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Einleitung

1. Einleitung

Proteine und Enzyme spielen eine fundamentale Rolle fir den Ablauf jedweder biologischer Pro-
zesse Den Ablauf dieser Prozesse und die funktionale Rolle ihrer Protagonistenszehenist
derzentrale Bestandteil verschiedener biologischer und chemisghesenschaftsfeldein die-

sem Zusammenhangjetet die supramolekulare Chemie an Proteinen und Enzymen die Mog-
lichkeit maf3geschneiderte Verbindungen fur die Interaktion mit diesen biologisSistemen

zu kreieren. Diese konnen als Vektoren zur Genmanipul&tials, Inhibitoren zur Senkung von
Enzymaktivitate! sowieals Liganden zur Stabilisierdthgder Destabilisierurifj von Protein
ProteinWechselwirkungegenutzt werden. Weitere Applikationen finden sils adhasive Farb-
stoffe zur Detektiorund Lokalisation biologisch&lolekiile in Zellef*®! Mithilfe derartiger Lig-
anden lassen sich die Funktionegrschiedene Akteure in den komplexen biologischen Ablau-

fen erforschen. Das rationale Design solcher Verbindungen erfordert Kenntnisse tiber den mo-
lekularen Aufbau der beteiligten Makromolekile uhel mdglichen Interaktionspunkte der Lig-
anden arbeziehungsweismnerhalb der Systeme.

Rasterkraft-
mikroskopie

Roéntgen-
kristallographie

Molekiil-
mechanik

Quanten-
mechanik

Abbildung1 Visualisierung von Molekul€r?]

Bildgebexde Verfahren und Computersimulationen helfen Molekile mit ihren Ei-
genschaften und Wechbeirkungen zu grstehen

Bildgebende Verfahren mmsubatomarer Auflésung zur genauen Analyse der Interaktionen akti-
ver Verbindungen an ihren biologisch&argetshestehen bereits in Form der Rontgenkristallo-
graphie oder der Rasterkraftmikroskogiengl.atomic force microscopyAFM) jedoch ist ihre
Anwendung sehr aufwandig und kostspiel@udem kommt erschwerend hinzu, dass es nicht
maglich ist alle Molekile mit diesen Methoden abzubilden. Fir subatomar aufgeltste- AFM
Bilder miissen elektronenreichéjealermeise planare Molekile auf eine Oberflache gasf
bracht und dann mit dem AFM abgetasteerden. Fir den Einsatz der Rontgenkristallographie

1
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missen die zu untersuchenden Verbindungen aufwendigtallisiert und danach in einem
Rontgenliffraktometer untersucht werdenDas sich hieraus ergebda Beugungsmuster kann
danach in die Struktur Gberfihrt werdeBurch den Einsatz moderner, computerbasierter Si-
mulationstechniken kdénnealle denkbar moglichen Verbindungen virtugdineriertund dann
mit unterschiedlichen Methodemintersucht werden Hierdurch lassensich neben Daten zur
Struktur und Konformation auch Eigenschaften tber ihre Reaktiit&Eussagen. Im Falle von
Liganden fur Proteine oder Enzyme kénnen die inbed intramolekularerinteraktionen be-
rechnet und dann in qualitative, bildlielinformationen oder quantitativeenthalpische Werte
umgesetztwerden®! Diese Ergebnisseerden dannfir die Analyse von Bindungsmotiven
und das Design neuer, sowie der Weiterentwicklung besteheMdebindungen genutzt. Ein
besonderer Vorteil virtueller Studien ist die Tatsache, dass die zu untersuchenden Systéme
vorab synthetisiert werden misseDadurch wird es moglichvonkleineren Gruppen bis hin zu
grof3en Bibliotheken von Strukturen Bindungsaffinitaten an der gewlinschten Zielstruktur einzu-
schatzen AnschlieBend werdegezielt nur die Verbindungen dgestelt und getestet, welche
sich als potentielle Binder in den virtuellen Studien herausgestellt haben.

/Rlll
' HN
R% He A et
7~ S ONTONT 2
e) ~ S ' ! -
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N \ O \: - O
H H N-H -0 04
RON N o el
0
Rll
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Diese Arbeit wird sich vornehmlich mit virtuellen Studien an Proteinen und Enzymen befassen,
wobei der Fokus auf der innovativen Entwicklung ‘waganden uncheuen Bindungsmotiven

liegt. Hierbei werden neben kraftfeldbasierten Studien aughrgenchemische Rechnungen be-
schrieben werdenAls ma@eschneiderte Erkennungseinheiten werd#ia vonSchmuclentwi-

ckelte GCPGruppé!? (Guanidini@arbonylPyrro), ein Binder fiir organische Anionen, udié
durchSchradekreierte BP'®! (BisphosphonatPinzettd, ein Guanidiniumrezeptor dieneSiehe
Abbildung?) Da meine Tatigkeiten am Lehrstuhl projektiibergreifender Natuewawerden an

dieser Stelle drei ausgewahlRrojektevorgestellt und in Bezug auf die durchgefiihrten virtuel-

len Studien diskutierDieseKapitelzeigen ein Beispiel dele novoEntwicklung eines potentiel-

len Dimerisierungsinhibitors in Zusammenhang mit einememeHemmmechanismu®es Wei-

teren wird die Adaption experimenteller Daten Uber die inhibitorischen Eigenschaften zweier
Sequenzisomere zur virtuellen Begriindung des unterschiedlichen Hemmverhaltens durch suk-
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zessive Dockingtechnikeliskutiert Zuletztwird die virtuellg retrosynthetische Entwicklung ei-
nes niedermolekularen Liganden fir die Dimerisierungsflache eines Prdieirechtet Die
Nummerierung der Verbindungen erfolgterbeinicht wie sonstublich, inchronologischeAb-
folge ihrer Nennung in deirbeit, sondern anhand ihrer Synthesenummdérnerhalb der un-
terschiedlichen Projekte, um die Zuordnung zu detsprechenderArbeiten zuerleichtern

Nachdem im Folgenden die genutzten Methoden vorgestellt und ihre Einschrankungen kritisch
hinterfragtwerden, beschéftigersich Kapiteb, 6 und 7 mit deren Anwendung im speziellen Fall.



2. Angewandte Methoden

Im Verlauf dieser Arbeit wurden verschiedenm@ationsmethoden angewendet, dereoft-
ware ohne Modifikationen an den jeweiligen Programmen oder den darin implementierten
Kraftfelden, Funktionalen oder Methoden genutaturde. Die genutzten Anwendungen waren
AutoDock ! Glide!*>*®'MacroModell'? Maestrd*® und GaussiaH® Die neistender diskutier-

ten Ergebnisse estammen kraftfeldbasierten Rechnungen, zu deren Kontrolle in Einzelfallen
Dichtefunktionale undb initio Methoden genutzt wurden. Im Folgenden sollen die Methoden
und deren Anwendung in den in dieser Arbeit bessbenen Beispielen dargestellt werden.

Kraftfeldmethoden nutzen die €3etz derklassischeechanik um die potentielle Energie ei-
nes chemischen Systems aus der Summe von bindenden unebimdanden Wechselwirkun-
gen zu berechnerDadurch wirdes der jeweiligerAnwendung ermdglicht, die Geometrie des
Systems iterativ einerinergieminimunanzunahernKraftfelderbeziehen ihre Informationen
aus gegebenen Parametemielche kgenschaften wie Bindungslangewjnkelund Torsionswi-
dersténde enthalten,wodurch sie dikovalenteWechselwirkungen errechnen. Niekbvalente
Wechselwirkungen werden haufig Uber das LenndodesPotential unddie Coulombsche
Wechselwirkungerermittelt. Die Gite und Anwendbarkeit der jeweiligen Kraftfelder hang
stark von dem zu beschreibenden System in Kombinatitrder implementierten Parametri-
sierung abAn dieser Stelle sei auch d8sulpting(engl. Bildhauerei) erwéhntlaseine kraft-
feldbasierte Geometrieptimierung in Echtzeit erméglicht, welche eanuellemVerschieben
von Atomkoordinaten die Bindungslangen wmdnkel korrigiert. Diese Technik wird von vielen
modernen Programmen unterstitzt und ist gut zur Positionierung von Molekilen oder zum For-
men ihrer Konformation geeignddie Beschreibung dém dieser Arbeiangewandten Kraftfeld-
methodenerfolgt mit Orientierung an der genutzten Software.

Die open sourcesoftware Aut®ock wurde fir die Entwicklung und Bewertung von Ligand
ProteinWechselwirkungen im Sinne des Dockings eingesetzibéli@ommt ein semierpiri-
sches, auf AMBER basierenderaftfeld zum Einsatz}??In einem ersten Schrittes Dockings
wird ein Volumen, die sogenannte GridBax dem die zu untersuchenden Liganden an der
Proteinoberflacheberechnet werdendefiniert. Vor der eigentlichen Dockifigechnung wird die

in der GridBox enthaltenBroteindoerflache analysiertindem die Kontur der Oberflache, ihre
Affinitat zu Wasserstoff Sauerstof Stickstoff und Kohlenstoffatmen erfasst und das elekt-
rostatische, sowie das Desolvatatigpstential berechnet wird. Bs Ergebnisvird dannan die
DockingMethode weitergegeben. Wahrend des Dockens werden die Liganden in einengrof
Anzahl an Konformationen an der Oberflache endsgpét bestimmtwodurch der Konformati-
onsraumder jeweiligen Verbindung tber ddramarckian genetic algorithn{LGA¥?!, welches
eine Hybridmethode aus lokalen Minimigrgen und einem genetischen Algorithmus &bge-
tastet wird Wahrend des LGA werden Populationen anergetischminierten Posen der
Ligandenan der Proteinoberflache gebildet und nach dem Prinzip des StarKgierstigste
Energie)an die nachte Generatn zu untersuchendelPosen weitergeleitet, wodurch sich der
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Konformationsraum systematisch und reprasentatitersuchen lasst, ohne jede mdgliche Kon-
formation zu berechnen. Diese Methodik wurde mit unterschiedlichen Zielsetzungen angewen-
det. Die mit dieseTechnik zu untersuchenden Ligken wurden vor dem eigentlichen Docken

in eine groRRere AnzakibnStartkonformationen fur das Docking Uberfuhrt, indem moderat viele
Dockinglaufe (ca. 20 pro Ligand) mit einer geringen Zahl an Iterationsscheitten® bedech-

net wurden. Die daraus resultierenden Startkonformationen wurden dann in einem praziseren
Docking mit einer geringeren Anzahl an Laufen (10 pro Ligand), jedoch mit deutlich mehr Itera-
ti onerfb{ & 5%béréctinét und die sich hiewlch ergebena Poserkritischbewertet.

In vielen Fallen wurden die generierten Startkonformationen zusétzlichiner Clusteranalyse
untersucht, um die Bedeutung der im prazisen Docki@fuindenen Posen besser einschatzen

zu konnen. Hierbei wurde der LGA mit setalem Laufen pro Ligand (50 und mehr) mit einer

Il t er at i on s dadchdefiht and diigebnis<k im Sinne der mittleren quadratischen
Abweichung (engloot-meansquare deviationRMSD) mippiert. Die Anzahl an Posen eines
Ligandenin einem Cluster kombiniert mit dem besten Dockingscore der Gruppemdglicht

eine Bewertung der Bedeutung der gefundenen Pose des Liganden. Je mehr Posen in einem
Cluster mit tiefem Score im Verhaltnis zu den anderen Grugpath desto wichtiger ist diese
Clusterin Bezug auf das durchgefiihrte Docking.

In der Suite AutoDockTools, in der auch AutoDock enthalten ist, befindet sich ein weiteres sehr
nitzliches Programm, welchee Identifikation von méglichen Biungstaschen an Proteinen
erleichtett, namlich AutoLigand?¥ Diese Anwendung berechnet die potentiell mogliche Bin-
dungsenergie fir WasserstgffSauerstoffund Kohénstoffatome in organischen Molekiilen an

der ProteinoberflacheDiesewird in Abhéngigkeit der genutzten GridB@éwzahl der Iterations-
schritte und der maximalen Anzahl an zu generierenden Pundiiechgefiihrt, wobei Vertie-
fungen in der Oberflache, wie bei einer Flutfiillung, als erstes besetzt werden. Durch iterative
Vergleiche der ermittelten energetischen Werte jedes Punktes mit den angrenzeneleagt
sich der Al g artig't hirhw3berfldcheaind tastet diese ab. Das Ergebnis der
Analyse eines Oberflachenbereichs mit AutoLigand ist ein moglichst Kigh@men mit einer
moglicrst hohen potentiellen Bindungsergie.

Ein Beispiel fur die Anwendurgn AutoLigand und des Dockings, soger Clusteranalyse mit
AutoDockfindet sich in Kapiteb.4 ab Seite35.

Die Software Glide ist Bestandteil der &atinger Suite, einem Software Paket zivolecular
Modeling und ist ebenfalls eine Docki#gwendung. Das Funktionsprinzip ist dem von Auto-
Dock sehr ahnlich. In getrennten Schrittendnilurch Receptor Grid Generatia@ine Enclosing
Box (Analogonder GridBoy erstellt, in der die Oberflacheneigenschaften berechnet werden,
woraufhindann das Docking dergainden erfolgtGlide nutzt zur Berechnung das Of4552¢
und OPLS_2003! Kraftfeldin Abhangigkeit des aktuddufenden Schrittes irffunnel Der Fun-
nelermoglicht bei dieser Software die Reduzierung des Konformationsraibreason der Soft-
ware durchgefuhrtenBerechnungen wéhrend dd3ockensmit Glide erfolgen zun&chst mit
OPLSAA in der Gasphase, danach mit GRASm Lésungsmittelmodell, worauf dann Berech-
nungen mit OPLS_2005 im LOosungsmittelmodell folyéahrend in den ersten Schritteim
OPLSAA Kraftfeld ohne Lésungsmittelmodaliverse Startkonformationen der zu dockenden
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Liganden erzeugt werdemerdendiese in immer akkuraten, aufeinander folgenden Rechen-
schrittenunter Verwendung eines Losungsmittelmodells und des OPLS_2005 Hesitighrer

Anzahl reduziertNachdem die Schritte désinnelsiurchlaufen wurdenerfolgt eineBewertung

der Posen anhahihres erzeugten Dockingscordie Posemit den besten Dockingscores wer-
dendannals Ergebnis des Dockinglaufes ausgegebase tandardisierte Vorgehensweise ist
besonders effektiv bei Anwendung auf Molekile mit wenig< 10) Torsionen innerhalb biolo-
gischer Komplexe, hier liefert ein von den Entwicklern durchgefiihrtes Screening bei 70 % der
untersuchterd95Liganden einen RMSfschen generierter Pose und der Kristallstruktan

unter 1 A Bei steigender Flexibilitat der Liganden nimmt die Effektivitit der Software ab, so
ergibt sich in diesem Screening bei der Gruppe von 55 Liganden mit mehr als 20 Torsionen nur
noch bei 9 % deFalle einen RMSD von unter 1A,

Glide bietet zudem eine Vielzahl an Mdglichkeiten der Einflussnahme auf die Dockingrechnung
von denen an dieser Stelle nur jene Erwéhnung finden sollen, welche in den dieser Arbeit zu
Grunde liegenden Simulationen genutzt wurden.

