon zu diesem Zeitpunkt die Moglichkeit bestimmte abweichende Begebenheiten
in die Entwicklung mit einzubeziehen, um eventuelle Selektivititen zumindest zu diesen
Myosinisoformen zu erzeugen. So wurde zum Beispiel versucht Glu441 in Pf Myosin A mit in
das vom Liganden wahrscheinlich aufgebaute Wechselwirkungsnetzwerk miteinzubauen, da
diese Position in Dd Myosin-2 durch Gly427 besetzt ist, einer viel kleineren Aminosadure ohne
Seitenkette und ohne negative Ladung. Ein weiteres Beispiel ist durch die Aminosduren
le630-Lys634 in Pf Myosin A gegeben, die einen deutlich anderen Verlauf als die
entsprechenden Aminosauren in Strukturen von Dd Myosin-2 aufweisen, in denen die
Bindungstasche an dieser Stelle vergrofert ist, wodurch andere sterische Begebenheiten an
dieser Position in den beiden Taschen herrschen.

Alle  erzeugten Verbindungen der Substanzbibliothek  wurden  anschlieRend
geometrieoptimiert mit dem Programm PCGamess'® des Gamess-US Quantenchemie-
Paketes®

Bindungsaffinitdit der Substanzen zu Pf Myosin A wurden die Verbindungen durch
137

unter Verwendung der semi-empirischen AM1-Methode. Zur Bestimmung der
Molekulares Docking mittels AutoDock4 in das Zielprotein gedockt und die freien
Bindungsenergien berechnet. Benzyl-2,2'-(6,6'-dimethoxybiphenyl-3,3'-diyl)diacetat (6)
zeigte gegeniiber Pf Myosin A eine Bindungsaffinitdat von AGperechnet = -10,13 kcal-mol™ und
wurde als geeignete Leitstruktur ausgewahlt. In nachfolgenden Optimierungszyklen zur
Erhohung der Affinitdt und Verbesserung der Loslichkeit der Substanzen wurden weitere
vielversprechende Derivate der ausgewahlten Biphenylleitstruktur, sowie deren monomeren
Baustein, dem Hydroxyphenylessigsaureesterkern, in silico entwickelt und getestet. Die
vielversprechendsten Derivate wurden schlief3lich chemisch synthetisiert.
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Abbildung 3.28: Vorhergesagte Bindungsposition von Verbindung 6 in Pf Myosin A durch Molekulares Docking.
Verbindung 6 ist als Stabmodell gezeigt und das Myosin in einer Oberflaichendarstellung, gefarbt
entsprechend des elektrostatischen Potentials (Rot = elektropositiv, Blau = elektronegativ).
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3.3.3 Synthese der Leitstrukturen

Die Synthese der neuen potentiellen Pf Myosin A Inhibitoren erfolgte in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. M. Kalesse, Leibniz Universitdt Hannover. Die Verbindungen 6
und 18 wurden durch Mitglieder der Arbeitsgruppe Kalesse dargestellt.
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Abbildung 3.29:  Syntheseroute der Verbindungen mit Ester- und Amidfunktion.
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Abbildung 3.30:  Syntheseroute der Verbindungen mit Nitril-, Imidoester- und Amidinfunktion.
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3.3.3.1 Synthese von Dimethyl-2,2'-(6,6'-dihydroxy-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)diacetat (1)

Fir die Synthese von Verbindung 1 und die Darstellung des Biphenylgrundkorpers wurde
eine biomimetische eisenvermittelte, oxidative Phenolkupplung'®* verwendet. Im ersten
Schritt wurde Eisenchlorid-Hexahydrat in einem Losemittelgemisch von Diethylether und
Methanol an Kieselgel adsorbiert. Die symmetrische Arylkupplung fand als
Festphasenreaktion durch Umsetzen von (4-Hydroxyphenyl)essigsduremethylester (2) in
Anwesenheit des Eisenchlorid/Kieselgel-Gemisches im Vakuum statt. Dabei oxidiert das
Eisen(lll) den Phenolring und fihrt zur Bildung von intermedidren Cyclohexan-
dienonradikalen, die durch ihre erhbhte Reaktivitat schnell miteinander dimerisieren. Die
spontane Tautomerisierung der gebildeten Biscyclohexandienone zu den entsprechenden
Biphenolen lieferte das Produkt 1, welches durch Aufnahme in Methanol und
anschlielender Filtration und Sadulenchromatographie gereinigt wurde. Aufgrund des
Vorhandenseins der Essigsdauremethylesterfunktion in para-Stellung zu den phenolischen
Hydroxygruppen, wurden ausschlielRlich ortho-gekuppelte Biphenole erhalten.
0

HaCO OCHs

OCH3

o (e}
FeCla/SiO,
_—

OH HO
OH

2 3

Das "H-NMR Spektrum von Verbindung 1 ist in Abbildung 3.31 zu sehen.

MJ"‘l»‘UL

T T T T T T T
7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4
(ppm)

Abbildung 3.31:  Ausschnitt des 'H-NMR Spektrums von 1 in CDCl;.
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3.3.3.2 Synthese von Dimethyl-2,2'-(6,6'-dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)diacetat (3)

Verbindung 3 wurde durch Veretherung der freien Hydroxygruppen des Biphenyls 1 mit 2,2
Aquivalenten Methyliodid in trockenem N,N-Dimethylformamid dargestellt. Da es sich um
phenolische Hydroxygruppen handelte, wurde Kaliumcarbonat als Base fiir die Veretherung
eingesetzt. Die Reaktion verlief mit hoher Ausbeute und brachte Verbindung 3 als farbloses,
hochviskoses Ol hervor.

H3CO OCHgz H3CO OCH3
o o o o
CHgl
—_—

K,CO3
DMF
OH HO H3CO O CHs

1 3

Abbildung 3.32 zeigt das Kernresonanzspektrum von Verbindung 3.

HsCO  OCHs
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Abbildung 3.32:  Ausschnitt des 'H-NMR Spektrums von 3 in CDCl;.

3.3.3.3 Synthese von Bis(pyridin-3-ylmethyl)-2,2’-(6,6’-dimethoxybiphenyl-3,3’-diyl)di-
acetat (8)

Zur Darstellung von Biphenyl 8, das einen dhnlichen Aufbau wie Verbindung 6 besitzt, aber
durch Einfiihrung des Stickstoffs iber den Pyridinring als zusatzlichen Wasserstoffakzeptor
zu einer Erhohung der Interaktionen zum Protein fihren sollte, wurde Verbindung 1
zunachst mit Lithiumhydroxid bei Raumtemperatur in einem Gemisch aus Tetrahydrofuran
und Wasser in die entsprechende Sdaure 4 umgewandelt. Anschlielend wurde die isolierte
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Siure 4 mit 2,2 Aquivalenten 3-(Brommethyl)pyridin (5) in Aceton zur Reaktion gebracht.
Der bei der Reaktion entstehende Bromwasserstoff wurde durch Zugabe der Base

Kaliumcarbonat gebunden. Die Reinigung erfolgte durch Sdulenchromatographie mit einem
Losemittelgemisch von Dichlormethan und Methanol.

N
H3CO O CHz HO OH | /
o [e] o [¢]
Br
THF/H0 5
T —_—
LiOH cho3
Aceton
H3CO O CH3 HzCO OCH;g
3 N 4 N \
Q O
O O O o
H3C O OCHg

8

Das *H-NMR-Spektrum des Inhibitors 8 ist in Abbildung 3.33 dargestellt.

78 109 23 1
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(ppm)

Abbildung 3.33:  Ausschnitt des 'H-NMR Spektrums von 8 in CDCl;.
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3.3.3.4 Synthese von Dibenzyl-2,2'-(6,6'-bis(benzyloxy)-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)-
diacetat (10)

Fir die Synthese von 10 wurde Verbindung 1 im ersten Schritt mit Lithiumhydroxid in einem
Losemittelgemisch von Tetrahydrofuran und Wasser zur Sdure 7 umgesetzt. Die
anschlieRenden Reaktionsbedingungen der Umsetzung von 7 mit 4,4 Aquivalenten
Benzylbromid (9) in Gegenwart von Kaliumcarbonat in Aceton waren sowohl fir die
Veresterung der Acetatgruppen, als auch fir die Williamson’sche Ethersynthese der
phenolischen Hydroxygruppen geeignet und lieferte die tetra-Benzyl-substituierte Substanz
10 als farbloses Ol.
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Abbildung 3.34 zeigt das "H-NMR von Verbindung 10.

JM N | N
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7.6 72 6.8 6.4 6.0 56 5.2 4.8 44 4.0 3.6 32 2.8 24
(rpm)

Abbildung 3.34:  Ausschnitt des 'H-NMR Spektrums von 10 in CDCls.

3.3.3.5 Synthese von Di-tert-butyl-4,4'-(2,2'-(6,6'-dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)bis-
(acetyl))-bis-(piperazine-1-carboxylat) (13)

Die Darstellung des Biphenyls 13 mit Piperazinsubstituenten wurde mittels einer in der
Peptidsynthese gangigen Methode unter Aktivierung durch N-Ethyl-N'-(3-dimethylamino-
propyl)carbodiimid (EDC) (12) erfolgreich durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde daflr der
Methylester 2 durch Lithiumhydroxid in einem Wasser/Tetrahydrofuran-Gemisch in die
entsprechende Saure 4 Uberfiihrt. Fir die anschlieBende Amidbildung bei moglichst milden
Bedingungen, um der Abspaltung der BOC-Gruppe (tert-Butyloxycarbonyl-Gruppe) des
Eduktes N-(tert-Butoxycarbonyl)piperazin (N-BOC-Piperazin) (11) vorzubeugen, wurde die
Reaktion durch Zugabe von EDC-HCl aktiviert. Das Carbodiimid reagiert dabei mit der
Carboxylgruppe der erzeugten Sdure 4 unter Bildung eines O-Acylisoharnstoffes, welcher
wiederrum durch das N-BOC-Pyperazin (11) nukleophil angegriffen wird und schliefRlich das
Amid 13 unter Abgabe von N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)harnstoff erzeugt. Die
Synthese verlief in guten Ausbeuten und das Produkt wurde sdulenchromatographisch
aufgereinigt.
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Abbildung 3.35 zeigt das Kernresonanzspektrum von 13 in CDCls. Deutlich zu erkennen ist die
unterschiedliche Verschiebung der CH,-Gruppen des Piperazinringes.
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Abbildung 3.35:  Ausschnitt des 'H-NMR Spektrums von 13 in CDCls.

Die genaue Zuordnung der unterschiedlichen Wasserstoffsignale des Piperazinrings, sowie
die Verifizierung der erfolgreichen Synthese der Verbindung 13, fand durch Aufnahme von
zweidimensionalen verschiebungskorrelierten COSY-Spektren (correlated spectroscopy) statt
(Abbildung 3.36). Die sich unterscheidenden chemischen Verschiebungen der CH,-Gruppen
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in den Piperazinringen resultieren wahrscheinlich aus einer Einschrankung der Drehbarkeit
des Piperazinrings durch Resonanz mit den benachbarten Carbonylgruppen.
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Abbildung 3.36:  Ausschnitt des 2D-COSY Korrelationsspektrums der Verbindung 13 in CDCls.

3.3.3.6 Synthese von Bis(naphthalen-1-ylmethyl)-2,2'-(6,6'-dimethoxy-[1,1'-biphenyl] -
3,3'-diyl)-diacetat (15)

Die Synthese von 15 ging ebenfalls vom Methylester 3 aus, der zundchst durch
Lithiumhydroxid in einem Gemisch aus Wasser und Tetrahydrofuran in die Sdure 4
umgewandelt wurde. Die isolierte Sdure 4 wurde anschlieBend mit 2,2 Aquivalenten 1-
(Chlormethyl)naphthalen (14) versetzt. Da Alkylchloride relativ unreaktiv sind, wurde das
Chlorid durch Zugabe von Kaliumiodid in einer Finkelstein-Reaktion in situ umhalogeniert
und fiihrte erfolgreich zur Darstellung des Biphenyls 15. Als Base wurde wahrend der
Esterbildung Kaliumcarbonat verwendet.
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In Abbildung 3.37 ist ein Ausschnitt des *H-NMR Spektrums von 15 dargestellt.
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Abbildung 3.37:  Ausschnitt des "H-NMR Spektrums von 15 in CDCl5.
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3.3.3.7 Synthese von Methyl-2-(4-hydroxyphenyl)acetimidat-Hydrochlorid (17)

Der Imidoester 17 wurde durch eine Pinner-Reaktion von 2-(4-Hydroxyphenyl)acetonitril
(16) mit Chlorwasserstoff in absolutem Methanol hergestellt. Die Reaktion fand in einer
Stickstoffatmosphére statt, um stérende Nebenreaktionen zu vermeiden und wasserfreie
Bedingungen zu schaffen, da die Anwesenheit von Wasser zur Hydrolyse zu den
entsprechenden Amiden und Carbonsauren fihrt. Der wasserfreie Chlorwasserstoff wurde in
situ aus der Reaktion von Acetylchlorid mit absolutem Methanol erzeugt und aktiviert das
Nitril durch Protonierung fiir den nukleophilen Angriff des Methanols. Die Reaktion verlief
mit hohen Ausbeuten und ergab das Pinner-Salz 17 als farblosen Feststoff.

] ®
Cl NH,
CN
OCHg
"HCI"
(CH4COC)
CHZOH
OH OH
16 17

Das "H-NMR Spektrum des Imidoesters 17 ist in Abbildung 3.38 gezeigt.
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Abbildung 3.38:  Ausschnitt des "H-NMR Spektrums von 17 in CD;0D.
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3.3.3.8 Synthese von N-Benzyl-2-(4-hydroxyphenyl)acetimidamid-Hydrochlorid (19)

Das Amidin 19 wurde direkt aus dem in absolutem Methanol gelésten Pinner-Salz 17 unter
Wasser- und Luftausschluss in einer Stickstoffatmosphare durch nukleophile Substitution mit
Benzylamin (18) dargestellt.

