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Meinen Eltern



Logic is blind and often knows only its own past.
-Archives from Genetics to Philosophy,

compiled by the Sorceresses of Rossak



Vorbemerkung

Fremdsprachliche Ausdriicke und Fachtermini, meist aus dem Angloamerikanischen sind
durch kursive Schreibweise gekennzeichnet. Die Verwendung solcher Anglizismen konnte
nicht immer vermieden werden. Bei gidngigen Ausdriicken wie zum Beispiel ,,Software* und
,Hardware* wurde aufgrund der besseren Lesbarkeit auf die kursive Kennzeichnung verzich-

tet.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Humane- und tierpathogene Parasiten der Apicomplexa

Die Sporentierchen oder Sporozoen (Apicomplexa, siehe Abbildung 1.1) sind obligate Endo-
parasiten von Wirbellosen und Wirbeltieren (LUCIUS & LOOS-FRANK, 2008). Sie durch-
laufen einen charakteristischen Generationswechsel, bei dem sich geschlechtlich und unge-
schlechtlich vermehrende Zellen abwechseln (MEHLHORN, 2008). Am Vorderpol der vege-
tativen Stadien besitzen die Sporozoen einen spezialisierten Plastiden — den Apikoplasten.
Dieser ist namensgebend und charakteristisch fiir die Gruppe der Apicomplexa und wesentlich
am Invasionsprozess sowie der Etablierung des Parasiten in der Wirtszelle beteiligt
(MEHLHORN, 2008). Der Apikoplast besitzt ein eigenes Plastiden-Genom (~35 kb), welches
dem pflanzlicher Plastiden &hnelt (FICHERA & ROOS, 1997). Dieses Genom kodiert nur ca.
30 Proteine (WILSON et al., 1996). Fiir die Aufrechterhaltung der biosynthetischen Prozesse
im Apikoplasten ist es daher notwendig, kernkodierte Proteine posttranslational in die Plastide
zu transportieren. Man geht davon aus, dass ca. 600 verschiedene Proteine — circa 10 Prozent
des Parasitenproteoms — in den Apikoplasten transloziert werden miissen (GARDNER et al.,
2002; ZUEGGE et al., 2001). Die Translokation von Proteinen in den Apikoplasten erfordert
zweiteilige Signale, die aus einem N-terminalen Signalpeptid fiir den Import in das ER-
Lumen und einem Serin-/ Threoninreichen Transitpeptid bestehen (DEROCHER et al., 2000;
FOTH & MCFADDEN, 2003; WALLER et al., 2000; YUNG et al., 2001). Zudem finden im
Apikoplasten fiir den Parasiten essentielle Prozesse, wie z. B. Fettsduresynthese und Isopre-
noid-Synthese statt. Aus diesem Grund ist der Apikoplast fiir die meisten Apicomplexa unab-
dingbar notwendig. Da die Stoffwechselwege dieses Organells bakteriellen Ursprungs, und
damit sehr unterschiedlich vom Metabolismus des Wirtes sind (LUCIUS & LOOS-FRANK,
2008), bieten sie attraktive Angriffspunkte fiir die Bekdmpfung von beispielsweise Plasmodi-
um falciparum den Erreger der Krankheit Malaria tropica (FICHERA & ROOS, 1997; JO-
MAA et al., 1999; ROOS et al., 2002; WALLER et al., 1998).

Der Stamm der Apicomplexa (Abbildung 1.1) umfasst mehrere bedeutende humanpathogene,
als auch tierpathogene Parasiten (CAI ef al., 2003). Zu den humanpathogenen Parasiten zih-
len beispielsweise Parasiten aus den Gattungen Toxoplasma, Cryptosporidia und Plasmodia.

Toxoplasmose wird durch den Einzeller 7. gondii verursacht (MCALLISTER, 2005). Dieser
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Parasit kann verschiedene Wirtsorganismen, wie z. B. Méuse oder Schweine befallen, und
entwickelt dabei infektiose und widerstandsfdahige Zustandsformen (Zysten) (MCALLISTER,
2005). Der Endwirt ist in der Regel die Katze, die die infektiosen Erreger durch Fressen eines
infizierten Zwischenwirts (Maus) aufnimmt und nach einer Weiterentwicklung der To-
xoplasmen, infektiose Oozysten mit dem Kot ausscheidet (LUCIUS & LOOS-FRANK,
2008). Auf den Menschen iibertragen werden die Erreger iiber den engen Kontakt zu Katzen
und die orale Aufnahme der Oozysten (z. B. Katzenkot im Katzenstreu). Die Toxoplasmose
verlauft bei den meisten Menschen symptomlos und beschwerdefrei, und ist meist nur prob-
lematisch bei einer Erstinfektion von Schwangeren, da der Erreger auf das Ungeborene iiber-
gehen und schwere Schédden in der Embryonalentwicklung verursachen kann. Toxoplasmose
kann auch fiir Individuen mit einem gestorten Immunsystem gefdhrlich verlaufen, da diese

keine ausreichende Immunitdt besitzen, um eine Vermehrung des Parasiten zu verhindern

(MONTOYA & LIESENFELD, 2004).

Stamm Sporozoa (Apicomplexa)
v v
Klasse Perkinsea Sporozoea
|
v v
Subklasse Gregarinia Coccidia
Uberordnung Agamococcidea Protococcidea Eucoccidea
I
v v
Ordnung Eucoccida Haemosporoida
v v v v
Unterordnung Adeleina Eimeriina Conoidina Aconoidina
Familie Klossiidae Eimeriidae Haemogregarinidae Haemosporidae  Piroplasmidae
Gattung Klossia, Eimeria, Heptozoon, Plasmodium, Babesia,
Klossiella Isospora, Haemogregarina, Leucocytozoon, Theileria
Sarcocystis, Karyolysus Haemoproteus
Toxoplasma

Abbildung 1.1: Ausschnitt aus dem Kladogramm der Apicomplexa (MEHLHORN , 2001).
Der Stamm der Apicomplexa umfasst mehrere bedeutende humanpathogene und tierpathogene Parasiten wie

beispielsweise Eimeria spp., Plasmodium spp., Babesia spp. und Theileria spp.
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Die Durchfallerkankung Cryptosporidose — hervorgerufen durch eine Infektion mit Cryp-
tosporidium parvum — ist bei gesunden Menschen ebenfalls folgenlos und heilt innerhalb ei-
ner Woche aus (CHALMERS & DAVIES, 2009). Zu den weitaus gefdhrlicheren Erkrankun-
gen zdhlen Malaria Erkrankungen, die von den einzelligen Parasiten der Gattung Plasmodium
hervorgerufen werden. Malaria — bekannt auch als Sumpffieber - ist eine meldepflichtige
Krankheit und in den tropischen und subtropischen Landern weit verbreitet. Speziell betroffen
sind weite Teile Afrikas, Asiens und Siidamerikas. Die Plasmodien werden durch den Stich
der weiblichen Anopheles Miicke iibertragen. Fiir den Menschen gefdhrlich sind die Erreger
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae und
Plasmodium knowlesi, die verschiedene Formen der Malaria auslésen konnen. Plasmodium
falciparum ist der klinisch bedeutsamste und bedrohlichste Erreger. Nach Angaben des Ro-
bert-Koch-Instituts in Berlin, sterben weltweit jahrlich 1,5 bis 2,7 Millionen Menschen an
Malaria, etwa die Hailfte von ihnen sind Kinder unter fiinf Jahren (MURPHY & BREMAN,
2001). 90 % der Erkrankten leben auf dem afrikanischen Kontinent. Die Zahl der jihrlichen
Neuerkrankungen wird auf 300 bis 500 Millionen Félle geschitzt (MURPHY & BREMAN,
2001). Diese Zahlen verdeutlichen die Notwendigkeit effektiver Therapiemdglichkeiten, so-

wie die Entwicklung neuer Antiparasitika.

1.2 Der tierpathogene Parasit Eimeria tenella

Eimeria tenella ist eine parasitisch lebende Unterart des Stammes der Apicomplexa
(MEHLHORN, 2008). Eimeria Arten sind obligat intrazelluldre Protozoen, die in einer Viel-
' zahl von verschiedenen Wirten wie beispielsweise Rindern,
Schafen, Kaninchen und Gefliigelarten vorkommen. Sie
besiedeln den Darm oder darm-assoziierte Organe des

Wirtstieres.

Eimeria tenella ist eine von neun bekannten Eimeria-Arten die

das Haushuhn befallen (MEHLHORN, 2008) (siche Abschnitt

Abbildung 1.2: Sporulierte
Oocyste von E. tenella. 1.3.1). Der Lebenszyklus von Eimeria spp. ist nicht nur

(Intervet Innovation GmbH). wirtsspezifisch (d. h. Eimeria spp. die Hiihner befallen, lassen
sich z. B. nicht auf Génse iibertragen), sondern sie entwickeln sich auch stets artspezifisch in

Epithelzellen ganz bestimmter Darmabschnitte.
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Der Lebenszyklus von E. tenella ist in Abbildung 1.3 schematisch dargestellt. Zunichst wer-
den die sporulierten Oozysten vom Wirtsorganismus aufgenommen. Danach schliipfen die
Sporozoiten im Diinndarm aus den Sporozysten und invadieren die Epithelzellen des Darms.
Es kommt zu einer mehrkernigen Schizontenbildung in einer parasitophoren Vakuole. Aus
den Schizonten gehen bewegliche Merozoiten hervor, welche eine weitere Generation von
Schizonten in anderen Wirtszellen hervorbringen konnen, oder zu mannlichen und weiblichen
Gamonten werden. Die Gamonten werden anschlielend zu begeiflelten, mehrkernigen Mikro-
gameten und zu einkernigen Makrogameten weiterentwickelt. Mikro- und Makrogameten
verschmelzen in den Epithelzellen zur Zygote, woraus neue Oozysten entstehen, die mit dem
Kot des Wirtstieres ausgeschieden werden, so dass der Zyklus erneut beginnt. Auerhalb des
Wirtes findet die Sporulation der Oozysten, bei hoher Luftfeuchtigkeit und Anwesenheit von
Sauerstoff, innerhalb von zwei Tagen statt. Eine Neuinfektion des Wirtstieres ist somit wieder

moglich.

Abbildung 1.3: Lebenszyklus von Eimeria spp. (Mehlhorn, 2001).

(1) Nach der oralen Aufnahme der sporulierten Oozysten werden die Sporozoiten freigesetzt und befallen den
Diinndarm. Sie durchlaufen dort die Schizogonie (2 bis 5) sowie die Gamogonie (6 bis 10) bevor sie als unsporu-
lierte Oozysten (10) mit dem Kot ausgeschieden werden. Es folgt das Stadium der Sporogonie (11 bis 13) bevor

sie vom Wirt wieder aufgenommen werden (1).
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1.3 Kokzidiose

Als Kokzidiose bezeichnet man Erkrankungen durch Einzeller, die der Klasse der Coccidia
angehoren (Abbildung 1.1) und als Kokzidien bezeichnet werden (MEHLHORN, 2008). Die-
se Erkrankung zdhlt zu den Protozoeninfektionen. Die Kokzidien befallen vor allem den
Darm, bei einigen Tieren auch Leber und Niere. Bei geringem Befall verlauft die Kokzidiose
symptomlos. Sind jedoch ausgedehnte Darmschleimhautbezirke durch Kokzidien entziindet,
kann die Nahrung nicht mehr richtig verdaut und ausgenutzt werden. Die an Kokzidiose er-
krankten Tiere verlieren an Gewicht und leiden unter schleimigem bis blutigem Durchfall
(MEHLHORN, 2008). Ist die Darmflora durch Kokzidien geschidigt, konnen sich auch bak-
terielle Infektionen ausbreiten, die mit starker Gasbildung im Darm einhergehen. Jungtiere
erkranken am schwersten unter dem Befall von Kokzidien. Zu den wirtschaftlich bedeutsa-
men Kokzidiose-Erkrankungen zéhlen die Rinderkokzidiose, die Schafskokzidiose, die Ka-

ninchenkokzidiose und die Gefliigelkokzidiosen (MEHLHORN, 2008).

1.3.1 Kokzidiose der Hiihner
Die Kokzidiosen der Hiihner sind ausschlieBlich Darmkokzidiosen (BOULD et al., 2009) die
durch Eimerien hervorgerufen werden. Kokzidiose ist weltweit verbreitet und tritt hdufig in
Mastfliigelbestinden mit Masttierhaltung auf. Uber
kotverschmutztes Futter erfolgt die Infektion durch
Aufnahme von sporulierten Oozysten. Kokzidien- -
oozysten sind auBBerordentlich umweltstabil und konnen
ein Jahr lang infektids bleiben. Die Sporulation erfolgt
bei Feuchtigkeit, Wiarme und in Anwesenheit von
Sauerstoff. Alle Altersstufen der Hiihnervogel kdnnen
befallen werden, da sich keine dauerhafte und
vollstindige oder nur artspezifische Immunitét

entwickelt MEHLHORN et al., 1993).

Zu den Parasiten der Hiithner zdhlen insgesamt neun

Arten, wovon FEimeria tenella und Eimeria necatrix

(KUMMERFELD, 2005). E. tenella lebt intrazellulir ~ Tunchens nach einer E. fenella Infektion
) ) . Abbildung aus (MEHLHORN et al., 1993).
in den Epithelzellen der Blindddrme von Hiihnern
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(siche Abbildung 1.4) und kann hdmorrhagische Enteritis ausldsen, die zu einer hohen Sterb-

lichkeitsrate junger Vogel und damit zu hohen 6konomischen Verlusten fiihrt.

Tabelle 1.1: Eimeria-Arten des Huhnes sowie Lokalisationen und pathologische Verdnderungen (verdndert

nach (KUMMERFELD, 2005)).

Pripatenz Makroskopische
Eimeria spp. Lokalisation = Mortalitit Durchfall
[Tg] Lisionen
Hamorrhagische _
E. tenella 6 Zikum +++ . blutig
Enteritis
mittlerer Hamorrhagische schleimig,
E. necatrix 6 +++ - _
Diinndarm Enteritis blutig
. Darmerweiterung, o
mittlerer . schleimig,
E. maxima 5 ++ verdickte Mukosa,
Diinndarm ) rosa
Petechien
Katarrhalisch- schleimig,
E. brunetti 5 Ileum ++ hédmorrhagische blutig,
Enteritis brocklig
vorderer weilliche cremeartig,
E. acervulina 4 + . o
Diinndarm Querstreifung schleimig
vorderer _ cremeartig,
E. mivati 4 + weille, runde Herde o
Diinndarm schleimig
vorderer .
E. mitis 4 + Keine -
Diinndarm
vorderer _
E. praecox 4 - Keine -
Diinndarm
vorderer _
E. hagani 6 - Keine -
Diinndarm

Kokzidiosen fiithren speziell in der intensiven Tierhaltung zu groen Problemen. In der Hiih-
nerzucht sind weltweit jahrlich rund 40 Milliarden Hiithner betroffen (DALLOUL & LILLE-
HOJ, 2006). Durch diese Erkrankung entstehen jahrlich weltweit Verluste in einer geschétzten
Hohe zwischen 500 Millionen £ (SHIRLEY et al., 2007) und unfassbaren 3 Milliarden US$
(DALLOUL & LILLEHOJ, 2006).
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1.3.2 Therapie und Prophylaxe

Auch bei einer schweren Kokzidioseerkrankung wird meist nur symptomatisch therapiert. Die
symptomatische Therapie umfasst eine ausreichende Fliissigkeitszufuhr - notfalls muss sogar
eine Blutiibertragung erfolgen - und die Gabe von Eisenpréparaten. Unterstiitzend wird die
Gabe von Multivitaminpriparaten empfohlen. Gleichzeitig sollten auch die Hygienebedin-
gungen verbessert werden. Hierbei spielt der Ausschluss von fikaler Kontamination des Fut-
ters, Kontaktvermeidung des Trinkwassers mit dem Federkleid der Tiere, und Senkung der
Luftfeuchtigkeit eine entscheidende Rolle. Zur Prophylaxe der Kokzidiose kdnnen auch Kok-
zidiostatika wie Sulfonamide, Decoquinat, Amprolium, Toltrazuril und Diclazuril eingesetzt
werden (MEHLHORN et al., 1993; MEHLHORN, 2008). Die ersten Kokzidiostatika wurden
Ende der 30iger Jahre entwickelt, und erméglichten die Kontrolle der Kokzidienpopulationen,
was eine intensive Gefliigelhaltung erlaubte. Aufgrund héufiger Resistenzbildung gegeniiber
diesen Wirkstoffen ist die Entwicklung neuer, effektiver und preiswerter Alternativen jedoch
dringend erforderlich (KINNAIRD et al., 2004; MEHLHORN , 2001; SHIRLEY et al., 2007;
STEPHEN et al., 1997). Dariiber hinaus existieren auch attenuierte Lebendvakzine zur Kok-
zidiose-Prophylaxe, wie beispielsweise Paracox® (WILLIAMS et al., 1999). Lebendvakzine-
rung ist zwar effektiv, jedoch sehr teuer und 6konomisch nicht sinnvoll auf breiter Ebene in
der intensiven Hithnerzucht einsetzbar (KINNAIRD et al., 2004; MCDONALD & SHIRLEY,
2009; SHIRLEY, 1989).

1.4 Kinasen als Zielproteine in der Wirkstoffforschung

Von den rund 20.000 bis 25.000 Genen des menschlichen Genoms (IHGSC, 2004), kodieren
518 fiir Proteinkinasen (dies entspricht etwa 1,7% aller menschlichen Gene). Damit zéhlen sie
zu einer der groBten Proteinfamilien (SHEINERMAN et al., 2005). Proteinkinasen fungieren
als Phosphoryltransferasen, d. h. sie transferieren eine Phosphatgruppe von einem Donor
(ATP) auf Seitenketten bestimmter Aminosduren. Je nach Spezifitit werden sie hierbei in
zweil Gruppen eingeteilt. Die eine Gruppe phosphoryliert Proteine an Serin- und/oder Threo-
ninresten, die andere an der Aminosdure Tyrosin (KREBS & BEAVO, 1979). Allerdings sind
auch Proteinkinasen bekannt, die sowohl Serin und Threonin als auch Tyrosin phosphorylie-
ren kénnen (LINDBERG et al., 1992). Durch den Phosphatgruppentransfer spielen sie eine
wichtige Rolle in der Signaltransduktion der Zelle, in dem sie beispielsweise die Aktivitét von
Proteinen oder Transkriptionsfaktoren regulieren. Ist die Funktion der Kinasen nicht mehr

gegeben, kommt es zu Erkrankungen. Mehr als 250 der Gene fiir Proteinkinasen des Men-
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schen werden mit Krankheiten in Verbindung gebracht (KNUUTILA et al., 1998), wie bei-
spielsweise Krebserkrankungen (MALUMBRES & BARBACID, 2009), Adipositas (BAYS,
2004), Typ-I-Diabetes (BASTARRACHEA et al., 2008), Bluthochdruck (COGOLLUDO et
al., 2005), Schizophrenie (KOROS & DORNER-CIOSSEK, 2007) und der Alzheimer Er-
krankung (IQBAL et al., 2003).
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Abbildung 1.5: Dendrogramm des humanen Kinoms.
Familien humaner Kinasen lassen sich in einem Dendrogramm zusammengefassen (nach [MANNING etf al,
2002]). Je dhnlicher zwei Kinasesequenzen zueinander sind, desto dichter liegen sie im Dendrogramm zusam-

men, wie beispielsweise die humane CDK1 und CDK1 der CAMG-Familie.
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Tabelle 1.2: Auf dem Europdischen Markt zugelassene Kinase-Inhibitoren (EMEA, 2009).

Jahr der
Wirkstoff Wirkort Hersteller Literatur
Zulassung
Glivec® (Imatinib)
| ”%N( I o, Ber-Abl Novartis 2001 (AYOUB et al., 2005)
%ch
Iressa® (Gefitinib)
! N (NORO & GEMMA,
B EGFR AstraZeneca 2004
OJ‘MO N 2008)
Tarceva® (Erlotinib)
(BARESCHINO et al.,
L EGFR, HER1 Roche 2005
Hac\o/\/oji:f§N SeH 2007)
e o0 N/)
Nexavar® (Sorafenib) c-Raf, b-Raf,
. p38a, VEGF- Bayer
a o o o, 2006 (HAUSCHILD, 2007)
1 J©/ (7w 2, VEGF-3, HealthCare
o PDGFB, c-KIT
Sutent® (Sunitinib)
" VEGF 1-3,
(_pm (CHOUHAN et al.,
T Wandt PDGFa, Pfizer 2006
I * 2007)
g PDGEF, ¢-KIT
Sprycel® (Dasatinib) .
Bristol-
X Ber-Ab, Sre. M 2006 (BRAVE et al., 2008)
N2 yers etal.,
§ Y[’\%)\iﬁ PDGFB, c-KIT
R Lo Squibb
Tasigna® (Nilotinib)
cr, (QUINTAS-
P! Q Ber-Abl Novarti 2007  CARDAMA & COR
N N N ovartis -
9 ]©)L 0 PDGF, ¢-KIT
A TES, 2007)
I
N
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Jahr der
Wirkstoff Wirkort Hersteller Literatur
Zulassung
Torisel® (Temsirolimus)
HO& Wyeth
0”0 (MALIZZIA & HSU,
mTor Pharma- 2007
) 2008)
ceuticals
Tyverb® (Lapatinib)
. I Glaxo-
. ﬁjv@ EGFR, HER2 ) ) 2008 [FRAMPTON, 2009]
,ox,‘ _@\@\i SmithKline

Bei der Entwicklung von Proteinkinase-Inhibitoren sind prinzipiell vier verschiedene Arten
der Inhibition denkbar: ATP-kompetitive Inhibitoren, Substrat-kompetitive Inhibitoren, Inhi-
bitoren der Proteinkinase-Aktivierung und irreversible Inhibitoren [KLEBE, 2009]. In der
Vergangenheit hat man sich nahezu ausschlieBlich auf eine kompetitive Verdringung des
ATPs von seiner Bindestelle fokussiert. Diese ist innerhalb der Proteinkinasen ganz besonders
hoch konserviert, so dass sich gute Strategien fiir das Einpassen von Inhibitoren entwickeln
lieBen. Allerdings hat die groBe Ahnlichkeit der ATP-Bindestellen den Nachteil, dass es
schwierig ist, einen Inhibitor zu entwickeln, der selektiv die Bindetasche einer ganz bestimm-
ten Kinase blockiert. Dies wurde lange Zeit als unmoglich erachtet. Dartiber hinaus sind wich-
tige Signaltransduktionswege hiufig redundant, so dass der Ausfall eines Weges iiber einen
zweiten Weg kompensiert werden kann [KLEBE, 2009]. Ein einzelner Weg muss somit nicht
zwangsldufig essentiell sein. Die Entwicklung kompetitiver Inhibitoren der ATP-Bindung
wird zudem dadurch erschwert, dass der Wirkstoff mit der im millimolaren Bereich in der
Zelle vorhandenen ATP-Konzentration [EGLEN & REISINE, 2009] konkurrieren muss, und
die meisten Proteinkinasen Km-Werte fiir ATP im hohen mikromolaren Bereich besitzen
[KLEBE, 2009]. Der erste ATP-Kompetitor Imatinib (Glivec, Novartis), der zur Therapie der
Chronischen Myeloischen Leukédmie eingesetzt wird, diente als Beweis, dass die Entwicklung
solcher Wirkstoffe zwar schwierig, aber dennoch moglich ist [DRUKER, 2002]. Weitere Bei-

spiele selektiver Kinase-Inhibitoren finden sich in Abbildung 1.6, wie beispielsweise der
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Wirkstoff Gefitinib (Iressa™) und der experimentelle Inhibitor GW-2016 [FABIAN et al.,
2005]. Heutzutage werden insgesamt neun Inhibitoren humaner Proteinkinasen fiir verschie-

dene Indikationen vermarktet (siche Tabelle 1.6) [EMEA, 2009; JOHNSON, 2009].
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Abbildung 1.6: Drug-Target-Selektivitit einiger Kinase-Inhibitoren.

Auf den einzelnen Abbildungen ist jeweils ein Dendrogramm humaner Kinasen dargestellt. Die roten Kreise
markieren die Wirkstirke eines Inhibitors auf die jeweilige Kinase. Aus der Anzahl der Kreise lésst sich die
Selektivitdt der einzelnen Inhibitoren ableiten. Staurosporin ist beispiclsweise ein unspezifischer Kinase-
Inhibitor, wihrend GW-2016 nur auf einzelne Kinasen wirkt. Prinzipiell ist es somit mdglich einen selektiven

Kinase-Inhibitor zu finden (nach [FABIAN et al., 2005]).
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1.5 Zyklin-abhiingige Kinasen

Zyklin-abhédngige Kinasen (CDKs = Cyclin-Dependent Kinases) bilden eine Gruppe von ho-
mologen, hoch konservierten Proteinkinasen, die in allen Eukaryonten zu finden sind. Einige
dieser Proteine sind malBgeblich an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt. Hierbei aktivieren
sie eine Vielzahl von anderen Proteinen durch Phosphorylierung, die zu bestimmten Zeit-
punkten im Zellzyklus benétigt werden. CDKs bilden Komplexe mit den zugehorigen Zykli-
nen, wodurch sie allosterisch aktiviert werden. Die Zyklin-abhidngigen Kinasen sind nur in
Verbindung mit ihren zugehorigen Zyklinen aktiv. Dadurch kann die Aktivitit der CDKs in
der Zelle zeitlich gesteuert und reguliert werden. Die Zykline selbst werden hierbei durch

zellzyklusabhédngige Konzentrationsdnderungen reguliert.

1.5.1 Funktion der Zyklin-abhingigen Kinasen im eukaryotischen Zellzyklus

Die Zyklin-abhédngigen Kinasen besitzen eine wichtige Funktion in der Regulation des euka-
ryotischen Zellzyklus. Der eukaryotische Zellzyklus besteht aus einer Abfolge hoch geordne-
ter, gleich ablaufender Verinderungen, die als Ubergiinge, Phasen oder als Stadien bezeichnet
werden. Hierzu zdhlen die Gapl-Phase (G1), die DNA-Synthese-Phase (S), die Gap2-Phase
(G2) und die Mitose-Phase (M) [ELLEDGE, 1996; JOHNSON & WALKER, 1999]
(Abbildung 1.7). Der Zellzyklus beginnt mit der G1-Phase. Im Anschluss folgt die S-Phase, in
der die DNA der Zelle repliziert wird. Danach werden die G2-Phase und die M-Phase durch-
laufen. Die ersten drei Phasen werden auch als Interphase zusammengefasst. Wahrend der
Mitose erfolgt die eigentliche Zellteilung, und die Aufteilung der DNA auf die zwei neu ent-
stehenden Tochterzellen. Sobald die Zellen infolge spezifischer, antimitogener Signale oder
aufgrund des Fehlens angemessener, mitogener Signale, ihre Vermehrung gestoppt haben,
verlassen sie den Zyklus und treten in eine Ruhe-Phase (GO) ein [MALUMBRES & BAR-
BACID, 2005]. Die genaue Abfolge der verschiedenen Phasen des Zellzyklus ist von ent-
scheidender Bedeutung fiir die Zelle, da Stérungen zu einer unvollstindigen DNA-
Replikation, und somit zu einer Verédnderung des Genoms fithren kdnnen. Kontrollpunkte, die
beispielsweise durch die Zyklin-abhéngigen Kinasen gesteuert sind, gewahren daher den rei-

bungslosen Ablauf des Zellzyklus.
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Cyclin B Cyclin D

CDK4 (pankreatische (-
Zellen und Lactotrophe)

CDK1
CDK®6 (Blutbildende Zellen)

CDK2 (Keimzellen)

Cyclin A Cyclin E

Abbildung 1.7: Schema des eukaryotischen Zellzyklus und die Regulation durch Zykline sowie durch Zyklin-
abhdngige Kinasen (nach [Malumbres&Barbacid,2009]).

Der Zellzyklus gliedert sich in die beiden Zwischen-Phasen G1 und G2, die Synthese-Phase S und die Mitose-

Phase M. Reguliert wird dieser Zyklus mit Hilfe von Zyklin-abhéngigen Kinasen sowie durch deren Aktivatoren

(Zykline). Die CDK-Zyklin-Komplexe steuern die Ubergéinge zwischen den einzelnen Phasen. Die Kinasen

CDK2, CDK4 sowie CDKG6 sind essenziell fiir die Proliferation von spezialisierten Zellen [MALUMBRES &

BARBACID, 2009].

Im humanen Kinom, das alle bekannten und mutmaBlichen Kinasen umfasst, sind 11 CDK
Proteine bekannt. Jedoch sind nur einige der CDK Proteine in der direkten Zellzyklus-
Regulation involviert (CDK1, CDK2, CDK4 und CDK6). Die CDK-Proteine agieren als
Schalter, die den Ubergang von der G1 zur S1 Phase und der G2 zur M Phase, sowie alle an-
deren Schritte innerhalb des Zellzyklus steuern. Sie bilden Heterodimere mit den Zyklinen,
wodurch sie allosterisch aktiviert werden. Beim Menschen sind 29 Zykline bekannt, jedoch
agieren nur 9 von ihnen im Zellzyklus (Zykline: Al, A2, B1, B2, D1, D2, D3, El, E2)
[MALUMBRES & BARBACID, 2005]. Die so aktivierten Kinasen phosphorylieren
Transkriptionsrepressoren, die dadurch inaktiviert werden. Die Phosphorylierung durch die
CDK-Proteine erfolgt mittels des Phosphatdonors ATP und findet an Serin- und Threonin-
resten statt. In der Folge wird die Expression von Genen, die die nidchste Phase des Zellzyklus
steuern, moglich. Kontrolliert werden die CDKs durch verschiedene Faktoren: zum einen
durch die Bindung der Zykline, zum anderen aber auch durch inhibitorische Untereinheiten,
wie beispielsweise der Cip- oder INK4-Proteinfamilie. Auf diese Art entsteht ein Regelkreis,
der die spezifischen Phasen des Zellzyklus kontrolliert [MORGAN, 1997]. Wird dieser Kreis-

lauf, z.B. durch spezifische CDK-Inhibitoren unterbrochen, ist die Zellvermehrung gehemmt.

13



EINLEITUNG

1.5.2 Struktureller Aufbau und Aktivierung von Zyklin-abhingigen Kinasen

Die Faltungstopologie der Proteinkinasen ist stark konserviert [BUIJSMAN, 2004], und sie
zeigen eine hohe Sequenzihnlichkeit untereinander [BRANDEN & TOOZE, 1999]. Nach
Hanks und Hunter [HANKS & HUNTER, 1995] lassen sich alle Proteinkinase-Strukturen in
elf Subdoménen einteilen (Abbildung 1.8).

7~ N-Terminus

Gelenk-
region

C-Terminus

Aktivierungs-
schleife
(T-Loop)

Abbildung 1.8: Struktureller Aufbau von Proteinkinasen.
Farbige Hervorhebung der elf Subdoménen von Proteinkinasen (nach Hanks und Hunter [HANKS & HUNTER,
1995]) am Beispiel Zyklin-abhingiger Kinasen, PDB-ID: 1JST.

Auch fiir den CDK2-ZyklinA-Komplex sind detaillierte Strukturinformationen bekannt
[JEFFREY et al., 1995]. Der strukturelle Aufbau der CDK?2 zeigt dasselbe Grundgeriist, wie
bei anderen eukaryotischen Proteinkinasen. Dieser wurde zum ersten Mal fiir die cAMP-

abhingige Proteinkinase [KNIGHTON et al., 1991] charakterisiert. Die CDK2-Struktur be-
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steht aus einer kleineren N-terminalen Doméne von 85 Aminosduren, die aus p-Faltblatt-
Strukturen aufgebaut ist, sowie einer groeren C-terminalen Doméne. Sie umfasst 213 Ami-

nosduren und besitzt einen hohen a-helikalen Anteil [MORGAN, 1997; PAVLETICH, 1999].
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Abbildung 1.9: Charakteristische Sequenzmotive von humanen CDK Proteinen.