DieCoreFunktion ermdoglicht eslie Suche nach moglichen Posen eines Liganden durch die Ahn-
lichkeit zu einem als bakint angenommerBindernbzw. Fragmenten darausinzugrenzen.
Hierzu wird die bekannte Pose in den Einstellungen des Dockinglaufes eingegeben, wobei
optionaldie Mdglichkeit bestehtnur ein Fragment der Struktur in seiner Pose zur Fokussierung
der Ergebnise des Dockings zu nutzen. Letzteres erfolgt durch die Verwendung der SMILES
(engl.Simplified Molecular Input Line Entry Specificati@iese Funktion kann neben der Suche
nachartverwandtenBindungsmodi auch zur gezielten Positionierung von Elementem ¥er-
bindung genutzt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurdeGbeeFunktionzur Positionierung

eines zentralen Verknipfungspunktes bei der Durchflihrung von sukzessiven Boegimgken

von Fragmenten eines gr o-Brgtase (Fhgkapo®eSd8)vem der
wendet Auch bei der Berechnuraytverwandter Liganden an der Dimerisierungsoberflache des

P

Proteins 143-3 ¢ b e dem eine QM/ MM MD optfirdieCoret e Pos

Funktiongenutzt wurde fand Glide Anwendundsiehe Kapz.4.1, S.76)

Eine weitere Mdglichkeitwelche unteranderem zur Beriicksichtigung von experimentellen
Datengenutzt wurdeist Excluded VolumeBiese Einschrénkung ist einfach in ihrer Anwendung,
fuhrt jedoch zu exzellenten Ergebnisséit diese Funktionlassen sich sphéarische Volumina
definieren welche fir das Docking gesperrt sind, wodurch sich lespeise bei der Suche
nach moglichen Bindungsposen eines nicbinpetitiven Inhibitors dieaktiven Zentren des
EnzymsausschlieRen lassen. Verwendet wurde diese Funktion ebenfalls bei den Dockinglaufen
zur Bestimmung moglicher Bindungsmodi der Fragméeiedem sukzessiven Docking an der
B-Tryptase. (siehe Kap.2, S.48)

Die Software MacroModel nutzt verschiedene Kraftfeldnoglen zur Geometrieminimierung
und Konformationssuche oder fur Koordinatenscans. Aigtbei MacroModel der Funktions-
umfang recht groRyveshalbhier nurauf die in dieser Areit zur Anwendung gekommenen Funk-
tionen vorgestelltwerden Hauptséchlich wurde MacroModel zur Konstruktion von Startgeo-
metrienfir diverse andere Anwendungeowie fiir die Uberpriifung der Ergebnisse des sukzes-
siven Dockings genutzt.
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Wahrend der Geometrigptimierung wurde das OPLS 2005 Kraftfeld zur Einstellung passender
Bindungswinkeklangen und Torsionen auf ein energetisch niedriges Niveau geigz$o er-
zeugten Systeme befinden sich in einlrkalenMinimum, welches unter Umstanden weit vom
absoluen Minimum entfernt sein kannDiese Technik eignet sich hervorragend zur Positionie-
rung von Liganden an gréf3eren Systemen, wie Proteinen, DNA oder Polysacchariden. Dies lasst
sich durch den gezielten Einsatz von Einschrdnkungen in den Freiheitsgradegaseten rea-
lisieren, vornehmlich Uber die Definition von Ateltom-Abstanden, wodurch der Ligand an
den Rezeptor buchstéblich herangezogeerden kann In den hier beschriebenen Beispielen
wurden alle Systeme vor der Durchfiihrung weitedethodenfrei von Einschrankungen opti-
miert, um eine maoglichst niedrige Energie der generieten Startstruktur zu erhalten. Die Geo
metrieoptimierung wurde in allen genannten Beispietgmnutzt

Im Rahmen der von MacroModel durchgeflihrten Konformationssuchen werden durch das Ein-
bringen verschiedener Rotationen um Einfachbindungen eine Vielzahl an Konformationen eines
Systems generiert, wonach sienimiert und untereinander verglichen werden. Dhneerschie-
deneSamplingMethoden(sampling engl. Probennahme) wirder Konformationsraum des Sys-
tems durchsuchtAnhanddiese Methode liefert die Konformationssuche Minimalstrukturen,
welche dem absoluten Mimum nahe kommemwder ihm sogar entsprechemmIRahmen dieser
Arbeit wurden die durch Kombination der Teilergebnisse des sukzessiven Dockings entstande-
nen Posen der Ligandenn  dEyptaspauf ihre Lage nahe dem absoluten Minimum Uber-
prift. (Siehe Kagb.2, S.51)

Die Mdglichkeit eine oder mehrere Koordinaten in einer Vielzahl an Rechnungen zwewariier
kann mit MacroModel durch Koordinatenscans realisiert werden. Hierleedlem gezielt Ab-
stand Bindungsoder Dihedralwinkebusgehend von einem definierten Wertbeliebigvielen
Schritten bis zum Erreichen des Zielwertes verandéath jedem Schrittvird eine Minimierung

der Struktur durchgefiihrt, wobei die betrachtete Koordinate unverdnderlich gehalten wird. Die
energetischen Ergebnisse aller Schritte ergeberEnagieprofil. h dieser Arbeit wurden auf
diese Weise Rotationsbarrieren innerhalb der G&2&ppe einem fur die Bindung organischer
Anionen maRgeschneiderten PyrDerivat,in verschiedenen Kraftfeldern zum Vergleich mit
guantenchemischen Rechnungen erstellt. (Siehe Bdp2.1, S.16)

Diese Arder Berechnung von chemischen Strukturen nutzt die Quantenmechanik als Grundlage
und setzt sich somit deutlich von den Methoden der klassischen Mechanik ab. Grundsatzlich
werden hierbei die Wechselwirkungen von Elektronen beschrieben, wodurch sich Eajésrsch

des zu untersuchenden Systems ableiten lasBender Verwendung sogenannia initioMe-
thoden werden als Parameter nur Naturkonstanten genutzt und zur Bescimgitles Systems

die Schrdédingeroder die HartreeFockGleichung geldst. Dieses Verfahrkann sehr genaue
Ergebnisse liefern, jedoch ist dessen Anwendung auf relativ kleine Systeme beschrénkt, da der
zur Lésung bendtigte Rechenaufwand sehr hoch ist. Eanianteder in dieser Arbeit beschrie-
benen Anwendung voab initioRechnungen ist didartreeFockMethode (HF) bei der anstelle

der Schrédingeleichung (Differentialrechnung) die HartrfEeckGleichung (Integieech-

nung) geldst wird. Diesesratglicht dem Computer die Bestimmung von Eigenschaften groRRe-
rer Systemedader Rechenaufwandur Lésung von Integralgleichungerrigger ist als fur Dif-
ferenzidgleichungenin diesem Zusammenhang sind auch die péattree FockMethoden zu
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nennen, bei denen die HartrdéockMethode um Elemente der Storungsthedffeerweitert

ist, um Mehrkérperproblemegenauerbeschreiben zu kénnen. PadfF Methoden sind wesent-

lich genauer in der Darstellung vielatomiger Systeme, jedoch ist der hierfur benétigte
Rechenaufwanéntsprechend hdher. Die quantenchemische Berechngriif3erer Systeme er-
folgt in der Regel durch serampirische Methoden, bei denen eine Vielzahl von Parametern
hinterlegt ist, oder durch die Anwendung der Dichtefunktionaltheorie (DFT), bei der lediglich die
ortsabhdngige Elekonendichte des Systems zu sden Chrakterisierung berechnet wird.
Durch diese Vereinfachung lassen sich quantenchemische Berechnungen mit deutlich geringe-
rem Aufwand als beispielsweise mit HWethoden, berechnenim Zusammenhang mit DFT Me-
thoden ist eszur Simulation von Systemeribdenen Dispesonswechselwirkungen eine gro-
Rere Rolle spiete(bspw. bei Interaktion von Aromaten) unabdingpgine empirische Dispersi-
onskorrektur in der Rechnung durchzuftihréh.

Neben der angewendeten Methode beziehungsweise des theoretischeadswerden Basis
satze bendtigtwelche angeben fir wie viele und welche Elektronen die Wellenfunktionen opti-
miert werdensollen.Hierdurch wird digsenauigkeit der Rechnungieauch die Anwendbarkeit

auf Elementéddhere Perioden gesteuerDie Basissétze beziehen sich auf das jeweilige Orbital-
model, SlaterTypeOrbitale (STO) odébaussianTypeOrbitale (GTO). ST®eschrében Mole-
kulorbitale besser als GTC3e werdenaufgrund ihrer aufwendigen Berechnung jedoch mitr

den sogenannten minimaleBasissatzemerechnet In der Praxis werden fast ausschlief3lich
GTOs aufgrund ihrer einfacheren Berechngegutzt, durchihre Kombinationndhert sich das
Ergebnis dem der ST@s und beschreibt Molekiilorbitale ebenfalls gut bei gleichzeitig niedri-
gerem Rechenaufwand®iesplit-valenceBasissatze ermdglichen,&&alenzelektronen mitielen
Funktionen und die Rumpfelektronen mit rigeggerer Genauigkeit zu berechnemwodurch
Rechenzeigespart wird. Aufgrund der Bedeutung déalenzelektronenfiir die Eigenschaften
chemischer Systeme leidet die Genauigkeit ihrer Bestimmung in vielen Féllen nur Meiogn
diesen gibt es noch diverseeitere Arten von Basissatzgron denen insbesondere doorrela-
tion-consistentBasissitze nennenswesind da sie eine sehr genaue Mdglichkeit der Annahe-
rung an experimentelle Befunde ermdglichen. Aufgrund ihres extrem hohen Rechenaufwandes
sollten dieg Basissatze nur zur Optimierung kleiner Systeme,dargréReren Systemenur
Berechnung von elektronischen Eigenschaften dge Elektronendichte oder SpiBpin Kopp-
lungskonstanten zur Berechnung von NH8pektren herangezogen werdebDie split-valence
Basissatz&onnen zudem um zusatzliche Polarisatiooder Diffusefunktionererweitert wer-

den, letzteres gilt ebenfalls fur dmorrelationconsistentBasissatzeZusatzliche Polarisations-
funktionen erweitern beispielsweise Kohlenstoffatome ur®tbitale oder Wasserstoffatome

um p-Orbital, was zur besseren Darstellung von Bindungsgeometrien oder dipdégehsel-
wirkungenfiihrt. Die diffusen Zusatzfunktionen erweitern die Ausdehnung der Orbitale, was sich
gunstig auf die Genauigkeit der Beschreibung Sgtemen mit freien ElektronenpaareRadi-
kalenoder Anionensowiezur praziseren Berechnung von angeregten Zustaadsmwirkt™*13%

Im Rahmen dieser Arbeit wurden quantenchemische Methoden zur Analyse von Fehlern in den
Kraftfeldrechnungemder zur Simulation von optischemd NMRSpektrengenutztund treten

daher nur peripher in Erscheinurdpher sei fir eine weiterfiihrendeiskussioran dieser Stelle

nur auf die ausgezeichneten Reviewom Grimme?® welcher sich im speziellen mit dem Einsatz
von Dispersionskorrekturenin DFTRechnungen beschaftigind vonSherril[*% der eire exzel-

lente thematische Ubersicht bieteterwiesen Auc h s e i Explariyg @ensstry with
Electronic Structure Methot!§! von Foresmarund Frischerwahnt, welches eine Einfiihrung in
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die Grundlagen und die Methodik der Anwendung quantenchemischer Rechnungen mit der
Software Gaussian bieteachfolgend sadin die hier vorkommenden Beispiele den beschrie-
benen Methoden und Basissatzen zugeordnet werden.

In dieser Arbeit wurdemie quantenchemische Berechnungemmit der Software Gaussian in

der Version g09 D.01 durchgefiihEine Ausnahme bildedie durchMittal durchgefihrten
QM/MM MD Simulatioren zur Optimierung einer Kristallstruktur, die in Kapife3 (S.68) be-
schrieben istGaussian bietet die Mdglichkeit mit relativ wenig Aufwand quantenchemische,
aber auch molekular mechanische Rechnungen oHembinationen davon(QM/MM,
QM/QM/MM, etc) durchzuftihren Auch hier ist der Funktionsumfang zu grof3, um ihn im Detail
darzustellenDie Software kann aul3erdeverschiedene implizite Kontinutimsungsmittelmo-

delle anwenden Genutzt wurden PCMpplarizablecontinuummode),* GPCM ¢onducta-
PCM¥2 und SMD (niversal solvermode).®¥ Der Unterschied zwischen diesen Modellen liegt

in ihrer Darstellung der Kavitat ikontinuum in welchem das System berechnet wird, und den
Eigenschaften der Oberflache des Kontinuums. PCM @GN bilden die Kavitat anhand des
Ldsungsmittelradius ab, veei die so gebildete Oberflache der Kavitat sich je nach Polaritat des
darin liegenden Systems und der Dielektrizitatskonstante des Losungsmittels ein elektrostati-
sches Potential bildet. Bei elektrisch gut leitenden Losungsmitteln bietet-B&MCeine besere
Reprasentation des elektrostatischen Oberflachenpotentials der Losungsmitteloberflache, da es
durch die Leitfahigkeit des Losungsmittels teilweise abgeleitet wird. Das SMD Modell ist auf eine
Vielzahl an Losungsmitteln parametrisiert und bildet digitdhim Losungsmittelkontinuum

sehr genau ab, da es neben Radien auch die Geometrie und Dichte des Lésungsmittels beinhal-
tet, so wiedasGPCM Modell kann auch das SMD Modell mitelektrischenLeitfahigkeit von
Ldsungsmitteln umgehen. Der zur Darstefjuder Lésungsmitteleinflisse bendétigte Rechenauf-
wand steigt in der Reihenfolge: PCM PCM < SMD. Hierdurch sollte die Entscheidung Uber
das geeignete Losungsmittelmodell fiir die jeweilige Rechnung auf der Balance zwischen Auf-
wand und gewlnschter Genaligt basieren.

Im Rahmen der zur Fehleranalyse durchgefihrten Rechnungen kamgfi ptstHF (MP2)°!

und DFIMethoden (B3LYP} in Kombination mit densplit valenceBasissatz-311G(d)n dem
GPCMWassermodelkum Einsatzum eine Rotationsbarriere gauer zu analysiereand die
Darstellung selbiger auf den verschiedenen Theorieniveaus zu vergleidreBasissatz wurde
hierbei so ausgewahlt,dasser@ Val enzel ekt r on eQystdmguatabbildet ngs we i
Durch die zusatzlichepolarenFunktinen soll die Geometriavihrend der Rotation ebenfalls
besser dargestellt werdeer Basissatz wurde dennoch mdglichst niedrig gehalten, da bei die-
sen Simulationen Serien von Konformationen berechnet werden missen und somit der Rechen-
aufwand pro Scan ummeVielfaches hoher ist, als bei reinen Geometrieoptimierundg®a.Si-
mulationen der Rotationsbarrieren wurden durch die Anwendung von relaxierten Koordinaten-
scans um einen Dihedralwinkel mit Hilfe der Optioodredundantealisiert. (Siehe Kaf.1.2.1,

S.16)

Zur Simulation von UV/\isind IRSpektren kamen héhere theoretische Niveaus zum Einsatz
Die optischen Spektranurdenmit split-valenceBasissatzeinnerhalb vonTDDFT Rechnungen
(TD,time dependet) mit zusatzlichen Diffusionrsuind Polasationsfunktionen, zum Beispiel
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B3LYMD3I6-311++G(2d,p)m SMDWassermodekimuliert.Das IRSpektrum wurde ausgehend
von der optimierten Geometriéiir das UV/VisSpektrum mit derselben Methodik bereabii'!!
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3. Vorarbeiten zu den Projekten

Im RahmerdieserArbeiten in den verschiedenen Projekten des Lehrstkbisitenan diversen
supramolekularen gstemen virtuelle Studien durgefiihrt werden Die® boten die Moglich-

keit, auch an biologischen Zielmolekiilen unterschiedlicher GréReriéhntencomputerge-
stiitzten Techniken einzusetzeAuf diese Weise ergagich ein sehr guter Uberblick tibden
Nutzen der Rechnungen fir die Forschufigeh die Einschréankungen in Bezug auf die Genauig-
keit und Aussagekraft im Zusammenhang mit der fur die jeweiligenestadforderlichen Zeit,
sowie Rechnerleistungvurden hierbedeutlich. Generell lassen sich zwei grof3e Bereiche von
computerbasierte Methoden unterscheidenQM- und MM-Techniken. Die quantenchemi-
schen Methoden bieten einen hohen Grad an Genauigkeit @en@trieoptimierung und der
Simulation von Energiebarrieren und Ubergangszustanden innerhalb von Reaktionen. Des Wei-
teren ist die Moglichkeit gegeben, elektronische Eigenschaften zu simulldienzu gehort die
Simulation vorR, UV/Vis, Ramanund NMRSpektren Insbesondere bei ddforrelatian von
Experiment und Simulatioarweist sich der Einbezug der simulierten Spek@aénbesnders
gewinnbringend daso experimentelle Erkanntniszeir Bewertung der Richtigkeit der compu-
terbasierten Modellegewonnenwerden Der Nachteil dieser teils sehr prazisen Methoden ist
ihr hoher Rechenaufwand und die daraus resultierende geringe Anwendbarkeit auf Systeme mit
einer grol3en Anzahl an Atomen (mehr als 200). Abhilfe schaffen hier kombinierte QM/MM
Methoden, bei deen nur ein kleinerer Teil des Gesamtsystems quantencher(@gt) behan-

delt und der Ubrige Teiholekilmechanisch (MMBerechnet wird. Durch den Einsatz d¢M-

in Kombination mider QM-Methodik, oder auch als separates Rechenmogdgtffnen sich wei-

tere Mdglichkeiten grofRe und komplexe Systeme zu simuliengabeider Gewinrin der deut-

lich gesteigerten Rechengeschwindigkiggt. Nachteilig ist, dass sich keine Spektren oder an-
dere elektronische Eigenschaften simulieren lassen und die GenauigkeitggdmEse redu-