[S] ® (S] @
cl NH2 Cl NH2
. CH3OH
OH OH
NH2
17 18 19

In Abbildung 3.39 ist das Kernresonanzspektrum des Amidins 19 dargestellt.
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Abbildung 3.39:  Ausschnitt des 'H-NMR Spektrums von 19 in CD;0D.
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3.3.3.9 Synthese von 2,2'-(6,6'-Dihydroxy-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)diacetonitril (20)

Fir die Synthese des Biphenyldiacetonitrils 20 wurde, analog zur Synthese von Verbindung 1,
eine biomimetische oxidative, eisenvermittelte Arylkupplung von 2-(4-Hydroxyphenyl)-
acetonitril (16) verwendet. Die Reaktion fand entsprechend der Darstellung von 1 mit
Eisenchlorid und Kieselgel im Vakuum statt, lieferte aber deutlich geringere Ausbeuten.
Nichtsdestotrotz wurde Verbindung 20 uber die FeCls3/SiO,-Phenolkupplung erhalten und
konnte erfolgreich gereinigt werden.

CN

NC

CN
= O O
2

OH HO
OH

16 20

Das "H-NMR Spektrum von 20 ist in Abbildung 3.40 gezeigt.

NC CN
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Abbildung 3.40:  Ausschnitt des "H-NMR Spektrums von 20 in CDCl5.
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3.3.3.10 Synthese von Dimethyl-2,2'-(6,6'-dihydroxy-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)diacet-
imidat (21)

Die Reaktion des Acetonitrils 20 zum Biphenyldiimidoester 21 wurde unter Wasserausschluss
in einer Stickstoffatmosphare durchgefiihrt. Der fir die Pinner-Reaktion benoétigte
Chlorwasserstoff wurde in situ aus Acetylchlorid gewonnen und lieferte in absolutem
Methanol den Methylimidoester 21 in guter Ausbeute.

H3CQ

NC CN
"HCl" HoN
(CHicoc)
CH3OH
OH HO OH HO

20 21

Abbildung 3.41 zeigt das Kernresonanzspektrum von Verbindung 21.

|||||

Abbildung 3.41:  Ausschnitt des "H-NMR Spektrums von 21 in CD;0D.
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3.3.3.11 Synthese von 2,2'-(6,6'-dihydroxy-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)bis(N-benzylacetimid-
amide) (22)

Zur Dastellung von Verbindung 22 wurden 2 Synthesestrategien verfolgt. Die erste
beinhaltete die Funktionalisierung des Nitrils 16 zum entsprechenden Imidoester 17 und
schlieBlich zum Amidin 19. Das Amidin 19 sollte anschlieBend durch eine oxidative
Phenolkupplung zum Biphenyldiamidin 22 dimerisiert werden. Die eisenvermittelte
Phenolkupplung brachte jedoch kein nachweisbares Biphenyldiamidinprodukt hervor. Fir
die erfolgreiche Synthese des Biphenyldiamidins 22 wurde schliellich der Imidoester 21 mit
2 Aquivalenten Benzylamin (18) in absolutem Methanol unter Luft- und Wasserauschluss in
inertem Schutzgas umgesetzt. Die Reaktion verlief mit guter Ausbeute und das Produkt
wurde durch Ausfadllen mit Diethylether gereinigt und im Hochvakuum getrocknet.

CH3OH
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NH2
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r R e e e e e L I
76 72 68 6.4 60 56 52 48 44 40 36 32 28 24
(epm)

Abbildung 3.42:  Ausschnitt des "H-NMR Spektrums von 22 in CDCl;.
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3.3.4 Untersuchung der inhibitorischen Aktivitat der Verbindungen
3.3.4.1 Inhibierung der enzymatischen ATPase-Funktion

Um die Fahigkeit der dargestellten Verbindungen 1, 3, 6, 8, 10, 13, 15, 17, 18, 19, 20, 21 und
22 zur Hemmung der Myosinfunktion zu bestimmen und die inhibitorische Aktivitdt zu
guantifizieren wurden kinetische steady-state Messungen bei unterschiedlichen
Inhibitorkonzentrationen durchgefiihrt. Alle Experimente fanden in Anwesenheit von 30 uM
F-Aktin statt. Als Modellsystem fiir die Bestimmung der inhibitorischen Wirksamkeit der
Verbindungen auf die enzymatische ATPase-Aktivitat von Myosin wurde das Dictyostelium
discoideum Myosin-1b ausgewihlt, das eine relativ hohe sequenzielle Ubereinstimmung der
allosterischen Bindungstasche zum parasitdren Pf Myosin A besitzt. Die Messungen wurden
bei 25 °C durchgefiihrt und die halb-maximalen inhibitorischen Konzentrationen (ICsq-Werte)
durch Auftragen der erhaltenen Werte gegen die eingesetzte Inhibitorkonzentration
bestimmt. Die Inhibitionskurven folgen generell einem sigmoidalen Verlauf und wurden
durch nicht-lineare Regression ausgewertet. Verbindung 8 zeigte die héchste Aktivitat auf Dd
Myosin-1b mit einem ICsg von 4,47 + 0,3 uM. Des Weiteren wurden potente inhibitorische
Aktivitaten mit ICso-Werten unter 15 uM von den Verbindungen 6 (ICso = 6,59 + 3,8 uM), 17
(ICso = 8,07 £ 0,8 uM) und 15 (IC50 = 12,16 + 2,6 uM) erhalten. Eine graphische Darstellung
der gemessenen ICso-Werte ist in Abbildung 3.43 gezeigt.

Verbindung 1C50 [UM]

N — 1 163,75 + 12,7
1w ] 3 54,25+9,9
160 [ ] 6 6,59 * 3,8
140 [ ] 8 4,47 +0,3
120 : 1 10 65,59 + 5,7
5 ool 13 38,72£2,9
5 oF ) - 15 12,16 £2,6

S oo W i . 18 105,08 + 11,6
o . . 17 8,07+0,8
2 , - 1 19 57,27 8,3
o ] 21 19,89+ 6,7

1 3 6 8 10 13 15 18 17 19 21 22 22 73’78 + 12’1

Abbildung 3.43:  Graphische Darstellung der gemessenen 1C;p-Werte der Verbindungen auf die Dd Myosin-1b ATPase-
Funktion.

Um Hinweise (iber die Selektivitdt der Inhibitoren fir Pf Myosin A, bzw. dem Modellsystem
Dd Myosin-1b zu bekommen, wurden ausgewadhlte Substanzen zusatzlich auf ihre
inhibitorische Aktivitdit auf die ATPase-Funktion von Dd Myosin-2 unter gleichen
Bedingungen gepriift. So zeigt der Inhibitor 6 eine starke hemmende Wirkung auf die ATPase
des Klasse-1 Myosins mit einem ICsg von 6,59 + 3,8 uM, aber eine deutlich geringere Aktivitat
gegen Dd Myosin-2, mit einem ICso von 82,3 + 18,5 uM (Abbildung 3.44).
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Abbildung 3.44: Inhibition der Aktin-aktivierten ATPase-Aktivitat von Dd Myosin-1b (Rot, o) und Dd Myosin-2 (Schwarz,
m) durch die Verbindung 6. Der Inhibitor besitzt eine deutlich starkere hemmende Wirkung auf das
Klasse 1 Myosin.

3.3.4.2 Inhibierung der Myosinmotorfunktion

Neben der inhibierenden Wirkung auf die enzymatische Myosin-ATPase-Funktion der neuen
Verbindungen wurde zusatzlich deren Aktivitat auf die Myosin-Motorfunktion unter
Verwendung des in vitro Motilitatsassays untersucht. Bei diesen Experimenten wird die
Gleitgeschwindigkeit von fluoreszenzmarkierten Aktinfilamenten U{ber die an einer
Glasoberflache fixierten Motordomanenkonstrukte fluoreszenzmikroskopisch ermittelt.
Dabei wurden ausschlielRlich Motordoméanenkonstrukte mit einem kinstlichen Hebelarm,
der aus zwei aufeinanderfolgenden a-Aktiningruppen besteht, verwendet. Die inhibitorische
Aktivitat der Verbindungen auf unterschiedliche Myosinisoformen wurde getestet, wobei
drei Myosinisoformen aus verschiedenen Klassen verwendet wurden. Als Referenz und
Modellsystem wurde wieder das Dd Myosin-1b (M1b-2R-YFP) getestet, und zusatzlich zwei
humane Myosinisoformen, das humane nichtmuskuldre Myosin-2a (Hs NM-2a) und das
humane Myosin-7 (Hs M7FN3). Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.
Die Magnesiumkonzentration bei den Versuchen mit Myosin-7 und nichtmuskuldarem
Myosin-2a betrug 1,5 mM, wohingegen bei diesen Bedingungen keine Motilitdt des Myosin-
1b zu beobachten war. Aus diesem Grund wurde bei der Verwendung von Myosin-1b die
Magnesiumkonzentration auf 150 uM erniedrigt. Die mittleren Gleitgeschwindigkeiten der
Aktinfilamente in der Flusszelle wurden durch Anpassen einer Gaultfunktion im Histogramm
der Gleitgeschwindigkeiten gegen die Anzahl der Filamente an die erhaltenen Daten
bestimmt. Dabei konnten deutliche Unterschiede in der inhibitorischen Wirkung der
einzelnen Verbindungen auf verschiedene Isoformen beobachtet werden (Abbildung 3.45).
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Abbildung 3.45: Darstellung der Hemmung der Gleitgeschwindigkeiten von Dd Myosin-1b (A) und Hs nichtmuskuldres
Myosin-2a (B) durch den Inhibitor Dibenzyl-2,2'-(6,6'-Dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl)diacetat (6).
Die unterschiedliche Aktivitat der Verbindung auf die Motorfunktion der Myosinisoformen ist deutlich
zu erkennen. Die roten Histogramme zeigen die Gleitgeschwindigkeit der Myosine in Abwesenheit von
Inhibitor 6 und die blauen Histogramme in Anwesenheit von 100 uM des Inhibitors.

Tabelle 3.6 und Abbildung 3.46 fassen die Ergebnisse der in vitro Motilitdtsuntersuchungen
zusammen. Die starkste Inhibition der Motorfunktion von Dd Myosin-1b erzielten die
Verbindungen 8, 6, 15 und 17. Wahrend Verbindung 8 ebenso eine starke Beeinflussung der
Funktion von NM-2a ausibt, besitzt Verbindung 6 nur eine geringe Aktivitat gegen das
Klasse-2 Myosin. Auch Verbindung 13, das die Gleitgeschwindigkeit von Myosin-1b um mehr
als die Halfte reduziert, zeigt keine Wirkung auf das nichtmuskuldare Myosin-2a und eine
moderate Aktivitdat gegen Myosin-7. Die Ergebnisse fiir Dd Myosin-1b korrelieren gut mit den
gemessen ICso-Werten der ATPase-Inhibition.
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Abbildung 3.46:  Graphische Darstellung der Gleitgeschwindigkeiten aus dem in vitro Motilitatsassay. Die erste Spalte (-)
zeigt die Geschwindigkeiten der Myosine ohne Anwesenheit eines Inhibitors. Farbcode: Dd Myosin-1b
(Schwarz), Hs nichtmuskulares Myosin-2a (Blau), Hs Myosin-7 (Rot).
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Tabelle 3.6:

Verbindung Hs NMjIZa Hs M7F_1\l3 Dd M;lb

[um-s”] [um-s”] [um-s”]
- 0,2223+0,0042  0,1766 +0,0036  0,5487 +0,0074
1 0,2209 +0,0073  0,1436 +0,0066  0,3401 + 0,0195
3 0,1942 +0,0041  0,1394+0,0051  0,5239 +0,0113
6 0,2131+0,0039  0,1905 +0,0088  0,1851 +0,0197
8 0,0783 +0,0062  0,1446 +0,0056  0,1371 +0,0139
10 0,1250+0,0032  0,1241+0,0069  0,3805 + 0,0269
13 0,2233+0,0068  0,1299 +0,0059  0,2137 +0,0046
15 0,1343+0,0056  0,1571+0,0086  0,1992 + 0,0045
17 0,0983 £0,0051  0,1363 +0,0078  0,1901 +0,0130
18 0,1642 +0,0069  0,1671+0,0109  0,4496 + 0,0257
19 0,1247 £0,0039  0,1083 +0,0058  0,2409 + 0,0192
20 0,1977 +0,0053  0,1689 +0,0063  0,3932 +0,0267
21 0,1228 £0,0036  0,1385+0,0059  0,2479 +0,0116
22 0,1366 £0,0029  0,1262 +0,0052  0,2769 + 0,0157

Inhibition der Gleitgeschwindigkeit von Aktinfilamenten im in vitro Motilitdtsassay mit den drei
Myosinisoformen bei einer Inhibitorkonzentration der jeweiligen Verbindungen von 100 uM.

