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1. Einleitung und Zielsetzung

1.1 Krebs: Tumorgenese und Chemotherapie

Den Angaben des Statistischen Bundesamtes zur Folge erlag 2005 etwa jeder 4.
Verstorbene einer malignen Neoplasie (25,5%), die nach den Erkrankungen des
Herz-Kreislaufsystems (44,2%) die zweithaufigste Todesursache darstellt !'l. Bei
Mannern fahren vor allem Tumoren der Verdauungs- und der Atmungsorgane zum
Tode, wahrend Frauen ebenfalls insbesondere an bdsartigen Tumoren der Verdau-

ungsorgane, sowie an Mammakarzinomen versterben !,

T T A R o i e )
R T

Y R
/ R ? an
i - § P o R e A
o et T
g ﬁ:;- % ‘;"Q”—_\v.'i\;o 3
P ) ip"'{e & e

g =

op Eor '; e -'
PN BRoats™ .50 4
77 R

=

Abb. 1.1: Mikroskopisch vergroBerte Darstellungen von bdsartig entartetem
Gewebe

Links: Plattenepithelkarzinom der Haut; die Tumorzellen weisen inter-
zellulare Bricken und Nester aus Keratin-Perlen auf (durch den Pfeil
gekennzeichnet)

Rechts: Anaplastische Tumorzellen, die ebenso wie ihre Nuklei in
GroBe und Form variieren; die Zelle in der Mitte weist eine abnormale
tripolare Spindel auf @

Die bei Tumoren entarteten Prozesse der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung
und der Apoptose werden unter physiologischen Bedingungen durch entsprechende
Signalstoffe (— Wachstumsfaktoren, Differenzierungsfaktoren, proapoptotische Sig-
nalstoffe) streng reguliert **. Die Gene, deren Produkte (z. B. Enzyme der Ras-Raf-
MAP-Kinase-Kaskade) an der Zellteilung, der Wachstumskontrolle und der Zelldiffe-
renzierung beteiligt sind, werden als Proto-Onkogene bezeichnet ¥®. Durch Muta-
tionen, die Veranderungen der Basensequenzen oder gesteigerte Expressionsraten
bedingen, werden diese Gene in die sog. Onkogene umgewandelt, deren Transkrip-
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tion ein unkontrolliertes Zellwachstum zur Folge hat 2. Sowohl genetische Faktoren
als auch exogene Noxen wie ionisierende Strahlen, chemische Karzinogene (z. B.
aromatische Kohlenwasserstoffe, Nitrosamine, halogenierte aliphatische Verbindun-
gen) oder onkogene Viren (z. B. humane Papillomaviren, Hepatitis C-Virus) kénnen
eine Schadigung der proliferationsférdernden Gene hervorrufen . Die Tumorsup-
pressor-Gene (z. B. p53) codieren fir Proteine (z. B. Caspasen), die den Zellzyklus
kontrollieren, das Wachstum hemmen und bei einer Schadigung der Zelle oder des
Genoms die Apoptose ausldsen *°. Demnach fiihrt der Funktionsverlust der Tumor-
suppressor-Gene, ebenso wie die Transformation von Proto-Onkogenen in Onko-
gene, zur Umwandlung einer normalen in eine maligne Zelle (Initiation) ! (Abb. 1.2,
Seite 3). Da der Stoffwechsel einer humanen Zelle von zahlreichen Kontroll- und
Steuermechanismen reguliert wird, sind Mutationen in mehreren Tumorsuppressor-
und/oder Proto-Onkogenen erforderlich, damit sich ein manifester Tumor entwickeln
kann 1,

Nach der Entartung der Zelle beginnt die Proliferationsphase (Promotion), far
die die Angiogenese, d. h. die Bildung von BlutgefaBen zur Sauerstoff- und Nahr-
stoffversorgung des Tumors, von entscheidender Bedeutung ist . Nachdem die
Geschwulst eine gewisse GrdBe erreicht hat, beginnen die Krebszellen daher mit der
Sezernierung verschiedene Wachstumsfaktoren (u. a. VEGF), die das umliegende
Bindegewebe zur GefaBneubildung veranlassen “. Neben ihrem unkontrollierten,
invasiven und destruierenden Wachstum (Progression) zeichnen sich maligne Tu-
more auch durch ihre Neigung zur Metastasierung aus, die bei Krebspatienten haufig
zum Tode fiihrt 121,
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Abb. 1.2:  Vereinfachte Darstellung der Tumorgenese !

Da es sich bei der malignen Neoplasie um eine Erkrankung der Gene handelt, stellt
die DNA ein wichtiges Target fiir antitumoraktive Substanzen dar ©°. So ruft die
Majoritat der Wirkstoffe, deren Einsatz sich in der Krebstherapie etabliert hat, direkte
oder indirekte DNA-Schaden hervor, die auf ihre reversible oder irreversible DNA-
Bindung (z. B. Interkalatoren wie die Anthrazykline; Kapitel 2.3.1, Seite 36 ff.), ihre
Topoisomerase-inhibierenden Eigenschaften (Kapitel 2.1.2, Seite 23 ff.) oder auf ihre
Interaktion mit Tubulin-Dimeren zuriickzufiihren sind . Die Selektivitat dieser mit
DNA oder den DNA-assoziierten Enzymen interagierenden Chemotherapeutika
beruht im Wesentlichen auf der verstarkten Proliferation und der veranderten Enzym-
expression der Tumorzellen, so dass auch gesunde Gewebe, die durch eine physio-
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logisch bedingte erhdhte Zellteilungsrate gekennzeichnet sind (v. a. das Knochen-
mark, das Epithel des Gastrointestinaltrakts und die Haarfolikel), von diesen Sub-
stanzen stark geschadigt werden 7% Aus diesem Grund werden zur Tumorthe-
rapie zunehmend auch Substanzen wie monoklonale Antikérper oder Kinase-Inhibi-
toren herangezogen, die aufgrund eines divergenten Wirkmechanismus eine héhere
Tumorspezifitdt aufweisen und auf diese Weise eine gezielte und nebenwirkungs-
arme Behandlung verschiedener Krebserkrankungen erméglichen 34910,

Bei der Entwicklung von zytostatisch aktiven Antikdrpern wird die Beobach-
tung ausgenutzt, dass einige Tumorzellen bestimmte Oberflachenantigene Uberex-
primieren B41%So richtet sich der humanisierte, monoklonale Antikdrper Trastuzu-
mab (Herceptin®) gegen die extrazellulire Doméane des Wachstumsfaktor-Rezeptors
HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), der von etwa 20-30% der
Brustkrebszellen verstarkt ausgebildet wird ¥*'%. Durch die Rezeptor-Bindung des
Trastuzumab werden die HER2-vermittelten Wachstumssignale, die die Tumorzellen
zur unkontrollierten Proliferation veranlassen, gehemmt 34!, Dariiber hinaus aktiviert
der gebildete Antigen-Antikdrper-Komplex das Komplementsystem und T-Killerzellen,
die die markierten Brustkrebszellen lysieren und somit abtéten . Trastuzumab wird
zur Therapie des metastasierten, HER2-positiven Mammakarzinoms eingesetzt
3419 Der 2005 zugelassene Antikdrper Bevacizumab (Avastin®) stellt den ersten kli-
nisch anwendbaren Angiogenesehemmer dar, der bei fortgeschrittenem Kolorektal-
karzinom indiziert ist "', Der Antikdrper bindet an den Wachstumsfaktor VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) und verhindert somit das Andocken des Boten-
stoffs an seinen Rezeptor '". VEGF wird von zahlreichen malignen Zellen sezerniert,
um das umliegende Endothelgewebe zur Bildung tumorversorgender BlutgefaBe an-
zuregen, so dass die Bevacizumab-vermittelte Inaktivierung des Wachstumsfaktors
eine Hemmung der Tumorproliferation und der Metastasenbildung zur Folge hat ',

Bei Imatinib (Glivec®; Abb. 1.3, Seite 5) handelt es sich um den ersten zuge-
lassenen Tyrosinkinase-Inhibitor, der zur Behandlung der chronisch myeloischen
Leukamie eingesetzt wird 9. Die oral verfiigbare Substanz hemmt die nach einer
Chromosomentranslokation Uberaktive Bcr-Abl-Kinase, die von Leukozytenstamm-
zellen exprimiert wird und diese zu einer unkontrollierten Proliferation veranlasst 9.
Die Einlagerung des Imatinib in die ATP-Bindetasche des Enzyms bedingt eine St6-
rung der Signaltransduktion und fuhrt schlieBlich zur Apoptose der entarteten weil3en

Blutkérperchen . Der Multi-Tyrosinkinase-Inhibitor Sorafenib (Nexavar®; Abb. 1.3),
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der bei fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom indiziert ist, weist einen dualen Wirk-
mechanismus auf ['"?: Die Substanz unterbricht zum einen die Ubertragung von
Wachstumssignalen aus dem Extrazellularraum ins Innere der Zelle, indem sie die
Raf-Kinase — ein Schliisselenzym der Signalkaskade — hemmt "2, Zum anderen
greift Sorafenib die intrazellulare Tyrosinkinase-Doméane des VEGF-Rezeptors an,
wodurch die Bildung von tumorversorgenden BlutgefdBen unterbunden wird 2. Auf
diese Weise werden sowohl die Proliferation der Tumorzellen, als auch die Angio-

genese und die damit verbunden Metastasierung inhibiert ['2.

Imatinib N\CH3
| WN
Hij@/ Q

Sorafenib

Abb. 1.3: Strukturformeln der Tyrosinkinase-Inhibitoren Imatinib und Sorafenib

Trotz zahlreicher Fortschritte, die in der Tumortherapie in den letzten Jahren ge-
macht wurden, sind immer noch viele maligne Erkrankungen gar nicht oder nur unzu-
reichend behandelbar . Aus diesem Grund beschéftigen sich derzeit zahlreiche
Forschergruppen mit der Untersuchung neuer, potentiell krebstherapeutisch nutzba-
rer Targets (v. a. im Bereich der Apoptoseinduktion und der Angiogenesehemmung),
sowie mit der Entwicklung innovativer, zytotoxisch wirkender Substanzen, die eine
verstarkte Antitumoraktivitat bei gleichzeitig reduzierter Nebenwirkungsrate aufwei-
sen 21317 yiel versprechende Ergebnisse wurden zum Beispiel mit Helikase-Inhi-
bitoren erzielt, die durch Hemmung des fur viele zellbiologische Prozesse essen-
tiellen Enzyms verschiedene DNA-Reparaturmechanismen und die Zellproliferation
blockieren konnten "*9. Ein weiteres attraktives Target stellt die Telomerase dar, da
dieses Enzym in normalen somatischen Zellen kaum detektierbar ist, wahrend es von
vielen Tumorzellen exprimiert wird, um durch die Stabilisierung der Telomerenlange

die Zellalterung aufzuhalten 591,



1.2 Molecular Modelling in der Arzneistoffentwicklung

In der Pharmaforschung wurden neue Arzneistoffe bis vor wenigen Jahren haupt-
séchlich nach dem ,Trial and Error“Prinzip entwickelt ?%. Die aus diesen Arbeiten
abgeleiteten Erkenntnisse Uber Struktur-Wirkungsbeziehungen stellen die Basis fur
das heute préferierte rationale Wirkstoffdesign dar (Abb. 1.4, Seite 7), dass vor allem
aufgrund der hohen Kosten (~150-300 Millionen Euro), die mit der Zulassung eines
Arzneimittels verbunden sind, sehr schnell an Bedeutung gewann 2923, Das Konzept
der rationalen und gezielten Entwicklung von Arzneistoffen zeichnet sich durch die
Arbeit mit Pharmakophormodellen aus, die auf der Grundlage von gemeinsamen
Merkmalen aktiver Verbindungen und den strukturellen Unterschieden zu unwirk-
samen Analoga erstellt werden 221,

Im Rahmen des rationalen Wirkstoffdesigns werden zahlreiche struktur- und com-
putergestitzte Technologien wie die Réntgenkristallstrukturanalyse, NMR-Methoden,
das Screening von 3D-Strukturdatenbanken, Molecular Modelling und QSAR-Ver-
fahren (Quantitative Structure Activity Relationship) eingesetzt 2242 die der Identi-
fizierung neuer Targets, sowie der Entdeckung und Optimierung neuer Leitstruktu-
ren dienen [2%2"%1 Dabei leisten insbesondere die Kristallographie und die 2D-NMR-
Spektroskopie einen wichtigen Beitrag zur gezielten Wirkstoffentwicklung, da diese
Methoden die Aufklarung der dreidimensionalen Strukturen von Biopolymeren,
niedermolekularen Verbindungen und Pharmakon-Rezeptor-Komplexen ermdglichen
(2023 Dariiber hinaus hat sich auch das in silico-Molecular Modelling als ein wert-
volles Instrument der Pharmaforschung etabliert, was nicht zuletzt auf die stetig ver-
besserten Graphik- und Rechenleistungen der zur Verfiigung stehenden Computer
zurlickzufiihren ist 22728 Unter Molecular Modelling versteht man heutzutage die
computergestitzte Berechnung, Darstellung und Bearbeitung von realistischen 3D-
Molekdilstrukturen und ihren physikochemischen Eigenschaften %, Diese Technolo-
gie wird mit dem Ziel angewendet, die Effizienz der Leitstrukturoptimierung zu erho-
hen, indem das pharmakologische Potential von Substanzen bereits vor der Durch-
fihrung von kosten- und zeitintensiven Synthesen und molekularbiologischen Assays
abgeschatzt wird 2232528 7, diesem Zweck werden u. a. die in den Kapiteln 4 (Sei-

te 89 ff.) und 5 (Seite 114 ff.) ndher beschriebenen in silico-Verfahren eingesetzt
[20,24,27]
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Das computergestitzte Molecular Modelling kann die experimentellen Arbeiten sinn-
voll erganzen und die Effizienz des rationalen Wirkstoffdesigns steigern %23 Fiir
den erfolgreichen Einsatz der Technologie ist jedoch von entscheidender Bedeutung,
dass aus den zahlreichen zur Verfligung stehenden Simulationsmethoden diejenige
ausgewahlt wird, die flr die Bearbeitung einer konkreten Problemstellung am besten
geeignet ist . Des Weiteren muss bei der Auswertung der aus Molecular Modelling-
Studien resultierenden Daten beachtet werden, dass einige intermolekulare Wechsel-
wirkungen (z. B. Solvatationseffekte, entropische Effekte, hydrophobe Interaktionen),
die fur die Rezeptorbindung eines Liganden wichtig sind, von in silico-Verfahren nicht
korrekt erfasst werden kénnen 2%, Zudem muss ein Wirkstoff neben einer optimalen
Interaktion mit der Zielstruktur auch noch weitere, mit Computerprogrammen bislang
noch nicht simulierbare Bedingungen erflillen, wie beispielsweise eine hohe Selekti-
vitét, eine ausreichende metabolische Stabilitét, eine adaquate Wirkdauer, ein niedri-
ges Suchtpotential sowie eine geringe Toxizitat, um fir eine therapeutische Anwen-

dung geeignet zu sein 2%,

Der ACE-Hemmer Captopril stellt den ersten zugelassenen Arzneistoff dar, der mit
Hilfe von struktur- und computergestiitzten Verfahren entwickelt wurde #°2%. Bei dem
HIV-Protease-Inhibitor Saquinavir, dem Carboanhydrase-Hemmer Dorzolamid und
dem Angiotensin |lI-Rezeptorantagonisten Losartan handelt es sich um weitere Bei-
spiele fiir den erfolgreichen Einsatz des rationalen Wirkstoffdesign-Konzepts 1292327,
Auch in der Krebsforschung macht man sich die Molecular Modelling-Technologie
zunutze, um Leitstrukturen zu finden, die mit den fir die Tumortherapie interessanten

Targets (z. B. Wachstumsfaktoren, Tyrosinkinasen) interagieren 2.



1.3 Zielsetzung

In den letzten Jahren wurden in der Therapie maligner Neoplasien durch die Ent-
deckung neuer antitumoraktiver Substanzen, durch die Entwicklung von Arzneistof-
fen zur Behandlung der Chemo- und Strahlentherapie-induzierten Nebenwirkungen,
sowie durch die Etablierung innovativer Behandlungskonzepte erhebliche Fortschrit-
te erzielt ¥+’ Dennoch sind viele Krebserkrankungen nach wie vor unheilbar [,
weshalb es sich bei der Suche nach antiproliferativ wirkenden Verbindungen immer
noch um eines der bedeutendsten Betatigungsfelder der Medizinischen Chemie han-
delt %1317 Da die malignen Neoplasien durch Mutationen in Tumorsuppressor-
und/oder Proto-Onkogenen ausgeldst werden, stellt die DNA ein attraktives und eta-
bliertes Target fiir das Design neuer Zytostatika dar ©..

Im Arbeitskreis Pindur werden seit einigen Jahren DNA-Liganden mit potentiell
antiproliferativer Aktivitat entwickelt, die den Verbindungsklassen der Nukleobasen-
gekoppelten Pyrrolcarboxamide, der Combilexine oder der Hetaren[a]carbazol-Deri-
vate angehéren (Abb. 1.5-1.7, Seiten 12-16). Bei der Entwicklung der Carbazole
fungierte der Interkalator Ellipticin (Abb. 2.20, Seite 38) als Leitsubstanz, wahrend
sich die Nukleobasen-gekoppelten Mono- und Bispyrrolcarboxamide — ebenso wie
die einen dualen Bindemodus (— Interkalation und Rinnenbindung) aufweisenden
Combilexine — von den AT-selektiven Minor Groove Bindern Netropsin und Distamy-
cin A (Abb. 2.23, Seite 42) ableiten. Um unter Anwendung des rationalen Wirkstoff-
design-Konzepts neue, starker antitumoraktive Vertreter der beschriebenen Sub-
stanzklassen entwickeln zu kénnen, sollten die Strukturelemente, die die antineo-

plastischen Eigenschaften der betrachteten Derivate beeinflussen, ermittelt werden
[20,21]

Um das Ziel der vorliegenden Arbeit — das Aufstellen von systematischen Struktur-
Wirkungsbeziehungen zur Optimierung und Rationalisierung der Syntheseplanung
neuer, potentiell sequenzselektiv bindender DNA-Liganden der Combilexin-, der
Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamid- und der Hetaren[a]carbazol-Reihe —

erreichen zu kdnnen, sollten verschiedene Strategien verfolgt werden:

1. Zur Evaluierung der DNA-Affinitdten der Testverbindungen sollten T,-Wert-
Messungen durchgefihrt werden, die den Syntheseprozess der Substanzen

aktiv begleiten sollten. Des Weiteren sollten auf der Grundlage der ermittelten

-9.



Daten erste vororientierende Struktur-Wirkungsbeziehungen aufgestellt wer-
den, die direkten Einfluss auf das Design neuer Derivate nehmen sollten. Um
nicht nur Aussagen Uber die Starke, sondern auch Uber die Sequenzselek-
tivitdt der DNA-Bindung machen zu kdnnen, sollten sowohl ein synthetisches,
nur aus AT-Basenpaaren aufgebautes Polynukleotid [— poly(dAdT)>-DNA],
als auch Kalbsthymus-DNA (~ 42% GC-Basenanteil ¥%3") als Matrize fur die
Denaturierungsexperimente verwendet werden. Aufgrund der hohen Tempera-
turen, die fir das Schmelzen der GC-haltigen DNA erforderlich sind, musste
die bereits bestehende Tn-Wert-Messapparatur vollstandige umgerustet wer-
den.

. Unter Anwendung des Ethidiumbromid-Verdrangungsassay-Protokolls sollten
die Bindekonstanten einiger ausgewahlter Vertreter ermittelt werden, um zum
einen die aus den Tp-Wert-Messungen resultierenden Daten zu verifizieren,
und um zum anderen die DNA-Affinitdten der im Arbeitskreis Pindur entwickel-
ten neuen Substanzen mit der Bindungsstarke bekannter DNA-Liganden ver-
gleichen zu kénnen.

. Der bereits etablierte Topoisomerase |-Hemmassay sollte optimiert werden,
um die Zuverlassigkeit und die Reproduzierbarkeit der Testergebnisse zu
erhéhen. Darlber hinaus sollte Gberprift werden, ob die TOPO | neben der
DNA ein weiteres potentielles Target fur die neu synthetisierten Derivate der
Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamid-, der Combilexin-, sowie der
Hetaren[a]carbazol-Reihe darstellt.

. Da bislang noch keine Kristallstruktur eines an ein Oligonukleotid gebundenen
Combilexins publiziert wurde, sollte ein Konzept zur routinemaBigen in silico-
Simulation von DNA-Ligand-Komplexen entwickelt werden. Die aus der gra-
phischen Auswertung der gedockten Komplexe resultierenden Erkenntnisse
beziglich der Rezeptor-Ligand-Interaktionen sollten — ebenso wie die von den
Molecular Modelling-Programmen ICM-PRO #2331 ynd HYPERCHEM B4
errechneten Bindedaten — in Korrelation zu den gemessen T,-Werten ge-
bracht werden, um weitere Struktur-Wirkungsbeziehungen aufstellen und die
Molekulprofilierung neuer Verbindungen mit potentiell héherer DNA-Affinitat

optimieren zu kénnen.

-10 -



Die Verwendung von Oligonukleotiden als Rezeptoren fir in silico-Experimente ist

mit besonderen Schwierigkeiten verbunden. Zum einen kann auf dem Gebiet des

DNA-Ligand-Dockings nur auf wenige Erfahrungsberichte zurlickgegriffen werden, da

sich nur wenige Arbeitsgruppen mit dieser Thematik befassen. Zum anderen stellt die

DNA aufgrund ihres besonderen, regelmaBigen strukturellen Aufbaus ein wesentlich

unspezifischeres Target dar, als ein Protein mit exakt definierbaren Bindetaschen.

Das fir die Simulation von DNA-Ligand-Komplexen zu entwickelnde Konzept, das

den erwahnten besonderen Anforderungen des DNA-Dockings Rechnung tragt, um-

fasst die folgenden zu bearbeitenden Aspekte:

a)

d)

Validierung der Molecular Modelling-Programme SPARTAN #°! und ICM PRO
3233 ym die Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit der ermittelten Daten-

satze sicherstellen zu kbnnen

Etablierung von Methoden zur Simulation energieminimierter Konformationen
der Testverbindungen auf der Basis bestehender Kristallstrukturen, sowie zur
Berechnung einiger potentiell die DNA-Aktivitat beeinflussender Molekuileigen-

schaften (u. a. Grenzorbitalenergien, molekulares elektrostatisches Potential)

Entwicklung eines Verfahrens zur Geometrieoptimierung der Oligonukleotide
gewulnschter Basensequenz, die in Form von Kristallstrukturen aus der Prote-
indatenbank *® entnommen und als Rezeptoren fiir das DNA-Ligand-Docking

verwendet werden sollten

Simulation von DNA-Ligand-Komplexen und Entwicklung einer Methode fir
das anschlieBende Refinement der generierten Docking-Komplexe, sowie far

die Untersuchung der bioaktiven Konformationen der Testsubstanzen

-11 -
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2. DNA und DNA-Ligand-Interaktionen

2.1 DNA

2.1.1 Struktureller Aufbau der DNA

Die native DNA (Desoxyribonukleinsaure) stellt ein doppelstrangiges, lineares Poly-
mer dar, das aus Desoxyribonukleotiden aufgebaut ist “°*?. Jede dieser monomeren
Einheiten besteht aus dem Zucker B-D-2’-Desoxyribose, die an Position 5’ phospho-
ryliert und am Kohlenstoffatom C1’ B-N-glykosidisch mit einem Adenin-, Guanin-,
Thymin- oder Cytosin-Molekiil verkniipft ist “°*? (Abb. 2.1). In einer DNA-Doppel-
helix paart Adenin mit einem in dem gegenuberliegenden Strang befindlichen Thymin
unter der Ausbildung von zwei Wasserstoffbricken, wahrend zwischen dem Basen-
paar Guanin und Cytosin drei intermolekulare H-Briicken vorliegen %443 (Apb. 2.3,
Seite 19). Die einzelnen Desoxyribonukleotide der DNA sind tber 3',5-Phospho-
diesterbindungen miteinander verkniipft #°“% d. h., dass ein Phosphat-Molekiil die
3’-OH-Funktion eines Monomers mit der 5-OH-Gruppe der nachsten Einheit ver-
bindet ' (Abb. 2.2, Seite 18).

Desoxyadenosin&‘-phosphat Desoxythymidin5‘-phosphat

Abb. 2.1:  Schematische Darstellung der DNA-Basen und zweier Nukleotide mit
ihren den IUPAC/IUB-Regeln folgenden Bezifferungen (nach Saenger %)
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Ein DNA-Molekul, das aus zwei komplementaren Polynukleotidstrangen mit entge-
gen gesetzter Laufrichtung (— antiparallele Orientierung) besteht, kann verschiedene
Formen annehmen, wobei die erstmals von James Watson und Francis Crick be-
schriebene B-DNA die physiologisch bedeutendste Konformation darstellt %%, Die
Doppelhelix dieser DNA-Form besitzt einen Durchmesser von 2nm und weist eine
rechtsgangige, schraubenférmig gewundene Struktur auf, wobei jede Windung 10
Basenpaare (bp) umfasst [“®*3 (Abb. 2.2). Dies entspricht einer Ganghdhe von

[40-43 " Dje planaren, basen-

3,4nm und einer helikalen Drehung von 36° pro bp
gepaarten Nukleotide, die nahezu senkrecht zur zentralen Achse angeordnet sind
(Basenneigung zur Helixachse: 1-6°), sind im Zentrum des Molekils lokalisiert,
wahrend das Zucker-Phosphat-GerlUst, das das Ruickrat der DNA darstellt, die

AuBenseite der Doppelhelix bildet 4043,

Durchmesser: 2 nm

Thymine
Adenine

: “Ci
H
ﬁ)\ 3
' B
R
1 Windung =10 bp =34 nm
1

Phosphate-
deoxyribose © "1
backbone - "\__' q
HaM ojlf.b

3 end Cytosine
Guanine 5 end

Abb. 2.2:  Schematische Darstellung des molekularen Aufbaus (links) und der
Doppelhelix-Struktur (rechts) der B-DNA
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Die Konformation jeder Nukleotid-Einheit wird durch sieben Torsionswinkel spezi-
fiziert, wobei die sechs Winkel a, B, 7, 8, € und & die dreidimensionale Struktur der
Zucker-Phosphat-Kette beschreiben 1#%4%; der siebte, mit y bezeichnete Winkel gibt
die relative Orientierung der Base zur glykosidischen Bindung an %2 (Kapitel 8.3,
Seite 321 ff.). Die Desoxyribose-Molekille der B-DNA weisen eine sog. C2’-endo-
Stellung auf “°*?. Dies bedeutet, dass das Atom C2’ aus der von den anderen vier
Ringatomen gebildeten Ebene in Richtung des C5’-Atoms herausragt %42,

Da sich die glykosidischen Bindungen eines Basenpaares nicht diametral
gegeniberstehen, werden bei der Windung der beiden Polynukleotidstrange um die
Helixachse zwei unterschiedlich groBe Furchen, die als groBe (Breite: 11,7A; Tiefe:
8,5A 3 und kleine (Breite: 5,7A; Tiefe: 7,5A ) Rinne bezeichnet werden, ausge-
bildet “°*3]. In der groBen Furche, die aufgrund ihrer Breite leicht zugénglich ist, lie-
gen im Vergleich zur kleinen Rinne mehr sequenzspezifische Erkennungsmerkmale,
wie potentielle Donator- und Akzeptorgruppen fur die Ausbildung von H-Bricken und
Strukturelemente fiir van der Waals-Interaktionen, vor “041:44451 (Apb. 2.3). Aus
diesem Grund greifen vor allem groBe Molekiile und sequenzerkennende Proteine in
der groBen Rinne an, wahrend die kleine Furche die bevorzugte Rezeptorbindestelle

niedermolekularer Substanzen darstellt [4041:44-46]

Seite der groBen Furche Seite der grofen Furche

\N____Hulllllunuo CH3

Heu? Ny—H
\Y l’A\N”m”""H—_m

\ =l =\
glykosidische H J;tkosidische ylykosidische N-——H“'“'""o glykosidische

/ N==
Bindung Bindung Bindung I-( Bindung
Seite der kleinen Furche Seijte der kleinen Furche

Abb. 2.3:  Schematische Darstellung der die groBe und die kleine Furche sau-
menden Wasserstoffbricken-Donatoren (blau) und H-Brlicken-Akzep-
toren (rot) in Abhangigkeit von der vorliegenden Basensequenz

(links: Basenpaar Adenin/Thymin; rechts: Basenpaar Guanin/Cytosin; nach Stryer ")
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Die Doppelstrangstruktur der DNA wird vor allem durch die aus der Stapelung der
Purin- und Pyrimidin-Basen resultierenden van der Waals-Interaktionen, Charge-
Transfer-Effekte (n-n-Stacking) und hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert 0431,
Letztere sind dadurch bedingt, dass die im Inneren der Helix gelegenen, unpolaren
Basen durch die hydrophilen Zucker-Phosphat-Ketten des DNA-RUckgrats von den
umgebenden Wassermolekilen abgeschirmt werden %%, Zudem tragen die zwi-
schen den Basen der beiden komplementaren Strange ausgebildeten H-Briicken —
ebenso wie die ionischen Interaktionen zwischen den negativ geladenen Phosphat-
Gruppen und den positiv geladenen Gegenionen — zur Stabilisierung der DNA-Dop-
pelhelix bei (4042,

2.1.2 Topologie der DNA und Topologie-modifizierende Enzyme

Die doppelstrangige DNA der Bakterienchromosomen, der Plasmide (— kleine, in

zahlreichen Bakterien vorkommende, ringférmige DNA-Molekile, die nicht Bestand-

[47,48])

teil des Chromosoms sind und der eukaryotischen Chromosomen (— die zirku-

lare Struktur der chromosomalen DNA resultiert aus der Bindung der linearen Poly-
nukleotidstrange an Histon-Proteine 1404149
Konformation vor %4471 (Abb. 2.4, Seite 21). Diese Tertiarstruktur der DNA, die auch

als Superspiralisierung bezeichnet wird, ermdglicht es, dass das gesamte Genom

liegt in einer stark verdrillten, kompakten

eines Lebewesens in jede Zelle des jeweiligen Organismus hineinpasst %4471 zyr
Beschreibung der Topologie eines DNA-Molekils werden die Verwindungszahl L, die
helikale Windungszahl T und die superhelikale Windungszahl W herangezogen %42,

Diese Kennzahlen stehen in der unten aufgefihrten, mathematischen Beziehung

zueinander [Gleichung (1)] und sind wie folgt definiert 042);

(1) L=T+W

L: Verwindungszahl; sie gibt die Anzahl der Rechtswindungen eines DNA-Strangs
um die in eine Ebene gelegte Helixachse an

T: helikale Windungszabhl; sie ist definiert als die Anzahl vollstandiger Umdrehun-
gen eines Polynukleotidstrangs um die Doppelstrangachse (— Windungen der
Watson-Crick-Helix); T nimmt fir rechtsgangige Doppelstrangwindungen per
Definition einen positiven Wert an

W: superhelikale Windungszahl; sie bezeichnet die Anzahl der Windungen der
Doppelstrangachse um die Superhelixachse; liegen rechtsgangige superhelikale
Windungen vor, so ist W per Definition negativ
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Solange beide Polynukleotidstrange intakt sind, bleibt die Verwindungszahl L eines

t [40-4247.49] " Eine Anderung der

zirkularen, doppelstrangigen DNA-Molekils konstan
helikalen Windungszahl T hat in diesem Fall immer auch eine entsprechende Modifi-

kation der Superspiralitat der DNA zur Folge 494247491 (Kapitel 3.4.2.1, Seite 72 ff.).

entspannte zirkulare

superspiralisierte ™, Plasmid-DNA
Plasmid-DNA ;;mr_‘ g—""””““n

4 KN # e
5 4 ¥ .
o) by F <
q ¢ [ b=
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e i W o
L % L W
¥ h \{ ¥
L $ J
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] X -=—Ir

-1 ] AJ} v,

g a)a_‘),’:._,;

Doppelstrang- Doppelstrang-
Bruch Bruch

XOXOOOOOOOOOOOOOOOOOCK
lineare Plasmid-ONA

Abb. 2.4:  Schematische Darstellung der verschiedenen Konformationen eines
Plasmid-Molekuls

Bei Replikations-, Transkriptions- und Rekombinationsprozessen missen die beiden
von Wasserstoffbriicken zusammengehaltenen Polynukleotidstrange eines DNA-
Duplexes partiell voneinander getrennt werden ¥%4'°% Die dafiir erforderliche Ent-
windung der Doppelhelix-Struktur induziert Spannungen in den an die Strangsepa-
rierung angrenzenden Molekulbereichen, die durch die ubiquitdr vorkommenden,
nuklearen Topoisomerasen abgebaut werden 10434730581 Diege Enzyme relaxieren
die DNA, indem sie Strangbrliche erzeugen, einen DNA-Abschnitt durch die entstan-
dene Llcke schieben und die Enden der Polynukleotidstrange anschlieBend wieder

religieren [40,41,47,50,51,54,55]

. In Abhangigkeit von der Anzahl der enzymkatalysierten
Bruchstellen unterscheidet man zwischen den Typ |-Topoisomerasen (TOPO 1), die
einen transienten Einzelstrangbruch hervorrufen, und den Typ II-Enzymen (TOPO II),

die beide Strange eines DNA-Molekiils schneiden 40-43:50.52:55.56]
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Im ersten Schritt des TOPO I-induzierten Abbaus negativer Superspiralisierungen
greift ein Tyrosin-Molekll des aktiven Zentrums die Phosphodiesterbindung des
Zucker-Phosphat-Gertists der DNA nukleophil an 10429054561 (Aph 2 5). Nach der
Einfihrung der Bruchstelle kann der intakte Polynukleotidstrang ungehindert um den
geschnittenen Strang rotieren, wobei das Enzym die Geschwindigkeit der Drehung
kontrolliert #1:4250-9234.55] ' 7,r Beendigung der DNA-Enzym-Interaktion greift die freie
Hydroxyl-Gruppe des geschnittenen Polynukleotidstrangs die zwischen dem Nuklein-
sauremolekdl und der Topoisomerase | ausgebildete, kovalente Bindung in einer
zweiten Transesterfikationsreaktion an, wodurch die freien Enden des DNA-Ruck-
grats wieder miteinander verkn(ipft und das Enzym abgespalten wird [40-42:50-62:54-56]
Unter physiologischen Bedingungen sind der Einzelstrangbruch und die Religation so
eng miteinander verbunden, dass der intermediar gebildete, bindre Komplex aus

DNA und TOPO | (— Cleavable Complex) kaum nachweisbar ist 815254561,

’\-\} \] X} e s e _,’\-'\})
l—‘ (S L\:\’,v L\\," Ll\," Vo’
negativ superspiralisierte DNA

[ [

— —
~

H 2700, 9’*‘-\;"\ _,’W‘ s"-\q
L-\,'_l-\, 't\,rl'\, b

Abb. 2.5:  Schematische Darstellung der Topoisomerase I-katalysierten Entwin-
dung superspiralisierter DNA (nach Stryer ")
(Y = Tyrosin-Molekll des aktiven Zentrums)

In Analogie zur Topoisomerase | befinden sich auch bei den Typ II-Enzymen Tyrosin-
Molekule im aktiven Zentrum, die das Zucker-Phosphat-GerUst beider Polynukleotid-
strdnge an zwei versetzten Stellen unter Bildung von Phosphotyrosin-Zwischen-
produkten spalten 4041435035 " Eiyr die Einfiihrung der Doppelstrangbriiche und die
Modifikation der DNA-Topologie benétigt die Topoisomerase Il — im Gegensatz zu
den TOPO I|-Enzymen — die bei der ATP-Hydrolyse freiwerdende Energie “*

43,50,55,56]
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Die Bedeutung der Topoisomerasen als therapeutisches Target antiproliferativ wir-
kender Substanzen nimmt stetig zu, da die fur die Enzyme codierenden Gene in den
Zellen einiger maligner Neoplasien (z. B. bei Darm-, Ovar- und Speiseréhrenkrebs
5728y iberexprimiert werden und eine Inhibition der Enzymfunktion indirekt durch die
Blockade lebenswichtiger biologischer Prozesse wie Replikation, Transkription und
Rekombination zur Apoptose der Krebszellen fiihren kann [38:40:47.:50.51.53.57-59]

Die Topoisomerase-Hemmstoffe werden in Abhangigkeit von ihrem Wirkmechanis-
mus in Gifte und in Suppressoren eingeteilt *4”*"l. Topoisomerase I-Gifte wie das
erstmals aus Camptotheca acuminata isolierte Alkaloid Campthotecin (Abb. 2.7, Sei-
te 24), stabilisieren den intermediar gebildeteten, kovalenten Komplex aus DNA und
Enzym P°%® und unterbinden auf diese Weise die Religation des geschnittenen Poly-
nukleotidstrangs °°%%°55¢] (Abb. 2.6). Durch die Kollision der Replikationsgabel mit
den persistierenden Bruchstellen entstehen in der S-Phase des Zellzyklus irreversib-
le Doppelstrangbriiche, die Uber verschiedene biochemische Prozesse — u. a. durch

3 [5060] _

die Aktivierung des Tumorsuppressor-Proteins p5 schlieBlich zur Apoptose

der betroffenen Zellen fiihren /2% (Abb. 2.6).

Abb. 2.6:  Schematische Darstellung des Wirkprinzips eines Topoisomerase |-
Giftes (nach Beretta ®*)

(A: TOPO I-katalysierter Einzelstrangbruch unter Bildung eines 3-Phosphotyrosyl-
Addukts; B: Stabilisierung des kovalenten Enzym-DNA-Komplexes durch ein TOPO |-
Gift; C: Kollision der Bruchstelle mit der Replikationsgabel; D: Bildung eines irreversib-
len Doppelstrangbruchs)

Bei den von Camptothecin abgeleiteten Verbindungen Topotecan (Handelsname
Hycamtin®) und Irinotecan (Handelsname Campto®) handelt es sich um klinisch ver-
wendete, antineoplastisch wirkende Arzneistoffe [°0°"4%6! (Abb. 2.7, Seite 24). Topo-
tecan wird zur Behandlung des fortgeschrittenen Ovarial- und des kleinzelligen
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Lungenkarzinoms eingesetzt, wahrend Irinotecan flr die Therapie des refraktéaren
Kolorektalkarzinoms indiziert ist %35!, Weitere Beispiele fiir Topoisomerase |-Gifte
stellen die Benzo[c]phenanthridinium-Alkaloide Nitridin und Fagaronin sowie die gly-

kosylierte Indolocarbazol-Verbindung Rebeccamycin dar 4705161621 (Aph 2 7).

Nitidin
HO OH
Rebeccamycin

Haco O

Abb. 2.7:  Beispiele bekannter Topoisomerase |-Gifte

Im Gegensatz zu den Giften reduzieren die Topoisomerase |-Suppressoren die kata-
lytische Aktivitdt des Enzyms, ohne mit dem Cleavable Complex zu interagieren
(475051 Dabei unterscheidet man — in Abhangigkeit von dem zugrunde liegenden
Hemmmechanismus — zwischen Substanzen, die direkt mit dem Enzym in Wechsel-
wirkung treten (z. B. B-Lapachon, Abb. 2.8, Seite 25), und solchen, die infolge ihrer
DNA-Bindung die Bildung des kovalenten Phosphotyrosyl-Zwischenproduktes verhin-
dern 5" (z. B. Netropsin und Distamycin A; Abb. 2.23, Seite 42). Da die Sup-
pressoren keine irreversiblen DNA-Schéaden induzieren kénnen, besitzen sie lediglich
wachstumshemmende Eigenschaften, weshalb ihre antitumorale Wirkung im Ver-

gleich zu den TOPO I-Giften wesentlich schwacher ausgepragt ist 7.

-4 -



904
O
HsC™ “CHg
p-Lapachon

Abb. 2.8: Beispiel eines bekannter Topoisomerase I-Suppressors

Das Podophyllotoxin Etoposid, das zur Substanzklasse der Anthrazykline gehérende
Idarubicin (Abb. 2.9) und das Pyridocarbazol-Derivat Ellipticin (Abb. 2.20, Seite 38)
stellen Beispiele fiir Topoisomerase II-Gifte dar 10472951591 Derartige Verbindungen
wirken zytotoxisch, indem sie durch Stabilisierung des binaren, aus DNA und TOPO
Il bestehenden Komplexes die Bildung persistierender DNA-Doppelstrangbriiche und
infolgedessen die Apoptose der betroffenen Zellen auslosen 04751,

Etoposid Idarubicin

Abb. 2.9:  Beispiele bekannter Topoisomerase |l-Gifte
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2.2 Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen

2.2.1  Hydrophobe Bindung

Die hydrophobe Bindung stellt eine ungerichtete, in einem wassrigen Medium auftre-
tende Wechselwirkung der unpolaren Gruppen (z. B. aliphatische und aromatische
Kohlenwasserstoffe, Halogensubstituenten) des Rezeptors mit den entsprechenden
Molekilbereichen des Liganden dar %3 Diese lipophilen Strukturen aggregieren
unter physiologischen Bedingungen, um die Kontakiflache zu dem sie umgebenden
Lésungsmittel zu minimieren 22426384 Die Energie, die bei einer Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung infolge hydrophober Bindungen freigesetzt wird, ist vor allem auf
den mit dieser Interaktion verbundenen entropischen Effekt zuriickzufiihren 2%-2353;
Bei der Komplexbildung werden strukturell gebundene und lose assoziierte Wasser-
moleklle aus der Bindetasche des Rezeptors, sowie aus der Hydrathullle des Ligan-
den verdrangt, wodurch sich ihre Beweglichkeit erhoht 2%426365 (Apb. 2.10). Dies hat
— aufgrund der Zunahme der im System herrschenden Unordnung — eine Steigerung

der Entropie zur Folge [20,23,42,63]

Rezeptor [
Ligand in frei bewegliche
Lasung i YWassermaolekile
4 gebundene
Wassermaolekile [ ] ® [
—>
o @
PY L
®e ® o
lose assoziierte -
Wassermaolekile Rezeptor-Ligand-

Komplex

Abb. 2.10: Schematische Darstellung des bei einer Rezeg)tor-Ligand-Interaktion
auftretenden entropischen Effekts (nach Kubinyi %)
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Dem 2. Hauptsatz der Thermodynamik entsprechend wirkt sich eine derartige Entro-
piezunahme energetisch giinstig auf die freie Komplexbildungsenthalpie AG aus 2%
[Gleichung (2)]:

(2) AG = AH — TAS

AG: freie Komplexbildungsenthalpie
AH: Komplexbildungsenthalpie

T: absolute Temperatur [K]

AS: Entropieanderung des Systems

Bei den hydrophoben Wechselwirkungen handelt es sich meist um die treibende
Kraft fiir die Rezeptor-Bindung eines Liganden, da pro A lipophiler Kontaktflache eine
Bindungsenergie von 100 bis 200J/Mol freigesetzt wird 25483 Zudem tragen die
hydrophoben Interaktionen signifikant zur Stabilisierung der Sekundér- und der Terti-

arstruktur biologischer Makromolekdile (z. B. Proteine, Nukleinsauren) bei 1264,

2.2.2 van der Waals-Krafte (= Dispersionskrafte)

Bei den van der Waals-Wechselwirkungen (Synonym: London-, Dispersionskrafte ©¢))
handelt es sich gerichtete, attraktiv wirkende Bindungskrafte zwischen unpolaren
Molekiilen “263%€1 Diese Interaktionen liegen in der Tatsache begriindet, dass sich
der Aufenthaltsort der Elektronen standig andert, was geringflgige Verformungen der
Elektronenwolke eines Molekils und — damit verbunden — die Bildung momentaner

Dipole zur Folge haben kann 26366l

. Diese schwachen, fluktuierenden Dipole
induzieren durch die Polarisierung des Elekironensystems benachbarter Atome oder
Molekile die Entstehung weiterer, parallel ausgerichteter Dipolmomente “263681 Ayf
diese Weise treffen schlieBlich positive und negative Partialladungen aufeinander,
die sich gegenseitig anziehen [“2¢3€81 (Apb. 2.11, Seite 28). Da die Elektronen eine
sehr hohe Beweglichkeit besitzen, heben sich die momentanen Dipole im zeitlichen

Mittel auf, so dass nach auBen hin kein permanentes Dipolmoment messbar ist #3°¢].
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Abb. 2.11: Anziehungskrafte zwischen momentanen, fluktuierenden Dipolen be-
nachbarter Teilchen (nach Mortimer )

Der Energiebetrag, der bei der Rezeptor-Ligand-Komplexbildung aufgrund von van
der Waals-Wechselwirkungen zwischen unpolaren Molekulstrukturen freigesetzt wird,
ist von der GroBe der Verbindungen und der Zahl ihrer Elektronen abhangig ¢, Die
starksten Dispersionskrafte treten dabei bei der Interaktion von groBen, vielatomigen
Molekdlen auf, da diese ausgedehnte und leicht polarisierbare Elektronenwolken auf-
weisen (69,

Die auf ein Methylengruppenpaar entfallende Bindungsenergie betragt im
Mittel 2kJ/Mol 3. Folglich handelt es sich bei den van der Waals-Wechselwirkungen
lediglich um schwache Kréafte, die daruber hinaus auch nur eine sehr geringe Reich-
weite besitzen [“?%%: Die Starke der Bindungen fallt mit der 6. Potenz des zwischen
den interagierenden Atomgruppen vorliegenden Abstandes r (1/r%) ab ¥283. Da sich
die Dispersionskréafte jedoch additiv verhalten, kdnnen sie bei groBflachigen Kontak-
ten durch Summation der Teilbetrage einen erheblichen Beitrag zur Komplexbil-

dungsenergie und zur Spezifitdt der Pharmakon-Rezeptor-Wechselwirkung leisten
[42,63]

2.2.3 Elektrostatische Wechselwirkungen

Bei den elektrostatischen Wechselwirkungen handelt es sich um Bindungskréfte, die
zwischen geladenen und/oder polarisierten MolekUllbereichen auftreten, wobei sich
kontrare (Partial-)Ladungen anziehen, wahrend sich gleichsinnig geladene bzw. pola-
risierte Teilchen abstoBen 38! (Abb. 2.12, Seite 29).
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Abb. 2.12: Beispiele fiir elektrostatische Wechselwirkungen, die bei einer Rezep-
tor-Ligand-Komplexbildung auftreten kdnnen (nach Auterhoff®®)

Die Bindungsenergie, die aus der Wechselwirkung dieser ionischen Teilchen resul-
tiert, kann mit Hilfe des Coulomb-Gesetzes [Gleichung (3)] berechnet werden 63%:

3)

€. Dielektrizitatskonstante des Lésungsmediums
g: Ladung eines Atoms oder einer funktionellen Gruppe
r:  Abstand zwischen den beiden Ladungen g; und g2

Dem Coulombschen Gesetz zur Folge bedingt die hohe Dielektrizitdtskonstante des
Wassers (¢ = 80 F/m) eine signifikante Abschwachung der in wassrigen Medien auf-
tretenden elektrostatischen Interaktionen %%, Da die Konstante in der Nihe einer
molekularen Oberflache oder im Innern eines Proteins allerdings auf bis zu 5 F/m ab-
sinken kann, handelt es sich bei den in Rezeptor-Ligand-Komplexen auftretenden
lon-lon-Wechselwirkungen um starke Bindungskrafte, die eine durchschnittliche
Energie von 5 kJ/Mol aufweisen 3. Dariiber hinaus besitzen sie eine sehr groBe
Reichweite (— Abhéangigkeit vom Abstand: 1/r), was zur Aufstellung der Hypothese
fihrte, dass der erste Kontakt zwischen einem Liganden und seinem Rezeptor durch
die Anziehung entgegengesetzt geladener Strukturen zustande kommt 1.

Die Bindungsenergie der lon-Dipol- sowie der Dipol-Dipol-Wechselwirkungen
(Abb. 2.12), die bis zu 30kJ/Mol betragen kann, nimmt mit der 2. Potenz der zwi-
schen den interagierenden Gruppen vorliegenden Distanz r ab (1/r?), so dass diese

Krafte (iber eine geringere Reichweite als die lon-lon-Interaktionen verfiigen .
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2.24 Wasserstoffbriicken-Bindung

An der Ausbildung von Wasserstoffbricken-Bindungen, die eine besondere Form
elektrostatischer Interaktionen darstellen, sind zum einen funktionelle Gruppen mit
einem kovalent gebundenen H-Atom (— Wasserstoffdonoren, zumeist OH- oder NH-
Gruppen), und zum anderen elektronegative Atome mit mindestens einem nichtbin-
denden Elektronenpaar (— Wasserstoffakzeptoren, zumeist O- oder N-Atome) betei-
ligt 120-234248.63] (App_ 2.13). Neben der zwischen dem Wasserstoffdonor und dem -ak-
zeptor auftretenden Dipol-Dipol-Anziehung, die fir die Entstehung einer H-Brlcke
von entscheidender Bedeutung ist, weist diese Bindungsart zudem einen geringen
kovalenten Anteil auf, der aus der Uberlappung des s-Orbitals des Wasserstoffs mit
Orbitalen des Akzeptor-Atoms resultiert 6%,

Die Geometrie einer H-Bricken-Bindung ist innerhalb enger Grenzen definiert
(2023 Das elektronegative Atom der als Wasserstoff-Donor fungierenden funktionel-
len Gruppe und das Akzeptor-Atom liegen in einem Abstand von 2,8 bis 3,2 A zuei-
nander vor und schlieBen dabei mit dem H-Atom einen Winkel von mehr als 150° ein
(2048] (Abb. 2.13).

£ C=0---H: 1001807

s
i’

Abstand N-—0:28328 N—H--~----- ---0

%
-

£ N-H-—-0 > 150°

Fl
-

Abb. 2.13: Schematische Darstellung der Geometrie einer Wasserstoffbriicken-
Bindung (nach Kubinyi?%)

Die Stérke einer H-Briicken-Bindung ist von dem Ladungszustand der an ihrer Aus-
bildung beteiligten funktionellen Gruppen abhangig °": Eine Wasserstoffbriicke, die
einen ionischen Donator (z. B. ein Ammonium-Kation) und/oder einen ionischen Ak-
zeptor (z. B. ein Carboxylat-Anion) aufweist, besitzt eine Bindungsenergie von bis zu
16 kd/Mol, wahrend bei der Entstehung einer neutralen H-Briicke ein erheblich klei-
nerer Energiebetrag von nur 2 bis 6 kJ/Mol freigesetzt wird 2°*8. In beiden Fallen
nimmt die Starke der Bindung mit der zweiten Potenz der zwischen den elektronega-
tiven Atomen vorliegenden Distanz r (1/r2) ab 2,

-30 -



Bei der Rezeptor-Ligand-Komplexbildung tragen die Wasserstoffbriicken-Bindungen
wesentlich zur Positionierung der niedermolekularen Substanz in der Bindetasche
des Biopolymers bei “567%° Dariiber hinaus spielen sie bei der Stabilisierung der
DNA-Doppelhelix sowie der Quartar- und der Tertidrstruktur von Proteinen eine
Schliisselrolle [23:42:48.63.66]

2.2.5 Charge-Transfer-Komplexbildung

Die Entstehung eines Charge-Transfer-Komplexes (CT-Komplex) beruht auf der
intra- bzw. intermolekularen Uberfilhrung von Elektronen aus den besetzten Orbita-
len eines elektronenreichen Donators in die unbesetzten Orbitale eines elektronen-
armen Akzeptors (Abb. 2.14; Abb. 2.15, Seite 32) 97" Da dies die vorherige
raumliche Uberlappung der in den Transfer einbezogenen Orbitale erforderlich
macht, weist ein CT-Komplex sowohl einen elektrostatischen, als auch einen kova-

lenten Bindungsanteil auf #7711,

Hydrochinon

1,4-Benzochinon

Abb. 2.14: Darstellung eines Charge-Transfer-Komplexes

(Hydrochinon — Donator; 1,4-Benzochinon — Akzeptor; die gestrichelten Linien
deuten die zusatzlich stabilisierend wirkenden H-Briicken an)

Obwohl noch weitaus mehr Orbitale an dem Elektronentbergang beteiligt sein kén-
nen, werden oftmals nur die h6chsten besetzten sowie die niedrigsten unbesetzten
Molekulorbitale zur Beschreibung eines CT-Komplexes herangezogen "%. Dabei
kann ein Charge-Transfer-Komplex nur zustande kommen, wenn das LUMO (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital) des Akzeptors gegeniiber dem LUMO des Donators
sowie das HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) des Donators gegenlber
dem HOMO des Akzeptors energetisch begiinstigt ist 7! (Abb. 2.15, Seite 32).

231 -



Donator Akzeptor
iz. B. Hydrachinon) iz. B. 1,4-Benzochinon)

Energie
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unbesetzte Molekdlorbitale
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HOMO des
Donators

©66 | 000

Abb. 2.15: Schematische Darstellung des bei der Bildung eines CT-Komplexes
auftretenden Elektronentransfers

(der Elektroneniibergang erfolgt von dem HOMO des Donators zu dem LUMO des
Akzeptors)

Die Stabilitdt eines Charge-Transfer-Komplexes hangt zum einen von der Energie-
differenz zwischen dem LUMO des Akzeptors und dem HOMO des Donators, und
zum anderen von der GrdBe des Uberlappungsintegrals dieser beiden Orbitale ab
[2]: Wahrend die Bindungsenergie proportional zu dem Quadrat des Uberlappungs-
integrals ansteigt, hat eine Zunahme der Energiedifferenz eine Reduktion der Bin-
dungskréfte zur Folge (2. Generell betragt die Bindungsenergie eines CT-Komplex-
es bis zu 30 kd/Mol und fallt mit der dritten Potenz des Abstandes zwischen dem
Elektronendonator und dem Elektronenakzeptor ab (1/r%) 1631,

Neben den Wasserstoffbriicken-Bindungen (Kapitel 2.2.4, Seite 30 ff.) sind
auch die Charge-Transfer-Wechselwirkungen flr die Stabilisierung der DNA-Doppel-

helix von groBer Bedeutung 2.
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2.3 DNA-Bindemodi der Liganden

2.3.1 Interkalation und interkalierende Verbindungen

Als Interkalation (lat.: intercalare = dazwischen schieben) bezeichnet man die erst-
mals 1961 von Lerman '"®! beschriebene Einlagerung eines planaren, polyzykli-
schen, aromatischen Chromophors zwischen zwei benachbarte Basenpaare der
DNA [184374771  Baj diesem nicht-kovalenten Bindemodus werden die Liganden
ohne Zerstérung der Watson-Crick-Wasserstoffbriickenbindungen senkrecht zur He-
lixachse an der doppelstriangigen DNA fixiert “*7/ wobei man zwei Orientierungen
des Interkalators in der Kavitat unterscheidet “*78: Bei der sog. ,edge-on“-Ausrich-
tung bildet die Langsachse des Chromophors eine Parallele zur Basenpaarverbin-
dungslinie, wahrend sie bei der ,head-on“-Orientierung senkrecht zu dieser Trajekto-
rie angeordnet ist 64978 Die Interkalation eines Molekiils ruft eine vertikale Sepa-
rierung der Basenpaare hervor, die eine Modifikation der Torsionswinkel des Zucker-
Phosphat-Riickgrats der DNA, sowie eine VergréBerung der Ganghbhe der Helix zur
Folge hat (Abb. 2.16, Seite 34) ['8437477] Djese Entwindung und Streckung des Dop-
pelstrangmolekiils bedingt eine Stérung der Matrizenfunktion der DNA, da die Aktivi-
tat der fur die Replikation, Rekombination und Transkription essentiellen Enzyme
(u. a. DNA- und RNA-Polymerasen, Topoisomerasen und Helikasen) durch die Kon-
formationsanderung des Biopolymers massiv beeintrachtigt wird [3184374.76.771
Infolgedessen kommt die Zellproliferation zum Erliegen 1374771, Zudem werden durch
die Stabilisierung des kovalenten Komplexes aus Topoisomerase (meist TOPO II)
und DNA irreversible Strangbrliche induziert, die letztlich zur Apoptose flhren und fir

die zytotoxische Wirkung vieler Interkalatoren verantwortlich sind (Kapitel 2.1.2, Seite
23 ff) [3,43,74,76,79].
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DNA-Base

Interkalator

Abb. 2.16: Links: Schematische Darstellung der Konformationsdnderung der DNA,
die durch die Interkalation eines Molekdils bedingt ist (nach Silverman %)

Rechts: Darstellung des Interkalationskomplexes aus B-DNA und 9-

Formylacridin
(PDB-Code ®®: 1G3X ®%: Darstellung des Liganden als Kalottenmodell)

Den Theorien von Chaires zur Folge, verlauft die Bildung eines Interkalationskom-
plexes in drei Schritten " (Abb. 2.17, Seite 35): Zunachst kommt es zu einer Modi-
fikation der DNA-Konformation, bei der die Doppelhelix aufgewunden und der mittlere
Abstand zwischen zwei Basenpaaren von 3,4 A auf ca. 7-8 A erweitert wird, um eine
Interkalationskavitat fiir die DNA-Bindung des Liganden zu schaffen """l Die Ent-
spiralisierung des DNA-Molekils bedingt eine Separierung der negativ geladenen
Phosphat-Gruppen des DNA-RUckgrats, was eine Reduktion der lokalen Ladungs-
dichte und — damit verbunden — eine Freisetzung der positiv geladenen Gegenionen
(M*) zur Folge hat " (Abb. 2.17-1, Seite 35). Wahrend es sich bei der Konforma-
tionsanderung der Doppelhelix um einen endothermen Prozess handelt, flhrt die
Freisetzung der Kationen zu einer Steigerung der Entropie und ist demnach energe-
tisch beginstigt ">’ Im zweiten Schritt der Komplexbildung findet eine Uberfiih-
rung des planaren, aromatischen Wirkstoffmoleklls aus dem wéassrigen Lésungs-
medium in das von den Purin- und Pyrimidin-Basen gebildete, lipophile Zentrum der
DNA statt 8437 Aus diesem hydrophoben Transfer resultiert der gréBte Teil der bei
der Interkalation freiwerdenden Bindungsenergie 843771 Tragt der Ligand eine posi-
tive Ladung, so werden bei diesem Vorgang darliber hinaus weitere Gegenionen frei-
gesetzt "% (Abb. 2.17-2, Seite 35). Durch die Ausbildung nicht-kovalenter, intermole-
kularer Wechselwirkungen wird der Interkalator schlieBlich in der Kavitat verankert
(75771 (Abb. 2.17-3), wobei dem 7z7-Stacking und den Charge-Transfer-Kraften die

[18,43,75]

gréBte Bedeutung zukommt . Zudem tragen auch Wasserstoffbrickenbin-
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dungen und elektrostatische Interaktionen zwischen der DNA und dem Liganden zur

Stabilisierung des Interkalationskomplexes bei 71,

1. Konformationsanderung der DNA (AG = 0)

é ﬁ + M*

2 Hydrophober Transfer (AG < 0)

éi-——@ +M+

3. Maolekulare Wechselwirkungen (AG = 0)

L

Abb. 2.17: Konzeptuelles Modell der in drei Schritten ablaufenden, interkalativen
DNA-Bindung eines Molekiils (nach Chaires ")

FOr eine optimale Interkalation sind folgende strukturelle Voraussetzungen von
[74,77].

Bedeutung

a) Ein planares Chromophor, das aus anellierten, aromatischen Ringen aufge-
baut ist und eine Flache von mindestens 28 A? aufweist 187477811

b) Positiv oder neutral geladene, elekironenziehende Substituenten, die die
Elektronendichte des Chromophors reduzieren und infolgedessen die Inter-
aktion zwischen dem Liganden und den elektronenreichen Purin-Basen der
DNA verstarken /"]

c) Seitenketten mit funktionellen Gruppen zur Ausbildung von H-Briicken
und/oder positiven Ladungen (z. B. Zucker-Molekiile, peptidische Strukturen
oder Polymethylenamin-Ketten), die zur Stabilisierung des Interkalationskom-
plexes mit den Furchen oder dem Ruckgrat der DNA in Wechselwirkung

treten [18,74,77,81]
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Die Anthrazykline, die sich von den aus Streptomyces-Arten isolierten Substanzen
Daunorubicin und Doxorubicin ableiten 432 (Abb. 2.18, Seite 37), stellen sehr po-
tente Zytostatika dar, die haufig gegen ein breites Spektrum solider Tumore (u. a.
gegen Gebarmutter- und Gebarmutterhalskrebs, Brustkrebs und Sarkome ['®), sowie
zur Behandlung der Leukamie klinisch eingesetzt werden 4778285 Strykturell weist
diese Verbindungsklasse ein Anthrachinon-Ringsystem auf, das um einen gesattig-
ten, a-glykosidisch mit einem Aminozucker verkniipften Zyklus erweitert ist (74771,
Die zytotoxische Wirkung der Anthrazykline ist vor allem auf die eingangs
erlauterte, bei der Interkalationskomplexbildung auftretende Konformationsénderung
der DNA und die damit verbundene Hemmung der Funktion DNA-assoziierter En-

41843748283 (7 B. durch Stabilisierung des kovalenten Kom-

zyme zuriickzufithren &
plexes aus TOPO Il und DNA). Daneben bedingen die Redoxeigenschaften dieser
Verbindungen, die in ihrer Anthrachinon-Struktur begriindet sind, die Bildung reakti-
ver Sauerstoffspezies (ROS), die nicht nur weitere Doppelstrangbriiche verursachen,
sondern vermutlich auch flr die Kardiotoxizitat dieser Substanzklasse verantwortlich

d 13437482 Dpie schweren, dosislimitierenden Nebenwirkungen (z. B. Myokard-

sin
schadigung, Knochenmarkstoxizitat, Stomatitis), die mit einer Langzeittherapie ver-
bunden sein kdnnen, schranken — ebenso wie die mitunter auftretenden, P-Glyko-
protein-vermittelten Resistenzen — die klinische Anwendbarkeit der Anthrazykline ein
(748283 Aus diesem Grund beschéftigen sich derzeit zahlreiche Forschergruppen mit
der Entwicklung strukturell modifizierter oder als Prodrugs wirkender Anthrazyklin-
Verbindungen, die eine starke Zytotoxizitat bei gleichzeitig reduzierter Nebenwir-
kungsrate aufweisen sollen 8287,

Bei Mitoxantron (Abb. 2.18, Seite 37) handelt es sich um ein synthetisches,
basisch substituiertes Anthrachinon-Derivat, das vor allem zur Therapie des metas-
tasierenden Mammakarzinoms, des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms und der
Leukamie klinisch eingesetzt wird 8771 Mitoxantron, das als Topoisomerase II-Gift
wirkt und auch Helikase-hemmende Eigenschaften aufweist, besitzt gegentber Do-
xorubicin den Vorteil einer verlangerten Halbwertszeit und eines gunstigeren Neben-

wirkungsprofils 1318741
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H

R = -CH; Daunorubicin
R =-CH,OH Doxorubicin

Abb. 2.18: Strukturformeln einiger Anthrazyklin-Derivate

Die vollsynthetische Acridin-Verbindung Amsacrin (Abb. 2.19) wird erfolgreich zur
Behandlung der akuten myeloischen und der akuten lymphatischen Leukamie einge-
setzt 7779881 |n Analogie zu den Anthrazyklinen ist die Zytotoxizitit des Amsacrins
auf seine Wirkung als Topoisomerase II-Gift, sowie auf die interkalationsbedingte
Funktionsbeeintrachtigung der fur die DNA-Replikation, Transkription und Rekombi-
nation essentiellen Enzyme zuriickzufiihren 7481 Obwohl weitere Acridin-Derivate
mit antibakteriellen, antiprotozoischen und antikanzerogenen Eigenschaften bekannt
sind, wird der klinische Einsatz dieser Substanzklasse aufgrund von schweren Ne-
benwirkungen, Resistenzen und schlechten Bioverfiigbarkeiten limitiert 388,

Neben den Acridin-Verbindungen besitzen auch zahlreiche Acridon-Derivate
eine antineoplastische Aktivitat %%, So befindet sich z. B. die Imidazoacridon-Ver-
bindung C-1311 (Abb. 2.19) zurzeit in klinischer Testung, da sie in in vivo-Assays

eine herausragende Wirksamkeit gegen Leukémiezellen zeigte .

y CHs
He” N g O r CH
| A 0 HY NN
Amsacrin HN/\/ HO
C Y L) e
N [—

Abb. 2.19: Strukturformeln des Amsacrins und der Acridon-Verbindung C-1311
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Da die Pyrido[4,3-b]carbazol-Derivate, die sich von den in Apocynaceae-Arten (z. B.
Ochrosia elliptica, Ochrosia moorei) vorkommenden Verbindungen Ellipticin, 9-Meth-
oxyellipticin und Olivacin (Abb. 2.20) ableiten, eine starke zytotoxische Aktivitat ge-
genuber vielen verschiedenen Tumorzelllinien aufweisen, stellen sie viel verspre-
chende Leitsubstanzen fur die Entwicklung neuer, klinisch einsetzbarer Zytostatika
dar "#779993 'Dabei besitzen die Ellipticine pleiotrope biologische Effekte °?: Neben
der auf die Interkalation zurtckzufihrenden Interaktion mit DNA-bindenden Enzymen
(v. a. Induktion von Doppelstrangbriichen durch Stabilisierung des kovalenten Kom-
plexes aus TOPO Il und DNA, sowie Inhibition der Telomerase und der Polymera-
sen) 74779093 "|1agern sich die Pyridocarbazol-Derivate auch an zelluldre und mito-
chondriale Membranen an 2. Dies hat die letztlich die Apoptose auslésende Ent-
kopplung der oxidativen Phosphorylierung zur Folge 2. Dariiber hinaus werden die
Ellipticine nach einer enzymatischen Oxidation an Position 9 in einem radikalischen
Prozess in elektrophile Chinonimin-Derivate Uberflihrt, die mit zahlreichen Bionukleo-
philen (z. B. Aminoséuren, Polynukleotide, Glutathion) in einer Michael-Addition irre-
versible, kovalente Addukte bilden "°"% Da die Pyrido[4,3-b]carbazole einige tox-
ische Nebenwirkungen (u. a. Granulozytopenie, Hamolyse, Nephrotoxizitat) aufwei-
sen und zudem schlecht wasserldslich sind *'%%l hat bislang nur ein Ellipticin-Deri-
vat, das Elliptiniumacetat (— verbesserte Wasserl@slichkeit durch Quaternisierung
des Stickstoffatoms N2; Abb. 2.20), die Zulassung als Arzneimittel erhalten 190"
Elliptiniumacetat wird in Frankreich unter dem Handelsnamen Celiptium® zur The-
rapie osteolytischer Metastasen bei Brustkrebserkrankungen eingesetzt %99,

HaC ® ,CHa
HaCQ &

R, Ro -\ O Q y ©onc
O Q / H CHs

N " Elliptiniumacetat
R{=-H R, = —-CH; R; =-H E"IpthIn
R;=-OCH; Ry =-CH3; R;=-H 9-Methoxyellipticin
R;{=-H R, =-H R; = —-CH; Olivacin

Abb. 2.20: Strukturformeln einiger Ellipticin-Derivate
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Auch innerhalb der Substanzklasse der Naphthalimid-Verbindungen existieren Ver-
treter mit antikanzerogenen Eigenschaften, wie beispielsweise das Amonafid und das
Nitro-Analogon Mitonafid (Abb. 2.21) 49491 Djese beiden Derivate sind dariiber
hinaus auch antibiotisch, antiparasitdr und antiviral wirksam *°.. Im Gegensatz zu den
Naphthalimid-Verbindungen ohne basisch substituierte Seitenkette, handelt es sich
bei Amonafid und Mitonafid — wie bei der Majoritat der zytotoxisch wirkenden Inter-
kalatoren — um Topoisomerase |l-Gifte, die durch die Hemmung der Religation der
enzyminduzierten Doppelstrangbriiche die Apoptose der betroffenen Zellen auslésen
[7498] \Wahrend das Amonafid, das in den Assays des NCI (National Cancer Institute)
eine gute Aktivitat gegenlber Leukdmiezellen zeigte, sich derzeit noch in der klini-
schen Testung befindet, mussten dagegen die Mitonafid-Studien aufgrund zu starker
Neurotoxizitat abgebrochen werden 4%,

In einem High Throughput Screening zeigte die als Virstatin bezeichnete
Naphthalimidbuttersaure (Abb. 2.21) in Bezug auf den Erreger Vibrio cholera anti-
bakterielle Eigenschaften 8. Da die Verbindung einen Expressionsinhibitor des Cho-
lera-Toxins sowie des Toxin-regulierten Pilus darstellt, verhindert sie die Toxin-indu-
zierte Diarrhd und die Kolonisierung des Darms mit Cholerabakterien .

O 9

® 0 O )
H,C” N\CH3 COOH
R=-NH, Amonafid Virstatin

R =-NO, Mitonafid

Abb. 2.21:  Strukturformeln einiger Naphthalimid-Derivate
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2.3.2 Minor Groove Binding, rinnenbindende Molekile und
Lexitropsine/Hairpins

Unter dem Minor Groove Binding versteht man die reversible und oftmals sequenz-
selektive Einlagerung eines Molekiils in die kleine Rinne der B-DNA 4% (Kapitel
2.1.1, Seite 19; Abb. 2.24, Seite 45). Dieser Bindemodus, der erstmals 1974 von
Wartell am Beispiel des Antibiotikums Netropsin (Abb. 2.23, Seite 42) beschrieben
wurde, ruft — im Gegensatz zur Interkalation (Kapitel 2.3.1, Seite 33 ff.) — nur eine
geringfiigige Anderung der Tertiarstruktur der DNA hervor [697%76.99102] 43 die kleine
Furche lediglich im Bereich der Ligandenbindestelle um ca. 0,5-2,0 A aufgeweitet
wird 169757699100 'pas im Folgenden naher erlduterte konzeptuelle Modell zur DNA-
Rinnenbindung sieht aus diesem Grund nur einen zweistufigen Prozess vor /%1%

Im ersten Schritt findet ein hydrophober Transfer des Liganden aus dem
wassrigen Losungsmedium in die kleine Rinne der DNA statt (Abb. 2.22-1, Seite 41),
was eine Reduktion der im System vorliegenden Rotations- und Translationsfrei-
heitsgrade zur Folge hat [”>'%, Die damit verbundene positive Reaktionsenthalpie
wird jedoch durch den betrachtlichen Entropiegewinn, der aus der Verdrangung von
strukturell gebundenen Wassermolekilen aus der kleinen Rinne der DNA resultiert,
deutlich Uberkompensiert [”>'%. Handelt es sich bei dem Minor Groove Binder um
ein kationisches Molekill, so werden bei der DNA-Komplexbildung dariber hinaus
positiv geladene Gegenionen (M*) freigesetzt (Abb. 2.22-1, Seite 41), was sich Uber
eine weitere Steigerung der Entropie ebenfalls energetisch glnstig auf die DNA-
Bindung des Liganden auswirkt %%, Nach dem hydrophoben Transfer, der auf-
grund des beschriebenen entropischen Effekts die treibende Kraft fir die Rinnen-
bindung darstellt ['8:4%:75:76.100.102104] "\yarden zur Fixierung des Minor Groove Binders
in der kleinen Furche zahlreiche nicht-kovalente intermolekulare Wechselwirkungen
ausgebildet 4450751001031 (Aph 2 22.2. Seite 41). Dabei sind die van der Waals-
Interaktionen sowie die intermolekularen Wasserstoffbricken-Bindungen zwischen
dem Liganden und den N3-Atomen der Purin- bzw. den O2-Atomen der Pyrimidin-
Basen (Abb. 2.1, Seite 17) von besonderer Wichtigkeit 87514, Zudem tragen elek-

trostatische Wechselwirkungen zur Stabilisierung des DNA-Ligand-Komplexes bei
[18,45,67,104]
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1. Hydrophaober Transfer (A = 0)
S + ) - +M

2. Molekulare Wechselwirkungen (AG < 0)

i-f

Abb. 2.22: Konzeptuelles Modell der in zwei Schritten ablaufenden Rinnenbindung
eines Molekdils (nach Chaires"®'*)

Der genaue Wirkmechanismus der Minor Groove Binder, die antitumorale, antivirale,
fungizide und antimikrobielle Eigenschaften aufweisen kénnen 4546191 ‘ist noch nicht
vollstandig aufgeklart '921%! Es wird jedoch angenommen, dass die biologischen
Effekte dieser Substanzklasse vor allem darauf zurGckzufiihren sind, dass die Ver-
bindungen infolge ihrer DNA-Komplexbildung die Funktion vieler DNA-regulierender
Enzyme beeinflussen 46691021951 g4 kgnnen die Rinnenbinder erwiesenermaBen
nach ihrer aktiven Aufnahme in die Zelle eine Blockade der Genexpression herbei-
fuhren, indem sie die Bindung der Transkriptionsfaktoren an die zugehérigen Promo-
torregionen der DNA verhindern 46691041031 - Opwoh| diese Enzyme vornehmlich in
der groBen Furche der DNA binden, sind oftmals auch Atome der kleinen Rinne an
der Stabilisierung des Protein-DNA-Komplexes beteiligt, was die entsprechenden
Transkriptionsfaktoren dem Angriff durch Minor Groove Binder zugénglich macht 8.
Da einige Rinnenbinder zudem Topoisomerase |- und II- sowie Helikase-inhibierende
Eigenschaften aufweisen, hemmen sie darlber hinaus auch die DNA-Reparatur, die
Rekombination und die Replikation ['8:4%:46:69.104]

Strukturell betrachtet setzen sich die meisten Minor Groove Binder aus aromati-
schen, planaren Ringen, die Gber amidische Linker oder aliphatische Einfachbindun-
gen miteinander verkniipft sind, zusammen [18:46:67:69.104.1081 (A 2 23 Seite 42). Sie
besitzen typischerweise eine zur Krimmung der kleinen Furche komplementére
Sichelform, die — ebenso wie ihre Fahigkeit, bei der DNA-Bindung eine isohelikale
Konformation anzunehmen (/nduced-Fit) — eine sterisch ungehinderte Einlagerung

-41 -



des Rinnenbinders zwischen die beiden Zucker-Phosphat-Ketten des DNA-RUck-

gratS ermogl|Cht [18,46,67,69,75,76,102,104,106]

HaNs @,2NH,

H 0
/ N/CH3
0 x® —
H
Mgffo O
HNTXL CHs CHs

H HNTX
A p
HN oy O \ 0
cHs

Netropsin Distamycin A

HoNe &, NH;
e
3X
®
HN=
H 2x°

Hoechst 33258 Berenil DAPI

Abb. 2.23:  Strukturformeln einiger bekannter Minor Groove Binder
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Die kationischen Strukturen, die wichtige Bestandteile zahlreicher Minor Groove
Binder sind, stabilisieren den gebildeten DNA-Ligand-Komplex, indem sie mit der, ein
negatives molekulares elektrostatisches Potential (MEP) aufweisenden, kleinen Rin-
ne in Wechselwirkung treten 6769194101 ' 7,dem weisen viele rinnenbindende Sub-
stanzen funktionelle Gruppen auf, die als Donatoren oder Akzeptoren Wasserstoff-
briicken zu den DNA-Basen ausbilden kdnnen 6999100104108, giage H_Briickenbin-
dungen sind flr die Positionierung des Liganden in der kleinen Furche von entschei-
dender Bedeutung [69:99:100.104.106]
Die Majoritat der derzeit bekannten Rinnenbinder — darunter Netropsin, Distamycin A
und Hoechst 33258 [44-46.:67.69.99.100.104.107 Ay 2 23, Seite 42) — interagiert bevorzugt
mit AT-reichen Arealen der DNA [46:°069.102104.108] i, diese Praferenz gibt es eine
Reihe von Griinden, die im Folgenden kurz erlautert werden sollen [46:50:69.102.104.108].
Bedingt durch den starker ausgepragten Propeller Twist (— DNA-Basenpaare
sind wie die Blatter eines Propellers angeordnet 4*?) der AT-Basenpaare ist die nur
aus Adenin und Thymin aufgebaute kleine Rinne im Vergleich zu einer aus ge-
mischten oder aus GC-Sequenzen bestehenden Minor Groove enger und schmaler,
so dass die aromatischen, planaren Ringe des AT-selektiven Liganden intensive van
der Waals-Wechselwirkungen mit den Wéanden der kleinen Furche ausbilden kénnen
[45.50.69.99.1021091 ' pyje raumerfiillende, exozyklische Amino-Gruppe des Guanins hat
dagegen eine deutliche Abschwachung der van der Waals-Bindungskrafte zur Folge,
da die sterische Kollision dieser funktionellen Gruppe mit den Pyrrol-C3-H-Atomen,
die bei einigen rinnenbindenden Derivaten vorhanden sind (z. B. bei Netropsin,
Distamycin A), eine tiefe Einlagerung des Liganden in die kleine Furche verhindert
[44.45.99.100.102109] Ak 225, Seite 46). Des Weiteren besitzen die AT-reichen Ab-
schnitte der DNA ein negativeres elektrostatisches Potential als die GC-Areale, was
auf den Einfluss des sp®-hybridisierten N3-Atoms des Adenins zuriickzufiihren ist [+
46.69.99.102,108.109 ' pieses negative MEP erméglicht starke Wechselwirkungen mit den
positiv geladenen funktionellen Gruppen und/oder der elektronenarmen konkaven
Seite der Rinnenbinder #4#6:69.99.108109 |y nativen Zustand weist die aus AT-Basen
bestehende kleine Furche dariiber hinaus ein hoch organisiertes Netzwerk aus Uber
H-Bricken gebundenen Wasser-Molekilen auf, die bei der DNA-Ligand-Komplex-
bildung von der DNA verdrangt werden %, Auch dieser energetisch glinstige, entro-
pische Effekt bewirkt eine bevorzugte DNA-Bindung vieler Minor Groove Binder in
AT-reichen Arealen 19,
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Die beiden aus Streptomyces netropsis bzw. Streptomyces distallicus isolierten
Oligopyrrolcarboxamide Netropsin und Distamycin A (Abb. 2.23, Seite 42) besitzen
antitumorale, antivirale und antiprotozoische Eigenschaften, da sie infolge ihrer Einla-
gerung in die kleine Rinne doppelstrangiger DNA, mit der Replikation und der Re-
kombination interferieren [#4-46.67.69.99.100.104,107.108]

Es existieren zahlreiche, gut untersuchte Kristallstrukturen, die das mit vier
AT-Basenpaaren eines Oligonukleotids interagierende Netropsin zeigen 100108109
Aus diesen DNA-Ligand-Komplexen geht hervor, dass der intrinsische Twist, den der
Naturstoff im nativen Zustand bezlglich der zentralen CO-Pyrrol-Bindung aufweist,
infolge der DNA-Komplexbildung weiter verstarkt wird (— die Rotation um die zen-
trale NH-Pyrrol-Bindung bedingt eine VergréBerung des von den beiden Funfring-

Heterozyklen gebildeten Winkels von 20° auf > 33° [%%))

, S0 dass beide Pyrrol-Ringe
parallel zu den Wéanden in die sehr enge kleine Rinne eingeschoben werden kénnen
[44.99.100.108] (Apb. 2.24, Seite 45). Demnach ermdglicht die isohelikale Konformation
des Netropsins — ebenso wie dessen zur Kurvatiir der Doppelhelix komplementare
Sichelform — die exakte rdumliche Anpassung des Liganden an die Struktur der
kleinen Furche, was die DNA-Bindung des Minor Groove Binders sterisch beglnstigt
[46.75.76.100] ' Dje Dreizentrenwasserstoffbriicken, die von den amidischen Stickstoff-
atomen des Netropsins und den O2-Atomen der Thymin- sowie den N3-Atomen der
nachfolgenden, im gegeniberliegenden Strang befindlichen Adenin-Basen ausgebil-
det werden, dienen der Positionierung des Oligopyrrolcarboxamids in der kleinen
Rinne [46:67:69.99.104109] 'njie qusgepragte AT-Selektivitat, mit der Netropsin an die DNA
bindet, ist dagegen weniger auf diese intermolekularen H-Briicken, sondern viel mehr
auf die van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Pyrrol-C3-H- sowie den
Seitenketten-CH>-Gruppen des Liganden und den C2-H-Atomen der Adenin-
Molekiile zuriickzufiihren ¥5991%% (Abb. 2.24, Seite 45). Die unter physiologischen
Bedingungen positiv geladenen, endstandigen Amidin- und Guanidin-Gruppen tragen
durch ihre elektrostatische Interaktion mit den elektronenreichen Adenin-N3-Atomen

ebenfalls zur Stabilisierung des DNA-Netropsin-Komplexes bei [69100:108]
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Abb. 2.24: DNA-Bindung des Minor Groove Binders Netropsin

Links: Schematische Darstellung der Interaktionspunkte zwischen

Netropsin und einem AT-reichen DNA-Abschnitt

[die van der Waals-Interaktionen werden durch griine, gestrichelte Bindungen
reprasentiert, wahrend blaue Pfeile die Dreizentrenwasserstoffbriickenbindungen
andeuten (nach Kopka !"°%)]

Rechts: Darstellun% des an ein Oligonukleotid gebundenen Netropsins
(PDB-Code % 128V ' Darstellung des Liganden als Kalottenmodell)

Das Bis-(benzimidazol)-Derivat Hoechst 33258 (Abb. 2.23, Seite 42) besitzt eine
antineoplastische Wirksamkeit gegen murine Leukdmie und gegen einige solide Tu-
moren, da es infolge seiner Rinnenbindung die Zellproliferation behindert '84%]. Die
Substanz befindet sich derzeit in der Phase | der klinischen Testung 849,

Neben Hoechst 33258 und den Oligopyrrolcarboxamiden Netropsin und Dista-
mycin A werden auch die antiprotozoisch aktiven Diaryldiamidine Berenil und DAPI
(4’,6-Diamidino-2-phenylindol) (Abb. 2.23, Seite 42) oftmals als Leitstrukturen fir das
Design und die Synthese neuer, potentiell therapeutisch einsetzbarer Minor Groove
Binder herangezogen 4%,

DNA-bindende Substanzen, die spezifisch mit definierten Basenabfolgen interagieren
kénnen, erdffnen die Méglichkeit, ohne Schadigung von gesundem Gewebe in die
Genexpression von Tumorzellen oder Krankheitserregern einzugreifen, indem sie die
Promotorregionen bestimmter Transkriptionsfaktoren gezielt blockieren [46:6%:103.106]
Die Basis fur die Entwicklung sequenzspezifisch bindender Liganden, zu denen auch
die im Folgenden beschriebenen Lexitropsine gehdren, bildet das in der kleinen Rin-

ne in Abhangigkeit von der Basenabfolge vorliegende Muster an H-Briicken-Dona-
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toren und Akzeptoren (Abb. 2.3, Seite 19), sowie das MEP, die Hydrophobizitat und
die fir van der Waals-Interaktionen jeweils zur Verfligung stehenden Atome %,