Zu den charakteristischen Sequenzmotiven zdhlen PSTAIRE-Motiv (violett), G-Loop (gelb), Hinge-Region
(griin) und Aktivierungs-Loop (rot). Das Zyklin-Bindemotiv (PSTAIRE-Motiv) variiert in der Sequenzabfolge in
humanen CDK Proteinen. Die Aminosauren des katalytischen Zentrums K32, ESO und D144 (EtCRK2 Numme-
rierung) sind durch ,,** markiert. Al bis A6 kennzeichnen die ATP-Bindungsstellen. Die Phosphorylierungsstel-
len T14, Y15 und T160 sind ebenfalls bei humanen CDK Proteinen hoch konserviert.

Charakteristisch fiir alle CDK Proteine ist eine konservierte Zyklin-Bindedoméne (PSTAIRE,
CDK?2), die zur einzigen a-Helix (C-Helix) der N-terminalen Domine gehdrt und entschei-
dend fiir die Zyklinbindung ist (siche Abbildung 1.9). An der Verbindungsstelle der beiden
Domaénen (auch als Hinge-Region bezeichnet [MCINNES & FISCHER, 2005]), liegt eine
tiefe Spalte. Dort befindet sich die hydrophobe ATP-Bindetasche. Diese ist, ebenso wie die
Substratbindetasche, in der inaktiven Form durch eine Schleife (T-Loop) blockiert. Der T-
Loop (Aktivierungsschleife) enthélt die Aminosdure Thr160 (Nummerierung nach humaner
CDK2), deren Phosphorylierung zu einer drastischen Aktivititssteigerung der CDK2 fiihrt
[JEFFREY et al., 1995; MORGAN, 1997]. Die Bindung des Zyklins an die CDK bewirkt
starke Verdnderungen der Tertidr-Struktur der Proteine, und ist entscheidend fiir die Sub-
stratspezifitidt. Hierbei wird die Substratbindestelle demaskiert und die katalytischen Reste
(Lys33, Glu51 und Aspl45, Nummerierung nach humaner CDK2) in geeigneter Weise fiir
den Phosphatgruppentransfer vom ATP auf das Substrat angeordnet. Dies beinhaltet die Be-
wegung des T-Loops von der ATP- und Substratbindestelle weg, Rotation der C-Helix und
Anderung der Position des Glycin-reichen Loops. Diese Umkonfigurierung der CDK hat zur
Folge, dass inhibitorische Teile aus dem katalytischen Zentrum entfernt (T-Loop), sowie regu-
latorische Bereiche einer Phosphorylierung zuginglich gemacht werden (PSTAIRE-Helix)
[JEFFREY et al., 1995; MORGAN, 1997]. In Abbildung 1.10 ist die Bewegung der Aktivie-
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rungsschleife, zwischen inaktiver und aktiver CDK2-Struktur, deutlich zu erkennen [HOLM

et al., 2008; NICULESCU-DUVAZ et al., 2007].

Abbildung 1.10: Vergleich der inaktiven und der aktiven CDK Struktur.

Deutlich zu erkennen ist die Bewegung des Aktivierungs-Loops (rot = inaktiv; griin = aktiv) sowie der C-Helix

(gelb).

1.5.3 ATP-Bindetasche von Zyklin-abhangigen Kinasen nach Traxler

In Anlehnung an das ATP-Bindetaschenmodel nach Traxler [TRAXLER et al., 1999] fiir
ATP-kompetitive Kinase-Inhibitoren (siche Abbildung 1.11), besteht die ATP-Bindetasche
aus flinf verschiedenen Subtaschen, welche unterschiedliche physikochemische Eigenschaften
aufweisen. Zu diesen flinf Subtaschen zihlen a) die Adenin-Binderegion (ABR), b) die Ribo-
sebindetasche (RBR), ¢) die Phosphat-Binderegion (PBR), d) die Binderegion I (BR-I) und e)
die Binderegion II (BR-II) (siche Abbildung 1.11). Alle ATP-kompetitiven Kinase-
Inhibitoren binden in der hydrophoben ABR, und interagieren mit der Hinge-Region iiber
Wasserstoftfbriicken. Die RBR hingegen ist hydrophil und wird oft durch l6sliche Gruppen
adressiert. Diese Region ist weniger konserviert und beinhaltet spezifische Aminosduren,
welche fiir eine Erhohung der Selektivitdt ausgenutzt werden kénnen [BUIJSMAN, 2004;
TRAXLER et al., 1999]. Die Tasche der BR-I befindet sich in Verldngerung des N6-
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Stickstoffs des ATPs, und ist nicht in der Bindung des ATPs involviert. Diese Region ist nicht
konserviert und wird genutzt, um sowohl die Selektivitdt als auch die Aktivitdt von Inhibito-
ren zu erhéhen [BUIJSMAN, 2004]. Der Zugang zu dieser Tasche wird durch die sogenann-
ten ,,Gatekeeper<-Aminosdure kontrolliert [BUIJSMAN, 2004; GORRE et al., 2001]. Ein
Zugang zu dieser Binderegion ist nur moglich, wenn an dieser Stelle eine sehr kleine Amino-
sdure (Gatekeeper) vorliegt. Genauso wie BR-I ist auch BR-II nicht an der ATP-Bindung be-
teiligt. Diese Subtasche kann ebenfalls zu Erh6hung der Selektivitdt als auch der Aktivitit von
Inhibitoren genutzt werden [BUIJSMAN, 2004]. Die hydrophobe Tasche PBR ist dem Lo&-
sungsmittel zugewandt und scheint fiir die Affinitdt von Inhibitoren eine eher untergeordnete,

allenfalls modulierende Bedeutung zu haben [BUIJSMAN, 2004; HOLM et al., 2008].

Gatekeeper

ke

Abbildung 1.11: ATP-Bindetasche nach Traxler.
Die Bindetasche ldsst sich in 5 verschiedene Subtaschen aufteilen: A: ABR = rot; B: RBR = violett; PBR = gelb;
BR-I = griin; BR-II = blau.

1.5.4 Aufbau der Zykline

Zykline gehoren zu einer sehr diversen Proteinfamilie. Thre Groe variiert von 35 bis 90 kDa.
Auf der primdren Sequenzebene sind sie nur sehr gering konserviert. Die dennoch vorhandene
Sequenzdhnlichkeit konzentriert sich auf einen Aminosdureabschnitt, bestehend aus ca. 100
Aminosduren, der als Zyklin-Box bekannt ist. Dieser Abschnitt ist notwendig zur CDK-
Bindung [KOBAYASHI et al., 1992; LEES & HARLOW, 1993]. Abgesehen von dem grof3en

Sequenzunterschied besitzen jedoch alle Zykline eine dhnliche Grundstruktur. Sie umfassen
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alle im Kernbereich 10 Helices, die in 2 Helixbiindeln aus jeweils 5 Helices (H' — H> und H"
— H”) organisiert sind, wobei die Zyklin-Box die ersten 5 Helices umfasst (siche Abbildung
1.12). Diese Kerndomine ist beispielsweise bei Zyklin H und Zyklin A besonders stark kon-
serviert. Dies legt die Vermutung nahe, dass diese Zykline ein rigides Templat zur Kinaseer-
kennung besitzen. Auflerhalb dieses konservierten Kernbereichs besitzen alle Zykline zudem
eine N- und C- terminale Struktur-Domaine, die jedoch in Position und Sekundérstruktur vari-

ieren kann. Sie dient moglicherweise zur Stabilisierung und Positionsfixierung der Kernregi-

onen [MORGAN, 1997].

Abbildung 1.12: Dreidimensionale Struktur von Zyklin H (PDB-Accession-Nr.: 1JKW)
Dargestellt ist die Tertidrstruktur des humanen Zyklin H Proteins. Die N-terminale Helix ist in gelb, die C-

terminale Helix in violett eingeférbt. Die Helices H'-H® sind in cyan, die Helices H'-H”  in griin eingefirbt.

Von dem humanen Zyklin H existieren derzeit zwei Kristallstrukturen aus dem Jahr 1997
[PDB-Accession-Nummer: 1JKW und 1KXU] [ANDERSEN et al., 1997, KIM & CHO,
1997]. Die Strukturen besitzen jeweils eine Aufldsung von 2,6 A. Zyklin H zeigt eine typi-
sche Zyklin-Faltung. Die Grundstruktur umfasst eine dhnliche Kerndoméne, bestehend aus
einem Paar von jeweils 5 dhnlichen, helikalen Doménen. Diese zentrale Faltung wird von
zwei Helices - der N-terminalen sowie C-terminalen Helix flankiert - die in Position und Se-
kundarstruktur, innerhalb der unterschiedlichen Klassen der Zykline, variieren konnen (siche

Abbildung 1.12) [ANDERSEN et al., 1997; KVAAL et al., 2002; MORGAN, 1997].
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1.5.5 Zyklin-abhingige Kinasen als Zielproteine zur Entwicklung neuer Antiparasitika

Die prinzipielle Eignung von CDKs als Zielproteine fiir Antiparasitika wurde bereits in der
Literatur gezeigt [DOERIG, 2004; HASSAN et al., 2001; MOTTRAM et al., 1996]. Die
Vermehrung der Protozoen Plasmodium falciparum, Leishmania mexicana und Trypanosoma
brucei konnte durch CDK-Inhibitoren, die fiir humane CDKSs entwickelt wurden, unterbunden
werden [GRANT et al., 2004; HARMSE et al., 2001; WOODARD et al., 2003]. Vorversuche
mit solchen Inhibitoren an E. tenella haben zu dhnlichen Ergebnissen gefiihrt [BEYER, 2007].
Hierzu wurde der bekannte CDK-Inhibitor Flavopiridol [ZHAI et al., 2002] in einem Schi-
zonten-Reifungs-Assay getestet. Diese Messungen wurden von Joachim Hofmann, Anja He-
ckeroth und Britta von Oepen (Intervet Innovation GmbH, Schwabenheim) durchgefiihrt. Die
Schizonten-Reifung von E. fenella konnte mit Flavopiridol-Konzentrationen von 150 nM und
300 nM inhibiert werden. Inhibitorkonzentrationen unter 80 nM zeigten keine Wirkung. Kon-
zentrationen oberhalb 600 nM waren jedoch giftig fiir die Wirtszelle. Die fiir Flavopiridol bei
einer Konzentration von 150 nM festgestellte vollstindige Inhibierung der Schizonten-
Reifung, korreliert sehr gut mit der Inhibierungskonstante von 11 nM im Enzym-4ssay einer
Zyklin-abhéingigen Kinase von E. tenella (EtCRK2). Der Enzym-A4ssay wurde von Maria L.

Suarez Fernandez (Intervet Innovation GmbH, Schwabenheim) durchgefiihrt.

Tabelle 1.3: Ergebnisse der chemischen Validierung mit dem bekannten CDK-Inhibitor Flavopiridol.

Flavopiridol [nM]

EtCRK2 HsCDK2
Enzyme-Assay IC50 Ki IC50 Ki
33+ 10 11+£3 36+ 10 19+3

Schizonten Entwicklung

Schizonten- 100% Inhibierung keine Inhibierung Zell-Toxizitéat
Reifungs-Assay 150
<80 >600
300

Daten von Maria L. Suarez Fernandez (Intervet Innovation GmbH, Schwabenheim; Enzym-Assay) sowie Joa-
chim Hofmann, Anja Heckeroth und Britta von Oepen (Intervet Innovation GmbH, Schwabenheim; Schizonten-
reifungstest) [unpublizierte Daten]. Anzahl der Durchfiihrungen im Enzyme-Assay: n = 3-4 sowie im Schizon-

ten-Reifungs-Assay: n = 2.
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1.6 Bioinformatische Analyse zur Identifizierung von Zyklin-abhingigen

Kinasen
Unter homologen Proteinen versteht man Proteine, die von einem gemeinsamen Vorfahren
abstammen, egal ob das Merkmal verdndert oder unveridndert von dem Tréiger iibernommen
wurde [SELZER et al., 2008]. Héufig ist es mit in silico Methoden jedoch nicht mdglich, eine
gemeinsame Vorldufersequenz zu identifizieren. Bei Vorliegen signifikanter Ubereinstim-

mung zwischen den Sequenzen, geht man daher haufig von homologen Proteinen aus.

Die Identifizierung homologer oder dhnlicher Proteine, wie beispielsweise CDK Proteine, in
biologischen Datenbanken, beruht auf dem sukzessiven, paarweisen Sequenzvergleich der
Suchsequenz mit den in der Datenbank gespeicherten Proteinsequenzen. Einer der meist ver-
wendeten Algorithmen, zur Sequenzsuche in biologischen Datenbanken, ist der BLAST-
Algorithmus (Basic Local Alignment Search Tool) [ALTSCHUL ef al., 1990]. Es handelt sich
hierbei um einen heuristischen Alignment-Algorithmus, der auf einer Abfolge von Néherun-
gen basiert [SELZER et al., 2008]. Der BLAST-Algorithmus macht sich die Kenntnis von
Sequenz- und Alignment-Statistik zunutze. Mit dieser Technik kann, im Gegensatz zu dyna-
mischen Algorithmen wie z. B. dem Needleman-Wunsch-Algorithmus [NEEDLEMAN &
WUNSCH, 1970], der Rechenzeitbedarf und damit der Gesamtzeitbedarf einer Datenbanksu-

che stark gesenkt werden.

Der BLAST-Algorithmus [ALTSCHUL et al., 1990] bildet die Basis eines Programmpakets,
das aus sechs verschiedenen Programmen besteht. Fiinf Programme dieses Pakets dienen der
Datenbanksuche und reprisentieren die verschiedenen denkbaren Kombinationen aus der Art
der Abfragesequenz (Nukleotid bzw. Protein) und der Datenbank [SELZER et al., 2008]. Das
sechste Programm ,,b/2seq®, dient dem paarweisen Sequenzvergleich zweier einzelner Se-
quenzen. Die Ermittlung homologer Proteine ist fiir die Identifizierung potentieller Zielprotei-
ne zur Wirkstoffentwicklung von grofler Bedeutung. Anhand ihres Vorkommens in verschie-
denen Organismen ist es moglich, eine Abschitzung des Wirkspektrums der zu entwickelnden

Medikamente vorzunehmen.

1.7 Strukturbasiertes rationales Wirkstoffdesign

Unter computerbasiertem (in silico) rationalen Wirkstoffdesign versteht man die Anwendung
verschiedener mathematischer Modelle und Methoden, zur Bewertung der Interaktion eines

Zielproteins mit einer chemischen Substanz [SELZER, 2005]. Das Ziel ist dabei die Entwick-

20



EINLEITUNG

lung eines optimierten Wirkstoffs. Arzneimittel, die unter mallgeblicher Beteiligung des
Wirkstoffdesigns entwickelt wurden, konnten bereits erfolgreich im Markt platziert werden.
Neuere prominente Beispiele dafiir sind Glivec® [AYOUB et al., 2005], ein Medikament zur
Behandlung der Chronischen Myeloiden Leukimie, Glavus® zur Behandlung von Diabetes
Mellitus Typ 2 [SCHEEN & PAQUOT, 2009], Tamiflu® und Relenza® [MACDONALD, 2000]
zur Behandlung von Influenza, sowie Agenerase® [BROPHY et al., 2000], Invirase®
[REGAZZI et al., 1999] und Norvir® [ARVIEUX & TRIBUT, 2005], drei HIV Protease Inhi-
bitoren (siche Tabelle 1.4).

Das strukturbasierte, rationale Wirkstoffdesign beinhaltet im Wesentlichen die Methoden vir-
tuelles Screening [KITCHEN et al, 2004], molekulare Leitstrukturoptimierung [DEAN,
1994] und das de novo Design [SCHNEIDER & FECHNER, 2005]. Grundlage dieser ver-
schiedenen Aspekte des rationalen Wirkstoffdesigns ist stets die Vorhersage der Affinitét des
Liganden zum entsprechenden Rezeptor. Die Affinitdtsvorhersage beruht auf der Bewertung
der molekularen Wechselwirkungen zwischen dem Protein, d.h. der Aminosduren im aktiven
Zentrum mit dem gebundenen Liganden. Bei dieser Vorhersage bedient man sich strukturel-
ler, topologischer und physikalisch-chemischer Merkmale, die mittels computerbasierten Me-

thoden berechnet werden konnen.

Tabelle 1.4: Beispiele fiir einige Medikamente die unter Beteiligung von rationalem Wirkstoffdesign entwickelt

wurden.

Zulassung
Wirkstoff Zielprotein Hersteller Krankheit
In Europa

Norvir® (Ritonavir)
Cytochrom Abbott GmbH

® HIV 1996

Y & Co. KG
H]AIAI[(@TY\A ~5 P450 CYP 3A4 0
Relenza® (Zanamivir) GlaxoSmith-
Virale .
. Kline GmbH & Influenza 1999
Neuraminidase
Co. KG
Cytochrom- Hoffmann.
= QL,x o P450- La Roche AG HIV 1996
S & us 20 v Enzymsystem
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Zulassung
Wirkstoff Zielprotein Hersteller Krankheit
In Europa
Tamiflu® (Oseltamivir)
Virale Hoffmann-
-~/
z S Neuraminidase La Roche AG Influenza 2002
g
Glivec® Abelson Tyro- Chronischen
r sin-kinase Novartis AG Myeloiden 2001
gw.w (ABL) Leukéimie
Agenerase® (Amprenavir) GlaxoSmith-
Virale Protease
» Kline GmbH & HIV 2000
W Jf,i” HIV-1
SRS Co. KG
Glavus® (Vildagliptin) Dipeptidyl- Diabetes
Peptidase-4 Novartis AG mellitus 2007
(DPP4) Typ 2

1.8 Modelling und computergestiiztes Wirkstoffdesign

Das rationale Wirkstoffdesign wird heutzutage durch leistungsfdhige Computer unterstiitzt
[DHALIWAL & CHEN, 2009]. Diese sind in der Lage, Eigenschaften von Molekiilen zu mo-
dellieren. In den letzten Jahren hat das Molecular Modelling, besonders das Modellieren der
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung, in der Arzneimittelforschung zunehmend an Bedeutung
gewonnen [JIANG, 2008]. Die eigentliche molekulare Modellierung dient hierbei vorwiegend
zur strukturellen Modifikation von Leitstrukturen, wahrend beim struktur- und computerge-
stiitzten Design sowohl neue Leitstrukturen identifiziert als auch modifiziert werden konnen
[BARRIL & SOLIVA, 2006; TAFT et al., 2008]. Neben dem Modelling tragen vor allem
quantitative Strukturwirkungsbeziehungen zum Verstdndnis der Zusammenhédnge zwischen
der chemischen Struktur und ihrer Wirkung bei [CLARK, 2009]. In den folgenden Kapiteln
soll nun ndher auf die Methoden des Modellings und computergestiitzten Wirkstoffdesigns
eingegangen werden. In Abbildung 1.13 ist ein typischer Prozess der Leitstrukturidentifizie-

rung dargestellt.
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Abbildung 1.13: Workflow zur Identifizierung potentieller Leitstrukturen.
Dargestellt sind die sechs Hauptschritte im Leitstrukturidentifizierungs-Prozess. Dieser Prozess ist ein kombi-

nierter Ansatz aus in silico sowie in vitro Arbeitschritten.

1.8.1 Homologiemodellierung

Grundlage vieler Methoden des rationalen Wirkstoffdesigns, wie beispielsweise des mole-
kularen Dockings, ist die Kenntnis der dreidimensionalen, molekularen Struktur (3D-Struktur)
des Zielproteins [BARRIL & SOLIVA, 2006]. Oftmals ist diese Struktur jedoch nicht bekannt
und kann, aufgrund der Aufwendigkeit des experimentellen Verfahrens, zur Ableitung mole-
kularer 3D-Strukturen biologischer Makromolekiile, nicht einfach bestimmt werden [TAFT et
al., 2008]. Eine Moglichkeit, diese Methoden dennoch auch auf Zielproteine unbekannter 3D-
Struktur anzuwenden, bietet das Homology Protein Modelling [CAVASOTTO & PHATAK,
2009]. Grundlage dieses Verfahrens ist die Annahme, dass homologe Proteine einer Protein-
familie, die dhnliche Aminosduresequenzen aufweisen, iiblicherweise auch eine dhnliche Pro-
teinfaltung zeigen. Ist die molekulare 3D-Struktur eines oder mehrerer Vertreter einer Protein-
familie bekannt, konnen diese Referenzstrukturen (7emplate) als Schablone fiir die Ableitung
eines molekularen Struktur-Modells eines homologen Proteins unbekannter Struktur genutzt

werden [XIANG, 2006].
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Abbildung 1.14: Uberlagerung der Homologiemodelle der Trehalose-6-Phosphat-Synthase (T6PS) von Dro-
sophila melanogaster und Ctenocephalides felis mit der Escherichia coli T6PS Kristallstruktur
1UQT.

A: Oberflachendarstellung des D. melanogaster Homologiemodells (rot) und der E. coli Kristallstruktur 1UQT

(gelb). B: Ribbon-Darstellung des C. felis Homologiemodells (rot) und der E. coli Kristallstruktur 1UQT (gelb).

Zum Vergleich wurden die mittels Molcad [BRICKMANN, 1995; BRICKMANN et al., 2000] berechneten

Oberfliachen iibereinander gelegt.

Am Anfang der Homologiemodellierung steht zundchst das Alignment der Amino-
sduresequenzen des Proteins mit unbekannter Struktur, und eines Proteins mit bekannter
Struktur [QU ef al., 2009]. Je hoher die Sequenzidentitét hierbei ist, desto besser sind auch die
berechneten Homologiemodelle [ XIANG, 2006]. Enthilt das A/lignment groBere Liickenberei-
che, werden Abschnitte des bekannten Proteins in das Modell eingefiigt. Bei nicht iiberein-
stimmenden Aminosduren an den einzelnen Positionen wird versucht, die Konformationswin-
kel der Seitenketten entsprechend der Orginalstruktur beizubehalten. Diese weniger konser-
vierten Bereiche bilden oft Schleifen (Loops) und finden sich interessanterweise meist an der
Oberfldche des Proteins. Sie zeigen einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die struktu-
rell konservierten Regionen im Innern des Proteins, wo meist auch das aktive Zentrum lokali-
siert ist [SELZER et al., 2008]. Im Anschluss erfolgt eine Bewertung des Modells, die Kolli-
sionen zwischen Atomen beriicksichtigt. Eventuell auftretende Atomkollisionen werden ma-
nuell entfernt [BOHM et al., 2002; FORSTER, 2002; SELZER et al., 2008]. Auf diese Weise
entsteht ein Proteinmodell der Sequenz, zu der keine experimentellen Strukturdaten vorliegen

(siche Abbildung 1.14).
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1.8.2 Molekulares Docking

Als Docking bezeichnet man das computergestiitzte Einpassen kleiner chemischer Strukturen
in die Bindetasche einer molekularen 3D-Proteinstruktur [BOHM et al., 2002; KLEBE, 2009;
KROEMER, 2007]. Das Ziel ist dabei das Auffinden von Bindemodi mdglichst geringer E-
nergie. Dazu wird zunédchst in einer rein qualitativen Betrachtung der Ligand in der Bindeta-
sche platziert [CAVASOTTO & ORRY, 2007]. Die richtige GroB3e und Gestalt des Liganden
sind, entsprechend des Schliissel-Schloss-Prinzips [FISCHER, 1894], die in diesem Schritt

wichtigsten Kriterien.

Nach dem Docking erfolgt eine quantitative Betrachtung. Diese wird als Scoring bezeichnet
[LEACH et al., 2006]. Hierbei wird die freie Bindungsenthalpie AG, fiir die Bindung zwi-
schen Ligand und Protein, mit Hilfe mathematischer Modelle abgeschétzt. Die Abschétzung
von AG beruht dabei auf der Bewertung der Wechselwirkungen zwischen funktionellen
Gruppen des Liganden und des Proteins [STAHL, 2000]. Insbesondere finden hierbei Was-
serstoffbriickenbindungen, ionische Wechselwirkungen, Metallkomplexe, Kation-n-
Wechselwirkungen, n-n-Wechselwirkungen und hydrophobe Wechselwirkungen Beriicksich-
tigung. Der hydrophobe Effekt ist im Wesentlichen entropischer Natur, d.h. es handelt sich
nicht um eine direkte Wechselwirkung [KLEBE, 2009]. Vielmehr beruht der entropische Bei-
trag darauf, dass sich fiir das Ligand-Protein-Wasser-System die Zahl der Freiheitsgrade auf-
grund der Ligand-Assoziation an das Protein 4ndert [BOHM et al., 2002; KITCHEN et al.,
2004; KLEBE, 2009].

1.8.3 Substruktur- und Ahnlichkeitssuchen

Um Substanzen zu identifizieren, die strukturell &hnlich zu bereits gefundenen aktiven Inhibi-
toren sind, jedoch eventuell eine bessere inhibitorische Aktivitit aufweisen, dienen Ahnlich-
keits- und Substruktursuchen. Bei Ahnlichkeitssuchen wird ein Satz von Charakteristika eines
Ausgangsmolekiils, mit den Molekiilen in einer Datenbank verglichen [WILLETT, 2003].
Daraus resultieren Molekiile, die dem Ausgangsmolekiil chemisch &hnlich sind, aber durchaus

einer anderen Strukturklasse angehoren konnen.

Die Suche nach Strukturfragmenten dagegen bezeichnet man als Substruktursuchen
[QUINTUS et al., 2009]. Bei dieser Art der Suche erhdlt man Molekiile, welche das Aus-
gangsmolekiil als Bestandteil ihrer Struktur enthalten, jedoch verschiedene Substituenten be-

sitzen.
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1.8.4 Virtuelles Screening

Virtuelles Screening [BOHM & SCHNEIDER, 2000; MCINNES, 2007] bezeichnet als Ober-
begriff alle Methoden der computergestiitzen Suche in groflen Substanzdatenbanken, die im
Hochdurchsatz-Verfahren durchgefiihrt werden [WALTERS et al., 1998]. In dieser Arbeit
wurde Docking als Bewertungsmethode flir das virtuelle Screening eingesetzt. Das virtuelle
Screening dhnelt damit einem High Throughput Screening (labortechnische Hochdurchsatz-
Reihenuntersuchung) [KLEBE, 2006; SCHNEIDER & FECHNER, 2005]. Ziel des virtuellen
Screenings ist es, aus einer groflen Substanzdatenbank diejenigen Substanzen herauszufiltern,
die als potentielle Wirkstoffe am untersuchten Zielprotein eine biologische Funktion besitzen
[WALTERS et al., 1998]. Im Anschluss konnen dann die interessanten, potentiellen Wirk-
stoffe in verschiedenen Priif-/Optimierungsrunden im Labor weiter optimiert werden. Die
Methode erlaubt es auch synthetisch schwer zugéngliche Substanzen im Hochdurchsatz-
verfahren auf ihre Wirkung am Zielprotein zu untersuchen [MCINNES, 2007; WALTERS et
al., 1998]. Zusitzlich eroffnet sie die Moglichkeit eines effektiven Tests kombinatorischer
Substanzbibliotheken. Die Anzahl der zu synthetisierenden Substanzen kann durch das virtu-

elle Screening stark gesenkt werden. Dadurch werden die Kosten in einem Projekt gesenkt.

Da Docking einen hohen Rechenaufwand bedingt, sind virtuelle Screening Studien grofer
Substanzdatenbanken auf Basis von Docking sehr zeitaufwendig [DHALIWAL & CHEN,
2009; KROEMER, 2007]. Pro Struktur ist mit einem Zeitaufwand von einigen Minuten zu
rechnen, so dass sich der Zeitaufwand fiir ein virtuelles Screening einer grolen Substanzda-
tenbank leicht zu einer betrdchtlichen Grofe summiert. Zudem umfassen virtuelle Substanz-
datenbanken eine deutlich groere Anzahl an Strukturen, als die zugehorige reale Substanz-
bank, da alle Modifikationen die in der Realitdt auftreten, als eigenstindige Strukturen in der
virtuellen Substanzdatenbank zu erfassen sind. Zur effektiven Bearbeitung des virtuellen
Screenings ist daher meist der Einsatz einer leistungsfdahigen, parallelen Computerplattform
notwendig [DHALIWAL & CHEN, 2009]. Zur Evaluierung des virtuellen Screenings, sowie
Auswahl geeigneter Docking-Parameter, wird zundchst versucht, die Orientierung eines Li-
ganden durch Einpassen in den vom Liganden befreiten Proteinkristall zu reproduzieren. Bei
diesem als Re-Docking bezeichneten Vorgehen konnen optimale Einstellung der Docking
Parameter fiir das anschlieBende virtuelle Screening ermittelt, sowie die beste Scoring-
Funktion fiir diese Docking-Studie bestimmt werden. Dariiber hinaus erlaubt das Re-Docking,

des bekannten Liganden in die Homologiemodelle, die weitere Validierung der Modelle. Die
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Giite der Homologiemodelle wird dabei {iber die Berechnung von RMSD-Werten [COHEN &
STERNBERG, 1980] der Ligandatomlagen beurteilt.

1.8.5 LIE-Simulationen zur Berechnung der freien Bindungsenergie

Die Linear Interaction Energy Methode (LIE) dient der Berechnung von Bindungsaffinititen
[AQVIST & MARELIUS, 2001]. Diese semiempirische Simulationsmethode basiert auf Mo-
lekiildynamik- oder Monte-Carlo- generierten Ensembles von Konfigurationen [FOLOPPE &
HUBBARD, 2006]. In dieser Arbeit wurde ausschlielich die Molekiildynamiksimulation zur
Generierung von Ensembles verwendet. Die Molekiildynamik ist eine semiempirische Com-
putersimulation der Bewegung von Atomen und Molekiilen auf der Basis von Kraftfeldern
[KLEBE, 2009]. Bei der Ermittlung der Affinititen nach der LIE-Methode wird versucht,
sinnvolle Informationen {iber die Bindungsenergie aus Simulationen der physikalisch relevan-
ten Zustdnde (frei und gebunden) des Liganden abzuleiten [AQVIST et al., 2002]. Die Idee
hierbei ist, dass die freie Bindungsenergie des Liganden als Anderung seiner freien Energie
betrachtet wird, wenn er aus der wissrigen Losung (freier Zustand) in seine solvatisierte Bin-
dungstasche (gebundener Zustand) iiberfiihrt wird [DE AMORIM et al., 2008]. Aus diesem
Grund betrachtet die LIE-Methode nur die beiden Endpunkte im Ligandenbindungsprozess
(freier Zustand sowie gebundener Zustand). Fiir die molekiilmechanischen Berechnungen der
Bindungsprozessendpunkte miissen zwei LIE-Simulationen durchgefiihrt werden. Eine Simu-
lation fiir den gebundenen Liganden sowie eine weitere fiir den Liganden in wéssriger Losung
(siche Abbildung 1.15). Aus den molekiilmechanischen Berechnungen erhilt man jeweils fiir

die beiden Zustidnde die elektrostatischen sowie die van der Waals Wechselwirkungsbeitrige.

Zur Generierung eines LIE-Modells werden auBBerdem experimentelle Bindungsaffinitdten mit
den Energietermen der Molekiilmechanik kombiniert, um eine Bewertungsfunktion zur Vor-
hersage von Bindungsenergien zu erhalten. Es ldsst sich somit folgende allgemeine Néherung
fiir die Bestimmung der freien Bindungsenergie aufstellen (siche Gleichung 1.1) [AQVIST et
al., 2002]:

AG =aANU™"y+ AU Y+ y 1.1

S

Hierbei ist ,, A(U,”" ) “ gleich der Differenz der Ensemblemittelwerte der VDW Wechselwir-

kungen im gebundenen (1) und ungebundenen Zustand (s) des Liganden. Entsprechend repra-

sentiert ,, A(U" ) die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Ligand und Umgebung.
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Die Gewichtungsfaktoren a, B und y werden im Anschluss durch lineare Regression an expe-

rimentell bestimmten Bindungsenergien angepasst.