3.3.4.3 Untersuchung der Antimalariaaktivitat

Um die mit der Inhibition von Pf Myosin A einhergehende Antimalariaaktivitat der

entwickelten Verbindungen nachzuweisen, wurde die hemmende Wirkung der
Verbindungen 1, 3, und 6 auf die Blutstadien (Merozoiten), sowie die Leberstadien
(Sporozoiten) von Plasmodium falciparum in vitro getestet. Zur Uberpriifung ihrer
inhibierenden Wirkung auf die Blutstadien der Labor-Parasitenstimme 3D7 und FCR3,
wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. S. Borrmann, Universitdt Heidelberg,
etablierte in vitro Fluoreszenz-Wachstumsassays verwendet. In diesen Wachstumsassays
wurde der Lebenszyklus der Merozoiten, der aus den Schritten Invasion humaner
Erythrozyten, asexueller Replikation, Abgabe aus den Erythrozyten und erneuter Invasion
besteht, in Gegenwart variabler Konzentrationen der drei Verbindungen gemessen und liber
das Signal des SYBR-green-I-Fluoreszenzfarbstoffes verfolgt.195 SYBR-green-1 ist ein
Nukleinsdure-bindender Farbstoff und markiert so spezifisch die parasitire DNS, da

196

ausgewachsene Erythrozyten weder RNS noch DNS besitzen.””” Verbindung 6 zeigte dabei

eine unverkennbare, hemmende Wirkung auf das Wachstum der Parasiten beider Stamme
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im menschlichen Blut, mit einer halbmaximalen inhibitorischen Konzentration (ICsp) von
etwa 6 UM (Abbildung 3.47). Allerdings stellte sich die Loslichkeit der Substanz in den
Blutproben als Problem dar, weshalb die eigentlich effektive Wirksamkeit wahrscheinlich
hoher liegt. Bei den beiden Methylestern 1 und 3 hingegen wurden deutlich schlechtere ICso-
Werte von 53-93 uM erhalten.
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Abbildung 3.47:

Ergebnisse der Hemmung durch die Verbindungen 1 (Rot), 3 (Schwarz) und 6 (Blau) in in vitro

Wachstumsassays. (A) Wachstumsassay mit dem Parasitenstamm 3D7. (B) Wachstumsassay mit dem

Parasitenstamm FCR3. Die Wachstumsassays wurden experimentell von Judith Straimer, Arbeitsgruppe

Prof. S. Borrmann, Universitdt Heidelberg durchgefiihrt.
Die inhibierende Wirkung der Verbindungen 1, 3 und 6 auf die Sporozoiten wurden in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. F. Frischknecht, Universitdt Heidelberg, mit
einem semi-automatisierten in vitro Verfahren zur Messung der Sporozoiten-Motilitat
untersucht, welches erlaubt, die Motilitdt einer Vielzahl von Sporozoiten zeitgleich
und ’ GFP Protein)
fluoreszenzmarkierten Sporozoiten bewegen sich unter normalen Bedingungen durch eine
Gleitbewegung gegen

aufzunehmen auszuwerten.’’ Die mit

(grin fluoreszierendes

den Uhrzeigersinn auf Kreisbahnen. Zugabe der

Myosininhibitoren reduziert die Anzahl der kreisférmig sich bewegenden Sporozoiten zu
lediglich winkenden oder unbeweglichen Sporozoiten (Abbildung 3.48).
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Abbildung 3.48: Ergebnisse der in vitro Sporozoiten-Motilitatsmessungen. (A) Inhibition der beobachteten kreisférmigen
Gleitbewegung entgegen dem Uhrzeigersinn durch die Verbindungen 1, 3 und 6 bei einer
Inhibitorkonzentration von 100 uM. Als Positivkontrolle (+ Kontrolle) wurde der potente Aktininhibitor
Cytochalasin D (CytoD) verwendet. (B) Hemmung der parasitdren Gleitbewegung der Sporozoiten bei
unterschiedlichen Konzentrationen des Inhibitors 6. Experimentelle Durchfihrung der in vitro
Sporozoiten-Motilitaitsmessungen fand durch Stephan Hegge, Arbeitsgruppe Prof. F. Frischknecht,
Universitat Heidelberg statt.
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Tabelle 3.7 fasst die Ergebnisse aus den Versuchen zur Antimalariaaktivitdt der
Verbindungen 1, 3 und 6 nochmal zusammen. Die Experimente belegen eine inhibierende
Wirkung der Substanzen gegen beide Entwicklungsstadien der Plasmodien, sowohl dem
Blutstadium als auch dem Leberstadium. Die stdrkste hemmende Wirkung der drei
getesteten Substanzen zeigte Verbindung 6 mit einem ICso von etwa 6 UM und bestatigt
somit die Vorhersage der in silico Berechnungen. Aufgrund der problematischen Loslichkeit
der Substanzen unter den experimentellen Bedingungen und der damit verbundenen
undefinierbaren Menge an prazipitierendem Inhibitor, ist die effektive Wirksamkeit der
Substanzen wahrscheinlich hoher.

Tabelle 3.7: Ergebnisse aus den Versuchen zur Antimalariaaktivitdt der Verbindungen. Die Werte der prozentualen
Inhibition der Gleitbewegung wurden bei einer Inhibitorkonzentration von 100 pM bestimmt. Zum
Vergleich sind die durch Molekulares Docking vorhergesagten freien Bindungsenergien angegeben.

1Cs5o [UM] Inhibition der AGperechnet
Verbindung (Wachstumsassay) Gleitbewegung (Docking)
3D7 FCR3 [%] [kcal-mol™]
1 63,261 93,427 1 -7,82
3 53,887 52,898 45 -6,81
6 6,010 5,632 68 -10,13
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3.3.5 Strukturelle Validierung der Bindungsstelle

Die rationale, strukturbasierte Entwicklung neuer Pf Myosin A Inhibitoren brachte
Verbindungen hervor, die eindeutig eine hemmende Wirkung auf die Motorfunktion
isolierter Myosine, sowie auf verschiedene Stadien des Malariaparasiten aufweisen. Somit
ist eine Bindung der Biphenylinhibitoren an die Myosin-Motordomane bereits indirekt
nachgewiesen. Um die in den in silico Entwicklungsphasen vorhergesagte Bindungstasche
der Substanzen zu validieren, wurde die Kristallstruktur der Dd Myosin-2 Motordoméane mit
gebundenem Inhibitor 3 in Anwesenheit von ADP-VO, bis zu einer Auflésung von 2,5 A
gelost. Die erhaltene Elektronendichte fir 3 ist sehr gut definiert und zeigt die Konformation
und den Bindungsmodus des Inhibitors in der erwarteten Myosin-Bindungstasche (Abbildung
3.49).
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Abbildung 3.49:  Kristallstruktur des Dd Myosin-2 Komplexes mit gebundenem ADP-VO, und Verbindung 3. Die 2F,-F.
Elektronendichtekarte, berechnet ohne Anwesenheit des Liganden, zeigt, dass 3 in der allosterischen
Tasche bindet, fiir die der Inhibitor entwickelt wurde und validiert so das in silico Design.

Dimethyl-2,2'-(6,6'-dimethoxy-[1,1-biphenyl]-3,3‘-diyl)diacetat (3) bildet dabei ein
umfangreiches Wechselwirkungsnetzwerk mit dem Protein aus. Die Sauerstoffe der
Methoxygruppen bilden Wasserstoffbriickenbindungen mit den Aminosauren Arg428 und
Argb20 aus, sowie eine Wasser-vermittelte Interaktion mit GIn633. Eine der beiden
Methylesterfunktionen wechselwirkt Gber eine Vielzahl von Wasserstoffbriickenbindungen
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mit den Aminosdauren des Myosins, einschlieRlich des fiir die inhibitorische Wirkung der
Pseudiline  bedeutende Lys265. Die weiteren Wechselwirkungen beinhalten
Wasserstoffbriickenbindungen zu den Aminosdureresten Ala420, Asp590 und Pro591. Ein
Zweiwassercluster, das die Interaktion der zweiten Methylesterfunktion mit den
Proteinresten Ser260 und Leu263 vermittelt, wurde, wie auch schon bei den halogenierten
Pseudilinen, in der Komplexstruktur des Inhibitors 3 vorgefunden. Zudem finden hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen unpolaren Proteinseitenketten und den aromatischen Ringen
des Biphenylgrundkorpers statt, einschlielRlich der Interaktionen mit Ala424, Leu431 und
Leu592. Eine Darstellung der beobachteten Wechselwirkungen in der Rontgenkristallstruktur
von Dd Myosin-2 und Dimethyl-2,2°-(6,6'-dimethoxy-[1,1-biphenyl]-3,3‘-diyl)diacetat (3) ist
in Abbildung 3.50 gezeigt.
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Abbildung 3.50:  Darstellung der Wechselwirkungen in der Kristallstruktur zwischen dem Inhibitor 3 und Dd Myosin-2.

Zum Vergleich des in der Komplexkristallstruktur mit Dd Myosin-2 vorgefundenen
Bindungsmodus’ von 3 und der aus dem de novo Design des Inhibitors erwarteten
Bindungsposition in Pf Myosin A, wurden die Kristallstruktur und das Modell durch
Uberlagerung der Hauptkettenatome superpositioniert. Abbildung 3.51 zeigt einen
Ausschnitt von Pf Myosin A mit der superpositionierten, in Dd Myosin-2 kristallographisch
identifizierten Bindungskonformation des Inhibitors 3 und des wahrend der de novo
Entwicklung verwendeten Pharmakophormodells. Die Bindungsposition des Inhibitors ist
leicht verschoben und verdreht, im Vergleich zu der nach dem Pharmakophormodell
aufgebauten und erwarteten Konformation. Dennoch ist eindeutig erkennbar, dass der
groflte Teil des Biphenylgrundkérpers in hydrophoben Bereichen der Bindungstasche
eingebettet ist, sowie einige der funktionellen Gruppen in den entsprechenden
Schliisselbereichen fiir attraktive Wechselwirkungen binden. Allerdings gibt es auch
deutliche Abweichungen der superpositionierten Bindungsorientierung und der erwarteten
Position, was moglicherweise durch die unterschiedliche sequenzielle und strukturelle
Zusammensetzung der Bindungstasche in Pf Myosin A und in Dd Myosin-2 zuriickzufiihren ist
und dadurch abweichende Bindungsmodi der Biphenylinhibitoren an die beiden ungleichen
Myosinisoformen zu erwarten lasst. Die kristallographisch bestimmte Bindungskonformation
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des Biphenylinhibitors 3 bietet die Moglichkeit flir Optimierungen der Inhibitorstruktur zur
Erhohung der Aktivitat auf Basis der kristallographischen Position.

Abbildung 3.51:  Ausschnitt der Bindungstasche im Modell von Pf Myosin A mit der kristallographisch bestimmten
Bindungsposition von Inhibitor 3 und dem im Designprozess verwendeten Pharmakophormodell. Die
Position des Inhibitors wurde durch Superposition der Hauptkettenatome des Modells und der Dd
Myosin-2-Kristallstruktur erhalten. Das Pharmakophormodell ist als transparente Oberflachen-
darstellung gezeigt und gibt die zum Protein komplementiaren Wechselwirkungsbereiche wieder.
Farbcode: Blau = Wasserstoffdonor, Rot = Wasserstoffakzeptor, Weilt = Hydrophob.

123



Diskussion

4. Diskussion

4.1 Allosterische Beeinflussung der Dd Myosin-2 Funktion durch
G680-Mutationen

Die Mutation von G680 in Dd Myosin-2 beeinflusst nachweislich die Myosin-Aktivitat und
-Funktion. Nukleotidbindung, Hydrolyse und Produktabgabe werden durch die Mutation
beeintrichtigt**’ 141133
Aktivitdat der Mutanten fihren.

Rontgenstrukturen zeigen, dass die G680A- und G680V-Mutation eine Konformation der

, wobei erhdhte Temperaturen zur Wiederherstellung der Myosin-

149153 Die strukturelle Analyse der gelésten Mutanten

Myosin-Motordomaéne induziert, die dem Wildtyp post-rigor Zustand in Abwesenheit von
Aktin dhnelt. Im Gegensatz zum Wildtyp-Myosin-2 ohne gebundenes Nukleotid, weisen die
Mutanten-Myosinstrukturen in der apo-Form aber einen gedffneten 50 kDa Spalt in der
Motordomadne auf. Die Relayhelix ist langgestreckt und der Konverter und Hebelarm in der
down Position. Transientenkinetik ergab eine erhohte Nukleotidaffinitat der GG80A-Mutante
gegeniber Wildtypkonstrukten in der Abwesenheit von Aktin und eine 100-fach
verlangsamte ADP-Dissoziationsrate. Des Weiteren konnte wahrend der Verfeinerung der
G680A-Nukleotid-Komplexstruktur keine Elektronendichte fir das y-Phosphat-nachahmende
meta-Vanadat in der Nukleotidbindungstasche gefunden werden, trotz der Anwesenheit von
2 mM ADP und 2 mM Natrium-VOs in den Kristallisationsansatzen. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die G680A- und G680V-Myosin-2 Mutanten die Besetzung eines einzigen
Zustands stabilisieren, mit hoher Praferenz flr einen post-rigor ahnlichen Zustand. ADP ist
stark an das aktive Zentrum gebunden, tatsichlich sogar stirker als beim Wildtyp, AAG® = 3,3
kJ-mol™, mit einem erhéhten enthalpischen Beitrag AH® von ungefahr 18-19 kl-mol™ (25 %).
In der Gegenwart von Aktin ist die ADP-Affinitdt des Wildtyp-Myosins dramatisch
herabgesetzt (von 7 auf [240 uM), wohingegen die Affinitdt der Mutanten groftenteils
unverandert bleibt oder sogar leicht ansteigt. Berechnung der thermodynamischen
Parameter zeigt eine Erniedrigung der Energiebarriere AH* der ADP-Bindung durch Aktin,
wohingegen die freie Energie der ADP-Bindung AG° unveridndert bleibt. Trotz dhnlicher
Affinitaten von G680A in der Gegenwart und Abwesenheit von Aktin, sind die Entropien sehr
unterschiedlich und in der Anwesenheit von Aktin ist die ADP-Bindung Enthalpie-gesteuert.
Die Entropie —TAS® der ADP-Bindung ist deutlich reduziert im G680A-Konstrukt. Auf der
einen Seite, wird diese Erniedrigung der Entropie zu einem groRen Anteil durch das starkere
Binden des Nukleotids an die Myosintasche und den damit verbundenen Verlust an
Mobilitdat hervorgerufen. Auf der anderen Seite, geht in den Entropieterm nicht
ausschlieBlich der Beitrag des Substrates ein, sondern ebenso andere Effekte, wie die
Verdrangung von Wassermolekiilen aus der Bindungstasche oder Verdnderungen in der
Flexibilitat umliegender Aminosauren. Alle drei Mutanten-Rontgenstrukturen zeigen das
aktive Zentrum im gedffneten Zustand. Schalter-1 und Schalter-2 haben sich voneinander
weg bewegt und die kritische Salzbriicke zwischen Arg238 und Glu459 ist unterbrochen. Um
das dynamische Verhalten des aktiven Zentrums und der Motordomdne insgesamt zu
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untersuchen, wurden Molekiildynamik-Simulationen der G680A- und G680V-Mutanten in
wassriger Losung, basierend auf den Réntgenstrukturen im apo-Zustand, durchgefiihrt. Uber
die 100 ns Simulationszeit blieb die Position von Schalter-2 stabil, wahrend Schalter-1 seine
Konformation &nderte und sich in Richtung Schalter-2 bewegte. Die Umlagerung von
Schalter-1 war mit einer Rotation der gesamten U50 kDa Domane und dem Prozess des
SchlieRens des 50 kDa Spaltes verbunden. Dieses Verhalten konnte in allen durchgefiihrten
MD-Simulationen der Mutanten-Motordomadnen beobachtet werden. Analyse der
kristallographischen B-Faktoren, sowie Hauptkomponentenanalyse der MD-Trajektorien
deuten weiterhin auf eine Erniedrigung der thermischen Flexibilitat verschiedenster Teile der
L50 kDa Domane, einschlieflich der Relayhelix und Schalter-2. Somit lassen die Daten
vermuten, dass die G680-Mutanten weiterhin die Fahigkeit besitzen den 50 kDa Spalt
aufgrund der Bindung an Aktin zu schlieRen und dadurch die Konformation von Schalter-1 zu
verandern. Diese Annahme wird ebenfalls durch die Tatsache unterstiitzt, dass Aktin nach
wie vor die ADP-Bindung und -Abgabe in stopped flow Experimenten zu beschleunigen
vermag.'*’ Der offene Spalt und die beobachtete Position von Schalter-1 in den Strukturen
der Mutanten scheinen eine Folge der Kristallisationsbedingungen zu sein. Dennoch deuten
die Ergebnisse daraufhin, dass Schalter-2 und die nachfolgende Relayhelix aufgrund der
Mutationen in einer definierten Position gefangen oder eingefroren sind. Die damit
einhergehende Beeintrachtigung der Funktion als y-Phosphatsensor von Schalter-2 fiihrt zu
einer Erniedrigung der Geschwindigkeitskonstante der Nukleotidbindung an die
Myosinmutanten. Zusatzlich kénnte die Abnahme der thermischen Flexibilitat der Grund
sein fir die Moglichkeit die geringe Motoraktivitdt der Myosinmutanten in in vitro