Bei den erstmals von Dickerson namentlich erwahnten Lexitropsinen (lat.:
legere = lesen) handelt es sich um Netropsin- bzw. Distamycin-analoge, eine Poly-
amid-Struktur aufweisende Molekiile, die an kurze doppelstrangige DNA-Abschnitte
jeder gewiinschten Sequenz binden kdénnen [67:69100.103.104.1091 "Baj jhrer Entwicklung
machte man sich die aus der Untersuchung kristalliner Netropsin-DNA-Komplexe
resultierende Beobachtung zunutzte, dass der Pyrrol-Ring bevorzugt mit AT-Basen-
paaren interagiert, da Adenin und Thymin auf der der kleinen Rinne zugewandten
Seite keine groBvolumigen Substituenten aufweisen (Abb. 2.3, Seite 19) [#5:67:100.108]
Bei der Einlagerung in GC-reiche Sequenzen kommt es dagegen zu einer van der
Waals-AbstoBung zwischen der exozyklischen Amino-Gruppe des Guanins und dem
C3-H-Atom des Funfring-Heterozyklus, die jedoch durch den Austausch des Pyrrols
gegen ein Imidazol-Molekiil verhindert wird 7% (Abb. 2.25). Die GC-Toleranz, die
durch diese bioisostere Flnfring-Hetaren-Substitution erreicht werden konnte, liegt
zum einen in der rAumlichen Struktur des Imidazols, die zu der der Purin-Base kom-
plementar ist, begriindet, sowie zum anderen in den H-Bricken-Akzeptor-Eigen-
schaften des sp?-hybridisierten N3-Atoms, welches eine spezifische Wasserstofi-
briickenbindung zu der Guanin-NH,-Gruppe ausbilden kann. (Abb. 2.25) [4°:46.69:103.109-
"1 Die Verschiebung der Sequenzselektivitat der Minor Groove Binder von AT- zu
GC-reichen Arealen wird zur Erhéhung ihrer Tumorspezifitédt angestrebt, da viele mit

der Zellproliferation assoziierten Gene (u. a. Onkogene; Kapitel 1.1, Seite 1 ff.) einen

erhéhten Anteil an GC-Basenpaaren aufweisen [/"'12],
CHs CHs
I &7/23
o e
oy (A
s Y

H H
v v o,
ﬁ{k Naﬁ; N{k qu;
G G H
SO0
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Abb. 2.25: Schematische Darstellung der zwischen den Heterozyklen Pyrrol (Py,
links) bzw. Imidazol (Im, rechts) und der Purin-Base Guanin jeweils

auftretenden Interaktionen

(blaue Pfeile reprasentieren H-Bricken; die roten Linien kennzeichnen eine van der
Waals-AbstoBung; nach Goodsell®")
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Peltons und Wemmers Entdeckung, dass sich zwei Distamycin-Molekile nebenei-
nander in einer antiparallelen Orientierung in die kleine Rinne einlagern kénnen (Abb.
2.26), war fur die Entwicklung sequenzselektiv DNA-bindender Substanzen von sehr
groBer Bedeutung 67:6%103.104113] "\wahrend die Lexitropsine bei einer im Verhaltnis
1:1 erfolgenden Komplexbildung im Zentrum der kleinen Furche lokalisiert sind und
dementsprechend nur AT/TA- und GC/CG-Basenpaare auf der Grundlage der exo-
zyklischen Amino-Gruppe des Guanins voneinander unterscheiden kdnnen, hat je-
des der beiden Seite an Seite in der kleinen Rinne vorliegenden Molekile nur Kon-
takt zu den DNA-Basen jeweils eines Polynukleotidstrangs *”. Dieser 2:1 Bindemo-

dus ermdglicht demzufolge die Differenzierung aller vier natlrlich vorkommenden
[67]

DNA-Basenpaare

Abb. 2.26: Darstellung der im Verhaltnis 2:1 erfolgenden DNA-Bindung des Minor
Groove Binders Distamycin A (nach Dervan ")
Links: Schematische Darstellung der Interaktionspunkte zwischen dem
Liganden und der DNA

(H-Briicken werden durch gestrichelte Linien reprasentiert; die zwei Punkte aufwei-
senden Kreise symbolisieren die freien Elektronenpaare der Adenin-N3- bzw. der
Thymin-O2-Atome)

Rechts: Aus NMR-Studien resultierender DNA-Ligand-Komplex

(Darstellung des Distamycin A als Kalottenmodell)

Waéhrend die Side-by-Side-Einlagerung eines Pyrrol- und eines Imidazol-Rings die
Separierung eines GC- von einem CG-Basenpaar erlaubt (— die Kombination Py/Im
erkennt CG; die Kombination Im/Py erkennt GC), verhalten sich zwei nebeneinander
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liegende Pyrrol-Molekile dagegen degenerativ, da sie nicht zwischen AT- und TA-
Paarungen differenzieren knnen [46:69:103.110.111.115] "Biage Unterscheidung konnte je-
doch durch die Einflhrung einer OH-Gruppe an Position 3 des Heterozyklus reali-
siert werden, da 3-Hydroxypyrrol die Interaktion mit Thymin préferiert %°1%%): Das O2-
Atom der Pyrimidin-Base kann im Gegensatz zum N3-Atom des Purin-Molekils zwei
intermolekulare Wasserstoffbriicken ausbilden, wobei zum einen die NH-Gruppe der
Amidbindung, die zwei Heterozyklen eines Lexitropsins miteinander verknupft, und
zum anderen die Hydroxyl-Gruppe des Pyrrol-Derivats als Akzeptor fungiert
[67.69.103.110.111] (Apb. 2.27). Des Weiteren behindert das C2-H-Atom des Adenins die
Einlagerung der sterisch anspruchsvollen alkoholischen Funktion %1931,

N N
0 =7
\ \/
Hy MTW

Abb. 2.27: Schematische Darstellung der zwischen den DNA-Basen Adenin (links)
bzw. Thymin (rechts) und dem Hydroxypyrrol-Molekdl (Hy) eines Lexi-
tropsins jeweils auftretenden Interaktionen
(blaue Pfeile reprasentieren H-Briicken; nach Goodsell ®)

Aus der Erkenntnis, dass der 2:1 Bindemodus fur die sequenzselektive DNA-Bindung
der Lexitropsine von entscheidender Bedeutung ist, resultierte das Design der sog.

g [6769103,104110.111,114] " Bai den von Dervan entwickelten Vertretern

Hairpin-Molekdl
dieser Substanzklasse werden zwei Netropsin-analoge Minor Groove Binder Uber
einen flexiblen Linker (z. B. y-Aminobuttersaure, B-Alanin) so miteinander verknipft,
dass sie in der kleinen Furche nebeneinander in einer antiparallelen Orientierung als
kofaziale Paare vorliegen [67:69103104 1101111141 Al - 2 28 Seite 49). Die Positionie-
rung der Hairpin-Molekdle in der kleinen Rinne kann durch die Einfihrung einer N-
terminalen Acetyl- oder einer C-terminalen Glycin-Gruppe beeinflusst werden [''";
Diese strukturellen Modifikationen haben beide eine Ausrichtung des Liganden in
5-3"-Richtung zur Folge [''"],
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Die der Entwicklung der Lexitropsine und der Hairpins zugrunde liegenden Theorien
konnten z. B. durch die Synthese und die Testung des unten abgebildeten, aus N-
Methylpyrrol- und N-Methylimidazol-Ringen bestehenden Polyamids bestatigt werden
(1151181 (Abb. 2.28). Dieses Molekiil, das trotz seines groBen Molekulargewichts in die
Zellen aufgenommen wurde, zeigte in mit Xenopus-Nierenzellen durchgefihrten in
vitro-Assays eine Inhibierung der Genexpression, da es sequenzspezifisch mit der
Basenabfolge 5-AGTACT-3’ interagierte, die sich in der Promotorregion des Trans-
kriptionsfaktors TFIIIA befand [''1€l,

Abb. 2.28: Links: Schematische Darstellung der Interaktionspunkte zwischen der
DNA und dem Hairpin-Molekil ImPyPyPy-y-ImPyPyPy-B-Dp
(— Im: Imidazol; Py: Pyrrol; y: y-Aminobuttersaure; B: B-Alanin; Dp: Dimethylamino-
propyl-Kette; nach Dervan ')

(H-Briicken werden durch gestrichelte Linien repréasentiert; die zwei Punkte aufwei-
senden Kreise symbolisieren die freien Elekironenpaare der Purin-N3- bzw. der
Pyrimidin-O2-Atome; die mit dem Buchstaben H versehenen Kreise symbolisieren die
exozyklische Amino-Gruppe des Guanins)

Rechts: Darstellung des an ein Oligonukleotid gebundenen Hairpin-

Molekdils (lImPyPyPy—B—Dp)g
(PDB-Code ®®: 1CVY "' Darstellung des Liganden als Kalottenmodell)

Bei dem Design der Hairpin-Molekule darf jedoch nicht auBer Acht gelassen werden,
dass sie die Lipinski’s Rule of Five '"® zumindest beziiglich des Molekulargewichts
(>2000 Da) und der Anzahl an H-Briicken-Donatoren verletzen ['%''®1. Aus diesem
Grund ist die intrazellular anflutende Substanzkonzentration oftmals zu gering, um

einen physiologischen Effekt auszuldsen "% Trotz der zahlreichen Fortschritte, die
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in der Entwicklung sequenzspezifisch DNA-bindender Liganden gemacht wurden, ist
bislang noch kein Lexitropsin als antiviral oder antitumoral wirkendes Therapeutikum
in klinischem Gebrauch %%,

2.3.3 Dualer Bindemodus und Hybrid-Molekiile/Combilexine

Als Hybrid-Molekile bezeichnet man Substanzen, die struktur- und wirkungsspezi-
fische Eigenschaften verschiedener Arten biologisch aktiver Verbindungen in einem
einzigen Molekil vereinen 8471, Die DNA-affinen Vertreter dieser Substanzklasse
bestehen zumeist aus einem rinnenbindenden Strukturelement, das kovalent mit
einem Alkylanz, einem interkalierenden Chromophor, einem photosensitiven Molekdl
(z. B. Psoralen-Derivate, Pyren-Verbindungen), einem Metallchelatkomplex oder
einem Endiin-Antibiotikum verkniipft sein kann %1923 Djese DNA-Liganden, die
folglich durch einen dualen Bindemodus und/oder einen dualen Wirkmechanismus
gekennzeichnet sind, wurden mit dem Ziel entwickelt, durch die Kombination eines
sequenzselektiven Minor Groove Binders mit einer hochreaktiven, jedoch oftmals
unspezifisch bindenden Komponente, die Zytotoxizitat gegenltber den Tumorzellen
zu steigern und gleichzeitig die das gesunde Gewebe betreffenden Nebenwirkungen
zu reduzieren 2],

Bei dem Wirkstoff Gemtuzumab-Ozogamicin (Mylotarg®) handelt es sich um
ein antineoplastisch aktives Hybrid-Molekil, das sich aus einem humanisierten mo-
noklonalen Antikérper (AK) und dem Bakterien-Toxin Calicheamicin zusammensetzt
(1241 (Abb. 2.29, Seite 51). Der Antikdrper richtet sich gegen das Sialinsaure-abhan-
gige Adhésionsglykoprotein CD33, das von leuk&dmischen Blasten — nicht jedoch von
normalen, pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen — auf der Zelloberflache
prasentiert wird '®¥. Der Naturstoff Calicheamicin (Abb. 2.29, Seite 51), der zu der
Familie der zytotoxisch wirkenden Endiin-Antibiotika gehort, bindet in der kleinen
Rinne doppelstrangiger DNA an bestimmte, 4 Basenpaare umfassende Erkennungs-
sequenzen [— d(TCCT), d(TTTT), d(CTCT), d(TCCC) und d(ACCT)], wobei die
Saccharid-Molekile des Toxins zum 3’-Ende des Oligopyrimidinstrangs ausgerichtet
sind [193124126] ' Galicheamicin verursacht irreversible DNA-Schaden, indem die Thio-
ether-Struktur, die infolge einer bioreduktiven Aktivierung durch z. B. exogene Thiole

erzeugt wird, eine Bergman-Zykloaromatisierungsreaktion ermdglicht, die zur Bildung
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eines Benzenoid-Radikals fiihrt ['°®'24126] Dieses Diradikal abstrahiert von jedem der
beiden Zucker-Phosphat-Ketten des DNA-Rickgrats jeweils ein Wasserstoffatom,
wodurch DNA-Doppelstrangbriiche induziert werden, die letztlich die Apoptose der
betroffenen Zellen ausldsen 91241261 Mylotarg® ist fur die Behandlung von Rezidi-

ven der akuten myeloischen Leukdmie zugelassen ['24,

H 3C\

o\

OCHj

H
CHs H3C\I

Gemtuzumabh-
Ozogamicin

CD 33

%‘\ gegen CD 33

gerichteter AK

Abb. 2.29: Oben: Strukturformel des Endiin-Antibiotikums Calicheamicin
Unten: Schematische Darstellung des Wirkprinzips von Gemtuzumab-

Ozogamicin (Mylotarg®), das einen gegen CD33 gerichteten Antikdrper
und das Bakterien-Toxin Calicheamicin in einem Molekdl vereint
(nach Ziindorf!'?*)

Die Hybrid-Molekdle, die sich aus einem DNA-Minor Groove Binder und einem inter-
kalierenden Chromophor zusammensetzen, werden als Combilexine bezeichnet
[6.103.119.122,123.127.128] (Apb. 2.30, Seite 52; Abb. 2.32, Seite 54). Diese einen dualen
Bindemodus aufweisenden DNA-Liganden stellen eine sehr viel versprechende Sub-
stanzklasse auf der Suche nach neuen, stark wirksamen und gut vertraglichen Zyto-
statika dar ' Das rinnenbindende Strukturelement, bei dem es sich meist um ein
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Netropsin- bzw. Distamycin-analoges Lexitropsin handelt (Kapitel 2.3.2, Seite 41 ff.),
gewahrleistet eine sequenzselektive DNA-Bindung der Combilexine, wahrend der
Interkalator den DNA-Ligand-Komplex stabilisiert und somit zu einer Verlangerung
der Residualzeit des Hybrid-Molekiils an der DNA beitragt 191231271 Des Weiteren
bedingt das Chromophor eine Steigerung der Zytotoxizitat des Konjugats, indem es
infolge seiner radikalbildenden Eigenschaften und/oder seiner Féahigkeit, den binéren
Komplex aus Topoisomerase Il und DNA zu stabilisieren (— Topoismerase |I-Gift,
Kapitel 2.1.2, Seite 23 ff.), die Bildung von zur Apoptose fihrenden DNA-Doppel-
strangbriichen auslost 1931191231271 Dariiber hinaus wird durch die Kombination
eines Rinnenbinders mit einem Interkalator eine Verbesserung der Bioverfligbarkeit
der resultierenden Combilexine angestrebt, da sich die aromatischen, planaren Chro-

mophore oftmals durch eine gute Zellmembranpenetration auszeichnen [6:123:127:129]

Abb. 2.30: Darstellung eines DNA-Combilexin-Komplexes am Beispiel des
Naphthalimidpropionséaure-gekoppelten Thiophen-Pyrrolcarboxamids 23
(Abb. 6.36, Seite 214)

(Darstellung des Liganden als Kalottenmodell)

Bei den Bleomycinen (Abb. 2.31, Seite 53) handelt es sich um antiproliferativ wirken-
de Combilexine natdrlichen Ursprungs, die erstmals in den 1960er Jahren aus Strep-
tomyces verticillus isoliert wurden 1'*%. Das Bis(thiazol)-Strukturelement dieser anti-
biotisch aktiven Verbindungen interkaliert zwischen zwei AT-Basenpaaren, wahrend
sich der Linker — ebenso wie die metallbindende und die Disaccharid-Doméne — in
die kleine Rinne doppelstrangiger DNA einlagert ['*!. Der variable, aliphatische Rest,
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mit dem der zweite Thiazol-Ring substituiert ist, interagiert dagegen mit Atomen der
groBen Furche ["*%. Die Zytotoxizitat der Bleomycine ist hauptsachlich auf ihre Eigen-

schaft zurlickzufiihren, in Anwesenheit von Fe?*-lonen und Sauerstoff die Bildung

[130]

von DNA-Doppelstrangbriichen zu induzieren . Derzeit wird ein Gemisch ver-

schiedener Bleomycin-Verbindungen klinisch zur Behandlung von Hodgkin-Lympho-
t 1130

men, Kopf-Hals-Tumoren und Hodenkrebs eingesetz

Metallbindende Doméane

Bis{thiazol)-
Doméne

\ Linker-
H Doméne CH;
g@
R(Az)- TCH;
@
MNH;
RIB,)= ,‘Q/\/\/\N)kNH
Disaccharid- NH2 B, = H 2

Domane

Abb. 2.31:  Strukturformeln der beiden wichtigsten Bleomycin-Verbindungen A2
und B2

Die Verbindung NetAmsa (Abb. 2.32, Seite 54), bei der es sich im Gegensatz zu den
Bleomycinen um ein synthetisches Hybrid-Molekil handelt, gehért zu den am besten
untersuchten Combilexinen 193271 S0 wurden beispielsweise von Bailly et. al. zahl-
reiche Studien zu den DNA-bindenden Eigenschaften dieser Substanz durchgefiihrt,
die zeigten, dass der Netropsin-analoge Molekdilteil mit AT-reichen Arealen der klei-
nen Rinne in Wechselwirkung tritt, wahrend der Anilin-Ring und dessen Substituen-
ten infolge der Interkalation des Acridin-Trizyklus in die groBe Furche der DNA einge-
lagert werden 181%%127] NetAmsa besitzt Topoisomerase ll-inhibierende Eigenschaf-
ten, wobei die Methoxy- und die Methansulfonamid-Gruppe sehr wahrscheinlich als
Schlisselelemente flr die Interaktion des Combilexins mit dem bindren Enzym-DNA-

Komplex fungieren ©1%3'27] Dariiber hinaus kann die Amsacrin-analoge Struktur des
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Hybrid-Molekils nach einer metabolischen Aktivierung zu einem Chinonimin oxidiert
werden, das Uber die Generierung von Sauerstoffradikalen ebenfalls irreversible, zy-
totoxische DNA-Strangbriiche verursacht '%'?7] |n jn vitro-Tests wies NetAmsa eine
antiproliferative Wirksamkeit gegen murine Leukdmie- und humane Lymphoblasten-
zelllinien auf ['#"),

Bei den in Abb. 2.32 dargestellten Verbindungen Distel (1+) und Distel (2+)

handelt es sich um weitere Beispiele fir Combilexine synthetischen Ursprungs.

HsC o

Cl® bzw. 2 CI© N\ N

oo :
H N R=H Distel (1+)
)—g th, R=CH,-CH;-NH* Distel (2+)
O

Hd

Abb. 2.32: Strukturformeln einiger Combilexine synthetischen Ursprungs
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2.3.4 Hoogsteen-Basenpaarung und PNAs

Oligonukleotide kénnen mit der gréBtmdglichen Selektivitat an bestimmte DNA-Se-
quenzen binden, weshalb sie in der Molekularbiologie zur Diagnostik, sowie zur lden-
tifizierung und Etablierung neuer Targets eingesetzt werden !'3'%2 Dariiber hinaus
besitzen synthetische, kurzkettige Nukleinsauren das Potential, bei einigen Krank-
heiten (z. B. virale oder bakterielle Infektionen, Entziindungen, Tumorerkrankungen)
als Therapeutika zu dienen, indem sie einen gezielten Eingriff in die Genexpression
eines Organismus ermdglichen P%123132134] (_, Saquence-Selective Targeted Drugs).
So werden beispielsweise im Rahmen des Antisense-Konzepts 13 bis 25 Nukleotide
umfassende DNA-Molekile synthetisiert, die mit einer zu diesen Oligomeren komple-
mentdren m-BNA unter Ausbildung von Watson-Crick-Wasserstoffbriicken
hybridisieren 1194131:133.135 (Aph_ 2.3, Seite 19). Diese DNA-RNA-Komplexe l6sen die
Aktivierung der ubiquitar vorkommenden RNase H aus, die daraufhin mittels Hydro-
lyse einer oder mehrerer Phosphodiester-Bindungen den RNA-Einzelstrang jedes
Hybrid-Molekiils abbaut ['4'31133.135 * Ayf diese Weise wird die ribosomale Trans-
lation der als Target fungierenden m-RNA inhibiert ['*+131133.135] "Bej der Reaktion
von synthetischen Nukleinsauren mit doppelstrangiger, chromosomaler DNA kdnnen
Triple-Helices entstehen (Abb. 2.33), die aufgrund der sterischen Blockade bestimm-
ter DNA-Abschnitte eine Hemmung der Replikation, der Rekombination und der

Transkription zur Folge haben kénnen (— Antigen-Konzept) [104:123.131.135.136]

Abb. 2.33: Modell einer DNA-Triple-Helix

(die beiden Strange des DNA-Duplexes sind in weiB bzw. grau dargestellt; das
schwarze Molekll reprasentiert das synthetische DNA-OIigonukIeotid, das sich in die
groBe Rinne der Doppelhelix eingeschoben hat; nach Fox oy

Intermolekulare DNA-Triplexe werden erzeugt, indem ein Oligonukleotid, das entwe-
der nur aus Pyrimidin- oder nur aus Purin-Basen besteht, in der groBen Furche dop-
pelhelikaler DNA mit dem Homopurin-Areal der Zielsequenz in Wechselwirkung tritt

[50.104.114.131,134-137] ' Dapei richtet sich eine Oligopyrimidin-Nukleinsaure parallel zu
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dem Purin-Strang der DNA aus, wahrend ein in die groBe Rinne eingeschobenes
Homopurin-Molekiil eine antiparallele Orientierung besitzt °*''413+137] Dje DNA-Bin-
dung der synthetischen, kurzkettigen Oligonukleotide erfolgt schlieBlich mittels Hoog-
steen- (— bei Homopyrimidin-Derivaten) bzw. reversen Hoogsteen-Wasserstoff-
bricken (— bei Homopurin-Derivaten) unter Bildung von TeAT- und C'eGC- bzw.
AeAT- und GeGC-Basentripletts °*'*13+137] (Apb. 2.34).

CHs
__ CH; H
3 g—mié:o..,,_ 0 ¥ g_NQ’P{ ,J*ll
p—N '""-HMNIH*" 2*
H’u \Hf \g/ \!F‘éﬁi ,ﬁ' \H/ \l‘sﬁi
Hoogsteen
Hoogsteen Q\‘ | A | 6
) wé:iscc:(n- J\N’f Watson-
3 3‘ H Crick
TeAT-Triplett C*eGC-Triplett

5:

r\}r{? ‘,,oﬁj: { s \ N" Hw

o H/ \H/ \fﬁ H t \EJ/ \55
Hoogst oogsteen
oogsteen g\‘ | A) Wateor. g\‘ | G)\

Crick N’f Watson-
3‘ 3 H Crick
AeAT-Triplett GeGC-Triplett

Abb. 2.34: Oben: Schematische Darstellung der Hoogsteen-Basenpaarung
zwischen einem DNA-Duplett und einem parallel zur Purin-Base der

DNA ausgerichteten Pyrimidin-Molekdl
(C*: am N3-Atom protoniert vorliegendes Cytosin; nach %%

Unten: Schematische Darstellung der reversen Hoogsteen-Basen-
paarung zwischen einem DNA-Duplett und einem antiparallel zur Purin-
Base der DNA ausgerichteten Purin-Molekdl (nach %'

Die Realisierung des Antigen-Konzepts wird durch die Tatsache erschwert, dass die
Hoogsteen-Basenpaarung des Cytosins einen pH-Wert < 5,5 erforderlich macht, da-

mit das infolge des schwach sauren Milieus protoniert vorliegende N3-Atom der Pyri-
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midin-Base als H-Briicken-Donator fungieren kann B%'34135187.1381 (Aply 2 34, Seite
56). Zudem weisen die Triplexe unter physiologischen Bedingungen eine im Ver-
gleich zu doppelstrangiger DNA sehr viel geringere Stabilitat auf [50:104123.134137] " Eip
weiteres Problem liegt darin begrindet, dass die durch die Bindung von Antigen-
Oligonukleotiden induzierte Blockade von DNA-Abschnitten bislang auf die Homo-
purin/Homopyrimidin-Areale des Genoms limitiert ist [°0:104123:134-137]

Da die Oligonukleotide intrazellular nur in einer fir einen physiologischen Effekt nicht
ausreichenden Konzentration anfluten und zudem sehr schnell von Endo- und Exo-
nukleasen abgebaut werden, wurden zahlreiche strukturell modifizierte Nuklein-
sauren synthetisiert, um die therapeutische Anwendbarkeit des Antigen- und des
Antisense-Konzeptes zu steigern [104123:132.133.135.136] '[aphei stellen die von Nielsen et.
al. ['31%2 entwickelten Peptide Nucleic Acids (PNAs) sehr viel versprechende Sub-
stanzen dar, mit denen in vitro bereits antiproliferative, antivirale, antibakterielle und
antiparasitare Effekte erzielt werden konnten ['%13814%1 Bej den PNAs handelt es
sich um Nukleinsaure-Analoga, bei denen ein achirales, ungeladenes Polyamid-
Riackgrat das Zucker-Phosphat-Gerlst  natlrlicher  Polynukleotide  ersetzt
[104,131,132,135,138,139.143.144]: Sje sind typischerweise aus N-(2-Aminoethyl)-glycin-Mono-
meren aufgebaut, wobei die Pyrimidin- und Purin-Basen Uber einen Acetyl-Linker mit
dem Stickstoffatom der Glycin-Struktur verbunden sind ~[104131:132.135,138,139,143,144]
(Abb. 2.35).

B B B B B
O. O. O. O. O. O. O O. O O
\E,\/ \E,\/ \E,\/ \P\/ \,|:\>\/ }e‘
o) oY o”e%0 0”e%0

0“0
DNA

PNA

Abb. 2.35: Struktureller Vergleich der DNA und der PNA (B = Pyrimidin- oder
Purin-Base; nach !4
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Ebenso wie die nativen Nukleinsduren kdénnen auch die PNAs sequenzselektiv mit
einzel- und doppelstrangiger DNA sowie mit RNA interagieren [104132135.138.143.144]
Dabei weisen sie eine im Vergleich zu unveranderten Oligonukleotiden gesteigerte
Affinitat auf, da es bei der Komplexbildung eines neutralen PNA-Molekulls mit einem
negativ geladenen Nukleinsdurepolymer nicht zu elektrostatischen AbstoBungsreak-
tionen kommt [104132.135.138.143.144] ' Bariiber hinaus kdnnen die Peptide Nucleic Acids
im Gegensatz zu unmodifizierten Nukleinsduren weder von Nukleasen noch von
Peptidasen mittels hydrolytischer Spaltungen inaktiviert werden [104131:182.135.138,143]
Nachteilig ist jedoch, dass die PNAs — ebenso wie die Oligonukleotide — von
eukaryotischen Zellen nur in einem sehr geringen AusmaB aufgenommen werden
konnen [131:182.135.138,139.143.144] ' Bag Weiteren kdnnen die PNAs nach ihrer Komplex-
bildung mit m-RNA keine Aktivierung der RNase H auslésen, so dass die Translation
ausschlieBlich aufgrund der sterischen Blockade der Target-m-RNA inhibiert wird
[131.132.135.143] ' 7,dem besitzen die Peptide Nucleic Acids in physiologischen Pufferls-
sungen nur eine unzureichend Lslichkeit, was auf ihr ungeladenes Polyamid-Rlck-
grat und auf ihre Tendenz zur Selbstaggregation zuriickzufiihren ist ['3":138.143.144]

Zur Beseitigung der Probleme, die sich bei dem therapeutischen Einsatz
sowohl von Oligonukleotiden als auch von PNA-Molekilen ergeben, wurden PNA-
DNA-Chiméare entwickelt, die die positiven Eigenschaften beider Substanzklassen
vereinen ['%*1381 (Apb. 2.36): Aufgrund der Phosphodiester-Bindungen der DNA-Kom-
ponente sind diese Substanzen zum einen gut wasserléslich und zum anderen dazu
fahig, in einem Hybrid-Komplex mit m-RNA den RNase H-vermittelten Abbau des
RNA-Einzelstrangs einzuleiten ['3113213%.138] ' Der peptidische Teil bedingt dagegen
die Nukleasestabilitdt der Chimare, sowie ihre hoch affine und spezifische Bindung
an komplementére RNA- und DNA-Molekiile [131:132.138]

B
NC A~ oL F)\/o\ SN o, N . N
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PNA-DNA-PNA-Chimare

Abb. 2.36: Beispiel eines chimdren DNA-PNA-Polymers (B = Pyrimidin- oder
Purin-Base)
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3. Biophysikalische und biochemische Experi-
mente

3.1 Angaben zu den verwendeten Geraten

3.1.1  Spektroskopische Methoden
3.1.1.1  Absorptionsspektroskopie

Die Apparatur, die zur Durchfiihrung der T,-Wert-Messungen verwendet wurde, setz-
te sich aus einem Thermostat der Firma Julabo (Typ: MW-4), einem Hitachi-U-3200
Spektralphotometer und einem PC (Betriebssystem: Windows ME) zusammen, die
alle Gber einen Multiplexer miteinander verbunden waren. Das Thermostat wurde mit
einer speziellen, aus Polydimethylsiloxan bestehenden Temperierflissigkeit, die auf
Uber 200°C erhitzt werden kann (Herstellerfirma: Julabo; Produktbezeichnung: Ther-
mal H®), betrieben. Die Temperaturmessung erfolgte mit einem Thermometer der
Firma Beckmann (Typ: MD 3060), an das eine NTC-Elektrode (Widerstand: 5kQ,
Durchmesser: 2,4mm), die in die Referenzkiivette eintauchte, angeschlossen war.
Bei den verwendeten Klvetten handelte es sich um Hellma-Prazisionskivetten, die
aus Quarzglas Suprasil® bestanden und eine Schichtdicke von 10 mm aufwiesen;
zwei Seiten dieser Kivetten waren schwarz gefarbt, um Streulichteffekte bei sehr
niedrigen und sehr hohen Absorptionen zu reduzieren '*¢! (Typ: 114B-QS).

Am UV-Spektralphotometer wurden zur Spektrenaufnahme folgende Parameter ein-

gestellt:

Baseline: standard
Scan Speed: 30.0 nm/min
Bandpass: 1.00 nm
Response: slow
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3.1.1.2 Fluoreszenzspektroskopie

Beim Ethidiumbromid-Verdrangungsassay wurden die Proben nach jeder Reagen-
zienzugabe mit einem Laborruttler der Marke Pilot-Shake RC 2 SP (Firma: B. Braun,
Melsungen) geschittelt, um eine Aquilibrierung der Reaktionsanséatze zu erreichen.
Die fluorimetrischen Messungen wurden anschlieBend mit einem Hitachi-F-2000
Fluoreszenzspektralphotometer durchgefihrt. Bei den verwendeten Kivetten handel-
te es sich um Préazisionskiivetten der Firma Hellma, die aus Quarzglas Suprasil®
bestanden und bei einer Schichtdicke von 10 mm vier polierte Seiten aufwiesen (Typ:
111-QS).

Die fluorimetrischen Messungen erfolgten unter Einstellung der folgenden Parameter:

Program: Photometry

Data Mode: Intensity

Wavelength: 1

Test Setup: Sample Number 1
Aex 545 nm
Aem 595 nm
Replicate 3
Initial Delay 2 sec
Integration Time 2 sec

Instrument Setup: Response 0.5
Band Pass 10 nm in excitation and emission
PM Voltage 700V

3.1.2 Molekularbiologisch-analytische Methoden

Fir den Topoisomerase |I-Hemmtest wurden folgende Geréate verwendet:

Fiir die Inkubation: Thermomix 1480 Wasserbad der Firma B. Braun

- Trockenschrank Ecocell der Firma MMM Medcenter
Fdr die Zentrifugation: - Eppendorf 5415C Zentrifuge

Flr die Elektrophorese: - Gelelektrophoresekammer (14x15 cm) der Firma Biotec
- GD 61D Sebia Power Supply
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Fur die Dokumentation: - Transilluminator N90 (MW 312 nm) der Firma Konrad

3.2

3.2.1

Benda

- GelCam der Firma Polaroid mit SchwarzweiBfilmen
vom Typ 667

- CanoScan Lide 20 der Firma Canon

Reagenzien

Puffersysteme

BPE-Puffer
Zusammensetzung: 6 mM Na;HPOy4; 2 mM NaH,PO4; 1 mM EDTA
pH-Wert: 7,0 £ 0,2

Ladepuffer
Zusammensetzung: 10 mM Tris-HCI mit pH 7,6; 0,03% Bromphenolblau;

0,03% Xylencyanol FF; 60% Glycerol; 60 mM EDTA
pH-Wert: 7,6 £ 0,2

Herstellerfirma: Fermentas

Puffer nach Boger
Zusammensetzung: 10 mM Tris-HCI mit pH 7,4; 75 mM NaCl
pH-Wert: 7,4 £ 0,2

TAE-Puffer (10fach konzentriert)

Zusammensetzung: 0,4 M Tris; 0,2 M Essigsaure; 0,01 M NA,EDTA
pH-Wert: 8,5+ 0,2

Herstellerfirma: Applichem

Tris-HCI (stock solution)

Zusammensetzung: 1 M Tris-HCI mit pH 7,4
pH-Wert: 7,4 £ 0,05
Herstellerfirma: Applichem
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e Topoisomerase |-Reaktionspuffer (10fach konzentriert)
Zusammensetzung: 100 mM Tris-HCI mit pH 7,9; 10 mM EDTA; 1,5 M NaCl;
1% BSA; 1 mM Spermidin; 50% Glycerol
pH-Wert: 7,9+ 0,2

Herstellerfirma: TopoGen

3.2.2 Molekularbiologisches Material

3.2.2.1 DNA

e [poly(dAdT)epoly(dAdT)], [— im Folgenden als poly(dAdT). bezeichnet];
GE Healthcare (ehemals Amersham Biosciences)

e Kalbsthymus-DNA, Typ | (hochpolymerisiert, Natrium-Salz); Sigma

e pUC 19 (Plasmid-DNA); Fermentas

3.22.2 Enzyme

¢ Humane Topoisomerase |; TopoGen

e Proteinase K; Fermentas

3.2.3 Referenzsubstanzen

Alle Referenzsubstanzen wurden in dem héchstmdglichen Reinheitsgrad erworben.

e Camptothecin; TopoGen

e Ellipticin; Sigma

e Hoechst 33258; Applichem

¢ Netropsin Dihydrochlorid; Sigma
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3.2.4 Testsubstanzen

Alle Verbindungen, die in dieser Arbeit mit biochemischen und biophysikalischen
Methoden auf inre DNA-Affinitat und ihre Topoisomerase I-Hemmaktivitat untersucht
wurden, wurden im Arbeitskreis Pindur (Institut fir Pharmazie, Johannes Gutenberg-

t 3739 |dentitat und Reinheit der Testsubstanzen wur-

Universitat, Mainz) synthetisier
den mit Hilfe der NMR- und Massenspekiroskopie, sowie mittels Elementaranalysen
bestimmt. Fir die verschiedenen Experimente wurden Stammldsungen unterschied-
licher Konzentrationen hergestellt, indem die entsprechenden Mengen der zu testen-

den Verbindungen in DMSO gelést wurden.

3.2.5 Sonstige Reagenzien

e Agarose SeaKem® LE; Biozyme

e DMSO (Dimethylsulfoxid); Merck

e EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure); Acros Organics

e Ethidiumbromid-Lésung 1% w/v in Wasser; Applichem

¢ NaCl fur die Molekularbiologie; Applichem

e SDS (Natriumdodecylsulfat) fir die Molekularbiologie; Applichem

3.3 Software zur Messung und Auswertung molekular-
biologischer Daten

Zur Aufzeichnung der UV-Absorptionskurven bei der T,,-Wert-Messung:

e Programm ,Messwert” von Dr. G. Schneider

Zur Auswertung der UV-Absorptionskurven bei der T,,-Wert-Messung:

e Programm ,Origin 5.0 Professional” der Firma Microcal Software

Zum Scannen der bei den Topoisomerase I-Hemmtests angefertigten Gel-Fotogra-

fien:

e Programm ,Photo Studio 5 —5.0.0.53 for Canon* der Firma ArcSoft

Zur Ermittlung der Cso-Werte bei den Ethidiumbromid-Verdrdngungsassays:

e Programm ,Microsoft Office Excel 2003“ der Firma Microsoft
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3.4 Untersuchungsmethoden

3.4.1 Thermische Denaturierung der DNA — T,,-Wert-Messung

3.4.1.1 Theorie

Unter dem Einfluss von thermischer Energie, Sduren oder Laugen werden die zwi-
schen den komplementaren Basen eines DNA-Doppelstrangs vorliegenden Wasser-
stoffbriickenbindungen zerstért, so dass die Doppelhelix in Einzelstrange aufge-
trennt wird (4042471461 Djese ungepaarten Polynukleotide nehmen daraufhin unge-
ordnete, zufillige Konformationen an “%4! (Abb. 3.1). Tritt dieser Prozess, der als
Denaturierung bezeichnet wird, infolge der Uber einen kritischen Punkt hinausge-
henden Erwarmung einer wassrigen DNA-L&sung auf, so spricht man — in Analogie
zu den Proteinen und den Kristallen — auch vom Schmelzen der DNA [#0-4247.146], g
bei ist der Schmelzpunkt Ty, als diejenige Temperatur definiert, bei der ein Gleich-

gewicht zwischen doppelstrangigen und einzelstrangigen DNA-Molekilen vorliegt
[41,42,47,146]

Mative DMNA (Doppelhelix)
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung der DNA-Denaturierung (nach Voet %)

Der bei der Denaturierung auftretende Verlust der Helixstruktur hat, neben einer
deutlichen Viskositatsabnahme, auch einen sprunghaften Anstieg der UV-Absorption
der gelésten DNA zur Folge 14042471461 Djeser hyperchrome Effekt liegt darin be-
grindet, dass die Basen, bedingt durch die beim Schmelzen eintretende Zerstérung
der Wasserstoffbricken und durch den ebenfalls stattfindenden Abbau der elektroni-
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schen Wechselwirkungen der gestapelten Basenpaare (n-n-Stacking), nicht mehr ab-
geschirmt im Innern der Doppelhelix liegen, sondern im Einzelstrang ungehindert mit
dem UV-Licht interagieren kénnen 041461 Dies fiihrt dazu, dass der Ubergangsmo-
ment fir n-n*- und n-t*-Ubergdnge und somit die Anzahl der Valenzelektronen, die
durch die UV-Strahlung soweit angeregt werden, dass sie aus n- und n-Orbitalen in
die antibindenden w*-Orbitale angehoben werden kénnen (Abb. 3.2), zunimmt 47,
Aus diesem Grund absorbieren einzelstrangige Nukleinsduremolekile mehr ultravio-
lettes Licht als DNA-Duplexe 7).

Energie
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Abb. 3.2:  Jablonski-Termschema (nach !'®))

Der Schmelzpunkt eines DNA-Doppelstrangs wird bestimmt, indem man zunachst
die bei UV-Licht der Wellenlange A = 260 nm (— das Absorptionsmaximum der Nu-

m [40-42,47,149]) auf-

kleotide liegt, je nach Zusammensetzung, zwischen 250 und 280 n
tretende Absorption der wassrigen DNA-Probelésung als Funktion der Temperatur
aufzeichnet “**!_ AnschlieBend wird die 1. Ableitung der aus diesen Messungen
resultierenden, sigmoiden Schmelzkurve errechnet, wobei das Maximum der aus der
Ableitung hervorgehenden Parabel den T,-Wert der untersuchten DNA darstellt

[40.146] (Abb. 3.3, Seite 69).
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Bei der Majoritat der derzeit bekannten, DNA-aktiven Verbindungen handelt es sich
um Substanzen, die starker mit der doppelhelikalen Form der DNA, als mit einzel-
strangigen Nukleinsauremolekiilen interagieren ”'*®l. Die DNA-Bindung dieser Li-
ganden hat somit eine Stabilisierung der Doppelstrang-Struktur zur Folge, so dass im
Vergleich zur DNA allein mehr Energie zur Separierung der einzelnen Polynukleotid-
Strange aufgebracht werden muss (— Schmelzpunkterhdhung) #7:146:1%91 Die Hahe
des AT-Wertes, der als Differenz des Schmelzpunktes des DNA-Ligand-Komplexes
und des T-Wertes der reinen DNA definiert ist /119146151 [Gleichung (2), Seite 69],
korreliert mit der freien Bindungsenthalpie AG® und der Bindekonstanten Kgp, und
spiegelt somit die DNA-Bindungsstérke der getesteten Substanz wider [7:146:1%2 Da-
riber hinaus existieren jedoch auch DNA-Liganden, wie z. B. die Alkylantien der Ben-
zoacronycin-Reihe oder Cisplatin, die Uber eine Destabilisierung der DNA-Duplexe
zu einer Schmelzpunktdepression filhren 146159 Derartige Verbindungen weisen
folglich negative AT,,-Werte auf [,

Die ATn-Wert-Bestimmung stellt ein einfaches, empfindliches und reprodu-
zierbares Verfahren zur Ermittlung der DNA-Affinitdten potentieller DNA-Liganden
dar ['*®. Allerdings kénnen mit dieser Methode nur solche Verbindungen untersucht
werden, die Uber den gesamten getesteten Temperaturbereich thermostabil und in
dem verwendeten, wissrigen Puffermedium ausreichend I8slich sind ['*¢l. Zudem las-
sen sich auf der Basis des Schmelzpunktes keinerlei weiterfihrende Aussagen, z. B.
beziglich des DNA-Bindemodus oder der molekularen Interaktionen der untersuch-

ten Substanzen, machen 148!,

3.4.1.2 Praktische Durchfiihrung

Die im Arbeitskreis Pindur von Marotto " erstmalig etabliert Messapparatur wurde —
ebenso wie die zur Datenaufzeichnung verwendete Software — grundlegend modifi-
ziert und erweitert (Kapitel 3.1.1.1, Seite 59), so dass, neben der bislang als Matrize
dienenden poly(dAdT)2-DNA, nunmehr auch Denaturierungsexperimente mit der ho-
her schmelzenden Thymus-DNA durchgefiihrt werden konnten. Das im Folgenden
niher erlautere, von Marotto "1 validierte Testverfahren wurde im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit zum ersten Mal fiir das Screening eines breiten Substanzspektrums
verwendet (Kapitel 6.2.2, Seite 185 ff.; Kapitel 6.3.2, Seite 219 ff.; Kapitel 6.4.2, Seite
282 ff.).
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Die in den Schmelzpunktstudien eingesetzte, nur aus alternierend angeordneten AT-
Basenpaaren aufgebaute poly(dAdT).-DNA 5% wurde zur Ermittlung der DNA-Affini-
taten der Testverbindungen verwendet. AuBerdem wurden erstmals auch Tp,-Wert-
Messungen mit Kalbsthymus-DNA, welche einen ca. 42%igen Anteil an GC-Basen
3031 aufweist, durchgefiihrt, um zusatzliche Aussagen Uber die Sequenzselektivitat
der DNA-Bindung der untersuchten Substanzen machen zu kdnnen. Zu diesem
Zweck konnte kein kinstlich hergestelltes, nur aus Guanosin und Cytidin bestehen-
des Polymer herangezogen werden: Eine solche DNA weist aufgrund des groBen
Energieaufwands, der zum Auflésen der drei die GC-Basen verbindenden Wasser-
stoffbriicken erforderlich ist, einen Schmelzpunkt auf, der auBerhalb der Erfassungs-
grenzen des mit wassrigen Probelésungen arbeitenden Testverfahrens liegt
“Q“AZ“”(TMMVen>>1OO%3“”y

Im ersten Schritt der Matrizenvorbereitung wurden die poly(dAdT).- und die
Kalbsthymus-DNA, die aus Stabilitatsgrinden als Lyophilisat bzw. als hochpolymeri-
sierter Feststoff gelagert wurden, in Wasser gel6st, wobei zunachst eine Konzen-
tration von ca. 1 U/ml eingestellt wurde (— 1 U entspricht einer DNA-Menge, die bei
einer gegebenen Wellenlange eine UV-Absorption von 1 zeigt; 1 U = 50 pg doppel-
strangige DNA [%61%3)) " Mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes !'*®! [Gleichung
(1)] wurden anschlieBend die exakten Konzentrationen dieser wassrigen DNA-L6-
sungen ermittelt ['*®!, so dass die genauen Volumina, welche in den Studien einge-
setzt werden mussten, um in den Messkuvetten (Fassungsvermdgen: 1ml) die ange-
strebte Basenpaarkonzentration von 20 uM zu erhalten *”], berechnet werden konn-
ten. Die dazu erforderlichen T,-Wert-Messungen wurden bei einer Temperatur von
20°C und bei der Wellenldnge A = 260 nm #/119146.150151 ntar Verwendung des
molaren Extinktionskoeffizienten £(260 nm) = 6600 I/mol™- cm™ bp™ (fiir beide DNA-
Polymere ['*7:1%8)) und der Schichtdicke b = 1 ¢cm durchgefihrt.

(1) A=¢)-c-b

A: Absorption der Lésung

e(A): bei der Wellenlange A vorliegender molarer Extinktionskoeffizient der
untersuchten Substanz [l/mol”- cm™]

C: molare Konzentration der Lésung [mol-I"]
b: Schichtdicke der Lésung [cm]
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Das flir die Messreihen jeweils bendtigte Volumen an DNA-L&sung variierte von
Charge zu Charge und betrug fir die poly(dAdT).-DNA zwischen 7,8 und 11,4 ul und
fir die Thymus-DNA zwischen 12,5 und 13,0 pl. Bevor die Biopolymer-Lésungen in
den thermischen Denaturierungsstudien als Matrizen fur die Testsubstanzen einge-
setzt werden konnten, wurden zudem die Schmelzpunkte der reinen Polynukleotide
als Mittelwerte aus mindestens 10 unabhangig voneinander durchgefthrten T,,-Wert-
Messungen bestimmt. In Abhangigkeit von der vorliegenden Charge wies die
poly(dAdT)-DNA Schmelzpunkte im Bereich von 45,0 bis 46,7°C auf (— Litera-
turwert: [''%15": 41-42°C), wahrend fiir die Thymus-DNA T-Werte zwischen 67,2 und
68,8°C (— Literaturwert ['*": 66 °C) ermittelt wurden.

Die potentiell DNA-aktiven Testverbindungen wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO) ge-
I6st. Dabei erfolgte zunachst die Anfertigung hochkonzentrierter Stammlésungen (40
mM), die anschlieBend mit DMSO im Verhaltnis 1:10 verdinnt wurden. Um das zu
Beginn als Rahmenbedingung fir die Schmelzpunkt-Studien festgelegte, &quimolare
Verhaltnis von Testverbindung zu DNA-Basenpaaren zu erhalten *”! (— die jeweilige
Konzentration sollte 20 uM betragen), wurden bei jeder Tp-Wert-Messung 5 ul der
Substanzldsungen, die nach der oben beschriebenen Verdlinnung eine Konzentra-

tion von 4 mM aufwiesen, eingesetzt.

Zur Herstellung der Proben wurden das zuvor berechnete, einer Basenpaarkonzen-
tration von 20 pM entsprechende Volumen an poly(dAdT)z- bzw. Thymus-DNA-LG-
sung und 5 pl der Lésung der jeweils zu untersuchenden Testverbindung in die
Messkuivette einpipettiert, die anschlieBend bis zu einem Gesamtvolumen von 1 ml
mit BPE-Puffer 119150151 yersetzt wurde *’l. Dieser Puffer besteht aus 6 mM
NazHPO4, 2 mM NaH:PO, und 1 mM EDTA #/:119130.151 yng weist einen physiolo-
gischen pH-Wert von 7,0 + 0,2 auf """ Dga es sich bei dem fiir die Schmelzpunkt-
Bestimmungen verwendeten UV-Spektralphotometer um ein Zweistrahimessgerat
handelte, wurde neben der Mess- auch eine Referenzkiivette bendtigt. Diese Klvet-
te, die zudem der Temperaturmessung diente, wurde ausschlieBlich mit 1 ml Puffer
befillt 7.

Zur Bestimmung des Tn-Wertes jedes DNA-Substanz-Gemisches wurde zunachst
die bei der Wellenlange A = 260 nm auftretende Absorption der wassrigen Probeld-

sung als Funktion der Temperatur (— Aufheizrate: 1°C/min ¥#7:119150.151) aufgezeich-
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net [47,119,146,150,151]

. Zu diesem Zweck wurde die von Schneider entwickelte Software

.Messwert“ eingesetzt, die das UV-Spektralphotometer, die Temperaturmessung in

der Referenzkivette, sowie die Temperatureinstellung des Thermostats vollautoma-

tisch steuert (Kapitel 3.1.1.1, Seite 59) und die erhobenen Daten speichert /1. Mit

Hilfe des Programms ,Origin 5.0 Professional” (Microcal Software) wurden daraufhin

die 1. Ableitung der aus der Messung resultierenden, sigmoiden Schmelzkurve ge-

bildet und der Extremwert der aus dieser Ableitung hervorgehenden Parabel be-

rechnet *1: Das Maximum der 1. Ableitung stellt den T,-Wert des untersuchten DNA-
Ligand-Komplexes dar [''919%151 (Apb. 3.3). Um die DNA-Affinitaten der verschie-

denen Testsubstanzen miteinander vergleichen zu kénnen, wurde schlieBlich der

ATn-Wert jeder untersuchten Verbindung als Differenz des Schmelzpunkies des

Komplexes und des T-Wertes der DNA allein ermittelt *7-'"%'5 [Gleichung (2)]:

(2) ATmTestsubstanz - Tm(DNA+Testsubstanz) _ Tm(DNA)
T, Wert-Messung 1. Ableitung der sigmoiden Kurve
0.5 ood
paly (dAdT), paly (dAdT),
- = = AT, = 17.5°C
E [k} )’x
2 o J i (" T.=63,2°C
IE I§ .
e = o T =45.7°C
g 2
‘é 0,15 <
=
w0
=] oo —
=T
a € oI ® 2 = w T @ a0
Abb. 3.3:  Schematische Darstellung der bei den T,-Wert-Messungen erhaltenen

Schmelzkurven und der weiteren Auswertung dieser Daten

Links: Schmelzkurven der poly(dAdT)»-DNA allein (orangefarbene Kur-
ve) und der poly(dAdT)>-DNA im Gemisch mit dem Combilexin 24 (Abb.
6.36, Seite 214; blaue Kurve); diese sigmoiden Kurven resultieren direkt
aus den Ty-Wert-Messungen

Rechts: Hyperbel-Kurven, die durch Ableitung der sigmoiden Schmelz-
kurven erhalten werden; die Maxima dieser Hyperbel stellen den Tp,-
Wert der poly(dAdT).-DNA allein (orangefarbene Kurve) bzw. des mit
dem Combilexin 24 gebildeten DNA-Ligand-Komplexes (blaue Kurve)
dar; der AT,-Wert der Verbindung 24 wird berechnet, indem die Diffe-
renz dieser beiden Schmelzpunkte gebildet wird
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Bei den in der Arbeit angegebenen AT,-Werten handelt es sich um Mittelwerte, die
auf der Basis von mindestens 3 unabhangig voneinander durchgefihrten T,-Wert-
Messungen gebildet wurden.

3.4.2 Topoisomerase I-Hemmtest
3.4.2.1 Theorie

Da das fur die Topoisomerase | (TOPO I) codierende Gen in den malignen Zellen

[57.58)) (iber-

verschiedener Krebsarten (z. B. bei Darm-, Ovar- und Speiseréhrenkrebs
exprimiert wird und die Enzymhemmung indirekt durch Blockade lebenswichtiger bio-
logischer Prozesse wie Transkription und Replikation zur Apoptose der Krebszellen
filhren kann [384047.808157.381 (Kapite| 2.1.2, Seite 21 ff.), stellt die Topoisomerase |
seit vielen Jahren ein attraktives Target fur die Entwicklung antitumoraktiver Verbin-
dungen dar 2847505 Ays diesem Grund sollten auch einige Derivate der im Arbeits-
kreis Pindur designten und synthetisierten Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarbox-
amide (Kapitel 6.2, Seite 182 ff.), Combilexine (Kapitel 6.3, Seite 212 ff.) und Het-
aren[a]anellierten Carbazole (Kapitel 6.4, Seite 279 ff.) auf ihre potentiell vorhan-
denen, TOPO I-inhibierenden Eigenschaften untersucht werden 47:37:38.1541,

Zu diesem Zweck wurde ein Testverfahren angewendet, bei dem bakterielle
Plasmid-DNA, die in nativem Zustand negativ superspiralisiert vorliegt [“404147-%¢1 (_,
superhelikale Windungszahl W < 0; Abb. 3.6, Seite 75; Kapitel 2.1.2, Seite 20 ff.),
zusammen mit humaner Topoisomerase | in Anwesenheit verschiedener Konzentra-
tionen der zu analysierenden Substanzen inkubiert wird [47:>456.5961.1%5] ' Bagitzt die
Testverbindung keine TOPO |-hemmenden Féahigkeiten, so wird die Gesamtmenge
der im Assay eingesetzten, superhelikalen DNA mittels enzyminduzierter Einzel-
strangbriiche in die zirkuldre Form Gberfiihrt 1404750%€1 (Apb, 3.4A, Seite 71). Handelt
es sich bei der zugesetzten Substanz dagegen um einen Topoisomerase I-Inhibitor,
so sind auch nach dem Ende der Inkubationszeit noch superspiralisierte Nuklein-
saure-Molekule in dem Reaktionsansatz nachweisbar, da das in seiner Aktivitat be-
eintrachtigte Enzym nun nicht mehr jedes Plasmid relaxieren kann 7 (Abb. 3.4B;
Seite 71; Abb. 3.8, Seite 79).
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A: Testung einer Substanz ohne Topoisomerase Fhemmende Eigenschaften
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Abb. 3.4: Schematische Darstellung des Testprinzips des zur Untersuchung der
Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamide, der Combilexine und der

Hetaren[a]anellierten Carbazole eingesetzten Topoisomerase |I-Hemm-
assays
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Zur ldentifizierung der in den inkubierten Proben jeweils vorliegenden Plasmid-Konfi-
gurationen macht man sich zunutze, dass sich die verschiedenen topologischen For-
men des Polymers in ihrer elektrophoretischen Mobilitat voneinander unterscheiden
[41.47.49.3661]: Dije superspiralisierten DNA-Molekille wandern aufgrund ihrer kompak-
teren Struktur schneller durch das dreidimensionale GerUst eines Agarose-Gels zur
Anode, als die eine gréBere Raumausdehnung aufweisenden, zirkularen Plasmide
[41:47.49.5661] (Apb. 3.8, Seite 79).

Bei der Auswertung des beschriebenen Topoisomerase |I-Hemmassays muss
beachtet werden, dass interkalierende Substanzen das Testergebnis verfélschen
kénnen, da ihre DNA-Bindung mit einer Veranderung der Helix-Struktur des Poly-
nukleotids verbunden ist 49 (Kapitel 2.3.1, Seite 33 ff.): Die Interkalation eines Li-
ganden fahrt Uber eine VergroBerung des Basenpaarabstandes zu einer Verkleine-
rung des Helixdrehwinkels des Zucker-Phosphat-Geriistes 7%, DemgemaB nimmt
die Zahl der helikalen Windungen T eines DNA-Doppelstrangs bei der Bildung eines
Interkalationskomplexes ab “>#"49 Da die Verwindungszahl L jedoch konstant blei-
ben muss, solange die beiden Polynukleotidstrange eines zirkuldren DNA-Molekuls
intakt bleiben (40424749 hat eine Reduktion von T einen Anstieg der superhelikalen
Windungszahl W zu Folge “04247491 (Kapitel 2.1.2, Seite 20 ff.). Diese Liganden-indu-
zierten, positiv superhelikalen Windungen bedingen eine Entspiralisierung der bei
dem TOPO I-Hemmtest verwendeten, negativ superspiralisierten Plasmide #4249
die durch eine ausreichend groBe Zahl zugesetzter Interkalator-Molekile demnach in
die zirkulare Form (W = 0) tberfiihrt werden koénnen “%424%l Die resultierenden, eine
ringférmige Struktur aufweisenden DNA-Ligand-Komplexe unterscheiden sich in ihrer
elektrophoretischen Mobilitdt nur unzureichend von den relaxierten Plasmiden, die
infolge enzymkatalysierter Einzelstrangbriiche aus der superhelikalen DNA hervor-
gehen 38581 DemgemaB kann es bei der Testung interkalierender Verbindungen in
Abhangigkeit von der Substanzkonzentration zu falsch negativen Ergebnissen kom-
men, da die superspiralisierten Plasmide, die aufgrund der Hemmung der Topoiso-
merase |-Aktivitdt nach der Inkubation noch im Reaktionsansatz vorliegen, durch die
Interaktion mit der Testverbindung in ihrer Topologie soweit verédndert werden kdn-
nen, dass sie nicht mehr nachweisbar sind [8474°l (Abb. 3.5B, Seite 74). Falsch
positive Resultate kénnen dagegen nicht auftreten, da die durch den Interkalator her-
vorgerufenen, positiven Superspiralisierungen durch die Topoisomerase |, die in An-

wesenheit von Testverbindungen ohne enzyminhibierende Eigenschaften uneinge-
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schrankt aktiv ist, immer wieder aufgehoben werden, so dass in der Probe aus-
schlieBlich relaxierte Plasmid-DNA vorhanden ist % (Abb. 3.5A).

A: Testung eines Interkalators chne Topoisomerase -hemmende Eigenschaftan

[Testverbindung]

I_,F-h:.ll._ _proS00n .

L Zugabe des Enzyms und Y

N, der Testverbindung g )

) ! » Q L

\-.'1—_\_-..-"' l.':l :_,

.-".. '-._| Q _:"

Y S
superspiralisierte Topoisomerase | relaxierte zirkulare

DHA DHA
+

Interkalator: —

o i1
. . & : et SN
Negatives s 2 +Topaisomerase | ; T ¥
. & g % . . g 7
Testergebnis '-:_‘1 ? L . L W
Yy ra
B et su iralisi
perspiralisierte

relaxierte zirkulare DNA

DNA

Abb. 3.5A: Schematische Darstellung des Ergebnisses eines Topoisomerase |-
Hemmassays, der mit einer interkalierenden Testverbindung ohne
TOPO l-inhibierende Eigenschaften durchgefihrt wird
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B: Testung eines Interkalators mit Topoisomerase -hemmendan Eigenschaften

[Testverbindung]

|

a R /
h & fugabe des Enzyms und a8
~

‘LW_ der Testverbindung

u

-

Inkubation o \'"'.'*E TN,

superspiralisierte
Yo DHA
superspiralisierte Topoisomerase | +

DNA Interkalator: —

0
e S

relaxierte zirkulare
DHA

Abb. 3.5B: Schematische Darstellung des Ergebnisses eines Topoisomerase |-
Hemmassays, der mit einer interkalierenden Testverbindung mit
TOPO l-inhibierenden Eigenschaften durchgefiihrt wird

Zeigt eine Substanz in dem beschriebenen TOPO |-Hemmassay enzyminhibitorische
Fahigkeiten, so handelt es sich bei dieser Verbindung entweder um ein Gift oder um
einen Suppressor “7°% (Kapitel 2.1.2, Seite 23 ff.). Topoisomerase |-Gifte wie Camp-
tothecin stabilisieren den intermediar gebildeten, kovalenten Komplex (— Cleavable
Complex) aus Enzym und DNA und verhindern somit die Religation des TOPO I-ka-
talysierten Einzelstrangbruchs #7201 (Apb. 2.6, Seite 23). Die dadurch bedingte
Stérung der DNA-Replikation, Transkription und Rekombination I6st letztlich die

[47,50,51,56]

Apoptose der betroffenen Zellen aus . Suppressoren dagegen besitzen

keine zytotoxischen, sondern nur wachstumshemmende Eigenschaften, da sie keine

n [7:505156l Jher eine Reduktion der

irreversiblen DNA-Schaden induzieren kénne
Enzymaktivitat unterbinden diese Substanzen die Bildung des Cleavable Complex,
was lediglich eine Verlangsamung der lebenswichtigen zellbiologischen Prozesse zur
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Folge hat [“7°%5":%6]  Aus den beschriebenen Wirkmechanismen geht hervor, dass
sich die beiden Typen von TOPO I-Inhibitoren anhand der Menge der in den Reak-
tionsansatzen jeweils vorliegenden nicked-DNA (— DNA mit Einzelstrangbruch; Abb.
3.6) voneinander unterscheiden lassen, da diese Plasmid-Konfiguration nur in Anwe-

senheit eines Topoisomerase |-Giftes vermehrt gebildet wird 7:¢/,

P 3
§ B
\\.‘__ & ]
Py § 4
superspiralisierte DNA mit Einzelstrangbruch relaxierte zirkuliare
DHA (nicked-DNA) DHA

linearisierte DHA

Abb. 3.6:  Schematische Darstellung der verschiedenen Plasmid-Konfigurationen
(nach Stryer™")

Wahrend die zirkuldre und die nicked-Form der Plasmid-DNA in einem herk6mm-
lichen Agarose-Gel die gleiche elektrophoretische Mobilitat aufweisen, andert sich ihr
Laufverhalten durch den Zusatz von Ethidiumbromid (0,5 — 1 pg/ml; Abb. 3.9, Seite
80) [47:565961.1581 (Aph 3.7, Seite 76): Der im Gel befindliche Interkalator lagert sich
zwischen die Basenpaare der zur Anode wandernden, intakten DNA ein und indu-
ziert auf diese Weise die Umwandlung der relaxierten in positiv superspiralisierte
Plasmide (W > 0) 104°%8] Djese kompakten Molekiile legen bei der Elektrophorese
eine geringfligig langere Strecke zuriick als die nativen, negativ superhelikalen Poly-
mere, da letztere durch die Interaktion mit dem Ethidiumbromid etwas aufgewunden
und somit in ihrer Mobilitit eingeschrankt werden °® (Seite 72). Aufgrund des vorlie-
genden Einzelstrangbruchs modifiziert der Interkalator die Topologie der nicked-DNA
dagegen nicht . Diese Plasmid-Form wandert — bedingt durch ihre groBe Raum-
ausdehnung — nur sehr langsam durch das Agarose-Gel, so dass sie von den super-

spiralisierten Konfigurationen abgetrennt werden kann ®!.
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Auf der Basis der Intensitat, die die von der nicked-DNA gebildete Bande im Gel-
elektropherogramm aufweist, lassen sich Aussagen dartber machen, ob es sich bei
der untersuchten Substanz um ein Topoisomerase |-Gift (— deutlich ausgepréagte
Bande) oder um einen Suppressor (— schwach ausgepragte Bande) handelt °¢. Mit
Hilfe Ethidiumbromid-haltiger Agarose-Gele kénnen darlber hinaus auch Substanzen
mit einem interkalierenden DNA-Bindemodus korrekt auf potentiell vorhandene,
TOPO I-inhibierende Eigenschaften getestet werden ¢,

(a)
{-) ethidium
3853
OFEO<
rariri
Laufrichtung Rel+Nck +®+@ Nk {_@
relaxed N _
topoisomers Ethidiumbromid
Sc-

L {'Q&v@ Sc-
l Rel-|

negativ
superspiralisiert

5P 4
Q0 «=
}

positiv
superspiralisiert

Abb. 3.7:  Vergleich der elekirophoretischen Mobilitdt der verschiedenen, bei
einem Topoisomerase |-Hemmtest auftretenden Plasmid-Topologien
bei Verwendung eines Agarose-Gels (a) ohne und (b) mit Zusatz von
Ethidiumbromid (nach Bailly *)

[DNA: Plasmid pKMp27; CPT: Camptothecin (— TOPO I-Gift); ASC: Ascididemin (—
Interkalator) Rel: relaxierte zirkuldare DNA; Nck: nicked-DNA (— DNA mit Einzel-
strangbruch); relaxed topoisomers: Plasmide, die sich in der Anzahl der nach der
Enzyminkubation noch im Molekll befindlichen superhelikalen Windungen unter-
scheiden; Sc: supercoiled-DNA (— superspiralisierte DNA)]

Da die Auswertung der Agarose-Gele, denen Ethidiumbromid zugesetzt wurde, eine
besondere apparative Ausstattung erforderlich macht, wurden derartige Tests — er-
ganzend zu den in dieser Arbeit beschriebenen Topoisomerase I-Hemmassays — am
I.N.S.E.R.M. in Lille, Frankreich durchgeftihrt (3738,
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3.4.2.2 Praktische Durchfuhrung

Der in dieser Arbeit beschriebene Topoisomerase I-Hemmassay orientiert sich an
den von Marotto *"' und Bailly °® formulierten Vorschriften. Er enthélt jedoch einige
Modifikationen, die zur Erhdhung der Reproduzierbarkeit der Testergebnisse einge-
fuhrt wurden. Das im Folgenden dargestellte, neu etablierte Verfahren kann nunmehr
auch routinemaBig zum Screening von potentiell TOPO I-hemmenden Substanzen

verwendet werden kann.

Zu Beginn der Testung wurde zunachst der sog. Master Mix hergestellt, indem das
fir die jeweilige Probenzahl erforderliche Volumen an Topoisomerase I|-Puffer
(10fach konzentriert) "*®, Plasmid-DNA pUC 19 (c = 0,5 ug/pl '*”) und Aqua dest. in
ein ausreichend groBes Eppendorf-Cap pipettiert und gut durchmischt wurden.

Zusammensetzung des Master Mix (fiir N Proben):

Gesamtvolumen: (N+1) x 18 pl
Topoisomerase |-Puffer: (N+1) x 2 pl
Plasmid-DNA pUC19: (N+1) x 0,5l
Aqua dest.: (N+1) x 15,5 pl

Nachdem der vorbereitete Master Mix in Aliquoten von 18 pl auf die ProbengeféaBe
verteilt wurde, wurden die Reaktionsansatze 1 und 2 (— Negativkontrolle) mit Aqua
dest. auf ein Gesamtvolumen von jeweils 20 ul aufgefillt. Zur Probe 3, die als Posi-
tivkontrolle diente, wurden 2 pl Camptothecin-Lésung (Lésungsmittel: DMSO; ¢ = 200
UM — Endkonzentration der Probe: 20 uM) zupipettiert, wahrend die Gbrigen Anséatze
(Probe 4 - Probe N) mit jeweils 2 pl der in DMSO gelésten Testsubstanzen versetzt
wurden. Dabei wiesen die drei pro Verbindung zur Probenherstellung verwendeten
Lésungen Konzentrationen von 500 uM, 200 uM und 50 uM (— Endkonzentration der
Proben: 50 pM, 20 uM bzw. 5 pM %9 auf. Die komplettierten Reaktionsansatze
wurden kurz zentrifugiert und anschlieBend in einem Wasserbad bei 35°C inkubiert.
Mit Ausnahme der Probe 1 wurden alle Ansatze nach 15 min mit jeweils 1 ul huma-
ner Topoisomerase | (Aktivitat: 5 U/ul — 1U entspricht einer Enzymmenge, die bei
37°C in 30 min 0,25 pg superspiralisiertes Plasmid relaxieren kann ")) versetzt. Da
eine Zentrifugation der Proben aufgrund der Instabilitdt des Enzyms nicht mdglich
war, wurden die Ansatze durch sorgfaltiges Rihren mit der Pipettenspitze homogeni-
siert. Nach einer weiteren, bei 35°C im Wasserbad erfolgenden, 30 min andauernden
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Inkubationsphase wurde die Reaktion gestoppt und die kovalent an die DNA gebun-
dene Topoisomerase | entfernt, indem in jedes ProbengefaB 2 pl einer zu gleichen
Teilen aus einer 25%igen, wassrigen SDS-Lésung (— dient der Enzymdenaturierung
[47l) und einer Proteinase K-Losung (— entfernt das Enzym von der DNA und ver-
bessert dadurch die elektrophoretische Trennung der verschiedenen Plasmid-For-
men 7)) bestehenden Mischung pipettiert wurden #7:5%61:1191%51 'Dje Ansitze wurden
kurz zentrifugiert und anschlieBend fir 35 min bei 55°C in einem Trockenschrank in-
kubiert, bevor jede Probe mit 2 pl Ladepuffer (Kapitel 3.2.1, Seite 61) versetzt wurde.
Nach einer weiteren Zentrifugation wurden 20 pl jedes Ansatzes in die Taschen
eines 1%igen Agarose-Gels [— hergestellt aus 1,3 g Agarose SeaKem® LE und
128,7 g TAE-Puffer (einfach konzentriert)] pipettiert 4796111915 pje anschlieBend
durchgeflihrte, elektrophoretische Trennung erfolgte unter Verwendung von TAE

(einfach konzentriert) als Laufpuffer bei einer Spannung von 120 V [#7:5961.119.153]

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe N
18 pl 18 pl 18 ul 18 ul 18 ul
Master Mix Master Mix Master Mix Master Mix Master Mix
2 ul 2 ul 2 ul
Camptothecin- Testsubstanz-Lsg. Testsubstanz-Lsg.
2 Ul H0 2 ul H0 Lsgp200 M . ) : ?
<00 H (500 pM; 200 pM; (500 pM; 200 pM;
(Positivkontrolle) 50 uM) 50 uM)
1 ul TOPO |
— 1 ul TOPO I 1ul TOPO I 1 ul TOPO I

(Negativkontrolle)

2ul 2ul 2u 2.ul 2u
SDS/Proteinase K | SDS/Proteinase K | SDS/Proteinase K | SDS/Proteinase K SDS/Proteinase K

(1:1) (1:1) (1:1) (1:1) (1:1)

2 pl Ladepuffer 2 pl Ladepuffer 2 ul Ladepuffer 2 pl Ladepuffer 2 pl Ladepuffer

Tab. 3.1: Pipettierschema des beschriebenen Topoisomerase I-Hemmtests

Nach ca. 2 Stunden wurde das Gel aus der Elektrophoresekammer entnommen und
zundchst fir 15min in einem Ethidiumbromid-Bad entwickelt 965981119158 ‘7 Entfer-

nung des nicht-interkalierten Chromophors wurde das Gel anschlieBend fiir 20 min in
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ein Wasserbad gelegt, bevor es unter UV-Licht ausgewertet und zur Dokumentation
fotografiert wurde (191 Zur Ergebnisverifizierung wurde der Topoisomerase |-Hemm-
test mit jeder Verbindung mindestens dreimal durchgefihrt.

Entscheidend fir den Erhalt richtiger und reproduzierbarer Ergebnisse ist die
Auswahl eines geeigneten Plasmid-Enzym-Verhaltnisses, das an die Aktivitat der To-
poisomerase |, die von Charge zu Charge variieren kann, angepasst werden muss:
In Abwesenheit eines TOPO I-Inhibitors muss das Enzym die in den Reaktionsan-
satzen jeweils vorliegenden, superspiralisierten Plasmide innerhalb der Inkubations-
zeit quantitativ relaxieren kdnnen, so dass die Topoisomerase |I-hemmenden Eigen-
schaften einer Testsubstanz im Gel am Vorhandensein der von der superhelikalen
DNA gebildeten Bande erkennbar wird (Abb. 3.8).

Die in Abb. 3.8 als Topoisomere bezeichneten Banden werden von partiell
relaxierten Plasmiden gebildet, die sich in der Anzahl der nach der Enzyminkubation
jeweils noch im Molekdl verbliebenen, superhelikalen Windungen W voneinander

unterscheiden 1%,

Positiv ! Positiv !

1 1

superspiralisierte DMNA - ——

Topoisomere }

rel@derta DA e—

Abb. 3.8:  Gelelektropherogramm eines Topoisomerase |-Hemmtests am Beispiel
des Nukleobasen-gekoppelten Bispyrrolcarboxamids 18 und des Com-
bilexins 33 (Abb. 6.16, Seite 184; Abb. 6.37, Seite 216)
(Spur 1: Plasmid-DNA pUC 19; Spur 2: Plasmid-DNA mit Topoisomerase |; Spur 3:
Camptothecin 20 uM; Spur 4: 18 50 uM; Spur 5: 18 20 uM; Spur 6: 18 5 uM; Spur 7:
33 50 uM; Spur 8:33 20 uM; Spur 9: 33 5 uM)
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3.4.3 Ethidiumbromid-Verdrangungsassay
3.4.3.1 Theorie

Bei der DNA-aktiven Verbindung Ethidiumbromid (Abb. 3.9) handelt es sich um ein
planares, heteroaromatisches Molekil, dessen Interkalation zwischen zwei benach-
barte Basenpaare eines Polynukleotid-Doppelstrangs eine im Vergleich zur unge-
bundenen Form deutliche Verstarkung (— etwa um das 50fache) der Fluoreszenz-
intensitat zur Folge hat [©47:15¢16" Djese Eigenschaft des Interkalators liegt darin be-
grindet, dass die DNA-Ligand-Interaktion eine Reduktion des Austausches angereg-
ter Protonen zwischen den Amino-Gruppen des Fluorophors und den Wassermole-
kiilen des Losungsmittels bewirkt ['6%162183 '\yas zu einer Verlangerung der Lebens-
zeit des angeregten Zustandes und — damit verbunden — zu einer Steigerung des

von Ethidiumbromid emittierten Fluoreszenzlichts fiihrt [148160.162]

Abb. 3.9: Strukturformel des Interkalators und Fluoreszenzfarbstoffs Ethidium-
bromid

Aufgrund der stark ausgepragten Fluoreszenz des Ethidiumbromid-DNA-Komplexes
kann der Interkalator dazu verwendet werden, z. B. auf einem Agarose-Gel auch
kleinste DNA-Mengen (bis zu 50 ng), sichtbar zu machen “**"! (Kapitel 3.4.2.2, Seite
78-79). Daneben wird Ethidiumbromid u. a. auch zur Untersuchung der Triplex-bil-
denden Eigenschaften von Nukleinsdure-Molekulen, zur Messung der Extinktions-
koeffizienten von Polynukleotiden beliebiger Sequenzen, zur Ermittlung des DNA-
Bindemodus von Liganden und zur Untersuchung der Topologie von DNA-Doppel-
strangen eingesetzt '%%'¢"! (Kapitel 3.4.2.1, Seite 72 ff.).

Eine weitere Anwendungsmaéglichkeit des Fluoreszenzfarbstoffs stellt der Ethi-
diumbromid-Verdrdngungsassay dar, bei dem es sich um eine fluorimetrische Titra-
tion zur Bestimmung der Bindekonstanten DNA-aktiver Substanzen handelt

-80 -



[47.94.97.106.158-161] | grsten Schritt dieses Verfahrens werden die als Matrize dienen-
den DNA-Molekile mit Ethidiumbromid abgesattigt, so dass Komplexe mit maximaler
Fluoreszenzintensitdt entstehen “7'®4. Durch Zugabe einer ebenfalls DNA-aktiven
Testverbindung wird der Interkalator aus seinen DNA-Bindestellen verdrangt, was
eine Fluoreszenzabnahme der Probeldsung zur Folge hat 147:158199.164.1651 (Apjy 3 10).

-
&4

‘ + Ethidiumbromid B8 + Testsubstanz HEE
' =4, \ )

. ' = )
P

[~

Fluoreszenz T T Fluoreszenz |

Abb. 3.10: Testprinzip des Ethidiumbromid-Verdrangungsassays zur Bestimmung
der Bindekonstanten DNA-aktiver Substanzen

Die Konzentration der Testsubstanz, die eine 50%-ige Reduktion der initial gemes-
senen Fluoreszenz bewirkt, wird als Cso-Wert bezeichnet [479497.15815%] ‘D sjch die-
ser ndherungsweise invers proportional zu der Bindekonstante des zu untersuchen-
den DNA-Liganden verhalt #+97:158160 " \y;rden verschiedene mathematische Glei-
chungen (z. B. Wellman’sche Gleichung ['®*, Gleichung nach Boger '®)) entwickelt,
mit deren Hilfe man Kap, [Apparent Binding Constant; Gleichung (3)] der DNA-aktiven
Verbindungen auf der Basis der Cso-Werte berechnen kann 47:94:198.159.164.165]

(3) — [ngand]gebunden
a .
PP |:nga‘nd]frei[DNA]frei
Kapp: Bindekonstante (Apparent Binding Constant)
[Ligand]geounden: Konzentration des an DNA gebundenen Liganden
[Ligand]srei: Konzentration des sich ungebunden in Lésung befindlichen Ligan-
den
[DNAJfei: Konzentration der sich frei in Lésung befindlichen DNA

-81-



Bei den aus dem Ethidiumbromid-Verdrangungsassay resultierenden Bindekonstan-
ten der Testsubstanzen handelt es sich zwar im Fall eines von Ethidiumbromid
abweichenden DNA-Bindemodus lediglich um relative Werte '64%%: dennoch kén-
nen diese Konstanten sehr gut dazu herangezogen werden, ein Affinitats-Ranking
mehrerer DNA-Liganden, die untereinander alle einen &hnlichen Bindemodus auf-

n [47.158]

weisen, zu erstelle . Aufgrund des Testprinzips ist der Assay nicht zur

Untersuchung schwach bindender Substanzen (— Kapp < 10* M) oder zur Testung

von Liganden mit einer starken Eigenfluoreszenz geeignet ['°%,

3.4.3.2 Praktische Durchfuhrung

Das in dieser Arbeit verwendete Testverfahren beruht auf den Arbeiten von Marotto

7 und Boger et. al. ['®®!

und wurde durch den Vergleich der aus der Literatur be-
kannten Bindekonstante des Minor Groove Binders Hoechst 33258 (Kapitel 8.1.1,
Seite 311) mit dem Wert, der aus der Durchfiihrung des hier beschriebenen Ethidi-
umbromid-Verdrangungsassays resultierte, erneut validiert (Abb. 3.11, Seite 84; Tab.
3.2, Seite 84). Dieses Testprotokoll, das im Folgenden naher erlautert wird, konnte
im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals erfolgreich zur Bestimmung der Binde-
konstanten (— Kayp-Werte) von Vertretern der Combilexin- (Kapitel 6.3.4, Seite 226
ff.) und der Hetaren[a]carbazol-Reihe (Kapitel 6.4.4, Seite 285 ff.) eingesetzt wer-
den. Die ermittelten Konstanten dienten zum einen zum Vergleich der DNA-Affini-
taten der neu synthetisierten Testsubstanzen mit der Bindeaktivitat bereits etablierter
Leitstrukturen, und zum anderen zur Verifizierung der aus den Denaturierungsexpe-
rimenten stammenden Daten, da in der Literatur eine Korrelation zwischen den Kapp-

und den AT,,-Werten beschrieben wird 48!,

Zu Beginn der Messungen wurden jeweils 10 pl einer Ethidiumbromid-Lésung (c = 1
mM), die unter Verwendung des als Lésungsmittel fungierenden Puffers nach Boger
(pH 7,4; Zusammensetzung: 10 mM Tris-HCI pH 7,4; 75 mM NaCl "®®) und einer
1%-igen, wassrigen Lésung des Chromophors hergestellt wurde 7}, in die bereitste-
henden Fluoreszenzkivetten pipettiert und mit weiteren 1980 ul der Pufferlésung
nach Boger ['®® versetzt. Die Fluoreszenz jeder vorbereiteten Probe wurde bei einer
Extinktionswellenlange von 545 nm und einer Emissionswellenlange von 595 nm be-
stimmt [6:47:94.106.158.159.165.166] g a|5 0%-Wert definiert ). AnschlieBend wurden 10
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ul einer wassrigen Kalbsthymus-DNA-Lésung (¢ = 2 mM) B 18164165 i Kkleinen An-

t 47189 (_, Gesamtvolumen der Reak-

teilen von 4 x 2,5 pl in die Kivetten pipettier
tionsansatze: 2 ml). Das in jeder Probe vorliegende Konzentrationsverhaltnis des In-
terkalators zu den DNA-Basenpaaren betrug — bei einer Ethidiumbromidendkonzen-
tration von 5,0 x 10° M und einer Basenpaarendkonzentration von 1,0 x 10° M —
folglich 1 zu 2 %l: mit dieser Relation konnte eine vollstandige Besetzung aller
Ethidiumbromid-Bindestellen an der DNA gemaB des Neighbouring Site Exclusion
Model 1'%°1¢"] sichergestellt werden, so dass die DNA-Bindung einer zugesetzten
Testsubstanz direkt zur Verdrangung des Ethidiumbromids von der DNA und somit
zu einer Reduktion des emittierten Fluoreszenzlichts fihrte. Die die Ethidiumbromid-
DNA-Komplexe enthaltenden Reaktionsansatze wurden 30 min bei Raumtemperatur
unter stadndigem Schitteln inkubiert, bevor erneut eine Fluoreszenzmessung durch-
gefiihrt wurde *7:'%): die Strahlungsintensitét, die nun fir jede Probe ermittelt wurde,
stellte den 100%-Wert dar 1. AnschlieBend wurde jeder Reaktionsansatz mit Aliquo-
ten der in DMSO geldsten Testsubstanzen versetzt. Die zu diesem Zweck verwen-
deten Stammldsungen wiesen eine Konzentration von 3 mM auf und wurden — zur
Verbesserung der Léslichkeit — mit den Hydrochloriden der zu untersuchenden DNA-
Liganden hergestellt. Das Lésungsvolumen, das bei jedem Titrationsschritt zu den in
den Kulvetten befindlichen Proben hinzupipettiert wurde, orientierte sich an den zuvor
ermittelten AT,-Werten der Testverbindungen und betrug zwischen 2 und 9 pl. Nach
jeder Substanzzugabe wurden die Reaktionsansitze zur Aquilibrierung 30 min bei
Raumtemperatur geschuttelt, bevor die Fluoreszenzen der Proben bestimmt und mit
folgender Formel in einen sich auf den 100%-Wert beziehenden Betrag umgerechnet

wurden [184:

F-F,

O/O
F . —F

100% ' 0%

(4) %oF =

Betrug die von den Reaktionsansatzen emittierte Fluoreszenz nur noch 20-45% der
initial gemessenen Strahlungsintensitat (— dieser Punkt wurde nach 4 - 10-maliger
Zugabe von Substanzlésung erreicht), so wurden die Titrationen abgebrochen.

Mit jeder Testverbindung wurden 3 - 5 unabhangige Messreihen durchgefiihrt
und die Mittelwerte der nach den einzelnen Titrationsschritten jeweils gemessenen
Probenfluoreszenzen berechnet. Zur Auswertung der Testergebnisse wurden die
Mittelwerte in % gegen die in den Reaktionsansatzen jeweils vorliegenden Substanz-
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konzentrationen aufgetragen *”! (Abb. 3.11). Auf der Basis der aus diesen Diagram-
men resultierenden Cso-Werte erfolgte schlieBlich die Berechnung der Bindekon-
stanten der Testsubstanzen mit Hilfe der Wellman'schen Gleichung !47:97:106.164.166]
[Gleichung (5)] (Tab. 3.2).