Freier Zustand Gebundener Zustand

Abbildung 1.15: Linear Interaction Energy Methode
Dargestellt sind die notwendigen Simulationen fiir die Bestimmung der freien Bindungsenergie des Liganden:

zum einen der Ligand in Losung und zum anderen der Ligand gebunden an den voll solvatisierten Rezeptor.

Fiir die Qualitit der Ergebnisse bei der Simulation mit MOE [http://www.chemcomp.com/],
spielt das Setup und die Giite der Kraftfeldparameter fiir Ligand, Solvent und Rezeptor eine
entscheidende Rolle [ALMLOF et al., 2004].

1.8.6 Leitstrukturoptimierung

Die Optimierung von Leitstrukturen erfolgt meist in einem langwierigen, iterativen Prozess
[NWAKA & RIDLEY, 2003; RAYMOND et al., 2009]. Sie beinhaltet neben der Verbesse-
rung der Bindungsaffinitit zu einem Zielprotein, auch eine Optimierung weiterer Parameter
wie beispielsweise Loslichkeit, Toxizitdt, Spezifitdt, Stabilitdt und Wirkdauer. Leitstrukturen
werden iiber die gezielte Anderung der Gestalt und der Form, d. h. der dreidimensionalen
Struktur und/oder physikochemischen Eigenschaften optimiert. Computermethoden wie mo-
lekulares Docking, QSAR-Methoden oder dem De-novo-Design unterstiitzen hierbei den ite-
rativen Prozess und sind eng mit Struktursynthese und experimenteller Strukturbestimmung

verwoben.
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Grobe Struktur-Wirkungsbeziehungen lassen sich anhand von Bindungsaffinititen potentiel-
ler Inhibitoren aufstellen. Essentielle Wechselwirkungen zwischen Liganden und Protein
konnen durch das Einpassen der Liganden in die Bindetasche des Rezeptors (Docking) ermit-
telt werden. So lassen sich beispielsweise zusitzliche Bereiche in der Bindetasche identifizie-
ren, die von bekannten Liganden noch nicht ausgenutzt werden. Oder es ergeben sich so Ideen
fiir die Vereinfachung von Liganden, um beispielsweise die Ldslichkeit, die Lipophilie oder
die Transport- und Verteilungseigenschaften (ADME-Eigenschaften) zu optimieren
[SCHWARDT et al., 2003]. Hierbei ist jedoch die Kenntnis des tatsidchlichen Bindemodus fiir
die zu optimierende Leitstruktur entscheidend, um verldssliche Aussagen iiber die Struktur-

Wirkungsbeziehungen treffen zu kénnen.

FEine grundlegende Rolle, in der Optimierung von Inhibitoren Zyklin-abhédngier Kinasen,
spielt die Optimierung hingehend der Selektivitét der Inhibitoren gegeniiber anderen Kinasen,
bzw. gegeniiber Kinasen des Wirtsorganismus. Kinasen sind im Allgemeinen sehr hoch kon-
serviert, speziell die ATP-Bindetasche ist bis auf wenige Aminosdureaustausche identisch
[KLEBE, 2009; KUBINYI & MULLER, 2004; NOBLE et al., 2004]. Dies macht es schwie-
rig selektive Kinase-Inhibitoren zu entwickeln. Jedoch kann bereits ein einziger Austausch in
der ATP-Bindetasche genutzt werden, um beispielsweise eine zusétzliche Binderegion zu
adressieren (Glivec, ABL-Kinase) [KUBINYI & MULLER, 2004]. Weiterhin spielt oft auch
die Loslichkeit von Kinase-Inhibitoren eine grofe Rolle im Leitstrukturoptimierungsprozess

[JAUTELAT et al., 2005; KHIRE et al., 2004; OSLOB et al., 2009].

1.9 Aufgabenstellung

Die rasante Weiterentwicklung von Computerhardware und Software erlaubt es heute, sehr
grole Datenmengen bio- und chemoinformatisch innerhalb kurzer Zeit zu verarbeiten. Com-
putergestiitzte Methoden des virtuellen Screenings und des rationalen Drug Designs werden
mittlerweile routinemdfig in der Agrar-, Tiergesundheits- und humanen Pharmaforschung
eingesetzt. Ein wichtiger Bereich der veterindrmedizinischen Wirkstoffforschung sind die
Parasitosen von Haus- und Nutztieren. Eimeria tenella ist ein parasitisch lebendener Protozoe
des Stammes der Apicomplexa. Dieser tierpathogene Parasit verursacht Kokzidiose, eine
Hiihnererkrankung die weltweit zu hohen Verlusten in der Gefliigelproduktion fiihrt. In der
vorliegenden Arbeit sollte die Wirkstofffindung von chemotherapeutischen Antikokzidia

durch moderne Methoden der Bio- und Chemieinformatik durchgefiihrt werden. In vorange-
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gangenen Experimenten wurden CDK-Proteine als geeignete Zielproteine in E. fenella bereits
chemisch validiert (sieche Tabelle 1.3). AuBerdem konnten bereits erste Inhibitoren der
EtCRK2 — einer CDK aus E. tenella — in einem virtuellen Screening identifiziert werden

[BEYER, 2007].

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in die folgenden drei Abschnitte: 1. Bioinformatische
Identifizierung und Charakterisierung von CDK Proteinen und deren Aktivatoren (Zykline)
aus E. tenella. 2. Anreicherung und Optimierung von EtCRK2-Inhibitoren sowie 3. Virtuelles
Screening mit der Docking-Software PLANTS nach PfIMRK- und EtMRK-Inhibitoren.

Ziel im ersten Abschnitt dieser Arbeit war eine bioinformatische Tiefenanalyse von CDK-
homologen sowie Zyklin-dhnlichen Proteinen von E. femnella. Hierbei sollte zundchst eine
Charakterisierung dieser homologen CDKs in Bezug auf Funktion und Struktur stattfinden.
Diese Charakterisierung erfolgte anhand der Sammlung und Bewertung von Sequenzinforma-
tion. CDKs sind innerhalb der Apicomplexa fir Plasmodium falciparum, dessen Genom voll-
stindig sequenziert ist, am besten untersucht. Daher wurde die Suche mit den bekannten
CDKs und Zyklinen von P. falciparum durchgefiihrt. Dariiber hinaus sollten die identifizier-

ten Zykline den CDK Proteinen aus E. fenella als potentielle Aktivatoren zugeordnet werden.

Das zweite Ziel dieser Arbeit war die Anreicherung von Inhibitoren, die bereits eine Aktivitét
auf EtCRK2 gezeigt haben. Diese Inhibitoren stammten aus einem fritheren virtuellen Scree-
ning [BEYER, 2007] und konnten biochemisch bestitigt werden. Insgesamt waren zu Beginn
dieser Arbeit elf Substanzen bekannt, die einen IC50-Wert von kleiner 10 uM zeigten. Zudem
war es Ziel dieser Arbeit, die Benzimidazol-Carbonitrile, die in vitro als Leitstrukturen der
EtCRK2 bestitigt werden konnten, in silico zu optimieren. Hierfiir sollte der Bindemodus
dieser Strukturklasse im Detail analysiert werden, um im Anschluss geeignete Modifikationen

dieser Verbindungen vorschlagen zu kdnnen.

Im dritten Abschnitt dieser Arbeit sollte ein virtuelles Screening nach potentiellen Inhibitoren
der PIMRK und EtMRK durchgefiihrt werden. Diese Proteine sind ebenfalls Zyklin-
abhédngige Kinasen der Organismen P. falciparum und E. tenella. Hierzu sollte die Docking-
Software PLANTS (Protein-Ligand-ANT-System) verwendet und evaluiert werden. Nach
Methodenevaluierung sollte zudem, geeignete Substrukturen aus einer Strukturdatenbank als
potentielle Hits ausgewahlt werden, um eine Liste geeigneter Inhibitoren humaner Kinasen zu

erhalten, die in weiteren Schritten fiir die parasitdren Zielproteine optimiert werden kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Hardware und Software

2.1.1 Hardware

Linux-Cluster: Sun Fire V20z,
2x AMD Opteron 250 (32 Nodes),
Betriebssystem: SUSE Linux 9.0
PC: Dell OptiPlex GX110, x86
Betriebssystem: Microsoft Windows XP (SP1)
Unix-Computer: SGI Origin 3200, SGI O2,
SGI Octane 2, SGI Fuel
Betriebssystem: Irix 6.5

2.1.2 Software

BioEdit 5.0.9, Sequenz-Alignment Editor
North Carolina State University, USA, [HALL, 2009]

ClustalW v1.4, Programm zur Erstellung multipler, globaler Sequenz-Alignments

European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg, [THOMPSON et al., 1994]

Cerius2 v.4.10, Chemoinformatisches Softwarepaket

Accelrys Inc., San Diego, USA, [http://www.accelrys.com/]

Corina 3.3, Konformergenerator

Molecular Networks GmbH, Erlangen [http://www.mol-net.com]

GeneDoc 2.6.001, Sequenz-Alignment Editor
Pittsburgh Supercomputing Center, USA, [NICHOLAS et al., 1997]

GOLD 2.2 bis 4.0, Software zum Protein-Ligand-Docking
Cambridge Crystallographic Data Centre, UK, [JONES ef al., 1995]
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Insight 11, Chemoinformatisches Softwarepaket
Accelrys Inc., San Diego, USA, [http://www.accelrys.com/]

ISIS/Base, Datenbanksystem fiir chemische Substanzen
MDL Information Systems Inc., San Ramon, USA, [http://www.mdl.com]

Metalife Trinityl.4, Bioinformatisches Programmpaket

Metalife AG, Winden, [http://www.metalife.de/]

MOE, Chemoinformatisches Softwarepaket
Tripos Inc., St. Louis, USA, [http://www.chemcomp.com/]

Molcad, Software zur dreidimensionalen Visualisierung von Molekiilen
Tripos Inc., St. Louis, USA, [http://www.tripos.com]
[BRICKMANN, 1995; BRICKMANN et al., 2000]

PipelinePilot, Chemoinformatisches Pipelinetool
Accelrys Inc., San Diego, USA, [http://www.accelrys.com/]

Volsurf+, Softwarepaket zur Berechnung von Deskriptoren

Molecular Discovery Ltd., ITALY, [http://www.moldiscovery.com]

2.2 Datenbanken

Tabelle 2.1: Verwendete Datenbanken.
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Datenbanken URL Referenz
BindingDB http://www.bindingdb.org [CHEN et al., 2001]
DUD http://dud.docking.org/ [HUANG et al., 2006]
GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ [BENSON et al., 1993]
[BURGE & KARLIN,
GenScan http://genes.mit.edu/GENSCAN.html
1997]
PubMed http://www.pubmed.gov/ [WHEELER et al., 2004]
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Datenbanken URL Referenz
PROSITE http://us.expasy.org/prosite/ [HULO et al., 2006]
http://www.sanger.ac.uk/Software/
Pfam [BATEMAN et al., 2004]
Pfam/index.shtml
InterPro http://www.ebi.ac.uk/interpro/ [MULDER et al., 2005]
Swiss.P Wit/ ) [BOECKMANN et al.,
wiss-Prot ttp://us.expasy.org/sprot
P pasy.org/sp 2003]
PDB http://www.rcsb.org/pdb/ [BERMAN et al., 2003]

2.3 Methoden zum Sequenzvergleich

2.3.1 Sequenz-Alignments

Sequenz-Alignments dienen der Detektion und Darstellung konservierter sowie diverser Be-
reiche zwischen zwei (paarweises Alignment) oder mehreren Sequenzen (multiples A-
lignment). Die vorliegenden multiplen Alignments, zur Erstellung der bioinformatischen Tie-
fenanalyse, wurden ausschlieBlich mit dem in der Software Metalife Trinity 1.4 imple-
mentierten Programm Clusta/W [THOMPSON et al., 1994], unter Verwendung der Standard-
einstellungen, durchgefiihrt. Hierzu wurden die Sequenzen in ein Sequenzset im Modul Meta-
life-Predictor der Software Metalife Trinity 1.4 [Metalife AG, Winden, Deutschland] impor-
tiert. ClustalW erstellt aus multiplen FASTA-Dateien globale, multiple Alignments. Die Er-
gebnisse wurden, zur Visualisierung und graphischen Reproduktion, in das Programm Gene-

Doc [NICHOLAS et al., 1997] importiert.

2.4 Identifizierung von CDK-dhnlichen und Zyklin-dhnlichen Proteinen

Alle Sequenzdaten wurden vom National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) oder vom Sanger Institute (http://www.sanger.ac.uk/) bezogen.
Zur Identifizierung von CDK-&hnlichen Proteinen, sowie der entsprechenden Zykline aus E.
tenella, wurden rekursive BLAST-suchen (BLASTN, TBLASTX oder TBLASTN) [KORF,
2003] auf dem OmniBlast Server des E. tenella Sequenzierungsprojekts (http://www.san-
ger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/e _tenella/omni) durchgefiihrt. Diese BLAST Datenbank

beinhaltet unter anderem die vollstdndigen, jedoch noch nicht publizierten Sequenz-Daten des
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E. tenella Genoms. Rekursive BLAST-Suchen wurden mit bereits bekannten CDK-dhnlichen
und Zyklin-dhnlichen Proteinen von P. falciparum durchgefiihrt. AuBBerdem wurden zuvor
identifizierte Sequenzen von anderen Organismen aus dem Stamm der Apicomplexa, wie bei-
spielsweise Plasmodium yoelii yoelii, Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium hominis,
Theileria parva, Theileria annulata und Toxoplasma gondii [ENGELS, 2005], zur weiteren
Verifizierung der mutmaBlichen Genstruktur mittels TBLASTN herangezogen. Der Vergleich
der bekannten Proteine erlaubte neben einer genauen Charakterisierung, wie beispielsweise
der Ermittlung von Sequenzmotiven und strukturellen Eigenschaften, auch die Berechnung
des Konservierungsgrades dieser Proteine, innerhalb der einzelnen Ordnungen Coccidia, Hae-
mosporida und Piroplasmida. Die identifizierten Sequenzen aus E. fenella, mit einem E-value
[KORF, 2003] kleiner 10~ und einem Bit-Score groBer als 100, wurden als signifikant erach-
tet.

Da es sich bei den so ermittelten neuen Sequenzen um genomische Sequenzen handelt, muss-
ten im Nachgang noch Exon- und Intronbereiche vorhergesagt werden. Dazu wurde der
GenScan-Server des Massachusetts Institute of Technology verwendet. Das Programm GensS-
can [BURGE & KARLIN, 1997] basiert auf einem Hidden Markov Modell [EDDY, 2004],
das trainiert wurde, die Exon-/Intronstruktur eukaryotischer Gene aus genomischen Sequen-
zen zu extrahieren. Diese Vorhersage verlief nicht fehlerfrei, so dass die Exon-/Introngrenzen
manuell, mittels der GT-AG-Regel [MOUNT, 1982] angepasst werden mussten. Ein mogli-
cher Grund fiir die fehlerhafte Vorhersage, ist die Lange der eingesetzten genomischen Se-
quenzen, die teilweise mehrere tausend Basenpaare umfasste. Eine korrekte Vorhersage der
Exon/Intron-Struktur wird, mit zunehmender Linge und Komplexitit der Testsequenz, immer

unwahrscheinlicher [KANTER, 2005].

2.5 Homologiemodellierung der EtMRK und der PIMRK

Alle Homologiemodelle der PIMRK und der EtMRK wurden mit dem Softwarepaket MOE
erstellt. Die Modelle wurden mittels Standardeinstellungen erstellt, soweit nicht anders ange-
geben. Die Sequenzen von Target und Template wurden zunichst in MOE, mittels der blo-
sum62 Substitutionsmatrix [HENIKOFF & HENIKOFF, 1993], aligniert. Als Templatstruktur
wurde eine humane CDK2 Kristallstruktur [ANDERSON et al., 2003] (PDB-ID = 10IR)
verwendet. Diese CDK2 Struktur liegt in der inaktiven Konformation vor, d.h. ohne gebunde-

nes Zyklin und ohne Phosphorylierung im Aktivierungs-Loop. Aufgrund der hohen Auflo-
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sung von 2,1 A, wurde diese Struktur als Templat fiir die Modellbildung eingesetzt. Die Aus-
wahl der Templatstruktur erfolgte anhand verschiedener Parameter, wie beispielsweise isotro-
per Debye-Waller-Temperaturfaktoren (B-Faktoren) [GAO & PENG, 1999] der Templat-
Strukturen, Ausrichtung der Seitenketten, sowie Berechnung der mittleren quadratischen Ab-
weichung der einzelnen Atomlagen (Root Mean Square Deviation, RMSD-Werte) [COHEN
& STERNBERG, 1980] zwischen Template- und Target-Struktur. Es wurden jeweils fiir
EtMRK und PfMRK zehn Homologiemodelle mit dem hdchstmoglichen Optimierungsgrad
generiert. Jedes Modell wurde zundchst grob minimiert, zur Optimierung der sterischen Inter-
aktionen, und dann jeweils das beste Zwischenprodukt noch einmal etwas feiner minimiert.
Zur Minimierung wurde das MMFF94 Kraftfeld [HALGREN, 1996] verwendet. Einige Sei-
tenketten wurden gegebenenfalls manuell optimiert. Hierfiir wurde beispielsweise ein geeig-
neteres Rotamer benutzt. Dies diente der Optimierung der Bindungsmodi einzelner Referenz-
liganden. Die Visualisierung der finalen Modelle erfolgte mit dem Programm Molcad
[BRICKMANN, 1995; BRICKMANN et al., 2000]. Fiir die Generierung der Ramachandran-
Plots [RAMACHANDRAN et al., 1963] wurde ebenfalls das Softwarepaket MOE verwendet.

2.6 Substruktur- und Ahnlichkeitssuchen

Um Substanzen zu identifizieren, die strukturell 4hnlich zu bereits bekannten aktiven Inhibito-
ren sind [BEYER, 2007], aber eventuell eine bessere inhibitorische Aktivitit aufweisen, wur-
den Ahnlichkeits- und Substruktursuchen durchgefiihrt. Hierfiir wurde zum einen das chemi-
sche Datenbanksystem ISIS/Base verwendet und zum anderen die PipelinePilot Software. Bei
Ahnlichkeitssuchen wird ein Satz von Charakteristika eines Ausgangsmolekiils mit den Mo-
lekiilen in einer Datenbank verglichen. Zur Beschreibung der chemischen Strukturen wurden
die in PipelinePilot implementierten Fingerprints [Accelrys Inc., San Diego, USA] ECFP_4
und FCFP_4 [ROGERS et al., 2005] berechnet. Es wurde ein Tanimoto-Index [JACCARD,
1912; WILLETT, 2006] von 70% als Schwellenwert fiir die Ahnlichkeitssuchen verwendet.
Es resultierten hieraus 2.331 Substanzen, die dem Ausgangsmolekiil chemisch dhnelten, teil-

weise aber auch einer anderen Strukturklasse angehdrten.

Die Suche nach Strukturfragmenten ergab 42.099 Substanzen. Bei dieser Art der Suche erhilt
man Molekiile, welche das Ausgangsmolekiil als Bestandteil ihrer Struktur enthalten, aber

verschiedene Substituenten tragen.

35



MATERIAL UND METHODEN

2.7 Vorbereitung der Substanzdaten fiir das molekulare Docking

Chemische Verbindungen konnen in der Realitit verschiedene Zustidnde, hinsichtlich ihrer
strukturellen Eigenschaften (Konformere), ihrer elektrochemischen Eigenschaften (Ionisie-
rungszustinde) und ihres Tautomerisierungszustandes (Tautomere) [OELLIEN et al., 2006],
annehmen. Die verschiedenen Konformere einer chemischen Verbindung kénnen im moleku-
laren Docking automatisch betrachtet werden. Mogliche Ionisierungszustinde und Tautomere
miissen jedoch vorher berechnet und als individuelle Strukturen abgespeichert werden. Die
Aufbereitung der Substanzdatenbank wurde mit Tcl-Skripten, unter Einsatz der Programmier-
bibliothek Cactvs [IHLENFELDT et al., 2002; OELLIEN et al., 2005], durchgefiihrt. Fiir die
so vorbereiteten Strukturen wurden dann im Anschluss Startkonformere mit der Software Co-
rina berechnet. Zudem wurden die Strukturen entsprechend ihres Ionisierungszustandes mit

Wasserstoffatomen abgesattigt.

2.8 Docking

2.8.1 GOLD

Als Programm zum Durchfiihren des Dockings, zur Bewertung der potentiellen EtCRK2
[KINNAIRD et al., 2004] Inhibitoren, wurde GOLD v4.0 (Genetic Optimisation for Ligand
Docking) [JONES et al., 1995] verwendet. GOLD benutzt einen genetischen Algorithmus
zum Einpassen der chemischen Strukturen in die Proteinbindetasche. Bei einem genetischen
Algorithmus wird der Prozess der Evolution mittels Mutation, Rekombination und Selektion
von Individuen einer Population simuliert. Die Individuen entsprechen hierbei den jeweiligen
Ligandenkonformationen. Eine Population ist demnach die Menge aller Ligandenkonfigurati-
onen. Die Fitness (Scoring-Wert) eines Individuums bzw. einer Ligandenkonformation, wird
mittels Optimierungskriterien, wie z. B. der Wechselwirkungsenergie zwischen einem Ligand
und seinem Protein, berechnet. Das Protein wird bei diesem Verfahren starr gehalten, nur die
Positionen der Wasserstoffatome konnen sich dndern. Der Ligand hingegen wird flexibel be-
handelt. Fiir das Docking konnen in GOLD verschiedene Arten von Scoring-Funktionen aus-
gewdhlt werden. Neben den bereits implementierten Scoring-Funktionen GOLD-Score
[JONES et al., 1995] und Chem-Score [ELDRIDGE et al., 1997] ist es moglich, benutzerde-
finierte Funktionen zu nutzen. Fiir das so durchgefiihrte Docking wurde die GOLD-Score Fit-
nessfunktion verwendet. Diese enthilt folgende fiinf Bewertungskomponenten: 1. Bindungs-
energie der Wasserstoffbriicken zwischen Protein und Ligand (intermolekulare Wasserstoft-

briicken), 2. intermolekulare van-der-Waals-Energie (vdw) zwischen Protein und Ligand, 3.
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intramolekulare vdw-Energie des Liganden, 4. Energie der Torsionsspannung des Liganden
und 5. Bindungsenergie der intramolekularen Wasserstoftbriicken im Liganden (siehe Glei-

chung 2.1).

GOLDScore=1375-VDW.

int ermolekular

- HB -SE 2.1

int ermolekular int ramolekular

Als Parametereinstellung fiir den genetischen Algorithmus wurden die Standardeinstellungen
verwendet, die eine sehr genaue Vorhersage gewihrleisten. Ein Nachteil ist jedoch der hohe

Zeitverbrauch bei dieser Einstellung [JONES et al., 1995].

Die GOLD-Parametereinstellungen fiir das molekulare Docking sind in Tabelle 2.2 aufge-
fiihrt.

Tabelle 2.2: Verwendete GOLD-Parametereinstellungen.

Einstellungen Parameterbezeichnung in GOLD Wert

Automatic Settings search efficency 200% for optimization

10% for screening

Population popsiz auto
select pressure auto
n_islands auto
maxops auto
niche siz auto
Genetic Operators pt_crosswt auto
allele mutatewt auto
migratewt auto
Flood Fill radius 12
do_cavity 1
floodfill_atom no 0
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Einstellungen Parameterbezeichnung in GOLD Wert
Data Files param_file default
set ligand atom_files 1
set_protein_atom_files 1
tordist_file default
Flags display 0
internal ligand h_bonds 1
n_ligand bumps 0
flip_free corners 1
flip amide bonds 1
flip planar n 1
flip pyramidal n 1
rotate carboxylic_oh flip
use_tordist 1
Termination early termination 0
Constraints force constraints 0
Fitness Function initial virtual pt match max 3.0
relative_ligand energy 0
start vdw_linear cutoff 6

2.8.2 PLANTS

Das Docking-Programm PLANTS (Protein Ligand Ant System) [KORB et al., 2006, KORB
et al., 2009] diente zum virtuellen Screen nach potentiellen EEIMRK- und PEMRK-Inhibitoren.
Der verwendete Algorithmus in diesem Programm basiert auf einem stochastischen Optimie-
rungsalgorithmus - dem ,,Ameisenalgorithmus® [DORIGO et al., 1996]. Dieser Algorithmus

lehnt sich an das Verhalten von Ameisen an, die in der Lage sind, den kiirzesten Weg zwi-
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schen ithrem Nest und einer Futterquelle zu finden. Hierflir nutzen sie indirekte Kommunika-
tion in Form von Pheromon-markierten Pfaden. Auf das molekulare Docking angewendet,
findet die artifizielle Ameisenkolonie das Energieminimum einer Ligandenkonformation in
der aktiven Tasche des Proteins mittels verschiedener ,,.Duftspuren®. Hierbei imitieren die
artifiziellen Ameisen das Verhalten von realen Ameisen. Sie markieren niederenergetische
Ligandenkonformationen mit Pheromonen. Die Information des artifiziellen Pheromonpfades
wird dann in darauf folgenden Iterationen so modifiziert, dass niederenergetische Liganden-

konformationen mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit generiert werden.

Fir die Docking-Studien mit PLANTS wurde die PLANTScupmpLp Scoring-Funktion
(PLANTS-Score) [KORB et al., 2009] verwendet (siche Gleichung 2.2). Diese beinhaltet ei-
nige Terme aus der Chem-Score-Implementierung in GOLD wie winkelabhingige Terme fiir

Wasserstoftbriickenbindungen  ( f},, fis-ons f-co) und Metallbindungen ( f,..,, /..

et—coord °

Toer—en> Jmer—coora—cn ). Zudem enthdlt sie folgende vier eigene Bewertungskomponenten: 1.

Stiickweises lineares Potential (PLP = Piecewise Linear Potential) [Gelhaar et al., 2005], 2.
empirisches Potential fiir Schweratome zur Verhinderung von internen Ligandenkollisionen,
3. Energie der Torsionsspannung des Liganden und 4. Bindungsenergie der intramolekularen

Wasserstoftbriicken im Liganden (siehe Gleichung 2.2).

f PLANTS cypmprr Soe + 1) w S wo-ch T J; w-cro T fmet + £, met—coord +

fmet—ch + met—coord —ch + clash + f‘tors + csite

2.2

Es wurden folgende Parametereinstellungen fiir das molekulare Docking verwendet (siehe

Tabelle 2.3).

Tabelle 2.3: Verwendete PLANTS-Parametereinstellungen.

Parameterbezeichnung in

Einstellungen Values
PLANTS

search settings aco_ants 50
aco_evap 0.25
aco_sigma 0.25
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Parameterbezeichnung in

Einstellungen PLANTS Values
input protein_file EtMRK OPTI.mol2
ligand _file BindingDB3D V2000 cor.mol2
output output_dir s025a50p025
write single mol2 files write_multi_ mol2 1
binding site definition bindingsite center -2.079 32.8943 11.2825
bindingsite radius 14
scoring function scoring_function chemplp
cluster algorithm cluster structures 1
cluster rmsd 1.0

2.8.3 Eingesetzte Bewertungsmethoden

2.8.3.1 RMSD-Wert

Zum Vergleich der Qualitdt der einzelnen Docking- oder Screening-Experimente wurde der
RMSD-Wert (RMSD = Root-Mean-Square Deviation) der einzelnen Schweratome herange-
zogen [COHEN & STERNBERG, 1980]. Dieser gibt den durchschnittlichen Abstand zwi-
schen der berechneten Ligandenposition und der experimentell gefundenen Ligandenposition

an (siehe Gleichung 2.3).

2.d;
RMSD =1|- 2.3
n

Wobei d; die Differenz zwischen der Position des Schweratoms i des Liganden aus der PDB
und der Position des Atoms i des gedockten Liganden darstellen. Der Anteil der Liganden mit

einem RMSD kleiner oder gleich 2 A wird als korrekte Ligandenpose gewertet.
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2.8.3.2 Spearman Korrelationskoeffizient (Ry)
Die Korrelationsanalyse zwischen Scoring und dem RMSD-Wert wurden nach Spearman
durchgefiihrt [WISSLER, 1905]. Bei dieser Art Analyse wurde untersucht, inwieweit die Va-

riablen Scoring- und RMSD-Werte in Beziehung zueinander stehen.

6idf
R =1-—+

. = 2.4
’ n(n—1)

Der hierbei berechnete Spearman Korrelationskoeffizient Rg kann zwischen -1 und 1 varieren

(-1 = inverse Korrelation, 0 = keine Korrelation, 1 = Korrelation) (siehe Gleichung 2.4).

2.8.3.3 AUC-Wert

Um zu tiberpriifen, ob die verwendeten Docking-Tools eine Anreicherung von aktiven Sub-
stanzen abbilden, wurde die Fliche unter der ROC-Kurve (ROC = Receiver Operating Cha-
racteristic) berechnet. In der ROC-Kurve wird die Rate der ,,Falsch-Positiven* (inaktive Li-
ganden) mit hohem Docking-Score zur Rate der ,,Richtig-Positiven* (aktive Liganden) aufge-
tragen. Die berechnete Flache unter der ROC-Kurve wird als AUC-Wert (AUC = Area Under
Curve) bezeichnet [DUDA et al., 2001]. Dieser kann Werte zwischen null und eins anneh-
men. Ein schlechtes Modell wiirde eine flache Kurve in der Gegend der Winkelhalbierenden

mit einem AUC-Wert von ca. 0,5 liefern.

2.8.3.4 Anreicherungsfaktor (EF)

Der Docking-Anreicherungsfaktor (EF = Enrichment Factor) gibt Auskunft tiber die Féahig-
keit, innerhalb von Docking-Experimenten, die ,,Richtig-Positiven* gegeniiber dem Gesamt-
datensatz herauszufiltern, im Vergleich zu einer willkiirlichen Auswahl (siehe Gleichung 2.5)

[CAVASOTTO et al., 2005].

. x%
_ Hltssampled . Ntotal 2.5
- x% ; .
N sampled Hltsmml

Zur Bewertung der Anreicherungen wurden drei verschiedene Anreicherungs-Faktoren be-
rechnet (EF1 = Anreicherung innerhalb der oberen 1% der Datenbank, EF2 = 2% der Daten-
bank, 5 = 5% der Datenbank).
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2.9 Docking der erhaltenen Substanzen nach Substruktursuchen

Mit der Docking-Software GOLD wurde die erhaltene Substanzbibliothek, aus den Substruk-
tur- und Ahnlichkeitssuchen, die 44.430 Substanzen enthielt, auf einem Linux-Cluster unter-
sucht. Die so gewonnenen Rohdaten wurden dann in einer Post-Prozessierung weiter analy-
siert. Die Post-Prozessierung umfasste das Aussortieren gedockter Konformere, die bestimm-
te Kriterien nicht erfiillen, ein Re-Scoring und die automatisierte Extraktion der bestbewerte-
ten Strukturen. Fiir die Extraktion der bestbewerteten Strukturen und ihre Orientierungen,
wurde ein Tcl-basiertes Cactvs-Skript verwendet wie bereits von Beyer beschrieben [BEYER,

2007].

Die aus diesem Verfahren resultierenden Strukturen wurden dann anhand des Scoring-Wertes
analysiert und bewertet. Davon wurden die ca. 200 Strukturen fiir jede Strukturklasse mit den
giinstigsten Bewertungen, in der Bindetasche visuell begutachtet. Dabei wurden &hnliche
Bindungsmodi, wie sie fiir andere Inhibitoren von CDKs in der Literatur beschrieben sind, als
MaB einer giinstigen Interaktion mit der EtCRK2 angesehen. Die so gefundenen Substanzen

wurden fiir biochemische Experimente ausgewihlt.