149153 nd kénnte ebenfalls

Motilitdtsmessungen durch Temperaturerhhung zu verbessern
an der Herabsetzung der Entropie der ADP-Bindung beteiligt sein. Wie vorher bereits
erwahnt, ist die Aminosdaure G680 in der Verbindungsschleife gelegen, die die SH1- und SH2-
Helices miteinander verbindet. Um diese Verbindungsschleife findet sich in bekannten
Wildtyp-Myosinen ein umfangreiches Netzwerk an Interaktion zwischen der SH1/SH2-
Region, der Relayhelix, sowie dem zentralen pB-Faltblatt. Dieses Netzwerk umfasst
mindestens 9 Aminosaurereste und 5 Wassermolekiile. Die Einfihrung einer aliphatischen
Seitenkette, wie die Methylgruppe in Alanin, oder die Isopropylgruppe in Valin, scheint die
reaktive Thiolregion sterisch von der Relayhelix und dem zentralen B-Faltblatt
wegzudricken.  Aufgrund  dieses  Entfernens konnen die  meisten  dieser
Wasserstoffbrickenbindungen nicht mehr langer ausgebildet werden und der Spalt zwischen
Relayhelix und SH1/SH2-Region wird verbreitert. Dartuber hinaus befindet sich die Postion
G680 in unmittelbarer Nahe zum Drehpunkt der Hebelarmbewegung. Beide Aminosduren,
Alanin und Valin, besitzen im Vergleich zu Glycin eingeschrankte Rotationsfreiheitsgrade,
aufgrund der Anwesenheit der Seitenkette. Diese beeintrachtigte Rotationsflexibilitat kann
zusatzlich einen Einfluss auf die Bewegung des Hebelarms haben.

Die reaktive Thiolregion dient als eine der zentralen Punkte (hot spot) fir die energetische
Kopplung in der Myosin-Motordomane. Im Falle der G680-Mutante, in der die
Kommunikation der SH1/SH2-Region zu den benachbarten Strukturelementen unterbunden
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ist, kann dieser Transfer energetischer und konformationeller Informationen nicht langer
stattfinden. Als Konsequenz ist die feinabgestimmte Verstarkermaschinerie des
Myosinmotors gestort und die Fahigkeit der Relayhelix die abgeknickte Form einzunehmen
und somit die Konverterdoméne, die direkt an die SH1/SH2-Region gebunden ist, in die up
Position zu ziehen unterdriickt. Schalter-2, am N-terminalen Ende der Relayhelix gelegen, ist
auf die gleiche Weise von der Beeintrachtigung der Relayhelix betroffen und in der offenen
Konformation gefangen. Somit beeinflusst die Funktion oder Dysfunktion der reaktiven
Thiolregion allosterisch das aktive Zentrum und damit die Nukleotidbindung und
Hydrolysefahigkeit, sowie die Abgabe der Hydrolyseprodukte. Die Ergebnisse der in silico
Mutationen und der nachfolgenden 100 ns MD Simulationen bei Raumtemperatur (T = 300
K) unterstitzen den Mechanismus der durch Mutation induzierten Verschiebung der
reaktiven Thiolregion weg von der Relayhelix und dem zentralen B-Faltblatt. Dadurch verliert
die SH1/SH2-Region ihre Funktion in der energetischen Weiterleitung und in der Vermittlung
konformationeller Veranderungen in der Myosin-Motordomane, die entscheidend fir die
Bewegung des Hebelarms und fir die Krafterzeugung sind.

4.2 Dd Myosin-2 Inhibitoren

Halogenierte Pseudiline sind potente Inhibitoren der Myosin-Motorfunktion. Wahrend die
Aktivitat bestimmter Pseudiline fur Klasse 1 und Klasse 5 Myosine im unteren mikromolaren
Bereich ist, zeigen sie eine eher moderate Wirksamkeit auf Myosin-2 (im zehner bis
hunderter uM Bereich). Alle Pseudiline binden an die gleiche Bindungstasche, wobei aber die
Art, wie sie binden, sich zu einem gewissen Mal3 unterscheidet. Auf der einen Seite ist diese
Variation des Bindungsmodus’ durch die Natur der unterschiedlichen Halogensubstituenten
hervorgerufen, auf der anderen Seite reprasentieren die kristallographisch bestimmten
Bindungspositionen die energetisch bevorzugten und somit dominanten Ensemble von
Konformeren in der allosterischen Bindungstasche. Um diese Annahmen zu untersuchen
wurden klassische MD Simulationen der Komplexe in Lésung durchgefiihrt. Uber die Linge
der Simulationen besetzten die nicht-methylierten halogenierten Pseudiline bevorzugt
Konformationen mit zwei intakten Wasserstoffbriickenbindungen zur Myosin-
Motordomadne. Demnach bilden sowohl die OH- als auch die NH-Gruppen Wasserstoff-
brickenbindungen zum Protein aus, die wichtig fiir die Bindung sind. Diese Beobachtung
wird durch die Ergebnisse der ATPase-Messungen unterstiitzt, da die inhibitorische Aktivitat
der Pseudiline deutlich reduziert ist, wenn entweder die OH- oder die NH-Gruppe methyliert
ist. Trotzdem sind diese zwei interagierenden Gruppen nicht die einzigen Faktoren fir die
Affinitateigenschaften und Wirksamkeit, da die nicht-halogenierten Verbindungen 23 und 24
uberhaupt keine Aktivitat aufweisen. Die Frage stellt sich, was die erhohte Wirksamkeit der
bromierten Verbindungen {ber solche mit Chlorsubstituenten verursacht. Analyse der
Eigenschaften der allosterischen Bindungstasche in Dd Myosin-2 deckte polare Bereiche auf,
die an der Aufrechterhaltung der Wasserstoffbriicken zu den Inhibitoren beteiligt sind, sowie
Cluster hydrophober Aminosaduren. Diese unpolaren Aminosaurereste interagieren tiber eine
Vielzahl hydrophober Wechselwirkungen hauptsachlich mit den Halogenen der Pseudiline.
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Da Brom weniger elektronegativ ist als Chlor und somit die C-Br-Bindung weniger polar als
die C-Cl-Bindung, koénnen stdrkere hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den
Bromsubstituenten und den aliphatischen und aromatischen Seitenketten des Proteins
ausgebildet werden. Zusatzlich unterstitzen die grofReren Ausmale der Bromatome die
sterische Einnistung der Pseudiline in die Bindungstasche, wie in der Struktur des mit
Verbindung 25 gebildeten Komplexes zu sehen ist (Abbildung 3.13). Die Verbindung
zwischen der Polaritat der allosterischen Bindungstasche, der Affinitdt und der biologischen
Aktivitat der Pseudiline mit unterschiedlichen Halogensubstituenten wirft die Frage nach der
Interaktion halogenierter Pseudiline mit verschiedenen Myosinisoformen auf. Die Polaritat
der Pseudilin-Bindungstasche in den meisten Myosinen der Klasse 1 ist, durch die
Anwesenheit einer hoheren Anzahl an polaren und geladenen Aminosduren, deutlich erhoht.
Die inhibitorische Aktivitdt von Pentachlorpseudilin (29) gegeniiber Klasse-1 Myosinen ist
deutlich starker, wahrend 29 eine geringe hemmende Wirksamkeit gegen Myosin-2 und -5
besitzt. Im Gegensatz dazu weist Pentabrompseudilin (25) eine erhohte inhibitorische
Wirkung und Affinitdt auf Myosin-5, welches eine mehr hydrophobe allosterische
Bindungsstelle besitzt, und ist weniger aktiv gegeniiber Myosin-2 mit einer maRig
hydrophoben Tasche. Pseudilin 33 mit gemischter Halogensubstitution zeigt keine klar
ausgepragte Praferenz fir irgendeine Myosinisoform (Abbildung 3.16). Diese Ergebnisse
deuten darauf, dass chlorsubstituierte Pseudiline potenter im Kontext von Myosinisoformen
mit polaren allosterischen Bindungstaschen sind, wohingegen bromierte Pseudiline eine
hohere Wirksamkeit im Kontext von hydrophoberen Bindungstaschen zeigen.

Wahrend der Komplexbildung erfahren Liganden fiir gewohnlich einen Verlust an
Translations-, Rotations- und internen Freiheitsgraden. Der Verlust an internen
konformationellen Freiheitsgraden der Pseudiline ist sehr gering, wie die Berechnung der
Konfigurationsentropie durch Uberlagerung der Inhibitorkoordinaten entlang der MD-
Trajektorie ergab. Die Verwendung der Proteinatome fiir den Uberlagerungsprozess erlaubt
die Untersuchung der relativen Bewegungen des Liganden zum Protein und stellt somit
einen direkten Zugang zur Beschreibung der Translationsentropie (S,Z,%‘;ﬁex(Protein)) der
Pseudiline im Protein dar. Die Werte der Translationsentropie sind erheblich héher, als die
Konfigurationsentropien und deuten auf eine signifikante Mobilitat der Pseudiline in der
Proteintasche. Demzufolge weisen die Ergebnisse der MD-Simulationen darauf hin, dass die
halogenierten Pseudiline einen Teil ihrer Mobilitdat beibehalten, wdhrend sie in der
allosterischen Tasche gebunden sind und so einen positiven entropischen Beitrag zur freien
Bindungsenergie ausmachen.

Die Art und Weise zu erfassen, wie diese kleinen Molekiile ihre hemmende Wirkung
entfalten, stellt sich als recht schwierig heraus, da die Rontgenstrukturen der Komplexe
keine groBeren Unterschiede zueinander aufweisen. Das Binden der Inhibitoren induziert
somit keine eindeutigen Umlagerungen von Proteindomédnen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen allerdings, dass die allosterische Inhibition durch halogenierte Pseudiline durch
kombinierte Effekte von globalen Verdnderungen der Proteindynamik und direkte
Kommunikation zwischen dem katalytischen und allosterischen Zentrum lber eine Kaskade
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kleiner Konformationsanderungen herbeigefiihrt wird. Der direkte Signalrelaismechanismus
wirkt (iber eine Distanz von [119 A und beinhaltet mindestens 8 Aminosduren und 2
Wassermolekiile (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des direkten Relaispfades, der die allosterische Bindungsstelle mit dem

aktiven Zentrum Uber ein Netzwerk von Wasserstoffbriickenbindungen verbindet. Die Abwesenheit des
lytischen Wassers (H,0,) in den Inhibitor-gebundenen Strukturen ist durch Klammern angedeutet. Eine
Wasserstoffbriicke zwischen Hauptkettenatomen der Aminosduren Lys265 und Glu264 ist an der
Kopplung der Liganden-induzierten Bewegung von Lys265 an den Rest des Relaisnetzwerkes beteiligt.
Das Binden der halogenierten Pseudiline fiihrt zu einer Reihe von Umlagerungen der
Aminosaureseitenketten entlang des Pfades und schlieflich zur Abwesenheit des Iytischen
Wassermolekails.
Wie in den meisten Kristallstrukturen der Myosin-Motordomane im post-recovery stroke
Zustand, wurde auch in der Myosin-ADP-VOs-Struktur ohne gebundenen Inhibitor (PDB
Code: 2JJ9) das lytische Wassermolekiil (H,Oy:), welches hervorragend fir einen inline
Angriff auf das Yy-Phosphat-Mimikry des Nukleotidanalogons positioniert ist, in der
entsprechenden Position vorgefunden. Hingegen ist dieses kritische Wassermolekiil in keiner
der Komplexstrukturen mit gebundenem Pseudilininhibitor erhalten (Abbildung 4.2). Die
Abwesenheit des lytischen Wassers ist eine Konsequenz von Umlagerungen in
Proteinseitenkettenorientierungen entlang des allosterischen Pfades, der durch das Binden
des halogenierten Pseudilins an die Myosin-Motordomane eingeleitet wird. Lys265 kann
dabei als Ausgangspunkt des direkten Relaismechanismus’ angesehen werden. In jeder der
fiunf verglichenen Rontgenstrukturen ist Lys265 unterschiedlich positioniert und
wechselwirkt entweder mit der Hydroxygruppe der halogenierten Pseudiline (Verbindungen
25 und 29), oder der Aminogruppe des Pyrrolrings (Verbindung 33). Weitere
hervorstechende Veranderungen entlang des Relaispfades beinhalten eine leichte
Umlagerung in der Seitenkettenorientierung von Glu264, verbunden mit einer Verschiebung
oder der vollstandigen Abwesenheit des gebundenen Wassermolekiils weg von den
interagierenden Aminosdureresten (Glu264 und GIn468), sowie eine Bewegung der
Aminosauren Arg238 und Glu459 der fur das Myosin kritischen Salzbriicke weg voneinander.
Globale Kommunikation scheint vorrangig in einigen der Oberflachenschleifen aufzutreten,
aber bezieht auch starrere Teile der Motordomdne, wie das zentrale B-Faltblatt und
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angrenzende Helices, mit ein. B-Faktor-Analyse der Rontgenstrukturen deuten auf eine
Korrelation zwischen der inhibitorischen Aktivitdt der halogenierten Pseudiline und dem
Ausmal}, mit dem deren Bindung eine globale Reduzierung der Proteindynamik hervorruft.
Solch eine Erniedrigung der Proteinflexibilitit konnte mit den fiir die Motoraktivitat
notwendigen Verdanderungen des Proteins interferieren. Die Berechnung der
Proteinfluktuationen mittels RMSF-Werte aus den MD-Trajektorien gibt weitere Hinweise
auf eine Herabsetzung der Proteinflexibilitdt durch die Bindung der halogenierten Pseudiline.