(5) Kewe[EtdBr] = Kpp[Ligand]
Kewsr: Bindekonstante von Ethidiumbromid "% (— 2,5 x 108 M™)
[EtdBr]: im 6Assay eingesetzte Ethidiumbromid-Konzentration ¥/'%° (- 5 x
10° M)
Kapp: DNA-Bindekonstante der getesteten Verbindung (in M'")
[Ligand]: Konzentration des Liganden, die zu einer 50%-igen Fluoreszenzabnah-

me fahrt (Cso; in M)

_
o
o

Fluoreszenz [%]

—— Hoechst 33258

0 2 4 6 8 10 12 14

Konz. der Testsubstanz [uM]

Abb. 3.11: Darstellung der bei der Testung des Rinnenbinders Hoechst 33258
(Kapitel 8.1.1, Seite 311) gemessenen, konzentrationsabhangigen
Fluoreszenzabnahme, die zur Validierung des Testverfahrens ermittelt
wurde

1 2 3
Cso Kapp Kapp

Hoechst 33258 6,8 uM 1,8 x 10° M 7,0x 106 M

Tab. 3.2: Cso-Wert und Bindekonstanten des Minor Groove Binders Hoechst
33258 (Kapitel 8.1.1, Seite 311)

(der Vergleich der experimentell ermittelten mit der aus der Literatur enthommenen
Bindekonstante wurde zur Validierung des Testverfahrens angestellt)

': Cso-Wert, aus dem oben abgebildeten Diagramm (lAbb. 3.11) ermittelt
%: Kapp» berechnet mit der Wellman’schen Gleichung 164
% Kapp aus Literatur ['®”
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3.4.4 Zytotoxizitatstests des NCI

Das National Cancer Institute (NCI, Bethesda, MD, USA) bietet im Rahmen des
Developmental Therapeutics Program (DTP) die Mdglichkeit, Substanzen synthe-
tischen und pflanzlichen Ursprungs unentgeltlich auf potentiell vorhandene, antipro-
liferative Eigenschaften testen zu lassen "% Die Verbindungen, die vom Biological
Evaluation Comitee des NCI fir die Zytotoxizitatsuntersuchungen zugelassen worden
sind, durchlaufen im ersten Schritt dieses Screening-Programms ein in vitro-Test-
system, das 60 humane Tumorzelllinien aus 9 typischen malignen Neoplasien (—
Leukamie, Melanom sowie Lungen-, Kolon-, ZNS-, Ovarial-, Nieren-, Prostata- und
Brustkrebs) umfasst #8170 zyr Aktivitatsbestimmung der Substanzen wird in die-
ser Testphase der Sulforhodamin B (SRB) - Proteinassay eingesetzt [47:168169.1711
wobei es sich bei SRB (Abb. 3.12) um einen Farbstoff aus der Gruppe der Amino-
xanthene handelt, der spezifisch an basische Aminosauren bindet [47:168.169.171]

SOgH

s0;

CHs /I Ny CHs
gO0W
I\ +
CHj HSC)

Abb. 3.12: Strukturformel des Aminoxanthen-Farbstoffs Sulforhnodamin B

als

Bei diesem vom NCI angewandten Zytotoxizitatstest werden die Zellkulturen vor der
Zugabe der in DMSO gelésten Testverbindungen zunachst in Mikrotiterplatten mit
Trichloressigsaure fixiert 47168169171 'Nach einer Inkubationszeit von 48 h bei 37°C
erfolgt der Austausch der Substanzlésung und des Kulturmediums gegen eine Sulfo-

[47.168.169.171] " Nach einer 10miniitigen Einwirkzeit werden der

rhodamin B-LOsung
Uberschiussige Farbstoff und die abgestorbenen Zellen durch finfmaliges Waschen
der Kulturen und anschlieBendes Lufttrocknen entfernt 1471881711 bevor der Anteil des
Sulforhodamin B, der in den lebenden Zellen an Proteine gebunden vorliegt, mit Tris-

Puffer extrahiert und spektralphotometrisch quantifiziert wird “7-'%817" Auf der Basis
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der ermittelten Farbstoffmenge, die die Proteinkonzentration der Zellkultur wider-
spiegelt, kdnnen schlieBlich Aussagen Uber das Zellwachstum und die Zellviabilitat
gemacht werden 171681711

Zeigen die Verbindungen in der ersten Testreihe, die mit einer Substanzkon-
zentration von 10 uM durchgefiihrt wird ', eine ausreichend starke, antiproliferative
Wirkung, so werden sie in der zweiten Phase in funf weiteren Konzentrationen (Ubli-
cherweise 10* M bis 10® M) in dem 60 verschiedene Zellkulturen umfassenden
Assaysystem eingesetzt 471681691711 Dje Aktivitat einer Verbindung gegentiber jeder
der im Test enthaltenen Tumorzelllinien wird durch die drei Parameter Glso (— 50%
Growth Inhibition: molare Substanzkonzentration, die eine 50%-ige Wachstumshem-
mung der Tumorzellen verursacht), TGl (— Total Growth Inhibition: molare Substanz-
konzentration, die eine 100%-ige Wachstumshemmung der Tumorzellen verursacht),
und LCso (— Lethal Concentration 50%: molare Substanzkonzentration, die zu einer
50%-igen Letalitat der Tumorzellen filhrt) dargestellt #7°%1%81711 Um die Zytotoxizitat
verschiedener Verbindungen besser miteinander vergleichen zu kénnen, werden zu-
dem die Mittelwerte aller Glso-, TGI- bzw. LCso-Werte einer Substanz berechnet und
in Form des dekadischen Logarithmus angegeben 1718 Dar{iber hinaus wird die
selektive Aktivitat, die die Testverbindung gegenuber jeder einzelnen der 60 Zelllini-
en ausibt, in Bezug zu diesen Mittelwerten gesetzt und als sog. Mean Graphs
graphisch dargestellt 7% (Abb. 3.13, Seite 87).
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Panel/Cell Line Log 1(,'GISO GI50
Leukemia
HCRoTE) 490 -]
- >
K-562 -4.82 3
MOLT-4 -4.81 3
RPMI-8226 -4.82 b
SR -4.91 -
Non-Small Cell Lung Cancer ~  fooioeiiiiiiiiiiiiiiiiiii e b e e e e
A549/ATCC -4.59 =
EKVX -5.39 —
HOP-62 -4.95 s
HOP-92 -4.76
NCI-H226 -4.17 [os—
NCI-H23 -4.47 -
NCI-H322M -4.42 -
NCI-H460 -4.70
NCI-H522 -4.77
ColoN:Cancer === =00 [ it e simmaiasia inse s sasnsase mmin aremmincnsec s asesssasatee arsinie
COLO 205 -4.77
HCC-2998 -4.71
HCT-116 -4.47 s
HCT-15 -5.05 -
HT29 -5.16 —
KM12 -4.91 -
SW-620 -4.46 o
CNSCancer @ leowsppaaisonmasss uvayensin e s samianmi g i fimeiiia
F-268 -4.49 =
SF-295 -5.07 -
SF-539 -4.67
SNB-19 -4.63 o
SNB-75 -4.72
U251 -4.84 e
Melanoma.,. ===z levvsssemussimonesmmis e e h i i s st L memee simmsise s
LOX IMVI -5.25 —
MALME-3M -4.53 =
-MEL-2 -4.39 -
SK-MEL-28 -4.39 e
SK-MEL-5 -4.79
UACC-257 -4.05 o
UACC-62 -4.65
Ovarian Cancer  deeee e L
IGROV1 -5.37 e
OVCAR-3 -4.62 o
OVCAR+4 -4,58 f
OVCAR-5 -4.64 o
OVCAR-8 -4.42 =
SK-OV- -4.47 =
Renal Cancer b b
786- -4.86 e
A498 -4.68
ACHN -4.87 b
CAKI-1 -4.86 he
RXF 393 -4.63 o
SN12C -4.66
TK-10 -4.86 ke
UO-31 -5.12 -
Prostate Cancer o
PC- -4.65
DU-145 -4.71
Breast Cancer e i b e e e
MCF7 -4,57 -
NCI/ADR-RES -4.55 =
MDA-MB-231/ATCC -5.30 possos
HS 578T -4.87 =
MDA-MB-435 -4.69
BT-549 -4.69
T-47D -5.17 -
MG_MID -4.72
Delta 0.67 L__
Range 1.39 ————
: (— = 1 I 1 )
+3 +2 +1 0 -1 2 -3

Abb. 3.13:

Darstellung der vom NCI mit dem Thienocarbazol-Derivat 46 (Abb.
6.73, Seite 280) ermittelten Glso-Werte als sog. Mean Graph Glsg
(nach rechts gerichtete Balken: Verbindung 46 zeigt gegenlber diesen Zelllinien eine

im Vergleich zum Mittelwert gesteigerte zytotoxische Aktivitat; nach links gerichtete
Balken: Verbindung 46 zeigt gegenlber diesen Zelllinien eine im Vergleich zum

Mittelwert erniedrigte zytotoxische Aktivitat)
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Diese Mittelwert-Diagramme, die auch als Fingerprints bezeichnet werden, geben die
spezifischen Aktivitdtsmuster der untersuchten Substanzen wieder und kdnnen zur
Aufklarung des etwaigen Wirkmechanismus mit Hilfe des NCI-Programms
COMPARE mit den in Datenbanken gespeicherten Profilen bekannter, antitumor-
aktiver Verbindungen verglichen werden [#79068): Bgj diesem Datenanalyse-Verfah-
ren wird die Ahnlichkeit zweier Fingerprints mit dem Korrelationskoeffizienten nach
Pearson beurteilt, wobei ein Koeffizient > 0,6 vermuten lasst, dass die beiden be-
trachteten Substanzen den gleichen Wirkmechanismus aufweisen #/:°¢8 Das Pro-
gramm COMPARE konnte bereits erfolgreich zur Identifizierung neuer Antimetaboli-
te, Topoisomerase |lI-Gifte, Alkylantien, Mitosehemmstoffen und Telomerase-Inhibi-
toren eingesetzt werden ['7217°],

Besitzt die Testverbindung ein neuartiges Aktivitatsprofil, ist sie gegen ver-
schiedene Krebszelllinien der gleichen malignen Neoplasie hochselektiv wirksam
oder zeigt sie schon im nanomolaren Konzentrationsbereich eine starke Zytotoxizitat,
so wird sie in der nachsten Phase des Antitumor-Screenings in vivo an Mausen,

denen humane Tumorzellen implantiert wurden, getestet 7.
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4, Molecular Modelling: Theoretische Methoden,
Software

4.1 Theoretische Methoden

411 Molekiuilmechanik/Kraftfeld

Molektlmechanische Rechnungen beruhen auf der Vorstellung, dass es sich bei
einem Molekill um ein aus Oszillatoren bestehendes, mechanisches System handelt
(8] Bei diesem Strukturmodell werden die Atome einer chemischen Verbindung mit
geladenen Massepunkten gleichgesetzt, die Uber gewichtlose, harmonische Federn
— die kovalenten Bindungen — miteinander verkniipft sind 242549781761 Diesem theo-
retischen Ansatz folgend, kdnnen die Gesetze der klassischen Mechanik nach /saak
Newton zur Molekdilcharakterisierung herangezogen werden [2%:49.78177.178]

Bei einer molekilmechanischen Simulation wird die potentielle Gesamtenergie
Epot €iner molekularen Struktur durch Addition mehrerer Teilenergien, welche die
verschiedenen, interatomaren mechanischen und elektrostatischen Krafte widerspie-

t [42527.4978.176] Die Anzahl der Partialenergie-Terme, die in die sog.

geln, ermittel
Kraftfeld-Gleichung zur Berechnung von E,.: mit einbezogen werden, variiert — eben-
so wie deren mathematische Formulierung — von Kraftfeldmethode zu Kraftfeldme-
thode 1##27]_|m Folgenden ist eine allgemein giiltige Form der Kraftfeld-Gleichung

[Gleichung (1)] aufgefiihrt [24,25,27,49,78,176).

(1) Epot = > Epona + ZEangIe + 2 Edinedral + ZEoop + 2 Epo/an + 2Ebordi + 2Evaw + 2Eeiec

\— AN J J
Y Y Y
Diagonalterme Kreuzterme nichtbin-
dende WW
Epot: potentielle Gesamtenergie eines Molekiils
Ebond: Energie einer Bindungslangendeformation
Eangle: Energie einer Bindungswinkeldeformation
Edinedral: Energie einer Torsionswinkeldeformation
Eoop: Ringspannungsenergie; Out-of-plane-Energie
Ebo/an: Energieterm, der die Bindungslangenenergien Epong in €inen Bezug zu
den Bindungswinkelenergien Eange setzt
E bosdi: Energieterm, der die Bindungslangenenergien Epong in €inen Bezug zu

den Torsionswinkelenergien Eginegral S€tZL
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Evaw: Energie der van der Waals-Wechselwirkungen
Eelec: Energie der elektrostatischen Wechselwirkungen (Coulomb-Energie)

Die aus einer Kraftfeldrechnung resultierende Gesamtenergie Epo hat allerdings — im
Gegensatz zu der mit quantenmechanischen Simulationen ermittelten molaren Bil-
dungsenthalpie AH; — keinen physikalischen Bezug ?*78'7®l; sie kann lediglich dazu
herangezogen werden, mehrere Molekdle, deren Eigenschaften mit dem jeweils glei-
chen Kraftfeld berechnet wurden, miteinander zu vergleichen ['"8l,

Bei den moleklilmechanischen Rechenverfahren werden die Partialenergien
der bindenden Krafte bestimmt, indem die in einem Molekul vorliegenden Bindungs-
langen, Bindungswinkel und Torsionswinkel mit Referenzwerten, welche Energiemi-
nima entsprechen, verglichen werden 22?71 Diese sog. natlirlichen Werte, die in
programminternen Datenbanken gespeichert sind, stammen gréBtenteils aus quan-
tenmechanischen Simulationen oder spektroskopischen Untersuchungen 52778 n-
ter Verwendung der Referenzwerte und der ebenfalls in den Datenbanken enthal-
tenen Kraftkonstanten, werden die Abweichungen der realen von den idealen Mole-
kilgeometrien mit Hilfe mathematischer Gleichungen in Energiebetrdge umgerech-
net [24,25,27,49].

Jedes Kraftfeld weist eine Vielzahl von Atomtypen auf, die dazu dienen, jedes
Atom eines molekularen Systems auf der Grundlage der Ordnungszahl, des Hybridi-
sierungsgrades und der chemischen Umgebung (— Ordnungszahlen der mit dem
betrachteten Atom verkn(ipften Atome) zu charakterisieren 2”78, Die verschiedenen,
in einem Molekl vorliegenden Atomtypen werden bei den Berechnungen der Partial-
energien indirekt berticksichtigt, indem jedem Atomtyp jeweils unterschiedliche natlr-
liche Werte und Konstanten zugeordnet werden £71761,

Die Kraftkonstanten und die Referenzwerte fir Bindungen und Winkel bilden
gemeinsam mit den Konstanten, die zur Ermittlung der aus den nichtbindenden
Wechselwirkungen resultierenden Energien E,qw und Egjec bendtigt werden, den sog.
Parametersatz eines Kraftfeldes #>2”'"8 Zusammen mit Art und Anzahl der in der
Kraftfeld-Gleichung berlcksichtigten Partialenergieterme, deren mathematischer For-
mulierung und den verwendeten Atomtypen, grenzt dieser Parametersatz die ver-
schiedenen Kraftfeldverfahren voneinander ab 271781,

Im Gegensatz zur Quantenmechanik, bei der die erforderliche Rechenzeit, in
Abhangigkeit von der Zahl n der Basisfunktionen eines Molekdils, mit n3 - n® ansteigt
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(2578 (Kapitel 4.1.2, Seite 97 ff.), nimmt der Rechenaufwand bei molekiilmechani-
schen Simulationen lediglich mit dem Quadrat der Atomzahl (— n?) zu %9 Aus
diesem Grund werden flr die Kraftfeldrechnungen geringere Computerkapazitaten
(25781 (_, kiirzere CPU-Zeiten, kleinere Arbeitsspeicher) benétigt, so dass mit dieser
in silico-Methode auch gréBere Molekiilsysteme untersucht und Molekildynamik-Si-
mulationen und Konformerenanalysen (Kapitel 4.1.4, Seite 100 ff.) durchgefiihrt wer-
den kénnen 78 Die molekiilmechanischen Rechenverfahren sind allerdings — im
Gegensatz zur Quantenmechanik — nicht zur Kalkulation von Ubergangszustanden,
sowie zur Untersuchung von Reaktionen, die mit der Auflésung und der Neubildung

von Bindungen verbunden sind, einsetzbar >'78,

41.1.1 AMBER

Die molekiilmechanische Rechenmethode AMBER 7989 (Assisted Model Building
with Energy Refinement) wurde 1984 von Kollman et. al. speziell zur Simulation von
Nukleinsduren und Proteinen entwickelt 2749781791801 - Ohwoh| Kraftfeldrechnungen
den im Vergleich zur Quantenmechanik bedeutend geringeren Rechenaufwand erfor-
dern %! (Kapitel 4.1.1, Seiten 90-91), werden fir die Simulationen von Biopolymeren
— aufgrund der Vielzahl der in den Molekilen jeweils enthaltenen Atome — dennoch
erhebliche Computerkapazitaten benétigt *. Aus diesem Grund enthélt das Kraftfeld
AMBER !'7918% keine Kreuzterme (— Terme, die die Energien der Bindungslangen-
deformationen mit denen der Bindungswinkel- bzw. mit denen der Torsionswinkel-
deformationen in Beziehung setzen; Kapitel 4.1.1, Seiten 89-90), wodurch die Rech-
nungen vereinfacht und somit beschleunigt werden kénnen 2178189 Die Gleichung
(2) gibt die allgemeine Kraftfeld-Gleichung von AMBER 79189 wiger [2425:178-180]

(2) Epot = 2 Epond + ZEangIe+ 2 Edinedral + 2Evaw + 2Eeiec + 2En-bond

Epot: potentielle Gesamtenergie eines Molekiils

Ebond: Energie einer Bindungslangendeformation
Eangle: Energie einer Bindungswinkeldeformation
Edinhedral: Energie einer Torsionswinkeldeformation

Evaw: Energie der van der Waals-Wechselwirkungen
Eelec: Energie der elektrostatischen Wechselwirkungen
En-bond: Energie der Wasserstoffbriickenbindungen
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4.1.2 Quantenmechanik

Auf der Grundlage der 1924 von Maurice Duc de Broglie formulierten Gleichung des
Welle-Teilchen-Dualismus des Lichts proklamierte Schrédinger 1926 die Existenz
einer Wellenfunktion, die den Zustand eines Masseteilchens mit all seinen relevanten
Eigenschaften zu einer beliebigen Zeit angibt **"®'7®l. Die aus Schrédingers Arbeiten
resultierende Gleichung [— Schrédinger-Gleichung (3)] stellt heutzutage die Basis

aller quantenmechanischen Rechenmethoden dar [25:27:49:78.80.176,178,181]

3) HY=EY¥Y

Energie des Systems
Wellenfunktion

Hamilton-Operator, der sich aus verschiedenen Energietermen zusammen-
setzt [Gleichung (4) ['78181]):

(4) H (R,r) = dn (R) + Je (1) + Dnn(R,R) + Deelr,F) + Dre(R,1)

Jn: totale kinetische Energie der Kerne

Je: totale kinetische Energie der Elektronen

dnn:  potentielle Energie der Kern-Kern-AbstoBung

Jee:  potentielle Energie der Elektron-Elektron-AbstoBung
Une:  potentielle Energie der Kern-Elektron-Anziehung

R: Vektor, der die Lage der Kerne mit den kartesischen Koordinaten X, Y und Z
beschreibt

r: Vektor, der die Lage der Elektronen mit den kartesischen Koordinaten x, y und
z beschreibt

Die Schrédinger-Gleichung konnte bislang allerdings nur fir Systeme, die lediglich
ein einziges Elektron besitzen, wie beispielsweise fur das Wasserstoffatom oder das
He*-Kation, geldst werden 778, Aus diesem Grund wird die Gleichung in der Praxis
durch die Vernachlassigung einiger rechenaufwandiger Integrale des Hamilton-Ope-
rators soweit vereinfacht, dass sie nunmehr auch zur Charakterisierung gréBerer mo-
lekularer Strukturen herangezogen werden kann [25:49:78.176]

Die Born-Oppenheimer-Approximation, die eine sehr wichtige Naherung zur
Simplifikation der Schrédinger-Gleichung darstellt 25:49:78:176.178181] ‘hagiert quf der Hy-

pothese, dass die in einem molekularen System auftretenden Ortsveranderungen der
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Atomkerne, im Falle eines sehr kleinen Beobachtungszeitintervalls, ignoriert werden
kénnen, da die Nuklei ein Vielfaches der Elektronenmasse aufweisen und infolge-
dessen sehr trage sind 2274978178181 Diage Approximation erlaubt somit die Se-
parierung der Kern- und der Elektronenbewegungen 2749178 und bedingt die Zeitun-
abhangigkeit der Schrédinger-Gleichung 197, Als Folge der Born-Oppenheimer-Na-
herung fallt der Term J, (R), der die kinetische Energie der Kerne reprasentiert, aus
dem Hamilton-Operator heraus ['"®. Da der Term der Kern-Kern-AbstoBung #.n(R,R)
fur eine fixierte Atomkonfiguration einen konstanten Wert annimmt, kann er zunachst
ebenfalls vernachlassigt werden ¥"'78. Diese Uberlegungen fiihrten zur Formulie-
rung der elektronischen Schrédinger-Gleichung (5) mit dem elektronischen Hamil-

ton-Operator e [Gleichung (6)]12578178.181];

(5) I:Ielec Weiec = Eelec Welec

(6) Heiece(r) = Je (r) + Dee(rsr) + Tne(R,1)

Die unter Anwendung einer quantenmechanischen Rechenmethode ermittelte poten-
tielle Gesamtenergie Epo: einer molekularen Struktur setzt sich schlieBlich aus der
Energie Eqec, die aus der Lésung der elektronischen Schrédinger-Gleichung resul-
tiert, und dem Term der Kern-Kern-AbstoBung, #.(R,R), zusammen 788" [Glei-
chung (7)].

(7) 1:'J‘pot = Eelec + ﬂnn(RsR)

Nach Max Born stellt das Quadrat der elektronischen Wellenfunktion Weec €in MaB
fur die Wahrscheinlichkeit dar, mit der ein Elektron in einem bestimmten Raumseg-
ment zu finden ist, wobei die Uber den gesamten Raum erfolgende Integration von
W, eine Aufenthaltswahrscheinlichkeit von 1 ergibt 2749781781811 Djege |nterpreta-
tion bedingt, dass die elektronische Schréddinger-Gleichung (5) nicht fir alle Energie-
werte Eeqec, SONdern nur fur solche, bei denen die zugehdrige Wellenfunktion endliche
Werte annimmt, I6sbar ist 49781,

Der Hartree-Fock-Approximation zur Folge lasst sich die Wellenfunktion Wejec,
die die Bewegungen und Eigenschaften aller Elektronen eines Molekils umfasst, als
Produkt zahlreicher Ein-Elektronen-Wellenfunktionen formulieren '"88' Auf diese
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Weise wird das Verhalten eines jeden Elektrons isoliert von den Gbrigen in einem von
den Atomkernen und den anderen Elektronen erzeugten Coulomb-Feld betrachtet
749 " Dje Tatsache, dass sich die Elektronen eines Atoms oder Molekils in der
Realitat in ihren Bewegungen gegenseitig beeinflussen, wird bei dieser Naherung
demzufolge ignoriert 7.

Die Lésungen, die unter Berlcksichtigung der Hartree-Fock-Approximation flr
ein unabhangiges Elektron aus der elektronischen Schrédinger-Gleichung resultie-
ren, werden als Molekdilorbitale bezeichnet #"'"8l. Mit Hilfe der von Roothaan und
Hall aufgestellten LCAO-Theorie #54%'78! ([ inear Combination of Atomic Orbitals)
kénnen diese Molekulorbitale in guter Naherung durch die lineare Kombination von
Atomorbitalen beschrieben werden 2749781781 Die Schrédinger-Gleichung, die nach
Anwendung dieser Roothaan-Hall-Approximation und der zuvor beschriebenen Born-
Oppenheimer- und Hartree-Fock-Simplifikationen vorliegt, stellt die Basis aller vor-
handenen quantenmechanischen Rechenmethoden dar 2527,

In der Quantenmechanik werden die Energien molekularer Systeme oftmals unter
Anwendung der von Hartree und Fock entwickelten SCF-Technik (Self Consistent
Field) ermittelt 2749781761781 'Dapbej handelt es sich um ein iteratives, aus zwei Teil-
schritten bestehendes Verfahren 78l |m ersten Schritt erfolgt die Kalkulation der
Hamilton-Matrix, die sich aus verschiedenen, aus der Schrddinger-Gleichung abge-
leiteten Integralen zusammensetzt '8 Im zweiten Verfahrensschritt werden die
LCAO-MO-Koeffizienten der besetzten Molekulorbitale mittels Standardmethoden der
Matrixdiagonalisierung berechnet 77178 Da der Wert der Hamilton-Matrix von die-
sen Koeffizienten abhangig ist, werden die beiden beschriebenen, einen sog. SCF-
Zyklus bildenden Kalkulationsschritte solange wiederholt, bis sich die Werte der
Matrix und die der Koeffizienten innerhalb zweier aufeinander folgender Iterationen
nur noch innerhalb vorher festgelegter Grenzen, die auch als Konvergenzkriterien be-

zeichnet werden, andern 1491771781,

Basierend auf der Anzahl der Elektronen, die in die Berechnungen der Molekulener-
gien und -eigenschaften jeweils mit einbezogen werden, unterscheidet man in der
Quantenmechanik zwischen den sog. ab initio- (lat.: ,von Grund auf* ?”*78)) und den
semiempirischen Verfahren [2°:49.78.176]

Bei den ab initio-Simulationen werden alle Elektronen einer molekularen

Struktur berticksichtigt I8!, weshalb derartige Kalkulationsverfahren sehr recheninten-
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siv und folglich sehr zeitaufwendig sind [242%78.1781811 Dpje yerschiedenen ab initio-Me-
thoden, die fir die Durchflihrung von Molecular Modelling-Studien zur Verfligung ste-
hen, divergieren in der Anzahl und der mathematischen Formulierung der Basisfunk-
tionen, die zur Beschreibung der in die Roothaan-Hall-Gleichung (— LCAO-Theorie
[25.49.176)) ginflieBenden Atomorbitale eingesetzt werden 24178181 Oftmals werden die
kernnahen Orbitale nur durch jeweils eine Basisfunktion reprasentiert, wahrend man
zur Charakterisierung der Valenzorbitale gewdhnlich mehrere Basisfunktionen ver-
wendet, um den inneren und den auBeren Orbitalbereich getrennt berechnen zu kén-
nen (— Split Valence-Basissatz) [#*?"'781811 Dg die fiir die Kalkulationen benétigte
Rechenzeit in Abhangigkeit von der Zahl der verwendeten Basisfunktionen mit der
vierten bis fiinften Potenz zunimmt 278 kénnen die am weitesten entwickelten ab
initio-Verfahren lediglich fur die Ermittlung der Eigenschaften kleiner Molekile, die
nur 20-50 Schweratome umfassen, eingesetzt werden 8",

In Anbetracht der erheblichen Computerkapazitaten, die fir die Durchfiihrung
von ab initio-Simulationen erforderlich sind, besitzen semiempirische Methoden eine
groBere praktische Bedeutung . Bei diesen Verfahren werden nur die Valenzelek-
tronen unter Verwendung des Hartree-Fock-Roothaan-Hall-Formalismus berechnet,
wahrend die anderen Elekironen als dem Kern zugehdrig betrachtet werden
[24.25.27,49.78,176,178.181] ' Dje verschiedenen semiempirischen Methoden, die bislang ent-
wickelt wurden, unterscheiden sich unter anderem darin, wie die Elektron-Elektron-
Interaktionen behandelt werden '8, d. h., welche Integrale des elektronischen Ha-
milton-Operators Heec bei den Kalkulationen vernachléssigt und welche durch Néahe-
rungen, die darUber hinaus in ihrer mathematischen Formulierung divergieren
kénnen, ersetzt werden (Kapitel 4.1.2.1, Seite 96 ff.) 2*2%. Die Ungenauigkeiten, die
aus den Approximationen und Simplifikationen resultieren, werden durch den Einsatz
von Parametern, die entweder empirisch ermittelt wurden oder aus ab initio-Rech-
nungen stammen, kompensiert [244978176.178.181 'na gie zur Ergebniskorrektur jeweils
verwendete Parametrisierung von Verfahren zu Verfahren variieren kann, tragt sie
ebenfalls dazu bei, die vorhanden semiempirischen Rechenmethoden voneinander
abzugrenzen ®'78 |m Gegensatz zu den ab initio-Kalkulationen steigt der fiir die
semiempirischen Simulationen erforderliche Rechenaufwand — in Abhangigkeit von
der Zahl der Basisfunktionen n — lediglich mit n® an °, so dass diese Verfahren auch
zur Charakterisierung gréBerer Molekilen, die aus bis zu 200 Schweratomen aufge-

baut sind, herangezogen werden kdnnen 2449181182

-05 -



Der Einsatz quantenmechanischer Methoden ermdglicht die in silico-Berechnung von
molaren Bildungsenthalpien, von molekularen elektrostatischen Potentialen (MEPSs)
von Orbitalenergien, von Dipolmomenten und von weiteren, auf der Elektronenver-
teilung basierenden Molekiileigenschaften [23:2%:27:49.181]

Das MEP dient der Visualisierung der Ladungsverteilung in einem Molekul
(242527 Es wird unter Beriicksichtigung der Elektronendichteverteilung und der Kern-
ladungen als Interaktionspotential zwischen einem als Sonde fungierenden Carbo-

Kation und dem zu untersuchenden Molekiil berechnet 2425271,

41.21 AM1

Die semiempirische Rechenmethode AM1 (Austin Model 1) wurde 1985 von Dewar,
Stewart et. al. auf der Grundlage des zuvor etablieten MNDO-Verfahrens 8
(Modified Neglect of Differential Overlap) entwickelt [4°78178.184185 " hiage MNDO-
Methode ' die wie das AM1-Verfahren ['®:18] auf dem Hartree-Fock-Roothan-
Hall-Formalismus basiert 2°178:1821 ynterscheidet sich von der 1965 von Pople et. al.
als erster Vertreter der NDO-Verfahren entwickelten CNDO-Methode ['8¢'% (Com-
plete Neglect of Differential Overlap) darin, das bei den MNDO-Simulationen '8 alle
Terme, die die Interaktionen zwischen einem Elekiron und zwei Atomkernen be-
schreiben, voll berechnet und nicht durch Atompaarparameter angenahert werden
[50.178.1811 " Alle tibrigen Terme, die sich mit der Uberlappung zweier zu unterschied-
lichen Atomen gehdrenden Orbitale befassen, werden dagegen auch bei dem
MNDO-Verfahren "8 — in Analogie zu der CNDO-Methode ['®'8 _ gleich ,Null
gesetzt 182,

Bei der AM1-Methode ['® 8% die als Weiterentwicklung des beschriebenen
MNDO-Verfahrens ['® anzusehen ist, wurden die bei den MNDO-Simulationen 8!
haufig Uberbewerteten AbstoBungen zwischen den positiv geladenen Atomkernen
durch die Einfihrung eines erweiterten Kern-Kern-AbstoBungsintegrals korrigiert
25:27:49.178.182] Djjeg hat zum einen eine Verbesserung der Korrelation der in silico be-
rechneten molaren Bildungsenthalpien und Aktivierungsenergien mit den experi-
mentell ermittelten Daten zur Folge “*78'78l. Zum anderen erlaubt die im Vergleich zu
der MNDO-Methode '8! {iberarbeitete Parametrisierung des AM1-Verfahrens [18418%]

nun die Beriicksichtigung von Wasserstoffbriickenbindungen 978178l Bei der AM1-
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Methode ['8*18%! werden die Valenzorbitale jedes Atoms durch einen, im Vergleich zu
den ab initio-Verfahren reduzierten Basissatz, der sich aus einer Basisfunktion fir
das s-Orbital und aus drei Basisfunktionen fir das p-Orbital (jeweils eine fiir das px-,
das py- und das p,-Orbital) zusammensetzt, reprasentiert ['®2, Die AM1-Methode
(184185 ynd das ebenfalls von Stewart entwickelte PM3-Verfahren "% (Parametric
Method Number 3) unterscheiden sich ausschlieBlich in ihrer Parametrisierung
(2549.177.178] “\wobei die PM3-Methode ['*®! auch fiir die Untersuchung von Molekiilen
eingesetzt werden kann, die Elemente der zweiten Reihe des Periodensystems ent-
halten 1°78] Zur Berechnung der Energien und Eigenschaften molekularer Systeme
nutzen alle NDO-Methoden (CNDO ['&181 MNDO 1831 AM1 11841851 pp3 [190]) gag

bereits in Kapitel 4.1.2 (Seite 94) beschriebene, iterative SCF-Verfahren 77182,

4.1.3 Geometrieoptimierung

Das Ziel einer Geometrieoptimierung ist es, eine vorhandene, energiereiche Konfor-
mation der zu untersuchenden molekularen Struktur dahingehend zu verandern,
dass die Geometrie (— wird durch interne, die Bindungslangen und -winkel wider-
spiegelnde Koordinaten beschrieben), die das Molekll nach der Beendigung der
Simulation aufweist, einer Minimumskonformation entspricht 8’8, Dies bedeutet,
dass die Energiehyperflache, die die Beziehung zwischen der potentiellen Energie
und der Molekllgeometrie fUr alle theoretisch existierenden Konformationen des
betrachteten molekularen Systems beschreibt 4, ausgehend von einem Startpunkt
P, nach einem Punkt P’ abgesucht wird, an dem jede weitere Modifikation der
Molekllkonformation einen erneuten Anstieg der potentiellen Energie zur Folge hat
[178.182] (Abb. 4.1, Seite 98). Da keine Energiebarrieren tiberwunden werden kénnen
(178 'handelt es sich bei dem Minimumskonformer, welches aus einer Geometrieopti-
mierungssimulation resultiert, meist nicht um das globale Minimum, sondern nur um
eines von mehreren lokalen Minima, die sich aus der Energiefunktion des bear-

beiteten molekularen Systems ableiten lassen [2478177:178],
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Abb. 4.1:  Schematische Darstellung einer Konformationsenergiehyperflache:

Ausgehend von der Startkonformation (a) erreicht man mit Hilfe eines
Geometrieoptimierungsalgorithmus lediglich das nachstgelegene Mini-
mum (b); die energetisch gunstigere Konformation (d) kann dagegen
nur im Rahmen einer Molekildynamik-Studie (Kapitel 4.1.4.1, Seite 101
ff.) aufgefunden werden, da dieses Verfahren die Uberwindung der
Potentialbarriere (c) ermdglicht [Punkt (e): Ubersichtspunki]

Die verschiedenen, fir die Durchfiihrung einer Geometrieoptimierung zur Verfligung
stehenden Algorithmen werden im Hinblick darauf, ob sie bei der Suche nach einer
Minimumskonformation nur die molekularen Energiefunktionen oder auch deren
Ableitungen berlcksichtigen, in Such-, Gradienten- und Newton-Raphson-Verfahren
eingeteilt 24252749781 Dje Wahl der Optimierungsmethode, welcher man sich zur Be-
arbeitung einer konkreten Problemstellung bedienen sollte, richtet sich danach, wie
weit die Startgeometrie des zu optimierenden Molekills von dem nachstgelegenen
Minimum entfernt ist, sowie nach der Flexibilitdt und der Gr6Be des molekularen
Systems 12425271,

Im Gegensatz zu den Suchmethoden setzen die Gradientenverfahren nicht
nur die Potentialfunktionen, sondern auch die mit Bezug auf die Raumkoordinaten
gebildeten ersten Ableitungen dazu ein, die Startgeometrien der zu untersuchenden
Molekiile zu optimieren 252749781771 Dje erste Ableitung der molekularen Energie-
funktion, die auch als Gradient bezeichnet wird, gibt an jedem betrachteten Punkt der
Energiehyperflache die Steilheit des dort vorliegenden Potentialgefalles wieder [#7:178]
und nimmt bei Erreichen eines Minimums den Wert ,Null“ an 2527781771781 pje Gradi-
entenberechnungen liefern demzufolge Informationen Uber das Aussehen der Poten-
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tialoberflache, welche die Suche nach der nachstgelegenen Minimumskonformation
vereinfachen und somit beschleunigen #7. Eine mit einem Gradientenverfahren
durchgefiinrte Geometrieoptimierungssimulation wird gewdhnlich dann beendet,
wenn der Gradient einen vorher festgelegten Wert, der meist zwischen 0,1 und 107
kcal/mol liegt, unterschritten hat oder wenn die maximale Anzahl an Rechenzyklen
(= Anzahl der Suchrichtungen) erreicht wird I'"”'"8l |m Gegensatz zu den einfachen
Gradientenmethoden, zu denen beispielsweise der Steepest Descent-Algorithmus
gehort, verwenden die konjugierten Gradientenverfahren nicht nur die zuletzt be-
rechnete erste Ableitung, sondern auch all diejenigen Gradienten, die bereits in den
vorangegangenen Zyklen ermittelt wurden, um die Richtung, in der auf der Energie-
hyperflache als nachstes nach einer Minimumskonformation gesucht werden soll, zu

bestimmen [2449:177.178]

. Aus diesem Grund bendétigen diese Algorithmen eine im
Vergleich zu den Suchmethoden und den einfachen Gradientenverfahren reduzierte
Anzahl an Rechenschritten, um ein Energieminimum zu erreichen 42549 Nachteilig
ist jedoch, dass die Berechnung und die Speicherung der Gradienten betrachtliche
Computerkapazititen erforderlich machen ?*?!. Die konjugierten Gradientenmetho-
den, zu denen das Fletcher-Reeves-Verfahren und der Polak-Ribiere-Algorithmus
zéhlen 12527:177.178191.192] " \yarden meist fiir die Optimierung von Molekiilgeometrien,
die sich bereits in der Nahe eines Minimums befinden, eingesetzt 1242>178],

Bei dem Newton-Raphson-Verfahren handelt es sich um einen sehr prazisen
Optimierungsalgorithmus, bei dem neben den molekularen Energiefunktionen und
den Gradienten auch die zweiten Ableitungen berechnet und bei der Suche nach
einer Minimumskonformation beriicksichtigt werden [242527.49.177.178] ‘e 7\yeite Ablei-
tung spiegelt die Kriimmung der Potentialfunktion an jeder betrachteten Position der
Energiehyperflache wider ?”'""178 ynd nimmt an einem Minimum einen positiven
Wert an ¥"78 Das Newton-Raphson-Verfahren benétigt eine im Vergleich zu den
konjugierten Gradientenmethoden geringere Anzahl an Suchschritten, um ein Ener-
gieminimum zu erreichen ?49; allerdings nehmen die Simulationen, die mit diesem
Algorithmus durchgefiihrt werden, auch betrachtliche Computer- und Speicherkapazi-
taten in Anspruch 224 |nfolgedessen wird das Newton-Raphson-Verfahren vor
allem dazu eingesetzt, die Geometrien kleinerer, nur etwa 100 Atome umfassender
Molekile zu optimieren, wobei die Startkonformationen der zu untersuchenden mole-
kularen Systeme auf der Energiehyperflache bereits in der Nahe eines Minimums
liegen sollten 242527,
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4.1.4 Konformerenanalyse

Da die in Kapitel 4.1.3 (Seite 97 ff.) beschriebenen Verfahren zur Geometrieoptimie-
rung keine Potentialbarrieren tiberwinden kénnen '8 finden diese Methoden nur
das Minimumskonformer, das auf der Energiehyperflache des zu untersuchenden
Molekils der Startgeometrie am nachsten liegt 24781771781 (Apb. 4.1, Seite 98). Um
die Konformerensuche nun auf alle relevanten Bereiche der Potentialoberflache aus-
dehnen zu kdnnen, wurden verschiedene Algorithmen, die zusammenfassend als
Konformerenanalysenmethoden bezeichnet werden, entwickelt 274" Neben der
Molekuldynamik-Methode 1'°*) und dem Monte Carlo-Algorithmus, die in den Kapiteln
4.1.4.1 (Seite 101 ff.) bzw. 4.1.4.2 (Seite 104 ff.) jeweils genauere Erw&hnung fin-
den, kann auch das im Folgenden kurz erlauterte Verfahren der ,systematischen Su-
che“ fur die Durchfiihrung einer Konformerenanalyse verwendet werden [242527:178]

Bei der ,systematischen Suche“ wird der gesamte Konformationsfreiraum
einer molekularen Struktur systematisch nach allen existenten Minima abgesucht, in-
dem die Torsionswinkel des Molekiils methodisch in definierten Schritten variiert und
die Energien der auf diese Weise erzeugten Konformationen mit einem molekl-
mechanischen (Kapitel 4.1.1, Seite 89 ff.) oder quantenmechanischen (Kapitel 4.1.2,
Seite 92 ff.) Rechenverfahren ermittelt werden [242527:49.78.194 " nom Vorteil der Voll-
standigkeit der gefundenen Minimumskonformere steht jedoch der Nachteil gegen-
Uber, dass dieser Algorithmus eine groBe Anzahl an Molekilkonformationen gene-
riert #42>27]: Die Anzahl der zu untersuchenden Konformere N steigt exponentiell mit
der Zahl der Torsionswinkel n an und ist zudem von dem Winkelinkrement ,360/X*,
welches die SchrittgroBe der Torsionswinkeldrehung angibt, abhangig 2425274978l
[Gleichung (8)].

(360Y)"
® ’V—(Tj

Aus diesem Grund kann das Verfahren der ,systematischen Suche® lediglich zur
Erforschung des Konformationsfreiraums kleiner, flexibler Molekile, die nur wenige

Freiheitsgrade aufweisen, eingesetzt werden 78179,
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4.1.4.1 Molekildynamik

Bei einer Molekuildynamik-Studie '®® (MD-Studie) wird die zeitabhangige Anderung
der Molekiilgeometrie untersucht *°, indem die Warmebewegung molekularer Struk-
turen bei vorgegebenen Werten fir Temperatur und Druck Uber einen definierten, im
Picosekundenbereich liegenden Zeitabschnitt simuliert wird 2578177178194 Ayt diese
Weise wird die Energiehyperflache eines Molekils kontinuierlich abgefahren, wobei
die im System enthaltene kinetische Energie die Uberwindung von Potentialbarrieren
und somit das Auffinden neuer Konformationsfamilien erméglicht 8 (Abb. 4.1, Seite
98).

Den Molekiildynamik-Simulationen ['*¥ liegt die Beobachtung zugrunde, dass sich
die Atome einer molekularen Struktur bei Raumtemperatur permanent bewegen 24,
so dass das Molekill Uber eine Folge reversibler Geometriednderungen zu einer
Gleichgewichtskonformation finden kann 1®78176! Diese thermisch induzierten Atom-
bewegungen werden in silico imitiert, indem dem zu untersuchenden Molekilsystem
durch die Festlegung einer Temperatur, bei der die Konformerenanalyse durchge-
fiihrt werden soll, kinetische Energie zugefiihrt wird %'7¢: Auf der Grundlage der zu-
vor definierten, frei wahlbaren Simulationstemperatur wird jedem Atom des betrach-
teten Moleklls zu Beginn einer Moleklldynamik-Studie per Zufallsgenerator eine
plausible Anfangsgeschwindigkeit zugesprochen, wobei diese randomisierte Zuord-
nung einer Gauss-Verteilung folgt [24:25:27:49.178]

Ausgehend von der Startgeschwindigkeit v; (t;) und dem zu dem Zeitpunkt to
ebenfalls bekannten Aufenthaltsort der Atome r; (ty) werden die nach Ablauf eines de-
finierten Zeitabschnitts At (entspricht dem Simulationszeitpunkt t, + At) vorliegenden
Atomkoordinaten, -geschwindigkeiten und -beschleunigungen ermittelt 1242%49.78.178]
Bei diesen Berechnungen werden zudem auch die Richtungen der an den Atomen
angreifenden Krafte und die Atommassen berticksichtigt [242%49-78:178]

Im ersten Kalkulationsschritt wird die auf jedes Atom i einwirkende Kraft F; (to) als
Funktion der Zeit berechnet, woflir die erste Ableitung der Energiefunktion des Mole-
kils, sowie die Position des betrachteten Atoms im kartesischen Koordinatensystem
herangezogen werden 24178193194 1Gleichung (9), Seite 102].
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AV
© Fi==3r.

1

Fi: Kraft, die auf ein Atom zu einem bestimmten Zeitpunkt einwirkt
V: Funktion der potentiellen Energie des Moleklils

dV: Gradient (erste Ableitung der Energiefunktion des Molekiils)

ri: Aufenthaltsort des Atoms i

Daraufhin wird das 2. Newtonsche Gesetz (— klassische Newtonsche Bewegungs-
gleichung) gleichzeitig auf alle Atome des Molekiils angewandt, um die Beschleu-
nigung, die jedes Atom erfahrt, zu ermitteln [2425:27:49.78.176.178.193.194] [ G|aichung (10)].
Dieses Gesetz der klassischen Mechanik kann zur Beschreibung der atomaren War-
mebewegungen angewendet werden, da die Atome bei den Molekildynamik-Simu-
lationen ['*®! — in Analogie zu den Kraftfeldrechnungen (Kapitel 4.1.1, Seite 89 ff.) —
mit Massepunkten gleichgesetzt werden 49178193,

(10) ai=
m;
a;: Beschleunigung des Atoms i
Fi: Kraft, die auf ein Atom zu einem bestimmten Zeitpunkt einwirkt

m;: Masse des Atoms i

Mit Hilfe der auf die Zeit t bezogenen Ableitung der Beschleunigung a; (1), lasst sich
die zu dem Zeitpunkt to + At vorliegende Geschwindigkeit v; (to + At) berechnen. Des
Weiteren wird fir jedes Atom i der neue Aufenthaltsort r; (o + At) ermittelt, indem die
erste Ableitung der Geschwindigkeit v; (to) nach der Zeit gebildet wird 78193, Nach
dem Abschluss dieser Berechnungen nehmen die Atome ihre neuen Positionen im
Koordinatensystem ein, wodurch eine neue Molekiilgeometrie generiert wird 2427,
Mit der Berechnung der Kréfte, die auf die Atome des aus dem vorhergehenden
Simulationsschritt stammenden Konformers einwirken, beginnt — bis zum Erreichen
des Endpunkis der Molekildynamik-Studie — nach Ablauf jedes weiteren Zeitab-
schnitts At ein neuer Rechenzyklus [Gleichung (9)] #*#"). Auf diese Weise werden bei
den MD-Simulationen Trajektorien, d. h. Aufzeichnungen der als Funktion der Zeit
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betrachteten Geometrieanderungen des Molekiils, generiert 2749781781981 (Aphy 57,
Seite 131; Abb. 5.10, Seite 144).

Da das Zeitintervall At, nach dessen Ablauf die Atomkoordinaten, -geschwin-
digkeiten, -beschleunigungen und Kréfte jeweils neu berechnet werden, kleiner sein
muss als die Schwingung hdchster Frequenz (— normalerweise sind dies die Streck-
schwingungen der X—H-Bindungen), um die numerische Stabilitdt des Molekils zu

erhalten, betragt At oftmals 0,5-1fs (1fs = 107'°s) [25:27:177.193.194]

Neben den physikalischen GréBen Fi, a;, vi und r;, die auf die Atome der betrachteten
molekularen Struktur bezogen sind, werden in jedem Rechenzyklus darliber hinaus
auch die Betrage der im System jeweils vorliegenden Gesamtenergie Eiq, der kineti-
schen Energie Exin und der potentiellen Energie E,ot unter Anwendung der im Folgen-

den aufgefiihrten Gleichung (11) ermittelt ['"®!:
2
1 E,_ (R)=X,1m, AR\ | E (R) +3.. (R,R)
tot T oo TN dt elec nn )
N J U _J
Y Y
kinetische Energie potentielle Energie
Etot: Gesamtenergie, klassische totale Energie eines molekularen Systems
R: Vektor, der die Lage der Kerne mit den kartesischen Koordinaten X, Y
und Z beschreibt
m: Masse des Atoms i
Ri: Position des Atoms i
vi (dRy/dt): Geschwindigkeit des Atoms i
Eelec: Energie des Elektronensystems des Molekils, die aus der Lésung der
elektronischen Schrédinger-Gleichung resultiert
Tnn: potentielle Energie der Kern-Kern-AbstoBung

Oftmals wird die totale Energie Ey in einer Molekiildynamik-Studie ['*® konstant ge-
halten ['"® so dass die simulierten Geometriemodifikationen gegenlaufige Anderun-
gen der kinetischen und der potentiellen Energie des untersuchten Molekilsystems
bewirken >49178l: Das Absinken der potentiellen Energie Epq in der Nahe eines Mini-
mums ist mit einem Anstieg der kinetischen Energie Eyn verbunden, wobei die Ener-
giewerte jeweils um den gleichen Betrag ab- bzw. zunehmen '8, Aus diesem Grund

bewegen sich die Atome einer molekularen Struktur an energiearmen Stellen der
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Energiehyperflache so schnell, dass das Molekll Potentialbarrieren Uberwinden und
aus Energietalern herausfinden kann. Dies ermdglicht das Auffinden neuer Konfor-
mationsfamilien (24491761781,

Im Gegensatz zu der Methode der ,systematischen Suche” (Kapitel 4.1.4, Seite 100)
kann das Molekiildynamik-Verfahren "% auch dazu verwendet werden, den Konfor-
mationsfreiraum von Peptiden und mittelgroBen Molekulen nach Minimumskonfor-
meren abzusuchen '8, Als Negativpunkte der MD-Studien '%% sind jedoch die Feh-
lerfortpflanzung innerhalb einer Simulation, die schwer kontrollierbare Vollstdndigkeit
der erhaltenen Minima und die Tatsache, dass fir aussagekraftige Berechnungen ein
erheblicher Zeitaufwand und somit eine betrachtliche Speicherkapazitat der verwen-

deten Rechner erforderlich sind, aufzufassen 2425781,

4.1.4.2 Monte Carlo

Im Gegensatz zu den Molekiildynamik-Simulationen ['®! (Kapitel 4.1.4.1, Seite 101
ff.), die sich zur Generierung neuer Molekilkonformationen der Newtonschen Bewe-
gungsgleichung bedienen [24:25:27.49.78.176.178,193.194] ‘handelt es sich bei der Monte Car-
lo-Methode (MC-Methode) um ein stochastisches Konformerenanalysen-Verfahren
[24.178.193] ' 4as nach den Grundprinzipien der Thermodynamik arbeitet #°!. Die MC-Me-
thode hat den Vorteil, dass mit ihrer Hilfe viele verschiedene Molekularten untersucht
werden kénnen 24; nachteilig sind jedoch die erheblichen Computerkapazitaten, die
fiir die Durchfiihrung einer Monte Carlo-Studie oftmals erforderlich sind 2.

Im ersten Schritt einer MC-Simulation werden neue Konformationen einer moleku-
laren Struktur erzeugt *”, indem — in Abhangigkeit von dem verwendeten Monte Car-
lo-Algorithmus — entweder neue Koordinaten fir akzidentell ausgewahlte Atome ge-
neriert oder die im Molekll vorliegenden Torsionswinkel nach dem Zufallsprinzip
variiert werden [242527.193.194195] 'papei jassen sich die verschiedenen MC-Methoden
nicht nur beziglich der Art, sondern auch auf der Basis der Anzahl der pro Rechen-
zyklus  vorgenommenen  Molekilmodifikationen  voneinander  unterscheiden
[24.27.178.193,19%] " nmittelbar nach der Simulation eines neuen Konformers wird dessen
potentielle Energie Epq unter Verwendung der Energiefunktion des untersuchten mo-

lekularen Systems bestimmt ?>'94 Besitzt dass neu generierte Konformer eine nie-

- 104 -



drigere Energie als die Molekulstruktur, die die initiale Konformation des betrachte-
ten Rechenzyklus darstellt, so wird die zuféllig vorgenommene Geometriednderung
akzeptiert und die Atomkoordinaten der neuen Molekiilkonformation werden fir wei-
terfilhrende Studien gespeichert ['*Y. Ist das untersuchte Konformer dagegen ener-
giereicher als die Bezugskonformation, so wird mit Hilfe eines speziellen Kriterien-
satzes, der von MC-Algorithmus zu MC-Algorithmus unterschiedlich ist 1194195191
uber die Annahme oder den Ausschluss der vorliegenden Molekilgeometrie ent-
schieden [25,27,193,195].

Bis zum Erreichen des Endpunkts einer Monte Carlo-Studie, der durch die An-
zahl der zu simulierenden Konformere definiert ist, beginnt jeder neue Rechenzyklus
mit einer weiteren, dem Zufallsprinzip folgenden Geometrieanderung . In Abhan-
gigkeit von dem eingesetzten MC-Verfahren fungiert dabei entweder das zuletzt ge-
nerierte Konformer, die Molekilgeometrie, die bislang am seltensten verwendet wur-
de, oder die aktuelle Minimumskonformation als Ausgangspunkt des nachfolgenden

Simulationsschritts 25193195,

Bei der Metropolis Monte Carlo-Methode (MMC-Methode) handelt es sich um das
zurzeit bedeutendste MC-Verfahren 2], das auch in den in dieser Arbeit verwendeten
Molecular Modelling-Programmen SPARTAN ¥ und HYPERCHEM B implementiert
ist [177:178197.19%8] " 7,r Simulation eines Konformerenensembles nutzt dieser Algorith-
mus ein Energiekriterium, welches sicherstellt, dass die erzeugten Molekllkonforma-
tionen mit einer ihrem Boltzmann-Faktor 22719 [Gleichung (18)] entsprechenden

Wabhrscheinlichkeit auftreten [27:178:193,194].

V(r”)
(12) el s’
V(r"): Energiefunktion des untersuchten molekularen Systems, gelést fir die
Moleklilgeometrie r"
kg: Boltzmann-Konstante
T: absolute Temperatur [K]

Jeder Rechenzyklus einer MMC-Studie beginnt damit, dass einige Atome der jeweils
als Startkonformation dienenden Molekilgeometrie zuféllig ausgewdahlt werden
[27.178.196] - AnschlieBend wird jedes dieser Atome im kartesischen Koordinatensystem

um einen akzidentellen Betrag in eine beliebige Richtung verschoben, um ein neues
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Konformer zu generieren #7:1781%1 Dapej gibt der von dem Anwender anfénglich fest-
gelegte Streckenabschnitt Ar an, wie weit ein Atom pro Zyklus maximal weiterbe-
wegt werden darf 7177178 Da sich die Lange dieser Distanz erheblich auf die Quali-
tat der durchzufihrenden Monte Carlo-Studie auswirkt, kommt der richtigen Wahl von
Ar eine groBe Bedeutung zu 778 Um gewéhrleisten zu kénnen, dass bei einer
Monte Carlo-Studie, die nahezu alle Bereiche des Konformationsfreiraums ein-
schlieBt, etwa 50% der nach dem Zufallsprinzip durchgeflihrten Atombewegungen
zugelassen werden 7, betragt Ar tiblicherweise zwischen 0,01 und 0,1A [177),

Nachdem die zufallig ausgewahlten Atome der initialen Konformation ihre neuen
Positionen im Koordinatensystem eingenommen haben, wird die mit dieser
Molekiilmodifikation verbundene Anderung der Energie AE berechnet, indem die po-
tentielle Energie der Bezugskonformation von Ey,: der soeben generierten molekula-
ren Struktur subtrahiert wird 2427178193191 (Abh 4 2 Seite 107). Nimmt die Energie-
differenz AE einen Wert an, der negativ ist oder ,Null“ betragt, so wird das neue Kon-
former dem Konformerenensemble hinzugefligt und somit fir weiterfiihrende Studien
gespeichert (27178193191 Bej ginem positiven AE-Wert wird schlieBlich mit Hilfe des
Boltzmann-Faktors [— exp(- AE/kyT)] Uber die Annahme oder die Ablehnung der be-
trachteten Molekiilgeometrie entschieden #"191%1 |st der Boltzmann-Faktor gréBer
als eine per Zufallsgenerator ausgewahlte Zahl & aus einem gleichférmigen, die Zah-
len von 0 bis 1 enthaltenen Intervall, so wird das neu generierte Konformer ebenfalls
akzeptiert 2717819319419 Eq dient dann, ebenso wie eine Molekiilgeometrie, die
direkt — auf der Grundlage der potentiellen Energie — angenommen werden kann, als
initiale Konformation des nachfolgenden Simulationsschritts 27193194 |st der Boltz-
mann-Faktor dagegen kleiner als die Zahl &, so wird die untersuchte MolekiImodifi-
kation endgultig verworfen und die Bezugsgeometrie des betrachteten Rechenzyklus
fungiert erneut als Ausgangspunkt fiir eine zufallig vorgenommene Anderung einiger

Atomkoordinaten [27:193.194.196]

. Die Einfihrung des Boltzmann-Faktors als zusétz-
liches, Uber die Akzeptanz oder die Ablehnung einer Konformation entscheidendes
Energiekriterium hat eine Steigerung der Effizienz der zugrunde liegenden Monte
Carlo-Methode zur Folge #7178193l: Mit Hilfe des Metropolis MC-Algorithmus werden
vor allem energiearme Molekilgeometrien, die fir die Charakterisierung des unter-

suchten molekularen Systems relevant sind, erzeugt 71781931,
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Startgeometrie (= Geometrie 1): Generierung neuer Konformationen

durch zuféllige Anderung einiger
R(x,y,2) Atomkoordinaten Geometrie 2:
Potentielle Energie der P R(X' 2
Startgeometrie: e
V(R) = E,
F3 w
Berechnung der
potentiellen Energie
der Geometrie 2:
V(R)=E,
w
Berechnung der
Energiedifferenz:
.ﬂlE = EZ-E'l
Geometrie 2 wird
akzeptiert und
ist neue e
Startgeometrie
F 3
(+> Berechnung des
Boltzmann-Faktors
exp(- AE/kgT)

w

Geometrie 7 wird
abgelehnt und
Geometrie 1 ist

erneut
Startgeometrie

Auswahl einer
Zfufallszahl &
aus dem Intervall (0,1)

exp(- AEIKgT) > £7

Abb. 4.2:  Schematische Darstellung der stochastischen Suchfunktion der Metro-
polis Monte Carlo-Methode [27:194:19€]
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Das Monte Carlo-Verfahren eignet sich insbesondere zur Simulation isolierter Mole-
kile, deren Minimumszustande durch hohe Energiebarrieren, die mit der Molekul-
dynamik-Methode ['*® nicht tiberwunden werden kénnen, voneinander getrennt sind
7] Allerdings kann auch bei der Durchfiihrung einer MC-Simulation nicht dafir
garantiert werden, dass das generierte Konformerenensemble alle existenten Mini-

mumskonformationen des zu untersuchenden molekularen Systems enthalt 242,

4.2 Software (Molecular Modelling-Programmpakete)

4.2.1 SPARTAN

Die von der Firma Wavefunction Inc. (Irvine, CA) entwickelte Molecular Modelling-
Software SPARTAN '04 (v 1.0.1 for Windows) ¥ enthalt viele verschiedene Module,
die tiber eine graphische Benutzeroberfliche miteinander verkniipft sind #5197 |m
Folgenden sind die wichtigsten der im Programmpaket enthaltenen Features aufge-
fahrt (51971,

e Baukastensystem, bestehend aus dreidimensionalen Templates (u. a. Atome,
funktionelle Gruppen, Ringsysteme, Aminosauren, Nukleotide), zum Aufbau
organischer, anorganischer und organometallischer Molekile sowie zur Kon-

struktion von Polypeptiden und Polynukleotiden

e Untersuchung der Geometrien molekularer Strukturen mittels Alignment-Ver-
fahren (— graphischer Vergleich ahnlicher Verbindungen durch das Uberei-
nanderlegen der Moleklle auf der Basis einiger, zuvor als Fixpunkte definier-
ter Atome) und durch Messung der vorliegenden Bindungslangen, Bindungs-
winkel und Torsionswinkel

e Durchflihrung von Molecular Modelling-Studien unter Verwendung von Kraft-
feldmethoden (SYBYL "% MMFF94 290201 semiempirischen Algorithmen
(MNDO ['8 MNDO/d %2 AM1 [18+188] 'p\3 [190)) ynd quantenmechanischen
Rechenverfahren (Hartree-Fock 2%, Density Functional ¥, Correlation Inter-

action 2%%)
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e Berechnung von Gleichgewichtsgeometrien (— Erreichen des néachstgelegen-
en lokalen Minimums mittels Geometrieoptimierungsverfahren), Ubergangszu-
stédnden und Konformerenensembles (— zu diesem Zweck stehen die Metho-
de der ,systematischen Suche* "% und der Metropolis Monte Carlo-Algorith-

mus 1941961981 7r Verfiigung)

e Berechnung (und ggf. graphische Darstellung) einer Vielzahl von molekularen
Eigenschaften, wie z. B. der Energieniveaus der verschiedenen Molekulorbi-
tale, der Dipolmomente, der molaren Bildungsenthalpien, der Atomladungen,
der Ladungsverteilungen, der Spindichten, der molekularen elektrostatischen
Potentiale (Kapitel 4.1.2, Seite 96) und der lokalen lonisierungspotentiale

e Simulation von IR-, 'H-NMR-, *C-NMR und UV/Vis-Spektren

Des Weiteren sei an dieser Stelle auf einige Publikationen verwiesen, die mit
SPARTAN durchgefiihrte Molecular Modelling-Studien beschreiben ['10:204-208],

422 HYPERCHEM

Bei dem Programmpaket HYPERCHEM release 7.5 4 handelt es sich um eine von
der Firma Hypercube Inc. (Gainesville, FL) fir Windows-Betriebssysteme entwickelte
Molecular Modelling-Software. Eine Ubersicht (iber die wichtigsten der in
HYPERCHEM B4 enthaltenen Module gibt das auf Seite 110 dargestellte Schaubild
(Abb. 4.3) B4177.178]

In silico-Studien, die mit der Software HYPERCHEM durchgefiihrt wurden, sind

Bestandteile einiger Publikationen, auf die an dieser Stelle hingewiesen werden soll
[106,208-211]
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konstruktion von DRA,
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Schematische Darstellung der wichtigsten in dem Programmpaket
HYPERCHEM ¥ enthaltenen Module '7:7l
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4.2.3 ICM-PRO

Bei dem von der Firma Molsoft L.L.C. (La Jolla, CA) entwickelten Programmpaket
ICM-PRO (v 3.3-02a) 2 (ICM — Internal Coordinate Mechanics) handelt es sich um
eine Molecular Modelling- und Docking-Software, die sowohl mit Linux- als auch mit
Windows-Betriebssystemen kompatibel ist %241 |CM-PRO 2 weist eine Vielzahl
von Programmfeatures auf, von denen die wichtigsten im Folgenden aufgeflihrt
sind [32,33,241]:

e Durchfuhrung von Protein-Ligand-, DNA-Ligand- und Protein-Peptid-Docking-

Studien

e Screening von Datenbanken, die mehrere Hundert Verbindungen umfassen
kénnen, zur ldentifizierung von Leitstrukturen, die mit einem fir die Arznei-
stoffentwicklung interessanten Target interagieren #*22%31 (Virtual Ligand

Screening)

o Simulation der dreidimensionalen Struktur eines Proteins auf der Basis seiner

Aminosauresequenz 44

e Durchfiihrung von Homology Modelling-Studien mit Polypeptiden und Pro-

teinen [245:2461

e Optionen zur graphischen Darstellung und Animation von Molekilen und Re-
zeptor-Ligand-Komplexen

Details zu dem programmspezifischen Docking-Verfahren:

Bei ICM-PRO 2 wird das Biopolymer, welches als Docking-Rezeptor fungieren soll,
durch ein dreidimensionales Gitternetz reprasentiert, wobei jedem Punkt dieses
Gitters ein Interaktionspotential, das die energetischen Zustande, Polaritaten und
raumlichen Zuganglichkeiten des Rezeptormolekills widerspiegelt, zugeordnet ist
[32:241.242] 'Handelt es sich bei der einzusetzenden Docking-Matrize um ein Oligonuk-
leotid, so wird obligat das sog. Rigid Receptor Docking-Verfahren angewandt 32241,
Dies bedeutet, dass sich die Konformation des Rezeptors wahrend einer Docking-
Simulation nicht verandern kann, da die Matrize ein starres, unbewegliches Molekiil
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darstellt 2%32411 Dient dagegen ein Protein als Rezeptor, so bietet das Programm
die Option, die die Ligandenbindestelle umgebenden Seitenketten zu kennzeichnen
8233241 Diese sind dann bei der darauf folgenden Protein-Ligand-Komplexbildung
flexibel, so dass sich der Rezeptor konformativ an das sich einlagernde Molekdl
anpassen kann ®2%24 Der Ligand selbst ist bei den mit ICM-PRO ®¥? durch-
geflihrten Docking-Studien stets beweglich (Flexible Ligand Docking), wobei die
drehbaren Bindungen des Molekils vor Beginn der Simulation von der Software
automatisch identifiziert werden 322411,

Bei der in ICM-PRO 2 implementierten Docking-Methode handelt es sich um
ein kombiniertes Monte Carlo- und Geometrieoptimierungsverfahren (Kapitel 4.1.3,
Seite 97 ff.; Kapitel 4.1.4.2, Seite 104 ff.), das zur Darstellung der Konformationen
der vorliegenden Molekile ein programminternes Koordinatensystem (enthalt Para-
meter zur Beschreibung der Bindungslangen, Bindungswinkel, Torsionswinkel und
dihedralen Phasenwinkel) verwendet 1#233:242244.247] " jader Rechenzyklus einer Dock-
ing-Studie, die mit diesem, allgemein auch als Monte Carlo Minimization-Verfahren
[33,244.248.2491 (\|CM-Verfahren) bezeichneten, Algorithmus durchgefiihrt wird, beginnt
mit einer willkirlichen Modifikation der Struktur des zu untersuchenden molekularen
Systems 2233244247249 g gas Programm sowohl die Pseudo-Brownian- als auch
die Biased Probability Monte Carlo-Methode enthélt [62:32:33:241.244.247-249] v entwe-
der die relative Lage des Liganden zum Rezeptor mittels Pseudo-Brown-Bewegung-
en (— Translations- und Rotationsbewegungen des Gesamtmolekiils ohne Anderung
der Molekillgeometrie) verandert 22332442481 " oder es werden einige Torsionswinkel
geman dem Biased Probability MC-Verfahren variiert, wobei auf diese Weise entwe-
der die Konformation des Liganden oder die der eventuell vorliegenden, flexiblen Sei-

tenketten des Rezeptors modifiziert wird [22:33:244:247.249]

. AnschlieBend erfolgt die
Energieminimierung des aus diesem Monte Carlo-Simulationsschritt resultierenden
Rezeptor-Ligand-Komplexes, indem ein Geometrieoptimierungsverfahren mit einer
konjugierten Gradientenmethode (— lokale konjugierte Gradientenmethode nach
Powell ¥ Kapitel 4.1.3, Seite 98 ff.) durchgefiihrt wird [22:33244.247-24%1 " \\3hrend
dieser Phase des Docking-Prozesses werden die Energien der fortlaufend generier-
ten Komplex-Konformationen mit Hilfe der Kraftfeldmethode ECEPP/3 %" ermittelt
[33.244.249] (Kapitel 4.1.1, Seite 89 ff.). Bei diesen Berechnungen werden u. a. die auf
Torsionswinkeldeformationen, van der Waals-Interaktionen und H-Brlicken-Bindung-

en zurlickzufilhrenden Partialenergien erfasst 3.
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Die Bildungsenergie des nach der Geometrieoptimierung vorliegenden Komplexes
wird ebenfalls mit ECEPP/3 %! pestimmt, wobei die diesen Kalkulationen zugrunde
liegende Kraftfeldgleichung nun zusétzliche Energieterme, z. B. Gleichungen zur ap-
proximativen Berechnung der intermolekularen elektrostatischen Wechselwirkungen
und der Solvatationseffekte, aufweist **?*’]. Diese Partialenergieterme werden bei
den im Verlauf der Energieminimierung durchgefuhrten Kalkulationen nicht bertck-
sichtigt, da sie sehr komplex und ihre Berechnungen folglich sehr zeitaufwandig sind
B3] Auf der Basis der Komplexbildungsenergien des aktuellen und des zuletzt akzep-
tierten Komplexes wird schlieBlich mit Hilfe des Metropolis-Kriteriums (— Boltzmann-
Faktor; Kapitel 4.1.4.2, Seite 105 ff.) Gber die Speicherung oder die Ablehnung des
generierten Rezeptor-Ligand-Komplexes entschieden [33:244:247-249]

Bis zur Beendigung der Docking-Studie beginnt mit jeder weiteren, willkirlich
erfolgenden Anderung der Struktur des untersuchten molekularen Systems, ein neu-
er Rechenzyklus 3. Im Verlauf einer Simulation werden somit zahlreiche Komplex-
Konformationen erzeugt, die im Anschluss an den Docking-Prozess in weiterflihren-

den Studien genauer analysiert werden kénnen 32241,

AbschlieBend sei noch auf einige Publikationen verwiesen, die Docking-Studien, die

mit dem Programm ICM-PRO durchgefiihrt wurden, zum Inhalt haben [242:243.248.252

256]
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5. Molecular  Modelling-Studien zu  DNA-
Liganden und DNA-Ligand-Interaktionen

5.1 Konzept zur Durchfuhrung der Molecular
Modelling-Studien (FlieBdiagramm)

Auswahl der zu Auswahl von DNA-Oligomeren
untersuchenden verschiedener Basensequenzen
Testverbindungen {aus der PDB-Datenbank)
i Yy
Molekiildynamik-
Simulationen L)
(Kraftfeld AMBEER]
L -
Konstruktion der 3D-Computer- Addition von Na*lonen [——
modelle der Testverhindungen
. ~ ™
(it ShPAETAN-Ealurshattenkutnd evtl. Geometrieoptimierungs-
vorhandenen Kristallstrukturen) simulationen
(Kraftfeld AMBER)
L "

Konformerenanalysen
(honte Carlo-erfahren
+ semiempirische
Al1-Rechnungen)

Minimumskonformere Minimumskonformere

semiempirische
AM1-Rechnungen

Ermittlung der ¥
Molekiileigenschaften In Docking-Studien: In Docking-Studien:
fu. a. HOMO, LUMO, MEP, Einsatz als Liganden Einsatz als Rezeptoren

Dipolmaoment)
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Liganden Rezeptoren

(Minimumskanformere der iMinimumskonformere der
Testverbindungemn) DNA-Oligomere)

Docking -Simulationen
mit ICM-PRO

(Rezeptor starr, Ligand flexibel)
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-

QNﬂ-Ligand-HumplexD

Refinement:
Molekiildynamik-Simulationen
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5.2 Berechnungen mit SPARTAN

5.2.1  Validierung des Programms unter Verwendung von Kristall-
strukturen

Um sicherstellen zu kénnen, dass das Molecular Modelling-Programm SPARTAN [°!
(Kapitel 4.2.1, Seite 108 ff.) richtige und reproduzierbare Simulationen durchfuhrt und
somit fir die Berechnungen der Minimumskonformere der zu untersuchenden DNA-
Liganden geeignet ist, wurde zunachst eine Validierung des Programms vorgenom-
men. Zu diesem Zweck wurden die Molekilkonformationen der Kristallstrukturen des
Netropsins (aus der Cambridge Structural Database **"' stammend) und der bei der
Synthese der Combilexine verwendeten Fiinfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide 4 28!
(Bispyrrolcarboxamid), 5 > (Thiophen-pyrrolcarboxamid) und 8 % (Imidazol-
pyrrolcarboxamid; Abb. 5.1) mit den mit SPARTAN % simulierten Konformeren die-
ser Verbindungen verglichen.

NH
NH, H3C\N/CH3
NH, H
H O.N
HN)\ N “_C‘/KO 2 H ;
\ N
CH3 J:H3 \CH3
Netropsin 4
H4C. HsC
3 \n—CHs 3 “\—CHs
O-N O.N
2 ! H 2 N ! H
7\ N N 2/ \ X
H4C \ 0 \ O
o) N & o) N
CH3 H3 CH3
5 8

Abb. 5.1: Strukturformeln der zur Validierung verwendeten Verbindungen

(bei den RMSD-Rechnungen, die zum Vergleich der Molekilkonformationen der
Kristallstrukturen mit den mit SPARTAN 2 simulierten Konformeren durchgefihrt
wurden, wurden zum einen die Gesamtmolekile und zum anderen nur die hier blau
gekennzeichneten Strukturen ohne aliphatische Seitenketten berlcksichtigt; Tab. 5.1,
Seite 121)
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Bearbeitung der Kristallstrukturen:

Bei den Molekiilen der fir die Validierung verwendeten Kristallstrukturen wurde
zunachst Uberprift, ob die jeweils vorhandenen Doppelbindungen in der richtigen
Anzahl und an den richtigen Molekul-Positionen vorlagen, wobei — falls erforderlich —
manuelle Korrekturen der Atom-Hybridisierungen vorgenommen wurden. Anschlie-
Bend erfolgte die Relaxierung der zwischen den Wasserstoff- und den Schwerato-
men (— alle Elemente auBer Wasserstoff) bestehenden Bindungen, die bei Kristall-
strukturen generell zu kurz und folglich sehr energiereich sind 2497,

Dieses Charakteristikum von Kristallstrukturen ist auf das der Réntgenstruk-
turanalyse zugrunde liegende Messprinzip zuriickzufiihren ') Die Réntgenstrah-
len, die auf ein zu untersuchendes Kristall treffen, werden von den die Atomkerne
umgebenden Elektronenwolken abgelenkt, wobei das Ausmaf der Beugung von der
Anzahl der in den Hullen der verschiedenen Elemente jeweils vorliegenden Elektro-
nen abhangig ist #%?. Um die relativen Positionen der Schweratome im Kristall
ermitteln zu kdnnen, werden die von diesen Atomen erzeugten Beugungsmuster mit
Hilfe der Fouriertransformation ausgewertet ?®?*. Die Ablenkung der Réntgen-
strahlen, die von dem einzigen Elektron eines Wasserstoffatoms hervorgerufen wird,
ist nur schwach ausgepragt, so dass die Lage der H-Atome oftmals nicht direkt
aufgeklart werden kann %24, Ublicherweise werden die fehlenden Wasserstoffatome
auf der Grundlage der vorliegenden Hybridisierung der Schweratome, deren Stan-
dardbindungszahlen und Standardbindungswinkel mittels Differenz-Fourier-Analyse
automatisch addiert %24,

Die X—H-Bindungen der vorliegenden Kristallstrukturen wurden relaxiert, in-
dem Simulationen zur Energieminimierung der Molekdile unter Verwendung der Kraft-
feldmethode MMFF94 %0201 qyrchgefiihrt wurden (SPARTAN-Befehl: ,Minimize®
35197 Da hierbei ausschlieBlich die Positionen der Wasserstoffatome verandert wer-
den sollten, wurden alle Schweratome vor Beginn der Simulationen in ihrer relativen
Lage zueinander fixiert (SPARTAN-Befehl: ,Freeze ®5'97)). Die resultierenden in
silico-Modelle der Kristallstrukturen wurden zur Programm-Validierung mit den mit

SPARTAN B9 simulierten Minimumskonformeren der Verbindungen verglichen.
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Berechnung der Minimumskonformere:

Nach der Konstruktion der dreidimensionalen Computermodelle des Rinnenbinders
Netropsin und der Flnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide 4, 5 und 8 (Abb. 5.1, Seite
116), die de novo unter Verwendung des in SPARTAN ®° enthaltenen Baukasten-
systems %! erfolgte, wurden Minimumskonformere der Verbindungen simuliert. Bei
der zu diesem Zweck eingesetzten Konformerenanalyse handelt es sich um ein in
SPARTAN B® implementiertes Modul, das sich aus zwei verschiedenen Rechen-
operationen zusammensetzt ['%2%": Die dreidimensionale Struktur der zu untersu-
chenden Molekille wird mit einem Monte Carlo-Verfahren ['%*'%] (Kapitel 4.1.4.2,
Seite 104 ff.) verandert, bevor die Energie der resultierenden Konformere mit einer
vom Benutzer frei wihlbaren Rechenmethode ermittelt wird ['*®l. Das von den Pro-
grammentwicklern hierfiir empfohlene Kraftfeld MMFF94 (200201261 (Kapite| 4.1.1,
Seite 89 ff.) konnte jedoch nicht fir die Simulation der energiearmen in silico-Modelle
der zu untersuchenden DNA-Liganden herangezogen werden: Das in Vorversuchen
mit dieser Rechenmethode simulierte Minimumskonformer des Netropsins weist eine
von der Kristallstruktur deutlich abweichende Stellung der Amidbindungen und der
Heterozyklen auf (Abb. 5.2). Dieses Ergebnis ist sehr wahrscheinlich darauf zurtick-
zufOhren, dass das Kraftfeld den Einfluss, den die zahlreichen Heteroatome des Rin-
nenbinders auf die Konformation eines Molekils austben, nicht korrekt bericksichti-

gen kann 1262

Abb. 5.2:  Minimumskonformer des Netropsins, welches bei der mit der Kraftfeld-
methode MMFF94 20201 qyrchgefiihrten Konformerenanalyse erhalten
wurde

Eine quantenmechanische ab initio-Rechenmethode (Kapitel 4.1.2, Seite 92 ff.)
konnte ebenfalls nicht verwendet werden, da die mit einer solchen Parametrisierung
durchgefiihrten Konformerenanalysen, aufgrund der GrdéBe der zu untersuchenden
Molekule und der Vielzahl der geplanten Rechnungen, zu zeitintensiv und folglich zu
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ineffizient gewesen waren %', Folglich wurde eine semiempirische Methode (Kapitel
4.1.2, Seite 95 ff.) fUr die Simulation der Minimumskonformere der Verbindungen, die
fir die Validierung herangezogen werden sollten, eingesetzt. Da ein Vergleich der
verschiedenen in SPARTAN [ enthaltenen semiempirischen Rechenmethoden
(u. a. AM1 18181 pp\3 11901 \MINDO 1'83)) gezeigt hat, dass die mit AM1 1841851 (Kapi-
tel 4.1.2.1, Seite 96 ff.) berechneten molaren Bildungsenthalpien AH; der Konformere
den experimentell ermittelten Werten am ahnlichsten sind ['®"!, wurden alle Konfor-

merenanalysen mit dieser semiempirischen Parametrisierung durchgefuhrt.

Fir die Simulation der Minimumskonformere wurden folgende Parameter gewahlt:

Calculate: Equilibrium Conformer  at ground state
With: Semi-Empirical AM1

Start from: Initial Geometry

Subiject to: Symmetry

Total Charge: Neutral

Multiplicity: Singlet

Vergleich der Kristallstrukturen mit den simulierten Minimumskonformeren:

In SPARTAN #° wurden die Konformationen der Kristallstrukturen und die aus den
Konformerenanalysen resultierenden in silico-Modelle der Verbindungen zuné&chst
graphisch miteinander verglichen, indem ein sog. Alignment (— Ubereinanderlegen
mehrerer ahnlicher Molekule auf der Basis einiger, zuvor als Fixpunkte ausgewahlter
Atome, die auch als Alignment Center bezeichnet werden ") durchgefiihrt wurde
(Abb. 5.3, Seiten 119-120).

Abb. 5.3A: Vergleichende Darstellung der Kristallstruktur (blaues Molekul) und des
mit der AM1-Methode '®*'®° in SPARTAN [*! simulierten Minimums-
konformers (rotes Molekil) des Rinnenbinders Netropsin
(Alignment durchgeftihrt in SPARTAN %)
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Abb. 5.3B: Vergleichende Darstellung der Kristallstruktur gblaues Molekdl) und des
mit der AM1-Methode '®*'®° in SPARTAN [*! simulierten Minimums-
konformers (rotes Molekil) des Thiophen-pyrrolcarboxamids 5
(Alignment durchgefiihrt in SPARTAN )

In dem Molecular Modelling-Programm HYPERCHEM B4 (Kapitel 4.2.2, Seite 109 ff.;
Uberfiihrung der SPARTAN-Dateien #° in HYPERCHEM-Dateien B4 Kapitel 8.2.1,
Seite 319) wurden darilber hinaus die, ein MaB fiir die Ahnlichkeit zweier Molekiil-
strukturen darstellenden, RMSD-Werte 27771 (Root Mean Square Distance) ermittelt
[Gleichung (1)]. Hierbei werden, nach der Superposition der zu vergleichenden Mole-
klle, die Abstande zwischen den Raumkoordinaten jedes der in die RMS-Fit-Analyse
mit einbezogenen Atompaare berechnet #”1. Dabei ist ein kleiner RMSD-Wert gleich-

bedeutend mit einer hohen strukturellen Ahnlichkeit zweier Molekiilkonformationen
[27]

(1) RMSD =

Nawome: Anzahl der Atome, die in die RMS-Fit-Analyse einbezogenen werden

di: Abstand zwischen den Raumkoordinaten des Atoms i in den Strukturen der
beiden zu vergleichenden Molekule, nach deren Superposition
(nach Leach #™

Die in SPARTAN ¥ durchgefiihrten Alignments zeigen, dass sich die réntgenkris-

tallographisch ermittelten und die computersimulierten Konformere der Fiinfring-Het-

aren-pyrrolcaboxamide — bei jeweils gleicher Konformation der beiden Heterozyklen
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und der Amidbindungen [— trans-(Z)-Konfiguration] — in der dreidimensionalen Struk-
tur der aliphatischen Seitenkette partiell voneinander unterscheiden (Abb. 5.3B, Seite
120). Dies ist darauf zurtickzuftihren, dass der bei den Kristallstrukturen vorhandene
Einfluss des Losungsmittels auf die Molekulkonformation bei den im Vakuum ablau-
fenden Molecular Modelling-Simulationen nicht bericksichtigt werden kann 29241
Aus diesem Grund wurden zum einen die Gesamtmolekile, und zum anderen nur die
in Abb. 5.1 (Seite 116) blau gekennzeichneten Molekulstrukturen ohne Berick-
sichtigung der aliphatischen Seitenketten in die RMSD-Rechnungen einbezogen. Die

ermittelten RMSD-Werte sind in Tab. 5.1 aufgeflhrt.

RMSD' RMSD?
[A] [A]
Netropsin 0,42 0,96
4 0,40 0,84
5 0,29 1,77
8 0,48 1,52

Tab. 5.1: Ergebnisse der RMSD-Rechnungen

': Bei den RMSD-Rechnungen wurden nur die in Abb. 5.1 (Seite 116) blau gekennzeichneten Mole-
kilstrukturen berticksichtigt (durchgefiihrt in HYPERCHEM B4).
2: Die RMSD-Rechnungen wurden mit den Gesamtmolekiilen durchgefihrt (in HYPERCHEM B4).