Ziert ist. Dise hangt vor allem von der Parametrisieig des genutzten Kraftfeldes albaher
wurden in dieser Arbeit hauptsachlich Kraftfelder fir biologische Systeme, wie das AMBER
(Assisted Model Building with Energy Refinerhent dasOPLS_2003! (Optimized Potenéils

for Liquid SimulationsKraftfeld genutzt. Beide Kraftfelder wurden speziell fur die Simulation
organischer Molekile erstellt und beinhalten die Parametrisierung fur diverse biologisch rele-
vante Gruppen, unter andene Amino- und Nukleinsauren. Problertiach ist daher der Einsatz
dieser Kraftfelder flr Systeméderen Eigenschaften teilweise oder vollstandig aus rieina-
metrisierten elektronischen EfTf ektSgstemeslima mmen,
Folgenderwerdendie in dieser Arbeit durcRechnungen und Simulationen beschriebenen Sys-
teme dargestellt, wobei das Hauptaugenmerk auf den Grenzen der Anwendbarkeit der genutz-
ten Rechenmethoden und den hierdurch bedingten Einschrankungen der simulierten Systeme,
sowie einem QMbasierten Ansatz zuetlen Korrektur liegt.
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Die in dieser Arbeit beschriebenen Simulationen wurden an supramolekularen Systemen durch-
gefuhrt, welche augrund ihrer Gré3e und Beschaffenheit den heutzutage zur Verfligung ste-
henden numerischen Methoden Schwierigkeitbrreiten Hierdurch kann es notwendig wer-

den, die Systeme in kleinere Teilsystemezeulegenoder Einschradnkungen der in den Simulati-
onen zu berticksichtigenden Freiheitsgrade hinzunehrenim Fokuslieser Arbeistehenden
Bindungsereignisstinden an Biopolymeren statt, die im Falle von Proteinen und Enzymen im
Raum fixiert berechnet werden mussten, um die Anwendung der den Rechnungen zu Grunde
liegenden Algorithmen in angemessener Zeit zu ermdglichen. In eirddjen fvurden innerhalb

der polaren Gruppen der Aminosaurdrotationen erlaubt, in allen Fallen wurden die Liganden
bzw. Modelliganden flexibel simuliert. In zwei Fallen waren die suprakuéren Liganden be-
sonders grol3 (M2754g/mol, 345 Atome, 114 Teionen und durch ihren hohen aliphatischen
Anteil so flexibel, dass sie zu ihrer Simulation in Miigahden bestehend audeilsystema

der Ligandenzerschnitten wurden. Um die durch das Einfrieren der Proteine und Enzyme ent-
stehenden Einschrankung dsnformationsraums der Biopolymere zu begegveuarden bei-

spielhaftvon GradMD Simulatioen des freien Proteins (333( ) dur chgef dhrt wund

tistischer Analyse die relevantesten Konformationen des Proteins bestimnatiesarKonfor-
mationwurdendann die eigentlicheBerechnungen der Ligandeaturchgefiihrt. Neben diesen
Korrekturansatzen wurde in dem Fall der carboxylatbindenden@@ppe die Darstellung ei-
ner Rotation im Kraftfeld mit quantenchemischen Methoden gepriift und der hierdurch offen-
gelegte energetische Fehler in den Bewertungen detekillmechanischen Rechnungen be-
riicksichtigt.Sogelang es im Verlaufieser Arbeiten neue Modelle zu entwickeln und beste-
hende Modelle neu entstandenen Erkenntnissen anzupassen. Im Folgeredeéendie Verein-
fachungen der Systeme wahrend der Simulationed die durchgefiihrten Korrekturen der ge-
nerierten Ergebisse beschrieben und daraufhimizand ausgewahlter Beispietieren erfolg-
reiche Anwendung dargestellt.

Im Gegensatz zu den meisten Biopolymeren besteleehrtisch genutzte, synthetische Poly-
mere haufigaus einer relativ kleinen Anzahl an Bestandteilen, welche statistisch verteilt im Po-
lymer zu finden sind. Hierdurch ist es moglich, an kleinereny§eismien homogener Polymere
Rechnungen durchzufiihren, welche reprasentativ fir das Gesamtsystenirsider Gruppe
homogenerBiopolymerelassen sich Polysaccharidée Heparin nennefwelche aus einer sich
immer wiederholenden kleinen Einheit bestehen.HFalle des Heparins bestehen die Monome-
reinheiten lediglich au®-Glucosamin und-GlucuronsaureDamitwird es moglichan einer
kleinen Zahl von Monomereinheiten eine fir das Gesamtsystem reprasentative Simulation der
supramolekiaren Interaktion durchzuihren Dies ist moglictsofern die Interaktion an einem
Strang der Primabzw. Sekundarstruktur des Polysaccharids stattfindet und sich nicht in einem
Ensemble der Tertiarstruktur abspielt. Im letztgenannten Fall misste das PolysaathBeat-

men einer Simulation danréhnlichwie ein Proteirbehandelt und in einer relevanten Konfor-
mation eingefroren werden.
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In den allermeisten Falldmat manes im Bereich der Biopolymere jedoch nicht mit sich wieder-
holenden bzw. statistisch verteilten Monomeranihrer Primar oder Sekundarstruktuzu tun.
Vielmehr geht es umspezifisch angeordneten und in ihrer raumlichen Ausdehnung fixierten,
komplexen Strukturerftertiar bzw. quartéarzu tun welche sich nicht ohneveiteres fiir die Si-
mulation in kleinere Teilsystemeitegen lassen. Der rechnerische Aufwadetartige Systeme
virtuell zu erfassen und dann mit hohen Genauigkeiten zu simulisteht nicht im Verhéltnis

zu dem Nutzen der Simulatiamd meistens versagatie genutzten Programman diesen gro-
Ren undflexiblen SystemerDaherwerden derartige Zielsystemeomplett in ihren Freiheits-
gradeneingeschranktindem ihre Atome auf deren Raumkoordinaten wahrend der Berechnung
unveranderlich gehalten werden. Um di en- mi t
kungen etwas zu minderkdnnen verschiedene Techniken genutzt werdémam Beispiel kon-
nendie polaren Endgruppen der Aminosauren in ihrer Rotation nicht eingeschwénéen,um
dipolare Interaktionen besser simulieren zu kénnen. Eine weitere Mdglichkelithe in dieser
Arbeitjedochkeine Anwendung gefunden hat, ist,@®ilbereiche (Seitenketten der Aminosau-
ren oder einen Ausschnitt der Sequenz) flexibel zu simulieren. Da sich die Freiheitsgrade des
Systems addieren und in exponentiefié/erhaltnis zm Rechenaufwand steheist der zweit-
genannte Weg bei den hier besprochenen Beispielen nicht zielfihamdereits die Berech-
nung der meist groRen undeftiblen Liganden aufwendigt. Eine dritte Mdglichkeit diesen Ein-
schrankungen zu begegnen ist esnd@nformationsraum des Proteins oder Enzyms im Vorfeld
der eigentlichen Simulation des Bindungsereignisses virtuell durch Anwenadumgynami-
schen Rechnungen zaalysieren anschlielengarallel mehrere Simulationen an den verschie-
denen statistisch haid vorkommenden Konformationen der Mamolekile durchzufihren
und dann die Ergebnisse zu evaluieren

Nachdem nun die moéglichen Einschréankungen der Freiheitsgrade der Zielsysteme besprochen
und der Umgang mit selbigen beschrieben wurde, wird im Folgenderedhnerische Umgang
mit grof3en und flexiblen Liganden aufgezeigt.

Da nicht nur die Zielsysteme von besonderer Gré3e und Flexibilitdt sein kdnnen, sondern auch
die zu simulierenden Ligandenglehe in den meisten Fallen uneingeschrankt flexibieleiner
hohenZzahl an Freiheitsgraden berechnet werden missear, es notwendigrechnikerezu ent-
wickeln, umdieser Situation Herr zu werdeBire Mdéglichkeit der Vereinfachung der Liganden
besteht in ér Zerlegundn TeilsystemeBei symmetrischen Liganden kann an den Symmetrie-
ebenen geschnitten werden, wodurch kleinere und mit weniger Aufwand berechenbare IModel
liganden entstehen. Dieses Vorgehen kann auch bei unsymmetrischen Liganden Erfolg haben,
wenn geeignete Schnittstellen gefunden werden. Die durch den Schnitt entstehendenIModel
liganden kénnen nun sukzessive an dem Zielsystem simuliert weBde8chnitten an Symmet-
rieebenen sind die Ergebnisse eines Teilsystems bereits aussagekraftig fidetierabDieer-
haltenen Teilergebnisse der Simulation werden dann unter Beriicksichtigung des Raumbedarfs
und der chemischen Struktur, sowtger raumlichen Anordnung und Ausdehnung kombiniert.
Diese Technikerringert die lenétigte Rechenzeit enorm, jedo@nhoht sie die Unscharfe der
Gesamtsimulatiodurch die Unabhangigkeit der Teilrechnungen untereinan®sdurch wird

es notwendig experimentell ermittelte Daten in die Mdiddddung eirflieRen zu lassen. Auch ist

es rotwendig unterschiedliche Teilergebnisse zu kombinieren und die so entstandenen
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Modellsystemeuntereinander in Relation zu stelleam ein moglichst geeignetes Ergebnis zu
erzielen.

Die durch die vorgestellten Methoden gemerten Ergebnisse missen aufgd der vean be-
schriebenen Unschéarfen in den genutzten Methoden mit Vorsioldtbestenfalls unter Berick-
sichtigungexperimentellermittelter Eigenschaften der Systerbewertet werden. Im Folgen-
den soll dahermit Bezug auf das in dieser Arbeit besonders relevBoiekingdie Generierung
der Ergebnisse und der Umgang mit selbigen diskutiert werden.

Bei der kraftfeldbasierten Simulation von molekularen Interaktiormétiels Dockingtechniken

kommt es in vielen Fallen zu Problemen bai dutomatisierten Bewertung der erzieh Ergeb-

nisse, da in den allereisten Fallen der sogenannte Dockingscore, ein Skalar, herangezogen

wird. Er spiegelt ein theoretisches Mal3 der gewonnen Bindungsenamntge der Annahmevi-

der, dass die Entropieandemgen des Systems keinen besonderen Einfluggmdn dem Do-
ckingscorewerden in Abhangigkeit der genutzten Software, verschiedene Inftonan zu-
sammengefasst. Sowille i spi el swei se der i n XRG@ideBadte gr a mm
durch die Summe auSoulomb, vander-Waals und Bindungsenergisowie einem Korrektur-

wert gebildet!!®

M 00a QQQYVOI Q O 0 (0] (@)
Bindungsenergie unborrekturterm (Benary) lassen sich weiter aufschliisseln:
0 (O o o 0 O (o)
(0] 0 (0]

Neben dem,XP GlideScdréX P s t e h textra preeisioh) huizt die ,Software Glide in den
Rechenmodjstandad precisiori  u high thrpughput  d @lideSgore, wel cher si ch
folgende Approximation der Bindungsenergie defini&t:

Y0 ) WO T8t L0 0 0 0 0 0 0

Wenn nicht anders angegeXP&lideScaei gpgnunzdi edar ah
nungen, welche in die finale Bewertung der Systeme eiaggen sindi mextra precision

modé' erstelltwurden. Jedoch wurde nicht ausschlief3lich nach dem berechneten Dockingscore
bewertet, denn die hierbei herangezogenen EinflussgréRen, kraftfeldbasierte energetische
Werte, werden mit mehr oder weniger grolem&tharfendargestellt Zunachst sind die heran-
gezogenen Kraftfelder stark vereinfachte Modelle, welche auf mechanischen Grundlagen beru-
hen und nicht von quantenchemischer Natur sind. Des Weiteren wurde in allen Féddral
tein-Grundgertst als unbewegdliangenommen, lediglich polare Endgruppen der Aminosauren
wurden in den Rechnungen tordiert, um giinstigere Winkel fuir die Ausbildung von Wasserstoff-
bricken zu erhalten. Hierdurch erhalten die Simulationen eine systematische Ungenauigkeit,
welcheim Rahmerdieser Arbeitdurch empirische und wissensbasierte Ansatze zu verringern
versucht werden sollteindem bekannte Einflussgrofen in die personliche Bewertung der Sys-
teme mit einbezogemnvurden EinBeispiel fur die wissensbasierte, persénliche Korrektur kann

die Anpassung der erzielten Ergebnisse aus Kraftfeldrechnungen durch Beriicksichtigung quan-
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tenchemischer Berechnungen der GGRippe genannt werderauf die im nachsten Kapitel né-

her eingegangen wirdAls empirische Einflussgrof3en der personlictkenrigierenden Bewer-

tung der Systeme wurde in V@ Fallen die Anzahl glinstigawie unguinstiger Wechselwirkun-

gen ausgezahlt und fur die Bewertung herangezogen. Zu den positiven empirischen Gro3en zah-
len hydrophobe Wedcdelwirkungen, Kontakte mit passendBolaritat, die Reduzierung der 16-
sungsmittelexponierten Oberflache (SASSblvent accessible surface ayes Liganden, sowie

die Anzahl an ausgebildeten Wasserstoffbriicken und deren Distanzen. Als unginstige, empi-
risch beriicksichtigte Wechselwirkungemrden Kontakte unpassender Polaritat, stark Losungs-
mittel exponierte polare Gruppen, in ungunstiger Position durch Kongrlexggesperrte Ro-
tationen und die gegebenenfalls gering ausfallende Reduzierung der SASA betigseti-

suelle Analyse der Bdungsposen wurde vor allem fir die Auswahl von Kandidaten bei der
mehrschrittigen Ligandenentwicklung eingesetzt.

Im Folgendenwird ein in den genutzten Kraftfeldern vorliegender Fehler beziglich der Darstel-
l ung von Rot at i o-8ystemeri shandkdesnBeiapgels der GGRUppe disku-
tiert, sowie ein Ansatz zur Korrektur der kraftfeldbasierenden Ergebnisse beschrieben.

Im Laufeunterschiedlicher virtuelleGtudien zu diveen Rojekten der Arbeitsgruppeidl auf,

dass die haufig genutzte GEmheit nach der Anwendung kraftfeldbasierter Methoden in einer
mehr oderwenigerstarkaus der Ebene herausgedrehteriritnakonformation in der aktuellen
Bindungsituation dargestellt wurdelm Rahmen dieser Arbeit béfft dies hauptsachlich die in
Kapitel7 (ab S59) beschriebenen Simulationen, zwei signifikaBtspieleaus diesem Zusam-
menhang werden am Ende dieses Kapitels geZeigmit der Rotation einhergehendengiins-

tige Energiezunahmder Konformatioen werden hierbei durch die Ausbildung von andm,

durch die Rotation ermdglichtegiinstigen Wechselwirkungen im Rahmen der genutzten Me-
thode Uberkompensiert, wodurch eine scheinbar giinstige Pose gefunden wird. Da die GCP
Einheitnicht speziell in dem genutztéadPLS 200Rraftfeld parametrisiert ist undber ein aus-
gedehntes konjugiertes-System verflgt, lag der Verdacht nahe, dassdisprechendeRota-
tionsbarriere inkorrekt darstellvird. Dieser intuitive Anfangsverdacht begriindete sich durch
die Tatsache, dass eimdftfeld den Ursprung der Rotationsbarriere, die Elektronenkonfigura-
tion und Ausdehnung der Orbitale, nur in parametrisierter Form nutzt und diese nicht fur den
speiellen Fall berechnenkann Fir Rot ati onen i Bysememfwebddiren kor
spielsweise im Butadien, stimmt die N&aherung Uber ein Kraftfeld mit den Ergebnissen von DFT
Rechnungen gut uberein. Wie sich im weiteren Verlauf darstellen siitd die Fehler zwischen

den in dieser Arbeit verwendeten KraftfeldetiIBER, OPIL&d OPLS_200Q5undguantenche-
mischen Methoden (DFT, HF und PostHF) in Abh&ngigkeit des genutzten Losungsmittelmodells
signifikant und flhrereispielsweiseu fehlerhaften Ergebnissen in darGlide genutztefrun-
nekFunktion funnel engl. Trichter). Die Untersuchudggses Zusammenhangesd im folgen-

den Unterkapitel dargestelliDie an dieser Stelldeschriebenen Techniken zur Fehleranalyse
von Rotationsbarrieren sowie die Moéglichkeitdas Umgangs innerhalb von Kraftfeldrechnun-
gen kénnen analog auch auf andere nigtarametrisierten Gruppen angewendet werden
Durch diese allgemeingultige Anwendbarkeit werden nicht nur die in dieser Arbeit beschriebe-
nen, sondern auch zukunftigerojekte profitieren
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Um die Rotation inngnalb der GCIEinheit moglichst genau zu erfassemd die Unterschiede

zwischen den Methoden herauszustellen wur den Scans des 3@ %8der win
bzw. 15°Schritte)durchgefiihrt. Hierbei wurdedie Rotationsbarrieremit verschiedenen MM

und QM-Methoden, sowieunter Verwendung verschiedener Losungsmittelmodelle berechnet,

wobei die Extrema in separat durchgefihrten Rechnungen exakt bestivantlenund zusétz-

lich mit den Punktenergien aus MP2 Rechnungen verglichen

NH,*O H 2\ NH,* O H
+
P N o RN HNTONH ANY H o
HaN™ N —_— N 0 — . HN" N
H o | / _— o _— H o | /
o— ® \ / o—
o—

w=0 o = 180° o = 360°

Innerhalb der gantenchemischen Methoden wurden die Maxima durch BennyAlgorithmus

und die Minima durch lokale Minimierung der Wellenfunktionen dargestellt. Im Falle der Kraft-
feldrechnungen wurden diExtrema des energetischen Verladfsekt aus den Scans tibernom-
men. Die Fehldarstellung dieser Rotationsbarriere kann im Rahmen der Simulation von Bin-
dungsereignissen zu ungunstigen Interaktionen zwischen dem Liganden und der Proteinoberfla-
che fiuhren.Um den mdglichen Fehler innerhalb der reinen Rotation zu erfassedemtatsa-

che Gehor zu verschaffen, dass in den ersten Rechnungsschritten innerhalb deBuBlide

kein Losungsmittelmodezum Einsatz komnitS! wurden neben der Anwendung von Ldsungs-
mittelmodellenauch Rechnungen in der Gasphase durchgefihrt.irdizite Wassermodelle
kamen MMGBSANlolecular Mechanic§&eneralized Born Surface AyegaCM Polarizable Con-
tinuum Mode), sowie @CM Condwtor-PCN zum Einsatz. DasRICEM wurde ben6tigt, da nicht

alle Ubergangszustande im einfachen PCM eindeutig zu bestimmen W@ieneTabellel)