2.10 Virtuelles Screening nach potentiellen EEMRK- und PfMRK-

Inhibitoren
Fiir die virtuelle Suche nach potentiellen EtMRK- und PfMRK-Inhibitoren, wurde die Bin-
dingDB Datenbank in einem virtuellen Screening gepriift. Diese 6ffentlich zugédngige Daten-
bank enthdlt ca. 21.000 experimentell bestimmte Bindungsaffinititen fiir Protein-Ligand-
Komplexe von 110 Zielproteinen mit verschiedenen Isoformen und Mutanten sowie ca.
11.000 Verbindungen. Fiir das virtuelle Screening wurden die 5.461 Kinase-Inhibitoren mit
der Docking-Software PLANTS jeweils in das aktive Zentrum der EtMRK und der PfIMRK
eingepasst. Pro Ligand wurden jeweils zehn Docking-Posen generiert. Die Bewertung der
Posen, sowie das finale Ranking, wurden mit der PLANTScugmprp Scoring-Funktion
(PLANTS-Score) durchgefiihrt. Danach wurde fiir die zwei Prozent besten Strukturen der
finalen Datenbank diverse Murcko Assemblies [BEMIS & MURCKO, 1996] mittels der
Software PiplinePilot generiert, um geeignete Hit-Cluster fiir die EtMRK und die PIMRK

auszuwahlen.
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2.11 Linear Interaction Energy (LIE) Berechnungen

Alle LIE-Simulationen [AQVIST & MARELIUS, 2001] wurden mit dem Softwarepaket
MOE, unter Verwendung des MMFF94 Kraftfeldes [HALGREN, 1996] durchgefiihrt, &hnlich
wie bereits bei English ef al. beschrieben [ENGLISH, 2007]. Zur Generierung der Ensembles
wurden Molekiildynamiksimulationen verwendet. Fiir alle Simulationen wurde eine sphéri-
sche Simulationsbox mit einem Radius von 12 A benutzt (Abbildung 2.1). Ligand- bzw. Li-
gand-Proteinkomplexe wurden innerhalb der Simulationsbox mit Wassermolekiilen in Bulk-
dichte solvatisiert. Als Modell fiir das Wasser wurde TIP3P benutzt [CARLSON et al., 1985].
Atome auflerhalb der Wassersphire wurden starr gehalten. Um die einzelnen Wassermolekiile
daran zu hindern, in das Vakuum abzuwandern, wurden alle Sauerstoffe in der du3eren Was-
sersphire, innerhalb von 3 A (Abbildung 2.1), mit einer harmonischen Riickstellkraft von 50
kcal mol™ A belegt.

Abbildung 2.1: Simulationsbox des Ligand-Proteinkomplex
Dargestellt ist die sphirische Simulationsbox mit einem Radius von 12 A. Alle Atome die auBerhalb dieser Box
liegen, wurden starr gehalten. Wassermolekdile die sich in der d&uleren Kugelschale mit einer Schichtdicke von 3

A befinden, wurden durch eine harmonische Riickstellkraft belegt.
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Die Simulationssysteme wurden in einem mehrstufigen Prozess energieminimiert. Fiir den
freien Zustand wurde eine Zweiphasen-Minimierung durchgefiihrt. In der ersten Minimie-
rungsphase wurden die Schweratome mit harmonischen Riickstellkraften von 20 kcal
mol—1-A—2 belegt. In der zweiten Minimierungsphase wurden dann alle Restriktionen aufge-
hoben. Nacheinander wurden die Methoden Steepest Descent (SD) [CURRY, 1944], Conju-
gate Gradient (CG) [PAYNE et al., 1992] und Truncated Newton (TN) [SCHLICK & FO-
GELSON, 1992] in den beiden Minimierungsphasen angewendet. Die Abbruchgradienten
wurden jeweils auf 1.000, 100 und 1 kcal mol—1-A—1 festgelegt.

Fiir den gebundenen Zustand wurden die Gradienten in der TN Methode abschnittweise in
einer Vierphasen-Minimierung reduziert. In der ersten Minimierungsphase wurden alle
Schweratome fixiert und ein TN Gradient von 100 kcal mol—1-A—1 verwendet. Danach wur-
den alle Schweratome des Rezeptors mit harmonischen Riickstellkriaften von 500 kcal
mol—1-A—2 belegt. In einem weiteren Minimierungsschritt wurden alle Rezeptoratome, die in
einem Radius von 15 A zu dem Liganden liegen, als sogenannte , Binderegion* definiert.
Alle Schweratome die sich in dieser Region befinden, wurden mit einer Kraft von 100 kcal
mol—1-A—2 festgehalten. AuBerhalb dieser Region betrug die Restriktionskraft fiir Schwer-
atome 500 kcal mol—1-A—2. Fiir diese Region wurde ein TN Gradient von 10 kcal mol—1-A—1
verwendet. AbschlieBend wurden alle Schweratome, sowohl in der Binderegion als auch au-
Berhalb dieser Region, mit einer Kraft von 20 bzw. 100 kcal mol—1-A—2 festgehalten. Hierfiir

wurde ein TN Gradient von 1 kcal mol—1-A—1 verwendet.

Die Molekiildynamiksimulation wurde im kanonischen Ensemble im Anschluss an die zuvor
beschriebenen Energieminimierungen durchgefiihrt. Bei diesem Ensemble werden die Teil-
chenanzahl (N), das Volumen (V) und die Temperatur (T) konstant gehalten. Es wurden fol-

gende Parametereinstellungen fiir die Molekiildynamik verwendet (siche Tabelle 2.4).
Die relativen Bindungsenergien wurden auf Basis der erhaltenen Trajektorien, mittels der
LIE-Methode gemil3 Gleichung 1.1 in MOE berechnet. Die experimentellen Ki-Werte wur-

den in die relativen Bindungsenergien AG mittels Gleichung 2.6 umgerechnet.

AG=-R-T-InK, 2.6
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Tabelle 2.4: Verwendete Einstellungen der Molekiildynamiksimulation in MOE.

Parameter-
bezeichnung in MOE Werte Beschreibung
dt 0.0015 time step (ps)
sample 1000 sample period (ps)
TO 298.0 initial velocities temperature
QT 1.0 temperature response time (ps)
QP 2.0 pressure response time (ps)
waterConstraints 'rigid’ ['none', 'bonds', 'rigid']
bondConstraints "light' ['none', 'light', 'all']
constraintTol 1.0e-9 tolerance for holonomic constraints
savePosition 0 save positions to database
saveVelocity 0 save velocities to database
saveAcceleration 0 save accelerations to database
ensemble NVT' 'NVT', NPT', 'NVE', 'NPH'
en_sample 0.005 time for energy sampling
ht 0.0 heating time (ps)
et 1.5 'production' time for equilibration (ps)
prodt 5.5 production time at equilibrium temperature (ps)
ct 0.0 cooling time (ps)
hT 50.0 initial temperature (K)
eT 298.0 equilibrium temperature (K)
cT 298.0 cooling target temperature (K)
hP 101.0 initial pressure (kPa)
eP 101.0 equilibrium pressure (kPa)
cP 101.0 cooling target pressure (kPa)
T inc 100.0 temperature increment up to eT (K)
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2.12 Generierung einer kombinatorischen Substanzdatenbank

Um die potentiellen Leitstrukturen der Benzimidazol-Carbonitrile aus dem virtuellen Scree-
ning weiter zu modifizieren, wurde eine kombinatorische Substanzstanzdatenbank generiert.
Zu diesem Zweck wurde ein Cactvs-Skript erstellt, das zundchst Substituenten an aromati-
schen Ringsystemen von bekannten Kinase-Inhibitoren erkennt sowie abtrennt. Diese Frag-
mente wurden gesondert in einer Substituentendatenbank ablegt. Die bekannten Kinase-
Inhibitoren stammten von Kinase-Katalogen einiger kommerzieller Anbieter. Fragmente mit
einem Molekulargewicht von kleiner 180 g/mol, wurden im Anschluss als Substituenten an
die Grundstruktur an den Positionen R1 bis R7 angefiigt (Abbildung 2.2). Hierdurch wurden
insgesamt 12.356 Strukturen der Klasse der Benzimidazol-Carbonitrile generiert. Die chemi-
sche Zuginglichkeit wurde fiir die Generierung der kombinatorischen Substanzbibliothek

nicht berticksichtigt.

R6

R5

R4

Abbildung 2.2: Substitutionsmdoglichkeiten der Benzimidazol-Carbonitrile
Zur Generierung einer kombinatorischen Substanzbibliothek, wurde an der Benzimidazol-Grundstruktur an den

Positionen R1 bis R7 substituiert.

Die so erhaltene kombinatorische Substanzdatenbank wurde dann durch molekulares Docking
bewertet und interessante Liganden selektiert. Fiir die so erhaltenen Verbindungen wurden
Loslichkeitsvorhersagen (sieche Abschnitt 2.13) durchgefiihrt. Substanzen mit einem guten
Loslichkeitsprofil wurden beibehalten und Bindungsenergien mittels der LIE-Methode be-
rechnet (siche Abschnitt 2.11).

2.13 Loslichkeitsvorhersagen

Zur Vorhersage von Loslichkeiten einzelner Verbindungen wurde das thermodynamische
Loslichkeitsmodell des Programmpakets Volsurf+ [http://www.moldiscovery.com] verwen-
det. Volsurf+ benutzt ein QSPR-Modell (QSPR = Quantitative Structure Property Relation-
ship). Das Modell basiert auf ca. 1.100 chemischen Strukturen. Volsurf+ sagt die thermody-

46



MATERIAL UND METHODEN

namische Loslichkeit logS in Wasser bei 298 K vorher, wobei S in mol/l angegeben wird. Der
Standardfehler der Vorhersage wird von den Autoren mit etwa +0,7 logarithmischen Einhei-
ten angegeben [http://www.moldiscovery.com]. Somit kann die Methode als Filterungsme-

thode fiir die virtuelle Substanzdatenbank eingesetzt werden.

2.14 In vitro Messungen

Die Untersuchungen der mittels Substruktur- und Ahnlichkeitssuche identifizierten Substan-
zen auf biologische Aktivitdt, wurden von Maria Luisa Suarez Ferandez (Intervet Innovation
GmbH, Schwabenheim) durchgefiihrt. Dabei wurde die Inhibition der katalytischen Aktivitét
der Enzyme in Anwesenheit der verschiedenen Substanzen gemessen. Fiir die Messungen
wurde der ,,TR-FRET Screening Express Kit“ von Molecular Devices verwendet
[http://www.Moleculardevices.com]. Fiir die Versuche wurden die EtCRK2, EtCYC3a und
das RINGO-Protein [FERBY et al., 1999] des Krallenfroschs Xenopus laevis in einem Esche-
richia coli Expressionssystem rekombinant exprimiert und aufgereinigt. Das Protein RINGO
bindet unspezifisch an verschiedene CDKs und ist wie EtCYC3a ein Aktivator der EtCRK2.
Die aktivierte EtCRK2 wurde nach Herstellervorgaben in dem Test eingesetzt. Zudem wurden

fiir einige ausgewdhlte Substanzen enzymkinetische Messungen durchgefiihrt.

Fiir die identifizierten EtCRK2-Inhibitoren der zweiten Generation wurden auerdem die Los-
lichkeiten in Wasser mittels Nephelometrie bestimmt. Zusdtzlich wurden diese Substanzen
mittels LC/MS- und NMR-Messungen einer Qualitdtskontrolle unterzogen. Diese Messungen
wurden von Liane Walther (Nephelometrie), Stefan Derschum und Christian Schorn (LC/MS-

und NMR-Messungen) bei Intervet Innovation GmbH, Schwabenheim durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Bioinformatische Sequenzanalyse von CDKSs und Zyklinen von

E. tenella

Von der E. tenella Genomsequenz wurde im Friithjahr 2007 ein erster Entwurf (Draft As-
sembly) fertig gestellt, der jedoch noch nicht vollstindig annotiert wurde. Die Sequenzdaten
wurden am Sanger Institut, im Rahmen eines E. tenella Genom-Sequenzierungsprojektes,
generiert und sind auf einem O&ffentlich zugénglichen FTP-Server frei verfligbar hinterlegt
[ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Eimeria/tenella]. Fiir diese BLAST-Analysen wurden
bereits bekannte CDK- sowie Zyklin-dhnliche Proteinsequenzen von Organismen der Api-

complexa, als Abfragesequenzen verwendet.

3.1.1 CDK-homologe Proteine in E. tenella

Zu Beginn dieser Arbeit war nur eine CDK von E. tenella bekannt (EtCRK2; CRK = CDK-
Related Kinase). EtCRK2 wurde bereits von einer kooperierenden Arbeitsgruppe kloniert,
exprimiert und biochemisch charakterisiert [KINNAIRD et al., 2004]. Sie gilt als ein homo-
loges Protein des humanen CDK2 Proteins (HsCDK2) [KINNAIRD et al., 2004]. Auf der
Aminosiuresequenzebene besteht eine Ahnlichkeit von 68% zur HsCDK2 sowie zu der hu-
manen CDK1 (HsCDK1). Zu anderen CDK-dhnlichen Proteinen der Apicomplexa, wie bei-
spielsweise der PfPKS (PfPKS5S = Plasmodium falciparum Protein Kinase 5) [ROSS-
MACDONALD et al.,, 1994], besteht eine Sequenzdhnlichkeit zwischen 75% und 80%
[KINNAIRD et al., 2004].

Anders als CDKs von Vertebraten, die liber die gesamte Sequenzlédnge hoch konserviert vor-
liegen [MALUMBRES & BARBACID, 2005], variiert die Aminosdureabfolge der CDK Se-
quenzen der Apicomplexa, insbesondere am C-Terminus. Bekannte CDKs der Apicomplexa
weisen Sequenzidentititen von weniger als 40% in den 100 C-terminalen Aminosduren auf.
Neben den teilweise groflen Sequenzunterschieden am C-Terminus, sind auch die Zyklin-
Bindemotive (PSTAIRE-Motiv) in ihrer Sequenzabfolge sehr verschieden. Zudem zeigen
diese Proteine oft N-terminale und C-terminale Verldngerungen. Eine Proteinmotivanalyse
auf Basis der Motivdatenbanken Pfam und PROSITE [BATEMAN et al., 2004; HULO et al.,

2006] ergab, dass weitere fiir Kinasen typische Sequenzmotive in allen CRK Proteinen der
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Apicomplexa enthalten sind. Sie besitzen mehrere stark konservierte Regionen im aktiven
Zentrum. Hierzu zdhlen die Hinge-Region, der T-Loop und ein Glycin-reiches Sequenzmotiv
(G-Loop) (siehe Abbildung 1.9 und Abbildung 3.2). Hierbei zeigte sich, dass der Grad der
Konservierung von Aminosduren in funktionellen Bereichen der Enzyme weitaus starker aus-
geprigt ist. Eine zentrale Rolle spielt zudem die konservierte Aminosdure D144 (Nummerie-
rung nach der Aminosduresequenz der EtCRK?2), die fiir die katalytische Aktivitit von ent-
scheidender Bedeutung ist. Sie ist Bestandteil der katalytischen Zentrums K32, E50 und D144
(EtCRK2) [BRANDEN & TOOZE, 1999]. Diese Aminosiuren liegen im multiplen Alignment

der CRK-Proteinsequenzen der Apicomplexa an identischen Positionen vor.

Zur Identifizierung von weiteren CRK-Sequenzen in E. tenella, wurden Suchen mit dem
BLASTX-Programm in der genomischen Sequenzdatenbank von E. tenella des Sanger Insti-
tutes [http://www.sanger.ac.uk] durchgefiihrt. Fiir diese BLAST-Analysen wurden die sieben
bereits bekannten CRKs von P. falciparum - PfPKS, PfPK6, PfIMRK, PfCRK1, PfCRK3,
PfCRK4 und PfCRKS [BRACCHI-RICARD et al., 2000; DOERIG et al., 1995; DOERIG et
al., 2002; DOERIG, 2004; LI et al., 1996; ROSS-MACDONALD et al., 1994] — als Abfrage-
sequenzen verwendet. Hierbei konnten neben der bereits bekannten EtCRK2 [KINNAIRD et
al., 2004], die homolog zu PfPKS5 ist, drei unbekannte CRKs von E. fenella vorhergesagt
werden. Sie wurden in Anlehnung an die Namen der entsprechenden Proteine von P. falcipa-
rum (PfMRK, PfCRK1 und PfCRK3) EtMRK, EtCRK1 und EtCRK3 genannt. Die Ahnlich-
keitsbeziehungen der CDK-dhnlichen Proteine von P. falciparum, zu den neu identifizierten

Proteinen in E. tenella, sind in Tabelle 3.1 und Abbildung 3.1 dargestellt.

Lediglich fiir die EtMRK konnte eine vollstindige Sequenz identifiziert werden, wéhrend fiir
EtCRK1 und EtCRK3 nur Teilsequenzen gefunden wurden (siche Tabelle 3.1 und Abbildung
3.1). Die Datenbanksuchen mit den Abfragesequenzen PfPK6, PfCRK4 und PfCRKS ergaben
keine signifikanten Treffer. Aufgrund der im Vergleich zu anderen CDK-Sequenzen der Api-
complexa sehr geringen Sequenzihnlichkeit, sind diese Ergebnisse nicht ungewohnlich. Zu-
dem ist allgemein bekannt, dass die Kinasen PfPK6, PfCRK4 sowie PfCRKS dhnliche Identi-
tatswerte zu den CDKs, als auch zu den MAP Kinasen (MAPK = Mitogen-Activated Protein
Kinase) aufweisen [DOERIG et al., 2002; WARD et al., 2004], weshalb sie auch als Hybrid-
proteine vorhergesagt werden [GEYER et al, 2005]. Diese Tatsache zeigt sich auch in
BLASTP Analysen der PfCRK4 und der PfCRKS, die sowohl Sequenzmotive von CDKs, als
auch von MAPKs aufweisen [WARD et al., 2004]. Die PfPK6 nimmt hierbei eine Sonderstel-
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lung ein, da sie offensichtlich die einzige CDK-dhnliche Sequenz in P. falciparum ist, die
kein Zyklinbindemotiv besitzt [CHEN et al., 2006], somit konnte sie auch als eine Zyklin-
unabhingige CDK angesehen werden, was biochemisch bestéitigt wurde [BRACCHI-
RICARD et al., 2000].

46% ldentity

Abbildung 3.1: Schematischer Sequenzvergleich von CDK-dhnlichen Proteinen von P. falciparum und E. tenella.
Neben den bereits bekannten Sequenzen von P. falciparum und der EtCRK2 von E. tenella, wurden mittels
BLAST-Suchen drei neue CDK-éhnliche Sequenzen fiir E. fenella identifiziert. Die Abbildung zeigt die drei
vorhergesagten Proteinsequenzen sowie EtCRK2. Die CDK-dhnlichen Sequenzen sind jeweils als Paare zu den
homologen Sequenzen in P. falciparum abgebildet. Fiir die EtCRK1 und die EtCRK3 konnten jedoch nur un-
vollstdndige Proteinsequenzen vorhergesagt werden. Die unvollstdndigen Sequenzabschnitte sind mit einem ,,**
markiert. Das charakteristische Zyklin-Bindemotiv zeigt Variationen in den CDK-&hnlichen Proteinsequenzen
(violett). Weitere charakteristische Sequenzmotive sind: G-Loop (gelb), Hinge (griin) und Aktivierungs-Loop
(rot).
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HsCDEZ @ -—-—---—=—————--- MENFQKVEKEGEGTYG?VYKARNKLTGEVVALEkIRLDTETE ———————————— G : 43
EtCREZ @ ——————————————- MERYERLDRIGEGTY GVVYEAQDT -NGNLCALKEIRLEAEDE-——-—-—--—-——-——- G 42
EtMEK : -——7———————- MEEERYYLEDAFLGEGTY GRVERAND SVLQOHVAIKEVNCITPS SNEQLLRQCYEOVE @ 58
EECREl @ - IPLPPPPLLLLLLLLLLLLQALEQVEYHAKLWEE-————-——————— G : 35
EtCEE3 : MRESASRELDARTQSGIHDIKIQOIGREAYGDVWLGCELGEGENVALKRMONTEERD----—--—-——~— G : 5B

e S e

B — -
HECDEZ : VESTATRETSUURELNHENIVKLLDVIHTENELY LVEEF LHQDLKKFMDASALT G-——--==—==--= Ip : 100
EtCRKZ : IPSTATREISLLEELHHPNIVRLMDWVHTDKRLTLVFEYLDQDLKEVLDDCRPSG-——---————=—= IE : 99
EtMRK : LHETPIRELEVMRELEQQHLMGLLDVFTEQGSICLVMEEMKGDIREALGARQR-————-—-——-—-—- LT : 113
EtCRKL : FEMESLREISILLELNHENVLNYOQW-—————— === ——————— === oo :oel
EtCRK3 : FERTATREISLLTELKGNLINAGEE--PHEGSVWMVFEFLEFDLLGFMEATRNSREKRDEYHSLELWWLE : 126

—_ O

HsCDEZ2 LPLIKSYLFQLLQGLAFCHSHRVLHRDLKﬁaﬁﬁz&NTEGAIKLADFGLARAFGVPVR—TYTHEVVTLWYR : 169
EtCREZ : POYVESFLYQLLEGIAYCHQHRVLHEDLEPQNLLISRDGTLELADFGLARAFGIPVE-AYTHEVWTLWYRE : 168
EtMREE : BEAQVERVLLQLLOAVLQLHRREYLLHRDISPANVFVAAGGVCELADFGLERAFANPV=--LIDYVATRWYR : 180
ELtCREl @ —-¥WVGEEGOOOVFMVMEYIEHELKTLMDEEPEFTTAERECL-————-———————————————————————— 99
EtCRE3 : LGEIKGLVLQLLLALHHCHRENNVLHRDLE-ANLLLTSSGLVELADFGLARRESGESFRALTNRVITLWYR : 195

HsCDEZ : APEILLGSEYYSTAVDIWSLGCIFAEMVTRRALFPGDSEIDQLFRIFRTLGTPDEVVWEGVT SMPDYERS : 239
ELtCREZ : APDVIMGSNTYSTPVDIWSIGCIFAEMVNGRELE PGANNEDQLHRIFELLGTPSPT--EGLAGLEPOWRNN : 236
EtMEE : APEILLGETCYTEGVDMWELGCILGELLSGKPIFPGTHDVDQLCRIFSLLET PLPL-WENVDALPEYF-G @ 248
EtCREl : ----—-—= === : -

EtCRE3 : PRELLLGQOOYGTAADVWEAGCIMGELLCAF PLEAADEEAAVLROIAE-—-——-——-————-——————-———— 1 243
HsCDEZ : FPEWARQDESEVVEPLDEDGRSLLEOMLHYDENKERI SAKAALAHEFFQDVIKPVEPHLRL-----—- : 298
ELtCREZ : FEYYPPMEWEYIVPGLSEAGLDLLEOMLTFEASRRISAKTAMOHSYFDDINPEPQEREGH-————- : 2986

EtMRE : FOAVAAKNLEQLLPFESSSSIDLLLQLLOLDPNERIZSAAAATQHEWFRDAFPPCKPHELPFDFLET : 314
EtCREl ¢ -- - - : -
EECREZ [ ——————— === e : -

Abbildung 3.2: Multiples Sequenzalignment von HsCDK?2 und CDK-Homologen von E. tenella.

a-Helices und B-Faltblétter sind unter den Sequenzen als rosa Blocke, bzw. als griine Pfeile dargestellt. Zu den
charakteristischen Sequenzmotiven zédhlen PSTAIRE-Motiv (violett), G-Loop (gelb), Hinge-region (griin), DFG-
Motiv (blau) und Aktivierungs-Loop (rot). Das Zyklin-Bindemotiv (PSTAIRE-Motiv) variiert in der Sequenzab-
folge in CRK-dhnlichen Proteinen der Apicomplexa. Die Aminoséduren des katalytische Zentrums K32, ESO und
D144 (EtCRK2 Nummerierung) sind durch ,,** markiert. Aminosduren die durch ,—* kennzeichnen die ATP-
Bindungsstellen. Die Phosphorylierungsstellen T14, Y15 und T160 sind ebenfalls bei den meisten CRK2 &hnli-
chen Proteinen hoch konserviert und durch ,,7 “ markiert. Aminosduren, die konserviert vorliegen, sind grau

unterlegt.
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Tabelle 3.1: Vergleich der bekannten CDK-dhnlichen Sequenzen von P. falciparum und E. tenella sowie den

Aktivatoren.
Plasmodium falciparum Eimeria tenella
Identitiit zu
Gene / Protein Aktivator Protein P. falciparum Aktivator
Protein
Cyclin A
cycH, p25, [KINNAIRD ef al.,
PECYC, 2004], RINGO,
P{PK5 PICYC3,cycA, EtCRK2 EtCYC3a
[ROSS-MACDONALD et al., RINGO [LE ROCH  [KINNAIRD et al., 67% [SUAREZ
1994] e ‘g 1,5(000; 1 2004] FERNANDEZ,
2003 etat, unpublizierte
] Daten]
Cyclin-independent
PfPK6
_ [DOERIG et al.,
[BRACCHI-RICARD et al., 2000] 2002]
cycH, PfCYC1
PfMRK [LE ROCH et al., 0
[L et al., 1996] 2000; WATERS et EtMRK 42%
al., 2000]
PfCRK-1 o/
[DOERIG et al., 1995] EtCRKI 76%
PICRK-3 EtCRK3 46%"

[DOERIG et al., 2002]

Pfcrk-4
[DOERIG et al., 2002]

Pferk-5
[WARD et al., 2004]

Suchen mit dem BLAST-Algorithmus ermdglichten die Identifikation von homologen CDK-Proteinen (EtMRK,
EtCRK1 und EtCRK3). EtCRK1 sowie EtCRK3 konnten bisher nur unvollstindig identifiziert werden. Fiir die
Teilsequenzen sind die angegebenen Identitdten mit einem ,,** markiert. Als Aktivatoren der EtCRK2 dienen
Cyclin A [KINNAIRD et al., 2004] sowie RINGO und EtCYC3a [SUAREZ FERNANDEZ, unpublizierte Da-

ten, Intervet Innovation GmbH, Schwabenheim].

3.1.1.1 EtMRK

EtMRK weist eine grofle N-terminale Verldngerung von 43 Aminosduren (bezeichnet im Fol-
genden als EtMRK lang) auf. Viele andere homologe Proteinsequenzen, innerhalb des Stam-
mes der Apicomplexa, besitzen einen deutlich kiirzeren N-Terminus. Eine dhnliche, jedoch
noch ldngere Extension ist fiir die TaCRK3 aus Theileria annulata bekannt [KINNAIRD et
al., 2001]. Im Falle der TaCRK3 beinhaltet diese N-terminale Sequenz ein mutmaBliches
Kern-Lokalisierungssignal (NLS = Nuclear Localization Signal) [KINNAIRD et al., 2001;
MEIER & BLOBEL, 1990]. Fiir die EEMRK lang konnte mit dem Software-Tool predictNLS

kein NLS-Konsensusmotiv vorhergesagt werden. Zudem wurden in dieser Verldngerung kei-
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ne weiteren, bekannten Sequenz-Motive gefunden, was vermuten ldsst, dass ein Sequenzie-
rungsfehler vorliegt. Die Nukleotidsequenzanalyse ergab im Leserahmen +1 ein ,,ACG”-
Triplet an Position 139 der Etmrk. Falls innerhalb des ,,ACG* ein Sequenzierungsfehler vor-
liegt und man stattdessen ein ,,ATG" annimmt, erhédlt man ein Kozak-Konsensus-Motiv. Das
vermeintliche Startcodon der EtIMRK lang-Sequenz ist hingegen nicht in einem Kozak-Motiv
enthalten. Aus diesem Grund wurde fiir alle weiteren Arbeiten die kiirzere Nukleotidsequenz
angenommen. Die vorhergesagte EtMRK Proteinsequenz resultierte so in einer vergleichba-
ren Linge und Aminosdureabfolge zu anderen homologen MRK-Sequenzen innerhalb der
Apicomplexa (sieche Abbildung 3.3). Die EtIMRK-Proteinsequenz ist zu 46% identisch mit der
verwandten P. falciparum PfMRK-Proteinsequenz. Die Analyse des spezifischen Zyklin-
Bindemotives ergab die Aminosdurenabfolge ,,HFTTIRE* fiir die EtMRK. Dieses Motiv ist
fiir alle MRK-dhnlichen Proteine weitgehend konserviert (siche Tabelle 3.2). Alle anderen
Kinase-Motive wie G-Loop, Hinge-Region, T-Loop und DFG-Motiv konnten ebenfalls in der
EtMRK identifiziert werden.

Aus der Literatur ist, im Gegensatz zu CDK-Proteinen von Saugern, nur wenig liber die Funk-
tion homologer MRK Proteine der Apicomplexa bekannt [CANDURI et al., 2007; CHEN et
al., 2006; KINNAIRD et al., 2001]. Beispielsweise scheint PPIMRK eine andere Regulations-
funktion zu besitzen, als die dhnlichen Sdugerproteine [CHEN et al., 2006; KALDIS, 1999].
Die PIMRK besitzt, im Vergleich zu CDK-Proteinen von Sdugern, die hochste Identitét
(38%) zum humanen CDK?7 Protein (HsCDK7; [gi|4502743]). HsCDK?7 besitzt eine duale
Funktion [FISHER, 2005]. Einerseits ist HSCDK?7 in der Trankskriptionsregulation — durch
Phosphorylierung der C-terminalen Doméne der RNA-Polymerase Il — involviert. Anderer-
seits agiert HsCDK?7 als CDK-Aktivierungskinase (CAK) [FISHER, 2005]. CAK Proteine
phosphorylieren spezifische Threonin-Reste im Aktivierungs-Loop von Kinasen, was zu einer
vollstindigen Aktivierung der Kinasen fithrt [SCLAFANI, 1996]. Die duale Funktion der
HsCDK?7 wird wiederum durch verschiedene Effektoren reguliert. Das humane MAT]1 Protein
(,,menage a trois*) im Komplex mit dem humanen Zyklin H iiberfiihrt die HsSCDK?7 in den
,» I ranskriptionsregulations-Modus*, wihrend das Zyklin H allein die HsCDK7 in den ,,CAK-
Modus* liberfiihrt [CHEN et al., 2006]. Fiir das PIMRK-Protein konnte bisher keine dhnliche
duale Funktion wie bei der humanen CDK?7 biochemisch nachgewiesen werden. Chen et al.
konnten zwar zeigen, dass ein homologes MAT1 Protein (PfMAT1) in P. falciparum existiert,
welches als trimerer Komplex PfMRK/PfCYC1/PfMATI1 die Phosphorylierung der C-

terminalen Doméne der RNA-Polymerase II vollzieht. Dennoch wurde die Funktion einer
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CAK fiir die PIMRK, mit PfPKS5 als ein mogliches Substrat, bisher biochemisch nicht besté-
tigt [CHEN et al., 2006].