Die zum Vergleich der Konformationen der Kristallstrukturen mit den in silico-Model-
len der Verbindungen durchgefihrten Alignments (Abb. 5.3, Seiten 119-120) und
RMSD-Rechnungen (Tab. 5.1) zeigen eindeutig, dass die in dem Programm
SPARTAN B implementierte Konformerenanalyse, unter Verwendung der semiempi-
rischen AM1-Parametrisierung 818 dazu geeignet ist, die Minimumskonformere

der zu untersuchenden DNA-Liganden zu simulieren.
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5.2.2 Berechnung der potentiellen DNA-Liganden

Zur Simulation der Minimumskonformere der zu untersuchenden Interkalatorcarbon-
sauren (Verbindungen 1-3; Abb. 6.1, Seite 148), des Aminothiazol-pyrrolcarbox-
amids 7 (Abb. 6.5, Seite 158), der Combilexine der Thiazol-pyrrol-Reihe (Verbin-
dungen 33-35 und 37; Abb. 6.37, Seite 216) und der Pyrido[a]carbazol-Derivate 50
und 52 (Abb. 6.73B, Seite 281) wurden zunachst dreidimensionale Computermodelle
dieser Verbindungen erzeugt. Da keine Kristallstrukturen der Derivate existieren,
wurden die in silico-Modelle de novo mit Hilfe des in dem Programm SPARTAN
enthaltenen Baukastensystems !"%”) konstruiert und anschlieBend, unter Verwendung
der in Kapitel 5.2.1 (Seite 119) aufgefiihrten Rechenparameter (— Konformeren-

analyse, durchgefiihrt mit der semiempirischen AM1-Methode [18+18%))

, energiemini-
miert. Dabei wurde jede Simulation mindestens zweimal wiederholt, um sicherzu-
stellen, dass die Ergebnisse der Konformerenanalysen reproduzierbar waren. Die
aus diesen Berechnungen resultierenden Minimumskonformere der Testverbindung-
en wurden in den nachfolgenden Docking-Studien (Kapitel 5.4.1, Seite 134 ff.) als

Liganden eingesetzt.

Der Aufbau der in silico-Modelle der Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamide
15-20 (Abb. 6.16, Seite 184), sowie der Combilexine der Bispyrrol- (Verbindungen
43, 44; Abb. 6.39, Seite 218), der Thiophen-pyrrol- (Verbindungen 22-30; Abb. 6.36,
Seite 214) und der Imidazol-pyrrol-Reihe (Verbindungen 38-40, Abb. 6.38, Seite 217)
erfolgte auf der Basis der von den jeweiligen Flnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamid-
Strukturelementen (Verbindungen 4 128 5 1259 g (260 Aph 51, Seite 116) zur
Verfagung stehenden Kristallstrukturen. Fur die Konstruktion dieser Computermo-
delle wurde das auf den folgenden Seiten (Abb. 5.4, Seiten 123-124) dargestellte
Konzept evaluiert.
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mere der Combilexine und der Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcar-
boxamide evaluierten Konzepts am Beispiel der Verbindung 43
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Im ersten Schritt des zum Aufbau der in silico-Modelle der DNA-Liganden verfolgten
Konzepts, wurden die Atome der C-terminalen Dimethylaminopropyl-Seitenkette der
jeweils als Basis dienenden Kristallstruktur (Verbindung 4 — Aufbau der Combilexine
der Bispyrrol-Reihe und der Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamide; Verbin-
dung 5 — Aufbau der Combilexine der Thiophen-pyrrol-Reihe; Verbindung 8 — Auf-
bau der Combilexine der Imidazol-pyrrol-Reihe; Abb. 5.1, Seite 116) geléscht (Abb.
5.4, Seite 123): Durch die mit der Entfernung der aliphatischen Kette verbundene
Reduktion der Freiheitsgrade der Testverbindungen (die Seitenkette besitzt 51 Frei-
heitsgrade; mit SPARTAN B° ermittelt) sollte die Simulation der Minimumskonfor-
mere vereinfacht werden. Die am N-terminalen Ende befindliche Nitro-Gruppe wurde
durch die bei den Combilexinen und den Thymin-gekoppelten Bispyrrolcarboxami-
den jeweils unterschiedlich aufgebauten Strukturen aus Nukleobase bzw. Interkala-
tor, Linker und Amidbindung ersetzt, wobei diese Molekilteile mit Hilfe des
SPARTAN-Baukastensystems 139! angefiigt wurden. Zur Konstruktion der Com-
putermodelle der Thymin-gekoppelten Monopyrrol-Derivate, die auf der Grundlage
der Bispyrrolcarboxamid-Verbindung 4 (Abb. 5.1, Seite 116) erfolgte, wurden zusétz-
lich zur Nitro-Gruppe auch die Atome des N-terminalen Pyrrol-Rings der Kristall-
struktur geldscht, bevor die Pyrimidin-Base und der Linker addiert werden konnten.
Die aus der variablen, N-terminalen- und der rinnenbindenden Flnfring-Hetaren-
pyrrolcarboxamid- bzw. Monopyrrolcarboxamid-Struktur bestehenden Molekile wur-
den anschlieBend energieminimiert. Die zu diesem Zweck unter Verwendung der
semiempirischen AM1-Methode 188 (Kapitel 4.1.2.1, Seite 96 ff.) durchgefiihrten
Konformerenanalysen (Kapitel 5.2.1, Seite 118 ff.; Rechenparameter: Seite 119) wur-
den dabei mindestens zweimal wiederholt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
gewabhrleisten zu kénnen. Nach Abschluss der Simulationen wurde der Torsions-
winkel ,N1-C2-C3-X4“ der Minimumskonformere der Thymin-gekoppelten Mono-
pyrrol-Derivate ermittelt, wahrend bei den Konformeren der Nukleobasen-gekoppel-
ten Bispyrrol-Verbindungen und der Combilexine jeweils der Torsionswinkel ,X1-C2-
N3-C4“ gemessen wurde (Abb. 5.5, Seite 126). AnschlieBend wurden alle urspriing-

lich aus der Kristallstruktur stammenden Atome der Minimumskonformere entfernt.
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Abb. 5.5: Links: Darstellung der Atome, die den fir die Konstruktion der Mini-
mumskonformere der Monopyrrol-Derivate bendtigten Torsionswinkel
bilden

Rechts: Darstellung der Atome, die den fir die Konstruktion der Mini-
mumskonformere der Combilexine und der Nukleobasen-gekoppelten
Bispyrrol-Verbindungen jeweils bendtigten Torsionswinkel bilden

Der verbliebene, de novo simulierte Teil der Minimumskonformere (bestand bei den
Combilexinen und den Thymin-gekoppelten Bispyrrol-Verbindungen aus der Nukleo-
base bzw. dem Interkalator, dem Linker und der Amidbindung, bei den Monopyrrol-
Derivaten dagegen nur aus der Nukleobase und dem Linker) wurde schlieBlich unter
Bericksichtigung des zuvor ermittelten Torsionswinkels an die entsprechende Kris-
tallstruktur, bei der die Nitro-Gruppe (zum Aufbau der Combilexine und der Bispyrrol-
Verbindungen) bzw. der Nitro-Pyrrol-Ring (zum Aufbau der Monopyrrol-Derivate) ent-
fernt wurde, angefligt (Abb. 5.4, Seite 124). Diese vervollstandigten in silico-Modelle
der Testverbindungen wurden in den geplanten Docking-Studien als Liganden einge-
setzt (Kapitel 5.4.1, Seite 134).

Zur Simulation des Computermodells der Thiophen-pyrrolcarboxamid-Verbindung 28
(Abb. 6.36, Seite 214), die am C-terminalen Ende eine Dimethylaminoethyl-Kette
aufweist, wurde die bei der Kristallstruktur des Thiophen-pyrrolcarboxamids 5 (Abb.
5.1, Seite 116) vorliegende Propyl-Kette zunadchst um eine Methylen-Gruppe ver-
kirzt. Bei dem Minimumskonformer, welches aus der anschlieBend unter Anwen-
dung der semiempirischen AM1-Methode ['®:'®! durchgefiihrten Konformerenana-
lyse (Kapitel 5.2.1, Seite 118 ff.; Rechenparameter: Seite 119) resultierte, wurde der
Torsionswinkel ,C1-C2-C3-N4“ (Abb. 5.6, Seite 127) gemessen, bevor alle Atome der
beiden Heterozyklen und der sie verbindenden Amidbindung geléscht wurden.
Daraufhin wurde die verbliebene Dimethylaminoethylcarboxamid-Struktur an das C-
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terminale Ende des Minimumskonformers des zur Verbindung 28 homologen Deri-
vats 24 (Abb. 6.36, Seite 214), dessen Propylcarboxamid-Seitenkette zuvor entfernt
wurde, unter BerUcksichtigung des ermittelten Winkels angefligt.

'\(CHS
N H—/— “cH
| \2 3/ 4 8
0
\
CHa

Abb. 5.6: Darstellung der Atome, die den fir die Konstruktion des Minimums-
konformers der Verbindung 28 bendtigten Torsionswinkel bilden

Im Anschluss an die Komplettierung der in silico-Modelle der DNA-Liganden sollten
einige potentiell die DNA-Aktivitat der Testverbindungen beeinflussende Molekilei-
genschaften, wie das Dipolmoment, die Grenzorbitalenergien und das molekulare
elektrostatische Potential (MEP; Kapitel 4.1.2, Seite 96) ermittelt werden. Dazu wur-
den weitere semiempirische AM1-Rechnungen 818 durchgefiihrt, wobei die Mole-
kilkonformationen der in die Simulationen eingesetzten Minimumskonformere nicht
verandert wurden (sog. Single Point Energy-Studien).

Fir die Berechnung der Molekileigenschaften wurden folgende Parameter gewahlt:

Calculate: Single Point Energy at ground state
With: Semi-Empirical AM1
Start from: Initial Geometry
Subiject to: Symmetry
Total Charge: Neutral
Multiplicity: Singlet
Surface: HOMO
LUMO

Density (Property: Potential)
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5.3 Berechnungen mit HYPERCHEM

5.3.1  Auswahl geeigneter DNA-Rezeptoren aus der PDB-Daten-
bank

Rezeptor fiir das DNA-Ligand-Docking der Interkalatorcarbonsduren, der Combi-

lexine und der Hetaren[a]carbazol-Derivate:

Das fir die Docking-Simulationen eingesetzte Programm ICM-PRO [B23% (Kapitel
4.2.3, Seite 111 ff.) nutzt fir die DNA-Ligand-Komplexbildung einen sog. Rigid Re-
ceptor Docking-Algorithmus, dass heif3t, dass die Konformationen der Rezeptormole-
klle nicht verandert werden, wahrend die Liganden flexibel sind. Da die fiir die DNA-
Bindung eines interkalierenden Chromophors erforderliche Aufweitung der DNA-Ba-
sen folglich nicht wahrend des Docking-Prozesses stattfinden kann, muss die Kristall-
struktur der als Rezeptor verwendeten Matrize bereits eine Interkalationskavitat
besitzen. Fir die mit den voraussichtlich eine interkalative DNA-Bindung aufweisen-
den Interkalatorcarbonsauren (Kapitel 6.1.1.3, Seite 152 ff.), Combilexinen (Kapitel
6.3.5, Seite 231 ff.) und Hetaren[a]carbazol-Derivaten (Kapitel 6.4.5, Seite 289 ff.)
geplanten Docking-Studien wurde daher das Undecanukleotid mit dem PDB-Code ¢
1G3X B [mittels Rontgenstrukturanalyse aufgeklart; Aufldsung: 2,70 A; Sequenz: 5™
D(*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3’] ausgewahlt: Zwischen zwei AT-Ba-
senpaaren dieses DNA-Molekils liegt ein eingeschobenes Acridin-Derivat vor; zu-
dem eignet sich der sich an die Kavitat anschlieBende, ebenfalls aus AT-Basen-
paaren aufgebaute Abschnitt des Rezeptors fur die Rinnenbindung der Flnfring-Het-
aren-pyrrolcarboxamid-Strukturen der Combilexine. Ein Oligonukleotid, bei dem sich
die Interkalationskavitat in einem GC-reichen DNA-Abschnitt befindet (— zur Unter-
suchung der DNA-bindenden Eigenschaften der potentiell eine GC-Toleranz besit-
zenden Combilexine der Imidazol-Pyrrol-Reihe ¢%), stand in der PDB-Datenbank 2
dagegen nicht zur Verfigung.

Rezeptor flr das DNA-Ligand-Docking der Nukleobasen-gekoppelten Mono-und

Bispyrrolcarboxamide:

Die mit den Nukleobasen-gekoppelten Mono- und Bispyrrol-Derivaten geplanten
Docking-Studien sollten mit einem Rezeptor durchgeflihrt werden, der einen aus
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sechs AT-Basenpaaren gebildeten Abschnitt aufweist, um — neben der Rinnenbin-
dung der AT-selektiven Pyrrolcarboxamid-Struktur — auch die dem Synthesekonzept
entsprechende Hoogsteen-Basenpaarung des Thymin-Molekiils der Testverbin-
dungen mit einer Adenin-Base der DNA zu ermdglichen (Kapitel 6.2.1, Seite 182 ff.).
Aus diesem Grund wurde das Dodecanukleotid mit dem PDB-Code ¢ 102D [
[mittels Réntgenstrukturanalyse aufgeklart; Auflssung: 2,20 A; Sequenz: 5'-
D(*CP*GP*CP*AP*AP*AP*TP*TP*TP*GP*CP*G)-3'] als Docking-Matrize ausgewahlt
(Kapitel 6.2.4, Seite 189 ff.)

Rezeptoren fir das DNA-Ligand-Docking der Flinfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide:

Fir das Docking der Flnfring-Hetaren-Pyrrolcarboxamide sollten, zur Untersuchung
der Sequenzselektivitat ihrer DNA-Bindung, vier Rezeptoren verwendet werden, die
jeweils einen Abschnitt von mindestens sechs Basenpaaren der gewlinschten
Basenabfolgen ,polyA®, ,polyAT*, polyG* bzw. ,polyGC* aufweisen. Zu diesem Zweck
wurden die Oligonukleotide mit den PDB-Codes *® 1JKQ ?®°! [ Rezeptor ,polyA*;
mittels Rontgenstrukturanalyse aufgeklart; Auflosung: 2,86 A; Sequenz: 5-
DC*TP*TP*TP*TP*TP*TP*A)-3"], 473D ®¢ [ Rezeptor ,polyAT*; mittels
Rontgenstrukturanalyse  aufgeklart;  Aufldsung: 1,58 A; Sequenz: 5'-
D(*GP*TP*AP*TP*AP*TP*AP*C)-3], 1NVP 21 [ Rezeptor ,polyG*; mittels
Rontgenstrukturanalyse  aufgeklart;  Aufldsung: 2,10 A; Sequenz: 5'-
D(*GP*GP*GP*GP*GP*GP*C)-3] und 1CF7 [ [ Rezeptor ,polyGC*; mittels
Rontgenstrukturanalyse  aufgeklart;  Aufldsung: 2,60 A; Sequenz: 5-
D(*TP*CP*GP*CP*GP*CP*GP*G)-3'] ausgewahlt (Kapitel, 6.1.2.3, Seite 162 ff.)

5.3.2 Berechnung der DNA-Rezeptoren

Bevor die aus der PDB-Datenbank (¢!

stammenden DNA-Molekile in den geplanten
Docking-Studien als Rezeptoren eingesetzt werden konnten, mussten Simulationen
zur Energieminimierung der Oligonukleotide durchgeflihrt werden, um die bei Kristall-
strukturen generell zu kurzen X—H-Bindungen zu verlangern (— bedingt durch das
Messprinzip der Rontgenstrukturanalyse; Kapitel 5.2.1, Seite 117) und die gelegent-
lich auftretenden, energiereichen Molekiltorsionen zu relaxieren. Zu diesem Zweck
wurden bei den ausgewshlten PDB-Dateien ¢ zunachst alle Atome der das DNA-
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Ligand-Docking stérenden Wassermolekile, sowie die fir die DNA-Bindung der Test-
substanzen nicht erforderlichen Nukleotide geléscht (unter Verwendung von
HYPERCHEM B4; Kapitel 4.2.2, Seite 109 ff.), so dass jeweils nur ein Oligomer mit
der gewlinschten Basensequenz (Kapitel 5.3.1; Seite 128-129) und ein evil. an der
DNA gebundener Ligand Ubrig blieben. Wahrend den anschlieBend zur Energiemi-
nimierung der Nukleinsaure-Molekile durchgefiihrten Molekildynamik-Simulationen
(98] (Kapitel 4.1.4.1, Seite 101 ff.) sollten diese Liganden an der DNA verbleiben, um
eine strukturelle Anderung der fiir die DNA-Ligand-Komplexbildung der Testsub-
stanzen bendétigten Bindestellen zu verhindern (v. a. sollte die bei dem Rezeptor
,1G3X“ 1680 yorliegende Interkalationskavitat konserviert werden). Um zu gewéhr-
leisten, dass sich die in silico-Studien nur auf das Oligonukleotid und nicht auch auf
das gegebenenfalls vorhandene, DNA-gebundene Molekil beziehen, wurde der
DNA-Doppelstrang vor Beginn der Simulationen markiert (HYPERCHEM-Befehl #4!;
~Select Molecules®) und somit fur die Rechnungen, die der Ermittelung der Mini-
mumskonformere dienten, aktiviert. Die Molekiildynamik-Simulationen "% wurden
mit dem speziell fir das Molecular Modelling von Biopolymeren entwickelten Kraftfeld
AMBER !'7®180 (Kapitel 4.1.1.1, Seite 91) durchgefiihrt, wobei die Parametrisierung
AMBERS3 verwendet wurde. Hierbei handelt es sich um die am weitesten entwickelte
Methode, die — im Gegensatz zu den spater entstandenen Parametrisierungen
AMBER94 und AMBER96 — die auf die Bildung von Wasserstoffbriicken zurlickzu-

filhrende Komplexbildungsenergie noch explizit beriicksichtigt 7.

Die fiir die Molekiildynamik-Simulationen ['*®! verwendete Kraftfeldmethode AMBER

[179.180 \yyrde wie folgt konfiguriert (Standardeinstellung) 26°!:

a) Options
Dielectric: Distance Dependent
Scale Factor: 1
1-4 Scale Factors: Electrostatic: 0,5
van der Waals: 0,5
Cutoffs: None
b) Components
Bond: V Non-Bonded: V
Angle:V Electrostatic:
Torsion: \ Hydrogen-Bonded: \
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Fiir die Molekiildynamik-Simulationen ['®® wurden folgende, experimentell evaluierte
Parameter gewahilt:

Times Heat Time: 0,2 ps
Run Time: 0,8 ps
Cool Time: 0 ps
Step Size: 0,0001 ps

Temperature Starting Temperature: 100 K
Simulation Temperature: 300 K
Final Temperature: /
Temperature Step: 10K

Options In Vacuo: ¥

Bath Relaxation Time: 0,1 ps

Data Collection Period: 5 time steps
Screen Refresh Period: 1 data step

Snapshot:
Averages: Ei
Epot
Molekuldynamik-Simulation
100

-100

-200

E pot [kcal/mol]

-300

-400
0 0,2 0,4 0,6 08 1

Zeit [ps]

Abb. 5.7:  Darstellung der im Verlauf einer Molekildynamik-Simulation 1'% auf-
tretenden, zeitabhangigen Anderung der potentiellen Energie, die die
Konformationsmodifikationen des zu berechnenden Molekuls wider-
spiegelt; der Zeitpunkt des Erreichens des Minimumskonformers ist
durch einen roten Pfeil gekennzeichnet
(hier: Darstellung der mit dem Rezeptor ,polyAT* *¢2% durchgefiihrten Simulation)

- 131 -



Nach der Beendigung einer Molekiildynamik-Rechnung 1'®! musste das Minimums-
konformer des jeweils untersuchten Oligonukleotids aus dem im Verlauf dieser Simu-
lation gebildeten, mehrere Hundert Moleklilgeometrien umfassenden Kollektiv isoliert
werden. Zu diesem Zweck wurde der Zeitpunkt der in silico-Studie, an dem das DNA-
Molekdl in der energiedrmsten Konformation vorlag, mit Hilfe der wahrend der Simu-
lation erzeugten *.csv-Datei (— Excel-Tabelle, die die zu jedem Simulationszeitpunkt
berechnete potentielle Energie enthalt) ermittelt. Dieser Wert wurde, nachdem die
abgeschlossene und als *.snp-Datei gespeicherte Molekiildynamik-Rechnung "% un-
ter Verwendung der in HYPERCHEM B4 enthaltenen ,Playback“-Option erneut ab-
gespielt wurde, als Endpunkt der zweiten Wiederholung der Simulation angegeben
(bei der erstmaligen Anwendung der Option wird obligat die gesamte Simulation ab-
gespielt), so dass diese mit dem Erreichen des Minimumskonformers abgebrochen
wurde. Bei den energieminimierten in silico-Modellen der Oligonukleotide wurde zu-
nachst Uberprift, ob zwischen jedem Basenpaar die dem Watson-Crick-Wasserstoff-
briicken-Bindungsschema entsprechende Anzahl an H-Briicken vorlag. Die Basen-
paare, die weniger als 2 (— AT-Basenpaare) bzw. weniger als 3 (— GC-Basenpaare)
intermolekulare Wasserstoffbriicken ausgebildet hatten, wurden mittels Geometrie-

n [191.192] (

optimierungsrechnunge — dienen der Auffindung des néchstgelegenen lo-

kalen Minimums; Kapitel 4.1.3, Seite 97 ff.), die unter Verwendung des Polak-
Ribiere-Algorithmus 191192 (
te Gradientenmethode) und der Kraftfeldmethode AMBER !'"®'¢ (_, zur Berechnung

der Energien der simulierten Konformere; Parametrisierung: AMBER3) durchgeflhrt

— zur Veranderung der Molekllkonformation; konjugier-

wurden, erneut energieminimiert. Da mit Hilfe dieser Simulationen ausschlieBlich die
Basenpaare konformativ verandert werden sollten, bei denen intermolekulare Was-
serstoffbriicken fehlten, wurden die entsprechenden Nukleotide vor Beginn der Rech-
nungen markiert (HYPERCHEM-Befehl ¥¥:  Select Residues) und somit fiir die Si-

mulationen zur Geometrieoptimierung aktiviert.

Fir die Geometrieoptimierungssimulationen "% wurden folgende, experimentell

evaluierte Parameter gewahilt:

Algorithm: Polak-Ribiere (Conjugate Gradient)

Termination Condition: RMS Gradient of 0,5 kcal/(Aemol)
Or 12000 maximum cycles

In vacuo:
Screen Refresh Period: 1 cycle
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Nach Abschluss der Simulationen zur Geometrieoptimierung ['*''%% wiesen alle Ba-
senpaare der als Docking-Rezeptoren ausgewahlten DNA-Molekile die dem Wat-
son-Crick-Schema entsprechende Wasserstoffbriicken-Zahl auf.

Zu den einfach negativ geladenen Phosphat-Gruppen dieser Minimumskonfor-
mere wurden anschlieBend Natrium-Kationen hinzugeftgt 9?"” (HYPERCHEM-Be-
fehl ®4: Add Counterions®), da diese Gegenionen fiir die korrekte Beurteilung der bei
der Komplexbildung zwischen DNA und Ligand auftretenden elektrostatischen Wech-
selwirkungen erforderlich sind. Die Positionen der Natrium-lonen wurden in Bezug
auf den jeweiligen Nukleinsdure-Doppelstrang optimiert, indem eine weitere Geome-
trieoptimierungsrechnung ['°"'%2 unter Verwendung des Polak-Ribiere-Algorithmus
[191.192] (konjugierte Gradientenmethode) und der Kraftfeldmethode AMBER !79:18%
(Parametrisierung: AMBER3) durchgefiihrt wurde #"%. Zu diesem Zweck wurden nur
die Na*-lonen markiert (HYPERCHEM-Befehl B*: Select Atoms*) und somit fiir die
Simulationen aktiviert, um strukturelle Modifikationen des zuvor energieminimierten
Oligonukleotids zu verhindern. Nach der Beendigung der Geometrieoptimierungssi-
mulationen ['*"'*3 wurden die DNA-Molekiile zusammen mit den Gegenionen in den
nachfolgenden Docking-Studien (Kapitel 5.4.1, Seite 134 ff.) als Rezeptoren ein-

gesetzt.

FUr die Simulationen zur Optimierung der Lage der Na*-lonen wurden folgende, ex-
perimentell evaluierte Parameter gewahlt:

Algorithm: Polak-Ribiere (Conjugate Gradient)

Termination Condition: RMS Gradient of 0,1 kcal/(Aemol)
Or 12000 maximum cycles

In vacuo:
Screen Refresh Period: 1 cycle

Die zur Beschreibung der Konformationen der Oligonukleotide erforderlichen Winkel
2l wurden vor und nach den Molekiildynamik-Rechnungen %% bestimmt, um die mit
den Simulationen einhergehenden, strukturellen Modifikationen der Molekllgeome-
trien zu dokumentieren. Die ermittelten Werte sind in Kapitel 8.3 (Seite 321 ff.) tabel-
larisch aufgefihrt.
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54 Docking

5.4.1 Docking-Studien mit ICM-PRO
5.4.1.1 Validierung des Programms

Vor Beginn der Docking-Studien, die mit den im Arbeitskreis Pindur entwickelten,
potentiell DNA-bindenden Substanzen durchgefihrt werden sollten, sollte das Pro-
gramm ICM-PRO 1¥233 (Kapitel 4.2.3, Seite 111 ff.) validiert werden, um gewahrleis-
ten zu kénnen, dass die von diesem Programm berechneten DNA-Ligand-Komplexe
rational evident und reproduzierbar sind. Zu diesem Zweck wurden zum einen eine
interkalative DNA-Bindung unter Verwendung des DNA-Rezeptors ,1G3X* ¥88% ynd
dem Liganden 9-Formylacridin, und zum anderen eine Rinnenbindung in der kleinen
Furche der DNA mit Hilfe des DNA-Rezeptors ,473D“ %2%¢1 ynd dem Liganden
Netropsin simuliert, da es sich auch bei den zu untersuchenden Testverbindungen
um mdgliche Interkalatoren und/oder Minor Groove Binder handelt.

Im ersten Schritt der Validierung wurde das zuvor in HYPERCHEM B be-
rechnete Minimumskonformer des jeweils als Rezeptor dienenden DNA-Doppel-
strangs (Kapitel 5.3, Seite 128 ff.), zusammen mit den Na*-lonen und dem DNA-
gebundenen Liganden, als *.pdb-Datei in das Docking-Programm Utberflhrt. Da die
Informationen Uber die Ladungszustande der Atome bei diesem Datentransfer ver-
loren gingen, wurden zun&chst alle Natriumatome manuell mit einer einfach positiven
Ladung versehen. Die negativen Ladungen der Phosphat-Gruppen der DNA wurden
dagegen automatisch bei der anschlieBend durchgefilhrten Konvertierung *" der
*.pdb-Datei in das programmeigene ICM-Format erganzt.

Far die Konvertierung wurde die folgende Programmeinstellung gewahlt:

Replace the original: v
Undisplay during conversion:
Display the result:
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Im Anschluss an die Konvertierung wurde der Ligand (— 9-Formylacridin bzw.
Netropsin) von dem sog. ICM-Objekt, welches aus der *.pdb-Datei hervorging und
somit zunachst aus dem DNA-Doppelstrang, den Natrium-lonen und dem DNA-ge-
bundenen Molekll bestand, getrennt. Mit Hilfe der zu diesem Zweck verwendeten
Option ,Move from object” (— erscheint bei dem mit der rechten Maustaste ausge-
fuhrten Anklicken des Ligandennamens im sog. ,Workspace Panel“) entstanden auf
diese Weise zwei Objekte (Objekt Nr. 1: Rezeptor, bestehend aus DNA und Na*-
lonen; Objekt Nr. 2: Ligand), die unabhangig voneinander bearbeitet werden konn-
ten.

Daraufhin wurden bei dem Rezeptor ,1G3X* ¥58Y die beiden die Interkalations-
kavitdt umschlieBenden bzw. bei der Docking-Matrize ,473D* 1382%% f(inf AT-Basen-
paare, die sich im Zentrum des DNA-Molekdls befinden [in den folgenden Sequenzen
unterstrichen: ,1G3X* 1884 _, 5.DGCGAATTCGCG)-3’; ,473D« [6266] _, 5.
D(GTATATAC)-3], markiert (ICM-PRO-Befehl ¥23: Select Residue®): Diese Nukle-
otide sollten als bevorzugte Bindestelle des jeweils zu dockenden Liganden dienen.
AnschlieBend wurde mit der Durchfiihrung der Docking-Simulationen begonnen, wo-
bei das im Folgenden erlauterte, obligat einzuhaltende Schema 2*!! schrittweise ab-
gearbeitet wurde:

1. Name Project
Das Programm ICM-PRO #233 grstellt einen mit dem hier angegebenen Pro-

jektnamen bezeichneten Ordner, in dem alle im Verlauf der Docking-Simula-
tion erzeugten Daten gespeichert werden.

2. Receptor Setup
Mit diesem Arbeitsschritt wird festgelegt, welches Molekil/welche Molekile als

Docking-Rezeptor(en) fungieren soll(en). Fir das Rezeptor-Setup wurden die
folgenden Angaben gemacht:

Receptor molecule(s): a_* (— der Docking-Rezeptor besteht aus mehreren
Molekilen, namlich dem DNA-Doppelstrang und den
zugehorigen Na*-lonen)

Binding site residues:  as_graph (— die zuvor markierten Nukleotide bilden
die bevorzugte Bindestelle des Liganden)

Display: \
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AnschlieBend erfolgt die Festlegung der Liganden-Position, mit der die Dock-
ing-Simulation beginnen soll (— am Rezeptor durch ein gelbes Molekil-Modell
verdeutlicht), und die Konfiguration der die Bindestelle umgebenden Box (—
durch einen lilafarbenen Quader symbolisiert), wobei die von ICM-PRO 2%
jeweils vorgegebene, initiale Positionierung des Liganden — ebenso wie die
Lage und die GréBe der Box — stets ohne Anderungen libernommen wurden.

Nach Beendigung des Rezeptor-Setups wurde die Datei, die das zuvor in SPARTAN
B3 unter Verwendung des Baukastensystems ['*”! de novo konstruierte, sowie mittels
Konformerenanalyse (Kapitel 5.2.1, Seite 118 ff.) energieminimierte in silico-Modell
des zu dockenden Liganden enthielt und die nach mehrmaliger Umformatierung das
ICM-PRO-eigene Dateiformat *.ob ¥23% aufwies (Kapitel 8.2.1, Seite 319), gedffnet.
AnschlieBend wurden die folgenden Setup-Schritte ! die ebenfalls zu dem ein-
gangs erwahnten, obligat einzuhaltenden Docking-Schema des Programms gehdren,
durchgefuhrt:

3. Ligand Setup — From loaded ICM Object
Hier wird festgelegt, welches Molekil bei der Docking-Simulation als Ligand

dienen soll.

4. Make receptor maps
Innerhalb der zuvor definierten, die Bindestelle umgebenden Box werden Kar-

ten der molekularen Oberflache des Rezeptors angelegt, wobei u. a. Informa-
tionen Uber energetische Zusténde, Polaritadten und raumliche Zuganglichkei-
ten berlcksichtigt werden. Flr diesen Arbeitsschritt wurde die folgende Pro-

grammeinstellung gewahlt:

Max VW repulsion: 4,0 (Standardwert)

5. Interactive Docking — Loaded Ligand
Die nun startende Docking-Simulation wurde mit folgenden Parametern

durchgefihrt:

Calc ICM score:

Thoroughness: 1 (— dieser Parameter bestimmt die Dauer der
Docking-Simulation)
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Nach der Beendigung der Docking-Simulation wurden die fiinf besten DNA-Ligand-
Komplexe (bewertet auf der Grundlage des bei der Komplexbildung jeweils freiwer-
denden Energiebetrags) mit Hilfe der Option ,Browse Stack Conformation nachei-
nander graphisch dargestellt, wobei bei jedem Komplex die von ICM-PRO 2233 simu-
lierte DNA-Bindung des Liganden mit der bei der entsprechenden Kristallstruktur
vorliegenden Positionierung des Interkalators bzw. Rinnenbinders verglichen wurde.
Der Komplex, der eine DNA-Orientierung des gedockten Liganden aufwies, die mit
der der Kristallstruktur am exaktesten Ubereinstimmte, wurde zunéachst gespeichert
(Abb. 5.8-5.9, Seiten 137-138) und anschlieBend zur weiteren Bearbeitung in das
Programm HYPERCHEM B4 {iberfiihrt (Umwandlung von ICM-PRO-Dateien 1¥23% in
HYPERCHEM-Dateien B4: Kapitel 8.2.2, Seite 320). Um die Reproduzierbarkeit der
simulierten DNA-Ligand-Komplexe sicherstellen zu kénnen, wurden diese mit 9-For-

mylacridin bzw. mit Netropsin durchgefihrten Docking-Studien jeweils dreimal wie-
derholt.

Abb. 5.8:  Darstellung der Ergebnisse der mit 9-Formylacridin durchgefuhrten
Docking-Studien: Zur Programmvalidierung wurden die verschiedenen
mit ICM-PRO ¥233] simulierten DNA-Positionierungen und die bei der
Kristallstruktur ,1G3X* ¥88% yorliegende DNA-Bindung des 9-Formyl-
acridins mittels Superposition miteinander verglichen (orangefarbenes
Molekudl: Ligand der Kristallstruktur; die verschiedenen mit ICM-PRO
132.33] simulierten Liganden sind deckungsgleich)

(Links: Blick auf die kleine Rinne der DNA, Blickrichtung senkrecht zur DNA-Helix-
achse; Rechts: Blickrichtung parallel zur DNA-Helixachse)
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Abb. 5.9:  Darstellung der Ergebnisse der mit Netropsin durchgefiihrten Docking-
Studien: Zur Programmvalidierung wurden die verschiedenen mit ICM-
PRO 1233 gimulierten DNA-Positionierungen und die bei der Kristall-
struktur ,473D" ¥525¢] yorliegende DNA-Bindung des Netropsins mittels
Superposition miteinander verglichen (orangefarbenes Molekdl: Ligand
der Kristallstruktur)

(Links: Blick auf die kleine Rinne der DNA, Blickrichtung senkrecht zur DNA-Helix-
achse; Rechts: Blickrichtung senkrecht zur DNA-Helixachse)

Um die von ICM-PRO #2%! simulierten DNA-gebundenen Konformere des Interkala-
tors bzw. des Rinnenbinders mit der bei der entsprechenden Kristallstruktur vorlie-
genden Bindekonformation des Liganden vergleichen zu kdénnen, wurden in
HYPERCHEM B4 RMS-Fit-Analysen (Kapitel 5.2.1, Seite 120) durchgefiihrt. Die Er-
gebnisse dieser Rechnungen sind fir 9-Formylacridin in Tab. 5.2 (Seite 139) und far
Netropsin in Tab. 5.3 (Seite 139) dargestellt.
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Simuliertes Konformer Simuliertes Konformer
© <
Simuliertes Konformer' Konformer der Kristallstruktur?
RMSD 3,37x10° 0,27
b X 3
[A]

Tab. 5.2: Ergebnisse der RMSD-Rechnungen, die mit den verschiedenen mit
ICM-PRO 233 simulierten DNA-gebundenen Konformeren und der bei
der Kristallstruktur ,1G3X“ ¥88% yorliegenden Bindekonformation des 9-
Formylacridins durchgefihrt wurden

' Vergleich zweier mit ICM-PRO 2 simulierter Konformere

2. Vergleich eines mit ICM-PRO ¥2% simulierten Konformers mit der bei der Kristallstruktur ,1G3X*
3887 yorliegenden Bindekonformation

Simuliertes Konformer des Simuliertes Konformer des
Komplexes Nr. 1 Komplexes Nr. 2
© ©
Konformer der Kristallstruktur' | Konformer der Kristallstruktur’
RMSD 0,40 0,71
[A] 3 3
Simuliertes Konformer des Simuliertes Konformer des
Komplexes Nr. 3 Komplexes Nr. 4
© <
Konformer der Kristallstruktur' | Konformer der Kristallstruktur’
RMSD 0,69 0,92
[A] 3 3

Tab. 5.3: Ergebnisse der RMSD-Rechnungen, die mit den verschiedenen mit
ICM-PRO 1¥233] simulierten DNA-gebundenen Konformeren und der bei
der Kristallstruktur ,473D* 1¥82%¢l yorliegenden Bindekonformation des
Netropsins durchgefihrt wurden

': Vergleich des mit ICM-PRO #2®¥ simulierten Konformers des Komplexes Nr. X mit der bei der
Kristallstruktur ,473D* ¥®?%®! yorliegenden Bindekonformation

Die mittels Superposition erstellten graphischen Vergleiche der simulierten DNA-Li-
gand-Komplexe mit der Kristallstruktur ,1G3X* B8 pzw. 473D« 1¥6:2681 (Apb. 5.8-5.9,
Seiten 137-138) zeigen, ebenso wie die Ergebnisse der RMSD-Rechnungen (Tab.
5.2-5.3), dass ICM-PRO 233 sowohl eine interkalative als auch eine Rinnenbindung
rational evident und reproduzierbar simulieren kann. Folglich kann dieses Docking-
Programm dazu verwendet werden, DNA-Ligand-Komplexe mit den im Arbeitskreis
Pindur entwickelten, potentiell DNA-bindenden Substanzen zu berechnen.
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5.4.1.2 DNA-Ligand-Docking

Bei den Flnfring-Hetaren-Pyrrolcarboxamiden (Kapitel 6.1.2.3, Seite 162 ff.; Abb.
6.13, Seite 176; Abb. 6.5, Seite 158), den Nukleobasen-gekoppelten Mono- und
Bispyrrolcarboxamiden (Kapitel 6.2.4, Seite 189 ff.; Abb. 6.29, Seite 204; Abb. 6.15-
6.16, Seiten 183-184) und den Combilexinen (Kapitel 6.3.5, Seite 231 ff.; Abb. 6.60,
Seite 253; Abb. 6.36-6.39, Seiten 214-218) liegt das tertiare Stickstoffatom der ali-
phatischen Dimethylaminoalkyl-Seitenkette bei physiologischem pH-Wert (— pH-
Wert der bei den biochemischen und biophysikalischen Experimenten eingesetzten
Pufferlésungen) protoniert vor. Aus diesem Grund wurden auch die Minimumskon-
formere (Kapitel 5.2.2, Seite 122 ff.) bzw. die Kristallstrukturen (— fir das Docking
der Verbindungen 4, 5 und 8; Kapitel 5.2.1, Seite 116 ff.) der fir die in silico-Studien
ausgewahlten Vertreter dieser Verbindungsklassen durch die jeweilige Addition eines
Wasserstoffatoms an das tertidre N-Atom (unter Verwendung des SPARTAN-Bau-

kastensystems 1¥5:197])

in die kationische Form Uberflhrt, bevor sie in den Docking-
Studien als Liganden eingesetzt wurden.

Da bei pH 7,1 nicht nur die Protonierung des Stickstoffatoms der Seitenkette,
sondern auch des zyklischen Heteroatoms des Pyridin-Rings erfolgt, wurden die mit
den Pyrido[a]anellierten Carbazolen 50 und 52 geplanten in silico-Studien dagegen
mit den biskationischen Formen dieser Derivate durchgefiihrt (Kapitel 6.4.5, Seite
289 ff.; Abb. 6.76, Seite 288; Abb. 6.73, Seite 281).

Zur Simulation der DNA-Ligand-Komlexe der Interkalatorcarbonsauren 1-3
wurden die undissozierten NeutralmolekUlle dieser Testverbindungen verwendet (Ka-

pitel 6.1.1.3, Seite 152 ff.; Abb. 6.1, Seite 148).

Flar die mit den FUnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamiden durchzufihrenden Docking-
Studien wurden — zur Untersuchung der Sequenzselektivitat ihrer DNA-Bindung —
vier unterschiedlich aufgebaute, mit ,polyA“ (PDB-Code ®¢: 1JKQ %)),  polyAT*
(PDB-Code 1®%); 473D #%¢)) " polyG* (PDB-Code 1*¢: 1NVP %7)) bzw. ,polyGC* (PDB-
Code B®: 1CF7 12%8)) pezeichnete DNA-Molekiile als Rezeptoren verwendet (Kapitel
5.3.1, Seite 129). Bei jeder dieser Matrizen diente ein im Zentrum des jeweiligen
Oligonukleotids gelegener, aus vier Basenpaaren bestehender Abschnitt [— in den
folgenden Sequenzen jeweils unterstrichen: Rezeptor ,polyA* — Sequenz: 5-
D(TTTTTTA)-3’; Rezeptor ,polyAT* — Sequenz: 5-D(GTATATAC)-3’; Rezeptor
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,polyG* — Sequenz: 5-D(GGGGGGC)-3’; Rezeptor ,polyGC* — Sequenz: 5-
D(TCGCGCGG)-37] als bevorzugte Bindestelle der zu dockenden Liganden.

Die mit den Nukleobasen-gekoppelten Mono- und Bispyrrolcarboxamiden ge-
planten Bindestudien wurden mit dem Rezeptor ,,102D* %8264 durchgefiihrt (Kapitel
5.3.1, Seiten 128-129), wobei auch bei diesem DNA-Doppelstrang eine Sequenz von
vier Basenpaaren [— in der folgenden Sequenz unterstrichen: 5'-
D(CGCAAATTTGCG)-3'] als bevorzugte Bindestelle der zu testenden Rinnenbinder
ausgewahlt wurde.

Zur Untersuchung der DNA-bindenden Eigenschaften der Interkalatorcarbon-
sauren, der Pyrido[a]anellierten Carbazole und der Combilexine wurde der Rezeptor
,1G3X“ 689 herangezogen (Kapitel 5.3.1, Seite 128). Bei den mit den Interkalator-
carbonsauren und den Carbazol-Derivaten durchgefuhrten Docking-Simulationen bil-
deten dabei nur die beiden die Interkalationskavitat umschlieBenden Basenpaare [—
in der folgenden Sequenz unterstrichen: 5-D(GCGAATTCGCG)-3’] die bevorzugte
Bindestelle der Liganden, wahrend fir das Docken der Combilexine ein aus vier
Basenpaaren bestehender, im Zentrum der Matrize gelegener Abschnitt [— in der
folgenden Sequenz unterstrichen: 5’-D(GCGAATTCGCG)-3’] ausgewahlt wurde.

Zur Durchfiihrung der mit Vertreten der Interkalatorcarbonsduren, der Finfring-Het-
aren-pyrrolcarboxamide, der Nukleobasen-gekoppelten Mono- und Bispyrrolcarbox-
amide, der Combilexine und der Pyrido[a]anellierten Carbazole geplanten Docking-
Studien wurde das bereits zur Programmvalidierung evaluierte Konzept (Kapitel
5.4.1.1, Seite 134 ff.) verwendet, wobei die dort beschriebene Reihenfolge der Ar-
beitsschritte und die Konfiguration der Programmparameter — abgesehen von den im
Folgenden dargestellten Ausnahmen — beibehalten wurden:

e Vor der Konvertierung der *.pdb-Dateien der als Rezeptoren fungierenden
Kristallstrukturen ,473D« 1362681 102D« 36264 ynd  1G3X* ®#% in das pro-
grammeigene ICM-Format wurden die vorhandenen, DNA-gebundenen Li-
ganden (Propamidin, Netropsin bzw. 9-Formylacridin) gel6scht.

e Der Parameter ,Thoroughness® (= ,Interactive Docking — Loaded Ligand®;
Seite 136), der die Dauer einer Docking-Simulation bestimmt, wurde — in Ab-
hangigkeit von der MolekullgréBe der zu untersuchenden Verbindung — bei
dem Docking der Interkalatorcarbonsauren, der Funfring-Hetaren-pyrrolcar-
boxamide und der Hetaren[a]anellierten Carbazole auf einen Wert von 1, bei

- 141 -



den mit den Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamiden und den Combi-
lexinen durchgefihrten Bindestudien dagegen auf einen Wert von 2 einge-
stellt.

Zur Sicherstellung der Reproduzierbarkeit der mit ICM-PRO 2% berechneten Kom-
plexe wurde jede Testverbindung, die in den geplanten in silico-Studien als Ligand
eingesetzt werden sollte, zehnmal an den fur die Simulation der DNA-Bindung jeweils
ausgewahlten Rezeptor gedockt. Nach der Beendigung jeder einzelnen Docking-
Simulation wurden die flnf besten Komplexe (bewertet auf der Grundlage des bei
der Komplexbildung jeweils freiwerdenden Energiebetrags) mit Hilfe der Option
.Browse Stack Conformation“ zunachst graphisch dargestellt. Dabei bewirkte der

gemeinsam mit dieser Option verwendete ICM-PRO-Befehl 32

,Display H-Bonds",
dass in den betrachteten Komplexen auch die bei der DNA-Bindung des Liganden
ausgebildeten, intermolekularen Wasserstoffbriicken — mit zusatzlichen Informatio-
nen Uber die Lange der H-Briucken sowie die an deren Aufbau jeweils beteiligten
Akzeptoren und Donatoren — abgebildet wurden. Unter den flinf besten Komplexen
wurde stets derjenige ausgewahlt und gespeichert, bei dessen Bildung ein méglichst
hoher Energiebetrag freigesetzt wurde und der gleichzeitig eine plausible, rational
nachvollziehbare DNA-Bindung des Liganden aufwies. Nach dem Abschluss der mit
einer Testverbindung durchgefiihrten Docking-Studie lagen folglich zehn DNA-Kom-
plexe dieses Liganden vor, wobei der energetisch glnstigste zunachst graphisch
ausgewertet und anschlieBend zur weiteren Bearbeitung in das Programm
HYPERCHEM ®* (Kapitel 5.4.2, Seite 143 ff.) Uberfiihrt wurde (Kapitel 8.2.2, Seite

320).
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5.4.2 Optimierung der DNA-Ligand-Komplexe mit HYPERCHEM
(Refinement)

Wie bereits in den Kapiteln 4.2.3 (Seite 111 ff.) und 5.3.1 (Seite 128) erwahnt, han-
delt es sich bei ICM-PRO 2% _ in Analogie zur Majoritat der zurzeit zur Verfligung
stehenden Docking-Programme — um eine Software, die zur DNA-Ligand-Komplex-
bildung einen sog. Rigid Receptor Docking-Algorithmus verwendet 4"l Dies bedeu-
tet, dass sich die Konformation des Rezeptors im Verlauf der Docking-Studie nicht
verandert, wahrend der Ligand flexibel ist 41, Zur Beseitigung der energiereichen
van der Waals-AbstoBungen, die — bedingt durch die Unbeweglichkeit der Docking-
Matrize — bei der Einlagerung des Liganden in die Bindetasche des Rezeptors auftre-
ten kdnnen, werden (iblicherweise Geometrieoptimierungs- ['*''*4 oder Molekdildyna-
mik-Rechnungen %198 (Kapitel 4.1.3, Seite 97 ff.; Kapitel 4.1.4.1, Seite 101 ff.) an
die Docking-Simulationen angeschlossen %2727 Diese konformative Anpassung
des Rezeptor-Molekiils an den eingelagerten Liganden wird auch als Refinement be-
zeichnet.

Auch die Konformationen der DNA-Ligand-Komplexe, die mit den im Arbeits-
kreis Pindur entwickelten, potentiell DNA-aktiven Testverbindungen simuliert und fur
eine weitere Bearbeitung ausgewahlt wurden (Kapitel 5.4.1, Seite 134 ff.), sollten
optimiert werden, wobei zu diesem Zweck Molekiildynamik-Rechnungen "% (Kapitel
4.1.4.1, Seite 101 ff.) durchgefiihrt werden sollten. Nach der Uberfiihrung der mit
ICM-PRO 233 gebildeten Komplexe in das fiir das Refinement verwendete Pro-
gramm HYPERCHEM B* (Kapitel 4.2.2, Seite 109 ff.; Kapitel 8.2.2, Seite 320) wur-
den zunachst die Ladungen der Na*-lonen, der Phosphat-Gruppen des DNA-Dop-
pelstrangs und der bei physiologischem pH-Wert protoniert vorliegenden Stickstoff-
atome der Testverbindungen, sowie die Ladungsverteilung der bei den Liganden mit-
unter vorhandenen Nitro-Gruppen manuell korrigiert (— bei dem Datentransfer gehen
die Informationen Uber die Ladungszustande der Atome verloren). Zudem wurden die
lokalisierten Doppelbindungen, die nach dem Transfer der ICM-PRO- 233 jn
HYPERCHEM-Dateien ¥ zwischen den Phosphor- und den Sauerstoffatomen der
Phosphat- bzw. zwischen den Stickstoff- und den Sauerstoffatomen der Nitro-Grup-
pen vorlagen, manuell in delokalisierte Doppelbindungen umgewandelt. Anschlie-
Bend wurden die der Optimierung der DNA-Ligand-Komplexe dienenden Molekuldy-

namik-Simulationen "% mit der Kraftfeldmethode AMBER ['7°'8% (Kapitel 4.1.1.1,
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Seite 91 ff.) unter Verwendung der in Kapitel 5.3.2 (Seiten 130-131) beschriebenen
Rechenparameter durchgefihrt (Abb. 5.10).

Moleklldynamik-Simulation

-200

= -400
o)
£
=
3 600
g -
°

o
W g0

-1000

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Zeit [ps]

Abb. 5.10: Darstellung der zeitabh&ngigen Anderung der potentiellen Energie einer
zu Optimierung der gedockien DNA-Ligand-Komplexe durchgefiihrten
Molekiildynamik-Simulation '%%; der rote Pfeil markiert den Zeitpunkt,

an dem der Komplex in der energiearmsten Konformation vorliegt
[hier: Refinement des Komplexes, den das Combilexin 23 (Abb. 6.36, Seite 214) mit
dem Rezeptor ,1G3X“ 8 pjldet]

Nach der Beendigung einer Molekiildynamik-Rechnung '**! wurde das Minimums-
konformer des jeweils zu optimierenden DNA-Ligand-Komplexes aus dem mehrere
Hundert Konformationen umfassenden Kollektiv, welches im Verlauf jeder Simulation
gebildet wurde, isoliert (Kapitel 5.3.2, Seite 132). AnschlieBend erfolgten die Berech-
nungen der Energien dieser nach dem Refinement vorliegenden Komplexe, der Li-
ganden und der Rezeptor-Molekiile (DNA-Doppelstrang + Na*-lonen), wobei zu die-
sem Zweck in HYPERCHEM B4 Single Point Energy-Rechnungen (— Energiebe-
rechnungen ohne Anderung der Molekiilgeometrien !'"8)) unter Verwendung des
Kraftfeldes AMBER ['7°'8% (Parametrisierung: AMBER3) durchgefiihrt wurden. Die
bei der Komplexbildung jeweils freiwerdenden Energien AE konnten daraufhin mit
der unten aufgefiihrten Formel ermittelt werden 192”1 [Gleichung (2)]:

(2) AE = EKompIex — (Epna + ELigand)
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Auf die gleiche Weise wurden auch die auf van der Waals-Interaktionen, elektro-
statische Wechselwirkungen und Wasserstoffbricken-Bindungen zurtickzufihrenden
Komplexbildungsenergien AE,qw, AEeec Und AEp.gongs ['22%) bestimmt, wobei die
Komponenten des Kraftfeldes AMBER !"*'8 die bei den Single Point Energy-
Rechnungen jeweils berticksichtigt werden sollten (Kapitel 5.3.2, Seite 130), entspre-
chend geandert wurden.

5.4.3 Untersuchung der Konformationen der DNA-gebundenen
Liganden mit SPARTAN

Nach dem Refinement (Kapitel 5.4.2, Seite 143 ff.) wurden die DNA-Doppelstrange
und die Na*-lonen der optimierten DNA-Ligand-Komplexe geléscht und die DNA-
gebundenen Konformere der Testverbindungen zur weiteren Untersuchung in das
Programm SPARTAN ! {iberfiihrt (Kapitel 4.2.1, Seite 108 ff.; Kapitel 8.2.2, Seite
320). Dort erfolgte die Ermittlung einiger potentiell die DNA-Aktivitat der Liganden
beeinflussenden Molekileigenschaften, wie das molekulare elektrostatische Potential
(Kapitel 4.1.2, Seite 96), die Grenzorbitalenergien und das Dipolmoment. Zu diesem
Zweck wurden Single Point Energy-Rechnungen (— Energieberechnungen ohne An-
derung der Molekillgeometrien !'7®)) [184,185]
(Kapitel 4.1.2.1, Seite 96) unter Berlcksichtigung der in Kapitel 5.2.2 (Seite 127)
beschriebenen Parameter durchgefihrt (dabei wurde die Einstellung ,Total Charge*

mit der semiempirischen AM1-Methode

bei der Berechnung der Konformere der Flnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide, der
Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamide und der Combilexine von ,Neutral* auf
,Cation®, bei der Berechnung der Konformere der Pyrido[a]carbazol-Derivate von
,Neutral® auf ,Dication* geédndert). Die Testverbindungen, die eine Nitro-Gruppe im
Molekdl aufwiesen, wurden vor diesen Simulationen zunachst noch bearbeitet, indem
die lokalisierten Doppelbindungen, die — bedingt durch den Datentransfer — zwischen
dem Stickstoffatom und den Sauerstoffatomen vorlagen, in delokalisierte Doppel-
bindungen umgewandelt wurden.

Zudem wurden einige, in den Kapiteln 6.1.2.3 (Seite 172 ff.), 6.2.4 (Seite 198
ff.) und 6.3.5 (Seite 246 ff.) detailliert beschriebene Torsionswinkel der DNA-gebun-
denen Liganden gemessen und, mit Hilfe der in SPARTAN *® implementierten Align-
ment-Option, graphische Vergleiche der Binde- und der Minimumskonformation der
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Testverbindungen angestellt (Abb. 6.12, Seite 175; Abb. 6.26, Seite 200; Abb. 6.59,
Seite 251), um Aussagen Uber einen bei der Komplexbildung evtl. auftretenden
Induced-Fit machen zu kénnen.
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6. Ergebnisse der Computersimulationen und
der biochemischen und biophysikalischen
Experimente

6.1 Basis-Strukturen

6.1.1 Interkalatoren
6.1.1.1  Einleitung und Zielsetzung

Wie bereits in Kapitel 2.3.1 (Seite 37 ff.) naher erlautert, weisen einige Acridon- und
Naphthalimid-Verbindungen antivirale, antiproliferative und zytotoxische Aktivitaten
auf 6074981 Ays diesem Grund sollten die bei der Synthese der Combilexine (Kapitel
6.3, Seite 212 ff.) eingesetzten Interkalator-Derivate Acridon-, Naphthalimid- und 5-
Nitronaphthalimidbuttersaure ¥ (Abb. 6.1, Seite 148) auf ihre DNA-bindenden
Eigenschaften untersucht werden. Mittels T,-Wert-Messungen wurde Uberprift, ob
die Interkalatoren allein, d. h. ohne Verknipfung mit der rinnenbindenden Funfring-
Hetaren-pyrrolcarboxamid-Struktur, schon eine detektierbare DNA-Affinitat zeigen.
Ergénzend zu diesen biophysikalischen Experimenten wurden Molecular Modelling-
Studien durchgefiihrt. Hierbei sollten einige Molekuleigenschaften (u. a. das moleku-
lare elektrostatische Potential und die Grenzorbital-Energien Enomo und ELumo), die
fir die Beurteilung der Starke der bei der DNA-Interkalation der Testverbindungen
gebildeten Charge-Transfer-Komplexe wichtig sind 2782’4 (Kapitel 2.2.5, Seite 31
ff.) berechnet und DNA-Ligand-Komplexe simuliert werden. Durch Korrelation der in
vitro- und in silico-Daten sollten Begrindungen flir die unterschiedlichen DNA-
Affinitdten der Combilexine, die die verschiedenen Interkalator-Molekile enthalten,
gefunden werden.
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Abb. 6.1: Strukturformeln der untersuchten Interkalatorcarbonsauren
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6.1.1.2 Tn-Wert-Messungen

Die mit poly(dAdT).-DNA durchgefihrten T,-Wert-Messungen (Kapitel 3.4.1, Seite
64 ff.) zeigen, dass die untersuchten Interkalatoren keine bzw. eine nur sehr geringe

DNA-Affinitat besitzen (Tab. 6.1). Da die natirliche Kalbsthymus-DNA (~42% GC-

| [30,31])

Basen-Antei eine geringere Sensitivitdt gegentber DNA-Liganden besitzt als

die routinemaBig eingesetzte, nur aus AT-Basenpaaren bestehende DNA 119275 _
mit letzterer werden stets gréBere ATn-Werte ermittelt — wurde auf erganzende

Messungen mit Thymus-DNA verzichtet.

1 2 3
AT ly(dAdT
m[POIy( )al n. a. n. a. 1,5+ 0,36
[*C]
Tab. 6.1: ATm-Werte der untersuchten Interkalatorcarbonsauren

(AT -Werte: Mittelwerte aus mindestens drei Messungen + Standardabweichung)
n. a.: Substanz bindet nicht an die DNA , AT [poly(dAdT),] < 1°C

6.1.1.3 Molecular Modelling-Studien

Fir die Beurteilung der Starke des bei einer interkalativen DNA-Bindung gebildeten
Charge-Transfer-Komplexes sind die HOMO-Energien (Epomo) der als Elektronen-
donatoren fungierenden Purin-Basen Adenin und Guanin, die LUMO-Energien
(ELumo) der Interkalator-Molekule (— Elektronenakzeptoren) und die Differenzen die-
ser beiden Werte wichtig ["#7827 (Kapitel 2.2.5, Seite 31 ff.). Aus diesem Grund
wurden die Grenzorbital-Energien der Minimumskonformationen der Testverbin-
dungen 1-3 (Abb. 6.1, Seite 148) und die der Purin-Basen unter Anwendung einer
semiempirischen AM1-Rechnung ['#*'8% im Programm SPARTAN F° ermittelt. Die
erwahnten Minimumskonformere sind das Resultat der mit den Interkalatorcarbon-
sauren und den DNA-Basen Adenin und Guanin zuvor durchgefiihrten Konformeren-
analysen (Kapitel 5.2.2, Seite 118 ff.). Da die Buttersaure-Derivate in dem fir die Tp-
Wert-Messungen eingesetzten Puffermedium (— physiologischer pH-Wert von 7,1)
teilweise deprotoniert vorliegen, wurden die Grenzorbital-Energien sowohl fir die
undissozierten S&uren als auch fir die korrespondierenden Carboxylat-Anionen
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berechnet. Die erhaltenen Werte sind in Tabelle 6.2 aufgefihrt. Die Pyrimidin-Basen
weisen mit -9,61 eV (— Thymin) bzw. -9,38 eV (— Cytosin) jeweils niedrigere Enomo-
Werte auf als Adenin und Guanin, so dass der Einfluss von Thymin und Cytosin auf

das n-n- Stacking vernachlassigt werden kann [7278:2741,

E 1 E 1 Differenz Differenz
F:\I\IA]O ;:\“;;) [Exomo(A) — ELumo P | [Eromo(G) — Evumo P
[eV] [eV]
Adenin -8,77 -0,11 - -
Guanin -8,52 -0,12 - -
1 -8,36 -0,39 8,38 8,13
2 -9,54 -1,52 7,25 7,0
3 -10,15 -2,18 6,59 6,34
! 4,67 1,79
(Anion) I ’ i -
2
(Anion) 4,0 0,59 - -
3
(Anion) 4,12 -0,06 - -
Tab. 6.2: Enomo- und ELumo-Werte der Testverbindungen und der Purin-Basen

der DNA

': Unter Anwendung einer semiempirische AM1-Rechnung (184185 in SPARTAN ¥ ermittelt
2. Betrag der Differenz von Epomo (Adenin) und E yvo (Testverbindung)
8 Betrag der Differenz von Epomo (Guanin) und E ywo (Testverbindung)

Aus den in SPARTAN B durchgefiihrten Molecular Modelling-Studien geht hervor,
dass jedes der drei untersuchten Interkalator-Derivate in undissoziierter Form die Vo-
raussetzungen fir die Bildung eines Elektronen-Donator-Akzeptor-Komplexes (EDA-
Komplex) mit der DNA erfiillt 278274 (Kapitel 2.2.5, Seite 31 ff.): Den ermittelten
KoeffizientengréBen zur Folge ist das LUMO stets tber dem interkalierenden Chro-
mophor (Acridon, Naphthalimid bzw. 5-Nitronaphthalimid) lokalisiert und die berech-
neten LUMO-Energien der Testverbindungen sind erheblich niedriger als die der
Purin-Basen (Tab. 6.2).

- 150 -




Im Gegensatz dazu ist ein n-n-Stacking der korrespondierenden Carboxylat-Anionen
mit der DNA nicht méglich. Sie kénnen in einem Charge-Transfer-Komplex aufgrund
ihrer im Vergleich zu Adenin und Guanin héheren E yvo-Werte und der Lokalisation
des HOMO - das héchste besetzte Molekilorbital liegt Gber der Carboxylat-Gruppe
und nicht Gber dem jeweiligen trizyklischen Ringsystem — weder als Elektronenak-
zeptoren noch als Elektronendonatoren fungieren.

Neben den LUMO-Energien wirkt sich auch die Ladungsverteilung im chro-
mophoren System auf die Elektronenakzeptoreigenschaften der Interkalatorcarbon-
sauren und somit auf die Stabilitdt der mit der DNA gebildeten Charge-Transfer-
Komplexe aus. Mit Hilfe des molekularen elektrostatischen Potentials (MEP), bei des-
sen Berechnung die Elektronendichteverteilungen und die Kernladungen ° bertick-
sichtigt werden, kann die Ladungsverteilung in einem Molekdl visualisiert werden
(Kapitel 4.1.2, Seite 96). Das MEP im Programm SPARTAN B st farbcodiert: Rote
Felder geben Bereiche eines negativen elektrostatischen Potentials (hohe Elektro-
nendichte) wieder, wahrend blaue Felder das Vorhandensein eines positiven elektro-
statischen Potentials (niedrige Elektronendichte) anzeigen %" Die fir die undisso-
zierten Formen der Testverbindungen 1-3 (Abb. 6.1, Seite 148) mit Hilfe einer semi-
empirischen AM1-Rechnung 1848 ermittelten MEPs (Kapitel 5.2.2, Seite 127)sind in
Abb. 6.2 graphisch dargestellt; die in der Mitte der trizyklischen Chromophore jeweils
gemessenen Potential-Werte sind in Tab. 6.3 (Seite 152) aufgeflhrt.

Abb. 6.2: Molekulares elektrostatisches Potential der drei Interkalatorcarbonséiu-
ren

[{Berechnung des MEP in SPARTAN ¥ mit einer semiempirischen AM1-Rechnung
1841851, yas MEP reicht von -70,0 kcal/mol bis +40,0 kcal/mol und ist farbcodiert: Rote
Felder geben Bereiche eines negativen MEP (hohe Elektronendichte) wider; blaue
Felder zeigen das Vorhandensein eines positiven MEP (niedrige Elektronendichte) an
[197): projektion des MEP auf die Connolly-Oberflache (16sungsmittelzugangliche Ober-
flache) der Molekile, deren duBere Grenze jeweils einer Elektronendichte von 0,002
e/au® entspricht #>'%7]
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Elektrostatisches Potential’

[kcal/mol] -13,93 -5,41 8,26

Tab. 6.3: Molekulares elektrostatisches Potential der drei Interkalatorcarbonséau-
ren

' Messung des MEP in der Mitte des trizyklischen Chromophors ﬁMesspunkte: in Abb. 6.2 (Seite 151)
durch kleine gelbe Quadrate markiert] nach einer in SPARTAN %] durchgefliihrten semiempirischen
AM1-Rechnung "848

Die durchgeflhrten Berechnungen zeigen, dass die Nitronaphthalimid-Verbindung 3,
im Gegensatz zu dem Naphthalimid-Analogon 2, ein positives molekulares elektro-
statisches Potential besitzt. Dies ist auf den -I/-M-Effekt der Nitro-Gruppe zurlickzu-
fihren, der — neben einer Absenkung der LUMO-Energie (Tab. 6.2, Seite 150) —
auch eine Abnahme der Ladungsdichte im interkalierenden Trizyklus zur Folge hat.
Das Acridon-Derivat 1 weist dagegen die hochste Elektronendichte der drei unter-
suchten Testverbindungen auf (Tab. 6.3).

Da die Berechnungen der LUMO-Energien gezeigt haben (Seiten 150-151), dass die
Carboxylat-Anionen der Interkalator-Derivate keine Charge-Transfer-Komplexe mit
der DNA bilden kénnen, wurden die Testverbindungen 1-3 (Abb. 6.1, Seite 148) in
Form der undissozierten Sauren in den anschlieBenden Docking-Studien eingesetzt.
Das DNA-Oligonukleotid mit dem PDB-Code ©P® 1G3X [B% [Sequenz: 5'-
D(*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3] diente als Rezeptor. Die fir die In-
terkalation eines Molekuls erforderliche Aufweitung der DNA-Basen kann wegen der
im Programm ICM-PRO 13233 yorliegenden Unbeweglichkeit eines Nukleinsaure-Re-
zeptors (Rigid Receptor Docking) nicht wahrend des Docking-Prozesses erfolgen 24"
(Kapitel 4.2.3, Seite 111 ff.; Kapitel 5.3.1, Seite 128; Kapitel 5.4.1, Seite 134 ff.).
Aus diesem Grund missen die fir Interkalationsstudien verwendeten Matrizen
bereits vor der DNA-Ligand-Komplexbildung eine Interkalationskavitat aufweisen,
welche im hier verwendeten Oligomer ,1G3X*“ ¥ zwischen zwei AT-Basenpaaren
lokalisiert ist.

Nach den Docking-Studien wurden die DNA-Ligand-Komplexe in dem Pro-
gramm HYPERCHEM ¥ mit Hilfe von Molekiildynamik-Simulationen 1'% (MD-Simu-
lationen) optimiert, wobei das Kraftfeld AMBER ['7®'8% als Rechenmethode verwen-
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det wurde (Kapitel 5.4.2, Seite 143 ff.). Die nach diesem als Refinement bezeichne-
ten Prozess errechneten Komplexbildungsenergien sind zusammen mit den mit ICM-
PRO 233 grmittelten Docking-Energien in Tab. 6.4 aufgefiihrt.

1 2 3
Komplexbildungsenergie
ICM-PRO’ -54,9 -55,4 -59,6
[kcal/mol]
Komplexbildungsenergie
HYPERCHEM? -43,9 -39,2 -44.7
[kcal/mol]

Tab. 6.4: Komplexbildungsenergien der mit den Interkalatorcarbonsauren simu-
lierten DNA-Ligand-Komplexe

" Komplexbildungsenergie, berechnet mit ICM-PRO ©¥#*% nach dem DNA-Ligand-Docking
2. Komplexbildun?senergie, berechnet mit HYPERCHEM ©*' nach dem Refinement (— Molekiildyna-
mik-Simulation I'%%), durchgefthrt mit der Kraftfeld-Methode AMBER ['7®'8%)

In den mit den Interkalatorcarbonsauren (Abb. 6.1, Seite 148) simulierten Komplexen
ist der chromophore Teil der Liganden jeweils in die Interkalationskavitat eingelagert,
wahrend die Buttersaure-Partialstruktur bei dem Acridon-Derivat 1 in die kleine Rin-
ne, bei dem Naphthalimid-Molekul 2 und dem Nitronaphthalimid-Analogon 3 dagegen
in die groBe Furche ragt (Abb. 6.3-6.4, Seiten 154-155). Die Acridonbuttersaure baut
im DNA-Ligand-Komplex eine H-Briicke zu dem Ringsauerstoff (O-4*) der Desoxy-
ribose eines Thymin-Nukleotids auf, wobei die Hydroxyl-Gruppe der Saure als Dona-
tor fungiert (Abb. 6.3A, Seite 154). In den beiden mit den Derivaten 2 und 3 simu-
lierten Komplexen liegen dagegen jeweils zwei intermolekulare H-Briicken vor. Eine
Dreizentren-Wasserstoffbriicken-Bindung wird zwischen den beiden Wasserstoffato-
men der Amino-Gruppe (N-6) einer Adenin-Base und dem Sauerstoffatom der Hy-
droxyl-Gruppe der Liganden ausgebildet. In der zweiten H-Brlicke dient dieses Sau-
erstoffatom als Donator; das der groBen Rinne zugewandte, zyklische Stickstoffatom
einer Guanin-Base (N-7) stellt den zugehérigen H-Briicken-Akzeptor dar (Abb. 6.3B
und 6.3C, Seite 154; Atombezifferung der Nukleotide: Abb. 2.1, Seite 17).
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Abb. 6.3:

Darstellung der mit den Interkalator-Derivaten simulierten DNA-Ligand-
Komplexe: A: Acridonbuttersdure 1; B: Naphthalimidbuttersaure 2;
C: 5-Nitronaphthalimidbuttersaure 3

(Docking-Studien mit ICM-PRO [32,33] durchgefiihrt; Rezeptor: ,1G3X" [36:80]. 'H_Briicken
zwischen DNA und Ligand sind als weiBe Linien dargestellt; Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)
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GroBe Rinne Kleine Rinne
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Kleine Rinne GroBe Rinne

Kleine Rinne

|

GroBe Rinne

Abb. 6.4:  Ausschnitt aus den mit den Interkalator-Derivaten simulierten DNA-
Ligand-Komplexen: A: Acridonbuttersdure 1; B: Naphthalimidbutter-
saure 2; C: 5-Nitronaphthalimidbuttersdure 3

(Docking-Studien mit ICM-PRO 233 durchgefiihrt; Rezeptor: ,1G3X* **%: die beiden
AT-Basenpaare, die die Interkalationskavitat bilden, sind in blau dargestellt; Blickrich-
tung parallel zur DNA-Helixachse)
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6.1.1.4 Diskussion der Ergebnisse

Aus den T-Wert-Messungen geht hervor, dass das Acridon-Derivat 1 und das Naph-
thalimid-Analogon 2 keine DNA-Aktivitat besitzen (Tab. 6.1, Seite 149). Dagegen
fuhrt die Nitrierung des chromophoren Ringsystems, bedingt durch den -I/-M-Effekt
des Substituenten, bei der 5-Nitronaphthalimid-Verbindung 3 zu einer deutlichen
Absenkung der LUMO-Energie und, damit verbunden, zu einer Verringerung der
Elektronendichte im Molekil (Tab. 6.2, Seite 150; Tab. 6.3, Seite 152). Aus diesem
Grund sind die Differenzen zwischen den Enomo-Werten der Purin-Basen und dem
ELumo-Wert der undissozierten Saure bei der Verbindung 3 kleiner als bei den beiden
anderen Interkalatorcarbonsauren, so dass das Nitronaphthalimid-Derivat den stark-
sten Charge-Transfer-Komplex mit der DNA bilden kann (Tab. 6.2, Seite 150). Zum
einen duBert sich dies in einer schwachen, aber dennoch messbaren DNA-Affinitat.
AuBerdem wurde mit ICM-PRO 233 gin um etwa 4 kcal/mol héherer Energiebetrag
fir die DNA-Bindung dieses Molekils ermittelt, als fir die mit den analogen Derivaten
simulierten DNA-Ligand-Komplexe (Tab. 6.4, Seite 153).

Die bei der Acridon- und bei der Naphthalimid-Buttersaure jeweils fehlende
bzw. bei der Nitronaphthalimid-Verbindung nur sehr schwach ausgepragte DNA-Ak-
tivitat ist sehr wahrscheinlich darauf zurlckzufihren, dass ein Teil der Buttersgure-
Molekule bei physiologischem pH-Wert deprotoniert vorliegt. Diese Carboxylat-Anio-
nen koénnen aufgrund der im Vergleich zu den Purin-Basen hdéheren E ymo-Werte
kein n-rt- Stacking mit der DNA eingehen (Tab. 6.2, Seite 150).

Die nach dem Refinement der gedockien DNA-Ligand-Komplexe mit
HYPERCHEM B4 errechneten Energien weichen von den mit ICM-PRO 3233
erhobenen Daten teilweise ab. Fir die DNA-Bindung der 5-Nitronaphthalimidbutter-
sdure 3 wird eine im Vergleich zu dem mit dem Acridon-Analogon 1 simulierten DNA-
Ligand-Komplex nur geringfligig hdhere Energie ermittelt. Die schwéachste DNA-Ak-
tivitat wird dagegen dem Naphthalimid-Derivat 2 zugesprochen (Tab. 6.4, Seite 153).

Mit den Interkalatorcarbonsauren wurden aufgrund ihrer fehlenden oder nur schwach
ausgepragten DNA-Affinitaten keine weiteren Tests wie z. B. Ethidiumbromid-Ver-
drangungsassays, Topoisomerase |-Hemmtests oder Zytotoxizitatsstudien des NCI
(National Cancer Institute) durchgefuhrt.
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6.1.2  Funfring-Hetaren-Pyrrolcarboxamide
6.1.2.1 Einleitung und Zielsetzung

Durch Réntgenstrukturanalysen konnten die Konfigurationen der bei der Synthese
der Combilexine als rinnenbindende Strukturen eingesetzten Flnfring-Hetaren-pyrrol-
carboxamide 4-6 und 8 (Abb. 6.5, Seite 158) aufgeklart werden [382%8260.2761 i
daraus resultierenden Kristallstrukturen dieser Verbindungen sollten zunachst dazu
genutzt werden, die verwendeten Molecular Modelling-Methoden zur Konformeren-
analyse und zur Berechnung der Molekuleigenschaften der im Arbeitskreis Pindur
synthetisierten Nukleobasen-gekoppelten Mono- und Bispyrrolcarboxamide (Abb.
6.15-6.16, Seiten 183-184), Combilexine (Abb. 6.36-6.39, Seiten 214-218) und
[a]anellierten Carbazole (Abb. 6.73, Seiten 280-281) zu validieren (Kapitel 5.2.1,
Seite 116 ff.). Ergadnzend zu den mit den Interkalatorcarbonsauren 1-3 durchgefiihr-
ten T-Wert-Messungen (Kapitel 6.1.1.2, Seite 149) wurden auBerdem die DNA-Affi-
nitdten des Bispyrrol-Derivats 4 und der bioisosteren Hetaren-pyrrolcarboxamide 5-8
ermittelt. Hierbei sollte Uberprift werden, welche DNA-Aktivitaten diese Verbindung-
en schon vor der VerknUpfung mit einem Interkalator aufweisen. Dabei stellte sich
heraus, dass das Derivat 6, bedingt durch die groBvolumige BOC-Schutzgruppe, nur
schwach an die DNA binden kann, wahrend das durch Abspaltung der BOC-Gruppe
aus der Verbindung 6 hervorgehende Aminothiazol-pyrrolcarboxamid 7 (Abb. 6.5,
Seite 158) eine gute DNA-Affinitat besitzt. Da keine Kristallstruktur des Derivats 7 zur
Verfligung stand, wurde mit Hilfe einer in dem Programm SPARTAN [
durchgefiihrten Konformerenanalyse (Kapitel 5.2.2, Seite 118 ff.) eine Minimums-
konformation dieses Derivats simuliert. Die so gewonnene Molekil-Konformation der
Aminothiazol-Verbindung 7 wurde anschlieBend, neben den Kristallstrukturen der
Derivate 4 1?8 5 [25°1 ynd 8 1259 gis Ligand in den geplanten Docking-Studien einge-
setzt. Dabei sollten die hier aufgefiihrten Derivate an Oligonukleotide unterschied-
licher Basensequenzen gedockt werden, um Aussagen bezlglich der Starke der
DNA-Affinitdt und der Sequenzselektivitat der DNA-Bindung der verschiedenen Funf-
ring-Hetaren-pyrrolcarboxamide, die den rinnenbindenden Strukturteil der Combilex-
ine (Kapitel 6.3, Seite 212 ff.) bilden, machen zu kénnen.
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Abb. 6.5:  Strukturformeln der untersuchten Flnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide
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6.1.2.2 Tn-Wert-Messungen

Die DNA-Affinitdten der Finfring-Hetaren-Pyrrolcarboxamide 4-8 (Abb. 6.5, Seite
158) wurden mittels Tp-Wert-Messungen bestimmt (Tab. 6.5; Kapitel 3.4.1, Seite 64
ff.). FUr diese biophysikalischen Studien wurde neben der synthetischen, nur aus
alternierend angeordneten AT-Basenpaaren aufgebauten DNA [hier ,poly(dAdT),"
genannt] auch natirliche Kalbsthymus-DNA eingesetzt, wobei letztere einen ca.
42%-igen Anteil an GC-Basen im Molekiil aufweist *°3". Setzt man die mit diesen
beiden DNA-Polymeren ermittelten AT,-Werte in Relation zueinander (verwendete
Rechenformel: {ATn(Thymus) / ATy[poly(dAdT),]} x 100), so lassen sich Aussagen

Uber die Sequenzselektivitat der DNA-Bindung der Testsubstanzen machen.

4 5 6 7 8
ATn[poly(dAdT
P [yc(:] 2| 94008 | 324075 | 21+061 | 134022 14£0,23
ATm(Thymus-DNA
l ’['g]'s " 122021 | 07¢110 | nb | 28014 | na

Tab. 6.5: ATn-Werte der untersuchten Filnfring-Hetaren-Pyrrolcarboxamid-Deri-
vate

(AT-Werte: Mittelwerte aus mindestens drei Messungen + Standardabweichung)

n. a.: Substanz bindet nicht an die DNA , AT [poly(dAdT),] < 1°C
n. b.: AT,-Wert wurde nicht bestimmt

Aus den T-Wert-Messungen geht hervor, dass das Aminothiazol-pyrrolcarboxamid 7
nur mit einer geringen Aktivitdt an Thymus-DNA bindet, wahrend die Affinitat far AT-
reiche DNA mit einem AT,-Wert von >10°C als vergleichsweise hoch zu bezeichnen
ist (Tab. 6.5). Die mit oben aufgeflhrter Formel berechnete Relation der mit den bei-
den DNA-Polymeren erhaltenen Werte liegt bei 20,9% (zum Vergleich: fir Netropsin,
ein hoch AT-selektiv bindender Minor Groove Binder, wurde ein Verhaltnis von
41,1% ermittelt). Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass das Aminothiazol-
Derivat bei der DNA-Bindung AT-reiche Abschnitte bevorzugt.

Die Hetaren-Pyrrolcarboxamid-Derivate 4-6 und 8 weisen eine im Vergleich
zur Verbindung 7 nur sehr schwach ausgepragte DNA-Affinitat auf. Die jeweils mit
Thymus-DNA und poly(dAdT).-DNA errechneten AT,-Werte sind zu niedrig, um bei
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diesen Molekilen Aussagen beziiglich der Sequenzselektivitat der DNA-Bindung ma-

chen zu kénnen.

6.1.2.3 Molecular Modelling-Studien

Die aus AT-Basenpaaren bestehende kleine Rinne unterscheidet sich von der nur
aus GC-Nukleotiden aufgebauten kleinen Furche nicht nur in dem Profil der jeweils
fur H-Bricken-Bindungen zur Verfigung stehenden Donator- und Akzeptorgruppen
(AT-Basen: Adenin N-3 und Thymin O-2 als Akzeptoren; GC-Basen: Guanin N-2 als
Donator, flankiert von Guanin N-3 und Cytosin O-2 als Akzeptoren “3*4: Atombe-
zifferung der Nukleotide: Abb. 2.1, Seite 17), sie ist auch tiefer, schmaler und weist
ein stirker negatives elektrostatisches Potential auf 2% (Kapitel 2.3.2 Seite 43).
Die Ladungsverteilung eines Minor Groove Binder beeinflusst folglich die Affinitat und
die Sequenzselektivitat, mit der die Substanz an die DNA bindet. Aus diesem Grund
wurde das MEP (molekulares elektrostatisches Potential; Kapitel 4.1.2, Seite 96) des
untersuchten Bispyrrol-Derivats 4 und der bioisosteren Flinfring-Hetaren-pyrrolcar-
boxamide 5, 7 und 8 (Abb. 6.5, Seite 158) in dem Programm SPARTAN B unter
Anwendung einer semiempirischen AM1-Rechnung 88 ermittelt (Kapitel 5.2.2,
Seite 127). Hierbei wurde vor allem die Ladungsverteilung der jeweils dem Rezeptor
zugewandten, konkaven Molekilseite untersucht. Die fur die Testverbindungen er-
rechneten MEPs sind in Abb. 6.6 (Seite 161) graphisch dargestellt.
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Abb. 6.6:  Molekulares elektrostatisches Potential der untersuchten Flnfring-Het-
aren-pyrrolcarboxamide

[{Berechnung des MEP in SPARTAN ¥ mit einer semiempirischen AM1-Rechnung
1841831, yas MEP reicht von -80,0 kcal/mol bis +40,0 kcal/mol und ist farbcodiert: Rote
Felder geben Bereiche eines negativen MEP (hohe Elektronendichte) wider; blaue
Felder zeigen das Vorhandensein eines positiven MEP (niedrige Elektronendichte) an
(1971, projektion des MEP auf die Connolly-Oberflache (Isungsmittelzugangliche Ober-
flache) der Molekule, deren duBere Grenze jeweils einer Elektronendichte von 0,002
e/au® entspricht ®>'¥"); die orangefarbenen Pfeile weisen auf Besonderheiten des
MEP hin, auf die im Text ndher eingegangen wird]

Bei der Betrachtung der kalkulierten MEPs der untersuchten Verbindungen fallen
zwei Besonderheiten auf, die in Abb. 6.6 durch orangefarbene Pfeile markiert sind.
Die synthesebedingte Substitution des Thiazol-Derivats 7 mit einer Amino-, statt der
sonst Ublicherweise N-terminal gebundenen Nitro-Gruppe (Abb. 6.5, Seite 158), hat
eine Zunahme des positiven elektrostatischen Potentials der konkaven Molekilseite
zur Folge. Dadurch wird die Bindung in der von AT-Basenpaaren gebildeten, elekiro-
nenreichen kleinen Rinne verstarkt, was an dem vergleichsweise hohen AT,-Wert zu
erkennen ist, der fir diese Verbindung ermittelt wurde (Tab. 6.5, Seite 159). Bei dem
Imidazol-Derivat 8 dagegen wird das positive MEP des dem Rezeptor zugewandten
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Molekillteils durch das sp®-hybridisierte Stickstoffatom des Imidazol-Rings herabge-
setzt. Dies resultiert in einer Abnahme der mittels T,,-Wert-Messung detektierbaren
DNA-Affinitat.