ZurVeranschaulichung der Ergebnisse und den sich ergebenen Folgerungen werden im weiteren
Verlauf der Diskussion Vergleiche zwischen den berechneten Rotationsbarrieren gezogen.
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Methode Theorie/Basissatz Lésungsmittelmodel
AMBER Gasphase
Kraftfeld OPLSM\A "y F(’;B o
OPLS_2005
h

DFT B3LYP/&11g(d) Gngase
DFTD B3LYMD3/6-311g(d) CPCM
Hartree-Fock HF/6-311g(d) CGPCM
PostHF MP2/6-311g(d) GPCM

3.1.2.1.1. Vergleichder berechneten Rotationsbarrieren

Rotation in der Gasphase

Um die genutzten Rechenmethoden ohne den Einfluss der unterschiedlichen Lésungsmittelmo-
delle vergleichen zu kénnen und um die ersten Schritte des -Glideeimit in Betracht zu zie-
hen, wurde die Rotéion um den Winketo auch in der Gasphase berechnet.

Die inDiagramml dargestellten energetischen Verlaufe der Rotationen geben bereits eine gute
Ubersicht und machen deutlich, dass sich die Extrema in ihrer Qualitét signifikant unterscheiden,
insbesondere das Maximum lei= 180°. Im Falle von ORPAS, welches in friihen Schritten des
Funnelgenutzt wird, befindet sich sogar das absolute Maximund AMBER das absolute Mini-

mum bei diesemWinkel.Allerdings bilden auch AMBER uD&LS_2008ie Rotationsbarrieren

in der Gasphase mit hoher Ungenauigkeif &i® an den Extrema der Energieverlaufe zu erken-

nen ist Wahrend die Lage der Extremstellenimm¥ | auf der Rotation um de
90°, 150°, 180°, 210°, 270° und 360°, mit Ausnahme von der Torsion im AMBER Kraftfeld, ahnlich
positioniert sind, weisen die energetischen Barrieren zwischen den Minima signifikante Unter-
schiede aufDer maximad Fehleifir die berechneten Rotationsbarrierdretragt in diesem Fall
8,9kcal/mol zwischen OPLSA und B3LYP e i w. Nachdén® die unterschiedlichen Rech-
nungen zur Beschreibung der auftretenden Fehler besprochen wurden, Talvdlle2 (S.21)

zum naheren Vergleich der Methoden die Diskrepanzen nochmals zusammenfassealiietiarst
Neben der qualitativen Ungenauigkeit &ichder quantitative Fehler nicht gering, die Diskus-

sion der Auswirkung und des Umgangs mit dieser Unscharfe innerhalb der Kraftfeldémwird
weiteren Verlauferfolgen.
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Diagramml Rotationsbarrieren des GCPs in Gasphase

Im AMBERQOPLSAA, OPLS_2006Kraftfeld und im B3LYPichtefunktional

Diedramatisch erscheinenden Fehider Berechnungen in der Gasphaselche in den friihen
Schritten ded~unnelvorliegen, fiihren aller Wahrscheinlichkeit nach zu einer inkorrekten Vor-
auswahl der Strukturen und Posen fir die folgenden Schritté-dasel Durch Verwendung von
Ldsungsmittelmodellen verbessert sich @ienauigkeit der Rechnungewnie im Folgenden dar-
gestellt wird, ein wenig.
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Rotation in unterschiedlichen Lésungsmittelmodellen

Betrachtet man die gleiche Rotation um den Winkéhnerhalb eines Lésungsmittelmodells, so
relativiert sich der Fehler in der Rotationsbarriere der Kraftfelder etWé&s.im ersten Fall be-
ruhen die Ergebnisse aueluf DFF und Kraftfeldrechnungerwobei das Ensemble um die-HF

und MP2Methode erweitert wurde Als Losungsmittelmodell wurdaindchstdas PCM, eines

der meist genutzten Losungsmittelmodelle unter Verwendung der Software Gaussian, und das
MM-GBSA Modell, ddsisungsmittelmodell der Software Glide, verwendet. Als sich zeigte, dass
innerhalb des PCM d@ernyAlgorithmus den Ubergangszustand e+ 180° nicht eindeutig
abbilden konnte, wurddortan fir die QMRechnungerdas GPCMgenutzt IndiesemModell
konnten alle Ubergangszustandés Sattelpunkte erster Ordnung mit einem negativen Eigen-
wert und somit auchmit genau eineimaginarenSchwingungeindeutigberechnet werdenSo
konnte sichergestellt werden, dass der berechnete stationare Punkidhtieh zu einem Uber-
gangszustand gehort und die potentielle Energie des Systems entlang der zu der Schwingung

B3LYP
10 AMBER

” OPLS

/ \  |——o0oPLS2005

Energie [kcal/mol]

T L L2 S TN T RN N R U | WU
0 45 90 135 180 225 270 315 360
Torsionswinkel, o [°]

gehdrenden Normalkoordinate in beide Richtungen abnimmt.

Die inDiagramm? dargestellten Barrieren zeigen beiekein besseres Bild, da in den genutzten
Losungsmittelmodellemlie qualitative Lage der Extrema relativ gut passt, mit Ausnahme von

den mit AMBER berechneten Barrieren, benelewieder um das absol ute Mini
180° liegtDi e wei teren Extremstellen im Verlauf der
obigen Fall, ebenfalls bei etwa 90°, 150°, 180°, 210°, 270° und 360°. Bei der im OPLS_2005 Kraft-
feld berechneten Torsion im MMBESA Losungsmittelmodell verschmelzen zuséatzlich die loka-

len Minima um das lokale Maximum bei 180°, sodass in diesem Kraftfeld nur ein lokales Mini-

mum an dieser Stelle auftritt. Der maximale auftretende Fehler zu B3LYP in den genutzten L6-
sungsmittelmodellerentsteht wiederum mit OPL8A und liegt beétwa 90°und hat eine Grol3e
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von knapp 5 kcal/mol. Ein Vergleich derliegenden Fehler zwischen den verschiedenen Mo-
dellen wird inTabelle2 (S.21) gezogenDiese Energieverlaut@nnenin etwa mitden Berech-
nungen innerhallder zweiten Halfte des Glideunnelverglichen werden. Nachdem die Anzahl
an Posen infFunnelunter Verwendung des MMGBSAModells in Kombinatiomit OPLSAA wei-

ter reduziert wude, werden die letzten Schritte und Verfeinerungen der gefundenen Konfor-
mationen unter Verwendung de&3PLS_200&raftfeldes durchgefiihrtAuchin dieser Phase be-
stehen mehr oder minder eklatantdbweichungerin der energetischen Darstellung der Rota
tionsbarrieren

Wahrend die Minima innerhalb dé3PLS_200Bereits sehr gut beschrieben sind, weichen die
Barrieren zwishen ihnen, auch in der wéassrigen Phase, noch deutlich von denen der quanten-
chemischen Berechnung ab. Im Falle von AMBER undAJ¥PIs die Beschreibung des GCP
Systems auch innerhalb der Lésungsmittelmodelle unzureichend.

In dem Bereich der Barrierewerden mit derSoftware Glide Posen gefunden, welche nach ge-
nauereg BetrachtungalsunverhaltnismaRigut bewertet gelten und daher in der persdnlichen
Auswertung der Dockinglaufe einer Abstufung ihrer Giite wragen werdemrmuissen(Vgl.Ab-
bildung4) Im Folgenden wird auf die Auswirkungen dieser Fehler auf den Ergebnisraum der
kraftfeldbasierten Rechnungen eingegangen amdchlieRendverden Beispiele beschrieben,

bei denen die fehldhafte Darstellung der Rotationsbarrieren zu Posen der Zielverbindungen
fuhrt, welche unter Bertcksichtigung der Diskrepanzen zwischen den@MWM-Rechnungen

in ihrer Gute abzustufen sind.

Die indiesem Kapitel erfolgende Beschreibung der Fehler betrachtet die Energiebarriere zwi-
schen globalem Mini mum der Rotation (w = 0°)
180°. Als Mal3 des Fehlers wird die Differenz zwischen der energetischen BianriBBtYP
Funktional und den jeweiligen Kraftfeldern herangezogen. B3LYP eignet sich auf Grund der gu-
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ten Genauigkeit in diesem Fall und der immer noch schnellen Rechengeschwindigkeit zur Be-
schreibung der Barriere. Zur Bestéatigung der Gite des BBuv&bnals fir den vorliegenden

Fallwurden die Energieverlaufe im-RICMLOsungsmittelmodelollstandig mit HF Methodik

und die Extrema zusatzlich auf MP2 Niveau bestatigt. Der Vergleich zwischen B3LYP und HF,
sowie die zuséatzlich bestimmten Extrema sinBiagramn3 zusammengefassHierdurch wird

ersichtlich, dass die Lage der Extrema (bei etwa 90°, 150°, 180°, 210°, 270° und 360°) in allen
genutzten Methalen sehr ahnlich ist. Die maximale Abweichung zwischen den Barrieren im Ver-

gleich zu den MR Rechnungebetragt 1.37 kcal/mol zu B3LYP3 b e i w = 91°. Hi e
nen HF und B3LYP3 Rechnungen fir zukinftige Korrekturen der BeschreibungdBdiher

Systeme innerhalb von Kraftfeldern empfohlen werden.

E [kcal/mol]
s
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&
\\‘-_

— T 1 T T T T T T T T T T T T T
0 45 90 135 180 225 270 315 360
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Zur Beschreibung von Fehleder Kraftfelderbei Winkeln zwischen dem globalem Minimum

und gl obal em Maxi mum HEné&dievedaufd e« w0 =) OWuradid n dain
0 kcal/mol kalibriet. Fir die Beschreibung der Fehler bei Winkeln nach dem ersten globalem
Maxi mum ( 90° <ndie jeweilidgeB I0kalgn Mimima alel kcal/mol kalibriert. Die
Differenzen der kalibrigen Energieverlaufe werden in diesem Fall zur Quantifizierung des Feh-

lers genutzt. Die verschiedenen kalivten Energieverlaufe der Rotation in Gasd Wasser-
phasesowie die Verlaufe der Fehlerverschiedenen Kalibrierungesind inAbbildungb (S.23)
zusammengefasst. Die siabs dieser Auswertung maximageberdenFehler sind imabelle?

dargestellt

0° < W < 90 90° < W < 1.
Phase
AMBER OPLS OPLS 2005 AMBER OPLS OPLS 2005
Gas 7,55436 8,91863 5,25412 2,833 7,75166 7,53133

Wasser | 3,37444  4,9921 2,62843 0,27755 3,06553 2,8402
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Wie eingangs erwahnt werden in den friihen Schritten des &Higdeekeine Losungsmittelmo-
delle genutztin dieser Phase wird die Gruppe eingegebener Struktaosvie deren Konforma-
tionsraumbereits reduziert und nur eine Auswahl ihrer besten Posen an die spateren Schritte
Ubergeben. Die durch den Einsatz der OPLS Kraftfelder in der Gasphase entstehenden Fehler
liegen unter Umstanden bei bis 80 kcal/mol. Dieser Wert istehrhoch, wenn ma bedenkt,

dass bei einem Score von etwiakcal/mol bereits von einer hohaBindungswahrscheinlichkeit
ausgegangen werden kaff In diesen extremen Fallen werden demnach absurde Bindungs-
werte der Posen hervorgebracht, welche in der personlicheweBtung soweit abgestuft wer-
den, dass sie meist fiir folgende Uberlegungen keine Rolle mehr sgigiedas genannte Bei-
spiel wirde der Score veB kcal/mol mit dem Fehler addiert, wodurch der korrigierte Score bei
+0.9 kcal/mol lageDies bedeutet dasdie Posenicht eine hohéBindungswahrscheinlichkegn-
ziehende Krafte) besitzt, sondeabstolende Krafte erfahrt unsbmit nicht an der Oberflache
binden kann.

Neben der handischen Verrechnung des Dockingscores mit dem Fehler innerhalb der Rotations
barriere lasst sich auch die Rotation an sich einschranken oder véllig unterbimdgiesem Fall
sollten die Rechnungen mit verschieden vor]j
durchgefuhrt werdenDiese Art der Bertlicksichtigung des Fehlarsde vornehmlich in Konfor-
mationssuchen mit der Software MacroModel genutzt. Dies behebt gewissermalRen das Prob-

ust

| em, da der Fehler durch die Sperrung der Rot

anderen Seite werdesosinnvolle, rotationsbedingt&onformationen unterdriickt. Die Losung
des Problems lage darin, die Parametrisierung der genutzten Kraftfelder um die darin nicht ent-
haltenen,hiergenutzten Gruppen zu erweitern. Zum aktuellen Stand werden daredBemu-
hungen unternommen, die Parametigérung der GGBruppe durchzufihren. Im Rahmen dieser
Arbeit sind sie nicht zum Einsatz gekommen.

Im Nachfolgenden werden zwei Beispiele aus dem Zusammenhang diesenArbettellt bei
denen die fehlerhafte Abbildung der Rotationsbarrieren einen Esafhatte.
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Abbildung5 Zusammenfassung der Diagramme Rotationsbarrieren und Fehler
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3.1.2.3. Beispiele der fehlerhaften Abbildung der Barrieren in Kraftfeldern

An dieser Stelle sollen in kurzer Form Aieswirkungen der gerade beschriebenen Fehler inner-
halb der Kraftfelder dargestellt werden. Hierzu werden Beisiakerelevanten Forschungspro-
jekten der Arbeitsgruppe genannt. Die folgen zwei Beispiele zeigen den in dieser Arbeit beschrie-
benen Ligandei18 (SieheAbbildung6) fiir dasProtein 143-3 £

NH o

Py H NH,
H | Y
HN

OMe
o}

Abbildung6 Ligandl118

Eswerden eine Dockingposésiehe Abbildung7) und eine Interpretation der Kristallstruktur
(siehe Abbildung8) gezeigt, welche beide durch die Anwendung von Kraftfeldrenben in

sehr unginstigen Posen dargestellt sind. Im Falle des Ligahti@rraten wahrend der
Ligandenentwicklund?osen mit ungiistigem Torsionswirdd innerhalb der GCBruppe auf.

Diese Posen wurden zum einen mit der Software Glide gefunden und zum anderen durch den
Fit des Liganden in die gemessene Elektronendichte wahrend des Redufacgeneriert.
Abbildung7 zeigt die von Glide generierte Pose miitem Diederwinkel von 113.4°.