EtMRE : ---MGEEGRYYLEDAFRL CITPESNEQLLROCVEQVELHFTTIRUEVMRR 72
ChMRE : -MFSISERYEQIMAHT KICELPSDLTESRQEVGQCETHFTVLENAT)IATMMNY : 74
TaMRE : GSDSLDERFTEVGKHL KNIEYKEGVTEDRQLVGMVIETHE TT LILEVMTIY : 150
PfMRE : MENNSTERYIFKPNEL ) A KLMEISH------- TNEVLLIRAT)ATMED 68
PyyMRE : MEHNSNERYIFKPNEL ) A KLMEISH--—---- TNFLILAAT)ATMED : 68
HeCDK7 : LDVESRAKRYEELDEL ) N UT KLGHREE-————————— TNRTALPATIALLQE : 68
o ——=0 o*—
G-Loop C-Helix
EtMRE : LEQQHLMGLLDVFTEQGSHCLEMEE IRKAL-GARQRLTEAQ 146
ChMRE : IMHPNIMGLEDVFVQGDEMNLEHMDYI LREVF-ENRIRFSESHI 148
TaMRE : LSHENLMGLVAVYVEEGEMNIHMDT) LEKVYV-DAKVRLTE PN 224
PfMRE : IKHENIMSALDLYCEEDYMNLME T LSKII-NREIFLTDSEQEK 142
PyyMRE : IKHENVMNALDLYCEEDYMNLME T LAKLI-NREILLTDSQE 142
HeCDK7 : LSHPMIIGLLDAFGHESNMSL{F DFI LEVIIKDMSLVLTPSHI 143
|

EtMRE : FVAA pfn)oded vk 1z E& : zoz
ChMRE : FINSE ! Es : 206
TaMRE : FIDTF n n s : 239
PfMRE : FIMNEKE ! s : 213
PyvMRE : FINEE ¥ i ( : 214
HeCDK7 : LLDEN n g 2K Es : 201
EtMRE : ] Q & T FCFSAVAARNLEQLLPFSSSSSIMPALLOL : 275
ChMRE : ] ) CEFSPRSPLNFEDIFPNASEMAIMPTQSL : 281
TaMRE G i TQYSFSKPEDLSLHEQHANSVTLMPLSKL : 372
PfMRE i TEFTKATKEDFETYFEIDDDDCIMPLTSFE : 287
PyyMRE : TDFTKSSKENLENIIKIEDDDCT : 288
HsCDE7 : TFKSFPGIPLHHIF SAAGDDLLMPIQGL : 275
EtMRE : LQLDENEEIS LoHEWERDSEr CK PHEDF DF LK T -~ -~~~ ——m oo : 314

ChMRE : LRLMPLE;HES LEHEY|YK SY)ELECDPSEMP LY F RN ——————————————————— 1 320

TaMRE : LELMEME;EES LDHE YK VOELECK PIDIMEF DF T TK———————————————————————— -~ ;o411

PfMRE : LELNAHEj8NS KHRYJYFHDJELECDT S QPF DL —————————————————————— ;324

PyyMRE : LELNSHEj8NT LEHRY|YLH DL PCDAS QIF T DM - — - === — == — = ———m————— ;324

HeCDK7 : FLFNBCAIRIT LEMEY|JSHR)GET PCCQMPRPNCEVET LEEQSNPALATKRERTEALEQGGLPEELIF : 346

Abbildung 3.3: Sequenzalignment von MRK-dhnlichen Proteinen der Apicomplexa sowie HsCDK?7.

Aligniert wurden die MRK Proteinsequenzen von Cryptosporidium hominis (ChMRK), Theileria annulata
(TaMRK), Plasmodium falciparum (PfMRK), Plasmodium yoelii yoelii (PyyMRK) sowie die humane CDK?7
Proteinsequenz (HsCDK?7). Die wichtigen Sequenzmotive sind im A/ignment markiert. Aminoséuren, die in allen
Proteinsequenzen konserviert vorliegen, sind blau unterlegt. Gelb unterlegte Aminosiuren sind in fiinf Sequen-

zen, sowie grau unterlegte Aminoséuren sind in vier Sequenzen konserviert.

Um zu untersuchen, ob das EtMRK Protein ebenfalls an der Trankskriptionsregulation der
RNA-Polymerase II beteiligt ist, wurde die E. fenella Genomsequenz nach einer zu PIMAT1
bzw. einer zu HsSMAT1 homologen Sequenz durchsucht. Eine BLASTX-Suche mit PIMAT in
der E. tenella Genomsequenz identifizierte eine homologe EtMATT. Dies ldsst vermuten, dass
das Protein EtMRK ebenfalls an der Transkriptionsregulation der RNA Polymerase II betei-
ligt ist. Allerdings widerspricht das Fehlen eines NLS Motivs dieser Hypothese, da Proteine,
die an der Transkriptionsregulation beteiligt sind, mit Hilfe des NLS Signals in den Zellkern

54



ERGEBNISSE

transloziert werden miissen. Die humane CDK7 Sequenz weist im Gegensatz zur EtMRK

Sequenz ein NLS-Signal auf.

Die Frage, ob EtMRK ebenfalls eine CAK Funktion besitzt, kann nicht allein durch Sequenz-

vergleiche vorhergesagt werden und sollte daher biochemisch untersucht werden. Jedoch gibt

es einige Hinweise die gegen eine solche Funktion sprechen: (I) Es konnte kein CAK-

Bindemotiv in den potentiellen Substraten EtCRK2 [KINNAIRD et al., 2004] und EtCRK3

identifiziert werden. (II) Die Phosphorylierung des Aktivierungs-Loops der EtCRK2 und der

PfPKS5 kann auch durch Autophosphorylierung erfolgen. Fiir die PfPK5 wurde bislang noch

nicht bestétigt, ob diese Autophosphorylierung die einzige Aktivierungsmethode ist [CHEN et
al., 2006; KINNAIRD et al., 2004].

Tabelle 3.2: MRK-dhnliche Proteine der Apicomplexa sowie deren Zyklin-Bindedomdnen.

Organismus Name NCBI Zyklin- Identitit zu
Sequenz-ID Bindedomine pfVMRK [%]
Plasmodium falciparum PfMRK  XP 001347426 NFVLLRE 100
Plasmodium berghei PbMRK XP 766302 NFLILRE 91
Plasmodium knowlesi PKMRK  XP 002258785 NFVLLRE 88
Plasmodium vivax PvMRK  XP 001614455 NFVLLRE 87
Plasmodium yoelii yoelii  PyyMRK XP_725555 NFLILRE 85
Crypotsporidium hominis ~ ChMRK XP_ 665899 HFTVLRE 50
Crypotsporidium muris CmMRK XP 002142071 HFTVLRE 49
Crypotsporidium parvum  CpMRK  XP 001388367 HFTVLRE 51
Babesia bovis BbMRK  XP 001610945 HEFTALRE 47
Theileria annulata TaMRK XP 678603 HEFTTLRE 49
Theileria parva TpMRK XP 766302 HETTLRE 48
Toxoplasma gondii TgMRK  XP 002365709 HETTVRE 39
Eimeria tenella EtMRK - HETTIRE 43
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3.1.1.2 EtCRKI

Wie bereits in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, konnte die EtCRK1 bislang nur unvollstindig

vorhergesagt werden. Fiir beide Termini der EtCRK1 Aminosduresequenzen lagen keine Da-

ten in den Datenbanken vor. Die EtCRK1 Proteinteilsequenz besteht aus 99 Aminoséduren. Sie

beinhaltet das Zyklinbinde-Motiv ,,PVTSLRE®, welches innerhalb der homologen CRKI-

Proteinsequenzen der Apicomplexa weitgehend konserviert vorliegt (siche Tabelle 3.3). Ande-

re spezifische Kinase-Sequenzmotive konnten aufgrund der unvollstindigen Sequenz nicht

identifiziert werden. Die bioinformatisch identifizierte EtCRK1-Teilsequenz ist zu 76% iden-

tisch zur bekannten PfCRK1 Protein-Sequenz. Die Konservierung am N- und am C-Terminus

der CRK1-homologen Proteine ist im Vergleich zum mittleren Sequenzabschnitt deutlich ge-

ringer, wodurch die Identifizierung der terminalen Sequenzabschnitte erschwert ist.

Tabelle 3.3: : CRKI1-dhnliche Proteine der Apicomplexa sowie deren Zyklin-Bindedomdnen.

NCBI Zyklin- Identitiit zu
Organismus Name ) .
Sequenz-ID  Bindedomine PpfCRK1 [%]
Plasmodium falciparum PfCRK1 XP 001351486 AMTSLRE 100
Plasmodium chabaudi
PccCRK1 XP 742956 AITSLRE 76
chabaudi
Plasmodium knowlesi PkCRK1 XP 002258234 AITSLRE 81
Plasmodium vivax PvCRK1 XP 001615088 AITSLRE 77
Plasmodium yoelii yoelii ~ PyyCRKI XP 731313 AITSLRE 77
Babesia bovis BbCRKI1 XP 001609961 PVSYLRE 49
Theileria annulata TaCRK1 XP_ 953202 PLTYLRE 50
Theileria parva TpCRK1 XP_ 764186 PLTNLRE 54
Toxoplasma gondii TgCRK1 XP 002370291 PVTSLRE 39
Eimeria tenella EtCRK1 - PVTSLRE 76
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3.1.1.3 EtCRK3

EtCRK3 ist der HsCDK1 (36% Sequenzidentitét) sowie der PfCRK3 dhnlich (46% Sequenz-
identitét). Diese Aminosduresequenz konnte ebenfalls nur unvollstindig vorhergesagt werden.
Wihrend fiir den N-Terminus ein Startcodon gefunden wurde, konnte fiir den C-Terminus
kein Startcodon identifiziert werden. Die EtCRK3 Proteinsequenz besteht aus 243 Aminosiu-
ren. Das Zyklin-Bindemotiv ist fiir alle CRK3-&hnlichen Proteine weitgehend konserviert
(siehe Tabelle 3.4). Die verbleibenden Kinase-spezifischen Sequenzmotive konnten ebenfalls
in der EtCRK3 Proteinsequenz identifiziert werden. Einige der homologen CRK3 Sequenzen
anderer Apicomplexa besitzen eine Verldngerung des N-Terminus, wie er beispielsweise bei
der PfCRK3 Proteinsequenz vorliegt. Die N-terminalen Verlingerungen weisen eine geringe
Sequenzidentitét zueinander auf. Diese N-terminale Verldngerung konnte jedoch nicht fiir die

EtCRK3 Proteinsequenz identifiziert werden.

Ein weiterer signifikanter Unterschied der EtCRK3 und PfCRK3 findet sich im mittleren Be-
reich der Proteinsequenz, zwischen den Doménen der C-Helix und der Hinge-Region. Die
PfCRK3 Proteinsequenz weist an dieser Stelle eine sehr grof3e Insertion von etwa 200 Amino-
sduren (siche Abbildung 3.4) auf. Ahnliche Insertionen werden auch bei CpCRK3 und
TpCRK3 gefunden, jedoch nicht bei HSCDK1 (Abbildung 3.4). Aus diesem Grund scheint die
Sequenzkomposition von EtCRK3 dhnlicher zur HsCDK1 als zu der PfCRK3 zu sein.

Die Aminosduren Thr14 und Tyr15 der HsCDKI1 sind an der Inaktivierung des CDK1/Zyklin
Komplexes beteiligt und charakteristisch fiir CDK1 &hnliche Proteine. Die Inaktivierung er-
folgt durch Phoshorylierung. Wiahrend Tyrl5 bei allen CRK3-dhnlichen Sequenzen der Api-
complexa konserviert vorliegt, ist Thrl4 in der EtCRK3 Sequenz durch ein Alanin ausge-
tauscht (siche Abbildung 3.4). Dies ldsst vermuten, dass die Inaktivierung dieses Proteins
moglicherweise auf eine andere Art reguliert wird. Neben der Inaktivierungsregulation ist
auch die genaue Funktion der CpCRK3 sowie aller CRK3 homologen Proteine bislang nicht
bekannt [CANDURI et al., 2007].
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EtCRE3 e e e e MESSASRELDERTQEGIHDIIAT QT 41
CpCRE3 e e i MVLGHNYLESYWATIMET 32
TpCRE3 : LESYIPLVELEGETLEPLLEQLERENHLLNDEEHDFELLEF PESGEVRELENFWVAIHO 206
PECREZ : NHNNNVHIYDESNVSYTHLNDLENGYYEDTDITIYDLLLESIEGEIELEVENE HQY 438
PyyCRE3 : TYNSHNIILETERDILEKIKSMENETENENNITHELLLYSIKGELOQIEVENIWVIALHQ 268
HSCDKL § ——— == mmm e MEDYTIIEKT 26
*
EtCRE3 : GRW ARMONTEERDEF FET SLETEWMECNLI-——-————————————— - ——————— H 78
CpCRE3 : KERH AKELTISKESRDEF SET LITHIMEHENIVELY GVWVF S RPHH-—---—-—-———————————————— H 82
TpCRE3 1 EEP AKLELNEEREEF FEN LL SMEHENIVHNLLGICY SKESYSTELLEDGLESSEEELNEDDHESE @ 279
PECREZ : NQR AELELNEEEDEFAKTY) 5T SIMEHENIVELIGVVHSILEVNEFNNQNMINQSPONSHPIHINHN 511
PyyCREK3 : NERI AELELNGHNEE ELAETY) =T SWMOHENYVVELIGVIRT-——————————— NLIPEENETHNILYN : 329
HsCDEL HE = o) JEIRLESEEE EBST SLMEEWMRHPNIVSLODVWLMODSR-————-—-—————————————————— H 75
C-Helix
EtCRE3 : -———— H -
CplRK3 @ ——m e e : -
TpCRE3 : FNPENPDESESAYGHTPSY SRRGSHDEGRDFHRSHREAR-—-——--—---"""—"-——-———————————————— —— H 318
PEfCRE3 : NIFHNEFFDONNYKDEFLITEENYFGHNEENRETLNEDMLSWVVDISSNEDMLSVVDISSNEDMLEVVDISSNEDM Lg4d
PyyCREK3 : FENENQLLNYQNVEDEPIDSYMMET 8 VLEEKELANDREPVE-—-———-—-————————— H 368
HsCDKl @ —————m - mmm oo e e  ———————— : -
EtCRE3 : -———— H -
CpCRE3 e e DLNE : 86
TpCRE3 e e kbbb bbb bbb NEPSMNAD 325
PfCRE3  LEVVDISSNEDMLSVVDIS SN VDISPNQDI S PNOQDI S PNDCY TLNNLLNHNOQVDPSTSLEISEYEDTTESNSES @ 657
PyyCREK3 @ - ONEQSSESSESSERSESSDESESEDE 394
HsCDKEl @ —————— - mmm s e — : -
EtCRE3 it bt NAGEEPHEGEVTM FLPFMALGFMEATRN SREERDEYHELPLWWLELGETAGLVLEL 137
CpCRE3 : HNIHGNPINAWVSSHLQESNAPNRGSIWM LEYMRS Y IEGLEL-————-—-——-——— EGRVIEVIDI ITR@EL : 148
TpCRE3 ! QNENDEDENENENRDEDEENDRENVTIM LEFMSS Y IEALRDPHEEYDEL-ARPEVWLEIGET|UTIMESTL 397
PEfCRE3 : HENCESEEVESFMSYDENEEERSCIWHM WEERRS Y SELLREERNEREERY - —EKEYANLF SIGET IF H 728
PyyCREK3 : ISCDSDSHLCDENAMEEEVNACGSIWM WEF NS Y SELLEEERQQEDRY - —KNMNLEFTIGET IMI[EL : 455
HsCDE1 I e e e LYLT FLEMERKEYLDSIP-——————————— PEOYMDESTVIREYLY[®T 112
Hinge
*
EtCRE3 : LLATHHSEIRNN LizRANT, SHENERE S5 S FRAT i E0O0META 209
CpCRE3 : LESLEYSSILNNTI)NAET C —FNTRNEML W I S P EIL LCENS) o Bl = 220
TpCRE3 : FRALNYSEIENN LiZANT, S PEML LG DFS 469
PEfCRE3 ! LEALDYSGIENII I8 T 4 AT 01
PyyCREK3 : FQALEYSSENNVI)EET BADS 538
HsCDE1 r LOGTVE SIS RERVLEINT, BTE 154
EtCRE3 LCAFFPL DE] ROBAE-—-————— - H 243
CpCRE3 LOQPLIgCEET GVIRKEIGDT LGS PPEDMLFELEELPLWNDHDNNPLLOTI LGS GTGESEE ¢ 293
TpCRE3 SGEHI DERE LI KL CEY LGLPDEADLEYLETLELWNDEN SNPLHPERTZEIITRO 542
PECREZ LTENPLIYSAENNT DIIMET ELGFPNERDIEYLENLECWNLLELNEIHEPNNIHHNINHN 874
ByyCRE3 LT SNPLIYTADNNS DI INE EIGLPNNNDYEKILERLELWNEIKFNEPIHEPSNIN-NLNQT 610
HsCDE1 TEEPLIGHGDSIHTI DOMME RIRF RALGT PNNEVW PEVE SLODYENTF PEWEPGELASHY ———— 253
EtCRE3 e e e e b bk b H -
CpCRE3 : REQFTSRIE----EREVGOOGLDLLLOLLOY SPESRLTARQALEHPWLN ENNEDEVIPDELDMSIFTQREEQFHSL 362
TpCRE3 : REFERIFTE--VNQLGEDGWDLLETLFEWSPSTRITAKQALLHEPWEFTNEPLPELLTNRHNIEAAHNFMTENQR @ 613
PfCRE3 : ERIETETSIRNIPGVGDLGLDLIEKEKFLEWNEYERITASDALNHEWFETOPLEEKTHORNNIEAAHSFMTENYE 947
PyyCREK3 : KEKIETENIIENLNGYGEIGLDLFEELLEWDPLERISAHDALSHPWEFRTHPLPEPIQQRCHNIKAAHSFMTESYE 683
HsCDE1 e e ENLDEMGLDLLSEMLIYDPAKRI SGEMALNHEPYFNDLDNOIEEM-——-—---—-——-————————— H 297

Abbildung 3.4: Sequenzalignment von CRK3-dhnlichen Proteinen der Apicomplexa sowie HsCDK]I.
Im Alignment sind wichtige Sequenzmotive markiert. Aminosduren, die in allen Proteinsequenzen konserviert
vorliegen, sind blau unterlegt. Gelb unterlegte Aminosduren sind in fiinf Sequenzen, grau unterlegte Aminoséu-

ren in vier Sequenzen konserviert.
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Tabelle 3.4: CRK3-dhnliche Proteine der Apicomplexa sowie deren Zyklin-Bindedomdnen.

NCBI

Zyklin- Identitiat zu
Organismus Name
Sequenz-ID  Bindedomine pfCRK3 [%)]
Plasmodium falciparum  PfCRK3  XP 001351461 AKTYIRE 100
Plasmodium berghei PbCRK3 XP 677288 AKTYIRE 73
Plasmodium chabaudi
habaudi PccCRK3 XP 745291 AKTYIRE 73
Plasmodium knowlesi PkCRK3  XP 002258203 AKTYIRE 50
Plasmodium vivax PvCRK3  XP 001615034 AKTYIRE 69
Plasmodium yoelii yoelii PyyCRK3 XP_724274 AKTYIRE 39
Cryptosporidium hominis ~ ChCRK3 XP_ 668166 SKTAIRE 45
Cryptosporidium muris ~ CmCRK3  XP 002140712 SKTAIRE 44
Cryptosporidium parvum  CpCRK3  XP 001388312 SKTAIRE 44
Babesia bovis BbCRK3  XP 001608847 PKSAIRE 46
Theileria annulata TaCRK3 XP 954840 PKNAIRE 50
Theileria parva TpCRK3 XP 763158 PKNAIRE 50
Toxoplasma gondii TgCRK3  XP 002367260 PRTAIRE 45
Eimeria tenella EtCRK3 - PKTAIRE 46

3.1.2 Zykline von E. tenella

Die Suche nach Zyklinen mit Ahnlichkeiten zu bereits bekannten Zyklinen aus P. falciparum,
wurden mittels BLAST-Suchen in einer Genom-Datenbank von E. tenella durchgefiihrt. Es
konnten vier Sequenzen identifiziert, sowie die entsprechenden Proteinsequenzen (EtCYCI,
EtCYC3A, EtCYC3B und EtCYC4; Abbildung 3.5 sowie Abbildung 3.6) vorhergesagt wer-
den. Diese Proteinsequenzen besitzen Ahnlichkeiten zu den Zyklinen PfCYC1, PfCYC3 und
PfCYC4 von P. falciparum (sieche Abbildung 3.5 und Abbildung 3.6). In einem Aktivierungs-
Assay mit EtCYC3a sowie EtCRK2 konnte Maria L. Sudrez Fernandez (Intervet Innovation
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GmbH, Schwabenheim) zeigen, dass EtCYC3a ein geeigneter Aktivator der EtCRK?2 ist. Et-
CYC3a st zu 22% zu PfCYC3 und zu 17% zu HsCY CA identisch.

1 326

EtCYC1 N —{ c*

22% ldentitat

1 138
46% ldentitat

T s B ——

21% ldentitat

Abbildung 3.5: Schematischer Vergleich von Zyklin-dhnlichen Proteinen von P. falciparum und E. tenella.

Mit den bekannten Zyklinen von P. falciparum, konnten mittels BLAST-Suchen vier Zyklin-dhnliche Sequenzen
von E. tenella identifiziert werden. Die gefundenen Zyklin-dhnlichen Sequenzen sind jeweils als Paare zu ihren
homologen Sequenzen in P. falciparum dargestellt. Fiir EtCYCI1 und EtCYC3b (mit einem ,,** markiert) konn-
ten jedoch nur unvollstindige Proteinsequenzen hergeleitet werden. Das charakteristische Zyklin-Box Motiv ist

blau markiert.

Die Suche mit der Abfragesequenz PfCYCI1 von P. falciparum ergab keine dhnlichen Se-
quenzen in E. temella. Aufgrund der geringen Sequenzidentitidt der Zykline der einzelnen
Klassen zueinander, wurde die Suche mit der zu PfCYC1 homologen Sequenz aus 7. gondii
(Zyklin H) durchgefiihrt. Da die Organismen 7. gondii und E. tenella beide der Klasse der
Coccidia angehdren, kann mit Konservierung der Sequenzen gerechnet werden. Aus dieser
Suche resultierte eine, in der Literatur bislang nicht beschriebene, Zyklin-dhnliche Sequenz

von E. tenella (siehe Abbildung 3.5; EtCYCI). Der korrekte Leserahmen wurde mittels paar-
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weisem Alignment bestimmt und die resultierende Nukleotidsequenz in eine Proteinsequenz
translatiert. Dazu wurde der Algorithmus transeq verwendet [RICE et al., 2000]. Die transla-
tierte Protein-Sequenz besitzt 115 Aminosduren und ist zu 14% mit der Proteinsequenz
PfCYCI aus P. falciparum identisch (siche Abbildung 3.5). Eine InterproScan-Analyse besti-
tigt das Vorliegen einer Zyklin-dhnlichen Doméne. Die translatierte Proteinsequenz EtCYC1

ist jedoch sowohl am N-Terminus, als auch am C-Terminus der Aminosduresequenz unvoll-

standig.

ELCYZl @ ———— - m oo : -
ELtCYC3a @ ———————— - MQ 2
EECYC3h @ ——————— - - - : -
ELtCYC4 : MATQOIVLYWPRELQOQRTEPSIVDGLTREVEISQRIYGCQLIQRKAGILLELEAVIVASAQTILHRFYYRKSLE : 70
EtCycl : - ———— TSPPREGPPGGPREEWEYISSHYRCWLE SAAAVA - ——————— AQOWEVHAAAVGRLA 45
EtCYC3a : NESEGCGAPCEFLEATEPMIEMPDYLERLARFFQCEGECEFVLALWVYID-——————— RLLEMNMH-WVWLCPL : 63
ELtCYC3b @ ——-—- GETTAFHGVCT PGISVEAYLORLLRYFGCSNECEVLALTIYID-———-———-—— RLLWOHSSSICLEPL : 57
ELCYC4 : KFDVRVSATAAAAARAAAMAAAAVOOOSLCRVRIASNSATESLASSGDCESRSACAFVHEPMGEFLLLLL - 140
EtCYCl : LLDAAAAARAPSFGELLLLOQYFALQLLLWFOREGLSNSVLET SCLEFFHRFFFAVESLAADPR——————— 111
EtCY¥C3a : NLHRLAVTALMVAVEEFADDTEY SNAYYAKNGGLPLOEMNHLEATLLRMLEFRLHVMPCE-—-———————— o lzz2
ELCYC3b : NVHRLLLAAVAVAAKFEYDDVYY SNEHYARGGGVRT PELNLLEAQFLELISFHLEVEPQE-——-———-————— HE
EtCYC4 : LLQLVATASLLLACKLEEDPREVESLIDVHILSKAEDTNEDITLENLDELLLDHDSTVRCCCCCCCCCC @ 210
EtCYCl : ———-———————- LALFACLLLALEATDNARHY TLE-——————————————————m— 1 134
ELtCYC3a : —-———-————-—- FDEYFELVLD S PFAAT GRPRALGWNNNQHOHSAAPVEGPEGHNGDGNE S SDAPGOLECT - 180
EECYC3h @ ———---—————- YHRYRTHNVMAAAL SASLOQHAL-—-——————————— = ———— ——————————— ———— : 134
EtCYC4 @ CCCAVAAAVLLLLLLLEPRRLDPVOLPDRRESSSFAAGLPT PAARAAAAAARAARAMAARAGVRAGAVGEDL ¢ 280
EECY Ol @ oo~ DOCCCCC——--———— : 141
EEtCYC3a : SS8S8GEALQQQCWNTCCSPESSSGITGCCSGESQ3VEPPCTPEASAATES PPMQREE SANSSGEWCSTG——— @ 247
EtCY¥C3b @ ——- - - - : -
ELCYCZ4 : PLREVHLARARVYGFANERAPPPLHBAVHPRPLOGRLHPHQOALADRLGWPQROVRCCCCCCCCCCCECE @0 350
ELCYCl @ ———— - m - : -
EECYC3a @ —-————————- QLWVERAADDWOSVEPAVOMCEVEGEDCIVREGPLDEDREQVE SCGASEARQOPSLR——————— : 300
ELtCYCZ3b ¢ ——--—--— - : -
ELtCYC4 : RVREEGLLVMVILVLLLMGEVLLLLVLLLLMGEVLLLLLREPCALLVELLLLCCCCAMATSPEVAAASSATT @ 420

Abbildung 3.6: Sequenzalignment von Zyklin-dhnlichen Proteinen von E. tenella.

BLAST-Suchen ergaben vier Zyklin-&dhnliche Sequenzen in E. fenella. Hier dargestellt sind die vorhergesagten
Proteinsequenzen. Fiir die EtCYC1 und die EtCYC3b konnten jedoch nur unvollstindige Sequenzen identifiziert
werden. Blau unterlegte Aminoséuren sind in vier Sequenzen, gelb unterlegte Aminoséduren in drei Sequenzen

sowie grau unterlegte Aminosduren in zwei Sequenzen konserviert.

Durch Sequenzsuche mit der Abfragesequenz PfCYC2, konnte keine Sequenz in E. fenella

ermittelt werden, jedoch identifizierte die Sequenz PfCYC3 zwei dhnliche Sequenzen. Die
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Sequenzsuche mit der Abfragesequenz PfCYC4 ergab eine neue Sequenz in E. tenella. Fiir
die mittels der Abfragesequenzen PfCYC3 und PfCYC4 gefundenen Sequenzen (Etcyc3a,
Etcyc3b und Etcyc4), konnte durch einen direkten Sequenzvergleich der korrekte Leserahmen
identifiziert werden. Fiir die Sequenzen von Etcyc3a und Etcyc4 konnten keine Introns in der
genomischen Sequenz identifiziert werden, was jedoch das Vorhandensein von Introns nicht
vollstindig ausschlieft. Abbildung 3.6 zeigt ein multiples Alignment von Zyklin-dhnlichen

Proteinen von E. tenella.

3.2 Optimierung und Anreicherung von EtCRK2-Inhibitoren

In der Arbeit von Beyer [BEYER, 2007] wurden in einem initialen, virtuellen Screening an
EtCRK2 bereits einige Hit-Compounds identifiziert. Diese wurden anschliefend durch in
vitro Testung bestétigt. Ziel dieser Arbeit war es, die identifizierten Hits zu Hit-Cluster anzu-

reichern, sowie die Potenz dieser Compounds durch gezielte Optimierung zu erh6hen.

3.2.1 Substruktur- und Ahnlichkeitssuchen

Zur Anreicherung potentieller Inhibitoren der EtCRK2 wurden Substruktur- und Ahnlich-
keitssuchen durchgefiihrt. Als Ausgangssubstanzen dienten elf im virtuellen Screening gefun-
dene Inhibitoren, die einen IC50-Wert von kleiner 100 uM im Enzym-Assay zeigten. Fiir die
Struktursuchen wurden zunichst geeignete Substrukturen ausgewéhlt (siche Tabelle 3.5). Die
Auswahl fand anhand der Grundstruktur (Scaffold) statt, die im molekularen Docking eine
charakteristische Wasserstoffbriicken-Interaktion mit der Hinge-Region der EtCRK2 zeigte
(Warhead) (siehe Abschnitt 1.5.3). Insgesamt konnten so 44.351 Substanzen aus der Intervet

Chemical Database (ICD) selektiert werden, welche die gewlinschten Substrukturen zeigten.

Die Ahnlichkeitssuchen wurden mittels eines PiplinePilot Workflows, wie in Abschnitt 2.6
beschrieben, durchgefiihrt. Es konnten 2.331 dhnliche Verbindungen mit einem Tanimoto-
Ahnlichkeitskoeffizienten von mindestens 70% zur Ausgangsstruktur identifiziert werden.
Die Nutzung einer Ahnlichkeitssuche hat gegeniiber der Substruktursuche den Vorteil, dass
Substanzen gefunden werden, die von ihrer Substruktur zur Templatstruktur abweichen kon-
nen, jedoch in ihren chemischen Eigenschaften dhnlich sind. Beide Arten von Struktursuchen
konnen somit wertvolle Zusatzinformationen tiber die Struktur-Aktivitdts-Beziehungen lie-

fern.
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Tabelle 3.5: Substruktursuchen zur Anreicherung von EtCRK2-Inhibitoren.

Anzahl gefundener Struk-
Strukturklasse Substruktur
turen in der ICD

Barbiturate M 10.492

.

Benzimidazole % 10.616
"/" 394
N

Naphtolactame ﬁ
Oxindole Ql

Rhodanine ;:/& 3.084

\

o H

17.513

Mit den hier gezeigten Strukturklassen wurden Substruktursuchen in der Intervet Chemical Database (ICD)
durchgefiihrt. Die Auswahl geeigneter Strukturklassen fand anhand der Grundstruktur statt, die mit der Hinge-

Region iiber Wasserstoffbriicken interagiert.

3.2.2 Molekulares Docking zur Auswahl virtueller Hits

Die mittels Substruktur- bzw. Ahnlichkeitssuchen gefundenen Verbindungen wurden in
Struktur-Cluster zusammengefasst. Die Anzahl dieser Strukturen war jedoch zu grof3, um die-
se Substanzen im in vitro Test zu untersuchen. Daher wurden diese Struktur-Cluster mittels
molekularem Docking weiter fokussiert. Dafiir mussten zunichst die wahrscheinlichsten Bin-
dungsmodi der zugrunde liegenden Scaffolds ermittelt werden. Aus jeweils zehn moglichen

Posen einer Struktur wurde ein gemeinsamer Bindungsmodus fiir einen Scaffold ermittelt.

Da fast alle bekannten Kinase-Inhibitoren (dhnlich dem ATP) iiber mindestens zwei Wasser-
stoffbriickenbindungen mit der Hinge-Region (Glu80 und Leu82, EtCRK2-Nummerierung)
des Proteins interagieren (siche Abbildung 3.7), wurde ein Interaktionsfilter benutzt, um Po-
sen mit diesem Bindemodus zu identifizieren [BEYER, 2007]. In dem hierfiir verwendeten
Cactvs-Skript [BEYER, 2007] wurde dazu eine Kugel mit einem Radius von 3 A um die Do-

nor- und Akzeptoratome der Hinge-Region angenommen. Befindet sich ein passendes Gegen-
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stiick (Akzeptor- oder Donoratom) einer Ligandenpose im Radius dieser Kugel, wurde die

Liganden-Pose beibehalten.

Von den Posen, die einen wahrscheinlichen Bindungsmodus repréisentieren, wurde mittels
einer Zweistufen-Bewertung [YOON & WELSH, 2004] eine Rangfolge erstellt. Anhand die-
ser Rangfolge, wurde die Strukturauswahl fokussiert. Die optimale Zweistufen-Bewertung
wurde bereits von Beyer beschrieben [BEYER, 2007]. Dabei kamen zwei verschiedene Be-
wertungsfunktionen zum Einsatz. In einer ersten Bewertung (Jain-Scoringfunktion, [JAIN,
1996]) wurde zundchst die Pose einer Struktur ausgewdhlt, die der wahrscheinlichsten bioak-
tiven Konformation entspricht. In einer zweiten Bewertung (G-Score, [JONES et al., 1997])
wurden die verbleibenden Posen verschiedener Strukturen miteinander verglichen. Hierbei

wurde die endgiiltige Rangfolge ermittelt.