In den anschlieBenden Docking-Simulationen wurden die zur Verfliigung stehenden
Kristallstrukturen der Fiinfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide 4 #°8, 5 12591 ynd g 260
ebenso wie das in SPARTAN % errechnete Minimumskonformer des Aminothiazol-
Derivats 7 (Abb. 6.5, Seite 158) an Oligonukleotide unterschiedlicher Basensequen-
zen gedockt, um neben der Starke auch die Sequenzselektivitat der DNA-Bindung
untersuchen zu kénnen. Da das tertiare Stickstoffatom der C-terminalen Seitenkette
bei physiologischem pH-Wert (— pH-Wert des bei den T,-Wert-Messungen einge-
setzten Puffermediums) protoniert vorliegt, wurden die Testverbindungen in katio-
nischer Form als Liganden eingesetzt (Abb. 6.13, Seite 176). Als Docking-Matrizen
dienten vier verschiedene DNA-Oligomere, die hier als Rezeptor ,polyA“ [PDB-Code
B6l: 1JKQ 1#%%); Sequenz: 5-D(*TP*TP*TP*TP*TP*TP*A)-3'], Rezeptor ,polyAT* [PDB-
Code B®: 473D 8 Sequenz: 5-D(*GP*TP*AP*TP*AP*TP*AP*C)-3'], Rezeptor
,polyG“ [PDB-Code % 1{NVP ¥":: Sequenz: 5-D(*GP*GP*GP*GP*GP*GP*GP*C)-
3] und Rezeptor ,polyGC* [PDB-Code ©¢: 1CF7 [ Sequenz: 5-
D(*TP*CP*GP*CP*GP*CP*GP*G)-3’] bezeichnet werden (Kapitel 5.3, Seite 129).

Die mit ICM-PRO B2 ynmittelbar nach dem Docking-Prozess errechneten
Komplexbildungsenergien (Kapitel 5.4.1, Seite 134 ff.) sind zusammen mit den Ener-
giewerten, die nach dem Refinement (Kapitel 5.4.2, Seite 143 ff.) in HYPERCHEM 3%
ermittelt wurden, in Tab. 6.6 (Seite 163) aufgeflihrt. Die mit den beiden Rezeptoren
,POlyAT* und ,polyGC* jeweils simulierten DNA-Ligand-Komplexe der Testverbin-
dungen sind in den Abb. 6.7-6.10 (Seiten 164-171) dargestellt (Atombezifferung der
Nukleotide: Abb. 2.1, Seite 17).
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4

Komplexbildungsenergien

Komplexbildungsenergien

(ICM-PRO/ (ICM-PRO'/
HYPERCHEM?) HYPERCHEM?)
[kcal/mol] [kcal/mol]
Rezeptor ,,polyA“® -72,7 /1 -54,9 -70,2/-52,0
Rezeptor ,,polyAT* -78,2/-55,1 -74,5/-55,9
Rezeptor ,,polyG*® -68,9/-41,8 -64,1/-42,5
Rezeptor ,,polyGC*® -68,2/-43,0 -66,7 / -42,8
7 8
Komplexbildungsenergien | Komplexbildungsenergien
(ICM-PRO"/ (ICM-PRO'/
HYPERCHEM?) HYPERCHEM?)
[kcal/mol] [kcal/mol]
Rezeptor ,,polyA*® -78,8/-51,5 -67,8/-46,6
Rezeptor ,,polyAT* -81,0/-54,2 -73,2/-55,0
Rezeptor ,,polyG*® -69,7 / -44,9 -67,3/-45,0
Rezeptor ,,polyGC*® -69,0 / -43,1 -67,3/-46,0

Tab. 6.6: Komplexbildungsenergien der verschiedenen Hetaren-pyrrolcarbox-

amid-Oligonukleotid-Komplexe

': Komplexbildungsenergie, berechnet mit ICM-PRO (3233 hach dem DNA-Ligand-Docking

 Komplexbildungsenergie, berechnet mit HYPERCHEM B34 hach dem Refinement (— Molekiildyna-
mik-Simulation ['*¥, durchgefiihrt mit der Kraftfeld-Methode AMBER ['7%18%)

: Rezeptor ,polyA“: Sequenz: 5-D(*TP*TP*TP*TP*TP*TP*A)-3"; PDB-Code % 1JKQ #*°!

- Rezeptor ,polyAT*: Sequenz: 5-D(*GP*TP*AP*TP*AP*TP*AP*C)-3"; PDB-Code *®: 473D ?%¢]

. Rezeptor ,polyG*: Sequenz: 5-D(*GP*GP*GP*GP*GP*GP*GP*C)-3'; PDB-Code *¥:1NVP ¢

: Rezeptor ,polyGC*: Sequenz: 5-D(*TP*CP*GP*CP*GP*CP*GP*G)-3": PDB-Code *®:1CF7 2%

n

L2 NS B N O
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Abb. 6.7A: Nitrobispyrrolcarboxamid 4, gebunden an den Rezeptor ,polyAT*
Links: Mit ICM-PRO 233l simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-
ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(griine Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-Basen mit Atomabstan-
den von 2 bis 4 A; blaue Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 mit Adenin 6

N-3 als Akzeptor, H-Briicke 2 mit Thymin 15 O-2 als Akzeptor, H-Briicke 3 mit Adenin
8 N-3 als Akzeptor)
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Abb. 6.7B: Nitrobispyrrolcarboxamid 4, gebunden an den Rezeptor ,polyGC*
Links: Mit ICM-PRO 233 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-
ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

[grune Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-Atomen der Amino-Gruppen der Guanin-Basen
mit Atomabstanden von 2 bis 4 A; der rote Pfeil stellt eine van der Waals-AbstoBung
zwischen den H-Atomen der Amino-Gruppe von Guanin 607 und dem der kleinen
Rinne zugewandten H-Atom des Pyrrol-Rings dar (Atomabstand: < 2 A); blaue Pfeile
symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 mit Cytosin 509 O-4* als Akzeptor, H-Briicke 2
mit Cytosin 608 O-2 als Akzeptor, H-Briicke 3 mit Guanin 607 N-3 als Akzeptor,
H-Bricke 4 mit Guanin 511 H-22 als Donator]
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Abb. 6.8A: Nitrothiophen-pyrrolcarboxamid 5, gebunden an den Rezeptor ,polyAT"
Links: Mit ICM-PRO 233 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-
ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(grune Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-Basen mit Atomabstan-
den von 2 bis 4 A: blaue Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 mit Thymin 15
0O-2 als Akzeptor, H-Briicke 2 mit Adenin 8 N-3 als Akzeptor)

- 166 -



Abb. 6.8B: Nitrothiophen-pyrrolcarboxamid 5, gebunden an den Rezeptor ,polyGC*

Links: Mit ICM-PRO 233 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-

ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

[grune Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-Atomen der Amino-Gruppen der Guanin-Basen
mit Atomabstanden von 2 bis 4 A; der rote Pfeil stellt eine van der Waals-AbstoBung
zwischen den H-Atomen der Amino-Gruppe von Guanin 607 und dem der kleinen
Rinne zugewandten H-Atom des Pyrrol-Rings dar (Atomabstand: < 2 A); blaue Pfeile
symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 mit Cytosin 509 O-4* als Akzeptor, H-Briicke 2
mit Cytosin 608 O-2 als Akzeptor, H-Briicke 3 mit Guanin 607 N-3 als Akzeptor,
H-Brucke 4 — Dreizentren-H-Bricke mit Guanin 510 H-21 und Guanin 510 H-22 als
Donatoren, H-Briicke 5 mit Guanin 511 H-22 als Donator]
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Abb. 6.9A:

Aminothiazol-pyrrolcarboxamid 7, gebunden an den Rezeptor ,polyAT"
Links: Mit ICM-PRO 233 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-

ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(grine Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-Basen mit Atomab-
standen von 2 bis 4 A; blaue Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 mit Thymin
5 O-2 als Akzeptor, H-Briicke 2 mit Adenin 6 N-3 als Akzeptor, H-Briicke 3 mit Thymin
15 O-2 als Akzeptor, H-Briicke 4 mit Adenin 8 N-3 als Akzeptor)
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Abb. 6.9B:

Aminothiazol-pyrrolcarboxamid 7, gebunden an den Rezeptor ,polyGC*
Links: Mit ICM-PRO 233 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-
ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

[grune Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-Atomen der Amino-Gruppen der Guanin-Basen
mit Atomabstanden von 2 bis 4 A; der rote Pfeil stellt eine van der Waals-AbstoBung
zwischen den H-Atomen der Amino-Gruppe von Guanin 607 und dem der kleinen
Rinne zugewandten H-Atom des Pyrrol-Rings dar (Atomabstand: < 2 A); blaue Pfeile
symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 mit Cytosin 509 O-4* als Akzeptor, H-Briicke 2
mit Cytosin 608 O-2 als Akzeptor, H-Briicke 3 mit Guanin 607 N-3 als Akzeptor,
H-Bricke 4 mit Guanin 511 N-3 als Akzeptor]

- 169 -



Abb. 6.10A: Nitroimidazol-pyrrolcarboxamid 8, gebunden an den Rezeptor ,polyAT*
Links: Mit ICM-PRO ©23¥ simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-
ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(grtine Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-Basen mit Atomabstén-
den von 2 bis 4 A; blaue Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 mit Thymin 15
0O-2 als Akzeptor, H-Brlicke 2 mit Adenin 8 N-3 als Akzeptor)
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Abb. 6.10B: Nitroimidazol-pyrrolcarboxamid 8, gebunden an den Rezeptor ,polyGC*
Links: Mit ICM-PRO 233 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-
ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(grine Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-Atomen der Amino-Gruppen der Guanin-Basen
mit Atomabstanden von 2 bis 4 A; blaue Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1
mit Guanin 607 H-22 als Donator, H-Brliicke 2 — Dreizentren-H-Briicke mit Guanin
607 H-21 und Guanin 510 H-22 als Donatoren)
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Nach Docking (Kapitel 5.4.1, Seite 134 ff.) und Refinement (Kapitel 5.4.2, Seite 143
ff.), wurden die DNA-gebundenen Konformere des Bispyrrol-Derivats 4 und der bio-
isosteren Flnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide 5, 7 und 8 (Abb. 6.5, Seite 158) auf ei-
nen bei der Komplexbildung méglicherweise auftretenden Induced-Fit untersucht.

Die bei der DNA-Bindung der Leitsubstanz Netropsin zu beobachtende, Re-
zeptor-induzierte Konformationsénderung ist auf eine Rotation um die zentrale NH-
Pyrrol-Bindung zuriickzufiihren "%, Dieser Twist tritt zusatzlich zu den bereits in der
Kristallstruktur vorliegenden Torsionen um die beiden CO-Pyrrol-Bindungen auf, wo-
durch der Winkel, der die relative Lage der beiden Pyrrol-Ringe zueinander be-
schreibt (hier & genannt), vergréBert wird '°?. Aus diesem Grund wurden bei den
DNA-gebundenen Konformeren der Testverbindungen unter anderem die Torsions-
winkel a (£ = X1-C2-C3-04) und y (£ = H5-N6-C7-C8) (Abb. 6.11) gemessen. Durch
Kombination dieser beiden Winkel mit dem Torsionswinkel der mittleren Amidbindung
(B-1; £ = O4-C3-N6-H5) lasst sich der Winkel 8 berechnen. Dazu bestimmt man zu-
nachst fir jeden der drei genannten Winkel die jeweilige Differenz zu 0° bzw. £180°,
um die Differenzen anschlieBend unter Beachtung der Vorzeichen zu addieren %%,
Erganzend wurde noch der Torsionswinkel der C-terminalen Amidbindung (B-2; £ =
09-C10-N11-H12) ermittelt, um untersuchen zu kénnen, ob die trans-(Z)-Konfigura-
tion der peptidischen Bindungen, die bei den Kristallstrukturen bzw. bei dem in
SPARTAN 1% simulierten Minimumskonformer des Aminothiazol-Derivats 7 vorliegt,
bei der DNA-Ligand-Komplexbildung erhalten bleibt. Die gemessenen und errechne-
ten Winkel sind in Tab. 6.7 (Seiten 173-174) aufgeflhrt.

%Q }}\0/5 éog

2 \CHS 2 CHS

Abb. 6.11: Schematische Darstellung der betrachteten Torsionswinkel und der fir
die Winkelmessungen benétigten Atome mit ihnrer Nummerierung
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4 Kristall- | Rezeptor | Rezeptor | Rezeptor | Rezeptor
struktur' | | polyA“? | ,polyAT“2 | ,polyG“2 | , polyGC*?
o ) o . . ] . ]
(£ = N1-C2-C3-04) 10,6 24,2 12,6 26,1 24,1
B-1 - o - [o] - o o o
(£ = 04-C3-N6-H5) 178,6 176,9 174,9 170,6 174,6
Y o o - o [¢] o
(£ = H5-N6-C7-C8) 4.9 15,5 0,7 4,6 10,7
)
(berechnet aus o, -1 -7,1° 36,6° 6,8° -12,1° 40,2°
und v)
B-z - ] _ [o] o o o
(£ = 09-C10-N11-H12) 175,6 174,5 175,5 175,5 176,2
5 Kristall- | Rezeptor | Rezeptor | Rezeptor | Rezeptor
struktur’ | | polyA“? | ,polyAT“? | ,polyG“ | , polyGC*?
o o . . ] . ]
(£ = $1-C2-C3-04) 7.4 15,2 17,3 16,5 4,3
B-1 - o _ o _ o o _ o
(£ = 04-C3-N6-H5) 1768 17,7 179,7 174,4 171,4
Y {40 0 o Ao ) .
(£ = H5-N6-C7-C8) 1.4 10,1 7,6 1,0 20,5
)
(berechnet aus o, B-1 2,8° 17,0° 24.6° -11,9° -24,8°
und v)
B-2 - ° - o - [e] o _ o
(£ = 09-C10-N11-H12) 177,9 176,6 175,0 175,7 177,5

Tab. 6.7A:

aren-pyrrolcarboxamide

Zur Untersuchung des Induced-Fit ermittelte Winkel der Flnfring-Het-

': Winkel der jeweiligen Kristallstrukturen %2

2: Winkel der nach Docking (in ICM-PRO 2% und Refinement (in HYPERCHEM ) vorliegenden
Konformationen der Testverbindungen
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7 simulier. | Rezeptor | Rezeptor | Rezeptor | Rezeptor
Molekiil' | ,polyA“? | ,polyAT*?| ,polyG*? | ,polyGC*?
o o o o _ o o
(£ = C1-C2-C3-04) 8,3 22,8 2,5 40,7 33,6
B'1 _ o _ o _ o o _ o
(£ = O4.C3-N6-HS) 176,7 178,4 177,9 177.,5 178,4
Y _ o o o _ o o
( = H5.-N6-C7-C8) 0,7 0,6 1,8 19,6 4,2
)
(berechnet aus o, B-1 4,3° 21,8° 2,2° -57,8° 36,2°
und v)
B-z - ° _ o o o _ o
(£ = 09-C10N11-H12) 169,1 177,7 177,3 179,6 172,3
8 Kristall- | Rezeptor | Rezeptor | Rezeptor | Rezeptor
struktur® | | polyA“? | | polyAT*“?| ,polyG“? | , polyGC*?
o _ [} _ o o _ o o
(£ = N1-C2-C3-04) 3,3 2,0 5,3 12,0 14,5
B'1 o _ o _ o o _ o
(£ = 04-C3-N6-H5) 179,5 178,3 177.5 174,3 171,4
Y _ o o o _ o o
( = H5-N6-C7-C8) 1,0 6,4 10,9 24,7 25,2
)
(berechnet aus o, -1 -3,8° 2,7° 13,7° -30,0° 31,1°
und v)
p-2 -176,7° 177,4° -179,6° -176,6° -176,0°

(£ = 09-C10-N11-H12)

Tab. 6.7B:

aren-pyrrolcarboxamide

' Winkel des in SPARTAN ¥ simulierten Minimumskonformers
2: Winkel der nach Docking (in ICM-PRO ®2%) und Refinement (in HYPERCHEM ) vorliegenden

Konformationen der Testverbindungen

3. Winkel der Kristallstruktur 2!

174 -

Zur Untersuchung des Induced-Fit ermittelte Winkel der Flnfring-Het-




Die Kristallstrukturen der Verbindungen 4 %8 (Bispyrrolcarboxamid), 5 2°° (Thio-
phen-pyrrolcarboxamid) und 8 %% (Imidazol-pyrrolcarboxamid) weisen, ebenso wie
das in SPARTAN ¥ simulierte Minimumskonformer des Aminothiazol-Derivats 7,
Coplanaritat auf, d. h., die beiden Finfring-Heterozyklen der Verbindungen liegen in
einer Ebene (5 < 10°; Tab. 6.7, Seiten 173-174). Binden diese Hetaren-pyrrolcarbox-
amide an die DNA, so tritt, mit Ausnahme von jeweils einem der mit den Verbin-
dungen 4, 7 und 8 gebildeten Komplexe, ein Induced-Fit auf (Abb. 6.12). Durch Ro-
tationen um die Bindungen ,,C2-C3“ und ,N6-C7“ (Abb. 6.11, Seite 172) werden die
beiden funfgliedrigen Ringe gegeneinander verdreht (8 > 10°), so dass die Molekile
eine isohelikale Konformation annehmen. Dies hat eine bessere Anpassung der
Testverbindungen an die Topologie der kleinen Rinne und, daraus resultierend, eine
Verstarkung der DNA-Ligand-Wechselwirkungen zur Folge.

Auch die im Vergleich zur E-Konfiguration energetisch ginstigere trans-(Z)-
Konfiguration, die die Amidbindungen der FUnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide bei
allen betrachteten DNA-Ligand-Komplexen — unabhangig von dem Auftreten des be-
schriebenen Induced-Fit — aufweisen (B-1 und B-2 > 170°; Tab. 6.7, Seiten 173-174),
fuhrt zu einer Verstarkung der DNA-Bindung: Bedingt durch die Z-Konfiguration der
peptidischen Bindungen nehmen die Derivate eine Sichelform an, die die Einlage-
rung in die kleine Rinne der DNA erleichtert.

Abb. 6.12: Darstellung des beobachteten Induced-Fit am Beispiel des Amino-
thiazol-Derivats 7: Vergleich des Minimumskonformers (blaues Molekdl)
mit dem an den Rezeptor ,polyG* gebundenen Konformer (rotes Mole-
kal)

(Alignment durchgefiihrt in SPARTAN %))
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Die C-terminale, bei physiologischem pH-Wert protoniert vorliegende Dimethylamino-
propyl-Seitenkette (Abb. 6.13) ist fiir die DNA-Bindung der Hetaren-pyrrolcarbox-
amid-Derivate von groBer Bedeutung. Zum einen werden die Verbindungen, bedingt
durch die auf die Salzbildung zuriickzufiihrende, gute Wasserldslichkeit, biochemi-
schen und biophysikalischen Experimenten (wie z. B. T,-Wert-Messungen und Zyto-
toxizitatstests) zugénglich ?’”. Ferner wird die DNA-Ligand-Komplexbildung durch
die Uber groBe Distanzen erfolgende Anziehung des kationischen Liganden von der
negativ geladenen DNA eingeleitet #’”, auch wenn das quartare Ammonium-lon im
Komplex selbst nicht in der Nahe der Phosphat-Gruppen, sondern in der Mitte der
elektronegativen kleinen Rinne gebunden vorliegt (Abb. 6.7-6.10, Seiten 164-171).
Dort fungiert das quartare Stickstoffatom bei 14 der 16 betrachteten DNA-Ligand-
Komplexe als H-Briicken-Donator. Dies beeinflusst die Kinetik der Komplexbildung
im Sinne einer langeren Residualzeit des Liganden in der kleinen Rinne der DNA 278
und fihrt somit zu einer Zunahme der DNA-Bindungsstérke. Auch sind die meisten
der fir die DNA-Bindung des Liganden wichtigen van der Waals-Interaktionen auf die
Methylen- und Methyl-Gruppen der aliphatischen Kette zurlickzufihren (Kapitel 6.3.5,
Seite 251 ff.).

Es wird berichtet, dass eine Substitution der Testverbindungen mit einer ami-
nischen Seitenkette auch bei zahlreichen anderen Substanzklassen eine Verstér-
kung der DNA-Bindung und teilweise auch eine Steigerung der zytotoxischen Aktivi-

tat zur Folge hat 18':90166],

HaC -CHs
®
OoN
H
H
S Ate
J: N
Ha \ok,

Abb. 6.13: Beispiel eines Hetaren-pyrrolcarboxamids mit protoniert vorliegendem
Stickstoffatom in der Seitenkette (hier: Verbindung 4)
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6.1.2.4 Zytotoxizitatstudien des NCI

Das Aminothiazol-pyrrol-Derivat 7, welches den héchsten AT,-Wert aller untersuch-
ten Finfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide aufweist (Tab. 6.5, Seite 159), wurde in dem
vom NCI (National Cancer Institute) durchgefiihrten Zytotoxizitatsassay (Kapitel
3.4.4, Seite 85 ff.) auf potentiell vorhandene, anticancerogene Eigenschaften unter-
sucht. Hierbei zeigte die Testsubstanz keine relevante zytostatische oder zytotox-
ische Aktivitat (Tab. 6.8). Wie schon von Hotzel ['**! und Keuser ”! beschrieben, ist
dieses Ergebnis sehr wahrscheinlich auf eine unzureichende Zellmembranpenetra-
tion der Testverbindung zurtickzuflihren, so dass in der Tumorzelle keine flr einen

biologischen Effekt ausreichende Substanzkonzentration erreicht wird 122,

MG_MID MG_MID MG_MID
LOG o Glso' LOG, TGI? LOG, LCso°
7 -4,02 >-4,0 >-4,0

Tab. 6.8: Ergebnisse der vom NCI durchgefiihrten Zytotoxizitatstests

': Mittelwert der logarithmischen molaren Konzentration der Testverbindung, die bei allen 60 im Assay
elngesetzten Krebszelllinien jeweils eine 50%-ige Wachstumshemmung der Krebszellen bewirkt tso]
2: Mittelwert der logarithmischen molaren Konzentration der Testverbindung, die bei allen 60 im Assay
elngesetzten Krebszelllinien jeweils eine totale Wachstumshemmung der Krebszellen bewirkt
®: Mittelwert der logarithmischen molaren Konzentration der Testverbindung, die be| allen 60 im Assay
eingesetzten Krebszelllinien jeweils bei 50% der Krebszellen zum Zelltod fahrt ©
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6.1.2.5 Diskussion der Ergebnisse

Der bei den Docking-Experimenten verwendete Rezeptor ,polyAT* besitzt mit den
sechs alternierend angeordneten AT-Basenpaaren im Zentrum des Oligomers die
gleiche Basensequenz wie die zur Tyh-Wert-Messung eingesetzte, synthetische
poly(dAdT)-DNA. Die in dem Programm ICM-PRO ¥233 mit diesem Rezeptor simu-
lierten DNA-Ligand-Komplexe wurden aus diesem Grund genauer betrachtet, um
durch Gegenuberstellung der in silico-Daten mit den experimentell ermittelten DNA-
Affinitaten (— ATn-Werte; Tab. 6.5, Seite 159) Erklarungen fir die unterschiedlichen
DNA-Aktivitaten der verschiedenen Flnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide (Abb. 6.5,
Seite 158) zu finden. Die Ergebnisse dieses Datenvergleichs werden nun im Folgen-
den naher erldutert.

In Ubereinstimmung mit den fiir die Verbindungen ermittelten AT.-Werten
wurde das Aminothiazol-pyrrolcarboxamid 7 von ICM-PRO #2331 gis aktivster Ligand
eingestuft (— niedrigste errechnete Komplexbildungsenergie; Tab. 6.6, Seite 163).
Diese relativ hohe DNA-Affinitat ist unter anderem auf die nur bei dem Derivat 7
vorhandene, am N-terminalen Ende befindliche Amino-Gruppe zurlickzuflihren — die
Verbindungen 4, 5 und 8 sind, synthesebedingt, N-terminal mit einer Nitro-Gruppe
substituiert. Die Wasserstoffatome der Amino-Funktion erhéhen zum einen das posi-
tive molekulare elektrostatische Potential (MEP) der konkaven Molekulseite und ver-
starken somit die Bindung in der von AT-Basen aufgebauten, elektronenreichen klei-
nen Rinne der DNA (Abb. 6.6, Seite 161). Zum anderen baut das aminische Stick-
stoffatom — neben den N-Atomen der Amidbindungen und dem quartaren Ammoni-
um-lon der C-terminalen Seitenkette, als Donator H-Brliicken zu den DNA-Basen auf
(Abb. 6.9A, Seite 168), wodurch die Positionierung des Liganden in der kleinen
Furche beeinflusst wird ['*"! (Kapitel 2.3.2, Seite 43 ff.).

Im Gegensatz zu dem Aminothiazol-Derivat 7 weist das Imidazol-pyrrolcar-
boxamid 8 nur eine sehr geringe DNA-Affinitat auf (Tab. 6.5, Seite 159). Dies wird
durch den vergleichsweise niedrigen Energiebetrag widergespiegelt, der von ICM-
PRO B2% fir die Komplexbildung der Verbindung 8 mit dem Rezeptor ,polyAT*
berechnet wurde (Tab. 6.6, Seite 163). Die nur schwach ausgepragte DNA-Aktivitat
dieser Verbindung ist wahrscheinlich durch die negative Partialladung des sp?-hybri-
disierten Stickstoffatoms des Imidazol-Rings bedingt, die das ansonsten positive
MEP der dem Rezeptor zugewandten Molekiilseite unterbricht und sich somit stérend
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auf die Bindung in der elekironenreichen kleinen Rinne auswirkt (Abb. 6.6, Seite
161).

Beim Ranking der beiden mit den Derivaten 4 (Bispyrrolcarboxamid) und 5
(Thiophen-pyrrolcarboxamid) gebildeten DNA-Ligand-Komplexe weichen die experi-
mentell ermittelten und die computersimulierten Ergebnisse voneinander ab: Die Ver-
bindung 5, die einen etwas hdéheren AT-Wert als das Bispyrrolcarboxamid 4 auf-
weist (Tab. 6.5, Seite 159), wurde von ICM-PRO ¥233 a|s schwacherer Ligand ein-
gestuft (Tab. 6.6, Seite 163).

Die von HYPERCHEM B4 errechneten Energien fiir die Komplexbildung der
Hetaren-pyrrolcarboxamide mit dem Rezeptor ,polyAT* liegen zu dicht beieinander
(Tab. 6.6, Seite 163), um weitere Erklarungsansatze fir die unterschiedlichen DNA-

Affinitdten der Derivate liefern zu kbnnen.

Neben der DNA-Affinitat sollte auch die Sequenzselektivitat der DNA-Bindung des
Bispyrrolcarboxamids 4, sowie der bioisosteren Derivate 5, 7 und 8 untersucht wer-
den (Abb. 6.5, Seite 158). Die zu diesem Zweck mit Thymus-DNA durchgeflhrten
Tm-Wert-Messungen lieferten, aufgrund der bei den Verbindungen 4 und 5 nur
schwach ausgepragten und bei dem Imidazol-pyrrolcarboxamid 8 nicht nachweis-
baren DNA-Aktivitaten, nur fir das Aminothiazol-Derivat 7 ein auswertbares Ergebnis
(Kapitel 6.1.2.2, Seite 159 ff.): Die fur diese Verbindung ermittelte Relation von
ATm(Thymus) zu ATm[poly(dAdT),] betragt 20,9%, was auf eine AT-Selektivitat der
DNA-Bindung hindeutet. Die mit ICM-PRO #2%! ynd HYPERCHEM ®* ausgefiihrten
Molecular Modelling-Simulationen unterstiitzen diese Annahme, da der fir die Kom-
plexbildung des Derivats 7 mit dem Rezeptor ,polyAT" errechnete Energiebetrag
deutlich gréBer ist als der fir die Bindung an den Rezeptor ,polyGC* ermittelte Wert
(Tab. 6.6, Seite 163).

Ein Vergleich der Differenzen der Energien, die bei der Komplexbildung der
verschiedenen Hetaren-pyrrolcarboxamide mit den beiden genannten Rezeptoren
,POlyAT* und ,polyGC* freigesetzt wurden (AE = Epoyats) — E(poyacy; Tab. 6.9, Seite
179), lasst vermuten, dass nicht nur das Aminothiazol-Derivat 7, sondern auch die
Bispyrrol-Verbindung 4 und das Thiophen-Analogon 5 bei der DNA-Bindung AT-
reiche Abschnitte bevorzugen. Dieser Sachverhalt ist sehr wahrscheinlich auf die van
der Waals-AbstoBungen zurlickzufihren, die bei den mit dem Rezeptor ,polyGC*
gebildeten Komplexen der Verbindungen 4, 5 und 7 jeweils zu beobachten sind. Hier
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liegen die Wasserstoffatome der Amino-Gruppe einer Guanin-Base, und das auf der
konkaven Molekilseite gelegene Wasserstoffatom des C-terminalen Pyrrol-Rings, je-
weils so dicht beieinander (Atomabstande < 2 A; Abb. 6.7B, Seite 165; 6.8B, Seite
167 und 6.9B, Seite 169), dass sich ihre van der Waals-Radien Gberschneiden (Abb.
6.14). Die daraus resultierende AbstoBungsreaktion hat eine Schwachung der DNA-

Bindung zur Folge [45,67,100,110]

Differenz der Komplexbildungsenergien:
AE = E(, polyat) — E(,polyac)

[kcal/mol]
Berechnet mit ICM-PRO Berechnet mit HYPERCHEM
4 10,0 12,1
5 7,8 13,1
7 12,0 11,1
8 5,9 9,0
Tab. 6.9: Differenzen der errechneten Komplexbildungsenergien zur Untersu-

chung der Sequenzselektivitat der DNA-Bindung

[

A

H

O

Abb. 6.14: Schematische Darstellung der van der Waals-AbstoBung zwischen H-3
des Pyrrol-Rings und der Amino-Gruppe der Guanin-Base

(H-Briicke zwischen dem amidischen H-Atom und N-3 der Guanin-Base ist als blauer
Pfeil dargestellt nach Goodsell ®™)

- 180 -



Im Gegensatz zu den Hetaren-pyrrolcarboxamiden 4, 5 und 7 bindet das Nitroimi-
dazol-Derivat 8 ohne erkennbare Praferenz fir eine bestimmte Basensequenz an die
DNA (Tab. 6.6, Seite 163): Die mit ICM-PRO ¥233 ynd HYPERCHEM 34 errechneten
Differenzen der bei der Komplexbildung mit den Rezeptoren ,polyAT* und ,polyGC*
freiwerdenden Energien sind bei dem Derivat 8 deutlich kleiner als bei den anderen
betrachteten Testverbindungen (Tab. 6.9, Seite 180). Die negative Partialladung des
zur konkaven Molekillseite orientierten, sp®-hybridisierten Stickstoffatoms des Imi-
dazol-Rings flihrt dazu, dass dieses Derivat nur mit einer vergleichsweise geringen
Affinitat in der von den AT-Basen gebildeten, elektronenreichen kleinen Rinne bindet
[45.67.69.109-111] 'Baj dem mit dem Rezeptor ,polyGC* gebildeten DNA-Ligand-Komplex
fungiert dieses Stickstoffatom dagegen als H-Briicken-Akzeptor fir die Amino-Grup-
pe einer Guanin-Base [“>67:6%1091111 (Aph 6.10B, Seite 171). Dies verandert die Posi-
tionierung des Molekdls in der kleinen Rinne, so dass die oben beschriebene van der
Waals-AbstoBung zwischen Oligonukleotid und Ligand nicht auftritt. Die von der Lage
der anderen Testverbindungen abweichende Position des Imidazol-pyrrolcarbox-
amids 8 in der kleinen Furche verhindert allerdings die Wasserstoff-Briickenbildung
zwischen den DNA-Basen und den amidischen Stickstoffatomen, sowie dem in der
Seitenkette befindlichen Ammoniumion des Liganden. Diese Beobachtungen legen
nahe, dass das Derivat 8 mit vergleichbarer Affinitat an AT- und GC-reiche Sequen-
zen der DNA und demzufolge unselektiv bindet.

Da die Hetaren-pyrrolcarboxamide 4, 5 und 8 nur geringe DNA-Affinitaten aufweisen
und die Aminothiazol-Verbindung 7 trotz des hohen AT,-Wertes keine zytotoxischen
Eigenschaften besitzt (Kapitel 6.1.2.4, Seite 177), wurden keine Topoisomerase |-
Hemmtests und Ethidiumbromid-Verdrangungsassays mit diesen Derivaten durchge-
fahrt.
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6.2 Mono- und Bispyrrolcarboxamide mit N-terminal
gekoppelten Nukleobasen

6.2.1  Einleitung und Zielsetzung

Bei den im Arbeitskreis Pindur entwickelten Mono- und Bispyrrolcarboxamiden mit
N-terminal gekoppelten Nukleobasen (Abb. 6.15-6.16, Seiten 183-184) handelt es
sich um Struktur-Analoga der in Kapitel 2.3.4 (Seite 55 ff.) vorgestelliten PNAs 37149
(Peptide Nucleic Acids — DNA-Mimetika, bei denen das Zucker-Phosphat-Gerlst der
natiirlichen Nukleinsauren durch eine Peptidkette ersetzt worden ist [13':134139-142)y
Far die DNA-Ligand-Komplexbildung dieser Verbindungsklasse wurde angenommen,
dass sich das Pyrrolcarboxamid-Strukturelement in die kleine Furche der DNA einla-
gert, wahrend die mit dem Rinnenbinder verkntpfte Nukleobase — lbereinstimmend
mit der DNA-Bindung der PNAs — mit der DNA in Form einer Hoogsteen-Basen-
paarung (Abb. 6.30, Seite 204) interagiert [3%:°0.114.139-142144.145] "1 ;rch diesen dualen
Bindemodus sollten eine Steigerung der DNA-Affinitat, eine Verbesserung der Se-
quenzselektivitdt der DNA-Bindung und eine Hemmung der fir die Replikation und
Transkription essentiellen Enzyme (u. a. Topoisomerase | und Telomerase) erreicht
werden 1¥7:149]

Alle zur Verfagung stehenden Vertreter der Thymin- und der Uracil-gekoppel-
ten Mono- und Bispyrrolcarboxamide 7% (Abb. 6.15-6.16, Seiten 183-184) sollten
auf ihre DNA-bindenden Eigenschaften untersucht werden mit dem Ziel, Struktur-
Wirkungsbeziehungen fir diese potentiell viel versprechende Substanzklasse aufstel-
len zu kénnen. Um Aussagen beziiglich der Starke der DNA-Affinitat und der Se-
quenzselektivitat der DNA-Bindung machen zu kdnnen, wurden T,-Wert-Messungen
durchgeflihrt, die durch Molecular Modelling-Studien ergéanzt werden sollten. Dazu
wurde fir jede Testverbindung unter Anwendung der in dem Programm SPARTAN
3% implementierten Konformerenanalyse (Kapitel 5.2.2, Seite 118 ff.) eine Mini-
mumskonformation simuliert. Auf der Grundlage dieser Energieminima wurden an-
schlieBend einige Molekuleigenschaften, darunter das MEP (molekulares elekiro-
statisches Potential; Kapitel 4.1.2, Seite 96), die Energien der Grenzorbitale (Enomo
und Eiumo) und der Durchmesser der konkaven Molekulseite (— Abstand der C-
terminalen Seitenkette zum N-terminalen Linker; Abb. 6.27, Seite 201) ermittelt, da

diese die DNA-AKktivitat der Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamide méglicher-
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weise beeinflussen kénnen. Des Weiteren wurden sechs Vertreter der Thymin-Reihe
(Verbindungen 15-20; Abb. 6.16, Seite 184) an ein Dodekanukleotid gedockt, um
anhand der simulierten DNA-Ligand-Komplexe den DNA-Bindemodus der Testver-
bindungen untersuchen zu kdnnen. Aufgrund der bereits erwahnten, potentiell mog-
lichen Hoogsteen-Basenpaarung des Thymin-Rings mit einem Adenin-Molekdl in der
groBen Rinne des Oligomers, galt dabei der Positionierung der Pyrimidin-Base an
der DNA ein besonderes Interesse. AbschlieBend wurden einige Topoisomerase |-
Hemmtests durchgefihrt, um zu Uberprifen, ob die Nukleobasen-gekoppelten Pyrrol-
carboxamide die Aktivitat dieses fur die DNA-Replikation bedeutenden Enzyms (Ka-
pitel 2.1.2, Seite 21 ff.) herabsetzen kdnnen.

0
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Abb. 6.15:  Strukturformeln der Mono- und Bispyrrolcarboxamide der Uracil-Reihe
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Abb. 6.16:  Strukturformeln der Mono- und Bispyrrolcarboxamide der Thymin-Reihe

- 184 -



6.2.2 T,-Wert-Messungen

Zur Untersuchung der DNA-Affinitaten der Nukleobasen-gekoppelten Mono- und Bis-
pyrrolcarboxamide (Abb. 6.15-6.16, Seiten 183-184) wurden zunachst T,-Wert-Mes-
sungen mit der routinemaBig eingesetzten poly(dAdT),-DNA durchgefuhrt (Kapitel
3.4.1, Seite 64 ff.). Erganzend erfolgte fiir die Testsubstanzen 13, 14, 18, 20 und 21,
die mit diesem, nur aus AT-Basen aufgebauten Polymer eine detektierbare DNA-Ak-
tivitat zeigten, auch die Bestimmung der AT,-Werte unter Verwendung von Thymus-
DNA (~42% GC-Basen-Anteil *%3"). Wie bereits bei den Hetaren-pyrrolcarboxami-
den beschrieben (Kapitel 6.1.2.2, Seite 159 ff.), sollten auch bei dieser Substanz-
klasse, anhand der jeweils errechneten Relationen der mit den beiden DNA-Moleki-
len erhaltenen AT,-Werte (verwendete Rechenformel: {AT,(Thymus) /
ATn[poly(dAdT)o]} x 100), Aussagen bezlglich der Sequenzselektivitat der DNA-Bin-
dung gemacht werden (Abb. 6.17, Seite 187). Die ATn-Werte der Pyrrolcarboxamide
der Uracil-Reihe sind in Tab. 6.10, die der Thymin-gekoppelten Testverbindungen in
Tab. 6.11 (Seite 186) aufgefihrt.

Anzahl der N'_-i':g‘?nda‘i:n ATm[poly(dAdT)s] | ATm(Thymus-DNA)
Pyrrolringe Linkers [°C] [*C]

9 1 C-2 n. a. n. b.

10 1 C-3 n. a. n. b.

11 1 C-4 n. a. n. b.

12 2 C-2 _— _—

13 2 C-3 6,9+ 0,35 1,3+0,11

14 2 C-4 8,8+0,34 2,3+0,35

Tab. 6.10: AT-Werte der Mono- und Bispyrrolcarboxamide der Uracil-Reihe
(AT-Werte: Mittelwerte aus mindestens drei Messungen + Standardabweichung)

n. a.: Substanz bindet nicht an die DNA , AT,[poly(dAdT),] < 1°C
n. b.: AT,-Wert wurde nicht bestimmt
' AT-Wert konnte nicht bestimmt werden, da nicht mehr genug Substanz zur Verfigung stand
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erzri?r'iggé N':i';%‘?nda‘i:n ATr[poly(dAdT)s] | ATm(Thymus-DNA)
Linkers [*C] [C]

15 1 C-2 n. a. n. b.

16 1 C-3 n. a. n. b.

17 1 C-4 n. a. n. b.

18 2 c-2 7,7+0,15 2,41 0,32

19 2 C-3 2,9+0,79 -

20 2 C-4 6,3%0,30 1,4 +0,53

21 2 C-6 6,9+ 0,11 2,7+0,24

Tab. 6.11: AT,,-Werte der Mono- und Bispyrrolcarboxamide der Thymin-Reihe
(AT-Werte: Mittelwerte aus mindestens drei Messungen + Standardabweichung)

n. a.: Substanz bindet nicht an die DNA, AT [poly(dAdT),] < 1°C
n. b.: AT,-Wert wurde nicht bestimmt
' AT-Wert konnte nicht bestimmt werden, da nicht mehr genug Substanz zur Verfigung stand

Aus den T,-Wert-Messungen geht hervor, dass die Monopyrrol-Derivate — unabhan-
gig von der Linkerlange und der Art der N-terminal gekoppelten Nukleobase — keine
DNA-Aktivitat aufweisen (Tab. 6.10-11, Seiten 185-186). Im Gegensatz dazu ist bei
den aus zwei Pyrrol-Ringen aufgebauten Testsubstanzen zwar eine DNA-Bindung zu
beobachten, die detektierbaren Affinitaten sind jedoch, vor allem im Vergleich zu Net-
ropsin (ATm[poly(dAdT),] = 40,4°C £ 1,06°C) und der Substanzklasse der Combi-
lexine (Kapitel 6.3.2, Seite 219 ff.), nur schwach ausgepragt.
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AT »(Thymus) in Relation zu AT ,[poly(dAdT),]
[%] 50

39,1 411
40
31,2

30 26,1

18,8 22,2
20
0,

13 14 18 20 21 Net.
Abb. 6.17: Verhaltnis der AT, (Thymus)-Werte zu den ATn[poly(dAdT),]-Werten;
Angabe in %

(verwendete Rechenformel: {AT(Thymus) / AT.[poly(dAdT).]} x 100; Net. = Netrop-
sin)

Das fur die Bispyrrol-Derivate 13, 14, 18, 20 und 21 (Abb. 6.15-6.16, Seiten 183-184)
jeweils errechnete Verhéltnis des ATn(Thymus)- zu dem ATq[poly(dAdT).]-Wert
(Abb. 6.17) lasst vermuten, dass die Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamide,
in Analogie zu Netropsin, bevorzugt an AT-reiche Abschnitte der DNA binden.

6.2.3 Topoisomerase I-Hemmtests

Ergénzend zu den mit den Substanzen 9-11, 13-17, 19 und 20 (Abb. 6.15-6.16, Sei-
ten 183-184) am |.N.S.E.R.M. in Lille, Frankreich, bereits durchgeflihrten Topoiso-
merase |-Hemmtests ¥"'*°! wurde auch die Verbindung 18 — das Essigsaure-Deri-
vat, das die hochste DNA-Affinitat aller Bispyrrolcarboxamide der Thymin-Reihe auf-
weist (Tab. 6.11, Seite 186) — auf seine Topoisomerase |-hemmenden Eigenschaf-
ten untersucht (Kapitel 3.4.2, Seite 70 ff.). Dabei zeigte sich, dass die Verbindung 18,
ebenso wie die anderen getesteten Vertreter der Nukleobasen-gekoppelten Rinnen-
binder 714! keine Abnahme der Enzymaktivitat bewirken konnte (Abb. 6.18, Seite
188). Im Gegensatz zu dem Topoisomerase |-Gift Camptothecin, das durch Stabili-
sierung des kovalenten Komplexes aus DNA und Enzym (Cleavable Complex) eine
vollstandige Relaxation der Plasmid-DNA unterbindet 7% (Spur 3; Abb. 6.18), ist
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bei den Reaktionsansatzen 4-6, die das Thyminessigsaure-Derivat enthaltenen, kei-
ne Bande fir superspiralisierte DNA mehr erkennbar (Kapitel 3.4.2, Seite 70 ff.).

Die bei den Spuren 2-6 auftretenden, als Topoisomere bezeichneten Ban-den
werden von partiell relaxierten DNA-Molekllen gebildet, die sich in der Anzahl der
jeweils noch im Plasmid verbliebenen, superhelikalen Windungen unterscheiden 184,

Superspiralisierte DMNA - —

} Topaisomers
Relaxierte DNA —_—

Abb. 6.18: Gelelekiropherogramm des mit der Verbindung 18 durchgefiihrten
Topoisomerase |-Hemmtests

(Spur 1: Plasmid-DNA pUC19; Spur 2: Plasmid-DNA+Topoisomerase | — vollstandige
Relaxierung des Plasmids; Spur 3: Camptothecin 20 uM — konzentrationsabhangige
Hemmung der TOPO [; Spur 4: 18 50 uM — keine Hemmung, da vollstandige Relaxie-
rung des Plasmids; Spur 5: 18 20 yM — keine Hemmung; Spur 6: 18 5 uM — keine
Hemmung)

6.2.4 Molecular Modelling-Studien

Da keine Kristallstrukturen der Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamide zur Ver-
figung standen, mussten fir die geplanten Molecular Modelling-Studien zunachst
dreidimensionale Computermodelle der Testsubstanzen erzeugt werden. Dazu wur-
den die Derivate zuerst mit dem in dem Programm SPARTAN B enthaltenen Bau-
kastensystem "9} auf der Basis der Kristallstruktur des Nitro-bispyrrolcarboxamids 4
(2581 (Abb. 6.5, Seite 158) konstruiert und anschlieBend unter Anwendung der eben-
falls in SPARTAN % implementierten Konformerenanalyse (Kapitel 5.2.2, Seite 118
ff.) energieminimiert.

Neben anderen Molekileigenschaften (Kapitel 6.2.1, Seite 182 ff.) wurden die
Grenzorbital-Energien der simulierten Minimumskonformere ermittelt, da diese die
DNA-Aktivitat der Testverbindungen potentiell beeinflussen kénnen. Die Epomo- und
ELumo-Werte der Nukleobasen-gekoppelten Minor Groove Binder stehen jedoch in
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keinem erkennbaren Zusammenhang zu ihrer DNA-Affinitat, weshalb auf die errech-
neten Energien an dieser Stelle nicht nédher eingegangen wird.

Sechs Vertreter der Thymin-gekoppelten Pyrrolcarboxamide (Verbindungen 15-20,
Abb. 6.16, Seite 184) wurden firr die geplanten Docking-Studien als Liganden ausge-
wahlt. Da die Derivate, ebenso wie die Flnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide (Kapitel
6.1.2.3, Seite 162 ff.), bei physiologischem pH-Wert protoniert vorliegen (Abb. 6.29,
Seite 204), wurden sie in den Simulationen in Form ihrer quartdren Ammonium-Ver-
bindungen eingesetzt (Kapitel 5.4.1, Seite 134 ff.). Ein Dodecanukleotid [PDB-Code
B3¢l 102D 284 Sequenz: 5’-D(*CP*GP*CP*AP*AP*AP*TP*TP*TP*GP*CP*G)-3"], wel-
ches im zentralen Teil des Oligomers sechs statt der sonst flir das Docken von Minor
Groove Bindern (iblichen vier AT-Basenpaaren aufweist ®'%! diente als Rezeptor
(Kapitel 5.3.1, Seiten 128-129). Die beiden zusatzlichen AT-Basenpaare sollten —
neben der Rinnenbindung des Mono- bzw. Bispyrrolcarboxamid-Strukturelements —
eine Hoogsteen-Basenpaarung des Thymin-Rings mit einem Adenin-Molekul in der
groBen Furche der DNA erméglichen (Abb. 6.30, Seite 204).

Mit jeder Testverbindung konnte ein DNA-Ligand-Komplex simuliert werden.
Dabei wurden flr das Derivat 16 zwei energetisch nahezu gleichwertige Stellungen
an der DNA ermittelt, die bei den Auswertungen beide berlcksichtigt werden (im
Folgenden als Komplex A bzw. Komplex B bezeichnet). Die mit ICM-PRO 3233 nach
dem Docking errechneten Komplexbildungsenergien sind, ebenso wie die Energie-
werte, die nach dem Refinement (Kapitel 5.4.2, Seite 143 ff.) in HYPERCHEM B4
ermittelt wurden, in Tab. 6.12 (Seite 190) aufgefihrt. Die simulierten Komplexe sind
in den Abb. 6.19-6.24 (Seiten 191-197) graphisch dargestellt (Atombezifferung der
Nukleotide: Abb. 2.1, Seite 17).
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Komplexbildungsenergie Komplexbildungsenergie
ICM-PRO' HYPERCHEM?
[kcal/mol] [kcal/mol]
15 -79,0 -57,0
16A -89,2 -59,2
16B -89,0 -57,1
17 -87,7 61,4
18 -100,8 -72,1
19 -107,5 -76,7
20 -110,8 -75,9

Tab. 6.12:

Komplexbildungsenergien der mit den Thymin-gekoppelten Mono- und
Bispyrrolcarboxamiden simulierten DNA-Ligand-Komplexe

" Komplexbildungsenergie, berechnet mit ICM-PRO ®#%® nach dem DNA-Ligand-Docking

2: Komplexbildun
mik-Simulation

Aus Tab. 6.12 lasst sich ersehen, dass es beim Ubergang von den inaktiven Mono-
pyrrol-Derivaten (Verbindungen 15-17) zu den DNA-bindenen Bispyrrol-Analoga
(Verbindungen 18-20; Abb. 6.16, Seite 184; AT-Werte: Tab. 6.11, Seite 186) zu ei-
nem signifikanten Anstieg der mit ICM-PRO ¥2% und der mit HYPERCHEM B4 er-
rechneten Komplexbildungsenergien kommt. Diese beiden Molecular Modelling-Pro-
gramme kénnen folglich dazu eingesetzt werden, bei den Nukleobasen-gekoppelten
Pyrrolcarboxamiden die Derivate mit einer detektierbaren DNA-Bindung von den

ergie, berechnet mit HYPERCHEM ©*' nach dem Refinement (— Molekiildyna-
durchgefiihrt mit der Kraftfeld-Methode AMBER [7%18%

Testverbindungen ohne DNA-AKktivitat zu separieren.
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Abb. 6.19:

Verbindung 15, gebunden an den Rezeptor ,102D"

Links: Mit ICM-PRO 233 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-

ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(grine Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-Basen bzw. den H-Ato-
men der Amino-Gruppe der Guanin-Base mit Atomabstanden von 2 bis 4 A; blaue
Pfeile symbolisieren H-Brlicken: H-Briicke 1 — Dreizentren-H-Bricke mit Thymin 19
O-2 und Thymin 7 O-2 als Akzeptoren, H-Briicke 2 mit Thymin 8 O-2 als Akzeptor, H-
Briicke 3 — Dreizentren-H-Briicke mit Adenin 18 O-4* und Adenin 17 N-3 als Akzep-
toren, H-Briicke 4 mit Adenin 17 O-4* als Akzeptor)
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Abb. 6.20A: Verbindung 16, gebunden an den Rezeptor ,102D* (Komplex A)
Links: Mit ICM-PRO 233 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-

ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(grune Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-Basen bzw. den H-Ato-
men der Amino-Gruppe der Guanin-Base mit Atomabstanden von 2 bis 4 A; blaue
Pfeile symbolisieren H-Bricken: H-Briicke 1 mit Adenin 18 N-3 als Akzeptor, H-

Briicke 2 mit Adenin 18 O-4* als Akzeptor, H-Briicke 3 mit Adenin 17 O-4* als Akzep-
tor)
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Abb. 6.20B: Verbindung 16, gebunden an den Rezeptor ,102D* (Komplex B)

Links: Mit ICM-PRO 233 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-

ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(grune Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-Basen bzw. den H-Ato-
men der Amino-Gruppe der Guanin-Base mit Atomabstanden von 2 bis 4 A; blaue
Pfeile symbolisieren H-Brlicken: H-Briicke 1 — Dreizentren-H-Bricke mit Thymin 19

0O-4* und Adenin 18 N-3 als Akzeptoren, H-Briicke 2 mit Adenin 18 O-4* als Akzeptor,
H-Bricke 3 mit Adenin 17 O-4* als Akzeptor)
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Abb. 6.21:

Verbindung 17, gebunden an den Rezeptor ,102D"
Links: Mit ICM-PRO 233 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-

ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(grune Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-Basen bzw. den H-Ato-
men der Amino-Gruppe der Guanin-Base mit Atomabstanden von 2 bis 4 A; blaue
Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 mit Thymin 7 O-2 als Akzeptor, H-Briicke
2 mit Adenin 17 N-3 als Akzeptor, H-Briicke 3 mit Guanin 10 H-22 als Donator)
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Abb. 6.22:

Verbindung 18, gebunden an den Rezeptor ,102D"

Links: Mit ICM-PRO 233 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-

ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(grine Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-Basen mit Atomabstan-
den von 2 bis 4 A; blaue Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 — Dreizentren-
H-Brlicke mit Adenin 6 N-3 und Thymin 7 O-4* als Akzeptoren, H-Briicke 2 mit

Thymin 8 O-4* als Akzeptor, H-Briicke 3 mit Thymin 9 O-4* als Akzeptor, H-Briicke 4
mit Thymin 9 O-2 als Akzeptor)
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Abb. 6.23:

Verbindung 19, gebunden an den Rezeptor ,102D"
Links: Mit ICM-PRO 233 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-
ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(grine Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-Basen mit Atomabstan-
den von 2 bis 4 A; blaue Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Bricke 1 mit Thymin 19
O-2 als Akzeptor, H-Briicke 2 — Dreizentren-H-Briicke mit Adenin 18 O-4* und
Adenin 17 N-3 als Akzeptoren, H-Briicke 3 mit Adenin 17 O-4* als Akzeptor)
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Abb. 6.24:

Hgé CHS

Verbindung 20, gebunden an den Rezeptor ,102D"
Links: Mit ICM-PRO [3233] simulierter DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Brik-
ken zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht
zur DNA-Helixachse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(griine Pfeile kennzeichnen van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Wasser-
stoffatomen des Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-Basen mit Atomabstan-
den von 2 bis 4 A; blaue Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Brliicke 1 — Dreizentren-
H-Briicke mit Thymin 19 O-2 und Thymin 7 O-2 als Akzeptoren, H-Briicke 2 — Drei-

zentren-H-Briicke mit Adenin 17 N-3 und Thymin 9 O-2 als Akzeptoren, H-Brlcke 3
mit Adenin 17 O-4* als Akzeptor)
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Wie bereits bei den Flnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamiden (Kapitel 6.1.2.3, Seite 172
ff.) detailliert dargestellt, wurden auch die DNA-gebundenen Konformere der Thymin-
gekoppelten Bispyrrol-Derivate 18-20 (Abb. 6.16, Seite 184) nach Docking (Kapitel
5.4.1, Seite 134 ff.) und Refinement (Kapitel 5.4.2, Seite 143 ff.) auf einen bei der
DNA-Ligand-Komplexbildung mdoglicherweise auftretenden Induced-Fit untersucht.
Dazu wurden zunéachst die Torsionswinkel o (£ = N5-C6-C7-08), B-1 (£ = 08-C7-
N10-H9) und vy (£ = H9-N10-C11-C12) (Abb. 6.25, Seiten 198-199) gemessen, um
anhand der erhaltenen Werte den Winkel & berechnen zu kénnen 'l Dieser Winkel
beschreibt die relative Lage der beiden Pyrrol-Ringe zueinander und spiegelt somit
die Starke der bei der DNA-Bindung der Liganden auftretenden Rotationen um die
beiden zentralen NH-Pyrrol- und CO-Pyrrol-Bindungen wider. Erganzend wurden so-
wohl bei den Mono-, als auch bei den Bispyrrol-Verbindungen die Winkel der C-ter-
minalen Amidbindungen (B-2; £ = O13-C14-N15-H16) und die der N-terminalen
Amidbindungen (B-3; £ = O1-C2-N3-H4) (Abb. 6.25, Seiten 198-199) ermittelt, um
Aussagen Uber die E/Z-Konfiguration der peptidischen Bindungen bei den DNA-
gebundenen Konformeren machen zu kdénnen. Die gemessenen und errechneten
Winkel sind in Tab. 6.13 (Seite 199) aufgefihrt.

0 0
- CH;
HiC HN |
pe Vo L
N |-|| b N~ H
N B-2\y
53 | )
o

b

Abb. 6.25A: Schematische Darstellung der betrachteten Torsionswinkel
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Abb. 6.25B: Schematische Darstellung der fiir die Winkelmessungen benétigten
Atome mit ihrer Nummerierung

4 » \ ]
(Kristallstruktur') 18 19 20
o 1 ao . . ]
(£ = N5-C6-C7-08) 10,6 17,5 15,8 26,6
(£= os-%-;-Nm-Hg) -178,6° -179,2° -178,3° 172,0°
Y o o . ]
(£ = H9-N10-C11-C12) 4.9 3.8 11,0 10,6
)
(berechnet aus o, -1 -7,1° 20,5° 25,1° 45,2°
und v)
B-2 - o o - o - o
(£ = 013-C14-N15-H16) 175,6 169,7 177,4 180,0
(£= O1F(52-N3-H4) - -171,3° 172,4° 171,1°
2 167 162 )
15 (Komplex A) (Komplex B) 17
p-2 o o ] . ]
(£ = O13-C14-N15-H16) 177,3 177,8 175,9 174,7
(£ = O1F(;g-N3-H4) -176,7° 177,2° 174,4 164.8°

Tab. 6.13:  Zur Untersuchung des Induced-Fit ermittelte Winkel der Thymin-gekop-
pelten Mono- und Bispyrrolcarboxamide

' Winkel der Kristallstruktur *®
2: Winkel der nach Docking (in ICM-PRO #2%) und Refinement (in HYPERCHEM %) vorliegenden

Konformationen der Testverbindungen
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Im Gegensatz zur Kristallstruktur des Nitrobispyrrolcarboxamids 4 (— Basis fir die in
SPARTAN ¥ durchgefiihrten Konstruktionen der Minimumskonformere der Nukleo-
basen-gekoppelten Testverbindungen; Abb. 6.5, Seite 158; Kapitel 5.2.2, Seite 122
ff.), weisen die DNA-gebundenen Konformere der Derivate 18-20 keine Coplanaritat
im Molekll auf: Bei der DNA-Ligand-Komplexbildung dieser Verbindungen wurden
die beiden Pyrrol-Ringe, bedingt durch Rezeptor-induzierte Rotationen um die beiden
Bindungen ,C6-C7* und ,N10-C11“, gegeneinander verdreht (& > 10° Tab. 6.13;
Seite 199; Abb. 6.26). Die daraus resultierende isohelikale Konformation flihrt, eben-
so wie die von der trans-(Z)-Konfiguration der Amidbindungen hervorgerufene Sichel-
form der Molekile, zu einer besseren Anpassung der Nukleobasen-gekoppelten
Bispyrrolcarboxamide an die Topologie der kleinen Rinne. Dies hat eine Verstarkung
der DNA-Bindung der Minor Groove Binder zur Folge.

Abb. 6.26: Darstellung der isohelikalen Konformation des DNA-gebundenen Kon-
formers der Verbindung 20:
Vergleich des in SPARTAN % simulierten Minimumskonformers (blau-
es Molekil) mit dem Konformer nach Docking und Refinement (rotes
Molekul)

(Alignment durchgefiihrt in SPARTAN %)
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Ergénzend zu den oben aufgefiihrten Torsionswinkeln, wurde im Hinblick auf einen
bei der DNA-Komplexbildung der Testverbindungen potentiell auftretenden Induced-
Fit untersucht, ob bei der DNA-Bindung der Thymin-gekoppelten Pyrrolcarboxamide
eine Rezeptor-induzierte Aufweitung der Liganden im Sinne einer VergréBerung des
Kurvatiir-Durchmessers zu beobachten ist. Dazu wurden bei den in SPARTAN [
simulierten Minimumskonformeren, ebenso wie bei den nach Docking (Kapitel 5.4.1,
Seite 134 ff.) und Refinement (Kapitel 5.4.2, Seite 143 ff.) vorliegenden, DNA-ge-
bundenen Konformeren der Testsubstanzen 15-20 die Abstédnde zwischen der C-ter-
minalen Seitenkette und dem N-terminalen Linker bestimmt ¥, Als Bezugspunkte
der Messungen dienten dabei stets das mit einem roten Stern markierte C-Atom der
Dimethylaminopropyl-Kette (Fixpunkt), sowie das jeweils genau gegentberliegende
Linker-Atom (von der Konformation der jeweiligen Testverbindung abhangiger Mess-
punkt) (Abb. 6.27). Die ermittelten Durchmesser sind in Tab. 6.14 (Seite 202) aufge-
fahrt.

CHs,
O
AN
H Durchmesser der MolekUl-Kurvatlr
<
H
H x
O
B \_
o) CHs
EH,

Abb. 6.27: Bezugspunkte der Messung des Kurvattr-Durchmessers der Minor
Groove Binder
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Ls des N Durchmesser Dl:;:: r[r)lﬁis_er

ange des N- ini .

Anzahl der ter?ninalen diimg:-lrrnn:rr;s gebundenen
Pyrrol-Ringe Linkers Konformers?

15 1 C-2 9,11 9,48

16 1 C-3 10,39 10,03/ 10,05°

17 1 C-4 9,11 9,32

18 2 C-2 13,42 13,32

19 2 C-3 14,80 14,85

20 2 C4 13,42 16,11

Tab. 6.14: Durchmesser der Molekul-Kurvattr der Minimums- und der DNA-gebun-
denen Konformere der Thymin-gekoppelten Mono- und Bispyrrolcarbox-
amide

': Minimumskonformer, berechnet in SPARTAN % unter Verwendung der Konformerenanalyse (Kapi-
tel 5.2.2, Seite 118 ff.)

2: Konformer nach Docking (in ICM-PRO %) und Refinement (in HYPERCHEM %)

®: Durchmesser des Liganden in Komplex A/Durchmesser des Liganden in Komlex B

Eine signifikante, durch die DNA-Bindung hervorgerufene Aufweitung des Molekiils
tritt nur bei dem Derivat 20 auf (Tab. 6.14; Abb. 6.28, Seite 203). Hier nimmt der Kur-
vatir-Durchmesser der komplexierten Form im Vergleich zum Minimumskonformer
um mehr als 2 A zu. Bei den anderen Testsubstanzen unterscheiden sich die Mini-
mums- und die DNA-gebundenen Konformere dagegen nur geringfligig voneinan-
der. Folglich ist eine Molekul-Aufweitung fur eine erfolgreiche DNA-Ligand-Komplex-
bildung der Thymin-gekoppelten Mono- und Bispyrrolcarboxamide nicht generell not-
wendig.

Aus den in SPARTAN B mit der semiempirischen AM1-Methode 818 (Kapitel
5.2.2, Seite 127) durchgeflhrten Berechnungen des molekularen elektrostatischen
Potentials (MEP; Kapitel 4.1.2, Seite 96) der Nukleobasen-gekoppelten Testverbin-
dungen geht hervor, dass — ebenso wie bei den Flnfring-Hetaren-pyrrolcarboxami-
den (Kapitel 6.1.2.3, Seite 160 ff.) — die der elektronenreichen kleinen Rinne zuge-
wandte, konkave Molekilseite der Liganden ein positives MEP aufweist (Abb. 6.28,
Seite 203). Dies wirkt sich auf die DNA-Bindung im Sinne einer Verstarkung der
DNA-Ligand-Interaktionen aus.
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Abb. 6.28: Molekulares elektrostatisches Potential der Thymin-gekoppelten Pyrrol-
carboxamide (hier: Verbindung 20)

Links: Minimumskonformer (in SPARTAN B simuliert)

Rechts: DNA-gebundenes Konformer (nach Docking in ICM-PRO % ynd
Refinement in HYPERCHEM %)

[{Berechnung des MEP in SPARTAN ¥ mit einer semiempirischen AM1-Rechnung
184185): das MEP reicht von -80,0 kcal/mol bis +70,0 kcal/mol und ist farbcodiert: Rote
Felder geben Bereiche eines negativen MEP (hohe Elektronendichte) wider; blaue
Felder zeigen das Vorhandensein eines positiven MEP (niedrige Elektronendichte) an
[197): projektion des MEP auf die Connolly-Oberflache (I6sungsmittelzugangliche Ober-
flache) der Molekile, deren duBere Grenze jeweils einer Elektronendichte von 0,002
e/aus entspricht #>'97)]

Wie bereits bei den Flnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamiden zu beobachten war (Kapi-
tel 6.1.2.3, Seite 176), spielt die bei pH 7 protoniert vorliegende, C-terminale Di-
methylaminopropyl-Seitenkette (Abb. 6.29, Seite 204) auch bei der DNA-Bindung der
Nukleobasen-gekoppelten Mono- und Bispyrrol-Derivate eine wichtige Rolle. In je-
dem der sieben untersuchten Komplexe (Abb. 6.19-6.24, Seiten 191-197) ist das
quartare Ammonium-lon als Donor an der Ausbildung einer Wasserstoff-Briicke zu
einer DNA-Base beteiligt. Dadurch wird, neben der Positionierung des Liganden am
Rezeptor, die Kinetik der Komplexbildung im Sinne einer l&ngeren Residualzeit der
Testsubstanz an der DNA beeinflusst ?’®!. Dies hat, ebenso wie die zahlreichen van
der Waals-Wechselwirkungen, die die Methyl- und Methylen-Gruppen der aliphati-
schen Seitenkette zur DNA ausbilden (Kapitel 6.3.5, Seite 251 ff.), eine Verstarkung
der DNA-Bindung zur Folge.
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Abb. 6.29: Beispiel eines Thymin-gekoppelten Pyrrolcarboxamids mit protoniert
vorliegendem Stickstoffatom in der Seitenkette (hier: Verbindung 18)

Die Nukleobasen-gekoppelten Mono- und Bispyrrolcarboxamide wurden mit dem Ziel
synthetisiert, eine Erhéhung der DNA-Affinitat durch eine zusatzlich zur Rinnenbin-
dung auftretende Hoogsteen-Basenpaarung des Thymin- bzw. Uracil-Moleklls mit
einer Adenin-Base der DNA zu erreichen (Abb. 6.30). Aus diesem Grund wurde die
jeweilige Stellung des Thymin-Rings in den mit ICM-PRO ¥2% simulierten DNA-LI-
gand-Komplexen (Abb. 6.19-6.24, Seiten 191-197) genauer betrachtet.

GroBe Rinne
CH,
/O
\\ —’,— \
H\N/H T

Watson-Crick

Kleine Rinne

Abb. 6.30: Schematische Darstellung der Hoogsteen-Basenpaarung eines Thy-
min- (R = —CHgs) bzw. Uracil- (R = —H) Molekdlls mit einer Adenin-Base
in der groBen Rinne der DNA (nach DaRos "** und Nielsen *'%?))
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Eine Hoogsteen-Basenpaarung zwischen dem Thymin-Molekil des Liganden und
einem AT-Basenpaar in der groBen Rinne der DNA tritt bei keinem der untersuchten
Komplexe auf (Abb. 6.19-6.24, Seiten 191-197). Die Nukleobase liegt, wie auch die
Pyrrolcarboxamid-Struktur mit der C-terminal verknlpften Dimethylaminopropyl-Sei-
tenkette, in der kleinen Furche des Oligonukleotids eingelagert vor. Dabei lassen sich
zwei Stellungen des Pyrimidin-Rings an der DNA unterscheiden: Bei den mit den
Verbindungen 15, 17, 18 und 20 gebildeten Komplexen — ebenso wie bei Komplex B
des Propionsaure-Derivats 16 — ragt die Methyl-Gruppe des Thymins aus der kleinen
Rinne heraus; bei der DNA-Bindung des Bispyrrolcarboxamids 19 und bei dem im
Vergleich zu Komplex B etwas energiedrmeren Komplex A des Derivats 16, ist sie
dagegen dem Inneren der Rinne zugewandt (Abb. 6.31; Abb. 6.16, Seite 184).

Abb. 6.31: Darstellung der zwei unterscheidbaren Positionen des Thymin-Rings an
der DNA

Links: Die Methyl-Gruppe des Thymins ist dem Inneren der kleinen Rin-
ne zugewandt (Ausschnitt aus dem mit ICM-PRO %% simulierten Komplex A der
Verbindung 16)

Rechts: Die Methyl-Gruppe des Thymins ragt aus der kleinen Rinne
heraus (Ausschnitt aus dem mit ICM-PRO P¥%*¥ simulierten Komplex B der Verbin-
dung 16)
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6.2.5 Zytotoxizitatsstudien des NCI

In dem mit drei Krebszelllinien durchgefuhrten Prdscreening des National Cancer
Institute (NCI) zeigte keine der getesteten Verbindungen 9-11, 13-17, 19 und 20
zytostatische oder zytotoxische Eigenschaften 137:14%],

6.2.6 Diskussion der Ergebnisse

Aus den T-Wert-Messungen geht hervor, dass das gesamte Kollektiv der unter-
suchten Nukleobasen-gekoppelten Bispyrrol-Verbindungen (Verbindungen 13, 14
und 18-21) eine, wenn auch nur schwach ausgepragte, DNA-Affinitat besitzt, wah-
rend keines der getesteten Monopyrrol-Derivate (Verbindungen 9-11 und 15-17; Abb.
6.15-6.16, Seiten 183-184) an die DNA bindet (Kapitel 6.2.2, Seite 185 ff.; Abb. 6.32,
Seite 208).

Die erhobenen in silico-Daten lassen vermuten, dass dieses Resultat nicht,
wie urspringlich angenommen, auf der bei den Bispyrrolcarboxamiden zuséatzlich
vorhandenen, als potentieller H-Bricken-Donor fungierenden, dritten Amidbindung
zurlckzufiihren ist: Bei der Majoritat der mit den Bispyrrol-Derivaten 18-20 simulier-
ten Komplexe sind nicht 3, sondern nur 2 amidische Stickstoffatome an der Ausbil-
dung von H-Bricken-Bindungen zwischen Ligand und Rezeptor beteiligt (Tab. 6.15,
Seite 207). [Da das DNA-Ligand-Docking zwecks Ergebnisvalidierung mit jeder Test-
verbindung mehrfach durchgefiihrt wurde (Kapitel 5.4.1.2, Seite 142 ff.), basiert diese
Aussage nicht allein auf den 3 hier dargestellten, jeweils energetisch glnstigsten,
sondern auf insgesamt 30 simulierten Komplexen.] Diese Beobachtung korreliert mit
den in dem Programm HYPERCHEM B mit der Kraftfeldmethode AMBER 79180
berechneten Energien, die bei der Komplexbildung infolge des Aufbaus intermoleku-
larer Wasserstoff-Briicken freigesetzten wurden (Kapitel 5.4.2, Seiten 144-145), und
die bei den Bispyrrolcarboxamiden nicht gréBer (sprich: negativer) sind als bei den
Monopyrrol-Derivaten (Tab. 6.15, Seite 207).

Die nur bei den Testsubstanzen der Bispyrrol-Reihe messbaren DNA-Affinita-
ten lassen sich vielmehr dadurch erkléaren, dass die fur die DNA-Bindung wichtigen
van der Waals-Wechselwirkungen zwischen Ligand und Rezeptor, als Folge der
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durch die Einfihrung des zweiten Pyrrol-Rings bedingten MolekilgréBen-Zunahme
verstarkt werden (Tab. 6.15).

Des Weiteren geht aus den Docking-Studien hervor, dass die Monopyrrol-De-
rivate bei der Komplexbildung nur 4 bis 5, die Bispyrrol-Analoga dagegen 6 Basen-
paare umschlieBen (Abb. 6.19-6.24, Seiten 191-197). Indem sich die Bispyrrolcar-
boxamide somit in einen gréBeren Abschnitt der kleinen Rinne einlagern, kdnnen sie
auch mehr Wassermolekile von der DNA verdréangen, was Uber eine Entropie-Stei-
gerung zu einer Verstarkung der DNA-Bindung fiihrt 2. Dieser aus den hydropho-
ben DNA-Ligand-Interaktionen resultierende Effekt wird allerdings bei den im Vaku-
um ablaufenden Molecular Modelling-Simulationen nur unzureichend bericksichtigt,
so dass er in die mit ICM-PRO ¥2%3 perechneten Komplexbildungsenergien nicht in

einem der Realitat entsprechenden Ausmass einbezogen wird 222411,
durch H-Bricken- | purchmesser durch van der
Anzahl der an Bindungen des DNA- Waals-WW
den H-Briicken- freiwerdende gebundenen freiwerdende
Bindungen Komplexbildungs- 2 | Komplexbildungs-
Konformers
i | argl ™| Koromers | i
g [kcal/mol] [Al [keal/mol]
15 2 -0,84 9,48 -45,3
16 2/2* -0,63/-0,72* 10,03/ 10,05* -47,3 /-43,7°
17 1 -0,93 9,32 -46,0
18 3 -0,65 13,32 -59,1
19 2 -0,57 14,85 -65,0
20 2 -0,70 16,11 -64,1
Tab. 6.15: Eigenschaften der DNA-Ligand-Komplexe und der DNA-gebundenen

Konformere der Thymin-gekoppelten Mono- und Bispyrrolcarboxamide

1. Energie, die auf die Bildung von H-Brlcken zurlickzufihren ist (hach dem Refinement in
HYPERCHEM B4 berechnet; verwendete Rechenmethode: AMBER [179’1801)
2: Konformer nach Docking (in ICM-PRO ¥*%) und Refinement (in HYPERCHEM #*): Messung des
Kurvatlr-Durchmessers: Abb. 6.27 (Seite 201)
: Energie, die auf van der Waals-Wechselwirkungen zurtickzufuihren ist (nach dem Refinement in
HYPERCHEM 14 berechnet; verwendete Rechenmethode: AMBER [179’1801)
*: Angaben bezogen auf Komplex A / Komplex B
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AT[poly(dAdT),]

[°C] 12
10 8,8
8 a0 Ex 7’7 a0
6,9 6,3 b Gelb: Uracil-Derivate
6 4
Bl Thymin-Derivate
4 4
2 4
0
13 14 18 19 20 21
(C3) (C4) (C2) (C3) (C4) (C6)

Abb. 6.32: ATq[poly(dAdT),]-Werte der Thymin- und Uracil-gekoppelten Bispyrrol-
carboxamide

Neben der Bedeutung des zweiten Pyrrol-Rings fir die DNA-Bindung sollte auch der
Einfluss der Linkerlange auf die DNA-Affinitat der Nukleobasen-gekoppelten Pyrrol-
carboxamide untersucht werden.

Dabei zeigte sich, dass fir die beiden Testverbindungen, bei denen der Uracil-
bzw. der Thymin-Ring Uber einen Propionsdure-Linker mit dem Bispyrrolcarboxamid-
Strukturelement verknipft ist (Verbindung 13 bzw. 19), niedrigere AT,-Werte ermittelt
wurden als fUr die entsprechenden homologen Derivate mit einem N-terminalen C-4-
Linker (Verbindung 14 bzw. 20; Abb. 6.32; Abb. 6.15-6.16, Seiten 183-184). Diese
Beobachtung korreliert mit den Energien, die mit ICM-PRO 2% fiir die mit den Thy-
min-gekoppelten Verbindungen 19 und 20 simulierten Komplexe berechnet wurden
(Tab. 6.12, Seite 190). Vermutlich ist die in den in vitro-Studien nachgewiesene, ge-
steigerte DNA-AKktivitat der Derivate mit Buttersaure-Linker eine Folge der durch die
zusatzliche Methylen-Gruppe des Linkers verstarkten van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen DNA und Ligand, auch wenn diese Hypothese durch die mit
HYPERCHEM B4 (Kapitel 5.4.2, Seite 143 ff.) durchgefiihrten Berechnungen der
Komplexbildungsenergien, die als Folge von van der Waals-Interaktionen freigesetzt
wurden, nicht bestatigt werden konnte (Tab. 6.15, Seite 207). Darlber hinaus ermdg-
licht der Buttersaure-Linker sehr wahrscheinlich eine im Vergleich zu dem C-3-Linker
spannungsfreiere Einlagerung der entsprechenden Derivate in die kleine Rinne der
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DNA, was sich ebenfalls energetisch giinstig auf die DNA-Ligand-Interaktionen der
Thymin-gekoppelten Bispyrrolcarboxamide auswirken konnte.

Die bei der Synthese der Verbindung 21 realisierte, weitere Verlangerung der
N-terminalen Seitenkette auf insgesamt 6 C-Atome flihrte nur zu einem minimalen
Anstieg der gemessenen DNA-Affinitat (Abb. 6.32, Seite 208). Méglicherweise wird
hier die durch die MolekulvergrdBerung bedingte Zunahme der van der Waals-Wech-
selwirkungen durch eine Abnahme der Entropie kompensiert, die auf den bei der
DNA-Bindung auftretenden Verlust der bei dem Derivat 21 zahlreich vorhandenen
Freiheitsgrade zuriickzufiihren ist ! (im Molekiil der Verbindung 21 treten 237, bei
dem Derivat 20 dagegen nur 219 Freiheitsgrade auf; in SPARTAN B mit der semi-
empirischen AM1-Methode !'8*'8 perechnet). Zudem lasst der im Vergleich zu der
Buttersaure-Verbindung 20 nur geringfligig héhere AT,-Wert des Derivats 21 vermu-
ten, dass trotz des langeren Linkers auch hier keine Hoogsteen-Basenpaarung des
Thymin-Rings mit einer Adenin-Base in der groBen Rinne der DNA zustande kommit.

Die groBte DNA-Affinitat der getesteten Thymin-gekoppelten Bispyrrolcarbox-
amide weist das Derivat 18 auf, bei dem die Nukleobase Uber einen Essigsaure-
Linker mit dem N-terminalen Pyrrol-Ring verknlpft ist (Abb. 6.32, Seite 208). Ein
Erklarungsansatz fir diesen Sachverhalt Iasst sich weder aus der graphischen Aus-
wertung der simulierten DNA-Ligand-Komplexe, noch aus den mit ICM-PRO 322
und HYPERCHEM B4 errechneten Komplexbildungsenergien ableiten (Abb. 6.22-
6.24, Seiten 195-197; Tab. 6.12, Seite 190). Dies macht die Grenzen der Leistungs-
fahigkeit und der Aussagekraft von Molecular Modelling-Studien deutlich. Es ist je-
doch denkbar, dass bei der DNA-Bindung des Essigsédure-Derivats 18 ein im Ver-
gleich zu den homologen Verbindungen mit Propionsdure- bis Hexansaure-Linkern
energetisch glnstigeres Verhaltnis der von dem Molekll zur DNA aufgebauten van
der Waals-Wechselwirkungen zu der Entropieabnahme, die durch den Verlust von
Molekul-Freiheitsgraden bedingt ist, vorliegt: Da eine Verkirzung des Linkers nicht
nur eine Verminderung der zwischen DNA und Ligand ausgebildeten van der Waals-
Interaktionen, sondern auch eine Reduktion der im Molekll vorhandenen Freiheits-
grade zur Folge hat (mit SPARTAN #° werden fiir die Verbindung 18 nur 201 Frei-
heitsgrade ermittelt), ist der bei der DNA-Bindung auftretende Entropieverlust bei
dem Derivat 18 kleiner als bei den anderen Bispyrrolcarboxamiden. Dies kénnte der
Grund fur die unerwartet gute DNA-Affinitat des Essigsaure-Derivats sein. Zur Be-
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statigung dieser Hypothese missten allerdings weiterfiihrende kalorimetrische Mes-
sungen wie z. B. isothermale Titrationen durchgefiihrt werden 8,

In den beiden folgenden Abbildungen sind jeweils die nach Docking (Kapitel
5.4.1, Seite 134 ff.) und Refinement (Kapitel 5.4.2, Seite 143 ff.) vorliegenden
Konformere der Thymin-gekoppelten Monopyrrol-Derivate 15-17 (Abb. 6.33) und die
der Bispyrrol-Analoga 18-20 (Abb. 6.34) graphisch dargestellt. Der Vergleich der
DNA-gebundenen Konformere zeigt, dass das Mono- bzw. Bispyrrolcarboxamid-
Strukturelement und die aliphatische Dimethylaminopropyl-Seitenkette bei allen Test-
verbindungen in sehr ahnlicher Weise in die kleine Rinne eingelagert sind. Die bei
den verschiedenen Derivaten jeweils unterschiedlich langen N-terminalen Linker ha-
ben jedoch variable Position des Thymin-Rings an der DNA zur Folge.

Abb. 6.33: Vergleichende Darstellung der DNA-gebundenen Konformere der
Monopyrrol-Derivate 15 (rotes Molekiil), 16 (griines Molekdl; Ligand des
Komplexes A) und 17 (blaues Molekail)
(Alignment durchgeftihrt in SPARTAN %)

Abb. 6.34: Vergleichende Darstellung der DNA-gebundenen Konformere der
Bispyrrol-Derivate 18 (rotes Molekal), 19 (grines Molekul) und 20 (blau-
es Molekdl)

(Alignment durchgefiihrt in SPARTAN %)
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Die Th-Wert-Messungen zeigen, dass die Uracil-gekoppelten Bispyrrolcarboxamide
hohere DNA-Affinitdten aufweisen als die analogen Thymin-Verbindungen (Vergleich
der Derivate 13 und 19; Vergleich der Verbindungen 14 und 20; Abb. 6.32, Seite 208;
Abb. 6.15-6.16, Seiten 183-184). Die Hypothese, dass diese unterschiedlichen DNA-
Aktivitaten auf eine durch die Methyl-Gruppe des Thymin-Rings bedingte, sterische
Hinderung der DNA-Bindung zurtckzufiihren sind, lasst sich auf der Basis der durch-
geflihrten Docking-Studien nicht bestatigen. So existieren, wie bereits in Kapitel 6.2.4
(Seite 189 ff.) erwahnt, bei der Verbindung 16 zwei energetisch weitgehend gleich-
wertige DNA-Ligand-Komplexe, wobei die Methyl-Gruppe der Nukleobase des einen
DNA-gebundenen Konformers aus der kleinen Rinne herausragt (Komplex B; Abb.
6.20B, Seite 193), wahrend sie bei dem anderen untersuchten Komplex dem Inneren
der kleinen Furche zugewandt ist (Komplex A; Abb. 6.20A, Seite 192; Abb. 6.35).
Auch bei der DNA-Bindung des Derivats 19 ist der Thymin-Ring so an der DNA
orientiert, dass die Methyl-Gruppe zum Rinnenboden hin ausgerichtet ist (Abb. 6.23,
Seite 196), wodurch zusatzliche van der Waals-Wechselwirkungen zwischen Ligand
und Rezeptor zustande kommen. Um die h6here DNA-Affinitat der Uracil-gekoppel-
ten Bispyrrolcarboxamide erklaren zu kénnen, sind folglich Kristallstrukturen der mit
Vertreten der Uracil- und der Thymin-Reihe gebildeten DNA-Ligand-Komplexe not-
wendig.