<KL AR 5
A/ A

~
/ ¢ VYT
S ”~ \t i / ) O

Abbildung7 Fehler in Dockingpose

Durch die dargestellten Fehlén der Berechnung des GGMtivs entstandene
Pose mit ungiunstigem Torsionswinkel W vor

Wie obigbesprochen, werden irkunneldie Kraftfelder OPLS u@PLS_200§enutzt, wobei in

den ersten Schritten in der Gasphase gerechnet wird. Die hierdurch entstehenden Abweichun-
gen zwischen den durchgefihrten Rechenschritten wahrend des Dockens und der mit dem
B3LYHrunktional berechneten Energiebarriere liegen zwischenubd 4,6 kcal/mol. Die ge-
zeigte Pose wurde mit einem Score vb1¥ kcal/mol bewertet, dedarauf bezogen&ehler hat

somit eineGrolRevon 15—-80% und istlahersignifikant. Eine Abstufung des Dockingscores um
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den entstehenden Fehler fiihrte zu einer diashen Reduzierung im Ranking der Pose, wodurch
sie fur die Entwicklung des Modefischt mehr bertcksichtigt wurde

Auch bei der Anwendung von Refmac, einer Routine zur Optimierung von Liganden innerhalb
gemessener Elektronendichten, kdnnen derartige Eeauftreten.Abbildung8 zeigt ein weite-

resBeispiel deLigan@n118an dem Protein 148-3 (thier liegt der Winkeb b e i 68. 6°. Wal
des Refmad.aufs kommt das AMBER Kraftfeld zum Eindatziesem Fall liegt der Fehler zwi-

schen AMBER und dem B3tFR(faktional bei 2.9 kcal/mol. Audtier ist zu vermuten, dass bei

korrekter Darstellung der Rotationsbarriere eine planare Konformation des Liganddtetgefi

werden wirde. In diesem Fall wurde durdasEnschrénken der Rotierbarkeit um den Winkel

w eine passender E&lekkamendiohteyefittet. i on i n di e

\o¢ K
/ ,"/ L \%

/"L \>\/

Abbildung8 Ungtinstiger Torsionswinkel durch FehlerRefmaelLauf

Durch die dargestellten Fehler im Fit des @@QRivs wahrend eineRefmaelaufs
entstandene Pose mit wuvog@B®>sti gem Torsion:

Tabelle3 Auswirkung der beschriebenen Fehler

Gasphaségkcal/mol Wassefkcal/mol
o phasék ] f ] Kalibriet auf
AMBER OPLS OPLS 200{ AMBER OPLS OPLS 200, Minimum

68,6° 2,8806 4,31963 2,17079 | 2,30994 4,13175 2,53228 absolut

113,4° | 0,81251 4,62697 3,85172 | -0,3509 2,62055 1,52908 lokal

Die hier beschriebenen Fehl@qgl. Tabelle3) und notigen Einschrankungen innerhalb der kraf
feldmethoden zeigen, dass diarausresultierenden Rechnungen einer genaueren Prifung und
gegebenenfalls einer personlichen Korrektur unterzogen werden sollten. Berticksichtigt man die
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Unscharfe der Methodik, kénnen diese Techniken aussagekraftig undreitd genutzt wer-

den. Im weiteren Verlauf wird daher auf den Gewinn durch kraftfeldbasierte Studien fiur die
Forschung eingegangen.
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ReslUmierend lasst sich durch die in diesem Kapitel geschilderten Zusammenh&eged auf

die durchgefuihrten Simulationen an grof3en supramolekularen Systemen die Aussage treffen,
dass die Kraftfeldmethoden eine sehr effektive Art der Berechnung sind, solange alle beteiligten
Gruppen implementiert sind. Fur den Fall der Simulatichtparametrisierter Gruppen kénnen
Fehler anhand der chemischen Struktur der Gruppe erahnt und mit genaueren quantenchemi-
schen Methoden untersucht und quantifiziert werden, wodurch es maéglich, wiedentweder

zu unterdriicken oder durch Korrekturfunktien auszugleichen. Beide Wege verbessern zwar
die Qualitat der Ergebnissdpchbergensiedie Gefahr, nicht alle relevanten Posen zu untersu-
chen, da im Falle von Dockingtechniken Bennehicht beeinflusst wird und bei eingeschrank-

ten Konformationssucheheispielsweise sinnvolle Torsionen keine Bertcksichtigung finden.

Obwohl die beschriebenen Einschrankungen bestehen, kdnnen diese Methoden zielfiihrend ein-
gesetzt werden. Zwar kommt es durch die programmierten Zwange, Sperrungen von Atomko-
ordinaten oder Tesionen, prinzipiell zu einer Reduzierung des zu untersuchenden Konforma
tionsraumes und einer Verstarkung der Unscharfe der SimulationsergebHissgurch ist es
erforderlich die Einschrdnkungen so zu definieren, dass durch die Rechnungen Modelle entste-
hen, welche im Rahmen der jeweiligen Zielsetzung sinnvoll sind. Ein Protein mit all seinen
mdglichenFreiheitsgraden einer Konformationsanalyse zu unterziebendie Bindungseigen-
schaften eines Liganden einzuschatzen, mag interessanteséngert jedoch ein hohes Maf3

an Rechenzeites wére daher sinnvoller, dieselRechnung mit eingefroream Atomkoordina-

ten des Proteins und einer uneingeschrankten Simulation @gmten durchufiihren. Da die
meisten Proteine eine hohe Stabilitat ihrer Konformation besitzen, wird die Rechnung hierdurch
nur geringfiigig ungenauer. Méchte man den Konformationsraum des Proteins in der Rechnung
bertcksichtigen und nicht nur die Krissatbktur verwenden, so bieten sich dynamische Rech-
nungen an, welche eine Anzahl verschiedener statistisch haufig vorkommenderridationen

des Proteins liefernan denen die Rechnungen durchgefiihrt werden kénnen. Ebenso verhalt es
sich mit der Einschrankg von Torsionen irerhalb der berechneten System@/erden durch
uneingeschrankte Simulationen Ergebnisse mit unrealistisch eingestellten Torsionswinkeln
geliefert, kbnnen diese unterdrickt werden, wodurch die Qualitat des Ergebnisses steigt.

Grundsatzlich ist es glnstajle MM-basierten Simulationen in den Zusammenhang mit experi-
mentellen Daten zu stellen. Sind beispielsweise die Hemmeigenschaften zweier Ligavitten

erfasst worden und es fehlt auignd von hoher struktureller Ahnlichkeder Inhibitoren ein
plausibler Erklarungsansatz hierfiir, kann die Simulation ein sehr hilfreiches Mittel zur Entwick-
lung eines Modells sein, welches genau auf dieses Phanomen fokussiert und eine Erklarungs-
maglichkeit liefert.

Eine besonders hervorzuhehde Starke virtueller Analysen ist die Generierung neuer Liganden
fur spezifische Oberflachenbereiche von Proteinen oder Enzyimese basieren beispielsweise

auf literaturbekannten Daten zur biologischen Aktivitdt einer pathogenen Protease und ihrer
réntgenkristallographisch ermittelten Struktur. Hierdurch ergeben sich, durchidigelle Ana-

lyse der Enzymoberflache und der Simulation von Inhibitorkandidaten an selbiger, Mdglichkei-
ten desde novoDesigns von Hemmmechanismen und potentiell biologisclverktLiganden-
bibliotheken fur die ermittelten speziellen Oberflachenstrukturen.
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Vorarbeiten zu den Projekten

Neben der Ableitung von Bindungsmodellen und der gezielten Entwicklung von Bibliotheken
zumexperimentellenScreeningst auch die retrosythetische Ligandenentwicklung einessp
nende Amvendung. Ausgehend von einem experimentellen Fkiidhen in diesem Sinne Frag-
mente desentdecktenLiganden untersucht und anhand ihrer virtuell ermittelten Gite klassifi-
ziert werden. Die besten Fragmente werden dann ebenfalls zerschnitten umgsemaDieser
Vorgang wirde dann so lange wiederhbits geeignete Kandidaten generiert wurden. In diesem
mehrschrittigen, virtuellen Analyseverfahren werden so in ihrer Grol3e reduzierte und auf das
Zielsystem optimiertd/lodellliganderentwickelt, welcle mit hoher Wahrscheinlichkeit bessere
Binder als der initial gefundene sirdit dieser im Rahmen der beschriebenen Projekte erarbei-
teten Methode der virtuellen Retrosynthese kdnnen in analoger Weise Liganden fir diverse
biologischeMolekile gezielt entwakelt werden.

In den folgenden Kapiteln werderach einer Zsammenfassung der Zielsetzundemjekte dis-
kutiert, welche von den eingesetzten computerbasierten Analysemethoden profitieEen
AugenmerKiegt auf deren Anwendung whdem Umgang mit den hier beschriebenen Schwa-
chen der molekilmechanischen Methoden.
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4. Zielsetzungeder Projekte

Die vorliegende Arbeit teilt sich thematisch in drei Hauptberejigredche in separaten Kapiteln
beschrieben werden und keine direkte Verknupfuhger jeweiligen Zielsetzungen awkisen.
Daherwerden die Ziele der einzelnen Projekte im Folgenptedrei separatenUnterkapiteln
beschrieben.

4.1. SARS CoVr¥Ic Design eines potentiellen Dimerisierungsinhilitor

Das erste in dieser Arbeit beschriebene Projehandelt dieEntwicklungeines innovativen
Hemnmmechanismus fir die SARS CoV MowiedascomputerunterstitzterDesign eines po-
tentiellen, diesem Mechanismus folgendémhibitors. Das SARS Ctidéte 2002 eine Pandemie
aus, welche sich Uber 32 Landerf funf Kontinenten ausbreitete und neben zahlreichen Infi-
zierten auch Todesopfer fordert&! Die fur den Reproduktionszyklus des Virus essentielle Pro-
tease ist nur in ihrem dimeren Zustand aktfwodurch der postulierteHemmmechanismus
Uber die Unterdriickung dedimerisierunglie proteolytische Aktivitdinhibiert. (Vgl.Abbildung

9

' i| / Aktiver Dimer
\.‘
Inaktive Monomere

Dimerisierungs-

inhibitor
* Proteolytische Unterdrlickte
Aktivitat Dimerisierung

Abbildung 9 Schema des angestrebten Hemmmechanismus der SARS M

Die Monomere der M1° (links) sind katalytisch inaktiv, durch ihre Aggregation ent-
steht der proteolytisch aktive Dimer. (rechts oben) Durch einen geeigneten Inhi-
bitor soll die Dimerisierung und damit die Enzymaktivitat unterdriickt werden.
(rechts unten)

Die rationale Entwicklung eines Dimerisierungsinhibismisiber die Analyse der Eigenschaften

der fur die Dimerisierung relevanten Enzymoberflache zu einem malRgeschneiderten Liganden
fuhren. Das Desiguliesespotentiellen Inhibitors soltlie Adressierung der identifizierten Bin-
dungsstellenerméglichen. Durch kombinatorische Dockingtudien, welche eine bekannte
Rezeptoreinheitind verschiedene peptidische und sepeiptidische Fragmenteutzten, soll@
mogliche Kandidaten virtuell ermittelt uriire potentielle Aktivitét diskutiert werden
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Zielsetzungen der Projekte

4.2. | -Tryptase; Evolution eines Bindungsmodells

In dem zweite beschriebenen Projekt soll ein bestehendes Modell eines Eiayifvitor-Kom

plexe$"! weiterentwickeltwerden. Das in diesem Fall vorliegende Enzym ist eine ringférmige
homotetramere Protease mit vier sich nach innen 6ffnendktiven Zentren. Das bisherige Mo-

dell wurde fur vierarmige Inhibitoren entwickelt und sah vor, dass diese Inhibitoren mit je einem
der Arme an porennahen Oberflachenstrukturen jeweils eines der vier Monomere binden. Hier-
durch spannen sich die vierarmigeiganden Uber die zentrale Pore der Protease und verschlie-
Ben sie stopselartig. Durch den Verschluss der Pore wird der Zugang vom Substrat zu den aktiven
Zentren verhindert und die Enzymaktivitat nigdtkdmpetitiv gehemmt(Vgl.Abbildungl10)

Abbildung10 Bindungsmodell vierarmiger Inhibitoren

Berechnete Pose eines Liganden am Eingamnd’dee. (links) Schematische Dar-
stellung des Bindungsmodells. (rechts)

Dieses Bindungsmodell, welches die Eigenschaften verschiedener vierarmiger Inhibitoren gut
erklarte, konnte jedoch nicht die Unterschiede zwelsgiarmiger sequerzisomerer Inhibitoren
erklaren. Diese beiden Liganden weisen signifikant unterschiedliche Hemmstarketaohl

beide die Pore auf eine ahnliche Weise abdecken konnten wie die vierarmigen. Hierdurch wurde
es notig andere Griinde fir derenngleicheAktivitat zu finden. Die Suche nach geeigneten
Posender Liganden soll zum Erstellen des neuen Bindungsmod#éiia Heidergefundenen
Bindungsstellen im Inneren der Pore fokussiéfé@rDieses wird durch den Einsatz moderner
Dockingmethodik und unter Verwendung vadeilsystemerzum Abtasten der inneren Ober
flacherealisiert. EineEntwicklungdes Modells soll unter Einbeziehung der inhibitorischen Akii-
vitat und des Hemmmechanismgtattfinden. DieanschlieRendenalyse der Effizienz der zu
findendenPosen im InhibitofEnzymKomplex wird Uber deren berechneémergetischéNerte

und ihren Raumansprudhnerhalb der Pore erfolgen, wobei auch eine neue, auf Dockingtech-
niken basierende Mdglichkeit der Simulation solch groRer Systeme aufgezeigt wird.

30



Zielsetzungen der Projekte

4.3. 14-3-3 ¢ Ligandendesign durch virtuelle Retrosynthese

Im letztenin dieser Arbeit beschriebenen Projekt, soll ein Ligand fur die Dimerisierungsflache
der1433¢ |1 soform ent wi ckel tunseeesMiseens.nacbaslamgike i n der
Beispiele solcher Liganden gibtiyd das Design des Liganden vollstandigimgilicoTechniken

erstellt. Ausgehend von eineffrefferauseinem breitangelegten Screeningrschiedener vor-

handener Substanzengegendie38 ( | s of or m Isler ¢hémesoherdReteosyMheset e

mit computerbasiertenMethoden kombiniert und auf die Dimerisierungsflache fokussiert
genutztwerden.

r') r
—€
» —>-¢ S
® v
: . Py y
iiiifslor Bund Durch virtuelle Retrosynthese MaRgeschneiderter Ligand bindet an
identifizierte Fragmente Dimerisierungsflache des Proteins

Abbildung11 Schema der virtuellen Retrosynthese

Ausgehend von einem initialen Fund sollen durch die retrosynthetische Analyse
Fragmente identifiziert werden, aus denen ein maf3geschneideitant fur die
Dimerisierungsflache des443 { Pr ot ei ns hervorgeht .

Im Detail sollen bindungsrelevanBtrukturelementedes initialen Fundes durch Dockingtechni-
ken identifiziert und daraufolgend synthetisch leicht zugangliche Derivate des vielverspre-
chendstenStrukturelementsvirtuell analysiertwerden. Derhierdurch ermittelteKandidat mit
der héchsten Wahrscheinlichkeit fir eine Bindung an der Dimerisierungsflackgrahitisiert
werden. Verschiedenén vitro Assaysollen den Kandidateam Protein untersuabn und seine
Lage, im besten Fall auch seine genaue Konformatiorweisbn Zur Testung der Bindungsei-
genschaften werden UV/\Vdiand MSTTitrationen dienenBn Job Plot soll Indien tber die Lage
des Liganden an oder zwischen beiden Monomeren lief@ptional kann Uber die réntgenkris-
tallographische Analyse des LigaPbteinKomplexes die Konformation désganden genau
bestimmt werden, um so Schlisselinteraktionen und Entwiggdmoglichkeiten mit dem Blick
auf die Modulation des Dimerisierungsverhaltens dei313l Proteine herauszustellen.

31



5. SARS CoVPNI¢ Design eines potentiellen Dimerisierungsinhilsitor

Im folgenden Kapitelird dasde novoDesignvon Liganden fur die Bierisierungsflache einer
viralenCysteinprotease dargestellt werden. In diesem Zusammenhang wird zun&chst das Ziel-
system analysiert, die potentielle Bindungsstelle beschrieben und darauf basierend eine Még-
lichkeit der Enzymregulatiagrarbeitet Anschlie3end werdedie Kombination einer bekannten
Rezeptoreinheit fir ein markantes Oberflachenmerkmal der Protease mit verschiedenen semi
peptidischen Strukturfragmenten und deren virtuelle Optimierung gezeigt. Die Optimierung der
Systeme niiverschiedenen Dockingtechniken wird zu einem Mtxystem flhren welches

durch die Adressierung des ermittelten Oberflachenbereichs zu einer verminderten Dimerbil-
dung fuhren soll. Zur Charakterisierung der Bindungsstelle innerhalb der Kontaktflache-der M
nomereinheiten des Enzyms wird zundchst das Pathegeiie die esentiell an seiner Replika-

tion beteiligte Protease beschrieben und danach die Entwicklung der potentiellen Inhibitoren in
einem zweistufigen Prozess dargestellt.