a) b)
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Abbildung 4.2: Ausschnitte der 2F,-F. Elektronendichtekarten des aktiven Zentrums in Dd Myosin-2. (A) Die
Abwesenheit des lytischen Wassers ist eine Folge der Inhibitor-induzierten Verdanderungen entlang des
allosterischen Relaispfades. (B) In den Strukturen ohne gebundenen Inhibitor ist das lytische Wasser im
aktiven Zentrum gebunden.
Im Gegensatz dazu, ist das lytische Wassermolekil im aktiven Zentrum der Myosin-Prodan-
Struktur erhalten, obwohl Prodan (35) an die gleiche Bindungstasche bindet. Wie aus den
Untersuchungen zu den halogenierten Pseudilinen eindeutig hervorgeht, besteht eine
nachweisliche Kommunikation und allosterische Beeinflussung des aktiven Zentrums und
dieser abgelegenen Bindungstasche. Dieser Umstand liefert eine Erklarung fiir die
Veranderungen der Fluoreszenzeigenschaften des an Myosin gebundenen Prodans wahrend
der Hydrolysereaktion. Im Unterschied zu den halogenierten Pseudilinen, interagiert Prodan
allerdings nicht mit Lys265 und besitzt deshalb wahrscheinlich keinen inhibitorischen Effekt
auf die ATPase-Funktion von Mpyosin. In Ubereinstimmung damit, ist das lytische
Wassermolekiil im aktiven Zentrum, das als Ergebnis von Konformationsanderungen der
Aminosauren entlang des Relaispfades in den Strukturen der halogenierten Pseudiline nicht
vorzufinden war (Abbildung 4.1), in der Myosin-Prodan-Komplexstruktur erhalten (Abbildung
3.22C). Die Seitenketten der Aminosauren entlang des allosterischen Relaispfades liegen in
der Prodan-gebundenen und -ungebundenen Struktur fast identisch vor und zeigen so gut
wie keine konformationelle Abweichungen zueinander. Des Weiteren zeigt die Analyse der
kristallographischen B-Faktoren keine Beeinflussung der Proteinflexibilitat durch die Bindung
an Myosin (Abbildung 3.24). Prodan (35) bindet demzufolge zwar an die gleiche Tasche, wie
die halogenierten Pseudiline, besitzt aber keinen inhibitorischen Effekt auf die
Myosinfunktion, da es weder mit den Aminosaureresten des Relaispfades interagiert, noch
einen Effekt auf die Proteindynamik ausiben kann.
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4.3 Der Ca’*-Sensitizer EMD57033

Inotrope Ca**-Sensitizer werden zur Behandlung von Herzinsuffizienz verwendet, da sie die
Kontraktilitdt des Herzmuskels positiv fordern. Der Klasse 3 Ca’*-Sensitizer EMD 57033 (36)
zeigt dabei nachweislich eine direkte Wirkung auf das kardiale Aktomyosinsystem.’*!841%8
EMD 57033 stimuliert die enzymatische ATPase-Funktion und erhoht die aktive Steifheit der
Myosinmotoren um bis zu 10 %. Dennoch ist diese Aktivitat nicht ausreichend, um den durch
EMD 57033 hervorgerufenen Anstieg der erzeugten Kraft der einzelnen Motorproteine um
mehr als 50 % zu erkldren. Auf Basis von friiheren Studien an isolierten Muskelfasern wurde
daher postuliert, dass EMD 57033 die Spannung einzelner Myosine in den krafterzeugenden
Zustianden entlang des chemomechanischen Zyklus’ erhoht, was zu einem Anstieg der
aktiven Kraft fihrt.'®*

Um diese Hypothese zu untersuchen und den Bindungsmodus von EMD 57033 an die
Myosin-Motordomane zu bestimmen, wurde die Kristallstruktur von Dd Myosin-2 im post-
recovery stroke Zustand in Anwesenheit von ADP-VO3; und EMD 57033 bis zu einer Auflosung
von 2,7 A gelost. Dabei wurde nur eine partielle Elektronendichte fur den Liganden
aufgefunden, die das Thiadiazinon-Derivat 36 nicht vollstandig darstellt. Aus diesem Grund
konnte der exakte Bindungsmodus nicht zuverldssig bestimmt werden. Allerdings definiert
die erhaltene Elektronendichte den Liganden ausreichend, dass die wahrscheinliche
Bindungsstelle in der Myosin-Motordomane identifiziert werden konnte. EMD 57033 bindet
in einer relativ hydrophoben Bindungsstelle in der N-terminalen Doméane des Myosins und
interagiert hochstwahrscheinlich mit dem N-terminalen B-Fass. Diese Position stellt eine
neue, bisher nicht bekannte allosterische Bindungsstelle in der Myosin-Motordomane dar.
Aufgrund der unvollstandigen Besetzung im Kristall und der damit verbundenen schlechten
Elektronendichte, kdnnen keine zuverldssigen Aussagen Uber die exakten Wechselwirkungen
zwischen EMD 57033 und dem Myosin getroffen werden. Weiterfiilhrende strukturelle
Studien werden bendétigt, um den genauen Bindungsmodus eindeutig beschreiben zu
konnen und die Bindungsstelle zu verifizieren. Dennoch geben die in dieser Arbeit gezeigten
kristallographischen Untersuchungen erste Hinweise auf die neue Bindungsstelle von EMD
57033 in der N-terminalen Domane des Myosins.

Weitere Hinweise auf die neu entdeckte Bindungsstelle ergaben in silico Dockingstudien von
EMD 57033 an die Motordomane des humanen B-kardialen Myosins. Die Bindungsposition
mit der hochsten Affinitdt und damit die bevorzugteste Position, wurde ebenfalls in der N-
terminalen Domadne des Proteins vorgefunden. Im Vergleich zur kristallographisch
bestimmten Bindungsposition ist die in silico identifizierte Bindungsstelle etwa 10 A in
Richtung der U50 kDa Domadne verschoben. Diese Verschiebung kann zum einen durch die
Unterschiede der verwendeten Myosinisoformen begriindet sein, oder im Rahmen der
Ungenauigkeit der Methode liegen. Andererseits liegen die Myosine auch in verschiedenen
Zustanden vor. Wahrend die Kristallstruktur das Myosin eindeutig im post-recovery stroke
Zustand zeigt, in dem sich der Hebelarm in der up Position befindet, wurde das Modell des
Hs B-kardialen Myosins im post-rigor Zustand erstellt, bei dem der Hebelarm in der down
Position steht (Abbildung 3.21A). Das bedeutet, die beiden Strukturen entsprechen
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Zustanden des Myosins vor und nach der Hebelarmbewegung und Krafterzeugung. Wahrend
der Krafterzeugung findet eine Reihe von Umlagerungen in der Myosin-Motordomane statt
(vergleiche Kapitel 1.1), wodurch letztendlich der Konverter zusammen mit dem Hebelarm
eine Rotationsbewegung um etwa 60° vollfiihren. Die Konformationsanderungen beinhalten
auch die koordinierte Verschiebung der N-terminalen Doméne, wie eindeutig in Abbildung
3.21 zu erkennen ist. EMD 57033 scheint genau in dem Grenzgebiet zu binden, das durch die
Rotationsbewegung des Hebelarms direkt beeinflusst wird. Die Bindung von EMD 57033
kdnnte demzufolge eine stabilisierende Wirkung auf die N-terminale Domdne und die
Rotation des Hebelarms haben und so die Spannung in dem Myosinmotor wahrend des
Kraftschlags erhohen.

4.4 De Novo Entwicklung antiparasitarer Myosininhibitoren

Die rationale, strukturbasierte Entwicklung neuer allosterischer Inhibitoren der Pf Myosin A
Motorfunktion ergab Verbindungen, die die Myosinfunktion effektiv inhibieren und eine
antiparasitare Wirkung besitzen. Dazu wurden auf Basis geloster Rontgenkristallstrukturen
von Dd Myosin-2 Modelle des strukturell bisher unbekannten parasitiren Pf Myosin A
erstellt und mit Hilfe der Analyse verschiedener Myosineffektoren potentielle Zielbereiche in
der Motordomane der Molekularen Motoren definiert. Die allosterische Bindungstasche an
der Spitze des 50 kDa Spaltes in der Myosin-Motordomane wurde in silico auf ihre
Eigenschaften untersucht und fiir das Design neuer Inhibitoren verwendet. Dabei wurden
sowohl Informationen Uber die Wechselwirkungseigenschaften, als auch Uber Sterik und
Elektrostatik der Bindungstasche mit in die Entwicklung der neuen Inhibitoren
miteinbezogen. Aus der erzeugten und durch Molekulares Docking getesteten
Substanzbibliothek potentieller Hemmstoffe, wurden die funktionalisierten Biphenyle als
vielversprechende Verbindungen fiir die weiteren Studien ausgewahlt und durch eine
biomimetische, eisenvermittelte, oxidative Phenolkupplung und anschlieender
Derivatisierung synthetisch dargestellt. Untersuchungen zur inhibitorischen Aktivitat der
synthetisierten Verbindungen auf die enzymatische ATPase-Funktion von Myosin wurden
durch kinetische Messungen im FlieRgleichgewicht bei variierender Inhibitorkonzentration
durchgeflihrt und zeigten Inhibition im niederen mikromolaren Bereich. Zudem besitzen die
Verbindungen die Fahigkeit die Motorfunktion von Myosinen in in vitro
Motilitatsuntersuchungen zu hemmen. Die Verbindungen wurden gegen drei verscheidene
Myosinisoformen unterschiedlicher Klassen geprift und besitzen deutliche Unterschiede in
der Wirksamkeit gegen die unterschiedlichen Isoformen. Inhibitor 8 wies dabei die héchste
Aktivitat gegen das Modellsystem Dd Myosin-1b auf. Um eine mogliche Antimalariawirkung,
bzw. antiparasitare Aktivitdat der neuen Myosininhibitoren nachzuweisen, wurden die Effekte
von drei ausgewadhlten Substanzen auf die Leber- und Blutstadien des Malariaparasiten
Plasmodium falciparum getestet. Verbindung 6 ergab dabei einen IC5g von etwa 6 uM zu
Unterdrickung des Merozoitenwachstums in infizierten, menschlichen Blutproben und
bildet damit eine interessante Leitstruktur zur Weiterentwicklung zu Antimalaria-
Wirkstoffen. Auch die charakteristische Gleitbewegung der parasitdaren Sporozoiten wurde
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durch Verbindung 6 deutlich gehemmt. Die geringe Loslichkeit der Verbindungen in den
Testmedien und den Blutproben limitiert allerdings die Anwendbarkeit der Substanzen als
Leitstrukturen und muss in weiterfiihrenden Optimierungen und Arbeiten durch Einfihren
polarer Gruppen in die chemische Struktur verbessert werden. Ebenso ist die maximal
erhaltene Aktivitdt im niederen mikromolaren Bereich noch nicht ausreichend um als
spezifische Wirkstoffe agieren zu kénnen.
Die strukturelle Analyse der geldsten Kristallstruktur von Dd Myosin-2 im Komplex mit
Verbindung 3 offenbarte die Bindungsposition und den Bindungsmodus der Substanzen an
die allosterische Bindungstasche. Dabei wurden Abweichungen zu dem in Pf Myosin A
erwarteten Bindungsmodus beobachtet. Diese Verdnderte Position kdnnte durch die
unterschiedliche Natur der Bindungstaschen in Myosin-2 und Myosin A hervorgerufen sein,
oder grundsatzlich eine bevorzugte Position der Biphenylinhibitoren darstellen, die fir die
Weiterentwicklung der gefundenen Inhibitoren dienen kann. Zudem werden sowohl bei der
kristallographisch  bestimmten Bindungskonformation, als auch der durch den
Entwicklungsprozess definierten Position, der in dieser Arbeit beschriebenen Verbindungen,
eine beachtliche Anzahl an moglichen Interaktionsbereichen in der Bindungstasche nicht
optimal ausgenutzt. Weiterfliihrende Studien zu Optimierung der Substanzen sollten die
durch die Bindungstasche definierten Wechselwirkungseigenschaften besser und
umfangreichen ausnutzen. Um dies zu erreichen ist die Darstellung asymmetrischer
Inhibitoren unerldsslich, die im Gegensatz zu den in dieser Arbeit entwickelten
symmetrischen Inhibitoren unterschiedliche Funktionalisierungen und Substitutionen an den
beiden aromatischen Ringen des Biphenylgrundkorpers besitzen. Eine weitere
Einschrankung, die wahrend der Synthese und Entwicklung der Biphenylinhibitoren
vernachldssig wurde, betrifft die Stereochemie der Substanzen. Alle in der vorliegenden
Arbeit eingesetzten Biphenylverbindungen wurden nicht enantiomerenrein verwendet oder
hergestellt. Da es sich bei den entwickelten Myosininhibitoren um Biphenyle mit ortho-
Substituenten handelt, ist die Drehbarkeit der Phenolringe zueinander eingeschrankt und es
tritt axiale Chiralitat auf. Das bedeutet, dass zwei Enantiomere, bzw. Atropisomere
vorliegen, die, im Falle, dass ihre Rotationsbarriere energetisch hoch genug liegt, synthetisch
in ihren reinen Formen dargestellt werden kdonnen. Im Hinblick auf die Verwendbarkeit der
Substanzen fir therapeutische oder zellbiologische Anwendungen ist die enantiomerenreine
Benutzung von duBerster Wichtigkeit, da die beiden Enantiomere sich deutlich in Wirkung
und Verhalten in der chiralen Umgebung eines Proteins unterscheiden kénnen.
Insgesamt konnte die erfolgreiche Anwendung der rationalen, strukturbasierten de novo
Entwicklung neuer Myosininhibitoren nachgewiesen werden. Die Verbindungen sind zur
Hemmung der Myosinfunktion an isolierten Proteinen, als auch zur Reduzierung des
Parasitenwachstums und der Motilitdt von Malariaparasiten befahigt. Die vorliegenden
Studien belegen die Einsetzbarkeit und Stdrke eines rationalen, strukturbasierten
Entwicklungsprozesses zur Erzeugung neuartiger Substanzen mit spezifischen Eigenschaften
und Wirkmechanismen und bieten den Ansatz zur Entwicklung neuer Antimalaria-Wirkstoffe
auf Basis der Inhibierung der parasitiren Bewegungsmaschinerie. Dieser Ansatz
unterscheidet sich deutlich von den bisherigen Wirkmechanismen eingesetzter Antimalaria-
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Wirkstoffe, um nicht von vorherrschenden Resistenzen in den Parasitenstammen
beeintrachtigt zu werden.