Abb. 6.35: Darstellung der beiden DNA-gebundenen Konformere der Verbindung
16:
Vergleich des in Komplex A vorliegenden Konformers (rotes Molekdl;
die Methyl-Gruppe des Thymin-Rings ist der kleinen Rinne zugewandt)
mit dem Konformer des Komplexes B (blaues Molekil; die Methyl-
Gruppe des Thymin-Rings ragt aus der kleinen Rinne heraus)

(Alignment durchgefiihrt in SPARTAN %))
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6.3 Funfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide mit N-terminal
gekoppelten Interkalatoren/ Combilexine

6.3.1  Einleitung und Zielsetzung

Bei den bereits in Kapitel 2.3.3 (Seite 50 ff.) detailliert beschriebenen, DNA-bindenen
Combilexinen handelt es sich um sog. Hybrid-Verbindungen, die einen — zumeist von
den natlrlichen Antibiotika Netropsin und Distamycin A abgeleiteten — Minor Groove
Binder aufweisen, welcher mit einem interkalierenden, polyzyklischen Chromophor
kovalent verkniipft ist *'"%'?”] Die Combilexine wurden mit dem Ziel entwickelt, eine
durch den rinnenbindenden Molekilteil bedingte Zunahme der Sequenzselektivitat
mit einer Interkalator-vermittelten Steigerung der DNA-Affinitdt zu verbinden .
AuBerdem wird eine Hemmung der flr die DNA-Replikation und Transkription
wichtigen Topoisomerasen angestrebt, die ebenfalls auf die Beteiligung des Interka-
lators zuriickzufilhren ist . Der bei diesen Hybrid-Molekiilen vorliegende, duale
DNA-Bindemodus soll folglich die Zytotoxizitdt der Verbindungen verstérken. Die
chemotherapeutische Anwendbarkeit dieser viel versprechenden Substanzklasse soll
schlieBlich durch die ebenfalls verfolgte Verbesserung der Zellmembranpenetration,
mit der in der Tumorzelle das Anfluten einer flir einen biologischen Effekt ausreichen-
den Substanzkonzentration erreicht werden soll, erméglicht werden ©!.

Die im Arbeitskreis Pindur entwickelten Combilexine weisen eine Netropsin-
analoge, heterozyklische Polyamid-Struktur auf. Neben Hybrid-Molekilen mit Bis-
pyrrolcarboxamid als rinnenbindendem Strukturelement 7128154 wurden dabei auch
bioisostere Finfring-Hetaren-pyrrolcarboxamid-Derivate (Thiophen-, Thiazol- und
Imidazol-pyrrolcarboxamide) und Bisimidazolcarboxamid-Verbindungen synthetisiert
B8 Das interkalierende, chromophore System — oftmals ein Trizyklus wie Naphthal-
imid, 5-Nitronaphthalimid oder Acridon — wurde Uber einen Linker variabler Ketten-
lange N-terminal mit dem Minor Groove Binder verkniipft 5738128154 (Aph 6.36-6.39,
Seiten 214-218).

Unter Einsatz der durch die vorangegangenen Studien bereits etablierten bio-
physikalischen, biochemischen und computergestiitzten Verfahren, wurden die DNA-
bindenden Eigenschaften der Combilexine der Bispyrrol-Reihe ebenso wie die der
bioisosteren Analoga untersucht. Zunachst sollten die Starke der DNA-Affinitat und
die Sequenzselektivitdt der DNA-Bindung der Hybrid-Molekile mit Thiophen-pyrrol-,
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Thiazol-pyrrol-, Imidazol-pyrrol- und Bisimidazol-Struktur im Anschluss an ihre Dar-
stellung mit Hilfe von Tn-Wert-Messungen ermittelt werden. Die aus diesen Daten
resultierenden Struktur-Wirkungsbeziehungen sollten das Design neuer, potentiell
aktiverer Derivate dieser viel versprechenden Verbindungsklasse beeinflussen. Zur
Verifizierung der berechneten ATn-Werte sollten flr einige Combilexine mit hoher
DNA-Affinitat zuséatzlich die DNA-Bindekonstanten mittels Ethidiumbromid-Verdrang-
ungsassay bestimmt werden. Ergadnzend zu den in vitro-Studien wurden mit einigen
ausgewahlten Vertretern Molecular Modelling-Simulationen durchgefihrt, um den zu
erwartenden dualen DNA-Bindemodus (— Interkalation und Rinnenbindung) bestati-
gen und den Einfluss verschiedener Strukturelemente (— Lénge der C-terminalen,
aliphatischen Seitenkette, Aufbau des Hetaren-pyrrolcarboxamid-Grundkérpers, Lan-
ge des N-terminalen Linkers und Aufbau des interkalierenden Chromophors) auf die
DNA-Bindung der Hybrid-Molekille untersuchen zu kdnnen. Auf der Basis der von
den Verbindungen 4 % (Bispyrrolcarboxamid), 5 °° (Thiophen-pyrrolcarboxamid)
und 8 %% (Imidazol-pyrrolcarboxamid) existierenden Kristallstrukturen und unter Ver-
wendung des in SPARTAN B3] simulierten Minimumskonformers des Aminothiazol-
Derivats 7 (Abb. 6.5, Seite 158) wurden zunachst dreidimensionale Computermodelle
der Testverbindungen mit dem in SPARTAN ¥ implementierten Baukastensystem
(1971 konstruiert und mittels Konformerenanalysen (Kapitel 5.2.2, Seite 118 ff.) ener-
gieminimiert. AnschlieBend sollten einige, die DNA-Bindung potentiell beeinflussende
Molekileigenschaften (u. a. Grenzorbitalenergien, molekulares elektrostatisches Po-
tential) der aus den Konformerenanalysen resultierenden Minimumskonformere der
Testverbindungen berechnet werden (Kapitel 5.2.2, Seite 127). In den darauf folgen-
den Docking-Studien wurden DNA-Ligand-Komplexe der energiearmen Konformere
mit einem Undekanukleotid mit Interkalationskavitat simuliert. Durch graphische Aus-
wertung der Komplexe und anhand der mit ICM-PRO ¥233 und der mit HYPERCHEM
B4 (mit der Kraftfeldmethode AMBER ['7°8%)) grrechneten Komplexbildungsenergien
sollten die aus den T-Wert-Messungen resultierenden Struktur-Wirkungsbeziehung-
en bestatigt und erweitert werden. Erganzend wurden schlieBlich einige Topoisome-
rase I-Hemmtests durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob die Combilexine eine Aktivi-

tatsminderung dieses Enzyms bewirken kénnen.
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6.3.2 T,-Wert-Messungen

Die DNA-Affinitaten der Combilexin-Derivate (Abb. 6.36-6.39, Seiten 214-218) wur-
den unmittelbar nach ihrer Darstellung bestimmt, wobei fir die zu diesem Zweck
durchgefuhrten T,-Wert-Messungen poly(dAdT).-DNA verwendet wurde (Kapitel
3.4.1, Seite 64 ff.). Die aus diesen Daten resultierenden Struktur-Wirkungsbezie-
hungen sollten direkt in das Design neuer Combilexin-Verbindungen mit potentiell
héherer DNA-Aktivitat mit einbezogen werden. Um neben der Starke der DNA-Affini-
tat auch die Sequenzselektivitdt der DNA-Bindung untersuchen zu kénnen, wurden
anschlieBend die AT,-Werte unter Einsatz von Thymus-DNA (~42% GC-Basen-An-

teil 3031

ermittelt. Wie bereits bei den Funfring-Hetaren-pyrrolcarboxamiden (Ka-
pitel 6.1.2.2, Seite 159 ff.) und den Nukleobasen-gekoppelten Mono- und Bispyrrol-
carboxamiden (Kapitel 6.2.2, Seite 185 ff.) beschrieben, wurden die mit den beiden
unterschiedlich aufgebauten DNA-Polymeren erhaltenen AT,-Werte in Bezug zuei-
nander gesetzt (verwendete Rechenformel: {ATn(Thymus) / ATy[poly(dAdT).]} x
100). Anhand dieser jeweils errechneten Relationen sollten, durch Vergleich mit dem
fir Netropsin ermittelten Verhaltnis, Aussagen Uber die fir die DNA-Bindung bevor-
zugte Basensequenz der Combilexine gemacht werden (Abb. 6.40, Seiten 221-222).
Die mit poly(dAdT),- und die mit Thymus-DNA ermittelten AT-Werte sind in Tab.

6.16 (Seiten 219-220) aufgefihrt.

ATm[poly(dAdT),] | ATm(Thymus-DNA)
[*C] [*C]
22 21,2+0,33 6,8+ 1,46
23 22,6+ 0,31 8,4 + 0,40
24 17,4+ 0,30 2,5+ 0,34
25 15,1+0,38 54+ 0,51
26 9,9+ 0,25 2,4+0,28
27 12,6 £ 0,35 4,4+0,39
28 12,24 0,23 4,1+1,06

Tab. 6.16A: AT,-Werte der untersuchten Combilexine
(AT-Werte: Mittelwerte aus mindestens drei Messungen + Standardabweichung)
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ATn[poly(dAdT),] | ATm(Thymus-DNA)
[*C] [*C]

29 20,3 + 0,41 3,4 +0,50
30 23,3+ 0,38 6,3+0,78
31 18,2 £ 0,71 45+0,15
32 12,0+ 0,18 2,4+0,11
33 26,5+ 0,22 9,1+0,48
34 4,7+0,18 1,1 40,42
35 6,9 £ 0,27 2,7+0,53
36 9,6 £0,26 1,8+ 0,58
37 13,9+ 0,20 5,7 +0,90
38 18,1+0,17 12,1 0,09
39 12,8+ 0,57 45+0,25
40 18,0 + 0,62 6,0 +0,49
41 7,2+0,21 1,1+0,23
42 11,3+ 0,66 6,3 +0,51
43 21,5+ 0,05 6,2+ 0,47
44 18,9+ 0,16 5,5+ 0,68
45 18,5+ 0,58 8,2+1,13

Tab. 6.16B: AT.,-Werte der untersuchten Combilexine
(ATm-Werte: Mittelwerte aus mindestens drei Messungen * Standardabweichung)

Abgesehen von den Verbindungen 26, 34-36 und 41 (Abb. 6.36-6.38, Seiten 214-
217) weisen die untersuchten Combilexine mit Bispyrrolcarboxamid-Struktur ebenso
wie die bioisosteren Derivate der Thiophen-, der Thiazol-, der Imidazol- und der
Bisimidazol-Reihe, gute (AT-Werte >10°C) bzw. sehr gute (AT-Werte >20°C) DNA-
Affinitaten auf. Ein Vergleich der fir diese Verbindungen ermittelten AT,-Werte mit
den DNA-Bindungsstéarken der bei der Combilexin-Synthese eingesetzten Interkala-
torcarbonsduren (Kapitel 6.1.1.2, Seite 149) und der Flnfring-Hetaren-pyrrolcarbox-
amide (Kapitel 6.1.2.2, Seite 159 ff.) zeigt, dass der bei den Hybrid-Molekdilen vorlie-
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gende,

duale Bindemodus wie erwartet zu einer deutlichen Steigerung der DNA-

Aktivitat fihrt (Kapitel 6.3.1, Seite 212 ff.).

[9%] 50
40
30
20
10

0

AT, (Thymus) in Relation zu AT [poly(dAdT),]:
Thiophen-Derivate

35,8

41,1
372 34,9
32,1 2 33,6
. 27
24,2 24,7
20
i 14,4 I ’ I
22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 Net.

Abb. 6.40A: Verhaltnis der ATy (Thymus)-Werte zu den AT [poly(dAdT)z]-Werten der

Combilexine der Thiophen-pyrrolcarboxamid-Reihe; Angabe in %

(verwendete Rechenformel: {AT(Thymus) / AT[poly(dAdT).]} x 100; Net. = Netrop-
sin)

[%] 60
50
40
30
20

10

AT (Thymus) in Relation zu AT [poly(dAdT),]:
Thiazol- und Bispyrrol-Derivate

39,1 41 443 41,1
1 34,3
28,8 29,1
i 23,4
| I 18,8 I I
33 34 35 36 37 43 44 45 Net.

Abb. 6.40B: Verhaltnis der AT (Thymus)-Werte zu den ATn[poly(dAdT).]-Werten der

Combilexine der Thiazol-pyrrolcarboxamid-Reihe (blaue Balken) und
der Bispyrrolcarboxamid-Reihe (lilafarbene Balken); Angabe in %
(verwendete Rechenformel: {AT,(Thymus) / AT [poly(dAdT).]} x 100; Net. = Netrop-
sin)
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AT, (Thymus) in Relation zu AT ,[poly(dAdT),]:
Imidazol- und Bisimidazol-Derivate

[%] &0
66,9
60 55,8
41,1
40
20 A
) ]
38 39 40 41 42 Net.

Abb. 6.40C: Verhaltnis der AT (Thymus)-Werte zu den ATqn[poly(dAdT),]-Werten der
Combilexine der Imidazol-Pyrrolcarboxamid-Reihe (blaue Balken) und
der Bisimidazolcarboxamid-Reihe (lilafarbene Balken); Angabe in %

(verwendete Rechenformel: {AT(Thymus) / AT.[poly(dAdT).]} x 100; Net. = Netrop-
sin)

Die berechneten Verhaltnisse der mit Thymus-DNA ermittelten AT,-Werte zu den
Werten, die aus den Messungen mit poly(dAdT).-DNA resultieren, zeigen, dass die
Combilexine mit Thiophen-, mit Thiazol- und mit Bispyrrolcarboxamid-Struktur, in
Analogie zu Netropsin, bevorzugt an AT-reiche Abschnitte der DNA binden (Abb.
6.36-6.37, Seiten 214-216; Abb. 6.39, Seite 218): Mit Ausnahme des Bispyrrol-Deri-
vats 45 erreichen die Prozent-Werte der fUr die genannten Testverbindungen errech-
neten Relationen nicht das bei Netropsin vorliegende Verhaltnis (Abb. 6.40A-6.40B,
Seite 221). Im Gegensatz dazu weist jeweils ein Vertreter der Imidazol-pyrrol- und
der Bisimidazol-Reihe — neben einer mit poly(dAdT).-DNA detektierbaren DNA-Bin-
dung — auch eine gewisse Affinitdt zu GC-Basen auf: Bei den Derivaten 38 und 42
(Abb. 6.38, Seite 217) ist die Relation von ATn(Thymus) zu ATm[poly(dAdT),] mit
66,9% bzw. 55,8% deutlich gréBer als bei der Bezugssubstanz Netropsin (Abb.
6.400C).

Zur weiterfihrenden Untersuchung der Sequenzselektivitat der DNA-Bindung
wurden die beiden Imidazol-pyrrolcarboxamide 38 und 39 (Abb. 6.38, Seite 217) an
den sich an die Interkalationskavitat anschlieBenden GC-Bereich des Rezeptors
1G3X % (5 PDB-Code 1*®) gedockt. Die aus diesen in silico-Studien resultierenden
Komplexe zeigen, dass, dem Synthesekonzept entsprechend [384567.69.109111] “ g
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Wasserstoff-Briicken-Bindung zwischen der Amino-Gruppe eines Guanins und dem
sp>-hybridisierten Stickstoffatom des Imidazol-Rings des Liganden aufgebaut werden
kann. Bei einer weiteren intermolekularen H-Briicke fungiert das N-terminale, ami-
dische Stickstoffatom des Liganden als Donor, wahrend das der kleinen Rinne zuge-
wandte, zyklische N-Atom (N-3) der zuvor erwahnten Guanin-Base den zugehdrigen
Akzeptor darstellt (Abb. 6.41). Die beiden beschrieben Bindungen, die zu einer GC-
Toleranz Imidazol-haltiger Minor Groove Binder filhren sollen [#5:67:69.109-111.263] ‘4ratapy
jedoch nicht nur in dem mit der Derivat 38, sondern auch in dem mit der homologen
Verbindung 39 simulierten Komplex auf. Auf der Basis der durchgefiihrten Molecular
Modelling-Studien kann somit nicht erklart werden, warum das Naphthalimidpropion-
saure-Derivat 38 eine wesentlich gréBere Affinitat fir GC-reiche Abschnitte der DNA
besitzt als die Verbindung 39 (Abb. 6.40C, Seite 222). AuBer dem sp?-hybridisierten
N-Atom und der damit verbundenen Wasserstoff-Briicken-Akzeptor-Funktion sind
folglich noch andere Molekuleigenschaften und Strukturelemente fir die angestrebte
Toleranz der Testsubstanzen gegenliber GC-Basen erforderlich. Kristallisationsex-
perimente mit Combilexinen der Imidazol-pyrrol- oder der Bisimidazol-Reihe und
poly(dGdC).-DNA kénnten méglicherweise neue Hinweise auf die die Sequenzselek-
tivitat bestimmenden Faktoren liefern.

Abb. 6.41: Darstellung der zwischen dem Imidazol-Ring des Liganden und der
Guanin-Base des Rezeptors beobachteten Interaktionen
Links: Ausschnitt aus dem mit ICM-PRO 3233 simulierten DNA-Ligand-
Komplex der Verbindung 39 (Rezeptor: 1G3X [2¢20%)

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Briik-
ken zwischen DNA und Ligand; Blickrichtung senkrecht zur Helix-Achse)

Rechts: Schematische Darstellung der DNA-Bindung
(Blaue Pfeile geben intermolekulare H-Briicken wieder; nach Goodsell ®™)
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6.3.3 Topoisomerase I-Hemmtests

Die potentiell vorhandenen Topoisomerase |-hemmenden Fahigkeiten der Combi-
lexine sollten am Beispiel jeweils eines Vertreters der Thiophen-, der Thiazol- und
der Imidazol-pyrrol-Reihe untersucht werden (Kapitel 3.4.2, Seite 70 ff.). Da die zu
testenden Verbindungen eine gute DNA-Affinitat besitzen und — abgesehen von dem
N-terminalen Funfring-Heterozyklus — den gleichen strukturellen Aufbau aufweisen
sollten, wurden die Naphthalimidpropionsaure-Derivate 23 (Thiophen-pyrrolcar-
boxamid), 33 (Thiazol-pyrrolcarboxamid) und 38 (Imidazol-pyrrolcarboxamid) (Abb.
6.36-6.38, Seiten 214-217; Tab. 6.16, Seiten 219-220) als Testsubstanzen flr die ge-
planten Topoisomerase |I-Hemmassays ausgewahlt.

Superspiralisierns DMNA - ——

Topoisomere
Relaxierns DMNA - —

7 8 9 10 11 12 _

Abb. 6.42: Gelelektropherogramm des mit den Verbindungen 23, 33 und 38 durch-
gefihrten Topoisomerase |-Hemmtests

(Spur 1: Plasmid-DNA pUC 19; Spur 2: Plasmid-DNA+Topoisomerase | — vollstandi-
ge Relaxierung des Plasmids; Spur 3: Camptothecin 20 pM — konzentrationsabhan-
gige Hemmung der TOPO |; Spur 4: 23 50 uM — Positiv !; Spur 5: 23 20 uM — keine
Hemmung, da vollstindige Relaxierung des Plasmids; Spur 6: 23 5 pM — keine
Hemmung; Spur 7: 33 50 uM — Positiv |; Spur 8: 33 20 uM — keine Hemmung;
Spur 9: 33 5 pM — keine Hemmung; Spur 10: 38 50 uyM — keine Aussage mgl.;
Spur 11:38 20 uM — keine Aussage mgl.; Spur 12: 38 5 uM — keine Aussage mgl.)

Aus den durchgefihrten Topoisomerase |-Hemmtests geht hervor, dass das Thio-
phen-Derivat 23 und das Thiazol-Analogon 33 ab einer Substanzkonzentration von
50 uM eine Reduktion der Enzymaktivitat bewirken kénnen (Abb. 6.42): In Analogie
zu dem potenten Topoisomerase |-Gift Camptothecin (Spur 3) ist im Gelelektrophe-
rogramm sowohl bei der Verbindung 23 (Spur 4), als auch bei dem Derivat 33 (Spur
7) die Bande fur superspiralisierte DNA erkennbar, deren Auftreten das Vorhanden-
sein von enzymhemmenden Fahigkeiten einer Testverbindung anzeigt " (Kapitel
3.4.2.1, Seite 70 ff.). Wahrend der Inkubationszeit wurde die Topoisomerase | von
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den beiden genannten Combilexin-Derivaten (ebenso wie von der Referenzsubstanz
Camptothecin) in ihrer Aktivitat folglich soweit eingeschrankt, dass das Enzym die
eingesetzte Plasmid-DNA nicht mehr vollstédndig mittels Einzelstrangbruch relaxieren
konnte (zum Vergleich: Negativkontrolle, Spur 2). Die Thiazol-Verbindung 33 besitzt
dabei starker ausgepragte Topoisomerase I-hemmende Eigenschaften als das Thio-
phen-Derivat 23, da die Bande fir superspiralisierte DNA in Spur 7 (Verbindung 33;
50 uM) eine wesentlich gréBere Intensitat aufweist als in Spur 4 (Verbindung 23; 50
uM): Die Inkubation mit der Substanz 23 fiihrt folglich nur zu einer geringgradigen
Aktivitatsabnahme des Enzyms. Dennoch ist die beschriebene Topoisomerase |-
Hemmung der Thiophen-Verbindung reproduzierbar, da sie bei jedem der drei durch-
geflhrten Tests auftrat. Eine Beurteilung der enzymhemmenden Fahigkeiten des Imi-
dazol-Derivats 38 ist nicht méglich, da die Verbindung das Laufverhalten der DNA im
Agarose-Gel soweit verandert, dass die Banden flr relaxierte und flr superspirali-
sierte DNA nicht mehr unterscheidbar sind (Spur 10 - 12).

Die im Gelelektropherogramm sichtbaren, als Topoisomere bezeichneten Ban-
den (Spur 2 - 9) werden von DNA-Plasmiden gebildet, die partiell relaxiert sind und
sich in der Anzahl der jeweils noch im Molekul verbliebenen, superhelikalen Win-
dungen unterscheiden ©°.

Mit Hilfe des hier durchgefihrten Hemmassays kann keine Aussage darUber
gemacht werden, ob es sich bei den Testsubstanzen 23 und 33 um Topoisome-
rase |-Gifte oder um Suppressoren handelt /¢!, Wahrend ein Topoisomerase I-Gift
wie Camptothecin, durch Stabilisierung des kovalenten Komplexes aus DNA und
Enzym (Cleavable Complex) und der damit verbundenen Stérung der DNA-Replika-
tion, letztlich zu einer Apoptose der Zelle fihrt, setzen Enzymsuppressoren die Akti-
vitat der Topoisomerase | herab, ohne sich auf den Zellzyklus auszuwirken 7:°0-%%!
(Kapitel 2.1.2, Seite 23 ff.). Um den bei der Thiophen-Verbindung 23 und bei dem
Thiazol-Analogon 33 vorliegenden Mechanismus der Enzymhemmung genauer un-
tersuchen zu kénnen, wurden am I.N.S.E.R.M. in Lille, Frankreich, weiterfihrende
Tests durchgefihrt. Bei dem dort etablierten Topoisomerase |I-Hemmassay wird, im
Gegensatz zu dem hier beschriebenen Testsystem, ein 1%-iges Agarose-Gel ver-
wendet, dass Ethidiumbromid (0,5-1ug/ml) enthalt #°%'%%] Bedingt durch eine Ver-
anderung des Laufverhaltens der relaxierten und der superhelikalen DNA erlaubt der
Interkalator die Separierung von sog. nicked-DNA (— DNA mit Einzelstrangbruch)

(4756611 die nur dann in einer hdheren Konzentration im Inkubationsansatz vorliegt,
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wenn es sich bei den getesteten Verbindungen um Topoisomerase |-Gifte handelt
[47.58] (Kapitel 3.4.2.1, Seite 74 ff.). Da die beiden Combilexin-Derivate 23 und 33 in
den in Frankreich durchgeflihrten Assays keinen Anstieg der nicked-DNA-Konzen-
tration bewirken konnten *8 st folglich zu vermuten, dass es sich bei der Thiophen-
Verbindung 23 und dem Thiazol-Analogon 33 nicht um Topoisomerase |-Gifte son-
dern um Suppressoren handelt.

6.3.4 Ethidiumbromid-Verdrangungsassay

Zur Verifizierung der aus den T,-Wert-Messungen resultierenden Aussagen tber die
DNA-Aktivitaten der Combilexine sollten die Bindekonstanten einiger ausgewahlter
Derivate mit Hilfe des Ethidiumbromid-Verdrangungsassays ermittelt werden (Kapitel
3.4.3, Seite 80 ff.). Da die zu testenden Verbindungen eine sehr gute DNA-Affinitat
(ATm[poly(dAdT),] > 20°C) aufweisen sollten, wurden die geplanten Bindestudien mit
den beiden Naphthalimidpropions&ure-Derivaten der Thiophen-pyrrol- bzw. der Thia-
zol-pyrrol-Reihe (Verbindung 23 bzw. 33), sowie mit dem Thiophen-pyrrolcarbox-
amid mit N-terminal gekoppelter Acridonbuttersdure 30 durchgefuhrt (Abb. 6.36,
Seite 214; Abb. 6.37, Seite 217; Tab. 6.16, Seiten 219-220). Die ausgewahlten Com-
bilexine wurden dabei in Form ihrer Hydrochloride in den Ethidiumbromid-Verdran-
gungsassays eingesetzt, um eine ausreichende Léslichkeit der Verbindungen in dem
fir die Messungen verwendeten, wassrigen Puffermedium (pH-Wert: 7,4) sicher-
stellen zu kénnen.

Zur Bestimmung der Bindekonstanten K, (Apparent Binding Constants !'®*))
wurde zunachst fir jedes der drei Derivate 23, 30 und 33 die Reduktion der Fluores-
zenz in Abhangigkeit von der im Reaktionsansatz jeweils vorliegenden Substanz-
konzentration ermittelt (Abb. 6.43, Seite 227). Anhand der aus diesen Kurven resul-
tierenden Cso-Werte (— Konzentrationen der Testverbindungen, die eine 50%-ige
Abnahme der messbaren Fluoreszenz bewirken) wurden dann mit Hilfe der sog.
Wellman’schen Gleichung 7% (Seite 227) die in Tab. 6.17 (Seite 227) aufgefiihrten
Bindekonstanten berechnet.
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Wellman’sche Gleichung /164 Kewe[EtdBr] = Kapp[Ligand]

Mit: Kewsr: Bindekonstante von Ethidiumbromid ['**(— 2,5 x 105 M)

[EtdBr]: im Assay eingesetzte Ethidiumbromid-Konzentration [47:16!
(- 5x10°M)

Kapp: DNA-Bindekonstante der getesteten Verbindung (in M)

[Ligand]: Konzentration des Liganden, die zu einer 50%-igen Fluoreszenz-
abnahme flhrt (Cso; in M)

120

100 r~

Fluoreszenz [%]

Konz. der Testsubstanz [uM]

Abb. 6.43: Darstellung der bei der Testung der Combilexine 23, 30 und 33 jeweils
gemessenen, konzentrationsabhangigen Fluoreszenzabnahme

Hoechst
33958 23 30 33
Cso 1
6,8 18,7 23,5 16,3
[uM]
Bindekonstante
Kapp’ 1,8 x 10° 6,7 x 10° 53x10° 7,7x10°
[M7]

Tab. 6.17: Csp-Werte und Bindekonstanten der Combilexine 23, 30 und 33 sowie
der Referenzsubstanz Hoechst 33258

': Kurve der konzentrationsabhangigen Fluoreszenzabnahme: Kapitel 3.4.3.2 (Seite 84)
2: Kapp Derechnet mit der Wellman’schen Gleichung !'®!
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Ein Vergleich der Bindekonstante der Combilexine 23, 30 und 33 mit den zuvor be-
stimmten AT,-Werten zeigt, dass die Ergebnisse der Ethidiumbromid-Verdran-
gungsassays und die der Tp-Wert-Messungen miteinander korrelieren: Die guten
DNA-Affinitdten der Testverbindungen gehen sowohl aus den berechneten Binde-
konstanten (Kapp: 5-8 x 10° M'; Tab. 6.17, Seite 227), als auch aus den ermittelten
ATm-Werten (ATm[poly(dAdT),] > 20°C; Tab. 6.16, Seiten 219-220) hervor. Dieses
Resultat verdeutlicht den Wert der T,-Wert-Messung als effiziente Methode zur Un-
tersuchung der Bindestarke DNA-aktiver Verbindungen: Durch Einsatz dieses
schnellen, zuverlassigen und kostengiinstigen Testsystems kann der Synthesepro-
zess von DNA-Liganden begleitet und das Design neuer, potentiell aktiverer Derivate
beeinflusst werden. Des Weiteren zeigt der mit der Referenzsubstanz Hoechst 33258
(Kapitel 8.1.1, Seite 311) durchgefuhrte Ethidiumbromid-Verdrangungsassay, dass
es sich bei den Combilexinen um eine Erfolg versprechende Substanzklasse auf der
Suche nach neuen, antitumoraktiven Verbindungen handelt: Die Bindekonstante von
Hoechst 33258 — ein Rinnenbinder mit hoher DNA-Affinitat — ist nur etwa 2x so groB
wie die der getesteten Combilexin-Derivate 23, 30 und 33 (Tab. 6.17, Seite 227).

6.3.5 Molecular Modelling-Studien

Da keine Kristallstrukturen der Combilexine existieren, wurden — in Analogie zu den
Nukleobasen-gekoppelten Mono- und Bispyrrolcarboxamiden (Kapitel 6.2.4, Seite
188 ff.) — dreidimensionale Computermodelle der zu untersuchenden Hybrid-Mole-
kile simuliert, mit denen die geplanten Molecular Modelling-Studien durchgefihrt
werden sollten. Auf der Basis der Kristallstrukturen der bei der Combilexin-Synthese
eingesetzten Fiinfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide 4 12°8 5 2% ynd 8 1289 (Apb. 6.5,
Seite 158), wurden die Verbindungen mit Bispyrrol-Struktur, ebenso wie die bioiso-
steren Analoga der Thiophen-pyrrol- und der Imidazol-pyrrol-Reihe, zunachst mit Hil-
fe des in dem Programm SPARTAN ¥ enthaltenen Baukastensystems ['*/! konstru-
iert (Kapitel 5.2.2, Seite 118 ff.). Der Aufbau der Thiazol-haltigen Derivate erfolgte
dagegen de novo, da von der rinnenbindenden Thiazol-Pyrrolcarboxamid-Struktur
keine verwendbare Kristallstruktur zur Verfligung stand (Kapitel 6.1.2.1, Seite 157).
Die auf diese Weise erzeugten, dreidimensionalen Modelle der Testverbindungen
wurden anschlieBend unter Verwendung der in SPARTAN 1% implementierten
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Konformerenanalyse (Kapitel 5.2.2, Seite 118 f.) energieminimiert. Nach den eben-
falls in SPARTAN ¥ ausgefiihrten Berechnungen einiger potentiell die DNA-Affinitat
der Testverbindungen beeinflussenden Molekileigenschaften [u. a. Grenzorbital-
energien, molekulares elektrostatisches Potential (Kapitel 4.1.2, Seite 96); Kapitel
5.2.2, Seite 127), wurden die Minimumskonformere der Combilexin-Derivate in den
geplanten Docking-Studien als Liganden eingesetzt.

Aus den zur Ermittlung der lokalen Energieminima durchgefuhrten Konforme-
renanalysen geht hervor, dass die von Netropsin abgeleiteten, bioisosteren Hybrid-
Molekule der Thiophen-pyrrol- und der Thiazol-pyrrol-Reihe eine von der Bezugs-
substanz abweichende Stellung der N-terminalen Amidbindung aufweisen: Die Car-
bonyl-Gruppe dieser Peptid-Bindung ist bei den Thiophen- bzw. Thiazol-haltigen Ver-
bindungen — im Gegensatz zu Netropsin und zu den Combilexinen mit Bispyrrol- und
mit Imidazol-pyrrol-Struktur — der konkaven, die NH-Gruppe dagegen der konvexen
Molekllseite zugewandt (Abb. 6.44, Seite 230). Diese Molekilkonformation ist bei
den Interkalator-gekoppelten Thiophen-pyrrolcarboxamiden durch eine van der
Waals-AbstoBung zwischen der Carbonyl-Gruppe der Amidbindung und der sich an
Position 5 des Thiophen-Rings befindenden Methyl-Gruppe bedingt. Bei den Deri-
vaten der Thiazol-Reihe fuhrt dagegen die elektrostatische AbstoBung zwischen dem
Sauerstoffatom der Peptid-Bindung und dem, ebenfalls eine negative Partialladung
tragenden, sp*-hybridisierten Stickstoffatom des Thiazol-Rings dazu, dass sich die
Carbonyl-Gruppe der konkaven Molekilseite zuwendet (Abb. 6.45, Seite 231). Die
beschriebenen Besonderheiten der bei den Combilexinen mit Thiophen- und mit
Thiazol-Struktur vorliegenden Molekulkonformationen wirken sich méglicherweise auf
die DNA-Affinitaten dieser Derivate aus (Kapitel 6.3.7, Seite 256 ff.).
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Abb. 6.44:

Darstellung der lokalen Minimumskonformere der Naphthalimidbutter-
saure-gekoppelten Combilexine mit jeweils verschiedenen Finfring-
Hetaren-pyrrolcarboxamid-Strukturen

(Simulation der Minimumskonformere unter Verwendung der in SPARTAN P enthal
tenen Konformerenanalyse; Kapitel 5.2.2, Seite 118 ff.)
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Abb.: 6.45 Schematische Darstellung der bei den Combilexinen der Thiophen-
pyrrol-Reihe auftretenden van der Waals-AbstoBung (links) bzw. der bei
den Derivaten der Thiazol-pyrrol-Reihe auftretenden elektrostatischen
AbstoBung (rechts)

Um den DNA-Bindemodus der Hybrid-Molekille genauer untersuchen zu kénnen,
sollten Docking-Studien mit einigen ausgewahlten Combilexin-Derivaten der Bis-
pyrrol-Reihe, sowie mit bioisosteren Analoga mit Thiophen-, Thiazol- und Imidazol-
pyrrol-Struktur durchgefiihrt werden (Verbindungen 22-30; Abb. 6.36, Seite 214;
Verbindungen 33, 34; Abb. 6.37, Seite 216; Verbindungen 38, 39; Abb. 6.38, Seite
217; Verbindungen 43, 44; Abb. 6.39, Seite 218). Wie schon bei den Flnfring-
Hetaren-Pyrrolcarboxamiden (Kapitel 6.1.2.3, Seite 162 ff.) und den Nukleobasen-
gekoppelten Mono- und Bispyrrolcarboxamiden (Kapitel 6.2.4, Seite 189 ff.) beschrie-
ben, wurden auch die Combilexin-Verbindungen in den Simulationen in monokatio-
nischer Form eingesetzt, da das tertidre Stickstoffatom der C-terminalen Seitenkette
bei physiologischem pH-Wert (— pH-Wert der bei den biochemischen und biophysi-
kalischen Experimenten eingesetzten Pufferlésungen) protoniert vorliegt (Abb. 6.60,
Seite 253). Das schon fur das Docken der Interkalatorcarbonséuren (Kapitel 6.1.1.3,
Seite 152 ff.) verwendete Oligonukleotid 1G3X % [— PDB-Code 1*®; Sequenz: 5
D(*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3], diente als Rezeptor (Kapitel 5.3.1,
Seite 128). Zur DNA-Bindung der trizyklischen Chromophore der Combilexine weist
dieses DNA-Molekil eine zwischen zwei AT-Basenpaaren lokalisierte Interkalations-
kavitat auf: Da die DNA-Matrizen wahrend der in dem Programm ICM-PRO 323
ablaufenden Docking-Simulationen unbeweglich sind ®*"! (Rigid Receptor Docking),
muss die fUr die Interkalation eines Liganden erforderliche Aufweitung der DNA-
Basen bei den fir Interkalationsstudien einsetzbaren Oligomeren bereits vor dem
Docking-Prozess erfolgt sein (Kapitel 4.2.3, Seite 111 ff.; Kapitel 5.4.1, Seite 124 ff.).

Die nach dem DNA-Ligand-Docking (mit ICM-PRO [23%)) vorliegenden Kom-
plexe, wurden in HYPERCHEM ¥ mittels Molekiildynamik-Rechnungen '*! (- Re-
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finement; Kapitel 5.4.2, Seite 143 ff.) optimiert. Die direkt im Anschluss an die Dock-
ing-Simulationen mit ICM-PRO ¥233 errechneten Komplexbildungsenergien sind
zusammen mit den Energiewerten, die in HYPERCHEM B4 (Rechenmethode:
AMBER !"7®18)) nach dem Refinement ermittelt wurden, in Tab 6.18 (Seite 233)
aufgefuhrt. Einige ausgewahlte DNA-Ligand-Komplexe sind in den Abb. 6.46-6.57
(Seiten 234-245) graphisch und schematisch dargestellt (Atombezifferung der Nuk-
leotide: Abb. 2.1, Seite 17).

Die Betrachtung der DNA-gebundenen Konformere der Combilexine zeigt,
dass die Derivate der Imidazol-pyrrol- und die der Bispyrrol-Reihe bezlglich der
Amidbindungen und der Flnfring-Heterozyklen die gleiche Konformation aufweisen
wie die Bezugssubstanz Netropsin (Abb. 6.56-6.57, Seiten 244-245). Dies trifft auch
auf die Verbindungen mit Thiazol-pyrrol-Struktur zu (Abb. 6.55, Seite 243): Im
Gegensatz zu den in SPARTAN B simulierten Minimumskonformeren, ist die elek-
trostatische AbstoBung zwischen dem Sauerstoffatom der N-terminalen Amidbindung
und dem Stickstoffatom des Thiazol-Rings bei den DNA-gebundenen Konformeren
nicht stark genug, um eine Orientierung der Carbonyl-Gruppe zur konkaven Molekiil-
seite zu bewirken. Bei den mit DNA komplexierten Konformeren der Thiophen-Reihe
tritt dagegen — wie zuvor schon bei den Minimumskonformeren zu beobachten — eine
van der Waals-AbstoBung zwischen der Carbonyl-Gruppe der Amidbindung und der
Methyl-Gruppe des Thiophen-Rings auf, die eine von Netropsin abweichende Stel-
lung der N-terminalen Peptidbindung zur Folge hat: Die Carbonyl-Gruppe ist bei den
DNA-gebundenen Konformeren der konkaven, die NH-Gruppe der konvexen Mole-
kllseite zugewandt (Abb. 6.46-6.54, Seiten 234-242). Die Thiophen-haltigen Hybrid-
Molekile nehmen somit innerhalb der im Arbeitskreis Pindur synthetisierten Combi-
lexine eine strukturelle Sonderstellung ein, was sich auf die DNA-Affinitat dieser Deri-
vate auswirkt (Kapitel 6.3.7, Seite 256 ff.).
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Komplexbildungsenergie | Komplexbildungsenergie

ICM-PRO’ HYPERCHEM?
[kcal/mol] [kcal/mol]

22 -103,2 -81,0

23 -110,7 -83,6

24 -109,1 -82,8

25 -113,5 -82,0

26 -112,5 -85,6

27 -113,2 -87,8

28 -100,1 -80,2

29 -106,4 -85,1

30 -103,7 -79,4

33 -119,5 -85,4

34 -118,5 -86,2

38 -116,4 -77,0

39 -117,4 -83,7

43 -119,2 -89,3

44 -122,9 -90,9

Tab. 6.18: Komplexbildungsenergien der mit ausgewahlten Combilexinen simu-

lierten DNA-Ligand-Komplexe
" Komplexbildungsenergie, berechnet mit ICM-PRO ®#%® nach dem DNA-Ligand-Docking

2: Komplexbildun
mik-Simulation

%senergie, berechnet mit HYPERCHEM ' nach dem Refinement (— Molekildyna-

%1 durchgefiihrt mit der Kraftfeld-Methode AMBER !'7'8%)
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Abb. 6.46: Verbindung 22, gebun-
den an den Rezeptor ,1G3X"

Oben: Mit ICM-PRO 233 gimulierter
DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien
symbolisieren intermolekulare H-Briicken zwi-
schen DNA und Ligand; Blick auf die kleine
Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur DNA-
Helixachse)

Links: Schematische Darstellung der
DNA-Bindung

(schwarze Pfeile markieren die Strukturele-
mente des Liganden, die in der Interkala-
tionskavitat eingelagert sind; grine Pfeile
kennzeichnen van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen den Wasserstoffatomen des
Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-
Basen bzw. den Amino-Gruppen der Guanin-
Basen mit Atomabstanden von 2 bis 4 A;
blaue Pfeile symbolisieren  H-Briicken:
H-Briicke 1 mit Thymin 619 O-2 als Akzeptor,
H-Briicke 2 mit Adenin 617 N-3 als Akzeptor)
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Abb. 6.47: Verbindung 23, gebun-
den an den Rezeptor ,1G3X"

Oben: Mit ICM-PRO [B233 gimulierter
DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien
symbolisieren intermolekulare H-Briicken zwi-
schen DNA und Ligand; Blick auf die kleine
Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur DNA-
Helixachse)

Links: Schematische Darstellung der
DNA-Bindung

(schwarze Pfeile markieren die Strukturele-
mente des Liganden, die in der Interkala-
tionskavitat eingelagert sind; grine Pfeile
kennzeichnen van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen den Wasserstoffatomen des
Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-
Basen bzw. den Amino-Gruppen der Guanin-
Basen mit Atomabstanden von 2 bis 4 A; blaue
Pfeile symbolisieren H-Brlicken: H-Briicke 1 mit
Thymin 608 O-2 als Akzeptor, H-Briicke 2 mit
Guanin 610 O-4* als Akzeptor)
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Abb. 6.48: Verbindung 24, gebun-
den an den Rezeptor ,1G3X"

Oben: Mit ICM-PRO [B233 gimulierter
DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien
symbolisieren intermolekulare H-Briicken zwi-
schen DNA und Ligand; Blick auf die kleine
Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur DNA-
Helixachse)

Links: Schematische Darstellung der
DNA-Bindung

(schwarze Pfeile markieren die Strukturele-
mente des Liganden, die in der Interkala-
tionskavitat eingelagert sind; grine Pfeile
kennzeichnen van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen den Wasserstoffatomen des
Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-
Basen bzw. den Amino-Gruppen der Guanin-
Basen mit Atomabstanden von 2 bis 4 A; blaue
Pfeile symbolisieren H-Brlicken: H-Briicke 1 mit
Thymin 608 O-2 als Akzeptor, H-Briicke 2 mit
Guanin 610 O-4* als Akzeptor)
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Abb. 6.49: Verbindung 25, gebun-
den an den Rezeptor ,1G3X"

Oben: Mit ICM-PRO 233 simulierter
DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien
symbolisieren intermolekulare H-Briicken zwi-
schen DNA und Ligand; Blick auf die kleine
Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur DNA-
Helixachse)

Links: Schematische Darstellung der
DNA-Bindung

(schwarze Pfeile markieren die Strukturele-
mente des Liganden, die in der Interkala-
tionskavitat eingelagert sind; griine Pfeile
kennzeichnen van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen den Wasserstoffatomen des
Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-
Basen bzw. den Amino-Gruppen der Guanin-
Basen mit Atomabstdnden von 2 bis 4 A;
blaue Pfeile  symbolisieren  H-Brlcken:
H-Briicke 1 mit Cytosin 609 O-2 als Akzeptor,
H-Briicke 2 mit Adenin 617 O-4* als Akzeptor)
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Abb. 6.50: Verbindung 26,
den an den Rezeptor ,1G3X"

Oben: Mit ICM-PRO 1233 gimulierter
DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien
symbolisieren intermolekulare H-Briicken zwi-
schen DNA und Ligand; Blick auf die kleine
Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur DNA-
Helixachse)

Links: Schematische Darstellung der
DNA-Bindung

(schwarze Pfeile markieren die Strukturele-
mente des Liganden, die in der Interkala-
tionskavitat eingelagert sind; grine Pfeile
kennzeichnen van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen den Wasserstoffatomen des
Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-
Basen bzw. den Amino-Gruppen der Guanin-
Basen mit Atomabstédnden von 2 bis 4 A; blaue
Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 mit
Cytosin 609 O-4* als Akzeptor)

gebun-
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Abb. 6.51: Verbindung 27, gebun-
den an den Rezeptor ,,1G3X"

Oben: Mit ICM-PRO B¥2%¥ simulierter
DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien
symbolisieren intermolekulare H-Briicken zwi-
schen DNA und Ligand; Blick auf die kleine
Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur DNA-
Helixachse)

Links: Schematische Darstellung der
DNA-Bindung

(schwarze Pfeile markieren die Strukturele-
mente des Liganden, die in der Interkala-
tionskavitat eingelagert sind; grune Pfeile
kennzeichnen van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen den Wasserstoffatomen des
Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-
Basen bzw. den Amino-Gruppen der Guanin-
Basen mit Atomabstianden von 2 bis 4 A;
blaue Pfeile symbolisieren  H-Bricken:
H-Briicke 1 mit Cytosin 609 O-2 als Akzeptor;
H-Briicke 2 mit Adenin 617 O-4* als Akzeptor)
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Abb. 6.52: Verbindung 28, gebun-
den an den Rezeptor ,1G3X"

Oben: Mit ICM-PRO 23 gimulierter
DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien
symbolisieren intermolekulare H-Briicken zwi-
schen DNA und Ligand; Blick auf die kleine
Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur DNA-
Helixachse)

Links: Schematische Darstellung der
DNA-Bindung

(schwarze Pfeile markieren die Strukturele-
mente des Liganden, die in der Interkala-
tionskavitat eingelagert sind; grine Pfeile
kennzeichnen van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen den Wasserstoffatomen des
Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-
Basen bzw. den Amino-Gruppen der Guanin-
Basen mit Atomabstédnden von 2 bis 4 A; blaue
Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 —
Dreizentren-H-Briicke mit Thymin 608 O-2 und
Cytosin 609 O-4* als Akzeptoren)
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Abb. 6.53: Verbindung 29, gebun-
den an den Rezeptor ,1G3X"

Oben: Mit ICM-PRO P23 gimulierter
DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien
symbolisieren intermolekulare H-Briicken zwi-
schen DNA und Ligand; Blick auf die kleine
Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur DNA-
Helixachse)

Links: Schematische Darstellung der
DNA-Bindung

(schwarze Pfeile markieren die Strukturele-
mente des Liganden, die in der Interkala-
tionskavitat eingelagert sind; grine Pfeile
kennzeichnen van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen den Wasserstoffatomen des
Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-
Basen bzw. den Amino-Gruppen der Guanin-
Basen mit Atomabstanden von 2 bis 4 A; blaue
Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 mit
Thymin 608 O-2 als Akzeptor; H-Briicke 2 mit
Guanin 610 O-4* als Akzeptor)
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Abb. 6.54: Verbindung 30, gebun-
den an den Rezeptor ,1G3X"

Oben: Mit ICM-PRO [B233 gimulierter
DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien
symbolisieren intermolekulare H-Briicken zwi-
schen DNA und Ligand; Blick auf die kleine
Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur DNA-
Helixachse)

Links: Schematische Darstellung der
DNA-Bindung

(schwarze Pfeile markieren die Strukturele-
mente des Liganden, die in der Interkala-
tionskavitat eingelagert sind; grine Pfeile
kennzeichnen van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen den Wasserstoffatomen des
Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-
Basen bzw. den Amino-Gruppen der Guanin-
Basen mit Atomabstanden von 2 bis 4 A; blaue
Pfeile symbolisieren H-Brlicken: H-Briicke 1 mit
Thymin 608 O-2 als Akzeptor; H-Briicke 2 mit
Guanin 610 O-4* als Akzeptor)
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Abb. 6.55: Verbindung 33, gebun-
den an den Rezeptor ,1G3X"

Oben: Mit ICM-PRO 1823 simulierter
DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien
symbolisieren intermolekulare H-Bricken zwi-
schen DNA und Ligand; Blick auf die kleine
Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur DNA-
Helixachse)

Links: Schematische Darstellung der
DNA-Bindung

(schwarze Pfeile markieren die Strukturele-
mente des Liganden, die in der Interkala-
tionskavitat eingelagert sind; grine Pfeile
kennzeichnen van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen den Wasserstoffatomen des
Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-
Basen bzw. den Amino-Gruppen der Guanin-
Basen mit Atomabsténden von 2 bis 4 A; blaue
Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 —
Dreizentren-H-Briicke mit Thymin 619 O-2 und
Thymin 607 O-2 als Akzeptoren; H-Bricke 2
mit Thymin 608 O-2 als Akzeptor; H-Briicke 3
mit Cytosin 609 O-2 als Akzeptor; H-Briicke 4
mit Adenin 617 O-4* als Akzeptor)
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Abb. 6.56: Verbindung 38, gebun-
den an den Rezeptor ,1G3X"

Oben: Mit ICM-PRO 2% simulierter
DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien
symbolisieren intermolekulare H-Bricken zwi-
schen DNA und Ligand; Blick auf die kleine
Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur DNA-
Helixachse)

Links: Schematische Darstellung der
DNA-Bindung

(schwarze Pfeile markieren die Strukturele-
mente des Liganden, die in der Interkala-
tionskavitat eingelagert sind; grine Pfeile
kennzeichnen van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen den Wasserstoffatomen des
Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-
Basen bzw. den Amino-Gruppen der Guanin-
Basen mit Atomabsténden von 2 bis 4 A; blaue
Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1
mit Thymin 619 O-2 als Akzeptor; H-Briicke 2
mit Cytosin 609 O-2 als Akzeptor; H-Briicke 3
mit Adenin 617 O-4* als Akzeptor)



A605¢T620

Naphthallmld
Interkalations-
kavitat —
AB06STE19 <«
~ N—cH,
T607¢A618
O

- 245 -

Abb. 6.57: Verbindung 43, gebun-
den an den Rezeptor ,1G3X"

Oben: Mit ICM-PRO 2% simulierter
DNA-Ligand-Komplex

(DNA ist in blau dargestellt; die weiBen Linien
symbolisieren intermolekulare H-Bricken zwi-
schen DNA und Ligand; Blick auf die kleine
Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur DNA-
Helixachse)

Links: Schematische Darstellung der
DNA-Bindung

(schwarze Pfeile markieren die Strukturele-
mente des Liganden, die in der Interkala-
tionskavitat eingelagert sind; grine Pfeile
kennzeichnen van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen den Wasserstoffatomen des
Liganden und den H-2-Atomen der Adenin-
Basen bzw. den Amino-Gruppen der Guanin-
Basen mit Atomabstanden von 2 bis 4 A; blaue
Pfeile symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1
mit Thymin 619 O-2 als Akzeptor; H-Briicke 2
mit Thymin 608 O-2 als Akzeptor; H-Briicke 3
mit Cytosin 609 O-2 als Akzeptor; H-Briicke 4
mit Adenin 617 O-4* als Akzeptor)



Die fur die Docking-Studien ausgewahlten Combilexine der Bispyrrol-Reihe (Verbin-
dungen 43 und 44; Abb. 6.39, Seite 218) und die bioisosteren Analoga mit Thiophen-
(Verbindungen 22-30; Abb. 6.36, Seite 214), Thiazol- (Verbindungen 33 und 34; Abb.
6.37, Seite 216) und Imidazol-pyrrol-Struktur (Verbindungen 38 und 39; Abb. 6.38,
Seite 217) sollten nach Docking (Kapitel 5.4.1, Seite 134 ff.) und Refinement (Kapitel
5.4.2, Seite 143 ff.) auf einen bei der DNA-Ligand-Komplexbildung potentiell auftre-
tenden Induced-Fit untersucht werden. Dazu wurden, wie schon bei den Funfring-
Hetaren-pyrrolcarboxamiden (Kapitel 6.1.2.3, Seiten 172-175) und den Nukleobasen-
gekoppelten Mono- und Bispyrrolcarboxamiden (Kapitel 6.2.4, Seiten 198-200) be-
schrieben, zunachst die Torsionswinkel o (£ = X5-C6-C7-08), -1 (£ = O8-C7-N10-
H9) und y (£ = H9-N10-C11-C12) gemessen (Abb. 6.58, Seite 247). Aus den
resultierenden Werten konnte anschlieBend fur jede Testverbindung der Winkel 9,
der die relative Lage der beiden rinnenbindenden Flinfring-Heterozyklen zueinander
beschreibt, berechnet werden "% Durch Vergleich dieser fiir die DNA-gebundenen
Konformere der Combilexin-Derivate ermittelten Winkel, mit den bei den Flnfring-
Hetaren-pyrrolcarboxamiden 4, 5, 7 und 8 (Abb. 6.5, Seite 158) vorliegenden Werten,
lassen sich Aussagen Uber das AusmaB der bei der DNA-Bindung auftretenden Ro-
tationen um die beiden zentralen NH-Pyrrol- (,N10-C11*) und CO-Hetaren- (,C6-C7%)
Bindungen machen (Abb. 6.58, Seite 247). [Die Kristallstrukturen der Verbindungen 4
(2581 5 [2%%1 ynd 8 [2%% ynd das in SPARTAN 1% mit Hilfe einer Konformerenanalyse
(Kapitel 5.2.2, Seite 118 ff.) ermittelte Minimumskonformer des Aminothiazol-Derivats
7 wurden zur Konstruktion der dreidimensionalen Computermodelle der Hybrid-
Molekile verwendet (Kapitel 5.2.2, Seite 118 ff.).] Um die bei den DNA-gebundenen
Konformeren der Combilexine vorliegenden Konfigurationen der Peptidbindungen
vollstandig aufklaren zu kdnnen, wurden, erganzend zu dem Torsionswinkel B-1,
auch die Winkel der C-terminalen Amidbindungen (B-2; £ = O13-C14-N15-H16) und
die der N-terminalen Amidbindungen (B-3; £ = O1-C2-N3-H4) bestimmt (Abb. 6.58,
Seite 247). Die gemessenen und errechneten Winkel sind in den Tab. 6.19-6.20
(Seiten 247-249) aufgefuhrt.
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Abb. 6.58: Schematische Darstellung der betrachteten Torsionswinkel (links) und
der fir die Winkelmessungen benétigten Atome mit ihrer Nummerie-

rung (rechts)

4' 5' 7° 8

b 210 . . m ao
(berechnet aus o, B-1 und ) 7,1 2,8 4,3 3,8

Tab. 6.19:

': Winkel der jeweiligen Kristallstruktur
2. Winkel des in SPARTAN B simulierten Minimumskonformers

Winkel § der Flinfring-Hetaren-Pyrrolcarboxamide
[258-260]

o ° o o ] .
(£ = X5-C6-C7-08) 30,2 16,6 13,5 14,8
B-1 - o - o - o - o
(£ = 08-C7-N10-H9) 169,2 168,5 167,3 173,6
Y - ° - o - o o
(£ = H9-N10-C11-C12) 1,5 3,4 2,3 22,4
)
(berechnet aus o, -1 17,9° 1,7° -1,5° 1,2°
und )
B'2 - o _ o _ o _ o
(£ = 013-C14-N15-H16) 171,7 176,5 178,8 177,9
B-3 o _ o _ o o
(£ = 01-C2-N3-H4) 172,7 163,3 166,0 180,0

Tab. 6.20A: Zur Untersuchung des Induced-Fit ermittelte Winkel der Combilexine

[Winkel der nach Docking (in ICM-PRO %) und Refinement (in HYPERCHEM B
vorliegenden Konformationen der Testverbindungen]

- 247 -



26 27 28 29
o ° o o .
(£ = X5-C6-C7-08) 20,7 18,4 16,9 13,7
B-1 - o _ o _ o _ o
(£ = 08-C7-N10-H9) 172,9 167,0 164,4 169,4
v o . . L
(£ = H9-N10-C11-C12) 7.4 25,1 2,2 1,1
)
(berechnet aus o, -1 21,0° 30,5° 3,5° 2,0°
und v)
B'2 o - o - [¢] - o
(£ = O13-C14-N15-H16) 178,1 170,1 171,9 177,8
B-S - o o _ o _ o
(£ = O1-C2-N3-H4) 167,4 168,8 167,9 178,1
o ° o o .
(£ = X5-C6-C7-08) 10,7 28,2 28,7 45,0
B-1 - o o - o o
(£ = 08-C7-N10-H9) 169,9 179,8 171,0 172,9
Y - o o o o
(£ = H9-N10-C11-C12) 2,0 23,4 20,7 20,6
)
(berechnet aus o, B-1 -1,4° 51,8° 40,4° 72,7°
und v)
B'2 o o - o - [¢]
o oralranise | 1792 178,7 174,9 173,1
p-3 o 0 ] . .
(£ = 01-C2-N3-H4) 173,8 177,9 175,1 175,2

Tab. 6.20B: Zur Untersuchung des Induced-Fit ermittelte Winkel der Combilexine

[Winkel der nach Docking (in ICM-PRO #2%) und Refinement (in HYPERCHEM %)
vorliegenden Konformationen der Testverbindungen]
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39 43 44

o ip a0 ] .
(£ = X5-C6-C7-08) 16,3 25,6 27,2

B T o
(£ = 08-C7-N10-H9) 174,7 163,6 176,8

Y o . .
(£ = HO-N10-C11-C12) 20,5 16,4 2,4
o
(berechnet aus o, B-1 -1,1° 25,6° -21,6°
und )
p-2 ot s e 0
(£ = 013-C14-N15-H16) 171,5 176,4 178,2
o~ -179,1° 178,3° -172,1°

(£ = 01-C2-N3-H4)

Tab. 6.20C: Zur Untersuchung des Induced-Fit ermittelte Winkel der Combilexine

[Winkel der nach Docking (in ICM-PRO 23 und Refinement (in HYPERCHEM B4
vorliegenden Konformationen der Testverbindungen]

Bei der Majoritat der untersuchten Combilexine mit Thiophen-pyrrol-Struktur, tritt bei
der DNA-Bindung kein Induced-Fit als Folge von Rotationen um die zentralen NH-
Pyrrol- und CO-Thiophen-Bindungen auf: In Analogie zur Kristallstruktur des Nitro-
thiophen-Derivats 5 (Tab. 6.19, Seite 247; Abb. 6.5, Seite 158) zeigen die DNA-
gebundenen Konformere der Verbindungen 23-25 und 28-30 (Abb. 6.36, Seite 214)
Coplanaritat beziiglich des rinnenbindenden Strukturelements (Winkel & < 10°; Tab.
6.20A-6.20B, Seiten 247-248). Die Anpassung des Minor Groove Binders an die To-
pologie der kleinen Furche erfolgt bei den betrachteten Hybrid-Molekilen der Thio-
phen-Reihe hauptsachlich durch Torsionen der N-terminalen und der mittleren Amid-
bindungen, die bei der DNA-Ligand-Komplexbildung konformativ aus der von den
beiden Flnfring-Heterozyklen gebildeten Ebene herausgedreht werden. Erkennbar
ist dies an den Werten, die fir die Winkel der betrachteten Peptidbindungen ermittelt
wurden: Bei sieben Testverbindungen ist der Winkel B-1, bei finf Derivaten der Win-
kel B-3, kleiner 170°. Die DNA-Bindung dieser Liganden ist folglich mit dem Aufbau
einer konformativen Molekulspannung verbunden. Diese ist sehr wahrscheinlich auf
die nur bei den Combilexinen der 5-Methyl-thiophen-Reihe vorliegenden Stellung der
N-terminalen Amidbindung zurlckzufihren, bei der die Carbonyl-Gruppe — im
Gegensatz zur Referenzsubstanz Netropsin — der konkaven Molekilseite und somit
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dem Rezeptor zugewandt ist (Abb. 6.46-6.54, Seiten 234-242). Die beschriebenen
Besonderheiten der Bindekonformationen bedingen mdglicherweise die im Vergleich
zu den Bispyrrol- und Thiazol-Pyrrol-Derivaten reduzierte DNA-Affinitat der Thiophen-
Verbindungen (Tab. 6.16, Seiten 219-220).

Mit Ausnahme des Derivats 39 weisen die DNA-gebundenen Konformere der
untersuchten Hybrid-Molektle mit Thiazol-pyrrol-, Imidazol-pyrrol- und Bispyrrol-
Struktur (— Verbindungen 33, 34, 38, 43, 44; Abb. 6.37-6.39, Seiten 216-218)
dagegen jeweils eine isohelikale Konformation auf, d.h. die beiden Finfring-Hetero-
zyklen der Verbindungen liegen gegeneinander verdreht vor (6 < 10° Tab. 6.20B-
6.20C, Seiten 248-249; Abb. 6.59, Seite 251). Da die Kristallstrukturen des Bis-
pyrrolcarboxamids 4 und des Imidazol-pyrrolcarboxamids 8, ebenso wie das in
SPARTAN 1 simulierte Minimumskonformer des Aminothiazol-Derivats 7, jedoch
Coplanaritat besitzen (Tab. 6.19, Seite 247; Abb. 6.5, Seite 158), ist die Komplex-
bildung der untersuchten Combilexine folglich mit einer Rezeptor-induzierten Konfor-
mationsanderung verbunden. Die isohelikale Konformation hat eine bessere Anpas-
sung des rinnenbindenden Molekdlteils an die Topologie der DNA zur Folge, wo-
durch die DNA-Bindung verbessert wird.

Bei der DNA-Ligand-Komplexbildung der Hybrid-Molekile bleibt die bereits bei
den Minimumskonformeren der Testverbindungen vorliegende, energetisch glnstige
trans-(Z)-Konfiguration der Amidbindungen erhalten (Tab. 6.20, Seiten 247-249).
Diese Konfiguration der peptidischen Bindungen bedingt eine Sichelform der Ligan-
den, die aufgrund der erleichterten Einlagerung in die kleine Rinne des Rezeptors
eine Erhdhung der DNA-Affinitat zur Folge hat.
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Abb. 6.59: Darstellung der helikalen Konformation des DNA-gebundenen
Konformers der Verbindung 38:
Vergleich des in SPARTAN B simulierten Minimumskonformers (blau-
es Molekll) mit dem Konformer nach Docking und Refinement (rotes
Molekul)

(Alignment durchgefiihrt in SPARTAN %)

Auf die Bedeutung der C-terminalen Dimethylaminoalkyl-Seitenkette fir die DNA-Bin-
dung von Minor Groove Bindern wurde bereits bei den Finfring-Hetaren-pyrrol-
carboxamiden (Kapitel 6.1.2.3, Seite 176) und bei den Nukleobasen-gekoppelten
Mono- und Bispyrrolcarboxamiden (Kapitel 6.2.4, Seiten 203-204) hingewiesen: Zum
einen fungiert das bei physiologischem pH-Wert protoniert vorliegende Stickstoffatom
(Abb. 6.60, Seite 253) bei vielen der untersuchten DNA-Ligand-Komplexe als H-Brik-
ken-Donor; zum anderen gehen die Methylen- und Methyl-Gruppen der Kette van der
Waals-Interaktionen mit der DNA ein. Diese van der Waals-Wechselwirkungen
sollten am Beispiel zweier Combilexine der Thiophen-Reihe, die sich bei sonst
gleichem strukturellen Aufbau nur in der Lange der aliphatischen Seitenkette unter-
scheiden (Verbindung 24 mit Propyl-, Verbindung 28 mit Ethyl-Kette; Abb. 6.36, Seite
214), genauer untersucht und halbquantitativ beurteilt werden. Dazu wurde bei den
mit den beiden Derivaten 24 und 28 simulierten DNA-Ligand-Komplexen jeweils die
Anzahl der Rezeptor-Atome bestimmt, die sich in einem Abstand von bis zu 3 bzw.
bis zu 4 A von den Wasserstoffatomen des DNA-gebundenen Combilexins entfernt
befinden. Die Resultate sind in Tab. 6.21 (Seite 252) aufgefihrt.
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24 28

Naohthalimid 3A" 7 Kontakte |3 A': 7 Kontakte
P 4 A%: 38 Kontakte |4 A% 44 Kontakte

Buttersaure-Linker, 3 A" S Kontakte |3 A': 5 Kontakte
N-terminal 4 A% 26 Kontakte |4 A%: 23 Kontakte

Thiobhen 3A": 1 Kontakt 3A'": 1 Kontakt

P 4 A% 6 Kontakte |4 A®>: 6 Kontakte

Byrrol 3A" 2 Kontakte |3 A': 4 Kontakte
y 4 A% 16 Kontakte |4 A% 16 Kontakte

Linker, C-terminal 3A": 15 Kontakte 3A": 7 Kontakte
(Propyl- bzw. Ethyl-Kette) |4 A%: 47 Kontakte |4 A%: 26 Kontakte

Methvl-Grubpen 3A":  10Kontakte |3A': 6 Kontakte
y PP 4 A% 40 Kontakte |4 A% 36 Kontakte
Seitenkette. qesamt 3A":  25Kontakte |3A': 13 Kontakte
9 4R 87Kontakte |4A% 62 Kontakte
Molekiil. aesamt 3A": 40 Kontakte |3 A': 30 Kontakte
9 4R 173 Kontakte |4 A% 171 Kontakte

durch van der Waals-WW
freiwerdende Komplex-
bildungsenergie®

-70,2 kcal/mol
(84,9% der Gesamtenergie)

-67,9 kcal/mol
(84,7% der Gesamtenergie)

Tab. 6.21:

Untersuchung der van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den
Combilexinen und der DNA am Beispiel der beiden Thiophen-pyrrol-

carboxamide 24 und 28 und dem Rezeptor 1G3X 160

': Anzahl der DNA-Atome im Abstand von bis zu 3 A, gemessen mit HYPERCHEM 24

2. Anzahl der DNA-Atome im Abstand von bis zu 4 A, gemessen mit HYPERCHEM
: Energie, die auf van der Waals-Wechselwirkungen zurtickzufiihren ist (nach dem Refinement in
HYPERCHEM ®* berechnet; verwendete Rechenmethode: AMBER ['7%18%)
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C 5
®

Abb. 6.60: Beispiel eines Combilexins mit protoniert vorliegendem Stickstoffatom in
der Seitenkette (hier: Verbindung 24)

Die genaue Untersuchung der mit den beiden Thiophen-haltigen Combilexinen 24
und 28 simulierten Komplexe zeigt, dass mehr als 50% der fiir die DNA-Bindung der
Derivate wichtigen van der Waals-Interaktionen auf die Beteiligung der aliphatischen
Seitenkette zurlckzufihren sind (Tab. 6.21, Seite 252). Da wiederum mehr als 80%
der bei der Komplexbildung insgesamt freiwerdenden Energie auf van der Waals-
Wechselwirkungen zwischen DNA und Hybrid-Molekil entfallen, ist eine Verklirzung
der Seitenkette mit einer Reduktion der méglichen Wechselwirkungen und folglich mit
einer signifikanten Abnahme der DNA-Affinitat der Liganden verbunden. Erkennbar
ist dies zum einen an den AT-Werten, die fir die beiden Derivate 24 und 28 ermittelt
wurden  (Verbindung 24: ATgq[poly(dAdT),] = 17,4°C; Verbindung 28:
ATm[poly(dAdT),] = 12,2°C; Tab. 6.16, Seite 219), und zum anderen an den von ICM-
PRO 2% ynd HYPERCHEM B4 (- unter Verwendung des Kraftfeldes AMBER
[179.180l) fijr diese beiden Verbindungen jeweils berechneten Komplexbildungsener-
gien (Tab. 6.18, Seite 233).

In nahezu jedem der simulierten DNA-Ligand-Komplexe (genauer: bei 13 der
15 untersuchten Komplexe; Abb. 6.46-6.57, Seiten 234-245) liegt, in Analogie zu den
Flnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamiden (Kapitel 6.1.2.3, Seite 164 ff.) und den Nukleo-
basen-gekoppelten Mono- und Bispyrrolcarboxamiden (Kapitel 6.2.4, Seite 191 ff.),
eine von dem protonierten Stickstoffatom der Seitenkette (Abb. 6.60) ausgehende,
intermolekulare H-Briicke zu einer DNA-Base vor. Dies beeinflusst die Positionie-
rung des rinnenbindenden Molekulteils der Combilexine in der kleinen Furche der
DNA [456769.104 yngq  durch Verlangerung der Residualzeit, die Kinetik der DNA-
Ligand-Komplexbildung 2”8, Beides resultiert in einer Zunahme der DNA-Bindungs-
starke.
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6.3.6 Zytotoxizitatsstudien des NCI

Da das NCI (National Cancer Institute) lediglich die beiden Hybrid-Molekile 24 und
34 (Abb. 6.36, Seite 214; Abb. 6.37, Seite 216) zu seinen zellbiologischen Tests zu-
gelassen hat (Kapitel 3.4.4, Seite 85 ff.), kénnen die vorliegenden Daten nicht zur
Aufstellung von Struktur-Wirkungsbeziehungen genutzt werden. Zur Vervollstandi-
gung der mit den Combilexinen durchgefiihrten biophysikalischen, biochemischen
und in silico-Studien, sind die Ergebnisse der NCI-Zytotoxizitatstests dennoch im Fol-
genden dargestellt.

MG_MID MG_MID MG_MID
LOG1o Glso' LOG1o TGI? LOGo LCso°

24 -4,03 > -4,0 > -4,0

34 >-40 >-40 >-40

Tab. 6.22: Ergebnisse der vom NCI durchgeflihrten Zytotoxizitatstests

': Mittelwert der logarithmischen molaren Konzentration der Testverbindung, die bei allen 60 im Assay
elngesetzten Krebszelllinien jeweils eine 50%-ige Wachstumshemmung der Krebszellen bewirkt (907
2 Mittelwert der logarithmischen molaren Konzentration der Testverbindung, die bei allen 60 im Assay
elngesetzten Krebszelllinien jeweils eine totale Wachstumshemmung der Krebszellen bewirkt ©°
8. Mittelwert der logarithmischen molaren Konzentration der Testverbindung, die be| allen 60 im Assay
eingesetzten Krebszelllinien jeweils bei 50% der Krebszellen zum Zelltod fahrt ©

Aus den zellbiologischen Studien des NCI geht hervor, dass das Thiophen-pyrrolcar-
boxamid-Derivat 24 keine relevante zytotoxische Aktivitat besitzt und auch nur eine
sehr schwach ausgepragte Wachstumshemmung der im Assay eingesetzten Krebs-
zelllinien bewirken kann (Tab. 6.22); die Thiazol-Verbindung 34 weist weder zytosta-
tische noch zytotoxische Eigenschaften auf. Da zumindest das Derivat 24 mit einer
hohen Affinitat an die DNA bindet (ATy[poly(dAdT),] = 17,4°C; Tab. 6.16, Seiten 219-
220), sind die Resultate der Zytotoxizitatstests mdglicherweise darauf zurlickzu-
fihren, dass in der Tumorzelle eine fiir einen biologischen Effekt notwendige Sub-
stanzkonzentration aufgrund einer zu geringen zellularen Bioverfugbarkeit der Test-
verbindungen nicht anfluten kann. Die unzureichende Zellmembranpenetration ist
wahrscheinlich durch die Verletzung der ,Lipinski’s rule of five* ''® in zumindest zwei
Punkten bedingt: Die Molekiile sind sehr lipophil *¥), was die Selbstassoziation der
Combilexine zu gréBeren Aggregaten begulnstigt und folglich die Aufnahme der Test-
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verbindungen in die Zelle erschwert 7. Zudem liegt das Molekulargewicht {iber 600
Da. Zur Bestéatigung dieser Hypothese der unzureichenden Bioverflugbarkeit mussten
zum einen die aggregatbildenden Eigenschaften der Hybrid-Molekile mittels Steady-
State Fluoreszenz-Spektroskopie oder Transmissions-Elektronenmikroskopie 7%
untersucht und das AusmaR der Zellemembranpenetration der Testverbindungen mit
Hilfe der konfokalen Fluoreszenz-Mikroskopie bestimmt werden ['16:119:27],
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6.3.7 Diskussion der Ergebnisse

Aus den Tp-Wert-Messungen geht hervor, dass das Naphthalimidessigsaure-gekop-
pelte Thiazol-pyrrol-Derivat 22, im Gegensatz zu den Interkalatorcarbonsauren (Ka-
pitel 6.1.1.2, Seite 149) und den Flnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamiden (Kapitel
6.1.2.2, Seite 159 ff.), eine sehr gute DNA-Affinitat besitzt (Abb. 6.61; Abb. 6.36,
Seite 214; Kapitel 6.3.2, Seite 219 ff.). Durch Austausch des bei der Verbindung 22
vorliegenden Essigsaure-Linkers, welcher N-terminal das interkalierende Chromo-
phor mit der rinnenbindenden Thiophen-pyrrolcarboxamid-Struktur verknUpft, gegen
eine C-3-Kette (Verbindung 23), konnte die DNA-Bindungsstarke noch gesteigert
werden. Eine weitere Linker-Verlangerung hatte dagegen eine Abnahme der DNA-
Aktivitat zur Folge (Verbindungen 24, 25 und 26).

AT, [poly(dAdT),]-Werte der Naphthalimid-Derivate

[°C] 40

30 26,5
212 226 H Bl Thiophen

4 17,4 18,1
20 15,1 Gelb: Thiazol
12,8
10 | 9,9 B8H® Imidazol
I 47
0 1 T T T T I:l T
22 23 38 39

24 25 26 33 34
(C-2) (C-3) (C-4) (C-5) (C-6) (C-3) (C-4) (C-3) (C-4)

Abb. 6.61: AT, [poly(dAdT),]-Werte der Naphthalimid-gekoppelten Combilexine mit
Thiophen-, Thiazol- und Imidazol-pyrrolcarboxamid-Struktur

Aus der graphischen Auswertung der simulierten DNA-Ligand-Komplexe (Abb. 6.46-
6.50, Seiten 234-238) lassen sich Erklarungen fir diesen Sachverhalt ableiten: Nur
der bei der Synthese der Verbindung 23 verwendete Propionséure-Linker ermdglicht
eine spannungsfreie Interkalation des Naphthalimids parallel zu den beiden AT-Ba-
senpaaren der Interkalationskavitat und gleichzeitig eine tiefe Einlagerung der Thio-
phen-pyrrolcarboxamid-Struktur in die kleine Rinne der DNA (Abb. 6.47, Seite 235).
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In dem mit dem homologen Derivat 24 gebildeten Komplex liegt der rinnenbindende
Teil des Molekils zwar in einer der Verbindung 23 entsprechenden Orientierung an
der DNA gebunden vor; die im Vergleich zu dem Combilexin 23 zusatzlich vorhan-
dene Methylen-Gruppe des N-terminalen Linkers fihrt bei dem Buttersdure-Derivat
24 jedoch zu einer konformativen Stauchung der aliphatischen Kette, so dass der
Interkalator mit der von dem Basenpaar ,,A606¢T619“ gebildeten Ebene einen Winkel
von ca. 30° einschlieBt (Abb. 6.48, Seite 236). Dies hat eine Schwéachung des
zwischen dem LUMO des Naphthalimid-Molekils und dem HOMO der Adenin-Basen
gebildeten Charge-Transfer-Komplexes 2782”4 und, daraus resultierend, eine Re-
duktion der DNA-Bindungsstéarke zur Folge (Abb. 6.61, Seite 256).

Im Gegensatz zu dem mit der Verbindung 24 simulierten Komplex wird das in-
terkalierende Chromophor bei der DNA-Bindung des Thiophen-pyrrolcarboxamid-
Derivats 25 nahezu parallel zu den Basenpaaren in die Interkalationskavitat einge-
schoben. Der Pentansdure-Linker dieses Hybrid-Molekuls verhindert allerdings eine
mit den DNA-gebundenen Konformeren der Verbindungen 23 und 24 vergleichbar
tiefe Einlagerung der beiden Heterozyklen und der sie verknupfenden Amidbindung
in die kleine Rinne des Rezeptors (Abb. 6.49, Seite 237). Die dadurch bedingte Ver-
gréBerung des Bindungsabstandes zwischen DNA und Ligand fuhrt Gber eine Ab-
schwachung der van der Waals-Wechselwirkungen zu einer Abnahme der DNA-
Affinitat #3289 (Abb. 6.61, Seite 256).

In Analogie zur Naphthalimidbuttersaure-Verbindung 24 ist auch die DNA-Bin-
dung des Hexansaure-Derivats 26 mit einer konformativen Stauchung des N-termi-
nalen, aliphatischen Linkers verbunden. Dies wirkt sich sowohl auf die Rinnenbin-
dung des Thiophen-pyrrolcarboxamid-Strukturelements, als auch auf die Interkala-
tion des Naphthalimid-Molekls stérend aus: Zum einen wird zwischen DNA und Li-
gand nur eine intermolekulare H-Briicke ausgebildet, wobei das Stickstoffatom der C-
terminalen Amidbindung als Donor fungiert. Zum anderen nimmt der Winkel, der die
relative Lage des Interkalators zu der von dem Basenpaar ,A606¢T619“ gebildeten
Ebene beschreibt, einen Wert von ca. 30°an (Abb. 6.50, Seite 238).

Bei der Beurteilung der aus den T-Wert-Messungen resultierenden DNA-AKti-
vitdten des Naphthalimidpentansdure-Derivats 25 und der homologen Verbindung
26, mussen auch thermodynamische Aspekte der DNA-Ligand-Kompexbildung be-
rlcksichtigt werden: Bedingt durch die Lange des N-terminalen Linkers besitzen die
beiden Testverbindungen viele Molekil-Freiheitsgrade (Tab. 6.23, Seite 258), so
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dass die DNA-Ligand-Komplexbildung mit einer deutlichen Entropie-Abnahme ver-
bunden sein sollte 2%, Dies kénnte eine weitere mégliche Erklarung fiir die im Ver-
gleich zu der Naphthalimidpropionsaure-Verbindung 23 geringere DNA-Affinitat der
Derivate 25 und 26 sein (Abb. 6.61, Seite 256). Da die mit ICM-PRO #¥23 durch-
geflhrten Molecular Modelling-Simulationen im Vakuum ablaufen, kann der Einfluss
der Entropie auf die DNA-Bindung der Combilexine bei der Simulation der DNA-
Ligand-Komplexe und bei der Berechnung der Komplexbildungsenergien allerdings
nicht in einem der Realitit entsprechenden AusmaB beriicksichtigt #%* werden.

N-ternL1?r|n§lI§r(|j ‘Ie_?nkers Freiheitsgrade'
22 C-2 219
23 C-3 228
24 C-4 237
25 C-5 246
26 C-6 255

Tab. 6.23: Molekil-Freiheitsgrade verschiedener Naphthalimid-gekoppelter Thio-
phen-pyrrolcarboxamide in Abhangigkeit von der Lange des N-termi-
nalen Linkers

" in SPARTAN B mit der semiempirischen AM1-Methode ['®*'®! berechnet

Der nur aus zwei Kohlenstoffatomen bestehende, N-terminale Linker der Essigsaure-
Verbindung 22 fihrt dazu, dass dieses Hybrid-Molekil an einen kirzeren Abschnitt
der DNA bindet als die homologen Derivate 23-26 (Abb. 6.46, Seite 234). Die da-
durch bedingte Reduktion der zwischen DNA und Ligand ausgebildeten van der
Waals-Wechselwirkungen hat jedoch eine im Vergleich zu der Propionsdure-Verbin-
dung 23 nur geringfigig schwachere DNA-Affinitat zur Folge (Abb. 6.61, Seite 256).
Dies ist zum einen auf die bei der DNA-Bindung des Derivats 22 auftretende, tiefe
Einlagerung des Thiophen-pyrrolcarboxamid-Strukturelements in die kleine Rinne der
DNA zurlckzufiihren. Zum anderen liegt das interkalierende Chromophor in der
Kavitat nahezu parallel zu den DNA-Basenpaaren ausgerichtet vor, wodurch das n-r-
Stacking des Naphthalimid-Molekils mit den Basen des Oligonukleotids energetisch

beglinstigt wird 7278274,
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In Abb. 6.62 sind die nach Docking (Kapitel 5.4.1, Seite 134 ff.) und Refinement
(Kapitel 5.4.2, Seite 143 ff.) vorliegenden Konformere der Naphthalimid-gekoppelten
Combilexine 22-25 (Abb. 6.36, Seite 214) vergleichend graphisch dargestellt. Eine
genaue Betrachtung der verschiedenen Konformere zeigt, dass die Thiophen-pyrrol-
carboxamid-Struktur und die aliphatische, C-terminale Dimethylaminopropyl-Seiten-
kette bei allen Testverbindungen in einer sehr &hnlichen Orientierung in der kleinen
Rinne der DNA gebunden vorliegen. Die bei den einzelnen Hybrid-Molekulen jeweils
unterschiedlich langen, N-terminalen Linker bedingen dagegen variable Positionen
des interkalierenden Naphthalimid-Ringsystems in der Interkalationskavitat des Re-

zeptors.

Abb. 6.62: \Vergleichende Darstellung der DNA-gebundenen Konformere der
Naphthalimid-gekoppelten Thiophen-pyrrolcarboxamide 22 (blaues Mo-
lekdl), 23 (griines Molekil), 24 (rotes Molekl) und 25 (gelbes Molekdil)
(Alignment durchgefihrt in SPARTAN %))

In Analogie zu den untersuchten Hybrid-Molekllen der Thiophen-Reihe, besitzt auch
das Propionsaure-gekoppelte Thiazol-pyrrolcarboxamid 33 eine héhere DNA-Affinitat
als das homologe Derivat 34 (Abb. 6.61, Seite 256; Abb. 6.37, Seite 216). Aus der
Betrachtung der mit diesen beiden Testverbindungen simulierten DNA-Ligand-Kom-
plexe geht hervor, dass nur der C-3-Linker des Combilexins 33 eine Interkalation des
Naphthalimid-Molekils parallel zu den Basenpaaren der Interkalationskavitat und
gleichzeitig eine tiefe Einlagerung der rinnenbindenden Thiazol-pyrrol-Struktur in die
kleine Furche der DNA ermdglicht (Abb. 6.55, Seite 243). In dem mit dem Hybrid-Mo-
lekiil 34 gebildeten DNA-Ligand-Komplex liegen die beiden Heterozyklen und die C-
terminale Dimethylaminopropyl-Seitenkette zwar in einer der DNA-Bindung des Deri-
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vats 33 entsprechenden Weise an der DNA orientiert vor; das Naphthalimid-Ring-
system ist jedoch so in die Kavitat eingelagert, dass der Interkalator mit der von dem
Basenpaar ,,A606¢T619“ gebildeten Ebene einen Winkel von ca. 15° einschlief3t. Die
dadurch bedingte Stérung des n-n-Stacking der DNA-Basen mit dem interkalie-
renden Chromophor hat eine Schwachung der DNA-Affinitat der Verbindung 34 zur
Folge 7278274 Dga sich die beiden Thiazol-Derivate in ihrer DNA-Bindung allerdings
nicht so deutlich voneinander unterscheiden wie dies bei den analogen Thiophen-
Verbindungen 23 und 24 der Fall ist, wurde darauf verzichtet, den mit dem Combi-
lexin 34 gebildeten DNA-Ligand-Komplex zusétzlich zur DNA-Bindung des Derivats
33 graphisch darzustellen.