Das Schwere Akutgemwegssyndrom (SARSRvere acute respiratory syndrojrist eine durch

den SARS Coronavirus (CoV) ausgeltste Infektionskrankheit, welche das menschliche Atemsys-
tem, hier vor allem @& Lunge, betrifft. Das SARS ®@a¥de 2002 in China entdeckils es eine
Pandemie auskie, welche sich Gber 32 Landauf flinf Kontinenten ausbreitete und neben
zahlreichen Infizierten auch Todesopfer fordefféUber denBefall der Lunge des Infizien
hinauskdnnen anderdebenswichtige Organe in Mitleidenschafézogen werdenvor allem

Herz, Leber, Nieren und Nebennieréit4 Als geigneteTherapeutikckommenprinzipiell Sub-
stanzen in Frage, welche die Zellpenetration des Erregers oder seinkaeplim Zellinneren
unterbinden. Als potentielle Targets kommen virale Hillproteine, z. B. Spikeproteine, aber auch
die an der Rélkation beteiligten Enzyme iRrage. Die Replikation der SARS CoV RNA wird im
Zytosol der menschlichen Zelle durch eireeplikaseKomplex erméglicht, welcher sich aus
zwei Préakurgren, ppla und pplabildet. Die Prakurs@nreifen durch endopeptidisches Splei-
Ren derPeptidase M° (main proteaseHauptprotease)die MP™ wird synonymauch3C™ (3G

like proteasgwegenihrer Ahnlichkeit zur GPeptidaseder Picornaviridagyenannt

DerFokusder Inhibitorentwicklung lag auf einem nickbmpetitiv wirkenden Replikationshem-
mer. In diesem Zusammenhang bot sich die SARad Zielprotease an, da ihre Struktur und
ein Assay zurdstimmung ihrer Aktivitat bekannt waren. Eine besondere Eigenschaft é&r M
welche in der Entieklung genutzt wurdgist die Tatsache dass die Protease nur in ihrer dimeren
Form Aktivitat zeigt. Somiusstevor dem gezielten Degsigeines potentiellen Hamstoffseine
Analyse der molekutan Beschaffenheit der Protease erfolgen, welche im folgendepitel
dargestellt wird.
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SARS CoV MpteDesign eines potentiellen Dimerisierungsinhibitors

5.2. Darstellung des Zielsystems und der dimerisierungsabhéangigen Aktivierung der Pro-
tease

Die SARS M ist eine Cysteinprotease der Faie C30 (SARS coronavirus piconairéBaliche
Peptidasen) des Klans PA (chymotrygginliche), was sich in ihrem strukturellen Aufbau deut-
lich durchdie zwei Bindeh u sFalfBlattern zeigtdie dasaktive Zentrum umgeberDie &tive

Dyade der M™ besteht aus Cystein 145 und Histidin 41, wobei das katalytische Cystein am Bo-
den einer Vertiefung in der Proteinoberflache liegt, welche sich erst bei der Dimerisierung der
Protease 6ffnet und den Umsatz eines Substrates erlétigSieheAbbildungl2)

Die Dimerisierung der W erfolgt hauptséachlich durch die Ausbildung zweier Salzbrucen,
Einenzwischendem N er mi nus ( Ser fum Aondererewisdhen Arg 6 thd Glw n d
290° der bei den MdasDimarelbes interrfroéekulare Wasseistofftbricken
zwischenA 7 wund Val 125°' gupp® wiue dS &e r brappe)s@ii-Hly a m p Ix
lisiert Di e Ausbil dung einer weiteren Wasserstoff bl
wahrscheinlich® Der Wert derDimerisierungskonstante derfi s t 1“9 Womin dik, As-

soziation der Monomere relativ Baach ist und daher die Dimerisierung leicht zu unterdriicken

sein sollte. Aus Mutationsexperimenten geht hervor, dass Arg 4 essentiell fir die Dimerisierung

und die Aktivitat der Protease idti er z e i -§ Mwdante éine kalnNveranderte Dimeri-

Abbildung12 Dasaktive Zentrum der SARSWI

Dargestellt im Vergleich zwischen Monomer (links) und Dimer (rechts).
Oben: Katalytische Dyade mit den sie wnge n d eRaltblatfern.
Unten: Topographie der Bindungstaschen des aktiven Zentrums (rot hervor
gehober),

im dimeren Zustand ist der bindungsrelevante Bereich deutlich weiter gedffnet.
(Bindungstasche gelb gestrichelte Linie)
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SARS CoV MpreDesign aies potentiellen Dimerisierungsinhibitors

sierung konstante und 76% Enzy nvaMutantevsignifikant,redtwo hi n g e
zierte Dimerbildung und den Verlust der enzymatischen Aktivitat zEfgjeie Auswirkungen

v 0 n -Mt&iten werden in der Literatur beschrieben, sie zeigen ebenfalls reduzierte Dimeri-

sierung und Aktivitat®4ljedoch ist die Kontaktflache derT&rmini der dimeren Protease recht

klein. Aufgrund dessen eignedie sich nicht als guter Ausgangspunkt fur die Eklwng eines
Dimerisierungsinhibitors und die nachfolgend beschriebene Stigtlieuf den NTerminus fo-

kussiertl*>5% Durch diese Informationewurde ein Inhibierungsmechanismus abgeleitet, wel-

cherdie MP durch Modulation ihrer Dimerisierungdmmen soll. Dieser neue Mechanismus

wird im Folgenden beschrieben waaEn.

Das aus den geschilderten Begebenheiten &igde Schema der Inhibierung ist Abbildung

13 dargestellt. Hierbei soll der potentielle Inhibitor der monomerenMP™® binden und einen
KomplexEl) bilden, welcher die Aktivitat der Protease unterbindet, indem er die Aufnahme des
Substrates (EIS odef &) allosterisch verhindert. Dies soll durch die Unterdriickliendildung

des Dimers (£ und der damit verbundenen Offnung dalgiven Zentrumserfolgen.

v W EIS
/
E+E =—= EI+E —xX—» E,IS

E28 E— E2 + P

Als zentraler Angriffspunkt des zu entwickelnden Inhibitors wukde4 gewdahlt. Das Binden

eines Liganden an diese Aminoséaure sollte die Aggregation der Protease insofern behindern, als
dass die geometrische Form der Oligomere ungunstig beesiflgowie gezielt die dimerisie-
rungsrelevante Assoziation vémg4 des einen und Asp 290slanderen Oligomers unterdriickt

wird. Da die Adressierung des Oberflachenbereichs strukturiert und mit moglichst wenig Sub-
jektivitat erfolgen sollte, wurde nebered optischen Analysges Oberflachenbereiclaich eine
computergestiitzte Oberflaichenanalyse varg4 ausgehend mit dem Programm AlLigand**
durchgefihrt.(SieheAbbildungl4)
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SARS CoV MpteDesign eines potentiellen Dimerisierungsinhibitors

Abbildung14 Definiertes Volumen zum Ligandendesign

Durch die Anwendung des Programms AutoLigand wurde ein Volumen definiert,
welches Mdglichkeiten zur Generung von Liganden aufzeigt. Es umfasst sowohl
den Zielbereich um Arg 4, als auch eine weitere dimerisierungsrelevante Bindungs-
stelle zwischen Tyr 126 und Phe 140.

Neben der im Fokus liegenden exponierten Aminoséaure bildeEdaymderflache eine kleine
unpolare Tasche, welche von drei aromatischen SeitenketegnAminosaureriPhe 3, Trp 207
und Phe 29flankiert wird Zudem findet sich hier eingeitestgehend unpolaremuldenférmige
Ebene, welche sich auf der dekng4 gegentiberliegenden Seiteeine weitere, grabenahnliche
aromatische Bindungsstelle (Tyr6l2Phe 140) offnet. Dieser Bereich wurde als konzeptionelle
Vorlagefir die weiteren Uberlegungen genutzt.

5.4. Verortung und Analyse der Bindungsstelle und Ligandendesign

Um ein mdglichst passgenauessignkonzept zu entwickemurden zunachst die Kristallstruk-
turen der monomer und dimer vorliegenden Protease genutzt und die Oberflachenpotentiale
des dimerisierungsrelevanten Bereichs analysigahachwurde die Oberflachenit den unter-
schiedlichen Sukturelementen gezielt durclrerschiedene Dockingtechnikebgetastetund

die Posen zusétzlich mit Hilfe einer Clusteranalyse bewertet

Als maRgeschneiderte Erkennungseinheit sollte die Sohraderentwickelte Bisphosphonat
Pinzette (BP), ein GuanidinidRezeptor, genutzt werden, wobei neben der Ladung der Rezep-
toreinheit die pseudopeptidische Oberflachenmimjkvariiert wurde Bei der Analyse der
grundlegenden Dockinglaufe wurde mit Hilfe optiscAeralyseund ClusterAnalyse vor allem

auf die relative Bsition des GuanidiniurRezeptors zunirg4 der SARS M geachtet. Geeig-
nete Strukturen, welche glinstige Konformationen einnehmen kénnmemgdenmit diesen Mit-

teln gefunden. Hierbei stellte sich heraukass in dieser friihen Phase des Designprozesses ein
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SARS CoV MpteDesign eines potentiellen Dimerisierungsinhibitors

nur maikige Korrelation zwischen dem skalaren Dockingscore undedsinlichbestimmten
Gute der gefundenen Konformationen besteht.

Docking Scorgkcal/mol]
Verbindung
Dimer, halb | Monomer Mittelwert

BRGIyTrp -6.81 -8.18 -7.50
BP(OMeGIy:-Trp -7.32 -7.57 -7.45
BP(OMe)Gly-Trp-Trp -7.12 -7.61 -7.37
BRGIy-Trp-Trp 7.12 -7.61 -7.37
BP(OMe)Gly-Phe -6.60 -6.79 -6.70
BRGIy-His -5.83 -7.47 -6.65
BRGIy-Phe -6.37 -6.84 -6.61
BP(OMe)Gly:-His -6.39 -6.43 -6.41
BP(OMe)GlyNAlaTrp -6.33 -6.33 -6.33
BRGIy-NAlaTrp -6.20 -6.12 -6.16

In dem Fall des Konzeptliganden BP(ORB)Phe sieht man gut, dass die beste Konformation
im Ranking nach Dockingscore nicht zu dgtif3ten Cluster gehort. Dkeonformationerdieses
Clusterserreicten in der Clusteranalyseinen Wert von8 Posen beeinem Score von6.44
kcal/mol (Vgl. Tabelle4 und Diagramm4). DieseGruppeliegt damit nahedes energetischen
Minimums der ClusterAnalyse. In dem durchgefiihrten Docking erreicht der gleiche Ligand ei-
nen gemittelten Score voi6.70 kcal/mol und liegtomit im Mittelfeld der rein dockingbasierten
Auswertung Die Konformationen diesésganderentsprecherjedochden konzeptionellen Vor-
gabensehr genauwodurcher in den nachsten Schritt deEntwicklungsphase tibernommen
wurde.
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Diagrammd4 Grof3e gefundener Clustepwie deren bester Dockingscore

Der grof3te Cluster (8 Posen k@44 kcal/mol) gehdrt zu der konzeptionellen Ver-
bindungBP(OMe)Gly-Phe

Die Konformationen dieses Clusters zeigen eine eindeutige Praferenz des Phenylalanins fir die
aromatische Tasch@he 3, Trp 207, Phe 221nd der GuanidiniunRezeptoreinheit fir Arg 4.
(SieheAbbildungl4, S.35)

Abbildung15 Konformationen des gréf3ten Clusters

Die guinstige Lage desT@rminuggelber Pfeil) ermdglicht die virtuelle Weiterent-
wicklung der Struktur ausgehend von diesen Posen leicht mdglich war.

Des Weiteren ist der-Cerminusdes Ligandenein Amid, so positioniert, dass eine virtuelle Wei-
terentwicklung des Bindungsmotives leichtglich ist(SieheAbbildungl5, gelber Pfe)lDurch
die gezielte Variation des gefundenen Grundmotivs und die Verlangerung tiesmihus des
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Liganen zur Adressierung der benachbarten Enzymoberfliche wurde eine zweite konzeptio-
nelle Generation potentieller Inhibitoren generiert, wie im Folgenden beschrieben werden soll.

Um die potentielle Affinitat des Konzeptliganden weiter zu steigamrde versucht eine Art
Oberflachenmimikrzu designen, welche den Liganden an der dimerisierungsrelevanten Ober-
flache weiter stabilisieren soll. Die Vielfalt der zu untersuchenden Koligamden wurde durch
folgendeModifikationengesteigert:

1. Der Abstand zwischen Phenylalanin und dem Bisphosphonat wurde ariction
desGlycinlLinkersmoduliert.

2.Um dieLadung der Phosphonatgruppemzustellen, wurde die Grupm@sBismono
methyl, Bisdimethylester und als freies Bisdianion fiir die Dockingstudien generiert.

3. Der CTerminus wurde um eine Benzylestdizw. Guanidhylbenzoyloxicarbonyl
Gruppezur Adressierung der wenig polaren Oberflachenbere@mineitert.

Der nun folgende Dockitayf zeigte einen vor6.6 auf-8.8 kcal/molerbesserterDockingscore
fur denneuenKonzeptliganden BBlyPheGuaCbzTabelle5 stellt die Ergebnisssortiert nach
steigendem, gemitteltsx Dockingscore dar.

Die vielversprechendste Konformation des bestbewerteten KonzeptligargleRheGuaCbz,
zeigt verschiedene glingt Eigenschaften:

1. Die Bisphosphonatgruppe erkennt die Guanidini@mppe des Arg 4.

2. Der aromatische Ring des Phenylalanins interagiert mit der unpolaren, aromatischen
Tasche(Phe 3, Trp 207, Phe 291)

3. Die alberflachenmimikrgingesetzte GuanidylbenzoyloxicarbonylGruppe stabi-
lisiert sich Uber zwei intramolekulare Wasserstoffbriicken in einer dicht an die Enzym-
oberflache angeschmiegten Konformation.

4. Die Gestalt des Konzeptligandsasstin Ganze sehr genau in das Bindungsmotiv des
Dimerisieungsbereichs und erfillt die konzeptionellen Vorgaben.
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Docking Scorgkcal/mol]

Verbindung
Dimer, halb | Monomer Mitte lwert

BRGIly-PheGuaCbz -8.59 -9.02 -8.81
BRPheGuaChz -8.11 -9.13 -8.62
BRGuaCbz -7.31 -9.22 -8.27
BRPheOBnN -7.86 -7.77 -7.82
BRGIy-PheOBn -7.34 -7.97 -7.66
BP(OMePheGuaCbz -7.50 -7.67 -7.59
BRGIy-PheOBnN -7.29 -7.81 -7.55
BP(OMe)}PheGuaCbz -7.73 -6.95 -7.34
BP(OMeGlyPheGuaCbz -7.30 -7.30 -7.30
BP(OMePheOBN -7.23 -7.21 -7.22
BP(OMe)GlyPheOBn -7.04 -6.71 -6.88
BP(OMe)GlyPheGuaCbz -6.78 -6.38 -6.58
BP(OMe)PheOBnN -6.98 -5.93 -6.46
BP(OMe)Gly-PheOBn -6.57 -6.09 -6.33

Zur Einschatzung der potentiell méglichen Aktivitat des generierten Inhibitors vaunad fol-
gendeGleichung die Dimerisierungskonstamter M©( 1 0 0 mipgdd im Docking erzielten

Scorel Wert der Bi n dmmvayglicheamt hal pi e, AG
o .. 0
YO Y'Y e .
a€a
0
AG [J/mol]; R = 8.3144598 J/ ( mol
Beik= 100 pM er gi bGidwn-537 kcal/imel.r a u s

ei
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SARS CoV MpteDesign eines potentiellen Dimerisierungsinhibitors

Da der Dockingscordes BFPheGuaCbz (vgibbildungl16) am Monomer bei9.13 kcal/mol
und der anzunehmende Fehler dieser Methode bei 1.1 kcal/molfiggann davon ausgegan-
gen werden, dass von dieser Verbindung ein Effekt auf die Dimerisieigegschafterund
somit auf die Enzymaktivitdt ausgehen kann. Diese theoretische StudieAlailiZeitpunkt der
Fertigstélung der Dissertatiofedochden experimentellen Beweis schuldig.