Um Wirkstoffe zu finden, die selektiv die EtCRK2 inhibieren, sollten diese die negativ gela-
dene Aminosdure Glu88 adressieren. An der analogen Position besitzt die CDK3 des Huhns
die positiv geladene Aminosédure Lys89 (sieche Abbildung 3.7). Liganden mit einer funktionel-
len Gruppe, die diese Ladungsumkehr adressieren, sollten dadurch selektiv an die EtCRK2
binden. Fiir die Selektion entsprechender Strukturen wurde wiederum ein Interaktionsfilter

verwendet [BEYER, 2007].

Durch das Docking, die 2-Stufen-Bewertung und die Interaktionsfilter konnten aus den durch
Struktursuchen resultierenden Substanzen (insgesamt 46.682), 6.589 Einzelsubstanzen selek-
tiert werden (siehe Tabelle 3.6). Von diesen wurden die 200 Liganden mit der besten Bewer-
tung jeder einzelnen Strukturklasse betrachtet, um geeignete Substanzen auszuwéhlen. Die so
gefundenen Strukturen wurden in einer Datei gespeichert. Durch diese Vorgehensweise konn-
ten insgesamt 505 virtuelle Hits der zweiten Generation selektiert werden. Da diese Anzahl an
Compounds fiir biochemische Experimente zu grof3 erschien, wurden nur Substanzen aus den
Strukturklassen der Benzimidazole, Naphtolactame und Rhodanine fiir biochemische Experi-
mente bestellt, da die initialen Hit-Compounds dieser Klassen die besten Aktivititswerte zeig-

ten. Es wurden somit 289 Substanzen zur in vitro Testung bestellt.
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A s n B

EtCRKZ : MERYKKLOKIGEGTYGVMYKAQDT-NGNL : 28
GSgCDK2 : QOQVFQKVEKEGEGTYCVNYKARNKRTCQL : 29
HsCDKZ : MENFQKVEKIGEGTYGVMYKARNKLTGEV 29
EtCREZ : CALEKIRLEAEDEGIPSTAIREISLLEEL : 57
GYCDKI : VALKKIRLDAETEGVPITAIREISLLKEL ! 58
H=CDKZ : VALEKIRLDTETEGVESTATREISLLEKEL : 58
A 1A-8 R
EtCRKZ : HHPNIVRIMDVVHTDKRLTLVEEYHDOBL : 36
GgCDKE : KHPNIMRLLDVVHSOQKKLYLVEEYILINQODL a7
HsCDKZ2 : NHPNIVKLLDVIHTENXLYLVEEFLHQDL : 37
[}
ELCRKZ : KEVLDDCRPSGLEPQVVESFLTY@LLKGIA : 115
GYCDK3 : KKYIDSSOTGEFPLSLVENYLEFQLLOGVS : 116
HSCDKZ : KKFMDASALTGILFPLPLIKSYLFQLLOGLA : 116
RP A AP

EtCRKZ : YCHOHRVIHRDLKPONLEISRDGTLKLAD : 144
GgCDK3 : FCHSHRVIHRDLKPONLLINEAGAIKLAD : 145
HsCDKZ : FCHSHRVIHRDLKPONLLINTEGAIKLAD : 145

Abbildung 3.7: Primdr- und Tertidrstruktur der EtxCRK?2 und deren ATP-Bindetasche.

A) Sequenzalignment zwischen HsCDK?2 und EtCRK?2 sowie der CDK3 des Huhns (GgCDK3). Dieses Align-
ment diente als Basis fiir die Erstellung des Homologiemodells. Grau hinterlegte Aminoséuren signalisieren
100%ige Ubereinstimmung. Rot (konservierte) und gelb (Aminosiurenaustausch) eingefirbte Aminosiuren der
ATP-Bindetasche. Aminosduren, die mit Buchstaben gekennzeichnet sind, gehdren zu der Adeninbinderegion
(A), der Ribosebinderegion (R) und der Phosphatbinderegion (P). Aminoséuren, die zu den beiden Selektivitts-
taschen gehoren, sind mit romischen Ziffern I bzw. II gekennzeichnet.

B) Homologiemodell der EtCRK2 von E. fenella (blau) in Ribbon-Darstellung [BEYER, 2007]. Zum Vergleich
wurde die humane Templatstruktur von HsCDK2 (PDB-ID: 10IR; grau) mit der EtCRK2-Modellstruktur iiber-
lagert (blau).

C) ATP-Bindetasche der HsCDK?2 mit co-kristallisiertem ATP. ATP bindet iiber zwei Wasserstoffbriicken an die
Hinge-Region (gelb-gepunktete Linien). Aminosduren die zur Adenin-Binderegion (rot), Ribose-Binderegion
(magenta), Phosphat-Binderegion (gelb) oder den Selektivitdtstaschen (blau) gehoren, sind farbig markiert.

D) Wichtiger Aminosiureaustausch im Bereich der ATP-Bindetasche zwischen der EtCRK2 und der GgCDK3
Tertidrstruktur. Der Ladungsumkehr von der negativ geladenen Aminosdure Glu88 (EtCRK?2) zur positiv gela-
denen Aminosdure Lys89 (GgCDK3), konnte adressiert werden, um fiir die EtCRK2 selektive Inhibitoren zu
erhalten. In der ATP-Bindetasche befindet sich Indirubin-5-Sulfonat [DAVIES et al., 2001].
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Tabelle 3.6: Screening nach potentiellen EtCRK2-Inhibitoren.

Selektionsschritte der Hit-Anreicherung Anzahl der Verbindungen
Struktursuchen 46.682

Docking 46.069
Nachprozessierung 6.589
Compound-Auswahl 505

Bestellte Substanzen 289
Biochemische Tests 159

Aktive Verbindungen 6

Hier sind die einzelnen Selektionsschritte der Hit-Anreicherung dargestellt.

3.2.3 Invitro Testung der ausgewihlten Substanzen

Von den bestellten Substanzen (insgesamt 289) der Klassen der Benzimidazole, Naphtolacta-
me und Rhodanine konnten 159 tatsdchlich geliefert werden. Die Aktivitét dieser Substanzen
wurde in einem EtCRK2-Enzymtest bestimmt. Fiir die Messungen wurde der TR-FRET
Screening Express Kit von Molecular Devices [http://www.Moleculardevices.com] verwendet
(siche Abschnitt 2.14). Sechs der 159 Substanzen wiesen einen IC50-Wert kleiner als 100 uM
auf (siche Tabelle 3.7). Fiir alle aktiven Substanzen wurden die Loslichkeiten in Wasser
nephelometrisch bestimmt (Liane Walter, Intervet Innovation GmbH, Schwabenheim). Sub-
stanzen die eine Loslichkeit grofer als 500 uM zeigten, wurden mittels LC/MS- und NMR-
Messungen einer Qualititskontrolle unterzogen (Stefan Derschum und Christian Schorn, In-

tervet Innovation GmbH, Schwabenheim).

Um aufzukldren ob es sich bei den Substanzen tatsdchlich um ATP-kompetitive Inhibitoren
handelt, wurden von Maria L. Sudrez Fernandez (Intervet Innovation GmbH, Schwabenheim)

Enzym-kinetische Messungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Messungen bestétigten die
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Annahme, dass es sich um ATP-kompetitive Inhibitoren handelt. Substanzen wurden nur als
Leitstrukturen definiert, wenn sie fiir die EtCRK2 einen IC50-Wert sowie einen Ki-Wert von
kleiner 100 uM zeigten und sie eine Wasserloslichkeit grofler 500 pM besallen sowie ihre
chemische Struktur mit LC/MS- und NMR-Messungen bestdtigt werden konnten. Die identi-
fizierten Leitstrukturen sind in Tabelle 3.8 aufgefiihrt.

Tabelle 3.7: In vitro Experimente der identifizierten EtCRK2-Inhibitoren der zweiten Generation.

Loslichkeit
Struktur Klasse EtCRK2
IC50 [uM] in Wasser [uM]
Q“\\ y Benzimidazol- 49 >500
A0 Carbonitril
O
A Benzimidazol-
g 62 >500
@ I Carbonitril
HQN\N O Naphtolactam 56 125
A
D Naphtolactam 65 125
@ \\\\\
0 41 >500
@ /;\Sﬁcm Naphtolactam
x “ Naphtolactam 53 >500
N

Unpublizierte Ergebnisse des Enzym-Assays von Maria L. Sudrez Fernandez (Intervet Innovation GmbH,

Schwabenheim).

Die interessanteste Klasse der EtCRK2-Inhibitoren sind die Benzimidazol-Carbonitrile, da sie
bislang in der Literatur nur von Badawey, Kappe und El Hawash [BADAWEY & KAPPE,
1999; EL HAWASH et al., 1999] sowie in einem Patent [ARBISER & AMBLARD, 2006] in
Zusammenhang mit der antineoplastischen Wirkung dieser Klasse beschrieben wurden. Alle
anderen Strukturklassen sind schon ldangere Zeit als Inhibitoren der CDKs oder Glycogen-
synthasen (GSK) bekannt [BRAMSON et al., 2001; GRAY et al., 1999; LIU et al., 2003].
Die Familien der CDK und der GSK sind eng miteinander verwandt [MANNING et al.,

67



ERGEBNISSE

2002], daher ist es naheliegend, dass dhnliche Strukturtypen in beiden Proteinfamilien eine

Aktivitét zeigen.

Tabelle 3.8: In vitro Experimente der identifizierten Leitstrukturen der EtCRK2.

IC50 [uM] Ki[uM] L"li‘iih'
Struk-
tur Klasse in
HsCDK2 EtCRK2 PfPKS5S HsCDK2 EtCRK2 Wasser
[pM]
@)
, " Oxindol 0,23+0,11 0,66+0,19 2,70+0,78 0,08+0,01 0,17=+0,03 >500
Rhodanin-
%%C&s Onindol 26+ 19 23+ 14 2447 17+8 1649 >500
@ ,;igmj Naphtolactam 12+7 368 >200 21 6+2 >500
ay Benzimdiazol-
AL _ 41+ 13 61+27 >200 41+ 13 83 +29 >500
I Carbonitril
W\@&& Benzimidazol 35+3 15+3 >200 8+2 8+2 >500

Es konnten vier Leitstrukturen von Inhibitoren der EtCRK?2 bestdtigt werden. Als Referenz diente ein Oxindol
(Indirubin-5-Sulfonat [DAVIES et al., 2001]) welches ein Inhibitor der humanen CDK2 ist. Der Enzym-Assay
wurde von Maria L. Sudrez Fernandez (Intervet Innovation GmbH, Schwabenheim) durchgefiihrt. Anzahl der

Durchfiihrungen im Enzyme-4ssay: n = 3-4.

3.2.4 Struktur-Aktivitits-Beziehungen und Analyse der Protein-Liganden-Bindung

Zur chemischen Optimierung der identifizierten Strukturen wurden Docking-Experimente zur
Ableitung von Struktur-Aktivitdtsbeziechungen sowie zur Vorhersage der Bindemodi durchge-
fiihrt. Hierzu wurden alle durch in vitro Testung bestitigten EtCRK2-Inhibitoren in die ATP-
Bindetasche mittels Docking eingepasst und jeweils 100 Liganden-Posen generiert. Fiir die
Strukturklassen der Oxindole, Rhodanine und Naphtolactame konnte in Docking-
Experimenten ein eindeutiger Bindemodus abgeleitet werden. Diese Bindemodi entsprachen
solchen, die fiir diese Strukturklassen bereits in der Literatur beschrieben wurden

[DUBININA et al., 2007]. Sie binden alle {iber mindestens eine Wasserstoffbriickeninterakti-
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on zur Hinge-Region. Fiir die Klasse der Benzimidazol-Carbonitrile konnte jedoch der Bin-

demodus nicht eindeutig vorhergesagt werden.

Abbildung 3.8: Analyse der Bindemodi der Benzimidazol-Carbonitrile.

Hier sind die zwei mdglichen Bindemodi der Benzimidazol-Carbonitrile dargestellt. Eine Substitution an Positi-
on R1 resultiert im molekularen Docking in einer Pose der Benzimidazol-Carbonitrile, die {iber den Nitril-
Stickstoff an die Hinge-Region binden (blau). Substitutionen an Position R3 erzeugen Docking-Posen, bei denen

die Benzimidazol-Carbonitrile eine Wasserstoffbriicke tiber den Carbonyl-Sauerstoff zur Hinge-Region bilden
(griin).

Die Bindemodi der Benzimidazole variieren in Docking-Analysen abhéngig vom Substituti-
onsmuster an Position R1, R2 und R3 (siche Abbildung 3.8). Eine Substitution an Position R1
und R3 lieferte im molekularen Docking eindeutige Bindemodi. Dabei dirigiert ein Substi-
tuent an Position R1 den Liganden so, dass er unter Ausbildung einer Wasserstoftbriicke liber
den Nitril-Stickstoff an die Hinge-Region bindet. Eine Substitution an Position R3 bewirkt
eine Rotation des Liganden um 180° entlang der horizontalen Achse in der Papierebene (siche
Tabelle 3.8). Dadurch bindet der Ligand iiber den Carbonyl-Sauerstoff unter Ausbildung einer
Wasserstoftbriicke an die Hinge-Region. Substitutionen an R2 fiihrten zu beiden moglichen

Bindemodi. Bei 100 generierten Liganden-Posen mit Substituent an R2 wurden beide Binde-
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modi anndhernd gleichméBig verteilt gefunden. Die Scoring-Werte unterschieden sich nicht
signifikant. Es war mittels Docking nicht moglich die Bevorzugung eines Bindemodus nach-
zuvollziehen. Zur genauen Untersuchung des Bindeverhaltens wurden deshalb Freie-Energie-
Simulationen, speziell die LIE-Methode [AQVIST & MARELIUS, 2001], eingesetzt. Diese
ist in der Lage, die freie Bindungsenergie fiir Rezeptor-Ligand-Komplexe zu berechnen. In
der LIE-Methode wird der Protein-Ligand-Komplex vollstindig flexibel betrachtet, sowie im
Bereich der Ligand-Bindetasche solvatisiert. Dadurch ist es moglich, Entropiebeitrige, die im
Docking naturgeméil vernachléssigt werden, zu beriicksichtigen. Aufgrund der Vereinfachun-
gen, die der LIE-Methode zugrunde liegen, ist es notig, die Ergebnisse iiber die Gewichtungs-

faktoren a, f und y an experimentell bestimmten Werten anzupassen.

3.2.5 Validierung der LIE-Methode und Berechnung der Gewichtungsfaktoren

Zur Validierung der LIE-Methode wurde die Kristallstruktur der humanen CDK2 (PDB-ID:
10IR) herangezogen. Die Ligandendatensidtze wurden auf Basis von verdffentlichten Bin-
dungsenergiedaten erstellt. Hierzu wurden zwei Liganddatensitze verwendet. Der eine Daten-
satz stammt von Kolb et al. [BRAMSON et al., 2001; GIBSON et al., 2002; KOLB et al.,
2008] der andere Datensatz enthdlt Liganden aus einem Patent [CHONG WESLEY et al.,
2003]. Hierbei wurden zundchst die Strukturen der beiden Testdatensétze mittels Docking in
die Kristallstruktur eingepasst, um eine Ausgangskonformation eines moglichen Protein-
Ligand-Komplexes zu erhalten. Sowohl fiir den Patentdatensatz als auch fiir den Datensatz
von Kolb et al. konnte eine gute Korrelation zwischen experimentell bestimmten Bindungs-
energien und mittels der LIE-Methode berechneten Energien erzielt werden. Nach Kreuz-
Validierung mit der Leave-One-Out Methode [TOMINAGA & JORGENSEN, 2004] wurde
ein Q° von 0,71 fiir den Patentdatensatz und ein Q* von 0,79 fiir den Datensatz von Kolb ez al.
erreicht. Die durchschnittliche Abweichung von den experimentell ermittelten Bindungsener-
gien betrug 0,41 kcal/mol fiir den Patentdatensatz und 0,86 kcal/mol fiir den Datensatz von
Kolb et al. Fiir die LIE-Methode wird eine durchschnittliche Abweichung zwischen experi-
mentell ermitteltem und berechnetem AG-Wert von etwa einem kcal/mol angenommen

[FOLOPPE & HUBBARD, 2006].
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Abbildung 3.9: Scatter-Plots der Simulationsergebnisse von CDK-Inhibitoren mit der LIE-Methode.

A) LIE-Simulationen fiir den Datensatz von Kolb ef al. [BRAMSON et al., 2001; GIBSON et al., 2002; KOLB
etal.,2008].

B) LIE-Simulationen fiir den Patentdatensatz [CHONG WESLEY et al., 2003].

Zur Anpassung der Gewichtungsfaktoren diente das Homologiemodell der EtCRK2, sowie
bekannte CDK-Inhibitoren fiir die in vitro Ki-Werte mit der EtCRK2 gemessen wurden. Das
LIE-Modell ergab ein Q* von 0,87 in der Kreuz-Validierung und eine durchschnittliche Ab-
weichung von 0,38 kcal/mol von den experimentell ermittelten Bindungsenergien. Es wurden

die Koeffizienten a = 0,80, p = 0,30 und y = -7,62 fiir das EtCRK2-LIE-Modell ermittelt.

LIE AGying (kcal/mol)

-5 -6 -7 -8 -9 -10 -1

Experimental AGying (kcal/mol)

Abbildung 3.10: Scatter-Plots der LIE-Simulationen fiir die EtCRK?.
Fiir das EtCRK2 Homologiemodell mit bekannten CDK2-Inhibitoren, konnte ein pradiktives LIE-Modell mit

einem Q” von 0,87 erstellt werden.

71



ERGEBNISSE

3.2.6 Bindemodi-Vorhersage der Benzimidazol-Carbonitrile

Fir die Benzimidazol-Carbonitrile mit Substitution an Position R2 wurden LIE-Simulationen

durchgefiihrt. Hierfiir wurden pro Liganden-Pose zwei LIE-Simulationen erstellt. Die Bin-

dungsenergien wurden fiir jede Docking-Pose (einmal iiber den Carbonyl-Sauerstoff iiber eine

Wasserstoftbriicke gebunden an die Hinge-Region und einmal iiber den Nitril-Stickstoff ge-

bunden) berechnet. Die beiden Bindungsmodi eines Liganden wurden anhand des jeweils

besten Docking-Scores ausgewihlt.

Tabelle 3.9: Bindemodi-Vorhersage der Benzimidazol-Carbonitirile mittels LIE-Methode.

Struktur Bindemodus Anzahl Docking-Posen AG_cal [kcal/mol]
0 0 55 -7,95
N\ ‘ S,
\N\ \©\CH3 N 45 —8’41
9 O 55 -6,93
Q) Ly
I N 45 -9,48
h O 22 -4,55
N /‘ O\CH3
@% N 78 -6,07
i O 25 -4,31
AR N 75 5,80
Q o O 93 -3,33
Qrf e
N N 7 -2,87

Aus den LIE-Simulationen leiten sich leichte Unterschiede in den Bindungsenergien fiir die jeweiligen Binde-

modi ab. Diese liegen jedoch meist in der Grofenordnung des Standardfehlers von einem kcal/mol.
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Die LIE-Simulationen ergaben leichte Unterschiede in den Bindungsenergien fiir die beiden
Bindemodi einzelner Liganden. Diese Unterschiede sind jedoch zumeist in der GroBenord-
nung des Standardfehlers von einem kcal/mol. Drei Félle bewegen sich in einer GroBenord-
nung aullerhalb des angenommenen Fehlers, jedoch auch nicht in einer GréBenordnung, die es
erlaubt, eine Orientierung sicher vorherzusagen. Die Bindung iiber den Nitril-Stickstoff zur
Hinge-Region scheint energetisch leicht bevorzugt, dennoch sind wahrscheinlich beide Orien-

tierungen moglich.

3.2.7 In silico Optimierung der Benzimidazol-Carbonitrile

Zur in silico Optimierung der Benzimidazol-Carbonitrile wurde eine kombinatorische Sub-
stanzbibliothek fiir diese Strukturklasse generiert. Hierzu wurde an den Positionen R1 bis R7
substituiert (siche Abschnitt 2.12 sowie Abbildung 2.2). Die Generierung der kombinatori-
schen Substanzdatenbank wurde mittels der Software Cactvs, wie in Kapitel 2.12 beschrieben,
durchgefiihrt. Hierdurch wurden insgesamt 12.356 Strukturen mit der Grundstruktur der Ben-
zimidazol-Carbonitrile generiert. Die Synthetisierbarkeit wurde fiir die in silico Generierung
der kombinatorischen Substanzbibliothek nicht beriicksichtigt. Daher handelte es sich um eine
rein virtuelle Bibliothek. Die Verbindungen dieser virtuellen Datenbank wurden in das
EtCRK2-Homologoiemodell mittels Docking eingepasst. Es wurden entsprechend dem in
Abschnitt 3.2.2 beschriebenen Vorgehen jeweils 10 Posen generiert und insgesamt 100 geeig-
nete Substanzen durch 2-Stufen-Bewertung, Interaktionsfilter sowie visueller Begutachtung
ausgewdhlt. Als weiteres Auswahlkriterium wurde die Loslichkeit der Substanzen — berechnet
mit Volsurf+ — herangezogen. Nach Loslichkeitsanalysen verblieben 20 Verbindungen in der
finalen Auswahl. Mit diesen Strukturen wurden im Anschluss Bindungsenergien mittels der
LIE-Methode berechnet. Tabelle 3.10 zeigt die finale Auswahl potentieller Inhibitoren sowie
deren berechnete AG-Werte bzw. Ki-Werte. Alle optimierten Strukturen der finalen Auswahl
der Benzimidazol-Carbonitrile, zeigten im Docking eine einheitliche Liganden-Pose. Diese
Strukturen bilden in den Docking-Experimenten iiber den Carbonyl-Stickstoff eine Wasser-

stoffbriicke zur Hinge-Region aus (siche Abbildung 3.11).
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Tabelle 3.10: Optimierte Benzimidazol-Carbonitrile mit vorhergesagten Ki-Werten.

Optimierte Struktur AG [kcal/mol] Ki [nM]

H\N/H
l‘—i o] //O /H
o S -11,93 1,8
HH N N\/ H
\
g " !
N
H\N/H H~N,H
(o]
)@ -10,94 9.6
[Il "
N
iog &8,
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o =
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Abbildung 3.11: Optimierte Benzimidazol-Carbonitril-Struktur.
Die optimierte Struktur bildet zwei Wasserstoffbriicken zur Hinge-Region aus sowie eine Wasserstoffbriicke

zum Glu88 und adressiert somit auch die Selektivititstasche.

3.3 Identifizierung von EtMRK- und PfMRK-Inhibitoren

Ein weiteres Zielprotein zur Entwicklung neuer Antiparasitika sind die MRK-homologen Ki-
nasen (MRK = MOI15 Related Kinases) der Apicomplexa. Diese Proteine gehoren ebenfalls zu
der Familie der Zyklin-abhidngingen Kinasen und wurden sowohl fiir die EtMRK als auch fiir
die PfMRK als geeignete Zielproteine validiert (siche Abschnitt 1.5.5). Ein Ziel dieser Arbeit
war es, mittels virtuellen Screenings potentielle Inhibitoren der PEIMRK und EtMRK zu iden-
tifizieren. Hierzu wurden Homologiemodelle der EtMRK und der PEIMRK generiert und po-
tentielle Inhibitoren mit der Docking-Software PLANTS [KORB et al., 2006; KORB et al.,
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2009] eingepasst. Als Screening-Datenbank wurde die BindingDB [www.bindingdb.org]
verwendet. Die BindingDB enthélt bekannte Strukturen sowie Aktivitdtsdaten von Inhibitoren
humaner Kinasen [LIU et al., 2007], die auf diese Weise fiir den Einsatz als Antiparasitika

optimiert werden konnten.

3.3.1 Homologiemodellierung der ECMRK und der PFIMRK

Fiir das virtuelle Screening nach potentiellen EtMRK- und PfMRK-Inhibitoren wurden Ho-
mologiemodelle dieser Proteine erstellt. Zum Zeitpunkt der Arbeiten (Stand: Juli 2008) sind
in der Proteinstrukturdatenbank PDB [BERMAN et al., 2003] finf Kristallstrukturen von
CDK-dhnlichen Proteinen der Apicomplexa (eine von Cryptosporidium parvum sowie vier
von P. falciparum) verzeichnet, die als potentielle Template fiir die Modellierung dienen
konnten. Diese Proteine sind homolog zu HsCDK2. Des Weiteren waren 191 Kristallstruktu-
ren der HsCDK?2 und eine Kristallstruktur der HSCDK?7 in der PDB abgelegt. Somit standen
insgesamt 197 Templatstrukturen fiir die Homologiemodellierung der EtMRK und der
PfMRK zur Verfligung. Jedoch sollte fiir die Modellierung eine Kristallstruktur als Templat
gewihlt werden, die eine mdglichst hohe Sequenzidentitdt zu der Target-Proteinsequenz auf-
weist. In Tabelle 3.11 sind mogliche Templatstrukturen mit den jeweiligen Sequenzidentitéten

zu der EtMRK und der PfIMRK angegeben.

Die in der PDB abgelegten HsCDK2 Kristallstrukturen liegen zum Teil im aktiven Komplex
als Heterodimer, d. h. gebunden mit einem Zyklin vor, und sind teilweise, mittels Phosphory-
lierung an Thr160 im Aktivierungs-Loop, vollstindig aktiviert. Fiir das strukturbasierte Wirk-
stoffdesign sind insbesondere Strukturen interessant, die mit einem Inhibitor co-kristallisiert
sind. Diese Strukturen weisen eine Proteinkonformation auf, die durch die Interaktion mit
dem Liganden zustande kommen (Induced Fitf) [ENDICOTT et al., 1999; NOBLE et al.,
2004]. Diese Strukturmerkmale ermdglichen die gezielte Entwicklung neuer Inhibitoren mit
einer fiir die Proteinbindetasche optimierten Struktur, und eignen sich daher besonders gut als
Templatstruktur fiir die Homologiemodellierung sowie auch fiir die Analyse von Protein-
Ligand-Wechselwirkungen. Dariiber hinaus sollte eine Templatstruktur eine mdglichst hohe
Auflosung und moglichst geringe isotrope Debye-Waller-Temperaturfaktoren [GAO &
PENG, 1999] der Aminosiurenreste der Ligand-Bindetasche aufweisen. Unter Berticksichti-
gung aller dieser Giitefaktoren wurde die HsCDK2 Struktur mit der PDB-ID 10OIR als
Templatstruktur zur Erstellung der Modelle ausgewdhlt. Sie besitzt eine relativ hohe Auflo-

sung von 2,1 A, sowie sehr geringe Temperaturfaktoren der Aminosiurereste der Bindetasche
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[BREITENLECHNER et al., 2005]; [NISSINK et al., 2002]. AuBerdem zeigt diese Kristall-
struktur eine geeignete Konformation des Aminosdurerestes Lys33 (HsCDK2-
Nummerierung), die eine ionische Wechselwirkung mit potentiellen Inhibitoren erlaubt. An-
reicherungsexperimente bekannter Liganden mittels Docking zeigen gute Ergebnisse mit die-

ser Kristallstruktur [BEYER, 2007].

Tabelle 3.11: Mégliche Templatstrukturen zur Homologiemodellierung der EtMRK und der PfMRK

EtMRK PIMRK
PDB- Auflosung
Organismus ) )
Identitiit Ahnlichkeit Identitit Ahnlichkeit ID [A]
[Y] [Y] [Y0] [Y]
CpCDK2 35 55 39 56 2QKR 2,6
PfPK5 36 51 42 53 1V0O 1,9
HsCDK2 38 59 39 52 10IR 1,9
HsCDK7 38 62 40 52 1UA2 3,0

Zur Generierung der Homologiemodelle fiir die EtMRK und die PfMRK wurde die humane CDK2 Struktur
(PDB-Acc.-Nr.: 10IR), trotz der etwas geringeren Sequenzdhnlichkeit im Vergleich zur humanen CDK?7 ver-

wendet, da diese Struktur eine sehr gute Auflosung besitzt.

Zu Beginn der Homologiemodellierung wurden die Sequenzen von 10IR und der EtMRK
sowie der PEMRK aligniert und dann jeweils zehn Modelle mit der Software MOE generiert.
Die Modelle wurden anschlieBend anhand einer Protein-Geometrie-Analyse in MOE bewer-
tet. Dabei wurde zunéchst ein Ramachandran-Plot fiir beide Modelle erstellt (siche Abbildung
3.12). In diesem Plot werden die ®- und ¥- Winkel der Aminosduren gegeneinander aufge-
tragen. Dieser Plot ermdglicht eine einfache graphische Aussage iiber favorisierte und erlaub-
te Bereiche einzelner Aminosduren. Aminosduren, die sich in nicht-favorisierten Bereichen
befinden, sollten genauer iiberpriift werden. Wiahrend beim EtMRK-Modell alle Aminoséuren
giinstige Torsionswinkel und somit niedrige Energien besitzen, finden sich beim PfMRK-
Modell vier Aminosduren mit ungiinstigen Torsionswinkeln (sieche Abbildung 3.12). Diese

liegen jedoch auBBerhalb der Proteinbindetasche und wurden daher nicht weiter beriicksichtigt.
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Abbildung 3.12: Ramachandran-Plots der Homologiemodelle der EtMRK und der PfMRK.
Bereiche favorisierter Torsionswinkel sind griin umrandet. Gelb umrandet sind Bereiche, deren Aminosduren
erlaubte Torsionswinkel besitzen. In weilen Regionen (d. h. ohne farbige Umrandung) sind Aminoséuren positi-

oniert, in denen Aminosduren mit ungiinstigen Bindungswinkeln vorkommen.

Analog zu den @- und - Winkeln wurden auch die Bindungslédngen und die Bindungswinkel
der Aminosdureseitenketten iiberpriift. Kam es hier zu Abweichungen von Standardwerten
wurden diese Aminosduren ndher betrachtet und mittels einer Energieminimierung optimiert.
Gegebenenfalls wurden geeignetere Rotamere einzelner Seitenketten aus einer Rotamer-
Datenbanken verwendet. Hierbei wurde auf mogliche Interaktionen der Seitenketten (bei-
spielsweise Wasserstoftbriicken) mit benachbarten Aminosduren geachtet. Im letzten Schritt
wurden mogliche Atomkollisionen untersucht und Kontaktenergien berechnet. In beiden Mo-
dellen wurden keine Atomkollisionen detektiert und die Kontaktenergien der einzelnen Ato-

me lagen innerhalb der Normwerte.

Die Giite der so erstellten Homologiemodelle der EtMRK sowie der PEIMRK wurde mittels
Docking tiberpriift. Hierzu wurden bekannte Oxindol-Inhibitoren der PPIMRK [WOODARD et
al., 2003] unter Verwendung der Docking-Software GOLD in die Modelle eingepasst. Die
Docking-Experimente lieferten Liganden-Posen mit einem Bindungsmodus, wie er flir Oxin-
dol-Inhibitoren zu erwarten wiare [BRAMSON et al., 2001; WOODARD et al., 2003] und
bestitigten so die Giite der Modelle (siche Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Bindungsmodus eines bekannten PfMRK-Inhibitors.
Der bekannte Oxindole-Inhibitor [WOODARD ef al., 2003] bindet iiber typische Wasserstoffbriickenbindungen

zur Hinge-Region.