Die aus den Tp-Wert-Messungen resultierenden, unterschiedlichen DNA-Affi-
nitaten der Imidazol-haltigen Combilexine 38 (Naphthalimidpropionsaure-Derivat) und
39 (Naphthalimidbuttersaure-Derivat; Abb. 6.38, Seite 217) lieBen sich auf der Basis
der durchgefiihrten Docking-Simulationen zun&chst nicht erklaren (Abb. 6.56, Seite
244). Da die DNA-Ligand-Komplexe dieser beiden Verbindungen keine optisch wahr-
nehmbaren Unterschiede aufwiesen, wurden sie mit dem Programm HYPERCHEM
B4 in weiterfiihrenden Molecular-Modelling-Studien genauer untersucht. Zu diesem
Zweck wurden bei den mit den Derivaten 38 und 39 gebildeten Komplexen jeweils
die Imidazol-pyrrolcarboxamid-Struktur und die C-terminale Dimethylaminopropyl-
Seitenkette des Liganden entfernt, um fir beide Verbindungen ausschlieBlich die
Komplexbildungsenergie, die auf die Interkalation des Naphthalimid-Molekuls zurtck-
zufihren ist, ermitteln zu kénnen. Aus den in HYPERCHEM B4 mit dem Kraftfeld
AMBER ['7®'8 gyrchgefiihrten Berechnungen geht hervor, dass — in Analogie zu den
Combilexinen der Thiophen- und der Thiazol-Reihe — das interkalierende Chromo-
phor des Propionséure-Derivats 38 energetisch gunstiger in der Interkalationskavitat
des Rezeptors bindet als das Buttersaure-Analogon 39 (Verbindung 38: -15,8
kcal/mol; Verbindung 39: -12,3 kcal/mol). Dieses Ergebnis korreliert mit den fir die
Verbindungen 38 und 39 ermittelten T-Werten (Abb. 6.61, Seite 256).
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Aus den mit den Acridon-Derivaten 29, 30, 36 und 37 (Abb. 6.36, Seite 214; Abb.
6.37, Seite 216) durchgefihrten Tp-Wert-Messungen geht hervor, dass sowohl bei
den Combilexinen mit Thiophen-pyrrol-Struktur, als auch bei den Hybrid-Molekilen
der Thiazol-Reihe, das Buttersdure-Derivat (Verbindung 30 bzw. 37) eine hdhere
DNA-Affinitat aufweist, als das entsprechende Propionsaure-Analogon (Verbindung
29 bzw. 36; Abb. 6.63).

AT [poly(dAdT),]-Werte der Acridon-Derivate
[*C] 40
30 |
23,3
20,3 Bl Thiophen
20 |
13,9 || Gelb: Thiazol
9,6
10 |
0 ,
29 30 36 37
(C-3) (C-4) (C-3) (C-4)

Abb. 6.63: AT [poly(dAdT),]-Werte der Acridon-gekoppelten Combilexine mit Thio-
phen- und Thiazol-pyrrolcarboxamid-Struktur

Zur Untersuchung des DNA-Bindemodus der Acridon-gekoppelten Hybrid-Molekiile,
wurden DNA-Komplexe mit den beiden Thiophen-haltigen Combilexinen 29 und 30
simuliert (Abb. 6.53-6.54, Seiten 241-242). Dabei zeigte sich, dass der Acridon-Tri-
zyklus der Buttersaure-Verbindung 30 parallel zu den Basenpaaren in der Kavitat
eingelagert vorliegt, wahrend das Interkalator-Molekil des Propionsaure-Derivats 29
mit der von dem Basenpaar ,,A606¢T619“ gebildeten Ebene einen Winkel von ca. 30°
bildet. Dies hat — ebenso wie der Umstand, dass bei der DNA-Ligand-Komplexbil-
dung des Hybrid-Molekiils 29 der rechte Benzol-Ring des interkalierenden Chromo-
phors teilweise Uber die Ebene der DNA-Basen hinaus in die groBe Rinne gescho-
ben wird — eine Schwachung des zwischen dem LUMO des Acridons und dem
HOMO der Purin-Basen gebildeten Charge-Transfer-Komplexes zu Folge /278274,
Diese bei der DNA-Bindung auftretende Stérung des n-n-Stacking bedingt sehr wahr-
scheinlich die im Vergleich zu dem Buttersaure-Derivat 30 geringere DNA-Aktivitat
der Propionsdure-Verbindung 29.
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In Abb. 6.64 sind die DNA-gebundenen Konformere der Acridon-gekoppelten Com-
bilexine 29 und 30 vergleichend graphisch dargestellt. Wie bei den Naphthalimid-
Verbindungen 22-25 (Abb. 6.62, Seite 259), weisen die Dimethylaminopropyl-Seiten-
kette und die Thiophen-pyrrolcarboxamid-Struktur bei beiden Derivaten eine sehr
ahnliche Orientierung in der kleinen Rinne der DNA auf, wahrend die bei diesen
Verbindungen jeweils unterschiedlich langen N-terminalen Linker variable Positionen
des Acridon-Molekls in der Interkalationskavitat des Rezeptors bedingen.

Abb. 6.64: Vergleichende Darstellung der DNA-gebundenen Konformere der Acri-
don-gekoppelten Thiophen-pyrrolcarboxamide 29 (blaues Molekdl), und
30 (rotes Molekal)
(Alignment durchgefihrt in SPARTAN %)

Die Beobachtung, dass bei den Naphthalimid-gekoppelten Combilexinen ein Pro-
pionsaure-Linker, bei den Acridon-Derivaten dagegen ein C-4-Linker zu Verbindung-
en mit der jeweils hdchsten DNA-Affinitat fuhrt, kann damit begriindet werden, dass
das an Position 10 Methyl-substituierte Acridon und der am Stickstoffatom unsubsti-
tuierte Naphthalimid-Trizyklus — bezogen auf eine Senkrechte zur Basenpaar-Trajek-
torie — nahezu die gleiche Molekil-Ausdehnung aufweisen (Abb. 6.65, Seite 263).
Die Studien zur Untersuchung des Einflusses des N-terminalen Linkers auf die DNA-
Affinitat der Combilexine zeigen, dass die Lange des Linkers, der das interkalierende
Chromophor mit der rinnenbindenden Finfring-Hetaren-pyrrolcarboxamid-Struktur
verknipft, in Abhangigkeit von dem Aufbau des fir die Synthese der Hybrid-Molekile

verwendeten Interkalators optimiert werden muss.
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Abb. 6.65: Ausdehnung der eingesetzten Interkalator-Molekile, bezogen auf eine
Senkrechte zur Basenpaar-Trajektorie

Aus den mit der Substanzklasse der Combilexine durchgeflihrten Molecular Model-
ling-Simulationen geht hervor, dass der Einfluss des N-terminalen Linkers auf die
DNA-Bindung der Hybrid-Molekule, bei den mit den Thiophen-haltigen Testverbin-
dungen gebildeten DNA-Ligand-Komplexen besonders deutlich erkennbar ist (Abb.
6.46-6.50, Seiten 234-238; Abb. 6.53-6.54, Seiten 241-242). Des Weiteren zeigen
die T-Wert-Messungen, dass die fur die Derivate der Thiophen-Reihe aufgestellten
Struktur-Wirkungsbeziehungen, auch auf die entsprechenden Verbindungen mit
Thiazol- und Imidazol-Struktur Ubertragbar sind (Kapitel 6.3.2, Seite 219 ff.). Folglich
kdnnen Docking-Studien mit Thiophen-pyrrolcarboxamid-Derivaten als Liganden da-
zu verwendet werden, die Linker-Lange, die fur die VerknUpfung eines neuen Inter-
kalator-Molekuls mit dem rinnenbindenden Strukturelement am besten geeignet ist,
noch vor Beginn des Syntheseprozesses zu ermitteln (— geeignetes Modell fiir De-
sign und Synthese neuer Combilexine). Die von ICM-PRO 22% ynd HYPERCHEM
B4 (- mit dem Kraftfeld AMBER ['"®'8%) f{ir die DNA-Bindung der sich jeweils nur in
der N-terminalen Linker-Ladnge unterscheidenden Hybrid-Molekule (z. B. Verbin-
dungen 22-25, 29 und 30) berechneten Komplexbildungsenergien (Tab. 6.18, Seite
233) kdénnen dagegen nicht zur Formulierung von Struktur-Wirkungsbeziehungen
herangezogen werden, da sie nicht mit den AT,-Werten der Testverbindungen korre-
lieren. Dies liegt hauptsachlich darin begriindet, dass hydrophobe und Solvatations-
Effekte, die die mit Hilfe von in vitro-Testsystemen ermittelten DNA-Affinitdten der
Liganden maBgeblich beeinflussen, bei den im Vakuum ablaufenden Molecular
Modelling-Simulationen nur unzureichend beriicksichtigt werden kénnen %241, Folg-

lich sind in silico-Studien generell besser fir die Vorhersage der méglichen Binde-
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modi neuer Testverbindungen, als fir die Kalkulation von Komplexbildungsenergien

geeignet [59,281,282] )

Neben dem Einfluss der N-terminalen Linker-Lange auf die DNA-Bindung der Com-
bilexine sollte auch untersucht werden, wie sich die verschiedenen, bei der Synthese
der Hybrid-Molekile verwendeten Interkalatoren (Acridon, Naphthalimid, 5-Nitro-
naphthalimid) auf die DNA-Affinitdten der Testverbindungen auswirken. Den Aus-
fihrungen auf den Seiten 262 und 263 betreffend der Linker-Lange, die firr eine opti-
male Verknipfung der interkalierenden Struktur mit dem rinnenbindenden Molekdlteil
erforderlich ist, zur Folge, missen zu diesem Zweck die Naphthalimidpropionsaure-
Derivate der Thiophen-, der Thiazol- und der Imidazol-Reihe (Verbindungen 23, 33
bzw. 38) mit den analogen Acridonbuttersaure-Verbindungen (Verbindungen 30, 37
bzw. 40; Abb. 6.36-6.38, Seiten 214-217) verglichen werden (Abb. 6.66).

Abb. 6.66: Vergleichende Darstellung der DNA-gebundenen Konformere ver-
schiedener Interkalator-gekoppelter Thiophen-pyrrolcarboxamide:

Links: Vergleich der Naphthalimidpropionsaure-Verbindung 23 (rotes
Molekal) mit der Acridonbuttersaure-Verbindung 30 (blaues Molekul)

Rechts: Vergleich der Naphthalimidbuttersaure-Verbindung 24 (blaues
Molekudl) mit der Nitronaphthalimidbuttersdure-Verbindung 27 (rotes
Molekul)

(Alignment durchgefihrt in SPARTAN %)

Die Starke des bei einer interkalativen DNA-Bindung gebildeten Charge-Transfer-
Komplexes hangt zum einen von der GréBe des Uberlappungsintegrals, das infolge
der Uberschneidung des HOMO der Purin-Basen und des LUMO des interkalieren-
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den Chromophors gebildet wird, und zum anderen von der Differenz dieser beiden
Orbital-Energien ab 727827 (Kapitel 2.2.5, Seite 31 ff.). Aus diesem Grund werden
die Molekdilflachen der Interkalatoren und die LUMO-Energien (ELymo) der Mini-
mumskonformere der Testverbindungen (Kapitel 5.2.2, Seite 118) in die folgenden
Uberlegungen mit einbezogen.

Aus den T,-Wert-Messungen geht hervor, dass bei den Thiophen- und bei
den Imidazol-Pyrrolcarboxamiden die Naphthalimidpropionsaure-gekoppelten Deri-
vate und die analogen Acridonbuttersdure-Verbindungen nahezu die gleichen DNA-
Affinitaten aufweisen (Vergleich der Verbindungen 23 und 30 bzw. Vergleich der
Verbindungen 38 und 40; Tab. 6.24, Seiten 267-268; Abb. 6.36, Seite 214; Abb.
6.38, Seite 217). Dieses Ergebnis lasst sich auf der Basis der durchgeflihrten Mole-
cular Modelling-Studien jedoch nur partiell begriinden: Die beiden Interkalator-Mole-
kiile besitzen zwar dhnlich groBe Molekiilflichen (Naphthalimid: 200,7 A2; Acridon:
213,12 A2; berechnet in SPARTAN [B¥ mit der semiempirischen AM1-Methode
[184.188]) 50 dass das bei der Interkalation gebildete Uberlappungsintegral, das durch
Uberschneidung des HOMO der Purin-Basen und des LUMO des jeweiligen Chromo-
phors gebildet wird, ebenfalls annéhernd gleich groB sein sollte. Die LUMO-Energien,
die fur die Naphthalimid-Verbindungen 23 und 38 berechnet wurden, sind allerdings
niedriger als die der Acridon-Derivate 30 und 40 (Tab. 6.24, Seiten 267-268), so dass
die von den Naphthalimid-gekoppelten Combilexinen gebildeten Charge-Transfer-
Komplexe aufgrund der geringeren HOMO-LUMO-Differenz energetisch giinstiger
sein sollten. Wider Erwarten wirken sich die unterschiedlich hohen LUMO-Werte der
beiden Interkalator-Molekule jedoch nicht auf die mittels T,-Wert-Messmethodik be-
stimmten DNA-Affinitaten der Testverbindungen aus.

Bedingt durch den -I/-M-Effekt des Substituenten weist das 5-Nitronaph-
thalimid eine, im Vergleich zu dem unsubstituierten Analogon, verringerte Elektronen-
dichte im Molekdl und, daraus resultierend, eine niedrigere LUMO-Energie auf (Kapi-
tel 6.1.1.4, Seite 149 ff.). Durch Verstarkung des n-n-Stacking zwischen den elektro-
nenreichen Purin-Basen der DNA und dem elektronenarmen, interkalierenden Chro-
mophor mussten die Nitronaphthalimid-Verbindungen folglich eine, bezogen auf die
Naphthalimid-Derivate, gesteigerte DNA-Aktivitit besitzen 27827 Fir die Nitro-
naphthalimid-gekoppelten Combilexine der Thiophen-pyrrol- und der Bispyrrol-Reihe
(Verbindung 27 bzw. 44) wurden jedoch kleinere AT,-Werte ermittelt als fir die ent-
sprechenden Naphthalimidbuttersdure-Analoga (Verbindung 24 bzw. 43; Tab. 6.24,
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Seiten 267-268; Abb. 6.36, Seite 214; Abb. 6.39, Seite 218). Bei der Interpretation
dieser Ergebnisse muss allerdings berlcksichtigt werden, dass die Nitronaphthal-
imid-Verbindungen 27 und 44 einen N-terminalen C-4-Linker aufweisen und nicht
den fir die VerknUpfung des Naphthalimid-Molekils mit der rinnenbindenden Flnf-
ring-Hetaren-pyrrolcarboxamid-Struktur am besten geeigneten Propionsaure-Linker
(Seite 262 ff.). Die im Vergleich zu den Naphthalimid-Verbindungen schwéacheren
DNA-Affinitaten der Nitronaphthalimid-Derivate sind also nicht notwendigerweise auf
einen fehlenden Einfluss der LUMO-Energien auf die DNA-Ligand-Komplexbildung
zurickzufihren; die geringeren DNA-Bindungsstarken kénnen hypothetisch auch
durch van der Waals-AbstoBungen zwischen der groBvolumigen Nitro-Gruppe und
den DNA-Basen der Interkalationskavitat bedingt sein, die als Folge der durch die
zusétzliche Methylen-Gruppe des Buttersaure-Linkers hervorgerufene Behinderung
der Interkalation des 5-Nitronaphthalimid-Molekils auftreten. Um definitiv beurteilen
zu kénnen, ob bei den Combilexinen der Thiophen- und der Bispyrrol-Reihe die
Nitrierung des Naphthalimids tber eine Absenkung der LUMO-Energie zu einer Stei-
gerung der DNA-Affinitat fihrt, missten Nitronaphthalimidpropionséaure-gekoppelte
Hybrid-Molekile synthetisiert und deren AT,-Werte ermittelt werden.

Im Gegensatz zu den untersuchten Testverbindungen mit Thiophen- und mit
Imidazol-pyrrol-Struktur weist das Naphthalimidpropionsaure-Derivat der Thiazol-Rei-
he (Verbindung 33) nicht nur eine niedrigere LUMO-Energie, sondern auch eine
deutlich hdhere DNA-AKktivitat auf, als die analoge Acridonbuttersdure-Verbindung 37
(Tab. 6.24, Seiten 267-268; Abb. 6.37, Seite 216). Des Weiteren hat die mit einer
Absenkung des LUMO-Wertes verbundene Nitrierung des Interkalators, eine im Ver-
gleich zu dem Naphthalimidbuttersédure-Derivat 34 gesteigerte DNA-Affinitat der
Nitronaphthalimid-Verbindung 35 zur Folge. Aus diesem Grund liegt die Vermutung
nahe, dass sich die LUMO-Energien der Thiazol-Derivate bei der DNA-Ligand-Kom-
plexbildung aus einem noch unbekannten Grund starker auf die DNA-Aktivitaten der
Testverbindungen auswirken, als dies bei den Interkalator-gekoppelten Thiophen-
pyrrol-, Imidazol-pyrrol- und Bispyrrolcarboxamiden der Fall ist.

Wie schon bei den Interkalatoren beschrieben (Kapitel 6.1.1.4, Seite 152 ff.),
beeinflussen die LUMO-Werte der Liganden méglicherweise indirekt tber die Zuor-
dnung entsprechender Atomtypen (Kapitel 4.1.1, Seite 90) die mit ICM-PRO 233
und HYPERCHEM B4 fiir die DNA-Komplexbildung der Combilexine berechneten
Energien: Im Vergleich zu den Acridon-Derivaten wird — den Molecular Modelling-
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Programmen gemaB — bei der DNA-Bindung der Naphthalimid-gekoppelten Hybrid-
Molekule mehr Energie freigesetzt; die hochste DNA-Affinitat wird fir die Nitronapht-
halimid-Verbindung 44 vorhergesagt (Tab. 6.18, Seite 233; Abb. 6.39, Seite 218).

Diff
ATmpoly(dAdT)' |  Interkalator/ ELumo? erenz
[°C] Linkerlange [eV] [Evomo(A) ~ Evumo|
g [eV]
Naphthalimi
23 22,6+ 0,31 aphthalimio/ 1,61 716
C-3
o
30 23.3+0,38 cridon/ 0,64 813
C-4
Naphthalimi
24 17.4+0.30 aphthalimio/ 1,69 7.08
C-4
o7 12,6+ 0.35 Nitronaphthalimid/ 234 6.43
C-4
—
33 265+ 0,22 Naphthalimio/ 1,67 710
C-3
37 13,9+ 0.20 Acridon/ 1,08 7.69
C-4
Naphthalimi
34 474018 aphthalimio/ 1,66 711
C-4
. o
35 6.9+ 0,27 Nitronaphthalimid/ 2.6 6.51
C-4
Tab. 6.24A: AT [poly(dAdT),]-Werte und Molekileigenschaften einiger Interkalator-

gekoppelter Combilexine mit Thiophen-pyrrol- und mit Thiazol-pyrrol-

Struktur

' AT-Werte: Mittelwerte aus mindestens drei Messungen + Standardabweichung

2: Durch semiempirische AM1-Rechnung '®*'®in SPARTAN ® unter Beriicksichtigung des Gesamt-
molekls ermittelt

8. Betrag der Differenz von Epomo (Adenin) und E yvo (Testverbindung) mit Eomo (Adenin) = -8,77 eV

(— in SPARTAN P mit einer semiempirischen AM1-Rechnung
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ermittelt)




Diff
ATnmlpoly(dAdT),]' |  Interkalator/ ELumo? erenz
[°C] Linkerlange [eV] [Evomo(A) ~ Evumo
g [eV]
Naphthalimi
38 18,1 +0,17 aphthalimid/ 1,52 7.25
c-3
o
40 18,0 + 0,62 cridon/ -0,60 8.17
C-4
Naphthalimi
39 12,8 + 0,57 aphthalimid/ 1,61 716
C-4
43 215+ 0,05 Naphthalimid/ 1,64 713
C-4
Nitronaphthalimid/
a4 18,9+ 0.16 'ronag4a'm' 231 6,46

Tab. 6.24B: AT [poly(dAdT)2]-Werte und Molekuleigenschaften einiger Interkalator-
gekoppelter Combilexine mit Imidazol-pyrrol- und mit Bispyrrol-Struktur

' AT-Werte: Mittelwerte aus mindestens drei Messungen + Standardabweichung

2 Durch semiempirische AM1-Rechnung "®*'®! in SPARTAN P unter Beriicksichtigung des Gesamt-
molekils ermittelt

8, Betrag der Differenz von Epomo (Adenin) und E yuo (Testverbindung) mit Eyomo (Adenin) = -8,77 eV
(—> in SPARTAN B mit einer semiempirischen AM1-Rechnung 8% ermittelt)

Zur Erweiterung der bereits erlauterten, sich mit dem Aufbau des Interkalators und
des N-terminalen Linkers befassenden Struktur-Wirkungsbeziehungen, sollte unter-
sucht werden, welchen Einfluss die verschiedenen N-terminalen Flnfring-Heterozyk-
len, die zur Synthese des rinnenbindenden Molekiilteils der Combilexine verwendet
wurden, auf die DNA-Bindung der Hybrid-Molekile haben. Zu diesem Zweck werden
zunachst die Naphthalimidpropionsaure-Derivate mit Thiophen-pyrrol-, Thiazol-pyrrol-
und Imidazol-pyrrol-Struktur (Verbindungen 23, 33 und 38) und anschlieBend das
Naphthalimidbuttersdure-gekoppelte Bispyrrolcarboxamid 43, sowie die bioisosteren
Analoga 24, 34 und 39 (Abb. 6.36-6.39, Seiten 214-218) naher betrachtet.
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AT [poly(dAdT),]-Werte einiger Naphthalimid-Derivate
[°C] 40

30 26,5 Bl Thiophen

226 ] 21,5 | Gelb: Thiazol
20 18,1 17,4

12,8 RBE Imidazol
10 47 Bl Bispyrrol
0 .
23 33 38 24 34 39 43
(C-3) (C-3) (C-3) (C-4) (C-4) (C4) (C4)

Abb. 6.67: AT[poly(dAdT);]-Werte der Naphthalimidpropionsaure- und der Naph-
thalimidbuttersaure-gekoppelten Combilexine mit Thiophen-pyrrol-,
Thiazol-pyrrol-, Imidazol-pyrrol- und Bispyrrol-Struktur

Aus den Tn-Wert-Messungen geht hervor, dass die Thiazol-Verbindung 33 die
héchste DNA-Affinitat aller untersuchten Naphthalimidpropionsaure-Derivate aufweist
(Abb. 6.67). Der im Vergleich zur Verbindung 33 kleinere AT,-Wert des Thiophen-
Derivats 23 ist sehr wahrscheinlich auf die nur bei den Hybrid-Molekilen mit Thio-
phen-pyrrolcarboxamid-Struktur auftretende Stellung der N-terminalen Amidbindung
zurtickzufiihren (Kapitel 6.3.5, Seite 229 ff.): Im Gegensatz zur Leitsubstanz Netrop-
sin und den Combilexinen der Thiazol-pyrrol-, der Imidazol-pyrrol- und der Bispyrrol-
Reihe, ist die Carbonyl-Gruppe der N-terminalen, peptidischen Bindung bei den
Thiophen-Derivaten der konkaven, die NH-Gruppe dagegen der konvexen Mole-
kllseite zugewandt (Abb. 6.46-6.54, Seiten 234-242). Als Folge dieser strukturellen
Besonderheit bindet das Thiophen-Derivat 23 an einen kirzeren DNA-Abschnitt als
das analoge Hybrid-Molekul 33 (Abb. 6.47, Seite 235; Abb. 6.55, Seite 243). Dies
bedingt eine Schwachung der DNA-Ligand-Interaktionen, da die bei der Komplex-
bildung zwischen Rezeptor und Combilexin ausgebildeten van der Waals-Wechsel-
wirkungen folglich reduziert und weniger Wasser-Molekile aus der kleinen Rinne
verdrangt werden. Letzteres ist mit einer Verringerung der bei der DNA-Bindung
auftretenden Entropie-Zunahme verbunden #%234283 Djeser aus hydrophoben DNA-
Ligand-Interaktionen resultierende Effekt wirkt sich zwar auf die Ergebnisse der
biophysikalischen und biochemischen Studien (wie T-Wert-Messung und Ethidium-
bromid-Verdrangungsassay) aus, wird bei den im Vakuum ablaufenden Molecular
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Modelling-Simulationen jedoch nicht in einem der Realitéat entsprechenden Ausmal
beriicksichtigt ?°?*'. Die besondere Konformation der N-terminalen Amidbindung
(Abb. 6.44 Seite 230) und die damit verbundene, im Vergleich zur Thiazol-Verbin-
dung 33 divergente DNA-Positionierung des Thiophen-Derivats 23 fuhrt auBerdem
dazu, dass bei der Komplexbildung eine geringere Anzahl von Wasserstoff-Briicken
zwischen Rezeptor und Ligand ausgebildet wird: In dem mit der Thiazol-Verbindung
33 simulierten Komplex sind alle amidischen Stickstoffatome sowie das quartére
Ammonium-lon der aliphatischen Seitenkette an der Ausbildung von intermolekularen
H-Brlcken beteiligt, wahrend bei der DNA-Bindung des Thiophen-Derivats 23 ledig-
lich das N-Atom der C-terminalen Amidbindung und das protoniert vorliegende Stick-
stoffatom der Seitenkette als H-Briicken-Donatoren fungieren. Des Weiteren bedingt
die Stellung der N-terminalen Amidbindung, dass bei der DNA-Ligand-Komplex-
bildung des Thiophen-Derivats 23 zwei Amidbindungen konformativ aus der Ebene
der beiden Funfring-Heterozyklen herausgedreht werden (-1 und B-3 < 170° Tab.
6.20A, Seite 247), um die Interkalation des Naphthalimid-Molekils und die gleichzei-
tige Rinnenbindung der Thiophen-pyrrolcarboxamid-Struktur erméglichen zu kénnen.
Die daraus resultierende, hohe Molekilspannung des DNA-gebundenen Konformers
hat — ebenso wie die im Vergleich zur Thiazol-Verbindung 33 geringere Anzahl an
intermolekularen Wasserstoff-Bricken im Komplex — eine Reduktion der DNA-Affini-
tat des Thiophen-Derivats 23 zur Folge.

Der kleinste AT,-Wert aller untersuchten Naphthalimidpropionsaure-gekop-
pelten Combilexine wurde flr die Imidazol-Verbindung 38 ermittelt (Abb. 6.67, Seite
269). Dennoch weist dieses Derivat bei der DNA-Ligand-Komplexbildung eine dem
Thiazol-Analogon 33 entsprechende Orientierung an der DNA auf (Abb. 6.68, Seite
271, Abb. 6.55-6.56, Seiten 243-244), so dass sich aus den durchgeflhrten Docking-
Studien nur wenige Erklarungsansatze fir die vergleichsweise schwache DNA-Affi-
nitat der Imidazol-Verbindung 38 ableiten lassen: Bedingt durch seine negative Par-
tialladung (Kapitel 6.1.2.3, Seite 161-162), wirkt sich das sp?-hybridisierte, der kon-
kaven Molekllseite zugewandte Stickstoffatom des Imidazol-Rings sehr wahrschein-
lich stérend auf die DNA-Bindung in der von AT-Basenpaaren gebildeten, elektronen-
reichen kleinen Rinne der DNA aus 6769109111 = A ;Berdem baut das Thiazol-
pyrrolcarboxamid 33 bei der DNA-Ligand-Komplexbildung vier, das Imidazol-Derivat
38 dagegen nur drei intermolekulare Wasserstoff-Briicken zu dem Rezeptor-Molekdl
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auf, was ebenfalls ein Grund fir die im Vergleich zur Thiazol-Verbindung geringere
DNA-AKktivitat des Imidazol-Analogons sein kdnnte.

Die aus den Tp-Wert-Messungen resultierende, hohe DNA-Affinitat des Naph-
thalimidpropionsaure-gekoppelten Thiazol-Derivats 33 korreliert mit den mit ICM-
PRO 233 ynd HYPERCHEM ®* (Rechenmethode: AMBER ['7%'8%) ermittelten Kom-
plexbildungsenergien: Bei der DNA-Bindung dieses Hybrid-Moleklls wird, den ver-
wendeten Molecular Modelling-Programmen zur Folge, ein gréBerer Energiebetrag
freigesetzt, als bei der Komplexbildung der analogen Verbindungen 23 (Thiophen-
pyrrolcarboxamid) und 38 (Imidazol-pyrrolcarboxamid; Tab. 6.18, Seite 233). Die
DNA-Bindungsstarken der beiden letztgenannten Derivate werden von ICM-PRO
3233 ynd HYPERCHEM B allerdings unterschiedlich bewertet: Im Widerspruch zu
den Resultaten der biophysikalischen Studien stuft ICM-PRO 233 die Imidazol-Ver-
bindung 38 als DNA-Ligand mit der im Vergleich zum Thiophen-Derivat 23 besseren
DNA-Affinitat ein; die mit HYPERCHEM ®* durchgefiihrten Berechnungen spiegeln
dagegen die Ergebnisse der Tp-Wert-Messungen wider, indem fiir die DNA-Bindung
des Thiophen-pyrrolcarboxamids 23 ein héherer Energiebetrag ermittelt wurde als flr
das Imidazol-Analogon 38. Das mit Hilfe von Molecular Modelling-Simulationen er-
stellte Ranking der DNA-Affinitdten der Naphthalimidpropionséure-gekoppelten Com-
bilexine ist folglich von der verwendeten Rechenmethode abhangig.

Abb. 6.68: Vergleichende Darstellung der DNA-gebundenen Konformere der
Naphthalimidpropionsédure-gekoppelten Combilexine mit Thiophen-
pyrrol- (Verbindung 23, griines Molekdl), Thiazol-pyrrol- (Verbindung
33, blaues Molekil) und Imidazol-pyrrol-Struktur (Verbindung 38, rotes
Molekul)

(Alignment durchgefihrt in SPARTAN %)
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Innerhalb der Gruppe der Naphthalimidbuttersdure-gekoppelten Hybrid-Molekile be-
sitzt das Bispyrrol-Derivat 43 (Abb. 6.39, Seite 218) die hochste DNA-Affinitat (Abb.
6.67, Seite 269). Dieses Ergebnis korreliert mit den Resultaten der durchgefihrten
Molecular Modelling-Studien: Den Programmen ICM-PRO #2331 ynd HYPERCHEM
B34 gemaB, wird bei der Komplexbildung dieser Bispyrrol-Verbindung der im Vergleich
zu den bioisosteren Combilexinen der Naphthalimid-Reihe (Thiophen-Verbindung 24,
Thiazol-Verbindung 34, Imidazol-Verbindung 39; Abb. 6.36-6.38, Seiten 214-217)
gréBte Energiebetrag freigesetzt (Tab. 6.18, Seite 233). Auch die graphische Aus-
wertung des mit dem Bispyrrol-Derivat 43 simulierten Komplexes lasst vermuten,
dass es sich bei dieser Verbindung um einen sehr potenten DNA-Liganden handelt:
Das interkalierende Chromophor wird bei der DNA-Bindung parallel zu den Basen-
paaren in die Interkalationskavitat eingeschoben, so dass ein stérungsfreier Charge-
Transfer-Komplex zwischen dem Naphthalimid-Molekil des Combilexins und den
Purin-Basen der DNA aufgebaut werden kann 72782741 Des Weiteren bildet die Bis-
pyrrolcarboxamid-Struktur, die ein stark positives MEP (— molekulares elektro-
statisches Potential) auf der dem Rezeptor zugewandten, konkaven Molekilseite
aufweist (Abb. 6.70B, Seite 276) und somit im Komplex tief in der kleinen Rinne ein-
gelagert vorliegt, vier intermolekulare Wasserstoff-Briicken zur DNA aus (Abb. 6.57,
Seite 245).

Das Thiazol-Derivat 34 wird in dem mit den Programmen ICM-PRO 233 ynd
HYPERCHEM B4 erstellten Ranking der DNA-Affinitaten der Naphthalimidbutters&u-
re-gekoppelten Hybrid-Molekile als zweitbester DNA-Ligand eingestuft (Tab. 6.18,
Seite 233). Diese Bewertung stimmt jedoch nicht mit den Ergebnissen der biophysi-
kalischen Studien Uberein, da das Thiazol-pyrrolcarboxamid 34 die schwéachste DNA-
Bindungsstarke aller untersuchten Naphthalimidbuttersaure-Derivate aufweist (Abb.
6.67, Seite 269). Fur diesen im Vergleich zu der analogen Naphthalimid-propion-
saure-Verbindung 33 (Abb. 6.37, Seite 216) und dem zuvor beschriebenen Bispyrrol-
Derivat 43 Uberraschend kleinen AT-Wert der Verbindung 34, Iasst sich aus der
graphischen Auswertung des mit diesem Thiazol-haltigen Combilexin simulierten
Komplexes allerdings kein Erklarungsansatz ableiten: Zwischen der DNA und dem
Liganden werden vier intermolekulare Wasserstoff-Briicken aufgebaut, wobei alle
amidischen Stickstoffatome und das quartdre Ammonium-lon der aliphatischen
Seitenkette als H-Brlicken-Donatoren fungieren. AuBerdem wird die konkave Mole-
kllseite der Thiazol-pyrrolcarboxamid-Struktur, die wie das Combilexin 43 ein deut-
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lich positives MEP aufweist (Abb. 6.70A, Seite 275), bei der DNA-Bindung des Deri-
vats 34 tief in die kleine Rinne des Rezeptors eingelagert. Das interkalierende
Chromophor liegt zwar, im Gegensatz zu den mit den Verbindungen 33 und 43
simulierten Komplexen, nicht vollkommen parallel zu den DNA-Basen in der Interka-
lationskavitat vor; der Winkel, der von dem Naphthalimid-Molekul und der von dem
Basenpaar ,A606T619“ gebildeten Ebene eingeschlossen wird, ist mit einem Wert
von etwa 15° jedoch deutlich kleiner als der Winkel, der bei der DNA-Bindung des
analogen Thiophen-Derivats 24 von dem Interkalator und dem Basenpaar gebildet
wird. Dennoch wurde fur das Thiophen-pyrrolcarboxamid 24 ein signifikant héherer
ATm-Wert als fiir die Thiazol-Verbindung 34 ermittelt (Abb. 6.67, Seite 269). Zudem
besitzen die DNA-gebundenen Konformere des Thiazol-Derivats und des eine hohe
DNA-Affinitat aufweisenden Bispyrrol-Analogons 43, groBe strukturelle Ahnlichkeit
(Abb. 6.69, Seite 275), so dass auch dieser Vergleich keine Begrindung fir die
geringe DNA-Bindungsstarke des Thiazol-pyrrolcarboxamids 34 liefert.

Die auf das Bispyrrol-Derivat 43 bezogene, schwachere DNA-Aktivitat der
Thiophen-Verbindung 24 (Abb. 6.36, Seite 214) kann dagegen anhand des mit die-
sem bioisosteren Combilexin simulierten DNA-Ligand-Komplexes erklart werden
(Abb. 6.48, Seite 236): Das Naphthalimid-Molekul wird bei der DNA-Bindung des
Derivats 24 nicht parallel zu den Basenpaaren in die Interkalationskavitat eingelagert,
so dass das =m-m-Stacking des Interkalators mit den Basen der DNA gest6rt und,
daraus resultierend, die DNA-Affinitat herabgesetzt wird 7278274 Des Weiteren be-
dingt die bei allen Derivaten der Thiophen-pyrrolcarboxamid-Reihe auftretende, im
Vergleich zu Netropsin und den Hybrid-Molekilen mit Thiazol-pyrrol-, Imidazol-pyrrol-
und Bispyrrol-Struktur divergente Stellung der N-terminalen Amidbindung einige die
DNA-Ligand-Interaktionen schwachende Effekte, die bereits bei den Naphthalimid-
propionsaure-gekoppelten Combilexinen detailliert dargestellt wurden (— Anzahl der
intermolekularen H-Briicken {; Entropie-Zunahme bei der DNA-Ligand-Komplex-

[2023.42.63] |- yan der Waals-Wechselwirkungen {;

bildung durch Wasserverdrangung
Energie des DNA-gebundenen Konformers T; Seiten 269-270; Abb. 6.70A, Seite
275).

Der im Vergleich zur Bispyrrol-Verbindung 43 kleinere AT,-Wert des Imidazol-
Derivats 39 (Abb. 6.38, Seite 217; Abb. 6.67, Seite 269) kann auf das der konkaven
Molekdllseite zugewandte Stickstoffatom des Imidazol-Rings, welches aufgrund sei-

ner negativen Partialladung einen stérenden Einfluss auf die Einlagerung der Imida-
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zol-pyrrolcarboxamid-Struktur in die von AT-Basenpaaren gebildete, elektronenrei-
che kleine Rinne hat, zuriickgefiihrt werden [#567:691091111 (Aph 6.70B, Seite 276).

In Analogie zu den untersuchten Hybrid-Molekilen der Naphthalimidpropion-
saure-Reihe, stimmen die mit ICM-PRO 233 und HYPERCHEM B (verwendete
Rechenmethode: Kraftfeld AMBER !'7®8) f{ir die Komplexbildung des Thiophen-De-
rivats 24 und der Imidazol-Verbindung 39 jeweils berechneten Energien nicht mit den
Ergebnissen der biophysikalischen Studien Uberein (Tab. 6.18, Seite 233; Abb. 6.67,
Seite 269): Den Molecular Modelling-Programmen zur Folge wird bei der DNA-Bin-
dung des Thiophen-pyrrolcarboxamids 24, welches den im Vergleich zum Derivat 39
gréBeren AT,-Wert aufweist, ein kleinerer Energiebetrag freigesetzt als bei der DNA-
Ligand-Komplexbildung der analogen Imidazol-Verbindung. Die mit ICM-PRO [3233]
und HYPERCHEM B fiir die DNA-Bindung der verschiedenen Naphthalimidpro-
pionsaure- und Naphthalimidbuttersdure-gekoppelten Combilexine (Verbindungen
23, 24, 33, 34, 38, 39 und 43) jeweils ermittelten Komplexbildungsenergien sind
jedoch untereinander stimmig und spiegeln die Ergebnisse der graphischen Auswer-
tung der simulierten DNA-Ligand-Komplexe wider (Tab. 6.18, Seite 233; Abb. 6.47-
6.48, Seiten 235-236; Abb. 6.55-6.57, Seiten 243-245). Die sich aus der Korrelation
mit den AT,-Werten ergebenden Widerspriche sind sehr wahrscheinlich darauf zu-
rickzufihren, dass bei den im Vakuum ablaufenden Computersimulationen einige,
die DNA-Affinitat der Liganden bestimmende Effekte wie Entropie und Lésungsmittel-

einfliisse, nur unzureichend beriicksichtigt werden kénnen 20241,
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Abb. 6.69:

Vergleichende Darstellung der DNA-gebundenen Konformere der
Naphthalimidbuttersdure-gekoppelten Combilexine mit Thiophen-pyrrol-
(Verbindung 24, grines Molekul), Thiazol-pyrrol- (Verbindung 34, blau-
es Molekdl), Imidazol-pyrrol- (Verbindung 39, rotes Molekdl) und
Bispyrrol-Struktur (Verbindung 43, gelbes Molekdl)

(Alignment durchgefiihrt in SPARTAN %))

Abb. 6.70A: Molekulares elektrostatisches Potential der Naphthalimidbutterséaure-
gekoppelten Combilexine

Links: DNA-gebundenes Konformer der Thiophen-Verbindung 24

Rechts: DNA-gebundenes Konformer der Thiazol-Verbindung 34

[{Berechnung des MEP in SPARTAN ¥ mit einer semiempirischen AM1-Rechnung
184185 4as MEP reicht von -50,0 kcal/mol bis +100,0 kcal/mol und ist farbcodiert:
Rote Felder geben Bereiche eines negativen MEP (hohe Elektronendichte) wider;
blaue Felder zeigen das Vorhandensein eines positiven MEP (niedrige Elektronen-
dichte) an "®": Projektion des MEP auf die Connolly-Oberflache (I3sungsmittelzu-
gangliche Oberflache) der Molekile, deren duBere Grenze jeweils einer Elektronen-
dichte von 0,002 e/au? entspricht %]
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Abb. 6.70B:

Molekulares elektrostatisches Potential der Naphthalimidbuttersaure-
gekoppelten Combilexine

Links: DNA-gebundenes Konformer der Imidazol-Verbindung 39

Rechts: DNA-gebundenes Konformer der Bispyrrol-Verbindung 43

[[Berechnung des MEP in SPARTAN P mit einer semiempirischen AM1-Rechnung
184181 das MEP reicht von -50,0 kcal/mol bis +100,0 kcal/mol und ist farbcodiert:
Rote Felder geben Bereiche eines negativen MEP (hohe Elektronendichte) wider;
blaue Felder zeigen das Vorhandensein eines positiven MEP (niedrige Elektronen-
dichte) an ""%": Projektion des MEP auf die Connolly-Oberflache (I3sungsmittelzu-
gangliche Oberflache) der Moleklle, deren duBere Grenze jeweils einer Elektronen-
dichte von 0,002 e/au? entspricht #>'%"]

Neben dem Einfluss, den die Struktur des interkalierenden Chromophors, die Lange

des N-terminalen Linkers und der Aufbau des rinnenbindenden Finfring-Hetaren-

pyrrolcarboxamid-Strukturelements jeweils auf die DNA-Affinitdt der Combilexine

ausuben, sollte auch untersucht werden, wie sich eine Verkurzung der C-terminalen

Dimethylaminopropyl-Seitenkette auf die DNA-Bindungsstarke der Hybrid-Molekile

auswirkt. Zu diesem Zweck werden die Verbindungen der Thiophen-pyrrol- und der

Bispyrrol-Reihe, die jeweils N-terminal mit Naphthalimidbuttersdure und C-terminal

mit einer Propyl-Kette verknUpft sind (Verbindung 24 bzw. Verbindung 43), mit den

analogen, eine Ethyl-Seitenkette aufweisenden Derivaten verglichen (Verbindung 28
bzw. Verbindung 45; Abb. 6.36, Seite 214; Abb. 6.39, Seite 218).
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AT [poly(dAdT),]-Werte einiger Naphthalimid-Derivate
[°CI 40
30
21,5 Bl Thiophen
o0 I 17,4 18,5 _
12,2 Bl Bispyrrol
0
24 28 43 45
(Propyl-) (Ethyl-) (Propyl-) (Ethyl-)

Abb. 6.71: AT [poly(dAdT).]-Werte  der  Naphthalimidbuttersdure-gekoppelten
Combilexine mit Thiophen-pyrrol- und mit Bispyrrol-Struktur, die C-ter-
minal eine Propyl- bzw. eine Ethyl-Seitenkette aufweisen

Sowohl bei den Thiophen-pyrrol-, als auch bei den Bispyrrol-Derivaten, wurde fir die
Verbindung, die C-terminal mit einer Ethyl-Seitenkette substituiert ist, ein kleinerer
ATm-Wert ermittelt als fur das eine Propyl-Kette aufweisende Analogon (Abb. 6.71).
Dieses Ergebnis kann anhand des mit dem Thiophen-Derivat 28 simulierten Kom-
plexes begriindet werden (Abb. 6.52, Seite 240): Wie bereits in Kapitel 6.3.5 (Seiten
251 ff.) dargestellt, entfallen mehr als 80% der bei der DNA-Bindung eines Combi-
lexins insgesamt freiwerdenden Energie auf van der Waals-Wechselwirkungen
zwischen DNA und Ligand, wobei mehr als 50% dieser Interaktionen auf die Beteili-
gung der aliphatischen Seitenkette zurlickzuflihren sind. Eine Verkirzung der C-ter-
minalen Kette hat somit eine Reduktion der im Komplex ausgebildeten van der
Waals-Wechselwirkungen und, daraus resultierend, eine Abnahme der DNA-Affinitat
zur Folge. Zudem kann das C-terminale, quartdre Ammonium-lon bei der DNA-Bin-
dung des Thiophen-Derivats 28, aufgrund der kirzeren Seitenkette und der dadurch
eingeschrankten Beweglichkeit, keine Wasserstoff-Bricke zum Rezeptor aufbauen.
Die mit ICM-PRO ¥233 ynd HYPERCHEM B (verwendete Rechenmethode: AMBER
[179.180l) armittelten Komplexbildungsenergien korrelieren ebenfalls mit den Resultaten
der biophysikalischen Studien: Den Molecular Modelling-Programmen zur Folge wird

bei der DNA-Bindung des Derivats 24 (— C-terminale Propyl-Kette) der im Vergleich
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zu dem Hybrid-Molekull 28 (— C-terminale Ethyl-Kette) gr6Bere Energiebetrag frei-
gesetzt (Tab. 6.18, Seite 233).

In Abb. 6.72 sind die nach Docking (Kapitel 5.4.1, Seite 134 ff.) und Refine-
ment (Kapitel 5.4.2, Seite 143 ff.) vorliegenden Konformere der Naphthalimidbutter-
saure-gekoppelten Combilexine mit einer C-terminalen Dimethylaminopropyl- bzw.
Dimethylaminoethyl-Seitenkette (Verbindung 24 bzw. Verbindung 28; Abb. 6.36, Sei-
te 214) vergleichend graphisch dargestellt. Die Betrachtung dieser Konformere zeigt,
dass die Lange der Seitenkette die DNA-Bindung des Interkalators, des N-termina-
len Linkers und der Thiophen-pyrrolcarboxamid-Struktur nur geringfligig beeinflusst:
Im Gegensatz zur aliphatischen Amino-Kette selbst, die bei der Komplexbildung der
Derivate 24 und 28 in Abhangigkeit der Kettenldnge jeweils etwas unterschiedlich in
die kleine Rinne der DNA eingelagert wurde, weisen die zuvor erwahnten Molekul-
teile beider Konformere eine sehr &hnliche Orientierung an der DNA auf.

Abb. 6.72: Vergleichende Darstellung der DNA-gebundenen Konformere der
Naphthalimidbuttersdure-gekoppelten Thiophen-pyrrolcarboxamide mit
C-terminaler Dimethylaminopropyl-Kette (Verbindung 24, blaues Mole-
kdl) und mit C-terminaler Dimethylaminoethyl-Kette (Verbindung 28, ro-
tes Molekdl)

(Alignment durchgefihrt in SPARTAN %)
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6.4 Hetaren[a]carbazol-Derivate

6.4.1  Einleitung und Zielsetzung

Die im Arbeitskreis Pindur entwickelten Pyrido- und Thieno[a]carbazol-Derivate
stellen Struktur-Analoga des in Apocynaceae-Arten (z. B. Ochrosia elliptica, Ochrosia
moorei) natlrlich vorkommenden, sekundaren Pflanzeninhaltsstoffs Ellipticin dar 1"
%l (Abb. 6.73, Seiten 280-281; Kapitel 2.3.1, Seiten 38). Dieses Alkaloid ist antineo-
plastisch wirksam gegen Leukamie-, Melanom- und Kolonkarzinom-Zelllinien, indem
es mit pleiotropen zelluldren Targets interagiert °'%%: Neben der interkalativen DNA-
Bindung, die chromosomale Abnormalitdten und eine Unterbrechung des Zellzyklus
zur Folge hat, modifiziert Ellipticin die Aktivitat einiger fir die DNA-Replikation und
DNA-Transkription wichtigen Enzyme (u. a. Topoisomerase | und Il, Telomerase,
DNA-Polymerase, RNA-Methylase) ©'*%!. Zudem reichert sich das Alkaloid in mito-
chondrialen Membranen an, wo es eine Entkopplung der oxidativen Phosphorylie-
rung verursacht 2. Allerdings ist eine klinische Anwendung des Ellipticins nicht mdg-
lich, da die Substanz sehr lipophil ist und zahlreiche unerwiinschte Nebenwirkungen
wie z. B. Hamolyse, Granulozytopenie, Hypotension und Nierenschaden hervorruft
91931 - Aus diesem Grund richtet sich der Fokus auf die Entwicklung von Ellipticin-
Analoga, die eine bessere Wasserldslichkeit und ein gunstigeres Nutzen-Risiko-Profil
aufweisen.

Die von Lemster % im Arbeitskreis Pindur synthetisierten Pyrido- und Thie-
no[a]carbazol-Derivate (Abb. 6.73, Seiten 280-281) sollten auf ihre DNA-bindenden
Eigenschaften untersucht werden, um Struktur-Wirkungsbeziehungen fiir diese viel
versprechende, Ellipticin-analoge Substanzklasse aufstellen zu kénnen. Dazu wur-
den die DNA-Affinitdten der Carbazol-Verbindungen in vitro unter Anwendung der
Tm-Wert-Messmethodik ermittelt. Zur Verifizierung der aus diesen biophysikalischen
Experimenten resultierenden Ergebnisse sollte zudem die DNA-Bindekonstante
eines Carbazol-Derivats bestimmt werden, wozu der Ethidiumbromid-Verdrangungs-
assay eingesetzt wurde. Erganzend wurden Molecular Modelling-Studien mit zwei
Vertretern der Pyrido[a]carbazol-Reihe durchgefihrt, wobei zunéchst, mit Hilfe der in
dem Programm SPARTAN ¥ enthaltenen Konformerenanalyse (Kapitel 5.2.2, Seite
118 ff.), lokale Minimumskonformere der ausgewahlten Testverbindungen simuliert

wurden. Zum einen dienten diese energiearmen Konformere als Basis zur Berech-
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nung einiger, potentiell die DNA-Aktivitdt der Carbazol-Derivate beeinflussenden,
Molekuleigenschaften [u. a. molekulares elektrostatisches Potential (Kapitel 4.1.2,
Seite 96), Grenzorbitalenergien, Dipolmoment). Zum anderen wurden die Minimums-
konformere an ein Undekanukleotid (PDB-Code ®®: 1G3X ©%) gedockt, um Aussa-
gen Uber die Orientierung des tetrazyklischen Chromophors in der Interkalationska-
vitdt der DNA machen zu kénnen. AbschlieBend wurde in Topoisomerase |-Hemm-
tests untersucht, ob die Hetaren[a]anellierten Carbazole die Aktivitat dieses — fir die
DNA-Replikation und Transkription wichtigen — Enzyms herabsetzen kénnen.

Hs3C
=N
VeS8
H CHj
Ellipticin

Q;(j % Q tﬁ ol -

Abb. 6.73A: Strukturformel des Ellipticins und Strukturformeln der untersuchten Het-
aren[a]carbazol-Derivate
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Abb. 6.73B: Strukturformeln der untersuchten Hetaren[a]carbazol-Derivate, die mit
basischen Seitenketten substituiert sind
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6.4.2 T,-Wert-Messungen

Die aus den Tp-Wert-Messungen (Kapitel 3.4.1, Seite 64 ff.) resultierenden Struktur-
Wirkungsbeziehungen sollten direkt in das Design und die Synthese neuer Carbazol-
Derivate mit potentiell hdherer DNA-Bindungsstarke mit einbezogen werden. Aus
diesem Grund wurden die DNA-Affinitaten der Pyrido- und Thieno[a]carbazol-Verbin-
dungen 46-53 (Abb. 6.73, Seiten 280-281) direkt im Anschluss an ihre Darstellung
ermittelt, wobei eine synthetische, nur aus alternierend angeordneten AT-Basen-
paaren aufgebaute DNA [— ,poly(dAdT).“-DNA] als Matrize flir diese biophysikali-
schen Studien verwendet wurde. Die AT-Werte der Carbazol-Derivate sind in Tab.
6.25 aufgefihrt.

46 47 48 49
ATm[pol
[poly(dAdT).] n. m. n. a. n. a. 19,7 £ 0,49
[*C]
50 51 52 53
ATm[poly(dAdT
mlP [Yé] )2l 18,5+ 0,54 24,5+ 0,54 26,4 +0,84 19,0+ 0,33

Tab. 6.25: ATy-Werte der untersuchten Pyrido- und Thieno[a]carbazol-Derivate
(AT -Werte: Mittelwerte aus mindestens drei Messungen + Standardabweichung)

n. m.: AT,,-Wert ist nicht messbar, die Verbindung ist im eingesetzten Puffermedium unléslich
n. a.: Substanz bindet nicht an die DNA , AT [poly(dAdT),] < 1°C

Der AT-Wert des Thieno[a]carbazols 46 (Abb. 6.73A, Seite 280) konnte nicht ermit-
telt werden, da das Derivat aufgrund der Methylester-Funktion und des in dem Mole-
kil enthaltenen Schwefelatoms zu lipophil ist, um in dem flr die Messungen einge-
setzten, wassrigen Puffermedium (pH-Wert = 7,1) ausreichend léslich und somit den
Affinitatsbestimmungen zuganglich zu sein. Die Wasserldslichkeit der schwefelhalti-
gen Verbindungen lies sich durch Austausch der Ester-Gruppe des Derivats 46 ge-
gen die bei physiologischem pH-Wert protoniert vorliegende Dimethylaminopropyl-
carboxamid-Seitenkette jedoch erheblich steigern, so dass mit dem resultierenden
Thieno[a]carbazol 53 (Abb. 6.73B, Seite 281) T,-Wert-Messungen durchgefihrt wer-
den konnten (Tab. 6.25).
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Die Einflihrung einer amidischen Seitenkette ist allerdings nicht nur mit einer Erhdh-
ung der Hydrophilie, sondern auch mit einer signifikanten Verbesserung der DNA-
bindenden Eigenschaften der Carbazol-Derivate verbunden: Im Gegensatz zu den
Pyridin-haltigen Verbindungen mit Methylester- bzw. Natriumcarboxylat-Funktion
(Verbindung 47 bzw. 48), die keine detektierbare DNA-Aktivitat aufweisen, binden die
Derivate mit Dimethylaminoethyl- bzw. -propyl-Seitenkette (Verbindung 49 bzw. 50;
Abb. 6.73, Seiten 280-281) mit einer hohen Affinitédt an die DNA. Bislang kann jedoch
keine Aussage darlber gemacht werden, welche Kettenlange eine optimale DNA-
Ligand-Interaktion der Hetaren[a]anellierten Carbazole bewirkt: Bei den chlorierten
Pyrido[a]carbazol-Derivaten (Verbindungen 51 und 52) besitzt die Verbindung mit der
Propyl-Kette, bei den unsubstituierten Analoga (Verbindungen 49 und 50; Abb.
6.73B, Seite 281) dagegen das Derivat mit der Ethyl-Seitenkette die jeweils hdhere
DNA-AKktivitat (Tab. 6.25, Seite 282).

Allerdings geht aus den mit den vier Pyridin-haltigen Verbindungen 49-52
durchgefiihrten T-Wert-Messungen eindeutig hervor, dass die DNA-Affinitat der
Carbazole, unabhangig von der Lange der bei der Synthese verwendeten amidi-
schen Seitenkette, durch die Einfihrung eines Chlor-Substituenten an Position 8 des
Tetrazyklus, deutlich gesteigert werden kann. Zudem zeigt ein Vergleich der beiden
Derivate 50 und 53, die sich nur in dem Aufbau des jeweils mit der Carbazol-Struktur
anellierten Heterozyklus unterscheiden (Verbindung 50: Pyrido[a]carbazol; Verbin-
dung 53: Thieno[a]carbazol; Abb. 6.73B, Seite 281), dass der Pyridin-Ring ohne sig-
nifikante Anderung der DNA-Affinitat nach dem Bioisosterie-Prinzip gegen ein Thio-
phen-Molekil ausgetauscht werden kann (Tab. 6.25, Seite 282).

6.4.3 Topoisomerase I-Hemmtest

Da die Ellipticin-analogen, Hetaren[a]anellierten Carbazol-Verbindungen die Aktivitat
der fur die DNA-Replikation und Transkription essentiellen Topoisomerase | mdglich-
erweise herabsetzen kénnen, wurden TOPO I|-Hemmassays durchgefiihrt (Kapitel
3.4.2, Seite 70 ff.). Hierbei diente das als Bis-hydrochlorid vorliegende Pyrido[a]car-
bazol-Derivat 50 (Abb. 6.73B, Seite 281) als Testsubstanz. Die chlorierten Derivate
51 und 52 konnten nicht untersucht werden, da sie nicht in hydrochloridischer Form
zur Verflgung standen und somit unter den Testbedingungen nicht ausreichend 16s-

lich waren.
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Superspiralisierns DNA - e—

} Topoisomere
Relaxiere DMNA D

Abb. 6.74: Gelelektropherogramm des mit der Verbindung 50 durchgeflhrten
Topoisomerase |-Hemmtests

(Spur 1: Plasmid-DNA pUC19; Spur 2: Plasmid-DNA+Topoisomerase | — vollstandi-
ge Relaxierung des Plasmids; Spur 3: Camptothecin 20 pM — konzentrationsabhan-
gige Hemmung der TOPO |; Spur 4: 50 50 uM — keine Hemmung, da vollstandige
Relaxierung des Plasmids; Spur 5: 50 20 uM — keine Hemmung; Spur 6:50 5 uM —
keine Hemmung)

Aus dem Gelelektropherogramm des mit dem Pyrido[a]carbazol 50 durchgefiihrten
Topoisomerase |-Hemmtests geht hervor, dass die Verbindung bei keiner der im
Assay eingesetzten Substanzkonzentrationen eine Enzymhemmung bewirken kann:
In Analogie zur Negativkontrolle (Spur 2) liegt bei den, das Derivat 50 enthaltenden
Reaktionsansatzen (Spuren 4-6), nach der Inkubationszeit keine superspiralisierte
DNA mehr vor (Abb. 6.74). Dies bedeutet, dass das Enzym die gesamte Plasmid-
DNA mittels Einzelstrangbriichen relaxieren konnte, so dass die Aktivitat der Topo-
isomerase | durch die Zugabe der Carbazol-Verbindung folglich nicht reduziert wor-
den ist.

Bei dem als Referenzsubstanz verwendeten Alkaloid Camptothecin, handelt
es sich dagegen um ein potentes Topoisomerase |-Gift, das durch Stabilisierung des
kovalenten Komplexes aus Enzym und DNA (Cleavable Complex) die vollstandige
Relaxation der Plasmid-DNA verhindert 1#75°% (Kapitel 2.1.2, Seite 23 ff.). Dies ist an
der bei Camptothecin vorkommenden Bande fiir superspiralisierte DNA zu erkennen,
deren Auftreten demzufolge das Vorhandensein von enzymhemmenden Eigen-
schaften anzeigt " (Spur 3; Kapitel 3.4.2.1, Seite 70 ff.).

Aufgrund des Testprinzips des hier beschriebenen Topoisomerase I-Hemm-
assays (Auftreten der Bande fir superspiralisierte DNA = Testsubstanz besitzt en-
zymhemmende Eigenschaften) konnte allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass
der mit dem Pyrido[a]carbazol 50 durchgeflhrte Test durch den interkalativen DNA-
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Bindemodus des Derivats, im Sinne eines falsch negativen Testergebnisses gestort

worden sein kdnnte 74981 (

nach der Inkubationszeit ist aufgrund der Enzymhemm-
ung noch superspiralisierte Plasmid-DNA im Reaktionsansatz vorhanden — Test-
substanz interkaliert zwischen die Basenpaare dieser DNA — Aufwindung der DNA
— im Gelelektropherogramm ist nur die Bande fur relaxierte DNA erkennbar = Test-
ergebnis falsch negativ; Kapitel 3.4.2.1, Seite 72 ff.). Aus diesem Grund wurde die
Carbazol-Verbindung zuséatzlich mittels der am [.N.S.E.R.M. in Lille, Frankreich, eta-
blierten Assay-Systeme (u. a. Topoisomerase |-Footprinting Assay, Topoisomerase |-
Hemmtest mit Ethidiumbromid-haltigen Agarose-Gelen; Kapitel 3.4.2.1, Seite 74 ff.)
auf eventuell vorhandene, enzymhemmende Eigenschaften getestet. Aus den in
Frankreich durchgefliihrten Studien geht jedoch ebenfalls hervor, dass das Derivat
die Aktivitat der Topoisomerase | nicht herabsetzen kann, so dass das hier beschrie-

bene Testergebnis bestatigt werden konnte.

6.4.4 Ethidiumbromid-Verdrangungsassay

Unter Anwendung des Ethidiumbromid-Verdrangungsassays sollte die DNA-Binde-
konstante eines Hetaren[ag]anellierten Carbazol-Derivats bestimmt werden, um die
aus den Ty,-Wert-Messungen abgeleiteten Aussagen Uber die DNA-Affinitdten der
Carbazol-Verbindungen zu verifizieren (Kapitel 3.4.3, Seite 80 ff.). FUr diese bio-
physikalischen Studien wurde die Verbindung 50 (Abb. 6.73B, Seite 281) als Test-
substanz ausgewahlt, da sie als Salz (in Form des Bis-Hydrochlorids, Abb. 6.76,
Seite 288) zur Verfligung stand, so dass eine ausreichende Ldslichkeit des Derivats
in dem fOr den Test verwendeten, wassrigen Puffermedium gewahrleistet werden
konnte.

Die Bindekonstante wurde ermittelt, indem der aus der Messung der konzen-
trationsabhangigen Fluoreszenzabnahme (Abb. 6.75, Seite 286) resultierende Cso-
Wert (— Konzentration der Testverbindung, die eine 50%-ige Fluoreszenzabnahme

['®4)) in die unten auf-

bewirkt) zur Berechnung von Kap, (Apparent Binding Constant
gefilhrte Wellman'sche Gleichung “"'® (Seite 286) eingesetzt wurde (Tab. 6.26,

Seite 286).
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Wellman’sche Gleichung /164 Kewe[EtdBr] = Kapp[Ligand]

Mit: Kewsr: Bindekonstante von Ethidiumbromid ['*(— 2,5 x 10° M)

[EtdBr]: im Assay eingesetzte Ethidiumbromid-Konzentration 76!
(- 5x10°M)

Kapp: DNA-Bindekonstante der getesteten Verbindung (in M)

[Ligand]: Konzentration des Liganden, die zu einer 50%-igen Fluoreszenz-
abnahme flhrt (Cso; in M)

120
100 4\‘\

; \I\i\{\

°
5O pmmmmmmmmmmmmmmm e mmmmmeee oo CTTTT

40 A

Fluoreszenz [%]

20

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Konz. der Testsubstanz [pM]

Abb. 6.75: Darstellung der bei der Testung des Pyrido[a]carbazol-Derivats 50 ge-
messenen, konzentrationsabhangigen Fluoreszenzabnahme

Bindekonstante
C50 K 1
[uM] et
[M]
50 101,3 1,2x10°

Tab. 6.26: Cso-Wert und Bindekonstante des Pyrido[a]carbazol-Derivats 50
' Kapp berechnet mit der Wellman’schen Gleichung (64l

- 286 -



Sowohl aus der fur das Pyrido[a]carbazol 50 berechneten Bindekonstante (Kapp = 1,2
x 10° M"; Tab. 6.26, Seite 286) als auch aus dem zuvor ermittelten AT-Wert der
Verbindung (AT[poly(dAdT),] = 18,5°C; Tab. 6.25, Seite 282) geht hervor, dass das
getestete Derivat eine gute bis zufrieden stellende DNA-Affinitat besitzt. Folglich be-
steht auch bei den Carbazol-Verbindungen die bereits bei den Combilexinen (Kapitel
6.3.4, Seite 228) beschriebene Korrelation zwischen den Ergebnissen der Tp-Wert-
Messungen und denen des Ethidiumbromid-Verdrangungsassays. Dieses Resultat
verdeutlicht, dass die Th-Wert-Messung als schnelle und zuverlassige Methode der
DNA-Affinitatsbestimmung dazu geeignet ist, das Design und die Synthese neuer
DNA-Liganden zu begleiten und zu beeinflussen. Zudem bestatigt die gute Binde-
konstante des Derivats 50 die Hypothese, dass es sich bei den Ellipticin-analogen,
Hetaren[a]anellierten Carbazolen um eine Erfolg versprechende Substanzklasse auf
der Suche nach neuen anticancerogenen Verbindungen handelt.

6.4.5 Molecular Modelling-Studien

Das mit einer Dimethylaminopropylcarboxamid-Seitenkette substituierte Pyri-
do[a]carbazol-Derivat 50 und das chlorierte Analogon 52 (Abb. 6.73B, Seite 281)
wurden in den erganzend zu den in vitro-Experimenten durchgeflihrten Molecular
Modelling-Studien als Testverbindungen eingesetzt. Da keine Kristallstrukturen der
ausgewahlten Derivate zur Verfligung standen, wurden zunachst, mit Hilfe des in
dem Programm SPARTAN B! enthaltenen Baukastensystems %7 dreidimensionale
Computermodelle dieser Carbazol-Verbindungen konstruiert. Diese Modelle wurden
anschlieBend unter Verwendung der ebenfalls in SPARTAN ¥ implementierten Kon-
formerenanlyse (Kapitel 5.2.2, Seite 118 ff.) energieminimiert. Auf der Basis dieser
Minimumskonformere wurden, als potentiell die DNA-Aktivitat der Carbazol-Derivate
beeinflussende Molekulleigenschaften, das molekulare elektrostatische Potential
(MEP; Kapitel 4.1.2, Seite 96; Kapitel 6.1.1.3, Seite 151 ff.) und das Dipolmoment
der Verbindungen 50 und 52 berechnet (— unter Anwendung der semiempirischen
AM1-Methode ['8*189: Kapitel 5.2.2, Seite 127). Da es sich bei den [a]anellierten
Carbazolen um Interkalatoren handelt, deren DNA-Affinitdten zudem von der Starke
des zwischen DNA und Ligand ausgebildeten Charge-Transfer-Komplexes und somit
von der Differenz zwischen der LUMO-Energie E ymo des interkalierenden Chromo-
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phors und der HOMO-Energie Enomo der Purin-Basen abhangig sind, wurden auBer-
dem die Grenzorbital-Energien der Minimumskonformere ermittelt. Die Molecular
Modelling-Studien wurden dabei mit den biskationischen Formen der Testverbin-
dungen durchgefuhrt, da das tertidre Stickstoffatom der Seitenkette, ebenso wie das
N-Atom des Pyridin-Rings, bei physiologischem pH-Wert (— pH-Wert der Pufferl6-
sungen der in vitro-Experimente) protoniert vorliegen (Abb. 6.76). Die berechneten
Molekuileigenschaften der Carbazol-Derivate sind in Tab. 6.27 aufgefihrt.

osadl
20

Abb. 6.76: Schematische Darstellung der biskationischen Form eines Het-
aren[a]carbazol-Derivats (hier: Verbindung 50)

1 Differenz Differenz . 1
ELumo 0 s | Dipolmoment
[eV] [E+omo(A) — Evumo | [Eromo(G) — Erumo | [debye]
[eV] [eV] y
50 -7,47 1,30 1,05 5,16
52 -7,55 1,22 0,97 6,05

Tab. 6.27: Molekileigenschaften der getesteten Carbazol-Derivate und Differenz
der HOMO-Energien Epowmo der Purin-Basen und der LUMO-Energien
ELumo der Testverbindungen

': Unter Anwendung einer semiempirische AM1-Rechnung ["®*% in SPARTAN ¥ ermittelt

2 Betrag der Differenz von Epomo (Adenin) und E yuo (Testverbindung) mit Eyomo (Adenin) = -8,77 eV
(— in SPARTAN B mit einer semiempirischen AM1-Rechnung "8*'% ermittelt)

8: Betrag der Differenz von Eyomo (Guanin) und E ywo (Testverbindung) mit Enomo (Guanin) = -8,52 eV
(— in SPARTAN B mit einer semiempirischen AM1-Rechnung "8*'® ermittelt)

Die mit Hilfe der computergestitzten Rechenverfahren kalkulierten Molekileigen-
schaften der exemplarisch untersuchten Pyrido[a]anellierten Carbazol-Derivate 50
und 52 (Abb. 6.73B, Seite 281) zeigen, dass es sich bei den Testverbindungen um
Liganden mit hoher DNA-Affinitdt handeln muss: Da zwischen den E ymo-Werten der
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Carbazol-Verbindungen und den Enomo-Werten der Purin-Basen nur geringe Ener-
giedifferenzen vorliegen, kann der Elektronentransfer von den elektronenreichen
DNA-Basen zu den elektronenarmen Interkalator-Molekulen leicht und ungehindert
erfolgen, so dass stabile und energetisch glinstige Charge-Transfer-Komplexe aufge-
baut werden kénnen 278274 (Tap. 6.27, Seite 288; Kapitel 2.2.5, Seite 31 ff.). Eine
Erklarung fur die im Vergleich zu dem Carbazol-Derivat 50 gesteigerte DNA-Aktivitat
des chlorierten Analogons 52 (Tab. 6.25, Seite 282) lasst sich aus den in Tab. 6.27
(Seite 288) aufgeflihrten Molekileigenschaften der Testverbindungen jedoch nicht
ableiten. So ist wenig wahrscheinlich, dass der auf die Chlor-Substitution zurlickzu-
fihrende, signifikante Anstieg des AT,-Wertes durch die bezogen auf die Verbindung
50 nur geringflgig niedrigere LUMO-Energie des Derivates 52 hervorgerufen wird.
Zudem weist die chlorierte Verbindung ein gréBeres Dipolmoment als das
unsubstituierte Derivat auf (Tab. 6.27, Seite 288), obwohl bei den Ellipticin-Analoga
eine Zunahme des Dipolmoments generell mit einer Abnahme der DNA-Affinitat
korreliert °'). Méglicherweise bewirkt der -I/+M-Effekt des Chloratoms eine Anderung
in der Elektronenstruktur des Tetrazyklus, die das n-n-Stacking der Purin-Basen mit
dem interkalierenden Chromophor zwar in vitro energetisch beglnstigt, mit den im
Vakuum ablaufenden Molecular Modelling-Simulationen jedoch nicht erfassbar ist.

Um Aussagen Uber den DNA-Bindemodus der Ellipticin-analogen, Hetaren[a]anel-
lierten Carbazol-Derivate machen zu kénnen, sollten DNA-Ligand-Komplexe mit den
Verbindungen der Pyridin-Reihe 50 und 52 simuliert werden (Kapitel 5.4.1, Seite 134
ff.). Da das tertiare Stickstoffatom der Carboxamid-Seitenkette ebenso wie das sp?-
hybridisierte N-Atom des Pyridin-Rings bei physiologischem pH-Wert protoniert vor-
liegt, wurden die Testverbindungen in den Docking-Studien in Form ihrer Bis-Katio-
nen eingesetzt (Abb. 6.76, Seite 288). Als Rezeptor diente das bereits zur Simulation
der DNA-Bindung der Interkalatorcarbonsauren (Kapitel 6.1.1.3, Seite 152 ff.) und
der Combilexine (Kapitel 6.3.5, Seite 231 ff.) verwendete Undekanukleotid mit dem
PDB-Code % 1G3X ®Y [Sequenz: 5-D(*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-
3’]. Dieses Oligomer weist eine zwischen zwei AT-Basenpaaren gelegene Interkala-
tionskavitat zur Einlagerung des tetrazyklischen Chromophors der Carbazol-Derivate

auf.
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Die mit den Carbazol-Verbindungen 50 und 52 und dem Rezeptor 1G3X B¢ jeweils
simulierten Komplexe sind in den Abb. 6.77 und 6.78 (Seiten 291-292) graphisch und
schematisch dargestellt (Atombezifferung der Nukleotide: Abb. 2.1, Seite 17). Da den
Docking-Studien gemé&B beide Carbazol-Derivate einen sehr dhnlichen DNA-Binde-
modus aufweisen, lasst sich der im Vergleich zur Verbindung 50 gr6Bere ATn-Wert
des Derivats 52 auf der Basis der vorliegenden DNA-Ligand-Komplexe nicht erkla-
ren: Sowohl bei der DNA-Bindung des unsubstituierten Derivats 50, als auch bei der
Komplexbildung der chlorierten Verbindung 52, wurde das Carbazol-Strukturelement,
in Analogie zur Bezugssubstanz Ellipticin °"°?, senkrecht zur Basenpaar-Trajektorie

4649781~ Auch liegt

in die Interkalationskavitat eingeschoben (,head-on“-Ausrichtung
bei beiden Carbazol-Derivaten die Amidbindung der Dimethylaminopropylcarbox-
amid-Seitenkette bei der DNA-gebundenen Konformation in der energetisch giinsti-
gen trans-(Z)-Konfiguration vor.

Im Gegensatz zu den Energien, die nach dem Refinement (Kapitel 5.4.2, Seite
143 ff.) in HYPERCHEM B mit der Kraftfeldmethode AMBER !'7®'8% grrechnet wur-
den, korrelieren die mit ICM-PRO 233 direkt nach dem DNA-Ligand-Docking (Ka-
pitel 5.4.1, Seite 134 ff.) kalkulierten Energiewerte mit den in vitro ermittelten DNA-
Affinitaten der Testverbindungen 50 und 52 (Tab. 6.25, Seite 282): Dem Docking-
Programm gemaB wird bei der DNA-Bindung des chlorierten Derivats 52 ein etwas
gréBerer Energiebetrag freigesetzt, als bei der Komplexbildung des unsubstituierten

Analogons 50 (Tab. 6.28).

Komplexbildungsenergie | Komplexbildungsenergie
ICM-PRO' HYPERCHEM?
[kcal/mol] [kcal/mol]
50 -61,6 -70,4
52 -62,9 -63,4

Tab. 6.28: Komplexbildungsenergien der mit den Pyrido[a]carbazol-Derivaten si-
mulierten DNA-Ligand-Komplexe

' Komplexbildungsenergie, berechnet mit ICM-PRO #23% hach dem DNA-Ligand-Docking
2 Komplexbildun?senergie, berechnet mit HYPERCHEM ‘' nach dem Refinement (— Molekiildyna-
mik-Simulation I'%%!, durchgeftihrt mit der Kraftfeld-Methode AMBER ['7®'8%)
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Abb. 6.77:

GroBe Rinne

"..,‘ -~ s '__.; l
Kleine Rinne

Adenin 605

Interkalations-
kavitét

Pyrido[a]carbazol-Verbindung 50, gebunden an den Rezeptor ,1G3X"
Oben links: Mit ICM-PRO #2331 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Briicken zwischen DNA und Li-
gand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur DNA-Helixachse)

Oben rechts: Ausschnitt aus dem mit ICM-PRO #2% simulierten DNA-
Ligand-Komplex

(die beiden AT-Basenpaare, die die Interkalationskavitat bilden, sind in blau darge-
stellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Bricken zwischen DNA und
Ligand; Blickrichtung parallel zur DNA-Helixachse)

Unten: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(der Tetrazyklus und die Seitenkette liegen in der Interkalationskavitat; blaue Pfeile
symbolisieren H-Briicken: H-Briicke 1 mit Thymin 620 O-3* als Akzeptor, H-Briicke 2
mit Adenin 606 O-4* als Akzeptor, H-Briicke 3 mit Thymin 619 O-2 als Akzeptor)
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Abb. 6.78:

GroBe Rinne

1

Interkalations-

kavitat

Adenin 606

Pyrido[a]carbazol-Verbindung 52, gebunden an den Rezeptor ,1G3X"
Oben links: Mit ICM-PRO #2331 simulierter DNA-Ligand-Komplex

(die weiBen bzw. die orangefarbene Linie(n) symbolisieren intermolekulare H-Briicken
zwischen DNA und Ligand; Blick auf die kleine Rinne mit Blickrichtung senkrecht zur
DNA-Helixachse)

Oben rechts: Ausschnitt aus dem mit ICM-PRO #2331 simulierten DNA-
Ligand-Komplex

(die beiden AT-Basenpaare, die die Interkalationskavitat bilden, sind in blau darge-
stellt; die weiBen Linien symbolisieren intermolekulare H-Bricken zwischen DNA und
Ligand; Blickrichtung parallel zur DNA-Helixachse)

Unten: Schematische Darstellung der DNA-Bindung

(der Tetrazyklus liegt in der Interkalationskavitat; die Seitenkette liegt teilweise in der
Interkalationskavitat, teilweise in der kleinen Rinne; blaue Pfeile symbolisieren
H-Bricken: H-Briicke 1 — Dreizentren-H-Briicke mit Thymin 620 O-4* als Akzeptor,
H-Briicke 2 — Dreizentren-H-Briicke mit Adenin 605 N-3 als Akzeptor)
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6.4.6 Zytotoxizitatsstudien des NCI

Die Ergebnisse der vom NCI (National Cancer Institute) mit den Hetaren[a]carbazol-
Derivaten 46, 47, 50 und 51 (Abb. 6.73, Seiten 280-281) durchgeflhrten Zytotoxizi-
tatstests (Kapitel 3.4.4, Seite 85 ff.) sind in Tab. 6.29 aufgefihrt.

MG_MID MG_MID MG_MID
LOG Glso' LOG1o TGI? LOG LCs®
46 -4,72 -4,13 -4,01
47 -4,35 -4,01 >-4,0
50 -4,9 -4,29 -4,06
51 -5,56 -5,04 -4,55

Tab. 6.29: Ergebnisse der vom NCI durchgeflihrten Zytotoxizitatstests

': Mittelwert der logarithmischen molaren Konzentration der Testverbindung, die bei allen 60 im Assay
eingesetzten Krebszelllinien jeweils eine 50%-ige Wachstumshemmung der Krebszellen bewirkt [e0]
2: Mittelwert der logarithmischen molaren Konzentration der Testverbindung, die bei allen 60 im Assay

eingesetzten Krebszelllinien jeweils eine totale Wachstumshemmung der Krebszellen bewirkt
®: Mittelwert der logarithmischen molaren Konzentration der Testverbindung, die bei allen 60 im Assay
eingesetzten Krebszelllinien jeweils bei 50% der Krebszellen zum Zelltod fiihrt %

49 50 51 52 53

logP' 229+1,28 | 260+1,28 | 292+1,29 | 3,28+1,29 | 4,89+1,29

Tab. 6.30: logP-Werte der mit einer amidischen Seitenkette substituierten Het-
aren[a]carbazol-Derivate

'- Berechnet mit ACD 2

Aus den zellbiologischen Tests des NCI geht hervor, dass das Pyrido[a]anellierte
Carbazol-Derivat 47 (Abb. 6.73A, Seite 280) nicht zytotoxisch wirksam ist. Die Ver-
bindung kann jedoch, obwohl sie keine mittels Tn-Wert-Messmethodik detektierbare
DNA-Affinitat besitzt (Tab. 6.25, Seite 282), das Wachstum der im Assay einge-
setzten Krebszelllinien hemmen (Tab. 6.29). Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass
das Derivat 47 zwar nicht mit der DNA, jedoch mit einem anderen, bislang unbe-
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kannten intrazellularen Target in Wechselwirkung tritt, was eine Hemmung des Zell-
wachstums zur Folge hat.

Die Thieno[a]carbazol-Verbindung 46 (Abb. 6.73A, Seite 280), fiir die aufgrund
der zu geringen Wasserl@slichkeit kein AT,-Wert ermittelt werden konnte, ist starker
zytostatisch aktiv als das zuvor erwahnte Derivat 47. Daneben besitzt die schwefel-
haltige Verbindung, im Gegensatz zum Pyridin-Analogon, zytotoxische Eigenschaf-
ten, auch wenn diese nur schwach ausgepragt sind. Die im Vergleich zur Verbindung
47 erhdhte, zellbiologische Wirksamkeit des Derivats 46 kann mdglicherweise darauf
zurtickgefuhrt werden, dass das Thieno[a]anellierte Carbazol, als Folge der durch
das Schwefelatom hervorgerufenen Lipophilie-Steigerung und der damit verbunden-
en, verbesserten Zellmembranpenetration, starker mit dem unbekannten intrazellu-
laren Target interagieren kann.

Die besten zytostatischen und zytotoxischen Eigenschaften der bislang vom
NCI getesteten Carbazol-Derivate besitzen die mit einer Dimethylaminoalkyl-carbox-
amid-Seitenkette substituierten Verbindungen 50 und 51 (Abb. 6.73B, Seite 281;
Tab. 6.29, Seite 293). Da diese Pyrido[a]carbazol-Derivate zudem mit einer hohen
Affinitat an die DNA binden (Tab. 6.25, Seite 282; Tab. 6.26, Seite 286), wird die zell-
biologische Aktivitét dieser Substanzen wahrscheinlich nicht nur durch eine mégliche
Wechselwirkung mit dem unbekannten Target, sondern darlber hinaus auch durch
ihre interkalative DNA-Bindung hervorgerufen. Es ist zu vermuten, dass die im Ver-
gleich zur Verbindung 50 stérkere zytotoxische und zytostatische Aktivitat des Chlor-
Derivats 51 maBgeblich durch die h6here DNA-Affinitat dieses Pyrido[a]anellierten
Carbazols bedingt ist. Zudem besitzt die Verbindung 51 mdéglicherweise aufgrund der
héheren Lipophilie (Tab. 6.30, Seite 293), die auf den Einfluss des Chlor-Atoms zu-
rickzufihren ist, die besseren Zellmembran-penetrierenden Fahigkeiten, so dass
das Derivat 51 intrazelluldr in einer héhere Substanzkonzentration anfluten und,
damit verbunden, einen starkeren zellbiologischen Effekt auslésen kann.
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6.4.7 Diskussion der Ergebnisse

Wie bereits bei den Hetaren-pyrrolcarboxamiden (Kapitel 6.1.2.3, Seite 176), den
Nukleobasen-gekoppelten Mono- und Bispyrrolcarboxamiden (Kapitel 6.2.4, Seite
203-204) und den Combilexinen (Kapitel 6.3.5, Seite 251 ff.) beschrieben, zeigen
auch die mit den Hetaren[a]anellierten Carbazolen durchgefiihrten in vitro- und in
silico-Studien, dass die Dimethylaminoalkyl-carboxamid-Seitenkette fiir eine gute
Affinitit DNA-bindender Liganden von groBer Bedeutung ist ). Das tertidre, bei
physiologischem pH-Wert protoniert vorliegende Stickstoffatom dieser Seitenkette
fihrt zu einer Steigerung der Hydrophilie der Derivate ¥’”), wodurch ihre Zugang-
lichkeit flr biophysikalische und biochemische Messungen verbessert wird. So
konnte fUr das Thieno[a]carbazol-Derivat 53 (Abb. 6.73B, Seite 281), das mit einer
Propylcarboxamid-Seitenkette substituiert ist, ein AT-Wert ermittelt werden, wah-
rend die, eine Methylether-Funktion aufweisende, schwefelhaltige Verbindung 46
(Abb. 6.73A, Seite 280) unter den Messbedingungen unléslich war (Abb. 6.79, Seite
296). AuBerdem bewirkt die Kette eine Verlangerung der DNA-Residualzeit der
Liganden " indem das Ammonium-lon und das amidische Stickstoffatom als
Donatoren H-Briicken zu den DNA-Basen aufbauen (Abb. 6.77-6.78, Seiten 291-
292). Weiterhin gehen die Methyl- und Methylen-Gruppen der Seitenkette zahlreiche
van der Waals-Wechselwirkungen mit der DNA ein, auf die ein groBer Teil der bei der
Komplexbildung freiwerdenden Energie zurlickzufiihren ist (Kapitel 6.3.5, Seite 251
ff.).