Abbildung16 Konformationdes Modellliganden BPheGuaCbz

Oben: Chemische Struktur des generierten  Dimerisierungsinhibitors
Unten: Der Inhibitor adressiert den Oberflachenbereich um Arg 4 mit hoher
Genauigkeit und bindet Uber die HBRkennungseinheit an Arg 4 und
Uber seinen Phenylring an Phe 291, wobei sich die Kowftion der GuaCbz
Einheit Uber zwei intramolekulare Wasserstoffbriicken zusatzlich stabilisiert.
(Enzymoberflache entsprechend der Potentialladung gefarbt: Blau positiv, rot
negativ geladen)

Durch die in diesem Kapitel beschriebene Kombination von Dockingtechniken und virtuellen
Analysemethoden, kombiniert mit experimentell gefundenen Eigenschaften des Zielenzyms,
konnte einOberflachenbereich identifiziert werden, welcher zur Unterdriickung der fir die ka-
talytische Aktivitat der Cysteinprotease essentiellen Dimerisierung genutzt werden kann. Durch
die Anwendung mehrschrittiger, virtueller Analysen war es hierdurch mggiisdn Mechanis-

mus der Inhibierungwie auchArchetypervonInhibitorenzu generierendie diesem folgerDa

die experimentelle Bestatigung des hier postulierten Verhaltens noch aussteht, wurde die po-
tentielle Funktionalitat der designten Systeiislangnur durch den mathematischen Vergleich

der literaturbekannten Dimerisierungskonstante detMnit dem ermittelten Dockingscore ge-
pruft. Mit der in diesem Projekt entwickelten Technik des virtuelliennovoDesigns kénnen
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theoretische beliebige molekularelachenanalysiert und gezielt adressiert werden, wodurch
sie ein probates Mittel zur Ausarbeitung neuer Projekte und dem Design von Ligandenbibliothe-
ken ist.
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In diesem Kapitel soll digutzung virtueller Simulationen zur Erklarung eines experimentell er-
mittelten, unterschiedlichen Hemmverhaltens zweier isomerer Liganden an der hunfiilken
Tryptase beschrieben werden. Die Untersuchung gliedert sich in Forschung@daptation

und Entwi&lung von Inhibitoren der humandh FTtyptase ein, welche in unserem Arbeitskreis
durchgefuhrt wurden. Es wird ein chronologischer Ablauf der Forschungsesgebin diesem
Bereich gezeigt

Einleitend wird in diesem Kapitel beschrieben, weshalb die toinfbrschung an der humanen

B ITtyptasevon Interesse ist. In diesem Zusammenhang erfolgt auch@iaeakterisierung des
Zielenzyms. Die computergestitzte Evolution von Bindungsmodellen tber einen bestimmten
Zeitraum wird beschrieben, aus der schluss@tdgzwei sehr ahnlich aufgebaute Ligand8a (

und 96) generiert wurden. Es wird beschrieben, wie ein simuliertes Bindungsmodell fur die bei-
den Liganden an dep ITiyptasegeneriert und welche Hemmeigenschaften mit Hilfe dieses
Modells vorhergesagt wurderbaran anknipfend wird die Ueitsuchung der Liganden in En-
zymAssays dargestellt, sodass ein Vergleich der tatsachlichen Hemmwirkung der beiden Ligan-
den an def3 ITiyptase mit den virtuelforgenommenertntersuchungen ermdéglicht wirduf

der Grundlage dises Vergleichs wird die Ausdifferenzierung der virtuellen Simulationen gezeigt,
die das unterschiedliche Hemmverhalten der beiden regioisomeren Liganden erklart.

In diesem Unterkapitekird zunactst das Vorkommen dgi-Tryptasen im menschlichen Kérper
beschrieben und erklart, warum die Hemmung korpereigeBdiryptasen sinnvoll sein kann.

Der Aufbau der humanef ITiyptase soll erlautert werden, indem eine Charakterisierung der
Tryptase und ihreiBordnung in die Gruppe dérypsinahnlichen Proteasen erfolgt. Daran an-
schlieBend wird der spezifische Aufbau des Enzyms beschrieben und in diesem Zusammenhang
auf die fur diese Gruppe von Proteasen besondere, hohe Substratspezifitét eingegangen.

Tryptasen kommen unter anderem in Mastzellen, den Zellen der kérpereigenen Immunabwehr
vor und werden hier unter der Bezeichnung Mastzelltryptasen zusammengefasst. In den Mast-
zellen sind die Tryptasen $ekretorischen Granula gespeichatis denen sigbei Aktivierung

der Mastzellenin die extrazellulare Matrix sezerniert werddn.einigen sekretorischen Mast-
zellgranula befindet sich unter anderem Heparin, welches ebenfalls ausgeschuttet wird. Die
gleichzeitige Ausschuttunder B-Tryptasen und des Heparins in das gleiche Kompartiment be-
wirkt eine Aktivierung der Tryptase und ihren Ubergang in Heparin-stabilisiertetetramere

Form. Die aktive Tryptase kann nun ihrerseits verschiedene extrazelluldse&e (z. B. vaso-
aktive Peptide, Fibronektin oder Kinetogen) schneiden, was die Beeinflussung verschiedener Sig-
nalkaskaden zur Folge hd@ies fuhrt schlie3lich zuktivierungweiterer Mastzellen, wodurch

es zur weiteren Ausschuttung von Tryptase uegtin in die extrazellulare Matrix kommt. Dies

hat eine Signalamplifikation zur Folge.

Durch diese spezifischen Wechselwirkungen innerhalb der Mastzellphysiologie sind die Trypta-
sen mit verschiedenen Krankheitsbildern assoziiert. Im Folgenden sollerea@ruppe der
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Tryptasen nur dig-Tryptasen genauer betrachtet werdefd-Tryptasen kommen besonders
haufig in Mastzellen des Epithels des respiratorischen Traktes vor und sind stakkthmta
bronchialeverbunden. Durch eine Mutation i+ Tryptasegen komtres zur Uberexpression der
B-Tryptasen. Mogliche Folgen einer Uberexpression efi@ryptase sollen an dieser Stelle
durch ein konkretes Beispiel veranschaulicht werden: Protehsigierte Rezeptoren (PARS),
eine Gruppe von vier-Brotein gekoppeltefiRezeptoren werden durch Serinproteasen prozes-
siert.Der PAR ist unter den PARs dominant mespiratorischerSystem?? seine Prozessierung
erfolgt durch dieB-Tryptase. Diese erzeugt durch expgidisches Spleilen desTérminus ei-

nen fur den Rezeptor aktivierenden Liganden, der dann fest am zweiten extrazellularen Loop
des Rezeptors bindé®>* PARs werden im Epel und den glatten Muskelzellen der Luftréhre
und dem Bronchialsystem, sowie in den glatten Muskelzellen der Blutgefal3e exprimiert. Eine
Uberaktivierung der PAR fiihrt zu einer erhohten Collageand Schleimbildung. Die daraus
resultierenden entziindllten Reaktionen des Bronchialsystems verursachen eine Uberempfind-
lichkeit der Atemwege, welche letztlich zu Atemnot, krampfhaftem Husten und Lungentédemen
fuhrt.

Neben Asthma bronchiale sind die Tryptasen mit chronischen Darmerkrankungen, Zoliakie (ei-
ner Gluenunvertraglichkei}, systemischer Mastozytose, verschiedenen Lebensmittelallergien
und Entzindungsreaktionen assoziiert, was sie zu interessanten Zielen der Inhibitorforschung
macht.

Um den Angriffsort der potentiellen Inhibitoren besser zu verstehelhjred-olgenden der Auf-
b au vundB-Tryptasen, explizit der humanghTiyptase, veranschaulicht werden.

Die Gruppe humaner Tryptasen in Mastzellen, welche ein Molekulargewicht von ungefahr 134
kDa besitzen, lasst sich in zwei kleinere Gruppen unterteiler-died dief-Tryptasen, welche

eine zu ca. 90 % identische Sequenz aufweisen. Innerhalb der Grapfelrd/ptasen lassen
sichweiterhil3-, -A h d -TFlylplt as en k| arsmasdn ureergiedemichamDi e «
u n d -Trgptasenl®->" a- und B-Tryptasen besitzen einen untereinander dhnlichen tetrameren
Aufbau ihrer Quartarstruktur, wodurch sie sich deaftlvon den anderen Proteasen der SO1 Fa-
milie, den trypsirdhnlichen Proteasen, abhebedd.ur ch i hren tetr aommdr en Au
B-Tryptasen eine zentrale Pore. Die aktiven Zentren der Monomere des Tetramers 0ffnen sich
ins Innere der Pore und spezifien die Enzyme in ihren biologischen Funktionen. Dadurch zei-
gen die zu den Serinproteasen gehérenden Tryptasen eine hohe Substratspezifitat und eine
hohe Resistenz gegen die meisten der biologischen Inhibitoren der Serinprotéf8en.

An dieser Stell e wird delryptapedargestellt, dadiésbdasiZied er h
protein ist, welches in dser Arbeit ndher untersucht wurde.
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6.1.3.  Struktureller Aufbau der humanéniTilyptase

Die humanef Tiyptase ist in ihrer aktiven Form eine ringférmige, homotetramere Serinpro-
tease, deren Anordnung eine besonder222Pseudosymmetrie zeigfsiehe Abbildung17).

Durch diese Geometrie bildet das Enzgime ovale Pore mit einem Durchmesser von etwa 30 X
50 A ausIm Inneren dieser Pore hieflen sich die vier aktiven Zentren. Jedes von ihnen weist
eine katalytische Triade, bestehend aus Serin, Histidin und Asparaginsaure (Ser 195, His 57, Asp
102, ChymotrypsiNummerierung)auf, welche charakteristisch fur die Enzymfamilie SO1 ist.
Obgleichdie humanenB-Tryptasen die typische katalytische Triade besitzen, stellen sie durch
ihre hohe Substratspezifitdt eine Ausnahme innerhalb der Familie SO1 dar. Diese hohe Sub-
stratspezifitat ergibt sicdurch die ringférmige Geometrimit den im Inneren liegnden aktiven
Zentren. So erhalten nur kleine oder flexible Peptide 2wteineZugang und kénnen umge-

setzt werden®!

1100 A?

D 500 Az @

Abbildung17 Aufbau dei3ll-Tryptase

Katalytisches Serin (Kalotten) Die Distanzen entsprechen der geradlinigen Entfer-
nung zwischen deaktiven Zentren. Die Interaktionsflachen der Monomere sind
schematisch als blaue Scheiben dargestellt.

Die pseudosymmetrische Geoine der3-Tryptasen entsteht dadurch, dass d@hplexbilden-

den Monomere nur quasiquivalent sindBasierend auf dem geometrischen Aufbau der Mono-
mere kommt Monomer A in Kontakt mit Monomer B und D und interagiert mit ihilear ver-
schieden groRe FlachéKontakt A/B ca. 5082; A/D ca. 110@2), fur Monomer C ergeben sich
identische Kontakte mit Monomer B und(8leheAbbildungl7). Durch die Einfllisse dieser Ag-
gregation bilden sich zwei Paare aus jeweils aquivalenten Monomeren A und C, sowie B und D,
aus denen sich wiederum zwei verschiedene Arten von Halften der Tryptase bilden lassen: A/B
und C/D bzw. A/D und B/C. Die obig erwahnte 32thmetrie wirdin der Kontakilache A/B

bzw. C/Ddurch die Ausrichtung von Tyr 75 gebrocheie, Kontaktflached/D ist hingegen sym-
metrischzu B/C5Y

Die Aggregation des tetnaeren Tryptasekomplexes wird, wédngangs beschriebemurch die
Anwesenheit von Heparin moglicht. Es wird jeweils eineeBarinvermittelte Assoziation
zweier Monomere (A/B und C/D) induziert. Erst die so gebildeten Homodimere ermdglichen die
Bildung de katalytisch aktiven, homotetrameren Komplexes. Die Bindung eines mindestens 20
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Einheiten langerHeparinPolysaccharids ist somit essentiell fir die katalytséktivitat der
Tryptasen. Aufigind seiner negativen Ladung assoziiert Heparin in einer didgtes die Au-
Renflachen der zwei Untereinheiten verlaufenden Linie aus positiv geladen Aminosauren (Lysin
und Arginin), wodurch es die Interaktion dieser Untereinheiten stabili§tért.

6.1.4. Sonderstellungr S NI ryptasennerhalbder SO2Familie

Wi e bereits er wéahwn dTgjfasen dunck inre loheShbstratspezifitét im
Vergleich zu anderen Vertretern der S8dmilie ausDie Substratspezifitat begrindet sich vor-
nehmlich durch die tetramere Struktur, welche die anderen Mitglieder der SO1 Familie nicht
besitzen Vergleicht man den tertiaren Aufbau der einzelnen Monomereinheiten der humanen

B FTiyptase mit denen anderer Vertreter der SO1 Familie, zeigt sich die strukturelle Ahnlichkeit
(sieheAbbildungl8). Das aktive Zentrum wird, wie fur diese Familie typisch, von zwei mal sechs
B-Faltblattern umgeben. Deutliche Unterschiede im strukturellen Aufbau sind jedoch in der Aus-
bildung der peripheren Loops zu findamglchedie Aggregation des Tetramers vermittefH.

Position peripherer
Loops unterschiedlich

Familidre Ahnlichkeit &
2 x 6 Faltblitter umgeben Ry
aktives Serin 195 ‘.
.} Y
, /

/{., = N
>

/

M Trypsin
Bll-Trypase

RN

Abbildung18 Strukturelle Ahnlichkeit innerhalb der SO1 Familie

Die Monomereinheiten depll-Tryptase weisen die fur die SO1 Familie typischen
Faltblattstrukturen auf, strukturelle Besonderheiten liegen in den peripheren
Loops, welche der Aggregation der Monomere dienen.

Di e hohe Sub s t-umadTsyptasenirfshesoddere derirr dieser Arbeit naher be-

t r a c ht-érypwage, madhén diese zu einem interessanten Ziel der Inhibitorforschung. Um
ein Auslésen von Signalkaskaden durch die Prozessierung der tblichen Substrate wie z. B. vaso-
aktive Peptide Fibronektinoder Kinetogerwie oben beschrieben zu verhindern undnda
Krankheiten vorzubeugen, wurden in unserer Arbeitsgruppe Inhibitoren entwickelt und Bin-
dungs st udi-eryptase durcdgefiihrt. ®&sVorgehen hierbei wird im folgenden Unter-
kapitel genau dargestellt.
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6.2. Computergestiitzte Entwicklung supramolekuléref K A 6 A (i 2 NByptasé NNJ RA S

In unserer Arbeitsgruppe beschéaftigen wir uns seit geraumer Zeit mit der Entwicklung supramo-
| ekul ar er | n h-Trypiade,andemnwir Yetsuchedie Rore @ek Tetramers zu blo-
ckieren und somit das Feld der biatd bekannten Inhibitoren zu erweiteriese umfassen
neben HeparirAntagonistenoft polykationische Verbindungen, welclkieirch das Binden von

He p ar i rlrymtasearev@rsibledenaturieren konner£364 auchbivalente Inhibitoreff>¢°l

und cysteinhaltige Miniproteir®! sind bekannt, die durch das Binden an die aktiven Zentren
reversible kompetitive Inhibitoredarstellen

Unser Ansatz fokussiertdch aufreversible nichikompetitive Inhibitoren, welcherstmals in

einer Veroffentlichung voiwvich 2010 beschrieben wurdeft! Diese Inhibitoren bestehen aus
einemdendritischenLysinGrundgertst mit vier peptidischen Armen (sighkigbildungl9links),

welche tberihe kati oni schen Aminosauren an de+ negat
Tryptase reversibel und nictkbmpetitiv im nanomolaren Bereich inhibieren.
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Abbildung19 Bindungsmodell vierarmiger Liganden

Links: StrukturelleAufbau der vierarmigen Liganden mit dendritischem Lysin
scaffold. Rechts: Modellhaftes Beispiel der Bindungsgeométrie.

Das bisher diskutierte Bindungsmaotiierarmiger Inhibitorersah ein Binden des Liganden an
der negativ polarisierten Oberflache am Eingang der zentralen Porésiebre Abbildung19
recht9.*2 Das Moddl konnte die @ vierarmigen, peptidischen Liganden beobachteten
Hemmeigenschafteriber den sterischen Anspruch der Inhibitoren und den Verschluss eines
Eingangs der Pogut begriinden. Jedoch bot es keine Erkld@réiir die Aktivitat zweier isomer
dreiarmiger Ligandem n  d €lnyptaBelDlese dreiarmigernhibitoren (siehe Abbildung20)
bestehen aus einem aromatischen Trialdel@dindgeris, welches mit drei identischen, pep-
tidischen Armen mit der Sequenz GlysTrpLys (GKWK) Uber ein Hydrazon verknupft ist. Je
nach Variante tragt das proximal bzw. distal liegende Lysin eineE@®@GEit. Messungen von
Jiangim Rahmen von Enzyminhibierurg§ssays zeigten, dass dieser marginale Unterschied in
der Position des GCPs eine um 80% reduzierte Aktivitat des Inhibitors mit proximale®6GCP (
K = 114 nM) gegeniuber dem Inhibitor mit distalem GBPK =22,5nM) bewirkt. Um dieses
Phanomen zu erklarg sollte ein Bindungsmodell fir die dreiarmigen Liganden entwickelt wer-
den.
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R' = Me fir vereinfachte Liganden wéhrend des sukzessiven Dockings
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Das konzeptionelle Modell von Bindungsgeometinel Lage der vierarmigen Inhibitoren fokus-
sierte vor allem Schlisselinteraktionen mit Carboxylaten, die um den Eingang der zentralen Pore
d e r -Tr@pptade angeordnet sind. Die Inhibitoren gingen nach diesem Modell 14 Wasserstoff-
bridcken zu AniliTrymasedein rwebei sichaler Ligiand Uber den Eingang der Pore
legte, diesen versperrte und damit einen Substratumsatz unmdaglich méétbée analoge An-
wendung dieses Modells auf die dreiarmigen Liganzkigtekeinen Unterschied zwischen den
Liganden&2und 96), salass das ModeWeiterentwickeltwerden musste.