133



Literaturverzeichnis

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Literaturverzeichnis

Alberts, B. et al. Molecular Biology of the Cell, (Garland Publishing, 1994).

Kihne, W. Untersuchungen tber Bewegung und Veranderung der contraktilen Substanzen.
Arch. f. Anat. Physiol. u. wissensch. Med., 564-642, 748-835 (1859).

Pollard, T.D. & Korn, E.D. Acanthamoeba myosin. |. Isolation from Acanthamoeba castellanii
of an enzyme similar to muscle myosin. J. Biol. Chem. 248, 4682-4690 (1973).

Hodge, T. & Cope, M.J. A myosin family tree. J. Cell Sci. 113 Pt 19, 3353-3354 (2000).

Foth, B.J., Goedecke, M.C. & Soldati, D. New insights into myosin evolution and classification.
Proc. Natl. Acad. Sci. US A 103, 3681-3686 (2006).

Titus, M.A. Myosins. Curr. Opin. Cell Biol. 5, 77-81 (1993).

Donaudy, F. et al. Multiple mutations of MYO1A, a cochlear-expressed gene, in sensorineural
hearing loss. Am. J. Hum. Genet. 72, 1571-1577 (2003).

Lalwani, A.K. et al. Human nonsyndromic hereditary deafness DFNA17 is due to a mutation in
nonmuscle myosin MYH9. Am. J. Hum. Genet. 67, 1121-1128 (2000).

Donaudy, F. et al. Nonmuscle myosin heavy-chain gene MYH14 is expressed in cochlea and
mutated in patients affected by autosomal dominant hearing impairment (DFNA4). Am. J.
Hum. Genet. 74, 770-776 (2004).

Walsh, T. et al. From flies' eyes to our ears: mutations in a human class lll myosin cause
progressive nonsyndromic hearing loss DFNB30. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 99, 7518-7523
(2002).

Melchionda, S. et al. MYO6, the human homologue of the gene responsible for deafness in
Snell's waltzer mice, is mutated in autosomal dominant nonsyndromic hearing loss. Am. J.
Hum. Genet. 69, 635-640 (2001).

Tamagawa, Y. et al. A gene for a dominant form of non-syndromic sensorineural deafness
(DFNA11) maps within the region containing the DFNB2 recessive deafness gene. Hum. Mol.
Genet. 5, 849-852 (1996).

Weil, D. et al. The autosomal recessive isolated deafness, DFNB2, and the Usher 1B syndrome
are allelic defects of the myosin-VIIA gene. Nat. Genet. 16, 191-193 (1997).

Wang, A. et al. Association of unconventional myosin MYO15 mutations with human
nonsyndromic deafness DFNB3. Science 280, 1447-1451 (1998).

Petit, C. Usher syndrome: from genetics to pathogenesis. Annu. Rev. Genomics Hum. Genet.
2,271-297 (2001).

Heath, K.E. et al. Nonmuscle myosin heavy chain IIA mutations define a spectrum of
autosomal dominant macrothrombocytopenias: May-Hegglin anomaly and Fechtner,
Sebastian, Epstein, and Alport-like syndromes. Am. J. Hum. Genet. 69, 1033-1045 (2001).
Seidman, J.G. & Seidman, C. The genetic basis for cardiomyopathy: from mutation
identification to mechanistic paradigms. Cell 104, 557-567 (2001).

Roberts, R. & Sigwart, U. New concepts in hypertrophic cardiomyopathies, part Il. Circulation
104, 2249-2252 (2001).

Pastural, E. et al. Griscelli disease maps to chromosome 15g21 and is associated with
mutations in the myosin-Va gene. Nat. Genet. 16, 289-292 (1997).

Betapudi, V., Licate, L.S. & Egelhoff, T.T. Distinct roles of nonmuscle myosin Il isoforms in the
regulation of MDA-MB-231 breast cancer cell spreading and migration. Cancer Res 66, 4725-
4733 (2006).

Fujita-Becker, S. et al. Functional characterization of the N-terminal region of myosin-2. J.
Biol. Chem. 281, 36102-36109 (2006).

Kull, F.J., Vale, R.D. & Fletterick, R.J. The case for a common ancestor: kinesin and myosin
motor proteins and G proteins. J. Muscle Res. Cell. Motil. 19, 877-886 (1998).

134



Literaturverzeichnis

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Lymn, R.W. & Taylor, E.W. Mechanism of adenosine triphosphate hydrolysis by actomyosin.
Biochemistry 10, 4617-4624 (1971).

Holmes, K.C., Angert, 1., Kull, F.J., Jahn, W. & Schrdder, R.R. Electron cryo-microscopy shows
how strong binding of myosin to actin releases nucleotide. Nature 425, 423-427 (2003).
Rayment, . et al. Structure of the actin-myosin complex and its implications for muscle
contraction. Science 261, 58-65 (1993).

Volkmann, N. et al. Evidence for cleft closure in actomyosin upon ADP release. Nat. Struct.
Biol. 7, 1147-1155 (2000).

Schrdder, R.R. et al. Three-dimensional atomic model of F-actin decorated with Dictyostelium
myosin S1. Nature 364, 171-174 (1993).

Yengo, C.M., De La Cruz, E.M., Chrin, L.R., Gaffney, D.P., 2nd & Berger, C.L. Actin-induced
closure of the actin-binding cleft of smooth muscle myosin. J. Biol. Chem. 277, 24114-24119
(2002).

Conibear, P.B., Bagshaw, C.R., Fajer, P.G., Kovacs, M. & Malnasi-Csizmadia, A. Myosin cleft
movement and its coupling to actomyosin dissociation. Nat. Struct. Biol. 10, 831-835 (2003).
Fajer, M.1,, Li, H., Yang, W. & Fajer, P.G. Mapping electron paramagnetic resonance spin label
conformations by the simulated scaling method. J. Am. Chem. Soc. 129, 13840-13846 (2007).
Korman, V.L., Anderson, S.E., Prochniewicz, E., Titus, M.A. & Thomas, D.D. Structural
dynamics of the actin-myosin interface by site-directed spectroscopy. J. Mol. Biol. 356, 1107-
1117 (2006).

Reubold, T.F., Eschenburg, S., Becker, A., Kull, F.J. & Manstein, D.J. A structural model for
actin-induced nucleotide release in myosin. Nat. Struct. Biol. 10, 826-830 (2003).

Coureux, P.D. et al. A structural state of the myosin V motor without bound nucleotide.
Nature 425, 419-423 (2003).

Yang, Y. et al. Rigor-like structures from muscle myosins reveal key mechanical elements in
the transduction pathways of this allosteric motor. Structure 15, 553-564 (2007).

Yount, R.G., Lawson, D. & Rayment, I. Is myosin a "back door" enzyme? Biophys. J. 68, 44S-
47S; discussion 475-49S (1995).

Oiwa, K. & Manstein, D.J. How linear motor proteins work. Lect. Notes Phys. 711, 41-63
(2007).

Geeves, M.A. & Holmes, K.C. Structural mechanism of muscle contraction. Annu. Rev.
Biochem. 68, 687-728 (1999).

Webb, M.R., Grubmeyer, C., Penefsky, H.S. & Trentham, D.R. The stereochemical course of
phosphoric residue transfer catalyzed by beef heart mitochondrial ATPase. J. Biol. Chem. 255,
11637-11639 (1980).

Webb, M.R. & Trentham, D.R. The mechanism of ATP hydrolysis catalyzed by myosin and
actomyosin, using rapid reaction techniques to study oxygen exchange. J. Biol. Chem. 256,
10910-10916 (1981).

Sartorelli, L., Fromm, H.J., Benson, RW. & Boyer, P.D. Direct and 18O—exchange
measurements relevant to possible activated or phosphorylated states of myosin.
Biochemistry 5, 2877-2884 (1966).

Fisher, A.J. et al. X-ray structures of the myosin motor domain of Dictyostelium discoideum
complexed with MgADP.BeF, and MgADP.AIF,. Biochemistry 34, 8960-8972 (1995).

Rayment, I. The structural basis of the myosin ATPase activity. J. Biol. Chem. 271, 15850-
15853 (1996).

Kagawa, H. & Mori, K. Molecular orbital study of the interaction between MgATP and the
myosin motor domain: the highest occupied molecular orbitals indicate the reaction site of
ATP hydrolysis. J. Phys. Chem. B 103, 7346—7352 (1999).

Minehardt, T.J. et al. A classical and ab initio study of the interaction of the myosin
triphosphate binding domain with ATP. Biophys. J. 82, 660-675 (2002).

Onishi, H., Mochizuki, N. & Morales, M.F. On the myosin catalysis of ATP hydrolysis.
Biochemistry 43, 3757-3763 (2004).

135



Literaturverzeichnis

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.
56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Vale, R.D. & Milligan, R.A. The way things move: looking under the hood of molecular motor
proteins. Science 288, 88-95 (2000).

Bustamante, C., Keller, D. & Oster, G. The physics of molecular motors. Acc. Chem. Res. 34,
412-420 (2001).

Schliwa, M. Molecular Motors, (Wiley-VCH, Germany, 2003).

Fischer, S., Windshugel, B., Horak, D., Holmes, K.C. & Smith, J.C. Structural mechanism of the
recovery stroke in the myosin molecular motor. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 102, 6873-6878
(2005).

Koppole, S., Smith, J.C. & Fischer, S. The structural coupling between ATPase activation and
recovery stroke in the myosin Il motor. Structure 15, 825-837 (2007).

Yu, H., Ma, L., Yang, Y. & Cui, Q. Mechanochemical coupling in the myosin motor domain. I.
Insights from equilibrium active-site simulations. PLoS Comput. Biol. 3, e21 (2007).

Yu, H., Ma, L., Yang, Y. & Cui, Q. Mechanochemical coupling in the myosin motor domain. II.
Analysis of critical residues. PLoS Comput. Biol. 3, e23 (2007).

Goodey, N.M. & Benkovic, S.J. Allosteric regulation and catalysis emerge via a common route.
Nat. Chem. Biol. 4, 474-482 (2008).

Tsai, C.J., del Sol, A. & Nussinov, R. Allostery: absence of a change in shape does not imply
that allostery is not at play. J. Mol. Biol. 378, 1-11 (2008).

Cui, Q. & Karplus, M. Allostery and cooperativity revisited. Protein Sci. 17, 1295-1307 (2008).
Laskowski, R.A., Gerick, F. & Thornton, J.M. The structural basis of allosteric regulation in
proteins. FEBS Lett. 583, 1692-1698 (2009).

Higuchi, H. & Takemori, S. Butanedione monoxime suppresses contraction and ATPase
activity of rabbit skeletal muscle. J. Biochem. 105, 638-643 (1989).

McKillop, D.F., Fortune, N.S., Ranatunga, K.W. & Geeves, M.A. The influence of 2,3-
butanedione 2-monoxime (BDM) on the interaction between actin and myosin in solution
and in skinned muscle fibres. J. Muscle Res. Cell Motil. 15, 309-318 (1994).

Herrmann, C., Wray, J., Travers, F. & Barman, T. Effect of 2,3-butanedione monoxime on
myosin and myofibrillar ATPases. An example of an uncompetitive inhibitor. Biochemistry 31,
12227-12232 (1992).

Wilson, |.B. & Ginsburg, B. A powerful reactivator of alkylphosphate-inhibited
acetylcholinesterase. Biochim. Biophys. Acta 18, 168-170 (1955).

Stapleton, M.T., Fuchsbauer, C.M. & Allshire, A.P. BDM drives protein dephosphorylation and
inhibits adenine nucleotide exchange in cardiomyocytes. Am. J. Physiol. 275, H1260-1266
(1998).

Schlichter, L.C., Pahapill, P.A. & Chung, |. Dual action of 2,3-butanedione monoxime (BDM) on
K+ current in human T lymphocytes. J. Pharmacol. Exp. Ther. 261, 438-446 (1992).

Lopatin, A.N. & Nichols, C.G. Block of delayed rectifier (DRK1) K+ channels by internal 2,3-
butanedione monoxime in Xenopus oocytes. Receptors Channels 1, 279-286 (1993).

Ferreira, G., Artigas, P., Pizarro, G. & Brum, G. Butanedione monoxime promotes voltage-
dependent inactivation of L-type calcium channels in heart. Effects on gating currents. J. Mol.
Cell. Cardiol. 29, 777-787 (1997).

Siegman, M.J. et al. Comparison of the effects of 2,3-butanedione monoxime on force
production, myosin light chain phosphorylation and chemical energy usage in intact and
permeabilized smooth and skeletal muscles. J. Muscle Res. Cell Motil. 15, 457-472 (1994).
Ostap, E.M. 2,3-Butanedione monoxime (BDM) as a myosin inhibitor. J. Muscle Res. Cell
Motil. 23, 305-308 (2002).

Cheung, A. et al. A small-molecule inhibitor of skeletal muscle myosin II. Nat. Cell Biol. 4, 83-
88 (2002).

Trybus, K.M., Waller, G.S. & Chatman, T.A. Coupling of ATPase activity and motility in smooth
muscle myosin is mediated by the regulatory light chain. J. Cell Biol. 124, 963-969 (1994).
Yang, Z. & Sweeney, H.L. Restoration of phosphorylation-dependent regulation to the
skeletal muscle myosin regulatory light chain. J. Biol. Chem. 270, 24646-24649 (1995).

136



Literaturverzeichnis

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.
81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Patel, H., Margossian, S.S. & Chantler, P.D. Locking regulatory myosin in the off-state with
trifluoperazine. J. Biol. Chem. 275, 4880-4888 (2000).