3.3.2 Evaluierung der Docking-Software PLANTS

Die Docking-Software PLANTS ermdglicht es, eine virtuelle Screening-Datenbank sehr
schnell nach potentiellen Liganden zu durchsuchen und wurde daher zum virtuellen Screening
nach Inhibitoren der EtMRK sowie PfMRK eingesetzt [KORB et al., 2006; KORB et al.,
2009]. Da bislang nur wenige virtuelle Screenings mit dieser Docking-Software durchgefiihrt
wurden, musste die Software zunédchst hinreichend evaluiert werden. Sie wurde daher in eini-
gen Docking-Experimenten mit der Docking-Software GOLD [JONES et al., 1995] vergli-

chen.
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3.3.2.1 Re-Docking Experimente

Zur Evaluierung der Docking-Software PLANTS wurden zunichst Re-Docking Experimente
durchgefiihrt und mit der Standard-Dockingsoftware GOLD verglichen. Fiir ein Re-Docking
Experiment bendtigt man geeignete Kristallstrukturen mit co-kristallisierten Liganden. Hierzu
wurden 15 Kristallstrukturen der humanen CDK2 verwendet, die eine Auflosung kleiner
2,5 A besitzen, mit einem Inhibitor co-kristallisiert sind und deren Bindetaschen-
Aminoséuren vollstindig kirstallographisch aufgelost sind. Fiir das Re-Docking wurden die
Inhibitoren zunichst aus der Proteinbindetasche entfernt und neue Startkonformationen be-
rechnet [SADOWSKI, 1997; TETKO, 2005]. Fiir den Vergleich zwischen Ursprungskonfor-
mation der Liganden und Konformation der Liganden nach dem Docking, wurden root mean
square deviation (RMSD) Werte der Schweratome der Liganden berechnet und dienten als
Mal fiir die Qualitét der Posen-Generierung des Docking-Algorithmus. Je kleiner der resultie-
rende RMSD-Wert, desto genauer reproduziert die Docking-Software die Liganden-Pose. Als
ein ausreichend genaues Docking wurde ein RMSD-Wert von maximal 2 A angenommen. Fiir
diese Experimente wurden die Einstellungen der PLANTS- und der GOLD-Software so ge-
wihlt, dass sie eine moglichst schnelle Berechnung der einzelnen Liganden erlauben (Sree-
ning Modus). Fiir jeden Liganden wurden 25 verschiedene Posen generiert und im Anschluss
daran Mittelwerte der berechneten RMSD-Werte gebildet (sieche Abbildung 3.14). Die Er-
folgswahrscheinlichkeit, eine Liganden-Pose mit einem Durchschnitts-RMSD von kleiner
2 A, verglichen mit der Konformation der Kristallstruktur, zu generieren, lag bei 27% fiir die
PLANTS-Software sowie bei 53% fiir die GOLD-Software. Die relativ hohe Standardabwei-
chung der Durchschnitts-RMSD-Werte der einzelnen Protein-Ligand Komplexe liegt unter
anderem darin begriindet, dass in einigen Experimenten sehr unterschiedliche Posen desselben
Liganden vorhergesagt wurden, welche dementsprechend hohe RMSD-Werte aufwiesen. Ei-
nige Inhibitoren zeigten zudem Docking-Posen die um 180° rotiert vorlagen. Unterschiedliche
Bindemodi in Docking-Experimenten, finden sich fiir CDK-Inhibitoren hédufig, da sie im Do-
cking mit der Hinge-Region iiber verschiedene Wasserstoffbriicken-Muster in Interaktion tre-
ten konnen [WU et al., 2003] und bei einer Drehung um 180° sogar das typische Interaktions-
Muster mit der Hinge-Region beibehalten.
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Abbildung 3.14: Durchschnitts-RMSD-Werte der Liganden-Posen nach einem Re-Docking mit der Software
PLANTS und GOLD.
Die Beiden Grafiken veranschaulichen deutlich, dass die Docking-Software GOLD héaufiger die bioaktive Kon-

formation reproduzieren konnte.

In dem Balkendiagramm (Abbildung 3.15) repridsentieren die Balken die Anzahl der richtig
generierten Docking-Posen. Die GOLD-Software war in 66% aller generierten Posen in der

Lage, die Protein-Ligand-Komplexe erfolgreich zu reproduzieren. Eine dhnlich gute Perfor-
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mance wurde auch von Kellenberger et al. beschriecben [KELLENBERGER et al., 2004].
PLANTS erzielte nur in 33% aller generieren Posen einen Durchschnitts-RMSD von kleiner 2
A, verglichen mit der Konformation der Kristallstruktur. Fiir ein virtuelles Screening ist es
nicht notwendig, dass alle generierten Liganden-Posen eines einzelnen Liganden der bioakti-
ven Konformation entsprechen. Wichtig ist, dass die verwendete Bewertungsfunktion zwi-
schen ,richtig® und ,,falsch* generierten Docking-Posen diskriminieren kann [CROSS et al.,
2009]. Zudem wurden Docking-Parameter verwendet, die eine schnelle Berechnung der Li-
ganden-Posen erlauben. Fiir die Kristallstruktur 1HO1 findet PLANTS in 25 generierten Do-
cking-Posen keine korrekte Pose. Die Software GOLD war hingegen nicht in der Lage eine
korrekte Liganden-Pose der Kristallstruktur 10IR zu generieren. Zu einem dhnlichen Ergeb-
nis kam Beyer unter Verwendung der Software AutoDock 3.0 [BEYER, 2007]. Dies konnte
auf Fehler in den Proteinstrukturen zuriickzufiihren sein [SOTRIFFER & DRAMBURG,
2005].
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Abbildung 3.15: Anzahl der richtig reproduzierten Liganden-Posen nach Re-Docking Experimenten mit der
Software PLANTS und GOLD.
Die Docking-Software GOLD findet im Gegensatz zu PLANTS héufiger korrekte Liganden-Posen, die der Kris-

tallstruktur entsprechen. Fiir sechs der 15 Kristallstrukturen wurde stets die korrekte Liganden-Pose ermittelt.

Neben der Generierung einer korrekten Liganden-Pose, wurden die beiden Docking-
Algorithmen von GOLD und PLANTS auch in Bezug auf ihre Bewertungsfunktionen getes-
tet. Hierbei sollte iiberpriift werden, ob die Giite der ermittelten Liganden-Posen auch mit der

internen Bewertungsfunktion der Docking-Software korreliert. Dazu wurde das finale Ran-
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king via RMSD-Wert und via Scoring-Wert miteinander verglichen und eine Spearman Kor-
relation [WISSLER, 1905] durchgefiihrt. Bei dieser Art von Korrelationsanalyse wird unter-
sucht, inwieweit zwei Variablen (z. B. Scoring- und RMSD-Wert) in Beziehung zueinander
stehen. Der hierbei berechnete Spearman Korrelationskoeffizient Ry kann zwischen -1 und 1
varieren (-1 = inverse Korrelation, 0 = keine Korrelation, 1 = Korrelation). Ry sollte moglichst
nahe eins liegen. Dies wiirde bedeuten, dass richtige Liganden-Posen einen besseren Docking-
Score erhalten als solche mit nicht korrekten Posen. Bei einem negativen R, hingegen wiirden
schlechtere Liganden-Posen besser bewertet werden als korrekte Posen. Die Abbildung 3.16
zeigt, dass die interne Bewertungsfunktion von PLANTS gut geeignet ist, um eine gute Li-
ganden-Pose zu identifizieren. Fiir sieben der 15 Re-Scoring-Experimente errechnete sich ein
Korrelationskoeffizient Rs von iiber 0,5. Der Durchschnitts-R; iiber alle Experimente lag fiir
PLANTS bei 0,32. Die Docking-Software GOLD schnitt hier mit einem Durchschnitts- R
von 0,08 deutlich schlechter ab und zeigte im Durchschnitt keine Korrelation zwischen dem
Docking-Score und dem RMSD-Wert. In elf von 15 Re-Docking-Experimenten war Rg von
PLANTS hoher als bei GOLD und nur in zwei Re-Docking-Experimenten (fiir die Kristall-
strukturen 1JSV und 1PXI) schnitt GOLD besser ab.
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Abbildung 3.16: Vergleich zwischen dem RMSD-Wert und der Anreicherung von aktiven Substanzen.
Die Grafik zeigt, dass die Scoring-Funktion von PLANTS hiufiger eine korrekte Docking-Pose identifiziert. Die
korrekten Docking-Posen (d. h. Posen mit einem RMSD von kleiner 2 A) bekommen einen besseren Docking-

Score.

83



ERGEBNISSE

Entscheidend fiir ein virtuelles Screening ist, dass die Liganden-Pose mit dem besten Scoring-
Wert, einen RMSD-Wert von kleiner 2 A besitzt um Posen, die nicht der bioaktiven Konfor-
mation entsprechen, zu entfernen. Die GOLD-Software war fiir 73% der Protein-Ligand-
Komplexe geeignet, eine dhnliche bioaktive Konformation zu selektieren. PLANTS erzielte in

93% der Fille eine Selektion der bioaktiven Konformation (siehe Tabelle 3.12).

Tabelle 3.12: RMSD-Werte der Liganden-Posen mit dem besten GOLD-Score sowie PLANTS-Score nach einem

Re-Docking in die Proteinbindetasche.

GOLD-Score PLANTS-Score
PDB-ID
RMSD RMSD
1AQ1 1,2 0,9
1D18 7,1% 1,2
1IE1V 0,4 0,6
1GZ8 1,0 0,8
1HO1 2,1% 4,4%
1JSV 1,5 1,1
1JVP 0,6 0,5
1KE9 1,5 1,5
101Q 0,7 0,7
10IR 8,3* 1,7
101U 0,8 0,8
1PXI 0,3 0,7
1R78 1,4 1,5
1URW 2,9* 2,0
1V0O 0,7 0,5

Angegeben ist der RMSD-Wert der Liganden-Pose eines Referenz-Liganden, die von den einzelnen Scoring-

Funktionen am besten bewertet wurde.
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3.3.2.2 Anreicherungsexperimente

Zur weiteren Evaluierung der Software GOLD und PLANTS wurden Anreicherungsexperi-
mente von bekannten Inhibitoren der humanen CDK2 durchgefiihrt. Prinzipiell sollte eine
Docking-Software im in silico Screening geeignet sein, zwischen Liganden eines Proteins und
solchen, die wahrscheinlich nicht binden zu unterscheiden. Deshalb wurden Docking-
Experimente mit einem speziell fiir solche Fragestellungen entwickelten Testdatensatz (siche
2.2; DUD-Testdatensatz, [HUANG et al., 2006]) mit dem CDK2-Protein durchgefiihrt. Dieser
Datensatz enthdlt 72 CDK-Inhibitoren und insgesamt 2.074 inaktive Verbindungen. Die Inak-
tivitdt fiir diese Proteinklasse wurde in silico vorhergesagt und wurde nicht in vitro bestitigt.
Als Proteinstruktur fiir das Docking diente wiederum eine Struktur der humanen CDK2
(PDB-Acc.-Nr.: 10IR). Die Einstellungen der Parameter von PLANTS und GOLD entspra-

chen denen eines virtuellen Screening Setups.
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Abbildung 3.17: ROC-Kurve
Die beiden generierten ROC-Kurven fiir das PLANTS- und GOLD-Docking zeigen, dass die Scoring-Funktion
PLANTS-Score im Gegensatz zu GOLD-Score besser in der Lage war, zwischen ,,Richtig-Positiven” (d.h.

CDK-Inhibitoren) von ,,Falsch-Positiven* (Decoys) zu diskriminieren.

Zur Auswertung des Anreicherungs-Experimentes diente die ROC-Kurve (ROC = Receiver

Operating Characteristic). In dieser wird die Rate der ,,Falsch-Positiven* (inaktive Liganden)
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mit hohem Docking-Score zur Rate der ,,Richtig-Positiven* (aktive Liganden) aufgetragen.
Abbildung 3.17 zeigt den Vergleich zwischen den beiden ROC-Kurven fiir das PLANTS- und
das GOLD-Docking. Eine gute Anreicherung von aktiven Substanzen konnte mit der
PLANTS-Software erzielt werden. Die GOLD-Software schnitt bei den durchgefiihrten Do-
cking-Experimenten schlechter ab. Ein MaB fiir die Giite des Tests ist die Fliche unter der
ROC-Kurve (AUC = Area Under Curve). Die Fliche kann Werte zwischen 0 und 1 anneh-
men, wobei ein hoherer Wert eine hohere Giite anzeigt. Mit PLANTS konnte ein besserer
AUC-Wert von 0,69 im Vergleich zu GOLD 0,58 erzielt werden. Ahnliche AUC-Werte wur-
den fiir die Software GOLD bereits publiziert [Cambridge Crystallographic Data Centre;

http://www.ccdc.cam.ac.uk/].

3.3.3 Virtuelles Screeening nach potentiellen Inhibitoren der EEMRK und der PFIMRK
Fiir das Hochdurchsatz-Docking mit der Software PLANTS wurden zuvor Kinase-Inhibitoren
aus der BindingDB selektiert, die einen IC50-Wert von unter 10 pM zeigten. Dieser Schritt
wurde durchgefiihrt, um einen Testdatensatz geeigneter Inhibitoren humaner Kinasen zu er-
halten. Diese Inhibitoren sollten fiir parasitire Zielproteine optimiert werden konnen, da die
ATP-Bindetaschen humaner und parasitdrer Kinasen sehr dhnlich sind. Im Hochdruchsatz-
Docking wurden insgesamt 2.139 Kinase-Inhibitoren der BindingDB Substanzdatenbank in
die aktiven Zentren der Homologiemodelle EtMRK und PfMRK eingepasst und mittels der
PLANTS-Scoringfunktion bewertet.

Mit dem Homologiemodell der EEIMRK konnten im virtuellen Screening hauptsiachlich Inhibi-
toren der humanen CDK7 und der humanen Protein Kinase B (PKB) angereichert werden.
Zudem fand eine Anreicherung von Inhibitoren der humanen CDK1, CDK2 und CDK4 statt.
In Abbildung 3.18 sind die Anreicherungsfaktoren (EF = Enrichment Factor) der bekannten
Kinase-Inhibitoren in den oberen 1% (EF1), 2% (EF2) bzw. 5% (EF5) der finalen mit
PLANTS-Score bewerteten Datenbank dargestellt. Im Fall der PEMRK konnten hauptséchlich
Inhibitoren der Epidermal-Growth-Factor-Receptor Kinase (EGF-R), der 3-Phosphoinositide-
abhingigen Protein Kinase 1 (PDK1) und der PKB in den oberen zwei Prozent der finalen
Datenbank angereichert werden. In den oberen 5 Prozent der Datenbank fanden sich zudem
auch Inhibitoren der Thymidin-Kinase und Ca”’/Calmodulin-dependent Protein Kinase

(CAMK).
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Abbildung 3.18: Anreicherungen der jeweiligen Kinase-Inhibitoren fiir die EtMRK.
Die Bewertungsfunktion PLANTS-Score wurde fiir das finale Ranking der Datenbank verwendet. Auf der Ordi-
nate sind die jeweiligen Kinase-Inhibitoren aufgetragen. Die Abszisse bezeichnet die jeweiligen Anreicherungs-

faktoren (EF), in den oberen 1% (EF1), 2% (EF2) und 5% (EF5) der finalen Datenbank.
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Abbildung 3.19: Anreicherungen fiir die PfMRK der jeweiligen Kinase-Inhibitoren.
Die Bewertungsfunktion PLANTS-Score wurde fiir das finale Ranking der Datenbank verwendet. Die Abszisse
bezeichnet die jeweilige Anreicherung, in den oberen 1% (EF1), 2% (EF2) und 5% (EF5) der finalen Datenbank.
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Um geeignete Strukturklassen als virtuelle Hits auszuwihlen, wurde fiir die zwei Prozent der
Strukturen mit dem hochsten PLANTS-Score diverse Murcko Assemblies [BEMIS & MUR-
CKO, 1996] generiert. Die so selektierten Substanzen dienten als Hit-Cluster der parasitiren
Zielproteine, die gegebenenfalls im Anschluss noch weiter optimiert werden konnen, sofern
sich thre Aktivitdt in vitro bestétigen lasst. Fiir jedes Zielprotein wurden acht Strukturen aus-
gewihlt. Drei dieser acht Strukturen wurden sowohl fiir die EtCRK2 als auch fiir die PFIMRK
identifiziert (siche Tabelle 3.13).

Tabelle 3.13: In silico Hits der EtMRK und der PIMRK

EtMRK PfMRK

N ‘ \/N N
Q) e LA, ~

O {
O LG

Es konnten sieben in silico Hits der EtMRK sowie der PfIMRK durch das virtuelle Screening identifiziert wer-

den. Drei in silico Hits wurden fiir beide Zielproteine identifiziert und sind daher grau unterlegt.

88



DISKUSSION

4 Diskussion

4.1 Zyklin-abhangige Kinasen als Zielproteine der Therapie von Proto-

zoen-Infektionen

Zyklin-abhingige Kinasen sind Zielproteine in der Bekdmpfung von Krebserkrankungen, da
sie eine Schliisselfunktion in der Regulation des Zellzyklus besitzen [MALUMBRES &
BARBACID, 2009]. Der reibungslose Ablauf des Zellzyklus ist fiir jede sich teilende Zelle —
auch fiir Tumorzellen — essentiell [JOHANSSON & PERSSON, 2008]. In Tumorzellen ist der
Zellzyklus dereguliert [BERTHET & KALDIS, 2007]. Die Folge ist ein unkontrolliertes
Zellwachstum [DEL SAL, 1997]. Eine gezielte Inhibierung von Zellzyklus-relevanten CDKs
unterbindet ein Fortschreiten der Tumorbildung und hat nur geringen Einfluss auf ruhendes —
nicht proliferierendes Gewebe [BERTHET & KALDIS, 2007; MONACO & VALLANO,
2003]. Krebszellen und parasitisch lebende Protozoen &hneln einander [KLINKERT &
HEUSSLER, 2006]. Beide besitzen eine vergleichbar hohe Zellteilungsrate [DOERIG, 2004].
Diese Gemeinsamkeit inspirierte die Auswahl von Zyklin-abhidngigen Kinasen als Zielprotei-
ne in parasitisch lebenden Protozoen. Die Eignung dieser Zielproteine konnte in Protozoen
bereits mehrfach gezeigt werden [DOERIG, 2004; HAMMARTON et al., 2003; NAULA et
al., 2005]. Analog sollte die Inhibierung von CDKs aus E. tenella den Zellzyklus unterbinden
und damit den Lebenszyklus des Parasiten unterbrechen. In in vitro Experimenten konnte dies
nachgewiesen werden. Hierfiir wurde der Effekt des bekannten CDK-Inhibitors Flavopiridol
auf die Inhibierung der Schizontenentwicklung getestet (sieche Abschnitt 1.5.5, Tabelle 1.3)
[BEYER, 2007]. Die Ergebnisse dieser Studie validieren CDK-dhnliche Proteine chemisch als

Zielproteine in E. tenella.

4.2 Bioinformatische Identifizierung und Charakterisierung von Zyklin-
abhangignen Kinasen in E. tenella

Eine Vorraussetzung fiir das rationale Wirkstoffdesign von Inhibitoren Zyklin-abhéngiger
Kinasen des Parasiten E. tenella war die bioinformatische Identifizierung dieser Proteine. Im

Vergleich zur Situation bei Sdugetieren ergab die bioinformatische Analyse fiir E. fenella eine

deutlich geringere Anzahl von CDK Proteinen. Es wurden neben der bereits bekannten
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EtCRK2 drei weitere CDK-dhnliche Sequenzen identifiziert. Im Menschen sind elf CDK Pro-
teine bekannt. Hiervon besitzen vier CDK Proteine eine wichtige Funktion in der Regulation
des Zellzyklus (HsCDK1, HsCDK2, HsCDK4 und HsCDK®6). Fiir Hefen ist bekannt, dass die
Zellzyklusregulation nur durch eine einzige CDK (cdc2p/CDC28 equivalent zur humanen
CDK1) mit verschiedenen Zyklinpartnern gesteuert wird [MORGAN, 1997]. Es ist somit an-
zunehmen, dass die CDK Proteine in Invertebraten mehrere Aufgaben in der Zellzyklusregu-
lation {ibernehmen, und dass bei einem Funktionsverlust gravierende Folgen fiir den Organis-
mus entstehen. Durch Sequenzvergleiche konnten in E. tenella nur zwei CDK Proteine identi-
fiziert werden (EtCRK2 und EtCRK3), die vermutlich eine Rolle im Zellzyklus spielen. Hier-
bei ist EtCRK2 homolog zur HsCDK 1 sowie HsCDK2. Dagegen besitzt EtCRK3 die hochste
Identitdt zur HsCDK1. Die Vermutung, dass die EtCRK2 eine zentrale Funktion im Zellzyk-
lus von E. tenella besitzt, wird durch Versuche mit anderen CDK homologen Proteinen para-
sitdrer Protozoen gestiitzt [DOERIG et al., 2000]. Es konnte gezeigt werden, dass die Ver-
mehrung der Parasiten Plasmodium falciparum, Leishmania mexicana und Trypanosoma bru-
cei durch CDK-Inhibitoren, die fiir humane CDKs entwickelt wurden, unterbunden werden

konnte [GRANT et al., 2004; HARMSE et al., 2001; WOODARD et al., 2003].

Die BLAST-Suche in Datenbanken des Sanger Institutes, ergab die bislang nicht beschriebe-
nen Sequenzen EtMRK, EtCRK1 und EtCRK3. Dass es sich bei den gefundenen Sequenzen
tatsdachlich um Zyklin-abhéngige Kinasen handelt, bestitigt die hohe Sequenzidentitit sowohl
zu EtCRK2 als auch zu PfPKS5 sowie zu anderen homologen CDK-Sequenzen von P. falcipa-
rum. Ein multiples Sequenz-Alignment mit der humanen CDK2 Sequenz zeigte aullerdem,
dass alle drei Sequenzen die konservierten Doméadnen G-Loop, PSTAIRE-Helix, Hinge-Region
und T-Loop besitzen. Die Sequenzen waren fiir EtCRK3 sowie fiir EtCRK1 an beiden Termi-
ni unvollstindig, so dass fiir beide Sequenzen keine vollstindigen Proteinsequenzen abgeleitet
werden konnten. Fiir die EtMRK konnte jedoch eine vollstindige Proteinsequenz vorherge-
sagt werden. Sie wies eine gro3e N-terminale Verldngerung von 43 Aminosduren auf. Auf-
grund der Tatsache, dass die homologen Proteinsequenzen von Organismen der Apicomplexa
einen deutlich kiirzeren N-Terminus besitzen [LI et al., 1996] sowie das angenommene Start-
codon nicht in einem Kozak-Motiv [LEWIN, 2008] enthalten ist, wurde ein Sequenzierungs-
fehler angenommen. Die Nukleotidsequenzanalyse ergab im Leserahmen +1 ein ,,ACG”-
Triplet an Position 139 der Etmrk. Nimmt man ,,ATG* anstatt ,,ACG* an, erhilt man ein Ko-
zak-Konsensus-Motiv. Die vorhergesagte EtMRK Proteinsequenz resultierte so in einer ver-

gleichbaren Lange und Aminosdureabfolge zu anderen homologen MRK-Sequenzen inner-
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halb der Apicomplexa. Eine experimentelle Priifung dieser Hypothese wurde nicht durchge-

fiihrt.

Eine Vorhersage der Funktion, der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten CDK-dhnlichen
Proteine von E. tenella, ist mittels Sequenzvergleich zu Sequenzen gut charakterisierter hu-
maner CDKSs nicht vollstdndig moglich. EEIMRK besitzt eine hohe Sequenzidentitit zur huma-
nen CDK7 (HsCDK7). Daher wére eine orthologe Funktion zur HsCDK7 denkbar. Fiir diese
ist eine duale Funktion bestétigt worden [FISHER, 2005]. HsCDK?7 ist zum einen an der
Transkriptionsregulation der RNA-Polymerase II beteiligt und zum anderen besitzt sie eine
Funktion als CDK-Aktivierungskinase (CAK). Die Sequenzanalyse der EtMRK lieferte Hin-
weise, die gegen eine zur HsCDK?7 orthologe Funktion sprechen. Es konnte kein Kern-
Lokalisierungssignal (NLS) [MEIER & BLOBEL, 1990] in der EtMRK Sequenz vorherge-
sagt werden. Proteine die an der Transkriptionsregulation beteiligt sind, miissen in den Kern
transportiert werden und bendtigen hierfiir ein NLS, das den Transport in den Zellkern ge-
wihrleistet [LANGE et al., 2009]. Eine CAK-Funktion der EtMRK ist aufgrund des Fehlens
von CAK-Bindemotiven in den potentiellen Substraten EtCRK2 und EtCRK3 ebenfalls frag-
lich. Zur vollstindigen Aktivierung der EtCRK2 sowie der EtCRK3 muss die Aminoséure
Threonin im Aktivierungs-Loop dieser Kinasen phosphoryliert werden. Dies kann auch durch
eine Autophosphorylierung erfolgen und wurde fiir die EtCRK2 bereits nachgewiesen
[KINNAIRD et al., 2004]. Daher wire ein CAK-Enzym zur vollstindigen Aktivierung nicht
zwingend notwendig. Diese Vermutung wird dadurch unterstiitzt, dass weder die EtCRK2

noch die EtCRK3 ein CAK-Bindemotiv besitzen.

Die EtCRK3 Proteinsequenz ist der Proteinsequenz der HsCDK1 #hnlich. Die Inaktivierung
der HsCDK1 wird durch Phosphorylierung an den Aminoséuren Thr14 sowie Tyrl5 reguliert
und ist fiir den CDK1/Zyklin-Komplex charakteristisch [MALUMBRES & BARBACID,
2005]. Wéhrend Tyrosin in allen CRK3-dhnlichen Proteinsequenzen der Apicomplexa kon-
serviert vorliegt, liegt an der homologen Position des Thr14 ein Alanin vor. Dies ldsst vermu-
ten, dass die mogliche Inaktivierung durch einen bisher noch unbekannten Mechanismus re-

guliert wird.
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4.3 Bioinformatische Identifizierung und Charakterisierung von Zyklinen

in E. tenella

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung Zyklin-dhnlicher Sequenzen in E. fe-
nella. Die Auswahl der Suchsequenzen fiir die BLAST-Suche nach nicht identifizierten Zykli-
nen, die moglicherweise in der Lage sind, die Zyklin-abhingige Kinase EtCRK?2 aus E. tenel-
la zu aktivieren, erfolgte auf Basis bekannter Zykline aus P. falciparum (PfCYCI1, PfCYC2,
PfCYC3 und PfCYC4) [MERCKX et al., 2003]. Wie MERCKX et al. zeigen konnten, sind
die Proteine PfCYC1 und PfCYC3 in der Lage, dass PfPKS5 Protein zu aktivieren [MERCKX
et al., 2003]. Analog zur Situation in P. falciparum ist EtCYC1 sowie EtCYC3 vermutlich
ebenfalls geeignet EtCRK2 zu aktivieren. Dariiber hinaus ist auch RINGO [FERBY et al.,
1999], ein Protein aus Xenopus laevis, das keine Sequenzdhnlichkeit mit den Zyklinen besitzt,
jedoch strukturelle Ahnlichkeiten aufweist, in der Lage, PfPK5 zu aktivieren [MERCKX et
al., 2003]. Maria L. Suédrez Fernandez (Intervet Innovation GmbH, Schwabenheim) konnte
zeigen, dass RINGO geeignet ist, die EtCRK2 zu aktivieren. Die mit der BLAST-Suche zu
PfCYC1 und PfCYC3 gefundenen Zykline (EtCYCI1, EtCYC3a sowie EtCYC3b), sollten aus
diesem Grund ebenfalls in der Lage sein, die anderen CDK-homologen Proteine zu aktivieren.
Dies konnte von Maria L. Suarez Fernandez in vitro fiir die EtCYC3a gezeigt werden und
bestitigt so die angenommene These [Maria L. Suarez Fernandez, unpublizierte Daten]. In

vitro Experimente fiir die EtCYC1 sowie die EtCYC3b stehen allerdings noch aus.

Die Sequenz-Konservierung der Zykline innerhalb der beiden Familien Haemosporidae (P.
falciparum) und Eimeriidae (E. tenella) ist sehr gering. Daher fiihrte erst die BLAST-Suche
mit der homologen TgCYC1 Proteinsequenz [KVAAL et al., 2002] aus T. gondii zur Identifi-
zierung einer dhnlichen Zyklin-Sequenz in E. fenella. Diese Sequenz aus 7. gondii besitzt
jedoch interessanterweise eine hohe Sequenzihnlichkeit zum humanen Zyklin H [KVAAL et
al., 2002], das auch in der Lage ist, PfPKS5 zu aktivieren [MERCKX et al., 2003]. Dariiber
hinaus bindet Zyklin H an die HsCDK2, allerdings ohne diese zu aktivieren [ANDERSEN et
al., 1997]. Die Zyklin-Box von TgCYCI wiederum besitzt die hochste Ahnlichkeit zu
PfCYCI1, welches ebenfalls eine hohe Sequenzihnlichkeit zum humanen Zyklin H besitzt [LE
ROCH et al., 2000]. Das in dieser Tiefenanalyse ermittelte neue, in der Literatur bislang nicht
beschriebene, homologe Zyklin kdnnte somit tatsdchlich eine Aktivierungsfunktion fiir die

EtCRK2 besitzen.
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Die mit der Suchsequenz PfCYC3 durchgefiihrte BLAST-Suche ergab zwei homologe Se-
quenzen in E. tenella (EtCYC3a und EtCYC3b). EtCYC3a, EtCYC3b sowie PFCYC3 besit-
zen die hochste Sequenzihnlichkeit zu TgCYC2 aus T. gondii [HAMMARTON et al., 2003].
TgCYC2 zeigt keine Sequenzihnlichkeit zu den humanen G1-Phase regulierenden Zyklinen
D und E, ist aber in der Lage, die im Zellzyklus relevante TgCRK3 zu aktivieren. TaCRK3 ist
homolog zu EtCRK2. Daher liegt die Vermutung nahe, dass auch EtCYC3a als auch Et-
CYC3Db geeignet sind, EtCRK2 zu aktivieren. Wie bereits beschrieben, konnte diese These fiir
die EtCYC3D in vitro bestitigt werden.

Die Abfragesequenzen PfCYC2 und PfCYC4 sind bislang nicht detailliert beschrieben. Fiir
PfCYC2 ist die genaue Funktion bislang nicht bekannt und es konnte auch keine homologe
Sequenz im Genom von E. fenella identifiziert werden. Fiir PfCYC4 vermutet man eine Funk-
tion als Aktivierungspartner der PfCRKI1 in P. falciparum. In E. tenella konnte ein zu
PfCRK1 homologes Protein nachgewiesen werden (EtCRK1). Analog zu P. falciparum kann
daher vermutlich die EtCRK1 ebenfalls durch das Zyklin EtCYC4 aktiviert werden.

In eukaryotischen Systemen ist die Kontrolle des Zellzyklus sehr gut untersucht. Es ist be-
kannt, dass die Anzahl der Zykline wesentlich hoher ist, als die Anzahl der katalytischen Un-
tereinheiten [MALUMBRES & BARBACID, 2005; SATYANARAYANA & KALDIS,
2009]. Es wurde auch nachgewiesen, dass diese von verschiedenen Zyklinen aktiviert werden
[HOCHEGGER et al., 2008; MALUMBRES, 2005]. In P. falciparum hingegen wurde nur
eine deutlich geringere Anzahl von Zyklinen sowie CDKs gefunden [DOERIG et al., 2002;
MERCKX et al., 2003]. In dieser Arbeit ist es durch in silico Methoden gelungen, drei bis-
lang nicht annotierte CDK-&hnliche Proteine und vier Zykline in E. tenella zu identifizieren.
Es wurde somit eine vergleichbare Anzahl von CDKs sowie Aktivatoren wie in anderen Or-
ganismen der Apicomplexa identifiziert. Es ist denkbar, dass noch weitere homologe Proteine
in E. tenella existieren, da mittels Best-Best-Hit bei einer BLAST-Suche nicht zwangsldufig
alle Homologen identifiziert werden. Dies liegt darin begriindet, dass der beste Treffer einer
BLAST-Suche aufgrund des zugrunde liegenden mathematischen Modells und des heuristi-
schen Ansatzes, nicht zwangslaufig auch die Sequenz mit der geringsten genetischen Distanz
ist [KOSKI & GOLDING, 2001]. Im Speziellen ist eine Sequenzhomologie-Analyse bei den
sehr diversen Zyklinen schwierig [MERCKX et al., 2003], da sie generell eine sehr geringe
Sequenzdhnlichkeit zueinenander aufweisen [MORGAN, 1997]. Die Vorhersage der genauen

Funktion von CDKs sowie den Zyklinen von E. tenella sollte — dhnlich wie zum Teil fiir P.
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falciparum bereits durchgefiihrt [DOERIG et al., 2002; MERCKX et al., 2003] — durch bio-

chemische Experimente belegt werden.