Aus der Betrachtung der DNA-Aktivitaten der untersuchten Pyrido[a]carbazol-
Verbindungen 47-52 (Abb. 6.73, Seiten 280-281) geht eindeutig hervor, dass die
beschriebene, durch den Einfluss der Carboxamid-Seitenkette auf die DNA-Bindung
der Derivate hervorgerufene Herabsetzung der Dissoziationsgeschwindigkeit eine
signifikante Verbesserung der DNA-Affinitaten der Liganden zur Folge hat (Abb. 6.79,
Seite 296): Im Gegensatz zu den eine Methylether- bzw. eine Natriumcarboxylat-
Funktion tragenden Verbindungen 47 bzw. 48, weisen die mit einer Dimethylamino-
alkyl-Seitenkette substituierten Derivate 49-52 eine mit Hilfe der T-Wert-Messme-
thodik detektierbare DNA-Aktivitdt auf. Die mit den Hetaren[a]anellierten Carbazolen
durchgefiihrten Bindestudien lassen folglich darauf schlieBen, dass es sich bei der
aliphatischen Carboxamid-Seitenkette um ein Strukturelement handelt, dass fir die
Synthese neuer Derivate mit hoher DNA-Bindungsstarke unverzichtbar ist. Allerdings
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kann bislang keine Aussage darliber gemacht werden, welche Kettenlange eine opti-
male DNA-Ligand-Interaktion ermdglicht, da bei den unsubstituierten Pyrido[a]carba-
zol-Derivaten 49 und 50 die Verbindung mit der Ethyl-Kette, bei den chlorierten Ana-
loga 51 und 52 dagegen das Derivat mit der Propyl-Kette die jeweils h6here DNA-
Affinitat besitzt (Abb. 6.79). Mdglicherweise kénnen Kristallstrukturen einiger mit
einem Oligonukleotid komplexierter Carbazol-Derivate, die mit einer in der Lange je-
weils variierenden Dimethylaminoalkyl-carboxamid-Kette substituiert sind, weitere Er-
kenntnisse Uber den fir die DNA-Bindung optimalen Aufbau der aliphatischen Sei-
tenkette liefern.

AT [poly(dAdT),]-Werte der Carbazol-Derivate

[°C] 40
30 245 26,4 Bl Pyrido[a]carbazole
19,7 RBH Chlor-substituierte
20 18,5 L Pyrido[a]carbazole
] I H Gelb: Thieno[a]carbazol
10 A
0 T
49 50 51 52 53
(Ethyl-) (Propyl-) (Ethyl-) (Propyl-) (Propyl-)

Abb. 6.79: AT [poly(dAdT),]-Werte der Pyrido- und Thieno[a]carbazol-Derivate

(Verbindung 46: AT [poly(dAdT),] nicht messbar wegen zu geringer Wasserldslichkeit
der Substanz; Verbindung 47 und Verbindung 48: AT,[poly(dAdT),] < 1°C)

Neben der Bedeutung der Seitenkette fiir die DNA-Aktivitdt der Carbazol-Verbin-
dungen sollte auch untersucht werden, welchen Einfluss die verschiedenen, bei dem
Design der Ellipticin-Analoga zur Verknipfung mit der Carbazol-Struktur jeweils ver-
wendeten Heterozyklen (Pyridin bzw. Thiophen) auf die DNA-bindenden Eigen-
schaften der Derivate austben.

Aus dem Vergleich der firr die Pyrido[a]anellierte Carbazol-Verbindung 50 und
fir das Thiophen-Analogon 53 (Abb. 6.73B, Seite 281) ermittelten AT,-Werte geht
hervor, dass beide Derivate etwa mit der gleichen Stérke an die DNA binden (Abb.
6.79). Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass der Pyridin-Ring gegen ein Thio-
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phen-Molekil ausgetauscht werden kann, ohne dass sich die in vitro messbare DNA-
Affinitét signifikant andert. Die Ergebnisse der vom NCI durchgefihrten Zytotoxizi-
tatstests (Tab. 6.29, Seite 293) lassen jedoch vermuten, dass die Thieno[a]carbazol-
Verbindungen, méglicherweise bedingt durch die von dem Schwefelatom hervorge-
rufene Lipophilie-Steigerung (Tab. 6.30, Seite 293) und der damit verbundenen,
verbesserten Zellmembranpermeation, die im Vergleich zu den Pyridin-Derivaten
starkere zellbiologische Aktivitat besitzen. Da das getestete Substanz-Kollektiv bis-
lang allerdings noch zu klein ist, um endgultige Aussagen Uber die bei den Het-
aren[a]anellierten Carbazolen vorliegenden Struktur-Wirkungsbeziehungen machen
zu kénnen, sollten zunachst weitere Derivate der Thiophen- und der Pyridin-Reihe
synthetisiert und auf ihre zytostatischen und zytotoxischen Eigenschaften untersucht
werden. Sollte sich die Hypothese bestatigen, dass die schwefelhaltigen Verbin-
dungen generell die bessere anticancerogene Aktivitat aufweisen, sollte der Fokus in
Zukunft auf die Entwicklung neuer, Ellipticin-analoger Thieno[a]carbazol-Derivate
gerichtet werden.

Erganzend zu den bereits erdrterten, sich mit dem Aufbau der Seitenkette und des
Tetrazyklus befassenden Struktur-Wirkungsbeziehungen sollte auch untersucht wer-
den, wie sich die Chlor-Substitution des planaren Chromophors auf die DNA-Affinitat
der Carbazol-Verbindungen auswirkt.

Die zu diesem Zweck mit den Pyrido[a]anellierten Carbazolen 49-52 (Abb.
6.73B, Seite 281) durchgefihrten T-Wert-Messungen zeigen, dass die Einfihrung
eines Chloratoms in das Interkalator-Molekll zu einer deutlichen Steigerung der
DNA-Affinitdt und zu einer signifikanten Verstarkung der zytostatischen und zytoto-
xischen Wirksamkeit flhrt (Abb. 6.79, Seite 296, Tab. 6.29, Seite 293). Allerdings
kann bislang noch keine genaue Aussage darliber gemacht werden, wie die beo-
bachtete, auf die Chlorierung der Carbazol-Derivate zurtickzufiihrende Aktivitatszu-
nahme zustande kommt. So unterscheiden sich die fir die beiden Verbindungen 50
und 52 ermittelten E yuo-Werte nicht signifikant voneinander (Tab. 6.27, Seite 288);
folglich sollten die bei der Interkalation des Derivats 50 und die bei der DNA-Bindung
des chlorierten Analogons 52, jeweils zwischen dem Chromophor und den Purin-
Basen der DNA aufgebauten Charge-Transfer-Komplexe, energetisch nahezu gleich-
wertig sein 278274 Auch aus der graphischen Auswertung der DNA-Ligand-Kom-
plexe, die mit den Pyrido[a]anellierten Carbazolen 50 und 52 simuliert wurden, l&sst
sich keine Erklarung fur die im Vergleich zu dem unsubstituierten Derivat 50 ge-
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steigerte Aktivitat der Chlor-Verbindung 52 ableiten: In beiden Komplexen liegen die
tetrazyklischen Chromophore jeweils in einer sehr &hnlichen Orientierung in der Inter-
kalationskavitat des Rezeptors eingeschoben vor (Abb. 6.77-6.78, Seiten 291-292;
Abb. 6.80). Die molekularen elektrostatischen Potentiale, die fur die DNA-gebun-
denen Konformere der beiden untersuchten Derivate ermittelt wurden (in SPARTAN
B3 unter Verwendung der AM1-Methode "848 berechnet; Kapitel 5.2.2, Seite 127),
weisen jedoch geringfligige Unterschiede auf (Abb. 6.81, Seite 299). Méglicherweise
fihrt das Chloratom, bedingt durch seinen -I/+M-Effekt, zu einer Veranderung in der
Elektronenstruktur des interkalierenden Tetrazyklus ", die das n-n-Stacking des
chlorierten Derivats mit den Basen der DNA in vitro energetisch begtinstigt, wahrend
dieser Effekt bei den im Vakuum ablaufenden Docking-Simulationen nicht korrekt
berlcksichtigt wird. Um prazisere Aussagen dariber machen zu kénnen, wie sich ein
Substituent auf die DNA-Affinitdt der Hetaren[a]anellierten Carbazole auswirkt und
uber welchen Mechanismus diese Einflussnahme vermittelt wird, missten weitere
Carbazol-Verbindungen mit anderen funktionellen Gruppen (z. B. Hydroxy-Gruppe,
Nitro-Gruppe) synthetisiert und ihre DNA-bindenden Eigenschaften untersucht wer-
den.

Abb. 6.80: Vergleichende Darstellung der DNA-gebundenen Konformere des Pyri-
do[a]carbazol-Derivats 50 (blaues Molekil) und des chlorierten Analo-
gons 52 (rotes Molekiil)

(Alignment durchgefihrt in SPARTAN %)
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Abb. 6.81:

Molekulares elektrostatisches Potential der Pyrido[a]carbazol-Derivate

Links: DNA-gebundenes Konformer der Verbindung 50

Rechts: DNA-gebundenes Konformer des chlorierten Analogons 52

[{I%ﬂgghnung des MEP in SPARTAN P mit einer semiempirischen AM1-Rechnung
"8l das MEP reicht von +40,0 kcal/mol bis +200,0 kcal/mol und ist farbcodiert:
Rote Felder geben Bereiche eines negativen MEP (hohe Elektronendichte) wider;
blaue Felder zeigen das Vorhandensein eines positiven MEP (niedrige Elektronen-
dichte) an !"*": Projektion des MEP auf die Connolly-Oberfliche (I3sungsmittelzu-
gangliche Oberflache) der Moleklle, deren duBere Grenze jeweils einer Elektronen-
dichte von 0,002 e/au? entspricht %]
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Trotz der zahlreichen Fortschritte, die in den letzten Jahren auf dem Gebiet der
Tumortherapie (— Zulassung innovativer Arzneistoffe, Etablierung neuer Behand-
lungskonzepte), sowie bei der Behandlung der Chemo- und Strahlentherapie-indu-
zierten Nebenwirkungen gemacht wurden, sind viele maligne Neoplasien nach wie
vor unheilbar 4819 So verstarben im Jahr 2005 allein in Deutschland mehr als
200000 Menschen infolge einer Krebserkrankung . Aus diesem Grund stellt die
Suche nach neuen antitumoraktiven Verbindungen immer noch eines der wichtigsten
Betatigungsfelder der pharmazeutischen Industrie dar 7°'*'"!, Da es sich bei einer
malignen Neoplasie um eine Erkrankung der Gene handelt, die durch Mutationen in
Tumorsuppressor- und/oder Proto-Onkogenen ausgelést wird, kommt vor allem der
DNA als Target filr neue Zytostatika eine groBe Bedeutung zu . Von besonderem
Interesse ist dabei die Entwicklung von sequenzselektiv bindenden Substanzen (sog.
Gene-Selective Targeted Drugs), die eine zielgerichtete Modifikation spezifischer
Gene ermédglichen sollen [46:67.69:103.108]

Im Rahmen dieser Arbeit sollten neu synthetisierte, potentiell antitumoraktive Deri-
vate der Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamid-, der Combilexin- und der Het-
aren[a]carbazol-Reihe auf ihre DNA-bindenden und Topoisomerase I-hemmenden
Eigenschaften untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden verschiedene bioche-
mische und biophysikalische Analysemethoden (— Tn-Wert-Messung, Topoisome-
rase |-Hemmtest, Ethidiumbromid-Verdrangungsassay) eingesetzt, die durch com-
putergestitzte Simulationen erganzt werden sollten. Diese Molecular Modelling-Stu-
dien sollten die Berechnung von molekularen Eigenschaften, die Durchfihrung von
Konformerenanalysen, sowie das Docken von DNA-Ligand-Komplexen umfassen.
Durch Korrelation der in vitro-Befunde mit den in silico-Daten sollten systematische
Struktur-Wirkungsbeziehungen aufgestellt werden, die zur Optimierung des rationa-
len Designs und der Syntheseplanung klnftiger Derivate mit potentiell héherer Anti-

tumoraktivitat beitragen sollen.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die DNA-Affinitaten aller verfigbaren

Derivate der Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamid-, der Hetaren[a]carbazol-,

und der Combilexin-Reihe, sowie die DNA-Aktivitaten der fur die Synthese der Hy-

brid-Molekile verwendeten Interkalatorcarbonsauren und Flnfring-Hetaren-pyrrol-
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carboxamid-Strukturen mittels T-Wert-Messungen bestimmt. Um Aussagen sowohl
Uber die Starke, als auch Uber die Sequenzselektivitdt der DNA-Bindung der Test-
substanzen machen zu kdnnen, wurden diese biophysikalischen Schmelzpunktstu-
dien mit poly(dAdT),-, und erstmals auch mit Kalbsthymus-DNA (~42% GC-Ba-

senanteil 03"

durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Ty-
Wert-Messmethodik um ein routinemaBig einsetzbares, sehr effizientes und zuver-
lassiges Verfahren zur DNA-Affinitatsbestimmung handelt, das ausgezeichnet dazu
geeignet ist, den Syntheseprozess von DNA-Liganden zu begleiten und auf der Basis
der resultierenden, vororientierenden Struktur-Wirkungsbeziehungen das rationale
Design neuer Derivate zu beeinflussen. Dabei konnten vor allem die AT,-Werte, die
durch Verwendung des synthetischen, nur aus alternierend angeordneten AT-Basen-
paaren bestehenden Polynukleotids ermittelt wurden, aufgrund ihrer sehr guten Re-
produzierbarkeit zum Vergleich der DNA-Bindestéarken verschiedener Substanzen
herangezogen werden. Die Daten, die aus den mit Thymus-DNA durchgefihrten
Messungen resultierten, eigneten sich dagegen weniger flr einen derartigen Aktivi-
tatsvergleich, da diese native DNA eine geringere Sensitivitdt gegentber DNA-Ligan-
den besitzt ''927% was sich in kleinen AT,-Werten mit verhaltnismaBig groBen Stan-
dardabweichungen auBert. In Kombination mit den poly(dAdT).-Werten lieferten die
mit Thymus-DNA ermittelten Affinitdten jedoch wertvolle Hinweise Uber die Se-
quenzselektivitat der DNA-Bindung der untersuchten Testsubstanzen.

Zur Verifizierung der aus den T,-Wert-Messungen abgeleiteten Aussagen Uber die
DNA-AKktivitdten der Testsubstanzen wurden die Bindekonstanten (Kapp) einiger aus-
gewahlter Derivate mit Hilfe des Ethidiumbromid-Verdrangungsassays ermittelt.
Dabei gelang es im Rahmen der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal, Kypp-Werte flr
Vertreter der Combilexin-, (— 23: 6,7 x 10° M™"; 30: 5,3 x 10° M"; 33: 7,7 x 10° M)
sowie der Hetaren[a]carbazol-Reihe (— 50: 1,2 x 10° M"; Kapitel 8.1.2, Seite 314 ff.)
zu berechnen. Die Grundlage fur diesen Erfolg bildete der Einsatz der Testverbin-
dungen in Form ihrer Hydrochloride, wodurch eine ausreichende Léslichkeit der Deri-
vate in dem fir die Messungen verwendeten wassrigen Puffermedium gewahrleistet
werden konnte. Aus dem Vergleich der errechneten Bindekonstanten mit den zuvor
ermittelten AT,-Werten der entsprechenden DNA-Liganden geht hervor, dass es sich
bei der T,-Wert-Messmethodik um ein wertvolles Verfahren zur Affinitdtsbestimmung
handelt, das rational plausible Daten liefern kann. Darlber hinaus konnte anhand

- 301 -



des Kan-Wertes des hoch affinen Rinnenbinders Hoechst 33258 (— 1,8 x 10° M)
gezeigt werden, dass sich die getesteten Combilexin-Derivate 23, 30 und 33 sowie
das Hetaren[a]anellierte Carbazol 50 durch eine gute bis zufrieden stellende DNA-
Bindung auszeichnen. Da bei DNA-Liganden oftmals eine Korrelation zwischen der
Hohe der DNA-Aktivitit und dem ausgeldsten zytotoxischen Effekt besteht [°2,
stellen die Combilexine und die Carbazole folglich viel versprechende Substanzklas-

sen auf der Suche nach neuen, antitumoraktiven Verbindungen, dar.

Des Weiteren wurden einige ausgewahlte Vertreter der Nukleobasen-gekoppelten
Pyrrolcarboxamid-, der Combilexin- und der Hetaren[a]carbazol-Reihe auf potentiell
vorhandene, Topoisomerase |-hemmende Eigenschaften untersucht. Zu diesem
Zweck mussten einige Anderungen des Testprotokolls vorgenommen werden, um
eine Steigerung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu erreichen. Aus den Gel-
elektropherogrammen der durchgefiihrten TOPO |-Hemmassays geht hervor, dass
lediglich einige Combilexin-Verbindungen eine Abnahme der Enzymaktivitat bewirken
kénnen, wobei es sich bei diesen Substanzen laut Angaben der I.N.S.E.R.M.-Mitar-
beiter (Lille, Frankreich) sehr wahrscheinlich nur um wachstumshemmende Sup-
pressoren und nicht um zytotoxisch wirkende Enzym-Gifte handelt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden zur Erganzung der biophysikalischen und bioche-
mischen in vitro-Experimente computergestitzte Studien mit ausgewahlten Vertre-
tern der FUnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamide, der Interkalatorcarbonséauren, der
Combilexine, der Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamide und der Het-
aren[a]carbazol-Derivate durchgefiihrt. Dabei gelang es erstmalig, die Molecular
Modelling-Programmpakete SPARTAN B und ICM-PRO #2331 zy validieren und ein
routinemaBig anwendbares Protokoll fir die Berechnung von Molekuleigenschaften,
fir die Generierung von Minimumskonformeren, sowie fir das DNA-Ligand-Docking
zu entwickeln.

Aus den durchgefiihrten Docking-Studien geht hervor, dass die Software ICM-
PRO 1¥233 mit allen Testsubstanzen — unabhangig von ihrem jeweiligen DNA-Binde-
modus — rational plausible DNA-Ligand-Komplexe simulieren konnte. Besonders be-
merkenswert ist dabei, dass auch der duale, Interkalation und Rinnenbindung verei-
nende Bindemodus der Combilexine von dem Programm korrekt erfasst und ent-
sprechend umgesetzt werden konnte. Aus der graphischen Auswertung der gedock-

ten Komplexe lieBen sich wertvolle Hinweise auf die wirksamkeitsbestimmenden

- 302 -



Strukturelemente und Erklarungen fiir die unterschiedlichen DNA-Affinitaten der
verschiedenen Testsubstanzen ableiten. Da ICM-PRO B2* ebenso wie die Majoritat
der derzeit verfligbaren Docking-Programme, generell besser flir die geometrische
Vorhersage der moglichen Rezeptorbindung einer Substanz (— Docking), als fir die
Bewertung der Starke der Target-Ligand-Interaktionen (— Scoring) geeignet ist
(23.281.282] ' orrelieren die berechneten Komplexbildungsenergien wie erwartet nicht in
jedem Fall mit den zuvor ermittelten AT,-Werten. Dies liegt unter anderem darin
begriindet, dass bei den Energieberechnungen einige intermolekulare Wechselwir-
kungen, die die Rezeptoraffinitdt eines Liganden in vitro signifikant beeinflussen
(z. B. die elektrostatischen Interaktionen oder die aus der Verdrdngung von
Wassermolekilen und Gegenionen resultierenden entropischen Effekte), von einem
in vacuo arbeitenden Molecular Modelling-Programm nicht korrekt berlcksichtigt
werden konnen 22411 Dariiber hinaus ist ein als Matrize fungierendes Oligonukleotid
wiahrend des Docking-Prozesses unbeweglich (Rigid Receptor Docking) #*", so dass
keine konformative Anpassung des DNA-Molekils an die eingelagerte Testverbin-
dung und somit auch keine Optimierung der Rezeptor-Ligand-Interaktionen erfolgen
kann. Da der Scoring-Algorithmus von ICM-PRO ¥2%3 jedoch einige Terme enthalt,
die die computergestiitzten Simulationen an die realen Bedingungen anpassen

e 23247 " stimmten die von der Docking-Soft-

sollen (z. B. Solvatationsenergie-Term
ware errechneten Komplexbildungsenergien besser mit den in vitro-Befunden Gber-
ein als die Energiewerte, die in HYPERCHEM ®* unter Anwendung einfacherer Kraft-
feldmethoden ermittelt wurden. Letztere lieferten allerdings wertvolle Hinweise auf Art
und Stérke der an der DNA-Ligand-Komplexbildung beteiligten intermolekularen
Wechselwirkungen. Bei der Auswertung der mit ICM-PRO 2% durchgefiihrten
Studien muss des Weiteren beachtet werden, dass die fur verschiedene Testverbin-
dungen jeweils berechneten Komplexbildungsenergien nur dann miteinander ver-
glichen werden kénnen, wenn die gedockten Derivate derselben Stoffklasse ange-

horen.

Unter Einsatz sowohl des Struktur-, als auch des Pharmakophor-basierten Wirkstoff-
design-Konzepts konnten anhand der in vitro- und der in silico-Resultate einige
Struktur-Wirkungsbeziehungen fir die Nukleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamide,
fur die Combilexine, sowie flr die Hetaren[a]anellierten Carbazole aufgestellt werden,
die im Folgenden nach Stoffklassen geordnet aufgefiihrt sind.
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Nukleobasen-gekoppelte Mono- und Bispyrrolcarboxamide:

Im Gegensatz zu den Nukleobasen-gekoppelten Monopyrrol-Derivaten besitzt
jede der getesteten Bispyrrol-Verbindungen eine mittels T,-Wert-Messung de-
tektierbare DNA-Affinitat. Dieses Resultat ist sehr wahrscheinlich nicht auf die
nur bei den Bispyrrolcarboxamiden vorhandene, eine zusatzliche H-Briicken-
Donator-Funktion aufweisende, dritte Amidbindung zurtckzufihren. Die gra-
phische Auswertung der simulierten DNA-Ligand-Komplexe lasst vielmehr ver-
muten, dass bei der Rezeptor-Bindung der Bispyrrol-Derivate — aufgrund der
im Vergleich zu den Monopyrrol-Analoga signifikant groBeren Molekuldurch-
messer — sehr viel starkere intermolekulare van der Waals-Wechselwirkungen
zustande kommen. Da die Bispyrrolcarboxamide mit einem gr6Beren DNA-Ab-
schnitt in Interaktion treten als die Monopyrrol-Verbindungen, kénnen sie bei
der Komplexbildung sehr wahrscheinlich auch mehr Wassermolekile aus der
kleinen Rinne verdriangen %, Dies hétte eine Entropiesteigerung zur Folge,
die sich ebenfalls gunstig auf die DNA-Affinitat der Bispyrrol-Derivate auswir-

ken wiirde 2%

Es liegt kein linearer Zusammenhang zwischen der Lange des aliphatischen,
die Nukleobase mit der rinnenbindenden Pyrrolcarboxamid-Struktur verknup-
fenden Linkers und den aus den Tn-Wert-Messungen abgeleiteten DNA-AKkii-
vitaten der Testverbindungen vor. Innerhalb der Gruppe der Uracil-gekoppel-
ten Pyrrolcarboxamide besitzt die Verbindung 14, die einen N-terminalen C4-
Linker aufweist, die groBte DNA-Affinitat (AT,-Wert: 8,8 £ 0,34°C), wahrend
bei den Thymin-Analoga das Essigsaure-Derivat 18 am starksten an die DNA
bindet (AT-Wert: 7,7 £ 0,15°C; Kapitel 8.1.2, Seite 313).

Aus den Schmelzpunkt-Studien geht hervor, dass die Derivate der Uracil-Rei-
he starker an die DNA binden als die analogen Thymin-gekoppelten Pyrrol-
carboxamide. Es liegt nahe zu vermuten, dass diese unterschiedlichen DNA-
Aktivitdten darauf zurtckzufUhren sind, dass die bei dem Thymin-Molekdl
zusatzliche vorhandene Methyl-Gruppe die Einlagerung der Thymin-Derivate
in die kleine Rinne der DNA sterisch behindert. Diese Hypothese lies sich auf
der Basis der durchgefiihrten Docking-Studien allerdings nicht bestatigen. Zur
endgliltigen Klarung des vorliegenden Sachverhalts mlssten daher Kristall-
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strukturen von an DNA gebundenen Uracil- und Thymin-Derivaten hergestellt

und untersucht werden.

e Auf der Basis der simulierten DNA-Ligand-Komplexe und der nur kleinen AT,-
Werte, die fir die Nukleobasen-gekoppelten Bispyrrolcarboxamide ermittelt
wurden, kann darauf geschlossen werden, dass die zur Verstarkung der DNA-
Aktivitat angestrebte Hoogsteen-Basenpaarung des Thymin- bzw. Uracil-Mole-
kils mit einem AT-Basenpaar der DNA bei der Rezeptor-Bindung der Testsub-

stanzen nicht zustande kommt.

e Da die Nukleobasen-gekoppelten Mono- und Bispyrrol-Derivate keine bzw.
eine nur schwach ausgepragte DNA-Affinitat besitzen, erscheint eine Weiter-
entwicklung dieser Substanzklasse nicht lohnenswert.

Combilexine:

A = N: Verschiebung 1
der Sequenzselektivi-
tat der DHA-Bindung
von AT- (= A= CH) zu

hildet sehr oft H- GC-reichen Arealen

Briicken zu DNA-

Basen aus bei pH = 7,4 protoniert;
hildet sehr oft H-Briik-
ken zu DHA-Basen aus

X = H: Verschie-

Naphthalimid und Acridon
bei optimaler Linkerlange
weitgehend aquivalent
(5-Nitronaphthalimid: keine
abschlieRende Beurteilung
maglich)

N

MNaphthalimid
S-Nitronaphthalimid
Acridon

J

optimale Linkerlange
von Struktur des

Interkalators abhangiy

{Naphthalimid: n = 2;
Acridon: n=13)

Abb. 7.1:

bung der Sequenz-
selektivitat der DNA -
Bindung von AT-
(> X=CH;:X=5) “‘N"
zu GCreichen m = 3: stirkere
Arealen DNA-Bindung

alsm=2

'\‘ hildet sehr oft H-

H Briicken zu DNA.-
- : \:

Basen aus
Re” \

-

hildet sehr oft H-
Briicken zu DNA-
Basen aus

. ¥ = S: schwa-
chere DNA-Bin-
dung als ¥ = CH

und ¥ =N

R, = CH.: van der Waals-
AhstoRung mit CO-Funktion
— Abschwiachung der DNA-

Affinitat

Pharmakophormodell fir die Substanzklasse der Combilexine
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Aus den Ty-Wert-Messungen geht hervor, dass die Combilexine mit einer C-
terminalen N,N-Dimethylaminopropyl-Kette starker an die DNA binden als die
Derivate, die eine kurzere Ethyl-Seitenkette aufweisen. Die gedockten DNA-
Ligand-Komplexe zeigen, dass dieser Sachverhalt héchstwahrscheinlich da-
rauf zurtckzufihren ist, dass das bei physiologischem pH-Wert protoniert vor-
liegende N-Atom der Propyl-Struktur — aufgrund des gréBeren Aktionsradius
und der héheren Flexibilitat der langeren Seitenkette — im Gegensatz zu dem
Ammonium-lon der Ethyl-Analoga eine starke ionische H-Briicken-Bindung zur
DNA ausbilden kann.

Nahezu alle getesteten Verbindungen der Thiazol-pyrrol- und der Bispyrrol-
Reihe weisen hdhere DNA-Affinitdten auf als die analogen Thiophen-pyrrol-
Derivate. Aus der graphischen Auswertung der simulierten DNA-Ligand-Kom-
plexe 1asst sich ableiten, dass die schwachere DNA-Bindung der Interkalator-
gekoppelten Thiophen-pyrrolcarboxamide sehr wahrscheinlich durch die im
Vergleich zu den bioisosteren Combilexinen divergente Stellung der N-termi-
nalen Amidbindung bedingt ist. Diese besondere Molekulkonformation der
Thiophen-Derivate resultiert aus der van der Waals-AbstoBung zwischen der
amidischen Carbonyl-Funktion und dem an Position 5 befindlichen Methyl-
Substituenten des Thiophen-Rings (Abb. 6.44, Seite 230; Abb. 6.45, Seite
231). Diese AbstoBungsreaktion schwacht die DNA-Ligand-Interaktionen, da
die NH-Gruppe der N-terminalen Amidbindung, die bei den Thiophen-Deri-
vaten im Gegensatz zu den bioisosteren Analoga zur konvexen Molekulseite
ausgerichtet ist, nicht als H-Brlicken-Donator fungieren kann. Darlber hinaus
wird die synchrone Einlagerung des interkalierenden und des rinnenbinden-
den Strukturelements durch die der kleinen Rinne zugewandte, amidische CO-
Funktion sterisch behindert.

Aus den mit poly(dAdT).-DNA durchgefiihrten Schmelzpunkt-Studien geht
hervor, dass die Majoritat der getesteten Imidazol-pyrrol-Derivate eine im Ver-
gleich zu den Bispyrrol- und den Thiazol-pyrrol-Analoga schwachere DNA-
Affinitat besitzt. Dies ist sehr wahrscheinlich auf die negative Partialladung des
sp>-hybridisierten N-Atoms des Imidazol-Rings zuriickzufiihren, die das an-
sonsten positive elektrostatische Potential der konkaven Molekulseite unter-
bricht und sich somit stérend auf die Einlagerung der rinnenbindenden Finf-

- 306 -



ring-Hetaren-pyrrolcarboxamid-Struktur in die aus AT-Basenpaaren aufge-
baute, elektronenreiche kleine Furche auswirkt.

Die berechneten Relationen der unter Verwendung von Thymus-DNA ermit-
telten ATn-Werte zu den mit poly(dAdT).-DNA bestimmten Werten zeigen,
dass das Imidazol-pyrrol-Derivat 38 und die Bisimidazol-Verbindung 42 (Ka-
pitel 8.1.2, Seiten 316-317) die Toleranz fiir GC-reiche DNA aufweisen, die mit
ihrem Design angestrebt werden sollte. Dieses Resultat liegt unter anderem in
den H-Briicken-Akzeptor-Eigenschaften des sp?-hybridisierten, der konkaven
Molekulseite zugewandten Imidazol-N-Atoms begriindet, das eine Wasser-
stoffbriicken-Bindung zu der exozyklischen Amino-Gruppe einer Guanin-Base
ausbilden kann. Da die anderen getesteten Substanzen der Imidazol-pyrrol-
bzw. Bisimidazol-Reihe keine Praferenz fir die Interaktion mit GC-reichen
DNA-Abschnitten besitzen, liegt die Vermutung nahe, dass noch weitere, bis-
lang unbekannte Molekulstrukturen und/oder molekulare Eigenschaften die
Sequenzselektivitat der DNA-Bindung der Combilexine beeinflussen.

Aus der graphischen Auswertung der simulierten DNA-Ligand-Komplexe und
aus den Tp-Wert-Messungen geht hervor, dass die Lange des N-terminalen
Linkers, die eine spannungsfreie DNA-Bindung sowohl des interkalierenden,
als auch des rinnenbindenden Molekdlteils erméglicht, von der Struktur des
vorliegenden Interkalators abhangig ist. So erwies sich ein C3-Linker fir die
VerknUpfung des Naphthalimids mit dem Flnfring-Hetaren-pyrrolcarboxamid-
Strukturelement als am besten geeignet, wahrend bei den Acridon-Derivaten
die Verbindungen mit einem Buttersaure-Linker die h6chste DNA-Affinitat zei-
gen. Dieses Resultat ist hochstwahrscheinlich auf die im Vergleich zu dem
Naphthalimid-Molekil geringere y-Achsen-Ausdehnung (— bezogen auf ein

mathematisches x/y-Koordinatensystem) des Acridons zurlickzufihren.

Bei den Hybrid-Molekllen der Thiophen-pyrrol- und der Imidazol-pyrrol-Reihe
fuhrten das Naphthalimid und das Acridon trotz signifikant unterschiedlicher
ELumo-Werte — bei idealer Lange des N-terminalen Linkers — zu Verbindungen,
die bei den Tph-Wert-Messungen nahezu die gleichen DNA-Aktivitdten auf-
wiesen. Die Eignung des 5-Nitronaphthalimids als interkalierendes Struktur-
element von Combilexin-Derivaten kann noch nicht abschlieBend beurteilt
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werden, da keine Testsubstanzen mit einem C3-Linker, der fir die Anbindung
des Nitronaphthalimid-Molekuls voraussichtlich am besten geeignet waére, zur
Verfligung standen.

Hetaren[alanellierte Carbazole:

Im Gegensatz zu den Carbazol-Derivaten mit einer Methylester- oder einer
Natriumcarboxylat-Funktion, besitzen die Verbindungen, die mit einer N,N-Di-
methylaminoalkyl-carboxamid-Struktur substituiert sind, mittels T,-Wert-Mes-
sungen detektierbare DNA-Affinitaten. Dieses Ergebnis legt die Vermutung
nahe, dass das Vorhandensein einer bei physiologischem pH-Wert protoniert
vorliegenden, amidischen Seitenkette fir das Design und die Synthese von
DNA-aktiven Hetaren[a]anellierten Carbazolen von groBer Wichtigkeit ist. Bis-
lang kann allerdings noch keine Aussage dariber gemacht werden, welche
Kettenlange eine optimale DNA-Ligand-Interaktion bedingt, da bei den chlo-
rierten Pyrido[a]carbazolen die Verbindung mit der Propyl-Kette (Verbindung
52), bei den unsubstituierten Analoga dagegen das Derivat mit der Ethyl-
Struktur (Verbindung 49; Kapitel 8.1.2, Seite 318) die jeweils groBere DNA-
Bindungsstarke aufweist.

Die Resultate der DNA-Denaturierungsexperimente und der NCI-Zytotoxizi-
tatstests deuten darauf hin, dass die Thieno-Derivate bei gleicher DNA-Affini-
tat starker antineoplastisch wirksam sind als die analogen Pyrido[a]anellierten
Carbazole. Méglicherweise besitzen die Thieno-Verbindungen — aufgrund
ihrer durch den Einfluss des Schwefelatoms gesteigerten Lipophilie — die im
Vergleich zu den Pyrido-Derivaten besseren Zellmembran-penetrierenden
Fahigkeiten.

Aus den T,-Wert-Messungen und den NCI-Zytotoxizitatstests geht hervor,
dass die Chlorierung des endstandigen Benzol-Rings der Pyrido[a]anellierten
Carbazole eine signifikante Zunahme der DNA-Affinitat, sowie der zellbiologi-
schen Wirksamkeit der resultierenden Derivate zur Folge hat. Allerdings sind
die Ursachen fir diese Aktivitatssteigerung zurzeit noch unklar. So kann bis-
lang lediglich vermutet werden, dass das Chlor-Atom eine Veranderung der
Elektronenstruktur des Pyridocarbazol-Chromophors hervorruft, die mit Hilfe
quantenmechanischer Rechnungen nicht erfassbar ist.
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Die Korrelation der aus den biophysikalischen und biochemischen Tests resultie-
renden Befunde mit den mittels computergestitzten Simulationen erhobenen Daten
machen — ebenso wie die daraus abgeleiteten Struktur-Wirkungsbeziehungen —
deutlich, dass die Molecular Modelling-Verfahren nicht alle Beobachtungen erklaren
und demzufolge die in vitro-Experimente nicht ersetzen kdnnen. Dennoch leisten die
in silico-Studien einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis der DNA-Ligand-Interak-
tionen und somit zur Rationalisierung und Optimierung des Designs und der Syn-
these neuer, potentiell aktiverer Derivate.

Aufgrund der viel versprechenden DNA-bindenden Eigenschaften der im Rahmen
dieser Arbeit getesteten Combilexin- und Hetaren[a]carbazol-Verbindungen sollten
sich auch zukinftige Arbeiten mit der Entwicklung weiterer, strukturell modifizierter
Derivate dieser beiden Stoffklassen befassen. Bei den Hybrid-Molekilen bietet sich
vor allem das Design von Verbindungen an, die neue, fir die Combilexin-Synthese
bislang noch nicht verwendete Interkalator-Komponenten enthalten. Mit Hilfe von
Docking-Studien kénnte die Linkerlange, die fur die VerknUpfung eines zur Darstel-
lung neuer Combilexin-Derivate ausgewahlten Interkalator-Molekils mit der Flnfring-
Hetaren-pyrrolcarboxamid-Struktur am besten geeignet ware, noch wahrend der
Syntheseplanung evaluiert werden. Zudem wére die Darstellung von 5-Nitronaph-
thalimid-Verbindungen mit N-terminalen Propionsaure-Linkern empfehlenswert, um
den Einfluss, den ein elektronenziehender Substituent auf die DNA-Bindung der Hy-
brid-Molekule austbt, genauer untersuchen zu kénnen. Des Weiteren konnte die
DNA-Affinitat der Combilexine mit Thiophen-pyrrol-Struktur méglicherweise durch die
Entfernung der an Position 5 des Thiophen-Rings befindlichen Methyl-Gruppe ge-
steigert werden. Diese strukturelle Modifikation wirde das Auftreten der besonderen,
nur bei den Thiophen-Derivaten vorhandenen Stellung der N-terminalen Amidbin-
dung, die als Folge der van der Waals-AbstoBung zwischen dem Methyl-Substituen-
ten und der amidischen CO-Funktion zustande kommt und die Einlagerung der Thio-
phen-pyrrolcarboxamid-Struktur in die kleine Rinne der DNA sterisch behindert, un-
terbinden. Zur Verbesserung der Bioverflgbarkeit, zur Steigerung der DNA-Aktivitat,
sowie zur Veranderung der Sequenzselektivitdt der DNA-Bindung kénnten bei der
Combilexin-Synthese neben Pyrrol, Thiophen, Thiazol und Imidazol zudem noch wei-
tere Funfring-Heterozyklen wie z. B. Furan, Oxazol oder Pyrazol eingesetzt werden.
Bei den Hetaren[a]carbazolen wéare vor allem die Synthese weiterer Thieno-Derivate
sinnvoll, da diese in den zellbiologischen Tests des NCI viel versprechende zyto-
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toxische Eigenschaften aufwiesen. Um Aussagen darUber machen zu kdnnen, wie
sich ein Substituent auf die DNA-Affinitdt der Hetaren[a]anellierten Carbazole aus-
wirkt, sollten zudem weitere Verbindungen mit bislang noch nicht verwendeten funk-
tionellen Gruppen (z. B. Hydroxy-, Methoxy-, Amino- oder Nitro-Gruppe) dargestellt
und ihre DNA-bindenden Eigenschaften untersucht werden.

Neben den beschriebenen strukturellen Modifikationen kénnten zur Erhéhung
der Bioverfugbarkeit, sowie zur Steigerung der Tumorzellspezifitdt Prodrugs (z. B.
Antikérper-Konjugate 2242%%) der am starksten DNA-bindenden Liganden der Combi-
lexin- und der Hetaren[a]carbazol-Reihe synthetisiert werden. Eine besonders ele-
gante Methode der Antikdrpertherapie stellt dabei die von Tietze et. al. entwickelte
ADEPT-Strategie (Antibody-Directed Enzyme Prodrug Therapy) dar 182286289 (App.
7.2). Im Rahmen dieses Konzepts wird ein kovalenter Komplex, der sich aus einem
Enzym (z. B. B-Glucuronidase) und einem tumorzellspezifischen Antikérper zusam-
mensetzt, gemeinsam mit einem Prodrug verabreicht, welches aus der Wirksub-
stanz und einem Enzymsubstrat (z. B. B-Glucuronséure) besteht 2286289 Nach der
Bindung des Antikérpers an das Tumor-assoziierte Antigen katalysiert das Enzym
durch den Abbau des im Prodrug befindlichen Substrats die Freisetzung des Zyto-

statikums, das daraufhin in die Tumorzelle eindringen kann [82286-289],

1. Verabreichung des Anti-
kirper-Enzym- Konjugats
K@ I

{E = Enzym, z. B.
p-Glucuronidase)

2. Verabreichung des
Prodrugs

D ——

[hesteht aus dem Wirkstoff (D)
und einem Enzymsubstrat
(z. B. p-Glucuronsaure)]

P TR 4

Tumorzelle

Zeltod D

Abb. 7.2:  Schematische Darstellung des von Tietze entwickelten ADEPT-Kon-
zepts (nach Kratz *?)
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8. Anhang

8.1 Strukturformeln

8.1.1 Referenzsubstanzen

Camptothecin Ellipticin Ethidiumbromid
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CHj
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8.2

8.2.1

AN AYATYATYATATYATAYATYATAYS

Dateiformate, die die Kompatibilitat der verschie-
denen Molecular Modelling-Programme ermadglichen

Uberfiihrung der SPARTAN-Dateien in HYPERCHEM- und in
ICM-PRO-Dateien

Datei des Liganden ([Minimumskonformer der Testverbindung) mit dem
Programm SPARTAN ¥ 6ffnen (*.spartan-Format)

Speichern als *.sdf-Datei

Offnen der *.sdf-Datei mit dem Programm WEBLAB VIEWER PRO [2%%
Speichern als *.mol-Datei

Offnen der *.mol-Datei mit dem Programm HYPERCHEM B4
Speichern als *.ml2-Datei

Offnen der *.ml2-Datei mit dem Programm ICM-PRO 1323

Speichern als *.ob-Datei

Datei schlieBen

Offnen der *.ob-Datei mit ICM-PRO *%%]

Manuelle Korrektur der Ladungen und Doppelbindungen

Molekill konvertieren (ICM-PRO-Befehl 233 zur Erzeugung einer ICM-
PRO-kompatiblen Datei *23¥, die in den Docking-Simulationen als Ligand
eingesetzt werden kann)

Speichern als *.ob-Datei
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8.2.2

AT AYAYATYATYAYATATYATY AR A TR A |

Uberfiihrung der ICM-PRO-Dateien in HYPERCHEM- und in
SPARTAN-Dateien

Datei des DNA-Ligand-Komplexes mit dem Programm ICM-PRO 23
offnen (*.icb-Format)

Molekul des Rezeptors und Molekil des Liganden zu einem einzigen
Objekt vereinigen (— im sog. Workspace Panel den Namen des Liganden
anklicken und bei gedrlckter linker Maustaste auf den Namen des Rezep-
tors ziehen)

Speichern des Objekts als *.mol2-Datei (— im Workspace Panel den Na-
men des Objekts mit der rechten Maustaste anklicken und ,Save as” -
Option auswahlen)

Offnen der *.mol2-Datei mit dem Programm WEBLAB VIEWER PRO #*!
Speichern als *.mol-Datei
Offnen der *.mol-Datei mit dem Programm HYPERCHEM B4

Speichern als *.hin-Datei
Léschen des Rezeptors

Speichern des DNA-gebundenen Konformers als *.ml2-Datei
Offnen der *.ml2-Datei mit dem Programm MS VIEWER PRO 2!

Speichern als *.mol-Datei

Offnen der *.mol-Datei mit dem Programm SPARTAN ¥

Speichern als *.spartan-Datei
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8.3 Winkel der als Rezeptoren verwendeten DNA-Oligo-
mere vor und nach den zur Energieminimierung
durchgefuhrten Molekilldynamik-Simulationen

Abb. 8.1:  Schematische Darstellung der Torsionswinkel, die zur Untersuchung
der Molekilkonformationen der DNA-Oligomere gemessene wurden
(links), sowie der flr die Winkelmessun?en benbtigten Atome mit ihrer
Nummerierung (rechts; nach Saenger ?))

Torsionswinkel | Zugehorige Atome || Torsionswinkel | Zugehdérige Atome

o (n-1)03-P-O5-Cs Vi 04-C1-C2-Cgy

B P-Os-Cs-Ca V2 G1-Co-Cy-Ca

Y Os-Cs-C4-Cg V3 C2-Cg-C4-Oy

8 C5-C4-Ca-Oq Va C3-C4-O4-Cr.

€ C4-C3-O3-P 04-C1-N4-Co

F: CS"OS"P-Os’(n+1) x (far Pyrimidine)
O4-C1-Ng-C4

Vo Cy-O4-Cy-Cy (fur Purine)

Tab. 8.1:  Atome, die fiir die Messung der verschiedenen Torsionswinkel jeweils
bendtigt werden (nach Saenger*?)

(n-1): Das bezeichnete Atom gehért zu dem vorhergehenden Nukleotid.
(n+1): Das bezeichnete Atom gehért zu dem folgenden Nukleotid.
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8.3.1

PDB-Code 8 1JKQ [?%]
Sequenz: 5-D(*TP*TP*TP*TP*TP*TP*A)-3’

Rezeptor ,,polyA*

e IR I I I A A A

5-T - 178,7 | 55,8 | 1352 | -172,2 | -100,5 | -110,5 | -18,8 | 28,4 | -26,9 | 16,4 1,5

T -57,0 | 166,7 | 53,2 | 126,7 | -158,1 | -118,0 | -120,1 | -36,4 | 40,3 | -28,6 | 8,4 17,5

T -48,3 | 160,5 | 46,5 | 131,3 | -160,4 | -108,4 | -1052 | -28,0 | 36,4 | -30,8 | 152 | 8,0

T -64,3 | 160,7 | 55,8 | 119,1 | 163,7 | -99,9 | -1155| -38,0 | 37,4 | 227 | 13 | 23,0

T -41,4 | -160,0 | 44,9 | 1436 | 1705 | -751 |-111,6| -81 | 250 | -30,9 | 27,1 | -12,2

T -854 | -162,1 | 50,6 | 139,4 | -140,1 | -1658 | -94,4 | -31,5 | 40,1 | -334 | 16,0 | 94

A-3 -48,1 | 126,2 | 61,1 | 130,0 - - -1236 | -30,3 | 386 | -325 | 153 | 93
Tab. 8.2:  Winkel, die fir den Strang 1 des Rezeptors “polyA” vor der Molekiil-

dynamik-Simulation '%% ermittelt wurden

waceons| L o] o] e

5-T - 1781 | 422 | 140,6 | -131,1 | -177,0 | -107,1 | -252 | 38,3 | -36,0 | 22,0 1,9

A 93 | 1059 | 33,6 | 137,3 | -164,7 | -137,3 | -94,1 | 29,8 | 40,5 | -356 | 192 | 65

A -58,4 | 164,8 | 52,9 | 136,0 | 176,0 | -956 |-102,1 | -172 | 28,6 | -289 | 19,3 | -1,4

A 69,4 | 179,8 | 54,8 | 1414 | -110,4 | 1689 | -107,9 | -30,3 | 39,9 | -34,0 | 175 | 7.8

A -450 | 112,8 | 50,9 | 130,5 | -1452 | -118,3 | -1253 | -39,0 | 43,4 | -320 | 9,9 17,9

A -57,0 | 159,9 | 39,9 | 139,2 | -150,0 | -114,6 | -91,7 | -24,0 | 371 | -356 | 225 | 08

A-3 15,9 | -140,7 | -88,8 | 132,9 - - 1295 | 25 | 11,3 | -152 | 139 | -73
Tab. 8.3:  Winkel, die fir den Strang 2 des Rezeptors “polyA” vor der Molekiil-

dynamik-Simulation '**! ermittelt wurden
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weeons| 0oL @ el d el e el el e

5-T - 179,3 | 60,1 | 132,8 | -178,5 | -98,5 | -108,7 | -212 | 295 | -24,7 | 12,7 | 5,1

T 69,8 | 172,5 | 63,9 | 118,8 | -167,0 | -106,8 | -117,5 | -40,5 | 43,1 | -272 | 3,7 | 23,2

T 69,3 | 170,5 | 61,1 | 121,6 | -169,1 | -97,5 | -110,5| -37,8 | 358 | -195 | 2,7 | 256

T -70,9 | 162,5 | 63,9 | 106,5 | 159,2 | -89,6 | -127,9 | 41,0 | 349 | -159 | -81 | 315

T -58,2 | -165,1 | 60,3 | 141,4 | -1756 | -91,9 | -113,9 | -16,5 | 341 | -36,7 | 28,6 | -7,7

T 71,3 | -171,4 | 42,9 | 141,2 | -1439 | -167,1 | -86,8 | -38,2 | 47,3 | -37,8 | 16,5 | 13,7

A-3 53,9 | 126,6 | 64,9 | 131,7 - - -125,0 | -39,4 | 451 | -30,9 | 9,7 19,1
Tab. 8.4:  Winkel, die fir den Strang 1 des Rezeptors “polyA” nach der Molekdil-

dynamik-Simulation "%% ermittelt wurden

weans| oGl Al a el el el e e

5-T - -178,8 | 54,2 | 1445 | -1352 | 178,7 | -103,0 | -25,7 | 39,8 | -36,7 | 23,1 1,2

A 06 | 944 | 41,9 | 131,7 | -170,7 | -133,7 | -84,8 | -38,0 | 46,5 | -355 | 153 | 145

A 69,2 | 168,2 | 61,4 | 137,9 | -173,2 | -1058 | -99,7 | -17,4 | 30,9 | 29,9 | 216 | -2,6

A 67,7 | 170,6 | 54,8 | 142,7 | -102,7 | 166,8 | -109,0 | -37,7 | 47,2 | -37,7 | 174 | 12,6

A -56,0 | 1158 | 53,4 | 121,3 | -156,6 | -101,9 | -127,1 | 423 | 41,4 | 23,7 | 03 | 26,0

A 752 | 171,9 | 54,9 | 134,8 | -158,3 | -116,7 | -89,8 | -30,0 | 37,2 | 296 | 13,3 | 11,0

A-3 29,2 |-154,9 | -100,3 | 1455 - - -136,7 | 3,2 13,2 | 221 | 235 | -17,5
Tab. 8.5:  Winkel, die fiir den Strang 2 des Rezeptors “polyA” nach der Molekul-

dynamik-Simulation %% ermittelt wurden
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8.3.2 Rezeptor ,,polyAT*

PDB-Code 1%¢: 473D 2561
Sequenz: 5-D(*GP*TP*AP*TP*AP*TP*AP*C)-3’

Nukdeoti | 0 [E] o [él 1 [§°1 alolalelal
5-G - 157,2 40,8 1443 | -172,3 | -96,0 | -105,5 | -11,2 27,3 -34,1 26,1 -8,9

T -70,3 178,3 42,0 132,5 | -116,5 | -175,7 | -99,3 -39,0 44 5 -35,5 11,4 17,3

A -65,3 150,7 41,2 133,9 174,4 -70,7 | -104,1 -16,1 25,7 -25,6 15,3 0,5

T -81,3 | -176,9 55,6 136,6 | -111,8 | -176,9 | -105,2 | -43,3 50,8 -41,4 15,9 17,4

A -49,3 152,2 26,1 137,7 | -177,7 | -92,5 | -101,2 -8,2 194 -23,6 17,9 -5,9

T -60,8 170,9 37,8 108,9 | -173,0 | -92,6 | -112,5 | -39,5 32,6 -15,2 -9,0 30,1

A -61,5 162,8 55,7 112,3 | -167,7 | -96,0 | -117,6 | -40,3 33,8 -16,4 -7,5 30,1
C-3 -56,8 167,6 43,3 133,6 - - -107,9 | -39,7 46,2 -37,4 13,7 16,7

Tab. 8.6: Winkel, die fir den Strang 1 des Rezeptors “polyAT” vor der Molekdl-
dynamik-Simulation '**! ermittelt wurden

Mukisotd | [E] o [21 ” [EJ alolelalele
5.G - 134,3 31,5 102,2 | -158,5 | -73,3 | -170,7 -6,2 -5,6 14,9 -18,1 14,9

T -70,0 | -163,2 55,7 144,7 | -159,1 | -123,7 | -113,4 | -20,8 35,0 -38,1 24.5 -1,8

A -69,6 | -173,2 43,2 141,5 | -1752 | -94,8 | -101,3 | -15,5 30,4 -34,4 24,0 -5,1

T -62,3 172,2 47,7 138,9 -99,6 168,1 -98,4 -40,5 50,4 -43,0 18,7 14,2

A -75,5 146,3 49,6 137,9 | -164,5 | -92,3 | -113,0 | -13,6 27,7 -31,5 22,1 -5,2

T -54 1 165,2 39,5 104,9 | 1771 -942 | -120,9 | -40,7 30,2 -9,8 -14,8 34,3

A -60,5 | -171,4 48,6 142,2 | -164,8 | -88,0 -91,6 -12,8 28,4 -33,0 24,6 -7,2
C-3 -70,1 171,4 35,7 94,3 - - -104,9 | -38,2 19,7 5,1 -27,1 41,1

Tab. 8.7: Winkel, die fir den Strang 2 des Rezeptors “polyAT” vor der Molekdl-
dynamik-Simulation "%% ermittelt wurden
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wweeons| 0ol @ el d el e el e e
5-G - 162,2 | 422 | 149,9 | -173,8 | -950 | 994 | -185 | 36,3 | -388 | 288 | -6,7
T -76,1 | -178,6 | 50,3 | 141,4 | -117,0 | 1735 | -925 | 442 | 51,5 | -388 | 142 | 185
A 68,9 | 148,3 | 453 | 136,4 | 1784 | -81,4 | -99,2 | -26,3 | 376 | -33,4 | 194 | 53
T 78,2 | 1755 | 62,3 | 139,0 | -109,0 | 172,6 | -101,8 | -51,2 | 56,8 | -36,9 | 82 | 26,7
A 65,6 | 153,1 | 42,2 | 133,8 | -178,3 | -926 |-100,5| -162 | 29,5 | -30,1 | 223 | -3,6
T 63,4 | 173,7 | 49,9 | 109,1 | -1749 | -89,9 |-109,4 | 41,1 | 36,7 | -179 | -6,7 | 30,8
A 63,4 | 163,8 | 61,3 | 110,7 | -172,1 | -926 |-1158 | 41,8 | 36,9 | -179 | 6,0 | 31,6
C-3 65,0 | 171,9 | 52,9 | 134,2 - - -109,2 | -455 | 50,4 | -341 | 92 | 226
Tab. 8.8:  Winkel, die fir den Strang 1 des Rezeptors “polyAT” nach der Molekul-
dynamik-Simulation %% ermittelt wurden
weeons| 0l @ el d el e el el e
5-G - 130,5 | 459 | 99,0 |-160,9 | -74,7 | -170,5| -10,7 | -6,8 | 20,0 | -27,3 | 242
T -73,2 | -167,8 | 60,6 | 147,4 | -161,0 | -1255 | -110,8 | -25,8 | 41,4 | -395 | 258 | 05
A 68,8 | -175,3 | 46,9 | 140,7 | -178,1 | -92,4 | -101,5| -21,5 | 34,7 | -330 | 222 | 0,1
T 69,1 | 170,8 | 59,8 | 140,9 | -100,7 | 161,8 | -100,7 | 43,9 | 54,1 | -41,0 | 158 | 18,2
A 77,6 | 148,0 | 48,7 | 137,4 | -168,4 | -92,1 |-109,5 | 221 | 32,0 | -288 | 17,3 | 3.4
T 60,7 | 161,8 | 54,4 | 99,0 | 179,4 | -93,1 |-1245| -473 | 36,6 | -11,7 | -17,7 | 41,9
A 62,8 | -169,5 | 51,1 | 1428 | -169,3 | -87,7 | -87,6 | -17,1 | 30,6 | -30,8 | 224 | -3,0
C-3 71,4 | 166,7 | 44,1 | 936 - - 99,0 | -383 | 180 | 7,8 | -31,0 | 433
Tab. 8.9:  Winkel, die fir den Strang 2 des Rezeptors “polyAT” nach der Molekul-

dynamik-Simulation %% ermittelt wurden
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8.3.3 Rezeptor ,,polyG*

PDB-Code % 1NVP (%71
Sequenz: 5-D(*GP*GP*GP*GP*GP*GP*GP*C)-3'

Nukdeoti | 0 [E] o [él 1 [§°1 alolalelal
5-G - -151,0 | -26,7 108,4 | 175,8 -55,6 | -133,5 0,5 -14,2 21,2 -21,3 13,4

G -103,6 | 174,1 84,9 109,1 | -163,9 | -96,7 | -125,3 -7,8 -8,6 20,2 -25,2 21,0

G -62,5 179,0 43,7 117,7 58,3 51,9 -98,7 -9,4 15,3 -15,4 10,1 -0,5

G -168,0 | -153,2 60,2 151,5 -45,1 142,6 -84,7 -23,1 37,7 -36,6 24,2 -0,8

G -81,9 147,6 13,1 123,7 156,7 -90,3 | -100,8 | -21,5 28,5 -24.5 12,4 57

G -84,4 | -165,0 65,9 107,1 161,0 -56,8 | -123,5 -7,6 -10,1 22,3 -27,2 22,2

G -89,1 -170,3 53,2 103,5 170,3 -74,5 | -135,1 -13,0 -6,4 21,7 -29,5 26,9
C-3 -70,1 -170,0 457 101,1 - - -146,3 -7,5 -12,6 26,4 -31,1 24,5

Tab. 8.10: Winkel, die fir den Strang 1 des Rezeptors “polyG” vor der Molekil-
dynamik-Simulation "**! ermittelt wurden

Mukisotd | [E] o [21 ” [EJ alolelalele
5-G - 1471 53,9 132,6 | -157,6 | -105,7 | -122,7 | -25,4 32,7 -27.5 13,3 7,5
C -55,6 164,7 46,8 128,8 | -1555 | -129,9 | -114,8 | -32,5 38,8 -30,0 11,9 12,8
C -14,2 162,3 -4,4 106,6 174,0 -66,0 | -135,1 1,2 -15,7 22,9 -22,6 13,8
C -83,1 -178,3 69,4 148,1 | -137,0 | -125,8 | -114,1 -27,1 41,2 -39,0 24,4 1,4
C -79,0 157,8 36,2 103,7 20,9 84,9 -122,8 | -13,4 -7,4 23,6 -31,5 28,6
C -158,5 | -179,2 66,9 106,0 169,2 -59,4 | -120,1 -3,0 -12,7 22,2 -24,3 17,4
C -86,4 | -160,3 61,3 162,2 -69,2 120,3 -76,4 -18,5 37,5 -41.1 31,7 -8,4
C-3 105,7 | -152,6 | 165,4 | 163,2 - - 112,3 -12,1 32,3 -38,9 33,0 -13,2

Tab. 8.11: Winkel, die fir den Strang 2 des Rezeptors “polyG” vor der Molekiil-
dynamik-Simulation "%% ermittelt wurden
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wweeons| 0ol @ el d el e el e e
5’-G - -175,5 | -66,4 | 144,7 | -167,6 | -116,2 | -109,4 | -29.4 | 41,5 | -37,1 | 21,6 | 46
G -83,1 | 162,2 | 749 | 107,8 | -167,3 | -949 |-121,9 | 221 | 11,7 | 25 | -157 | 23,1
G 72,3 | -177,3 | 56,4 | 126,0 | 440 | 595 | 91,2 | -7,1 | 138 | -148 | 11,4 | -2,8
G -166,5 | -160,0 | 69,0 | 156,2 | -74,4 | 156,5 | -73,0 | -27,3 | 425 | -39,6 | 258 | 0,6
G -82,5 | 156,6 | 23,6 | 133,0 | 174,7 | -110,4 | -100,5 | -30,8 | 39,7 | -31,7 | 14,1 | 108
G -76,2 | -179,9 | 66,9 | 111,4 | -171,8 | -83,0 | -134,4 | 234 | 206 | -100 | -50 | 185
G 72,6 | 1685 | 57,1 | 935 |-1752 | -834 |-1529| -30,3 | 112 | 10,0 | -27,3 | 37,6
C-3 69,9 | 1772 | 55,8 | 88,38 - - 149,0 | -11,5 | -9,7 | 250 | -32,7 | 283
Tab. 8.12: Winkel, die fiir den Strang 1 des Rezeptors “polyG” nach der Molekiil-
dynamik-Simulation %% ermittelt wurden
weeons| 0l @ el d el e el el e
5-G - 151,9 | 60,1 | 126,2 | -169,1 | -94,1 | -1220| -279 | 312 | 21,7 | 6,3 | 134
Cc 743 | 1721 | 61,5 | 121,7 | -167,8 | -113,9 | -1152 | -40,7 | 41,8 | 272 | 34 | 23,2
Cc -456 | 169,1 | 27,1 | 104,7 | -1726 | -80,9 | -1415| -150 | 2,8 89 | -175 | 211
Cc 67,1 | 172,3 | 64,3 | 1457 | -137,3 | -126,4 | -106,4 | -30,0 | 43,5 | -389 | 229 | 45
Cc -81,6 | 148,7 | 550 | 751 | 50,0 | 71,7 |-1325| -30,3 | 59 | 17,9 | -36,1 | 42,1
Cc -158,7 | 166,3 | 84,6 | 101,6 | -174,3 | -72,4 | -116,6 | -21,1 | 87 55 | -182 | 251
Cc -78,2 | -176,7 | 68,8 | 1559 | -845 | 1422 | -76,3 | -21,7 | 38,8 | -38,8 | 293 | -52
C-3 85,7 |-147,8 | 179,1 | 153,4 - - -119,3 | -18,5 | 34,3 | 357 | 266 | -52
Tab. 8.13: Winkel, die fir den Strang 2 des Rezeptors “polyG” nach der Molekul-

dynamik-Simulation %% ermittelt wurden
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8.3.4 Rezeptor ,,polyGC*

PDB-Code 1°%: 1CF7 ¢°!
Sequenz: 5-D(*TP*CP*GP*CP*GP*CP*GP*G)-3'

e IR I I I A A A
5-T - |-1557 | -766 | 156,8 | 176,9 | 66,9 | -116,3| -0,1 | 198 | -30,6 | 31,0 | -19,6

C 858 |-1712| 486 |-132,6 | -99,2 | 160,8 | -100,5 | -34,7 | 403 | -30,7 | 11,8 | 13,9

G 79,7 | 144,0 | 56,1 | 132,8 | -1785 | -754 | -1141| 193 | 322 | 322 | 216 | -1,6

C 41,0 |-1623| 7.4 | 1365 | -163,5 | -107,8 | -103,0 | -195 | 291 | 27,3 | 166 | 1,7

G 556 | 1658 | 458 | 1473 | -116,5 | 162,2 | -881 | -27,7 | 41,9 | -393 | 247 | 17

C 62,7 | 1432 | 454 | 1359 | -172,1 | -50,4 | -116,7 | -205 | 31,8 | -30,9 | 194 | 06

G 1515 | 101,8 | 162,4 | 1437 | -149,3 | -114,9 | -1292 | -16,8 | 31,0 | -327 | 236 | -4.4
G-3’ 547 | 160,9 | 466 | 1346 | - - | 1214 249 | 344 | 31,1 | 171 | 49

Tab. 8.14: Winkel, die fir den Strang 1 des Rezeptors “polyGC” vor der Molekil-
dynamik-Simulation "%% ermittelt wurden

waceons| L e @l e e e o] e
5°-C - |-160,4 | -95,0 | 1450 | -166,0 | -73,0 | -126,7 | -15,1 | 27,3 | -283 | 203 | -35

C 89,3 | 1784 | 56,7 | 137,0 | -89,8 | 1253 | -106,8 | -26,3 | 428 | -323 | 125 | 144

G 112,6 | -141,6 | 166,0 | 133,7 | -1539 | -91,6 | -139,1 | -19,9 | 294 | 282 | 167 | 18

C 73,4 | -1704 | -110,7 | 139,3 | -1432 | -103,9 | -113,7 | -163 | 263 | -259 | 17,1 | -06

G 50,5 | 162,1 | 38,6 | 146,0 | -117,5 | 167,0 | -852 | -30,4 | 445 | -40,6 | 244 | 36

C 61,8 | 1451 | 438 | 1384 | -158,1 | -98,1 | -104,8 | -22,0 | 345 | -333 | 210 | 05

G 67,3 | 167,2 | 50,0 | 147,0 | -111,3 | 1780 | -855 | -27.4 | 41,1 | -388 | 239 | 20
A-3° 70,7 | 137,9 | 485 | 1435 | - - |-1074| 332 | 440 | 37,9 | 196 | 82

Tab. 8.15:  Winkel, die fiir den Strang 2 des Rezeptors “polyGC” vor der Molekil-

dynamik-Simulation %% ermittelt wurden
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wweeons| 0ol @ el d el e el e e
5-T - -163,0 | -92,9 | 164,3 | -1653 | -89,0 | -1184 | -64 | 26,5 | -36,1 | 33,1 | -17,1
Cc -81,0 | 171,3 | 55,0 | 122,5 | -956 | 1555 | -107,2 | 43,9 | 452 | -28,1 | 33 | 254
G -90,1 | 1450 | 63,6 | 131,7 | 177,7 | -80,2 | -117,7 | -30,3 | 41,9 | -35;1 | 175 | 7.9
Cc 77,9 | 1744 | 62,0 | 104,5 | -162,9 | -100,0 | -111,8 | -434 | 39,8 | -21,6 | -3,2 | 29,3
G 71,0 | 168,1 | 553 | 143,9 | -108,1 | 1553 | -91,0 | -37,2 | 458 | -350 | 16,2 | 11,8
Cc -76,1 | 146,3 | 52,9 | 136,9 | -157,7 | -555 | -119,7 | -26,3 | 37,8 | -336 | 188 | 4,9
G -127,7 | 77,3 | 168,5 | 141,5 | -158,0 | -105,6 | -129,5 | -18,0 | 32,9 | -33,6 | 24,2 | -4,1
G-3 69,9 | 167,5 | 59,0 | 1322 - - -109,0 | -32,3 | 376 | 262 | 93 | 135
Tab. 8.16: Winkel, die fir den Strang 1 des Rezeptors “polyGC” nach der Molekiil-
dynamik-Simulation %% ermittelt wurden
weeons| 0l @ el d el e el el e
5°-C - -163,1 | -93,4 | 156,7 | -159,9 | -87,7 | -1175| -125 | 30,3 | -34,7 | 29,5 | -10,6
Cc -86,1 | 169,7 | 55,7 | 132,3 | -83,9 | 121,0 | -1055 | -41,9 | 459 | -31,8 | 87 | 21,0
G 99,3 | -136,9 | 173,1 | 1246 | -1545 | -79,2 | -163,1 | -13,8 | 17,2 | -134 | 52 5,7
Cc 102,0 | -175,9 | -146,9 | 128,3 | -130,4 | -97,1 | -1423 | -30,3 | 219 | 69 | -97 | 254
G -76,9 | 166,5 | 53,1 | 141,3 | -1085 | 159,7 | -86,1 | -36,0 | 453 | -36,3 | 16,5 | 11,5
Cc -73,3 | 147,2 | 50,1 | 132,0 | -163,0 | -90,7 |-111,2| -31,3 | 356 | -26,7 | 92 | 13,9
G 788 | 1731 | 57,2 | 1445 | -102,7 | 170,5 | -89,4 | -34,1 | 443 | -355 | 172 | 10,1
A-3 77,2 | 138,2 | 49,2 | 1348 - - -109,1 | -33,9 | 41,1 | -323 | 136 | 13,1
Tab. 8.17: Winkel, die fUr den Strang 2 des Rezeptors “polyGC” nach der Molekul-

dynamik-Simulation %% ermittelt wurden
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8.3.5

Rezeptor ,,1G3X*

PDB-Code ©°: 1G3X 1
Sequenz: 5-D(*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3'

weeons| 0ol @ el dlale el el e
5-G - -143,3 | 72,9 | 117,0 | -1257 | -92,6 | 174,2 | -8,1 4,0 1,2 -6,0 9,2
Cc -58,6 | 164,1 | 62,0 | 132,1 | -164,6 | -99,0 | -1135| 27,7 | 349 | 289 | 126 | 97
G -38,4 | -172,8 | 145 | 170,8 | -1122 | -158,3 | -82,0 | -7,9 | 33,3 | -442 | 40,7 | -21,0
A 255 |-150,2 | -111,2 | 154,8 | -1352 | -130,4 | -102,4 | -152 | 353 | -40,8 | 330 | -11,8
A 23,0 | 160,9 | 36,0 | 123,8 | -179,4 | -128,7 | -101,3 | 49,8 | 48,0 | -320 | 3,5 | 29,6
T 29,6 | 157,8 | 40,7 | 119,7 | -1792 | -96,3 | -131,2 | -48,8 | 46,2 | -270 | -06 | 32,3
T 90,1 | -1736 | 69,4 | 1244 | 171,8 | -889 | -98,1 | -36,1 | 381 | 26,3 | 6,5 18,2
Cc -49,0 | -164,2 | 30,4 | 149,4 | -146,7 | -124,0 | -104,4 | 192 | 351 | -37,2 | 278 | -56
G -49,2 | 150,5 | 40,2 | 140,9 | -102,8 | 150,0 | -91,4 | 43,0 | 47,7 | -352 | 132 | 17,4
Cc 60,5 | 143,7 | 38,1 | 148,7 | -1555 | -1250 | -1123 | -16,9 | 36,4 | -41,9 | 32,2 | -10,0
G-3’ 77,4 | -167,0 | -118,5 | 143,8 - - -109,2 | 0,2 17,3 | 27,0 | 28,0 | -18,1
Tab. 8.18: Winkel, die fir den Strang 1 des Rezeptors ,1G3X” vor der Molekiil-

dynamik-Simulation "%% ermittelt wurden
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5°-C - -151,0 | -179,1 | 144,8 | -128,5 | -179,5 | -100,6 | -24,9 | 38,7 | -37,3 | 24,0 0,4
G 38,0 | 152,8 | -62,9 | 146,7 | 130,5 | -59,0 | -79.6 | 7.3 11,1 | 23,6 | 296 | -23,3
-115,5 | -159,5 | 85,5 | 104,6 | 164,4 | -96,2 | -1159 | -455 | 354 | -13,2 | -13,3 | 384
G 99,3 | -157,1 | 81,5 | 141,4 | 173,7 | -100,9 | -100,4 | -20,2 | 33,7 | -34,2 | 232 | -2,2
A 66,3 | -159,4 | 49,7 | 149,6 | -168,9 | -96,9 | -1055 | -21,1 | 36,1 | -36,9 | 259 | -3,1
A -859 | 1754 | 56,7 | 122,8 | -166,1 | -116,1 | -122,2 | -36,6 | 351 | -20,0 | -1,4 | 24,7
T -30,1 | 147,7 | 27,9 | 887 |-1525| -954 |-139,0| 28,3 | 2,2 | 224 | -38,7 | 423
T 122,2 | -175,4 | -115,0 | 137,4 | -149,5 | -131,7 | -111,9 | 254 | 328 | 27,1 | 13,0 7.7
C 353 | 174,4 | 13,5 | 150,5 | -152,9 | -132,4 | -88,1 | -12,1 | 28,0 | -339 | 274 | -9,7
G -8,7 | 150,0 | 2,5 | 1449 | -164,1 | -117,7 | -826 | 26,9 | 39,3 | -363 | 220 | 27
C-3’ -118,0 | 144,4 | 97,2 | 90,1 - - 1419 | -80 | -16,7 | 334 | -37,7 | 29,7
Tab. 8.19: Winkel, die fir den Strang 2 des Rezeptors ,1G3X” vor der Molekdl-

dynamik-Simulation "%% ermittelt wurden
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5-G - -165,8 | 56,1 | 109,4 |-1412 | -71,2 | -176,5| 10,4 | -128 | 104 | -44 | -4,
(o] 72,8 | 1735 | 64,0 | 127,1 | -170,0 | -84,6 | -117,0| -16,0 | 224 | 19,7 | 10,9 3,1
G 842 | 177,7 | 73,1 | 137,9 | -156,4 | -114,4 | -93,3 | -31,0 | 422 | -36,6 | 20,2 6,2
A 64,4 | -175,6 | -125,8 | 143,9 | -156,0 | -88,6 |-109,7 | -3,2 89 | -122 | 10,3 | -44
A 733 | 173,8 | 67,4 | 96,9 | 163,7 | -87,5 | -113,8 | 43,8 | 346 | -124 | -128 | 354
T 63,7 | 173,7 | 69,6 | 123,8 | -164,0 | -106,4 | -132,4 | -36,6 | 37,9 | 245 | 3,2 21,5
T -58,5 | 174,5 | 48,4 | 129,4 | 167,3 | -97,7 | -100,9 | 282 | 36,3 | -29,3 | 13,1 9,1
C -59,1 | -176,7 | 61,6 | 1253 | -162,2 | -102,7 | -118,7 | -37,8 | 38,8 | -24,7 | 3,2 21,9
G 711 | 1656 | 51,2 | 143,1 | -85,6 | 1422 | -99,4 | -40,1 | 472 | -358 | 13,6 | 16,6
C -85,4 | 1485 | 53,0 | 127,2 | -161,7 | -105,0 | -120,2 | -27,8 | 31,2 | -225 | 6,9 13,2
G-3’ 107,8 | -168,7 | -154,2 | 158,3 - - -1162 | 1,0 21,9 | -346 | 37,1 | -23,9
Tab. 8.20: Winkel, die fir den Strang 1 des Rezeptors ,1G3X” nach der Molekdl-

dynamik-Simulation '%% ermittelt wurden
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5°-C - -154,9 | -169,9 | 152,2 | -135,4 | -174,4 | -100,0 | 26,3 | 41,6 | -39,5 | 26,3 | -03
G 258 | 169,0 | -54,4 | 160,4 | 171,8 | -89,5 | -86,0 | 9,8 14,0 | -30,0 | 36,9 | -30,0
60,7 | 177,1 | 51,9 | 118,4 | 179,2 | -106,6 | -110,9 | 242 | 244 | -153 | 1,4 14,3
G -46,7 | -178,3 | 48,7 | 151,3 | 169,6 | -112,2 | -85,7 | -10,6 | 29,8 | -355 | 30,2 | -13,2
A -54,6 | -177,4 | 57,9 | 1446 | -173,8 | -99,8 | -100,2 | -153 | 32,8 | -356 | 28,0 | -9,0
A 72,9 | 171,4 | 59,9 | 122,9 | -1775| -956 | -118,6 | 425 | 37,7 | -194 | -50 | 29,5
T -76,8 | 1732 | 62,5 | 851 |-136,7 | -90,6 | -137,4 | -245 | -06 | 233 | -382 | 39,9
T 122,9 | -174,9 | -79.8 | 72,5 | 1650 | -757 |-1224 | 226 | 78 | 276 | 429 | -445
C -106,0 | -160,5 | 83,1 | 1249 | -1747 | -991 | 956 | -38,7 | 40,9 | -27,3 | 5,1 21,6
G 64,3 | 166,2 | 58,9 | 133,5 | -157,5|-130,9 | -99,8 | 43,8 | 483 | -325 | 83 | 22,1
C-3 -70,7 | 139,8 | 58,4 | 829 - - -1459 | -1,3 | 232 | 36,2 | -383 | 255
Tab. 8.21: Winkel, die fir den Strang 2 des Rezeptors ,1G3X” nach der Molekdl-

dynamik-Simulation '%% ermittelt wurden
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8.3.6

Rezeptor ,,102D*

PDB-Code 1% 102D [284

Sequenz: 5-D(*CP*GP*CP*AP*AP*AP*TP*TP*TP*GP*CP*G)-3’

et S B Al alalalenlelelnle
5°-C - -151,0 | 162,9 | 155,9 | -177,3 | -105,1 | -110,9 | -19,2 | 36,3 | -37,8 | 26,7 | -5,
G -48,5 | -172,5 | 22,9 | 149,7 | -176,0 | -111,9 | 96,2 | 21,1 | 34,7 | -349 | 22,7 | -1,2
Cc 68,6 | 172,1 | 555 | 132,3 | -168,4 | -105,4 | -113,1 | 22,9 | 31,7 | -30,0 | 154 | 5,1
A 57,8 | -159,4 | 40,9 | 144,7 | 171,5 | -1053 | -89,3 | -11,2 | 26,4 | -32,6 | 257 | -95
A 61,0 | 178,3 | 54,9 | 152,7 | -169,7 | -1146 | -97,6 | -20,1 | 37,2 | 40,8 | 304 | -9,7
A -66,1 | -176,1 | 48,1 | 142,8 | 178,2 | -92,7 | -102,2 | -20,4 | 346 | -37,1 | 239 | -2,5
T -80,5 | 177,5 | 55,4 | 1486 | -91,5 | 1757 | -101,7 | -34,3 | 44,9 | -40,1 | 19,2 | 9,6
T -453 | 168,6 | -40 | 150,3 | -168,8 | -102,8 | -99,5 | 20,7 | 36,7 | -38,7 | 26,0 | -3,3
T -76,5 | -165,2 | 41,7 | 136,8 | -176,4 | -109,3 | -94,3 | -20,1 | 31,7 | -33,0 | 20,1 0,0
G -51,9 | 170,2 | 42,6 | 152,9 | -134,3 | -169,8 | -87,6 | -23,7 | 40,3 | 420 | 284 | -33
Cc 66,5 | 169,1 | 47,4 | 143,7 | -169,3 | -954 |-1054 | -153 | 30,2 | -339 | 252 | -64
G-3’ 74,8 | -176,4 | 46,8 | 1485 - - 772 | 21,3 | 402 | -41,9 | 314 | -63
Tab. 8.22: Winkel, die fir den Strang 1 des Rezeptors ,102D” vor der Molekul-

dynamik-Simulation "%% ermittelt wurden
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wceons| 0L el el e alele]o
5°-C - -151,0 | -63,7 | 161,9 | -1250 | -178,8 | -98,7 | -16,8 | 36,7 | -42,7 | 34,4 | -10,6
G -50,4 | 154,6 | 25,0 | 146,5 | -170,5 | -108,0 | -110,4 | -18,7 | 31,8 | -336 | 21,6 | -1,4
-59,8 | 170,6 | 52,8 | 140,4 | -155,7 | -134,9 | -118,7 | -25,1 | 353 | -33,7 | 17,7 | 46
A 57,8 | 158,8 | 61,9 | 152,0 | -168,7 | -114,0 | -98,2 | -153 | 32,6 | -382 | 296 | -9,4
A 63,8 | 1750 | 52,4 | 143,3 | -166,0 | -105,8 | -103,2 | -13,2 | 30,2 | -37,4 | 288 | -11,1
A 554 | 177,8 | 40,6 | 1457 | -177,8 | -98,8 |-104,3 | 223 | 37,6 | -37,3 | 23,7 | -1,
T -73,4 | 175,6 | 58,0 | 147,4 | -141,7 | -160,9 | -103,1 | -30,7 | 45,0 | -40,0 | 23,0 | 4.4
T 10,2 | 173,1 | -350 | 1576 | 178,5 | -98,2 | 99,1 | -85 | 28,0 | -352 | 30,8 | -14,6
T 69,9 | 177,9 | 553 | 139,2 | -155,6 | -118,1 | -106,8 | -28,4 | 38,7 | -356 | 186 | 6,1
G -41,0 | 1552 | 33,8 | 148,7 | -104,0 | 174,8 | -80,4 | -29,5 | 433 | -41,7 | 26,3 1,7
Cc -52,5 | 156,8 | 15,6 | 150,0 | -160,2 | -123,2 | -109,9 | -21,7 | 38,0 | -37,2 | 246 | -1,2
G-3’ 62,7 | -162,5 | 57,1 | 138,2 - - -116,0 | -16,9 | 29,7 | -31,9 | 20,8 | 2,3
Tab. 8.23: Winkel, die fir den Strang 2 des Rezeptors ,,102D” vor der Molekl-

dynamik-Simulation '%% ermittelt wurden
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weare| oGl Al a el el el e e
5°-C - -150,7 | 169,1 | 154,1 | -175,0 | -104,3 | -100,6 | -6,6 | 27,7 | -353 | 32,4 | -16,9
G -69,3 | -174,3 | 50,8 | 138,3 | -179,1 | -109,9 | -99,8 | -28,2 | 30,9 | -336 | 182 | 6,2
-68,2 | 176,6 | 57,7 | 111,8 | 1750 | -87,7 | -122,4 | -255 | 206 | -94 | -50 | 19,7
A -60,1 | -167,9 | 51,6 | 137,2 | 168,5 | -103,0 | -859 | -17,0 | 28,6 | -29,0 | 20,0 | -2,6
A -58,4 | -179,0 | 56,3 | 1459 | 178,4 | -104,9 | -97,2 | 22,7 | 33,8 | -31,8 | 196 | 2,0
A 67,4 | -177,4 | 54,7 | 136,2 | 179,7 | -96,5 | -101,9 | 26,8 | 37,7 | -328 | 17,7 | 53
T 72,6 | -178,3 | 48,7 | 1426 | -100,8 | -179,9 | -112,5 | -42,7 | 443 | 29,4 | 40 | 259
T 77,0 | 164,8 | 41,8 | 1357 | -169,4 | -112,1 | -925 | -157 | 26,8 | -288 | 20,0 | -2,5
T 62,1 | -164,0 | 354 | 138,5 | -170,8 | -115,1 | -93,0 | -17,7 | 28,1 | -28,1 | 188 | -1,
G -549 | 169,6 | 45,7 | 152,4 | -137,7 | -175,4 | -95,8 | -30,4 | 39,8 | -340 | 17,0 | 87
Cc -62,4 | 160,7 | 53,9 | 140,1 | -167,7 | -101,3 | -106,4 | -19,0 | 27,9 | 26,6 | 17,3 | 09
G-3’ 70,9 | -169,7 | 41,8 | 146,9 - - -84,9 | -189 | 31,3 | -30,9 | 20,8 | -0,9
Tab. 8.24: Winkel, die fir den Strang 1 des Rezeptors ,,102D” nach der Molekdl-
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weare| oGl Al a el el el e e
5°-C - -156,7 | -60,4 | 161,5 | -118,0 | 1782 | -101,5 | -22,5 | 38,9 | -40,2 | 287 | -2,7
G -68,4 | 155,0 | 41,0 | 1356 | 179,5 | -104,3 | -109,0 | -21,3 | 31,8 | 29,3 | 16,7 | 27
-60,4 | 176,6 | 55,0 | 127,8 | -168,1 | -129,6 | -119,3 | -29,7 | 29,9 | -20,0 | 3,1 17,1
A 62,4 | 153,7 | 73,0 | 1426 | -173,9 | -1146 | 93,9 | -199 | 32,6 | -326 | 21,7 | -1,
A 63,5 | -176,4 | 54,8 | 136,6 | -177,2 | -103,1 | -97,5 | 251 | 345 | -29,7 | 155 | 57
A 63,6 | -179,6 | 48,5 | 131,6 | 176,0 | -95,4 |-106,5| 27,7 | 36,2 | -30,3 | 13,7 | 88
T 71,2 | -174,1 | 57,7 | 140,5 | -151,0 | -155,5 | -99,3 | -36,4 | 41,9 | -329 | 123 | 155
T 96 | 170,7 | -30,6 | 162,8 | -179,0 | 108,6 | -88,3 | 5,0 185 | -33,7 | 36,2 | -26,8
T 64,8 | -178,4 | 49,9 | 131,0 | -158,8 | -113,0 | -106,7 | -32,0 | 349 | 256 | 86 14,6
G -54,7 | 1653 | 42,8 | 1445 | -89,2 | 162,3 | -91,9 | -37,4 | 443 | -36,0 | 14,6 | 150
Cc 77,7 | 142,4 | 37,5 | 128,6 | -176,9 | -112,0 | -119,0 | -33,8 | 385 | -28,2 | 89 15,9
G-3’ 67,4 | 178,9 | 585 | 132,5 - - -128,4 | 221 | 28,7 | 251 | 12,7 | 58
Tab. 8.25: Winkel, die fir den Strang 2 des Rezeptors ,,102D” nach der Molekdl-

dynamik-Simulation "%% ermittelt wurden
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