Sellers, J.R., Wang, F. & Chantler, P.D. Trifluoperazine inhibits the MgATPase activity and in
vitro motility of conventional and unconventional myosins. J. Muscle Res. Cell Motil. 24, 579-
585 (2003).

Straight, A.F. et al. Dissecting temporal and spatial control of cytokinesis with a myosin Il
Inhibitor. Science 299, 1743-7 (2003).

Limouze, J., Straight, A.F., Mitchison, T. & Sellers, J.R. Specificity of blebbistatin, an inhibitor
of myosin Il. J. Muscle Res. Cell Motil. 25, 337-341 (2004).

Allingham, J.S., Smith, R. & Rayment, I. The structural basis of blebbistatin inhibition and
specificity for myosin Il. Nat. Struct. Mol. Biol. 12, 378-379 (2005).

Kovacs, M., Toth, J., Hetenyi, C., Malnasi-Csizmadia, A. & Sellers, J.R. Mechanism of
blebbistatin inhibition of myosin Il. J. Biol. Chem. 279, 35557-35563 (2004).

Ramamurthy, B., Yengo, C.M., Straight, A.F., Mitchison, T.J. & Sweeney, H.L. Kinetic
mechanism of blebbistatin inhibition of nonmuscle myosin llb. Biochemistry 43, 14832-14839
(2004).

Pain, A. et al. The genome of the simian and human malaria parasite Plasmodium knowlesi.
Nature 455, 799-803 (2008).

Cox-Singh, J. et al. Plasmodium knowlesi malaria in humans is widely distributed and
potentially life threatening. Clin. Infect. Dis. 46, 165-171 (2008).

White, N.J. Plasmodium knowlesi: the fifth human malaria parasite. Clin. Infect. Dis. 46, 172-
173 (2008).

Ménard, R. Medicine: knockout malaria vaccine? Nature 433, 113-114 (2005).

Morrissette, N.S. & Sibley, L.D. Cytoskeleton of apicomplexan parasites. Microbiol. Mol. Biol.
Rev. 66, 21-38 (2002).

Hakansson, S., Morisaki, H., Heuser, J. & Sibley, L.D. Time-lapse video microscopy of gliding
motility in Toxoplasma gondii reveals a novel, biphasic mechanism of cell locomotion. Mol.
Biol. Cell 10, 3539-3547 (1999).

Keeley, A. & Soldati, D. The glideosome: a molecular machine powering motility and host-cell
invasion by Apicomplexa. Trends Cell Biol. 14, 528-532 (2004).

Sultan, A.A. et al. TRAP is necessary for gliding motility and infectivity of plasmodium
sporozoites. Cell 90, 511-522 (1997).

Kappe, S. et al. Conservation of a gliding motility and cell invasion machinery in
Apicomplexan parasites. J. Cell Biol. 147, 937-944 (1999).

Dobrowolski, J.M., Niesman, |I.R. & Sibley, L.D. Actin in the parasite Toxoplasma gondii is
encoded by a single copy gene, ACT1 and exists primarily in a globular form. Cell Motil.
Cytoskeleton 37, 253-262 (1997).

Pinder, J.C. et al. Actomyosin motor in the merozoite of the malaria parasite, Plasmodium
falciparum: implications for red cell invasion. J. Cell Sci. 111, 1831-1839 (1998).

Schmitz, S. et al. Malaria parasite actin filaments are very short. J. Mol. Biol. 349, 113-125
(2005).

Schuler, H., Mueller, A.K. & Matuschewski, K. Unusual properties of Plasmodium falciparum
actin: new insights into microfilament dynamics of apicomplexan parasites. FEBS Lett. 579,
655-660 (2005).

Sahoo, N., Beatty, W., Heuser, J., Sept, D. & Sibley, L.D. Unusual kinetic and structural
properties control rapid assembly and turnover of actin in the parasite Toxoplasma gondii.
Mol. Biol. Cell 17, 895-906 (2006).

Frénal, K. & Soldati-Favre, D. Role of the parasite and host cytoskeleton in apicomplexa
parasitism. Cell Host Microbe 5, 602-611 (2009).

Cowman, A.F. & Crabb, B.S. Invasion of red blood cells by malaria parasites. Cell 124, 755-766
(2006).

137



Literaturverzeichnis

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

Bosch, J. et al. Structure of the MTIP-MyoA complex, a key component of the malaria
parasite invasion motor. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103, 4852-4857 (2006).

Wiesner, J., Ortmann, R., Jomaa, H. & Schlitzer, M. New antimalarial drugs. Angew. Chem.
Int. Ed. 42, 5274-5293 (2003).

Schlitzer, M. Antimalarial drugs - what is in use and what is in the pipeline. Arch. Pharm. 341,
149-163 (2008).

O'Neill, P.M. et al. A medicinal chemistry perspective on 4-aminoquinoline antimalarial drugs.
Curr. Top. Med. Chem. 6, 479-507 (2006).

Schlitzer, M. Malaria chemotherapeutics part I: History of antimalarial drug development,
currently used therapeutics, and drugs in clinical development. ChemMedChem 2, 944-986
(2007).

Famin, O. & Ginsburg, H. Differential effects of 4-aminoquinoline-containing antimalarial
drugs on hemoglobin digestion in Plasmodium falciparum-infected erythrocytes. Biochem.
Pharmacol. 63, 393-398 (2002).

Vaidya, A.B. Mitochondrial and plastid functions as antimalarial drug targets. Curr. Drug
Targets Infect. Disord. 4, 11-23 (2004).

Kessl, J.J. et al. Molecular basis for atovaquone binding to the cytochrome bcl complex. J.
Biol. Chem. 278, 31312-31318 (2003).

Posner, G.H. & O'Neill, P.M. Knowledge of the proposed chemical mechanism of action and
cytochrome p450 metabolism of antimalarial trioxanes like artemisinin allows rational design
of new antimalarial peroxides. Acc. Chem. Res. 37, 397-404 (2004).

Haynes, R.K. & Krishna, S. Artemisinins: activities and actions. Microbes Infect. 6, 1339-1346
(2004).

Krishna, S., Uhlemann, A.C. & Haynes, R.K. Artemisinins: mechanisms of action and potential
for resistance. Drug Resist. Updat. 7, 233-244 (2004).

O'Neill, P.M. & Posner, G.H. A medicinal chemistry perspective on artemisinin and related
endoperoxides. J. Med. Chem. 47, 2945-2964 (2004).

Eckstein-Ludwig, U. et al. Artemisinins target the SERCA of Plasmodium falciparum. Nature
424, 957-961 (2003).

Dahl, E.L. et al. Tetracyclines specifically target the apicoplast of the malaria parasite
Plasmodium falciparum. Antimicrob. Agents Chemother. 50, 3124-3131 (2006).

Goodman, C.D., Su, V. & McFadden, G.I. The effects of anti-bacterials on the malaria parasite
Plasmodium falciparum. Mol. Biochem. Parasitol. 152, 181-191 (2007).

Manstein, D.J., Ruppel, K.M. & Spudich, J.A. Expression and characterization of a functional
myosin head fragment in Dictyostelium discoideum. Science 246, 656-658 (1989).

Laemmli, U.K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227, 680-685 (1970).

Fedorov, R., Witte, G., Urbanke, C., Manstein, D.J. & Curth, U. 3D structure of Thermus
aquaticus single-stranded DNA-binding protein gives insight into the functioning of SSB
proteins. Nucleic. Acids Res. 34, 6708-6717 (2006).

Lehrer, S.S. & Kerwar, G. Intrinsic fluorescence of actin. Biochemistry 11, 1211-1217 (1972).
Chai, C. & Armarego, W.L.F. Purification of Laboratory Chemicals, (Butterworth-Heinemann,
2003).

Ban, N., Nissen, P., Hansen, J., Moore, P.B. & Steitz, T.A. The complete atomic structure of
the large ribosomal subunit at 2.4 A resolution. Science 289, 905-920 (2000).

Harms, J. et al. High resolution structure of the large ribosomal subunit from a mesophilic
eubacterium. Cell 107, 679-688 (2001).

Schuwirth, B.S. et al. Structures of the bacterial ribosome at 3.5 A resolution. Science 310,
827-834 (2005).

Filman, D.J. et al. Structural factors that control conformational transitions and serotype
specificity in type 3 poliovirus. EMBO J. 8, 1567-1579 (1989).

138



Literaturverzeichnis

117.

118.

119.

120.
121.

122.

123.

124.

125.

126.
127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

Kaufmann, B., Simpson, A.A. & Rossmann, M.G. The structure of human parvovirus B19. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 101, 11628-11633 (2004).

Reddy, V.S., Natchiar, S.K., Stewart, P.L.. & Nemerow, G.R. Crystal structure of human
adenovirus at 3.5 A resolution. Science 329, 1071-1075 (2010).

Garman, E.F. & Schneider, T.R. Macromolecular Cryocrystallography. J. Appl. Cryst. 30, 211-
237 (1997).

Rodgers, D.W. Cryocrystallography. Structure 2, 1135-1140 (1994).

Kabsch, W. Automatic processing of rotation diffraction data from crystals of initially
unknown symmetry and cell constants. J. Appl. Cryst. 26, 795-800 (1993).

Brunger, A.T. et al. Crystallography & NMR system: A new software suite for macromolecular
structure determination. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 54, 905-921 (1998).

Brunger, A.T. Version 1.2 of the Crystallography and NMR system. Nat. Protoc. 2, 2728-2733
(2007).

Adams, P.D. et al. PHENIX: a comprehensive Python-based system for macromolecular
structure solution. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 66, 213-221 (2010).

Emsley, P., Lohkamp, B., Scott, W.G. & Cowtan, K. Features and development of Coot. Acta
Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 66, 486-501 (2010).

Berman, H.M. et al. The Protein Data Bank. Nucleic. Acids Res. 28, 235-242 (2000).

Navaza, J. AMoRe: an automated package for molecular replacement. Acta Cryst. A50, 157-
163 (1994).

Murshudov, G.N., Vagin, A.A. & Dodson, E.J. Refinement of macromolecular structures by the
maximum-likelihood method. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 53, 240-255 (1997).
Trentham, D.R., Bardsley, R.G., Eccleston, J.F. & Weeds, A.G. Elementary processes of the
magnesium ion-dependent adenosine triphosphatase activity of heavy meromyosin. A
transient kinetic approach to the study of kinases and adenosine triphosphatases and a
colorimetric inorganic phosphate assay in situ. Biochem J 126, 635-644 (1972).

Furch, M., Geeves, M.A. & Manstein, D.J. Modulation of actin affinity and actomyosin
adenosine triphosphatase by charge changes in the myosin motor domain. Biochemistry 37,
6317-6326 (1998).

Kron, S.J. & Spudich, J.A. Fluorescent actin filaments move on myosin fixed to a glass surface.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 6272-6276 (1986).

Anson, M., Geeves, M.A., Kurzawa, S.E. & Manstein, D.J. Myosin motors with artificial lever
arms. EMBO J. 15, 6069-6074 (1996).

Hubbard, T.J. & Blundell, T.L. Comparison of solvent-inaccessible cores of homologous
proteins: definitions useful for protein modelling. Protein Eng. 1, 159-171 (1987).

Lesk, A.M. & Chothia, C.H. The Response of Protein Structures to Amino-Acid Sequence
Changes. Phil. Trans. Roy. Soc. Lond. 317, 345-356 (1986).

Sali, A. & Blundell, T.L. Comparative protein modelling by satisfaction of spatial restraints. J.
Mol. Biol. 234, 779-815 (1993).

Cornell, W.D. et al. A Second Generation Force Field for the Simulation of Proteins, Nucleic
Acids, and Organic Molecules. J. Am. Chem. Soc. 117, 5179-5197 (1995).

Morris, G.M. et al. Automated docking using a Lamarckian genetic algorithm and an empirical
binding free energy function. J. Comp. Chem. 19, 1639-1662 (1998).

Huey, R., Morris, G.M., Olson, A.J. & Goodsell, D.S. A semiempirical free energy force field
with charge-based desolvation. J. Comp. Chem. 28, 1145-1152 (2007).

Born, M. & R., O. Quantum theory of molecules. Ann. d. Physik 84, 427-484 (1927).
Jorgensen, W.L., Maxwell, D.S. & Tirado-Rives, J. Development and Testing of the OPLS All-
Atom Force Field on Conformational Energetics and Properties of Organic Liquids. J. Am.
Chem. Soc. 118, 11225-11236 (1996).

Hockney, R.W., Goel, S.P. & Eastwood, J. Quiet highresolution computer models of a plasma.
J. Comp. Phys. 14, 148-158 (1974).

139



Literaturverzeichnis

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

Hess, B., Kutzner, C., van der Spoel, D. & Lindahl, E. GROMACS 4: Algorithms for Highly
Efficient, Load-Balanced, and Scalable Molecular Simulation. J. Chem. Theory Comput. 4, 435-
447 (2008).

Dalbey, R.E., Weiel, J. & Yount, R.G. Forster energy transfer measurements of thiol 1 to thiol
2 distances in myosin subfragment 1. Biochemistry 22, 4696-4706 (1983).

Titus, M.A., Ashiba, G. & Szent-Gyorgyi, A.G. SH-1 modification of rabbit myosin interferes
with calcium regulation. J. Muscle Res. Cell Motil. 10, 25-33 (1989).

Delozanne, A., Lewis, M., Spudich, J.A. & Leinwand, L.A. Cloning and characterization of a
nonmuscle myosin heavy chain cDNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6807-6810 (1985).
Huston, E.E., Grammer, J.C. & Yount, R.G. Flexibility of the myosin heavy chain: direct
evidence that the region containing SH1 and SH2 can move 10 A under the influence of
nucleotide binding. Biochemistry 27, 8945-8952 (1988).

Batra, R., Geeves, M.A. & Manstein, D.J. Kinetic analysis of Dictyostelium discoideum myosin
motor domains with glycine-to-alanine mutations in the reactive thiol region. Biochemistry
38, 6126-6134 (1999).

Giese, K.C. & Spudich, J.A. Phenotypically selected mutations in myosin's actin binding
domain demonstrate intermolecular contacts important for motor function. Biochemistry 36,
8465-8473 (1997).

Patterson, B. & Spudich, J.A. A novel positive selection for identifying cold-sensitive myosin Il
mutants in Dictyostelium. Genetics 140, 505-515 (1995).