4.4 Strategien zur Hemmung von Kinasen

Fiir eine Hemmung von Kinasen bieten sich grundsitzlich vier verschiedene Strategien an:
eine Blockierung der Substratbindung, die Verdrangung von ATP, eine allosterische Regula-
tion sowie eine Irreversible Inhibierung [KUBINYI & MULLER, 2004]. Im ersten Fall muss
die Ausbildung eines Protein-Protein-Kontaktes verhindert werden, da Kinasen andere Protei-
ne als Substrate erkennen und binden [KLEBE, 2009]. Aufgrund der GréBe der sich ausbil-
denden Wechselwirkungsflichen erscheint diese Strategie duflerst schwierig, jedoch sind ei-
nige Beispiele aus der Literatur bekannt, in denen Inhibitoren die Substratbindetasche adres-
sieren [ORZAEZ et al., 2009]. Der Vorteil einer Blockierung der Substratbindung liegt in der
geringen Konservierung im Bereich der Substrat-Bindetasche, was es ermoglicht, Selektivitit
zu erreichen [KUBINYI & MULLER, 2004]. Eine Verdringung des ATP aus seiner Bindeta-
sche beispielsweise fiihrt aufgrund der hohen Konservierung hiufig zu Selektivitétsproble-
men, und konnte somit umgangen werden [ORZAEZ et al., 2009]. Geringfligige Unterschiede
der ATP-Bindetaschen von CDKs der Vertebraten und der Protozoen (ausfiihrlicher diskutiert
in Abschnitt 4.5), erlauben jedoch die Entwicklung von selektiven ATP-kompetitiven Inhibi-

toren.

4.5 Leitsturkturidentifizierung von Inhibitoren der EtCRK2

Fiir die Suche nach neuen Inhibitoren die das EtCRK2 Protein adressieren wurde bereits ein
virtuelles Screening durchgefiihrt [BEYER, 2007]. Das von Beyer verwendetet Screening-
Protokoll ist dhnlich zu vielen anderen Studien [MUTHAS et al., 2008; OELLIEN et al.,
2009; PEROLA, 2006]. Es umfasste eine 3D-Pharmakophorfilterung, molekulares Docking
und Scoring sowie verschiedene Nachprozessierungsschritte. Hierbei konnten elf EtCRK2-

Inhibitoren identifiziert werden [BEYER, 2007].

Ein typischer Schritt fiir das sich anschlieBende rationale Wirkstoffdesign ist die Anreiche-
rung von Hit-Clustern [SCHNECKE & BOSTROM, 2006]. Hierzu wurden Substruktur- und
Ahnlichkeitssuchen auf Basis dieser Inhibitoren durchgefiihrt. Die eingesetzte Methode ba-
siert auf der Annahme, dass strukturell &hnliche Verbindungen auch eine dhnliche biologische

Aktivitit zeigen [QUINTUS et al., 2009]. Als Schliisseleigenschaft fiir die Substruktursuchen
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wurde der Scaffold in den bereits aktiven Substanzen bestimmt, der an die Hinge-Region bin-
det und somit essentiell fiir die Inhibitorbindung ist. Durch Docking-Experimente wurden die
so identifizierten Substanzen bewertet und ausgewihlt. Fiir sechs von 139 virtuellen Hits
konnte in vitro Aktivitdt bestitigt werden. Im kombinierten in silico und in vitro Workflow
konnten insgesamt vier potentielle Leitstrukturen der EtCRK?2 identifiziert werden. Die inte-
ressanteste Klasse der EtCRK2-Inhibitoren sind die Benzimidazol-Carbonitrile, da sie bislang
in der Literatur nur von Badawey, Kappe und El Hawash [BADAWEY & KAPPE, 1999; EL
HAWASH et al., 1999] sowie in einem Patent [ARBISER & AMBLARD, 2006] in Zusam-
menhang mit Kinasen beschrieben wurden. Aus diesem Grund wurde diese in silico weiter
optimiert und Strukturen fiir eine chemische Synthese vorgeschlagen. Alle anderen Struktur-
klassen (Naphtolactame, Rhodanin und Oxindole) sind schon lingere Zeit als Inhibitoren der
CDKs oder Glycogensynthasen (GSK) bekannt [BRAMSON et al., 2001; GRAY et al., 1999;
LIU et al., 2003]. Die Familien der CDK und der GSK sind eng miteinander verwandt
[MANNING et al., 2002], daher ist es naheliegend, dass dhnliche Strukturtypen in beiden
Proteinfamilien eine Aktivitit zeigen. Die in silico Methoden waren somit in der Lage, inte-

ressante Verbindungen zu identifizieren.

Keine der vier identifizierten Leitstrukturen der EtCRK?2 zeigte Selektivitit fiir die parasitire
Kinase. Die Ergebnisse der biochemischen Experimente zeigen jedoch deutliche Unterschiede
in der Aktivitit gegeniiber HsCDK2 und EtCRK2. Die Leitstrukturen wiesen niedrigere IC50-
Werte und Ki-Werte auf die HsCDK?2 als auf die EtCRK2 auf (siehe z.B. Naphtolactam,
Tabelle 3.7, Tabelle 3.8 im Abschnitt 3.2.3). Diese Ergebnisse geben einen Hinweis darauf,
dass es signifikante Unterschiede zwischen der HsCDK2 sowie der GgCDK3 und parasiti-
schen CDK2 Proteinen geben muss, und diese somit auch von Inhibitoren adressiert werden

konnen.

Obwohl CDK Proteine von Sdugetieren eine hohe Sequenzidentitit zueinander aufweisen,
konnten selektive Inhibitoren fiir einzelne CDK-Subklassen identifiziert werden
[KITAGAWA et al., 1993; MEIJER et al., 1997]. Hierbei kann ein einzelner Aminosdureaus-
tausch ausreichen, damit ein Inhibitor selektiv eine CDK-Subklasse adressiert [PRATT et al.,
2006]. Zum Beispiel konnte ein Aminosiureaustausch vom Lys89 zu Thr89 (HsCDK2 Num-
merierung) zwischen HsCDK2 und HsCDK4 ausgenutzt werden, um eine Selektivitit des
CINK4 Inhibitors zu erreichen [PRATT et al., 2006; SONI et al., 2001]. An derselben Positi-
on findet sich zwischen der EtCRK2 und der GgCDK3 ebenfalls ein Aminosdureaustausch
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vom Glu88 (EtCRK?2) zu Lys89 (GgCDK3). Daher ist anzunehmen, dass dasselbe Rational
auch fiir die Entwicklung von selektiven EtCRK2-Inhibitoren angewendet werden kann. Es
wird vermutet, dass ein Ladungsaustausch zwischen dem negativ geladenen Glutamat und
dem positiv geladenen Lysin adressiert werden kann, um die Selektivitit gegen die EtCRK2
zu erhohen. Hierfiir sind weitere Optimierungszyklen notwendig, um einen selektiven

EtCRK2-Inhibitor zu entwickeln, der diesen Ladungsaustausch adressiert.

4.6 Bindemodi-Vorhersage und Optimierung der Benzimidazole

Um die Benzimidazol-Carbonitrile strukturbasiert weiter zu optimieren, war es zundchst not-
wendig, den Bindemodus dieser Strukturen aufzuklidren. Zudem gibt der Bindemodus wichti-
ge Hinweise dariiber, wie die Aktivitidt sowie die Selektivitit oder auch die Eigenschaften
(ADME Profil) dieser Inhibitoren verbessert werden konnten. Durch Docking-Analysen konn-
te der Bindemodus der Benzimidazol-Carbonitrile mit einer Substitution an Position R2 (siche
Abschnitt 3.2.4) nicht eindeutig identifiziert werden. Hierbei wurden zwei mogliche Binde-
modi identifiziert, mit vergleichbaren Scoring-Werten, die beide als bioaktive Konformation
moglich erschienen. Im dem einen Bindemodus binden die Benzimidazol-Carbonitrile {iber
den Nitril-Stickstoff an die Hinge-Region unter Ausbildung einer Wasserstoffbriicke, im an-
deren iiber den Carbonyl-Sauerstoff. Es ist bekannt, dass Scoring-Funktionen nur zur schnel-
len Bewertung von Liganden in einem virtuellen Screening dienen und daher die Liganden-
bindung nur grob abschétzen. Sie besitzen meist nicht ausreichend negative Beitrdge, die
durch polare Nichtiibereinstimmungen und unvorteilhafte Desolvatation sowie auch durch
sterische Kollisionen zustande kommen [WARREN et al., 2006]. Um zu untersuchen, wie der
wahrscheinliche Bindemodus der Benzimidazol-Carbonitrile ist, wurden Berechnungen
durchgefiihrt, die im Gegensatz zu Docking-Analysen auch den entropischen Beitrag der Bin-
dungsenergie berlicksichtigen [BARRIL & SOLIVA, 2006; DE AMORIM et al., 2008]. Zur
genauen Untersuchung des Bindeverhaltens wurden Freie-Energie-Simulationen, speziell die
LIE-Methode [AQVIST & MARELIUS, 2001] eingesetzt, um auch die negativen Beitrdge
einer Ligandenbindung stirker zu beriicksichtigen [AQVIST & MARELIUS, 2001; NER-
VALL et al., 2008; STIERNSCHANTZ et al., 2006].

LIE-Simulationen ergaben fiir drei Verbindungen der Benzimidazol-Carbonitrile eine leichte
Bevorzugung fiir den Bindemodus, in dem die Liganden iiber die Nitrilgruppe zur Hinge-

Region binden. Jedoch ist die Differenz der Bindungsenergien nicht in einer GréBenordnung,
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die es erlaubt, sicher eine Orientierung vorherzusagen. Fiir zwei Verbindungen konnte keine
eindeutige Aussage getroffen werden, da die Unterschiede zwischen den Bindungsenergien
der beiden Bindemodi in der Grofenordnung des Standardfehlers liegen. Es ist denkbar, dass
beide Bindemodi mdglich sind. Eine genaue Aussage iiber den Bindemodus dieser Strukturen
der Benzimidazol-Carbonitrile kann somit nur eine Aufklarung der Kristallstruktur des Prote-

in-Ligand-Komplexes mit einer ausreichend hohen Auflésung liefern.

Die weitere Optimierung der Benzimidazol-Carbonitrile legte den Bindemodus fest. Alle op-
timierten Strukturen zeigten im Docking eine einheitliche Liganden-Pose. Diese Strukturen
binden in den Docking-Experimenten iiber den Carbonyl-Stickstoff iiber eine Wasserstoffbrii-

cke zur Hinge-Region.

4.7 Homologiemodellierung der EtMRK und der PIMRK

Ausgangspunkt fiir ein virtuelles Screening nach Inhibitoren waren Homologiemodelle der
EtMRK und der PIMRK, da keine Kristallstrukturen dieser Proteine in 6ffentlichen Daten-
banken verfiigbar waren. Eine Analyse der MRK Proteine verschiedener Organismen auf Se-
quenzebene ergab einen niedrigen bis mittleren Konservierungsgrad (zwischen 31% und 38%
Sequenzidentitit). Die Giite der generierten Modelle sollte mit diesen Sequenzidentititen aus-
reichend fiir ein molekulares Docking sein [KRYSHTAFOVYCH et al., 2007; MOULT et al.,
2001]. Die Identitdtswerte sind zudem auf die Gesamtsequenzlidnge bezogen. Betrachtet man
die ATP-Bindetasche separat, ist die Konservierung deutlich héher (ca. 60% Sequenzidenti-
tit). Zudem liegen auch die Sequenzidentititen der strukturell konservierten Regionen (SCRs

= Structurally Conserved Regions) weit hoher (ca. 81%).

Fiir ein virtuelles Screening mit dem Docking-Ansatz ist es wichtig, bei nicht vorhandener
Kristallstruktur ein gutes Homologiemodell auf Basis einer geeigneten Templatstruktur zu
generieren. Als Templat dienen Proteinstrukturen mit hoher Auflésung sowie niedrigen Tem-
peraturfaktoren [QU ef al, 2009]. Idealerweise sind in den Templatstrukturen co-
kristallisierte Inhibitoren vorhanden. Dadurch ist es moglich, die unterschiedlichen Interaktio-
nen, die verschiedene Liganden mit der Templatstruktur eingehen konnen, abzuleiten und
diese Informationen fiir das virtuelle Screening mit dem Homologiemodell zu nutzen. Zudem
bewirkt eine co-Kristallisation eines Proteins mit einem Inhibitor, dass die Aminosiuren in

der Bindetasche in Konformationen vorliegen, die fiir die Liganden-Bindung geeignet sind.
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Die geeigneten Konformationen der Aminosduren werden somit vom Templat auf das Homo-

logiemodell {ibertragen.

Die Homologiemodellierung erfolgte unter Nutzung einer humanen CDK2-Templatstruktur
(PDB-ID: 10IR, [ANDERSON et al., 2003]). Eine weitere in der PDB-Datenbank verzeich-
nete humane CDK7-Kristallstruktur (PDB-Acc.-Nr.: 1UA2) wurde nicht als Templatstruktur
fiir die Homologiemodellbildung eingesetzt. Die HsCDK?7 besitzt zwar eine hohere Sequenz-
identitit zu PAMRK und EtMRK, ist aber aufgrund der geringeren Aufldsung (3 A) wenig

geeignet.

Fiir die Homologiemodellierung wurde mit der Struktur 10IR eine inaktive Form der Kinase
verwendet. Zwischen aktiver und inaktiver Form gibt es grofle strukturelle Unterschiede.
Noble ef al. gehen davon aus, dass die strukturelle Konservierung bei der inaktiven Form ge-
ringer ist als bei der aktiven Form [NOBLE et al., 2004]. So kann beispielsweise die inaktive
Form eines Enzyms durch einen allosterischen Mechanismus stabilisert werden. Dies erleich-
tert die Entwicklung eines selektiven Inhibitors, indem dieser eine allosterische Region der
Bindetasche adressiert. Ein Beispiel hierfiir ist der Wirkstoff Imatinib (Gleevec) [DRUKER,
2002], der eine Konformationsédnderung der Abl Kinase [AYOUB et al., 2005] bewirkt und
dadurch den inaktiven Zustand stabilisiert [NOBLE et al., 2004]. Diese Konformationsénde-
rung wird bei anderen Kinasen nicht herbeigefiihrt [KRUBINYI & MULLER, 2004]. Jedoch
konnen auch geringere Konformationsdnderungen der Bindetasche einen energetisch giinsti-
gen Beitrag zur Ligandbindung beisteuern. Hierdurch wire eine hohere Selektivitit gegeniiber
anderen Kinasen mdglich [JOHNSON, 2009]. Dadurch besitzt der Wirkstoff ein glinstigeres
toxikologisches Profil als andere, breit wirksame Proteinkinase-Inhibitoren [FABIAN 2005].

Die Giite des PIMRK Homologiemodelles konnte mittels Docking tiberpriift werden. Hierzu
wurden bekannte PEIMRK Oxindol-Inhibitoren mit der Docking-Software GOLD in die ATP-
Bindetasche eingepasst. Hierbei wurden plausible Liganden-Posen generiert, was die Giite des

generierten Homologiemodells bestétigt.

4.8 Validierung der Software PLANTS

Ein Grund fiir die Auswahl von PLANTS war die Effizienz dieser Software. Literaturbeispie-
le belegen, dass der implementierte Docking-Algorithmus in der Lage ist, eine Substanzda-

tenbank sehr schnell nach potentiellen Substanzen zu durchsuchen [KORB et al., 2006;
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KORB et al., 2009]. Eine Validierung der Software PLANTS war aufgrund der Verfiigbarkeit

nur weniger Literaturbeispiele zu virtuellen Screens notwendig.

Zur Methodenvalidierung des PLANTS-Dockings wurden verschiedene Versuche durchge-
fiihrt, die die Giite des verwendeten Programms iiberpriifen sollten. Als Referenzprogramm
diente die Docking-Software GOLD, die schon oft hinsichtlich ihrer Performance getestet
wurde und hierbei gute Ergebnisse erzielte [ONODERA et al., 2007; SOUSA et al., 2006].
Anhand von Re-Docking Experimenten wurde liberpriift, ob die Software PLANTS ebenfalls
gute Docking-Posen generieren konnte, d. h. die experimentell ermittelte Protein-Ligand-
Konformation reproduziert. Hierbei zeigte sich, dass es sowohl fir PLANTS als auch fiir
GOLD moglich war, fiir die meisten der 15 Kristallstrukturen, die Liganden-Posen mit einem
RMSD-Wert von < 2 A zu ermitteln, obwohl Docking-Parameter verwendet wurden, die
schnelle Berechnungen erlauben. Fiir ein virtuelles Screening, in dem grofle Datenbanken
nach virtuellen Hits durchsucht werden, ist ein minimaler Rechenaufwand ein entscheidender
Faktor. Der in PLANTS verwendete Algorithmus erlaubt ein effizienteres Docking und eine
genauere Posen-Bewertung als GOLD. Dies wurde ebenfalls von anderen Autoren beschrie-

ben [KORB et al., 2006].

In zwei der 30 Re-Docking-Experimente konnte die Protein-Liganden-Konformation nicht
reproduziert werden. Fiir das Re-Docking in die Kristallstruktur 1HO1 war PLANTS nicht in
der Lage, eine korrekte Pose zu generieren. Die Software GOLD reproduzierte fiir den Ligan-
den der Kiristallstruktur 10IR keine korrekte Liganden-Pose. Ein moglicher Grund dafiir
konnten Fehler in den Proteinstrukturen sein [SOTRIFFER & DRAMBURG, 2005].

In nachfolgenden Experimenten wurden die internen Bewertungsfunktionen PLANTS-Score
und GOLD-Score auf deren Anwendbarkeit fiir die korrekte Bewertung von Liganden-Posen
untersucht. Die Bewertung der Docking-Losungen anhand des berechneten Scores ergab eine
gute Korrelation zwischen GOLD-Score und dem errechneten RMSD-Wert. Die Scoring-
Funktion PLANTS-Score korrelierte jedoch deutlich besser mit den RMSD-Werten und konn-
te besser zwischen korrekten und falschen Liganden-Posen diskriminieren als die Scoring-
Funktion GOLD-Score. Diese Diskriminierung ist fiir ein virtuelles Screening entscheidend,

da hier oft nur die bestbewertete Pose weiter betrachtet wird [CROSS et al., 2009].

Bei der Untersuchung des finalen Rankings von aktiven zu inaktiven Verbindungen, war die

Scoring-Funktion PLANTS-Score auch besser in der Lage zwischen aktiven und inaktiven
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Verbindungen zu diskriminieren als die Scoring-Funktion GOLD-Score. Alle diese Ergebnis-
se fiihrten zu dem Schluss, dass die PLANTS Software fiir ein virtuelles Screening nach Inhi-
bitoren Zyklin-abhingiger Kinasen valide ist. Die Performance der Software GOLD und

PLANTS kann fir andere Proteinklassen variieren.

4.9 Virtuelles Screening nach EEIMRK- und PfMRK-Inhibitoren

Nach Uberpriifung der Eignung von CDK-#hnlichen Proteinen als Zielproteine zur Entwick-
lung neuer Antiparasitika, wurde mit Hilfe chemoinformatischer Methoden eine Suche nach
potentiellen Inhibitoren in einer groBBen Substanzbibliothek durchgefiihrt. Fiir die Suche nach
neuen Leitstrukturen wurde das virtuelle Screening mittels molekularen Dockings als Metho-
de eingesetzt, welche hiufig Anwendung findet [BOHM & SCHNEIDER, 2000; CAVA-
SOTTO & ORRY, 2007; MCINNES, 2007; OELLIEN et al., 2009]. Fiir das virtuelle Scree-
ning nach potentiellen EEMRK- und PfMRK-Inhibitoren wurden Struktursuchen in einer Sub-
stanzdatenbank durchgefiihrt, die Verbindungen enthilt, welche bereits eine Aktivitét auf ver-
schiedene Kinasen gezeigt haben [CHEN et al., 2001; LIU et al., 2007]. Die Auswahl dieser
Kinase-fokussierten Bibliothek erhoht die Chance, EtMRK- sowie PfMRK-Inhibitoren zu
identifizieren. Aufgrund der sehr dhnlichen ATP-Bindetaschen der EtMRK und der PfMRK,
wurden drei Strukturen im virtuellen Screening identifiziert, die prinzipiell in der Lage sind
beide Proteine zu inhibieren. Zudem ist anzunehmen, dass die Oxindol-basierten PfMRK-
Inhibitoren auch die EtMRK inhibieren konnten, da auch zwei der identifizierten EtCRK2
Leitstrukturen auf das homologe Protein PfPKS5 eine Aktivitdt zeigten (siche Abschnitt 3.2.3).

4.10 Ausblick

Die Sequenzsuche nach CDK sowie Zyklin homologen Proteinen von E. fenella ergab mehre-
re neue CDKSs sowie Zykline. Im weiteren Projektverlauf wére es wiinschenswert alle identi-
fizierten Proteine zu klonieren und zu exprimieren. Ein weiteres Anschlussexperiment wére
die Durchfithrung von Aktivierungs-4ssays der CRKs mit den bekannten Zyklinen, um die
jeweiligen Aktivierungspartner der CRKs von E. tenella zu identifizieren. Ein weiteres Ziel
wire eine umfassende biochemische Charakterisierung der CDK- sowie Zyklin-dhnlichen
Proteine in E. femella, um beispielsweise die Substrate der verschiedenen CDK-Zyklin-

Komplexe zu identifizieren. Daraus liee sich moglicherweise auf deren Funktion im Parasi-
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ten schlieBen. Dariiber hinaus konnte die Identifizierung weiterer, weniger verwandter CDKs

von E. tenella mittels molekularbiologischer Methoden erfolgen.

Eine virtuelle Leitstrukturoptimierung der Benzimidazol-Carbonitrile wurde bereits durchge-
filhrt. Im weiteren Projektverlauf sollte die chemische Optimierung fiir alle identifizierten
Leitstrukturen (Benzimidazole, Benzimidazole-Carbonitrile, Rhodanin-Oxindole und Naphto-
lactame) durchgefiihrt werden, sowie diese optimierten Leitstrukturen wiederum experimen-
tell, das heil3t in vitro am Zielprotein getestet werden. Mit Hilfe der so gewonnenen Informa-
tionen iliber die Aktivitit der einzelnen Strukturen, konnten dann die Pharmakophormodelle
sowie die Docking-Parameter verfeinert werden sowie auch die LIE-Parameter angepasst wer-

den.

Hypothesen iiber mogliche Bindungsmodi der Liganden in der ATP-Bindetasche kénnen mit
Hilfe von Homologiemodellen meist nur bedingt abgeleitet werden [CAVASOTTO & PHA-
TAK, 2009]. Aus diesem Grund sind eine bzw. verschiedene EtCRK2-Inhibitorkomplexe zu
empfehlen. Zudem wiren auch Strukturaufklarungen der humanen CDK2 mit den identifizier-
ten Leitstrukturen als co-kristallisierte Liganden wiinschenswert. Diese Ergebnisse sollten

wichtige Hinweise fiir die experimentelle Vorgehensweise liefern.

Dariiber hinaus konnte eine chemische Optimierung der ermittelten Leitstrukturen erster Ge-
neration unter Beriicksichtigung der Parameter Toxizitét, Selektivitidt und Loslichkeit durch-
gefiihrt werden. Anschlielend sollte wiederum ein in vitro Test der resultierenden Leitstruktu-
ren zweiter Generation erfolgen. Dieser in vitro / in silico Optimierungszyklus muss solange
durchlaufen werden, bis eine optimale Wirkung am Zielprotein erreicht ist. Es wire denkbar,
einen gleichartigen Optimierungszyklus anzuschlieen, in dem die resultierenden Leitstruktu-
ren in der Zellkultur am Parasiten getestet werden konnen. Dieser Zyklus sollte wiederum
solange durchlaufen werden, bis optimale Wirkung am Parasiten erreicht ist. Der angestrebte
Abschluss in diesem Projekt wire ein Wirkstoffkandidat, der den spédten Phasen der Medika-
mentenentwicklung zugefiihrt werden kann. Diese Phasen beinhalten unter anderem die zulas-

sungsrelevanten Tierversuche der Entwicklung von Tierarzneimitteln.

Gleiches gilt fiir die identifizierten Strukturen aus dem initialen virtuellen Screening nach
potentiellen EtMRK- und PfMRK-Inhibitoren. Diese Verbindungen miissten zunéchst in vitro
als Hits bestitigt werden. Dazu sollte das identifizierte EtMRK Protein kloniert und expri-

miert werden. Erste Expressionsversuche mit diesem Protein werden in unserer Arbeitsgruppe
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bereits durchgefiihrt. Funktionsstudien, wie z.B. transgene Uberexpresion oder knock out Mu-
tagenese [LEWIN, 2008] an E. tenella sollten dariiber hinaus kldren, welche Rolle die
EtCRK2 sowie die EEMRK im Zellzyklus von E. tenella spielt.
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S Zusammenfassung

Parasiten der Apicomplexa umfassen sowohl mehrere humanpathogene, als auch tierpathoge-
ne Protozoen. Beispiele fiir wichtige Vertreter human- und tierpathogener Parasiten sind
Plasmodium falciparum und Eimeria tenella. Durch P. falciparum wird die tropische Infekti-
onskrankheit Malaria tropica hervorgerufen, die jahrlich ca. 2,7 Millionen Todesopfer fordert
[MURPHY & BREMAN, 2001]. E. tenella verursacht Kokzidiose in Hiihnern, die weltweit
fiir Verluste in einer geschétzten Hohe zwischen 500 Millionen £ [SHIRLEY et al., 2007] und
unfassbaren 3 Milliarden US$ [DALLOUL & LILLEHOJ, 2006] verantwortlich zeichnet.
Eine prophylaktische Vakzinierung gegen diese Krankheit ist meist 6konomisch ineffektiv
[KINNAIRD et al., 2004; MCDONALD & SHIRLEY, 2009], und eine Behandlung mit Kok-
zidiostatika wird durch hédufige Resistenzbildung gegen bekannte Wirkstoffe erschwert
[KINNAIRD et al., 2004; MEHLHORN et al., 1993; MELENDEZ, 2000; SHIRLEY, 1989].
Dies erfordert die Entwicklung neuer preiswerter Alternativen. Geeignete Zielproteine zur
Entwicklung neuartiger Arzneistoffe sind die Zyklin-abhéngigen Kinasen (CDK), zu denen
auch die CDK-related Kinase 2 (EtCRK?2) aus E. tenella gehort. Diese Proteine sind mafigeb-
lich an der Regulation des Zellzyklus beteiligt [NELSON & COX, 2001]. Durch chemische
Validierung mit dem CDXK-Inhibitor Flavopiridol konnte nachgewiesen werden, dass ein
Funktionsverlust von CDKs in E. tenella die Vermehrung des Parasiten in Kultur inhibiert.
CDKs in E. tenella sind daher als Zielproteine fiir die Entwicklung einer Chemotherapie der

Kokzidiose geeignet.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten bioinformatischen Tiefenanalysen sollten das Vorkom-
men von CDK Proteinen im Parasiten E. tenella tiberpriifen. Das Genom von E. fenella liegt
als ein erster Entwurf vor (Draft Assembly) [ftp://ftp.sanger.ac.uk]. Die Erstellung der Tiefen-
analyse der homologen CDK Proteine erfolgte durch Sammlung und Bewertung von Se-
quenzinformationen von anderen Organismen des Stammes der Apicomplexa. Dazu wurden,
neben der Abfrage biologischer Datenbanken sowie Literaturdatenbanken, auch eine Reihe
weiterer bioinformatischer Methoden, wie paarweise und multiple Sequenzvergleiche (A4-
lignments), angewandt [THOMPSON et al., 1994]. Dariiber hinaus wurde eine Analyse der
entsprechenden Zykline - der Aktivatoren der CDKs - beziiglich Funktion und Struktur, sowie
eine Datenbanksuche nach bisher nicht beschriebenen Zyklinen in E. tenella durchgefiihrt.
Durch diese bioinformatischen Analysen konnten neben der bereits bekannten EtCRK?2, drei

weitere, bislang nicht annotierte CDKs in E. tenella identifiziert werden (EtCRK1, EtCRK3
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sowie EtMRK). Weitere BLAST-Suchen ergaben vier neue potentielle Zykline fiir E. tenella,
wovon EtCYC3a als Aktivator der EtCRK?2 von Maria L. Suarez Ferndndez (Intervet Innova-
tion GmbH, Schwabenheim) bestétigt werden konnte. Bioinformatische Analysen lassen ver-
muten, dass auch EtCYC1 und EtCYC3Db in der Lage sind EtCRK2 zu aktivieren. AuBBerdem
ist anzunehmen, dass EtCYC4 als Aktivator der EtCRK1 fungiert.

Inhibitoren der EtCRK2, die in vorangegangenen Arbeiten gefunden wurden, konnten bereits
in enzymatischen Tests bestitigt werden [BEYER, 2007]. Durch die Anwendung chemoin-
formatischer Methoden wie Substruktur- und Ahnlichkeitssuchen, konnten dariiber hinaus
weitere Inhibitoren der EtCRK2 identifiziert werden. In in vitro Experimenten konnte gezeigt
werden, dass mittels in silico Methoden vier Substanzen als Leitstrukturen der EtCRK?2 iden-
tifiziert werden konnten. Eine Leitstruktur aus der Strukturklasse der Benzimidazol-
Carbonitrile ist bislang nicht als Inhibitor anderer Kinasen beschrieben. Diese neu identifizier-
te Leitstruktur konnte dariiber hinaus in silico optimiert werden. Im Rahmen dieser Arbeiten
wurden Bindungsenergien mittels der LIE-Methode fiir Substanzen der Benzimidazol-
Carbonitrile berechnet, um dadurch einen wahrscheinlichen Bindemodus vorherzusagen. Die-
ser konnte jedoch nicht eindeutig durch die Freie-Energie Simulationen bestimmt werden.
Durch in silico Optimierung dieser Substanzklasse wurde ein Bindemodus festgelegt. Fiir
diese Optimierung wurde eine virtuelle kombinatorische Substanzbilbiothek erstellt. Die Aus-
wahl geeigneter Verbindungen erfolgte durch molekulares Docking. Es wurde eine finale

Auswahl von 15 Verbindungen fiir eine chemische Synthese vorgeschlagen.

Durch ein virtuelles Screening mittels Docking nach potentiellen Inhibitoren der PIMRK und
EtMRK, konnten interessante Verbindungen aus einer Substanzdatenbank ausgewéihlt wer-
den. Als Docking-Software wurde PLANTS [KORB ef al., 2006] verwendet. Diese Software
wurde zundchst validiert, indem PLANTS mit der etablierten Docking-Software GOLD
[JONES et al., 1995] verglichen wurde. In dieser erfolgreichen Validierung zeigte sich, dass
das Docking mit PLANTS mit einem geringen Rechenaufwand durchzufiihren ist und dieses
in der Lage ist, zwischen CDK-Inhibitoren und Decoys zu diskriminieren. Durch das virtuelle
Screening konnten jeweils sieben Verbindungen als virtuelle Hits der PEIMRK sowie der
EtMRK identifiziert werden. Die Haufung von Strukturklassen mit bekannter CDK-Aktivitét
deutet darauf hin, dass wéhrend des virtuellen Screenings eine Anreicherung von CDK-
Inhibitoren stattgefunden hat. Die Ergebnisse des virtuellen Screenings stellen eine gute Aus-

gangslage flir die Weiterentwicklung neuer Wirkstoffe gegen Kokzidiose und Malaria dar.
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