Uyeda, T.Q., Tokuraku, K., Kaseda, K., Webb, M.R. & Patterson, B. Evidence for a novel,
strongly bound acto-S1 complex carrying ADP and phosphate stabilized in the G680V mutant
of Dictyostelium myosin Il. Biochemistry 41, 9525-9534 (2002).

Kinose, F., Wang, S.X., Kidambi, U.S., Moncman, C.L. & Winkelmann, D.A. Glycine 699 is
pivotal for the motor activity of skeletal muscle myosin. J. Cell Biol. 134, 895-909 (1996).
Patterson, B., Ruppel, K.M., Wu, Y. & Spudich, J.A. Cold-sensitive mutants G680V and G691C
of Dictyostelium myosin Il confer dramatically different biochemical defects. J. Biol. Chem.
272,27612-27617 (1997).

Patterson, B. & Spudich, J.A. Cold-sensitive mutations of Dictyostelium myosin heavy chain
highlight functional domains of the myosin motor. Genetics 143, 801-810 (1996).

Gulick, A.M., Bauer, C.B., Thoden, J.B. & Rayment, |. X-ray structures of the MgADP,
MgATPyS, and MgAMPPNP complexes of the Dictyostelium discoideum myosin motor
domain. Biochemistry 36, 11619-11628 (1997).

Jorgensen, W.L., Chandrasekhar, J., Madura, J.D., Impey, R.W. & Klein, M.L. Comparison of
simple potential functions for simulating liquid water. J. Chem. Phys. 79, 926-935 (1983).
Darden, T., York, D. & Pedersen, L. Particle mesh Ewald: An N log(N) method for Ewald sums
in large systems. J. Chem. Phys. 98, 10089-10092 (1993).

Hess, B., Bekker, H., Berendsen, H.J.C. & Fraaije, J.G.E.M. LINCS: A linear constraint solver for
molecular simulations. J. Comp. Chem. 18, 1463-1472 (1997).

Ohri, R.V. et al. A Re(V)-catalyzed C-N bond-forming route to human lipoxygenase inhibitors.
Org. Lett. 7, 2501-2504 (2005).

Burkholder, P.R., Pfister, R.M. & Leitz, F.H. Production of a pyrrole antibiotic by a marine
bacterium. Appl. Microbiol. 14, 649-653 (1966).

Laatsch, H. et al. Structure-activity relationships of phenyl- and benzoylpyrroles. Chem.
Pharm. Bull. 43, 537-546 (1995).

Hanessian, S. & Kaltenbronn, J.S. Synthesis of a Bromine-Rich Marine Antibiotic. J. Am. Chem.
Soc. 88, 4509-4510 (1966).

Laatsch, H. & Pudleiner, H. Marine Bakterien, |. Synthese von Pentabrompseudilin, einem
cytotoxischen Phenylpyrrol aus Alteromonas luteo-violaceus. Liebigs Ann. Chem. 1989, 863-
881 (1989).

Xu, Z. & Lu, X. A Novel [3+2] Cycloaddition Approach to Nitrogen Heterocycles via Phosphine-
Catalyzed Reactions of 2,3-Butadienocates or 2-Butynoates and Dimethyl

140



Literaturverzeichnis

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

Acetylenedicarboxylate with Imines: A Convenient Synthesis of Pentabromopseudilin. J. Org.
Chem. 63, 5031-5041 (1998).

Martin, R. et al. Total synthesis of pentabromo- and pentachloropseudilin, and synthetic
analogues--allosteric inhibitors of myosin ATPase. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 48, 8042-8046
(2009).

Fedorov, R. et al. The mechanism of pentabromopseudilin inhibition of myosin motor
activity. Nat. Struct. Mol. Biol. 16, 80-88 (2009).

Petrek, M. et al. CAVER: a new tool to explore routes from protein clefts, pockets and
cavities. BMC Bioinformatics 7, 316 (2006).

Baker, N.A., Sept, D., Joseph, S., Holst, M.J. & McCammon, J.A. Electrostatics of nanosystems:
application to microtubules and the ribosome. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 10037-10041
(2001).

Chang, C.-E., Chen, W. & Gilson, M.K. Evaluating the Accuracy of the Quasiharmonic
Approximation. J. Chem. Theory Comput. 1, 1017-1028 (2005).

Carlsson, J. & Agqvist, J. Absolute and Relative Entropies from Computer Simulation with
Applications to Ligand Binding. J. Phys. Chem. B 109, 6448-6456 (2005).

Baron, R., van Gunsteren, W.F. & Hiinenberger, P.H. Estimating the configurational entropy
from molecular dynamics simulations: anharmonicity and correlation corrections to the
quasi-harmonic approximation. Trends Chem. Phys. 11, 87-122 (2006).

Brixius, K., Hoyer, H. & Schwinger, R. Ca**-Sensitisers—A Promising Option to Treat Heart
Failure? Cardiovasc. Drugs The. 19, 423-428 (2005).

Gambassi, G., Capogrossi, M.C., Klockow, M. & Lakatta, E.G. Enantiomeric dissection of the
effects of the inotropic agent, EMD 53998, in single cardiac myocytes. Am. J. Physiol. 264,
H728-738 (1993).

Lues, I., Beier, N., Jonas, R., Klockow, M. & Haeusler, G. The two mechanisms of action of
racemic cardiotonic EMD 53998, calcium sensitization and phosphodiesterase inhibition,
reside in different enantiomers. J. Cardiovasc. Pharmacol. 21, 883-892 (1993).

Lee, J.A. & Allen, D.G. EMD 53998 sensitizes the contractile proteins to calcium in intact
ferret ventricular muscle. Circ. Res. 69, 927-936 (1991).

Lee, J.A., Shah, N., White, J. & Orchard, C.H. A novel thiadiazinone derivative fully reverses
acidosis-induced depression of force in cardiac muscle by a calcium-sensitizing effect. Clin.
Sci. 84, 141-144 (1993).

Ferroni, C. et al. A novel positive inotropic substance enhances contractility without
increasing the Ca2+ transient in rat myocardium. J Mol Cell Cardiol 23, 325-31 (1991).

de Tombe, P.P., Burkhoff, D. & Hunter, W.C. Effects of calcium and EMD-53998 on oxygen
consumption in isolated canine hearts. Circulation 86, 1945-1954 (1992).

Beier, N. et al. The novel cardiotonic agent EMD 53998 is a potent "calcium sensitizer". J.
Cardiovasc. Pharmacol. 18, 17-27 (1991).

Leijendekker, W.J. & Herzig, J.W. Reduction of myocardial cross-bridge turnover rate in
presence of EMD 53998, a novel Ca**-sensitizing agent. Pfliigers Arch. 421, 388-390 (1992).
GroR, T., Lues, I. & Daut, J. A new cardiotonic drug reduces the energy cost of active tension
in cardiac muscle. J. Mol. Cell Cardiol. 25, 239-244 (1993).

Simnett, S.J., Lipscomb, S., Ashley, C.C., Potter, J.D. & Mulligan, |.P. The thiadiazinone EMD
57033 speeds the activation of skinned cardiac muscle produced by the photolysis of nitr-5.
Pfliigers Arch. 427, 550-552 (1994).

Huxley, A.F. Muscle structure and theories of contraction. Prog. Biophys. Biophys. Chem. 7,
255-318 (1957).

Solaro, R.J. et al. Stereoselective actions of thiadiazinones on canine cardiac myocytes and
myofilaments. Circ. Res. 73, 981-990 (1993).

Kraft, T. & Brenner, B. Force enhancement without changes in cross-bridge turnover kinetics:
the effect of EMD 57033. Biophys. J. 72, 272-281 (1997).

141



Literaturverzeichnis

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

Marriott, G., Zechel, K. & Jovin, T.M. Spectroscopic and functional characterization of an
environmentally sensitive fluorescent actin conjugate. Biochemistry 27, 6214-6220 (1988).
Hiratsuka, T. ATP-induced opposite changes in the local environments around Cys*’ (SH2)
and Cys’” (SH1) of the myosin motor domain revealed by the prodan fluorescence. J. Biol.
Chem. 274, 29156-29163 (1999).

Zechel, K. The interaction of 6-propionyl-2-(NN-dimethyl)aminonaphthalene (PRODAN)-
labelled actin with actin-binding proteins and drugs. Biochem. J. 290, 411-417 (1993).
Hiratsuka, T. Prodan fluorescence reflects differences in nucleotide-induced conformational
states in the myosin head and allows continuous visualization of the ATPase reactions.
Biochemistry 37, 7167-7176 (1998).

Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, EW. & Lipman, D.J. Basic local alignment search
tool. J. Mol. Biol. 215, 403-410 (1990).

Wang, R., Gao, Y. & Lai, L. LigBuilder: A Multi-Purpose Program for Structure-Based Drug
Design. J. Mol. Model. 6, 498-516 (2000).

Lipinski, C.A., Lombardo, F., Dominy, B.W. & Feeney, P.J. Experimental and computational
approaches to estimate solubility and permeability in drug discovery and development
settings. Adv. Drug Deliv. Rev. 46, 3-26 (2001).

Granovsky, A.A. PC GAMESS. 7.1.5 edn.

Schmidt, M.W. et al. General atomic and molecular electronic structure system. J. Comput.
Chem. 14, 1347-1363 (1993).

Jempty, T.C., Miller, L.L. & Mazur, Y. Oxidative coupling reactions using silica-bound ferric
chloride. J. Org. Chem. 45, 749-751 (1980).

Johnson, J.D. et al. Assessment and continued validation of the malaria SYBR green I-based
fluorescence assay for use in malaria drug screening. Antimicrob. Agents Chemother. 51,
1926-1933 (2007).

Bennett, T.N. et al. Novel, rapid, and inexpensive cell-based quantification of antimalarial
drug efficacy. Antimicrob. Agents Chemother. 48, 1807-1810 (2004).

Hegge, S., Kudryashev, M., Smith, A. & Frischknecht, F. Automated classification of
Plasmodium sporozoite movement patterns reveals a shift towards productive motility
during salivary gland infection. Biotechnol. J. 4, 903-913 (2009).

Schipke, J.D. & Korbmacher, B. EMD 57033: A Novel Ca’** Sensitizing Agent. Cardiovasc. Drug
Rev. 14, 334-350 (1996).

142



Anhang

6. Anhang

Tabelle 6.1:

Datenstatistik der Kristallstrukturen von Dd Myosin-2 mit gebundenem Pseudilin.

Myosin-2 - ADP-VO; -

Myosin-2 - ADP-VO, -

Pseudilin 33 Pseudilin 25
Datensammlung
Raumgruppe C222, C222,
Wellenlange (A) 0,8055 0,9330

Zellparameter

a, b, c(A) 88,34; 146,38; 152,80 88,67; 147,79; 153,80
a, By () 90; 90; 90 90; 90; 90
Rsym (%) 13,7 (55,2) 13,2 (33,3)
I/ ol 11,25 (4,22) 12,64 (4,25)
Vollstandigkeit (%) 99,8 (100) 99,1 (100)
Redundanz 8,2 (8,4) 14,7 (14,9)
Verfeinerung
Auflésung (A) 19,7-2,4 20,0-3,0
Rwork/ Rfree (%) 20:2 / 25;4 24;9 / 2913
Anzahl der Reflexe
Arbeits- / Testset 38966 / 1949 19494 / 1026
Tabelle 6.2: Datenstatistik der G680-Mutanten-Kristallstrukturen.
G680A (apo) G680A-ADP G680V (apo)
Datensammlung
Raumgruppe P22,2, P22,2, P22:2,
Wellenlinge [A] 0,9175 0,9175 0,9175

Zellparameter

a, b, c[A] 54,6;106,0; 178,9  55,5; 106,5; 184,0  55,0; 105,8; 180,5

a, B,y [°] 90; 90; 90 90, 90; 90 90; 90; 90

Rsym [%] 18,3 (46,5) 16,8 (46,5) 14,0 (52,5)

I/ ol 8,53 (2,61) 9,23 (2,37) 7,34 (2,44)

Vollstandigkeit [%] 98,31 (85,0) 96,35 (83,4) 99,7 (99,0)

Redundanz 4,5 (4,4) 11,1 (2,3) 8,7 (3,3)

Verfeinerung

Auflosung [A] 91,3-2,85 20,2-3,13 20,0-3,40

Rwork / Réree [%] 25,3/30,1 24,5 /33,7 28,2 /37,2

Anzahl der Reflexe

Arbeits- / Testset 24550 /1241 18481 /942 15050 / 760
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Tabelle 6.3: Datenstatistik der Kristallstrukturen von Dd Myosin-2 mit gebundenem EMD 57033 und Prodan.

Myosin-2 - ADP-VO; - Myosin-2 - ADP-VO; -

EMD 57033 (36) Prodan (35)

Datensammlung
Raumgruppe C222, C222,
Wellenlinge (A) 1.5412 1,000
Zellparameter
a, b, c(A) 88,24; 148,20; 153,31 89,60; 148,80; 153,30

o, B,y (°) 90; 90; 90 90; 90; 90
Rsym (%) 11,7 (38,8) 16,3 (47,9)
I/ ol 16,99 (3,55) 13,03 (4,35)
Vollstandigkeit (%) 99,9 (100) 99,8 (99,9)
Redundanz 45,4 (36,9) 8,2 (8,3)
Verfeinerung
Auflosung (A) 20,0-2,7 20,0-2,4
Rwork / Riree (%) 25,2/29,3 25,9/29,3
Anzahl der Reflexe
Arbeits- / Testset 26097 / 1377 40199 / 2013

Tabelle 6.4: Datenstatistik der Komplexkristallstruktur von Dd Myosin-2 mit Inhibitor 3.

Myosin-2 - ADP-VO, -

Inhibitor 3

Datensammlung
Raumgruppe C222,
Wellenlange (A) 0.9184
Zellparameter
a, b, c(A) 89,30; 149,04; 153,99

o, B,y (°) 90; 90; 90
Rsym (%) 14,1 (29,0)
1/ ol 16,25 (4,40)
Vollstandigkeit (%) 99,9 (100)
Redundanz 9,9 (10,3)
Verfeinerung
Auflosung (A) 20,0-2,5
Rwork/ Rfree (%) 22,2 / 27;8
Anzahl der Reflexe
Arbeits- / Testset 35853 /1793
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