Heidergelang es 2012 durch virtuelle Oberflachenscreene ner hal b d-Byptaseor e
neue Bindungsstellen fir Fragmerter urspriinglichen, vierarmigelngandereu identifizieren.

Die Adaption des vowich2009 erstellten Modells an die neueedingungen wurde durch die
Einbindung der vomdeideridentifizierten Bindungsstellen realisiert. Durch das auf die neuen
Bindungsstellen fokussierte Docken der auf die einzelnen Arme reduzierten Modellliganden der
innerhalb der Pore liegenden Proteinobéxdhe mit speziellen Dockingtechniken (siekizbil-
dung22) konnte ein Modell erstellt werden, welches eine Erklarung dieses nicht vorhergesehe-
nen Hemmverhaltens méglich machte.
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Abbildung22 Implementierung der Bindungsmotive ctaHeider

Die Positionierung der drei Maps erfolgt so, dass alle Bindungsmaoglichkeiten Be-
ricksichtigung finden. (Farbige Rechtecke: Position der Maps; Kreise, rot: Bin-
dungsstelle nahe AZ, grin: Bindungsstelle im Interfacebereich)

Da zur Entwicklung des men Modells der gesamte innere Bereich der zentralen Pore mit Do-
ckingtechniken untersucht werden sollte und die Liganden aufgrund ihrer Grol3e 784. 2
g/mol) und hohen Flexibilitatl 4 zu berlcksichtigende Torsionen) aufwendig zu berechnen
sind, war es itht mdglich die Liganden in Gé&nze zu simulieren. Durch sukzessives Docken ein-
zelner Arme der Liganden im Inneren der Pore, wurde, wie im Folgenden beschrieben, die innen
liegende Proteinoberflache auf moégliche Bindungsstellen untersudietrzu wurden jeveils

zwei der drei Arme der Liganden durch Methylgruppen ausgetau@tht. = ieHdAbpildisg

20, S47) Das Trihydrazofrundgerist wurde in den ersten virtuellen Studien mittig in der Pore
liegend definiert, so dass sich der Arm an der Innenseite der Pore, ohne weitere Einschrankun-
gen, frei bewegen konnte (sie#dbbildung2l). Die Positioniamg der drei erforderlichen Maps
erfolgte so, dass zum einen die veeiderbeschriebenen Bindungsstellen inmerender Pore

Scannen Kombinieren

Abtasten der inneren Kombinierbare Varianten Modellligand an
Enzymoberflache Enzymoberflache

Abbildung21 Schematische Darstellungsl sukzessiven Dockens

Nach dem Abtasten der inneren Enzymoberflache mit dem reduzierten, einarmi-
gen Modell werden kombinierbare Varianten zu dem Modellligangembunden

48



B-Tryptase- Evolution eines Bindungsmodells

abgedeckt wurden und zum anderen deutliche Uberlappungen der einzelnen Maps untereinan-
der entstanden. Hierdurch sollte gewéhrl@siwerden, dass die Modellliganden auch an den
Schnittpunkten der drei Dockingbereiche mdgliche Bindungsstellen fikdentenund durch

die Grenza der einzelnen Maparicht beschrankt werdenlede der drei genutzten Maps durch-
drang hierbei die Pord e rTryfitase vollstéandig. Die einzige positionsbezogene Einschrankung
innerhalb der Maps wurde Uber die Funktiercluded volumesingefiigt, wodurch die aktiven
Zentren der Protease flr das Docking gesperrt wurden. Hierdurch lief3 sich di&anahetitive
Hemmkinetik bertcksichtigerDer zentrale Phenylring der Modleganden wurde wéhrend der
Dockinglaufe durch die in der Glide Software implementi€rteeFunktion mittig in der Pore
positioniert gehalten.

Durch diese Technik konnten verschiedene, energegscistige Konformationen der einzelnen

Arme gefunden werden. Um in dieser Gruppe kombinierbare Varianten zu identifizieren, wur-
den die Ergebnisse des Screenings der verschiedenen Arme gegen die innere Enzymoberflache
nach steigendenbockingscorgsowie dergenutzten Maps sortiert. Die glinstigsten Konforma-
tionen der einzelnemockinglaufavurden so ausgewahlt, dass bei gleichbleibenden Interaktio-

nen zwischen Variante und Enzymoberflache keine raumliche Konkurrenz unter den funktionel-
len Gruppen entsteht. Dieexiblen Bereiche der Varianten, welche nicht mit der Enzymoberfla-

che interagieren, wurden wahrend des Auswahlprozesses bezulglich ihrer Positionierung igno-
riert, da sie durch die folgende Kombination in ihrer Lage verandert werden.

Tabelle6 gibt eine Ubersicht der endgiiltig in das Modell eingehenden Konformationen mit ihren
simulierten Eigenschaften. Gezeigt wird der jeweils héchste erelokingscore der einzelnen
Arme in den unterschiedlichen Maps in kcal/mol fiir jeden der beiden Liganden. Die Werte der
unterschiedlichen Maps fiir einen Liganden wurden anschlieRend gemittelt.

Aus der Differenz der jeweiligen Differenzenergien der Kompége ) der Ligandei®2

und96mi t  dTeyptas@ undl der jeweiligen Differenzenergie der ungebundenen Liganden

(YO )errechnet sich der Unterschied der Bindungsenergé® ( )dee Li ganden an d
Tryptase.Die an dieser 8tle verrechneten Energien entstammen Konformationssuchen und
wurden im OPLS_2005 Kraftfeld unter Verwendung des-GBSA Losungsmittelmodells fir

Wasser berechnet.

o

YO 0 0 o& Qi € a
YO 0 0 X @& Qi £ a
YO YO YO =46.67 kJ/mol

EinVergleich der gemittelten Dockingscores der beiden Liganden und der Bindungsdrgergie
der ModellsystemgLigand32 oder96g e b u n d e n -Teyptase) erlaubt@ihel grofuanti-
tative Einschatzung der Bindungsstarke der Liganden untereinander. 18g#&mditzt demnach
einen um 1 besseren gemittelten Dockingscore, jedoch eine um etwa 50 KdanaP kcal/mol)
ungiinstigere BidungsenergieXO ), welche sich in diesem Fall durch die Differenz der Ener-
giedifferenzen in gebundenem und ungebundenem Zustand emibse Werte erlauben noch
keine klare Erklarung fur disnterschiedlichénhibitorische Wirkung der Liganden.

49



B-Tryptase- Evolution eines Bindungsmodells

Komplex mif3ll-Tryptase UngebunderikJ/mol]

Score Score Absolute Energie | Absolute Energie

Map racmont Miel | ENET9ie OPLY differenz | Energie differ(ganz

[kcaz;?/m‘ca)l] [kcal/riol] © ) |¢0 )| OPLS Yo )

[kJ/mol] [kJ/mol] O )

AB -8.76

Ligand82 BC -7.71 -7.96 -53717.24 -33.22 -4247.49| -79.89
D -7.42
AB -9.41

Ligand96 | BC -6.25 -6.99 -53683.92 0 -4167.6 0

D -5.32

Um das Modell des Bindungsmotivs zu komplettier@ussten im nachfolgenden Schritt die
Ergebnisse der initialen Simulationen der Modellliganden kombiniert werden. Hierzu wurden
die in der Tabelle dargestellten Fragmente genutzt, indem die jeweiligen Grundgertste durch
SculptingTechnik vorsichtig Gbereémder gezogen und dann tGber den zentralen Phenylring ver-
schmolzen wurdenHierbei wurde darauf geachtet, dass sich die Interaktionspunkte zwischen
den Armen und der Proteinoberflache nicht veranddder schematische Ablauf dieser Vorge-
hensweise ist iMbbildung21 dargestellt.

Die Kombination der drei stabilsten Konformationen (siglabelle6) ergab nach Minimerung
der dreiarmigen Ligandettie finalen Modellkonformationen, welche zur Uberprifung ihrer Sta-
bilitat einer Konformationsanalyse unterzogen wurden. Durch diesen Schrittendie Gefahr
reduziert, dass die gefundenen Modellkonformationen sehr weit \gdabalenMinimum der
Liganden im Inneren der Protease liegeévére dies der Falivirden wahrend der Konforma
tionsanalyse signifikante Veranderungen der gefundenen Poseetrrit Dies war, wie im
Folgenderbeschrieben wird, im Fall désganderB2 aufgetreten, wodurch die nach Kombina-
tion der Modellsysteme gefundene Pose weiter optimiert wurde.

50



B-Tryptase- Evolution eines Bindungsmodells
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Abbildung23 Anderung der Konformation des Lighem 82 beim Zusammenfiigen

rings (schwarzer Kreis), wodurch sich zusatzliche, intramolekulare, stabilisierende
Wechsel wirkungenausbilden.

Ein Tryptophanrest des Liganden bewegt sich in Richtung des zentralen Phenyl-
Die lllustrationer(sieheAbbildung23linksund Abbildung26links) zeigen diedrei ausgewahlten

Konformationen der einzelnen Arnaes Ligande®2 an den verschiedenen Bereichen der En-
zymoberflacheAufder rechtenSeite derAbbildungn sind die zusammengesetzten und an der

Enzymoberflache optimierten Konformationen deiganden dargestellt. Gut zu erkennen ist
hier, dass die Position der Interaktionspunkte wéahrend des Zusammensetzens kaum verandert
wird, wohl jedoch die Koordinaten der flexiblen zentralen Bereiche der Strukturen. Diese zent-
ralen Bereiche der finalen Strukem bilden keine direkte Interaktion mit der Enzymoberflache
aus, sondern befinden sich nur im Kontakt mit dem Losungsmittel (hier: impliziteSBSA
Losungsmittelmodifir Wasser)Bei derVerbindungd2 findet beziglictdes Tryptophanrestes
desArms aus MapAB, welcher sich zum zentralen aromatischen Ring redigt, nennenswerte
Konformationséanderung statt.

%
R” NH
N
= 2Cl
g n
NH @ N<
R N
N % 7 H 0
NH
. 94 s
SRR
H
HN. .
[N o
\O\
HN \‘H
‘NGCP*
o)
NH,
N J
Y

Durch -stacking und zwei intramolekulare Wasserstoffbriicken (rote Linien) sta-
maten.

Abbildung24 Intramolekulare Stabilisierung v@® in gebundenem Zustand
bilisiert sich die Konformation eines der Arme des Liganden um den zentralen Aro-
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In Abbildung24 sind die intermolekularen Wechselwirkungen dieses Arms innerhalb des Mole-
kils 82 nach der Konformationsanderung durch das Zusammenfiigen im Gesamtmodell sche-
matisch dargestelltDurch die Rickfaltung des Armes ergibt sich &tabilisierung der Konfor-
mat i o n -sthekingcdls Tryptophans mit dem zentralen Aromaterd es bilden sich zwei
intramolekulare Wasserstoffbriicken zu anderen Bereichen des Arms aus.

Asp 60B C
Asp 147 D sa
o RT Asprars op,,e%c\ )
0 ol —Fag A £ " Glu217B
9@, ./ - ~ g u
20 &\ 9° Asp 143 B Vg o> g £ rin
%“V‘\ | e 5 @

'dl o o® &S
‘zn 1. GIn 192D é@ “ g % cyss8C
His 57D ,—% 3 oo -c 00

e, o pr ‘ ,
) U&u W ﬂ‘zb et/f

“ e o0 o0 & ‘tan192c
@ange, b e o 4 )
[ ] /‘ )
o9 ° /8 /
= /‘/\\o =] i

Glu217A > 9, Asp 147 C

S. /
. Asp 60B D

Abbildung?25 Interaktionen zwischehigandB2u nd A mi no s dlyptasen der

In dieser Pose bildet der Ligand 16 Wasserstoffbriicken zu oberflachennahen Ami-
nosauren der Protease aus, wobei sich die Konformation der Arme Uber 5 intramo-
|l ekul ar e Wass er s tteNethbelwiikankstahilisientn d ei ne Tt

Diese gestreckt wirkende Pose des Ligarsédd ur c hs pannt d-Trngptad€ diagdo-t &t d e
nal, wobei zwei der drei undekorierten Lysinreste des Liganden zwischen Sauregruppen
(Glu217A/B und AsBOBC/D) an den Schnittstellen der MonomerArD bzw. B/C komplexie-

ren. Weitere Interaktionen ergeben sich durch intermolekulare Wasserstoffbriicken zu den Ami-
nosauren Asi43B, Aspl47B, Cys 58 C, Asp 147 C, GIn 192 C, His 57 D, Asp 147 D und GIn
192D. (SieheAbbildung25) Die gefundene Pose des Liganden bildet damit in Ganze 16 inter

und 5 intramol ekul ar e Wa stdVechselwidkidndg bus. iDiekeenn s o
Bindungsmodelfolgend ergibt sich eine Lage des Liganden, die das Innere der zentralen Pore

bl ocki ert u-frgptase aichkompetitiv emrfien $ollte.
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Abbildung26 Anderung der Konformation des Ligand@beim Zusammenfiigen

Die Koordinaten der Arme in Bezug auf ihre funktionellen Gruppen &ndern sich nur
marginal, die flexiblen und nicht oberflachengebundenen Bereiche des Liganden
variieren ihre Position um weitere stabilisierende intramolekulare Wasserstoff-

Im Falle des Ligand&® blieben die Konformationen dezinzelnen Arme wahrend des gam-
mensetzens zu der vollstandigen Struktur weitgehend glé&ieheAbbildung26)

Lediglich die Koordinan der flexiblen, zum zentralesromatischen Ring fuhrenden Struktur-
merkmale variierterwdhrend der Konformationsanalyse und zeigten danach zwei intramoleku-
lare Wasserstoffbriicken, welche die beim Docking der Einzelarme entstandene Konformation
stabilisieren (siehébbildung27).

Q 20r
M 0
R™"NH
_N O,H\N HN—Lys(GCP)-Trp-Lys-NH ,
| (0]
o) HN
Na _N
. H
2Cl /H,o\ N ~ Y
H,N-Lys-Trp-Lys(GCP)—N NH N

o)
Abbildung27 Intramolekulare Stabilisierung v@®6in gebundenem Zustand

Zwei intramolekulare Wasserstoffbriicken (rote Linien) stabilesietie wahrend des initi-
alen Dockings gefundengfonformatioren der Arme des Ligandedt.

Der Ligan®6 zeigt im Modell an der Enzymoberflache hauptséachlich Wechselwirkungen zu den
sauren Aminosauremnerhalb der Porel e il-Tr§ptase. Wie im obigen Fall bindet der Ligand

mit einem seiner LysiReste zwischen den Monomeren B und C an den S&auren Asp 60B C, sowie
Glu 217 B (siehabbildung28). Zwei der drei GCPRinheiten komplexieren jeweils Glu 149 der
Monomere B und D, in der fur die GGIRuppe bekannten Weise als Oxoanionenbinder.

Weitere Interaktionen zwischen dem Liganden und der Enzymoberflache ergeben sich durch di
Ausbildung von Wasserstoffbriicken zu den Aminosauren Glu 149 D, GIn 192 C, Met 39 C, His 40
C, Asfd47 C, Asp 147 A, Asp 143 A, Arg 150 B. In dem gebildeterl Modéen Ligande®6

ergeben sich 6 intraund 17 intermolekulare Wasserstoffbriicken. Autibser Ligand bindet
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nicht direkt an den aktiven Zentren, er hindert jedoch den Zugang eines méglichen Substrates,
wodur ch auch diTesasanichtkongetitivdhemmnenesollt@.

Sowohl fur Ligan82 als auch flr Ligan@6 wird auf der Basis dser virtuellen Untersuchungen
postulie dass si e FiTryptabeelieger?jedoah nichtean deifen aktive Zentren bin-
d e n, -bryptase Bldo beide niclkbompetitiv hemmen. Diese postulierten Hemmtypen wur-
den durchEnzymAssays bestatigt. Ifolgenden Unterkapitel sollen die Vorgehensweisen bei
den Messungen und die Resultate der Messungen néher erlautert werden.

Wie die beiden Verbindunges? und 96 auf Grund der oben dargestellten Wechselwirkungen
in ihren gefundenen Posen im Inneren dRore  d eTrypt@isebindenund wie sich dies letzt-
endlich auf ihre Aktivitat als Hemmstoff auswirkt, wiincKapitel6.5noch beschrieben werden

Glu217B
\  Asp60BC

Y

7~ Glu149D
GIn192 C S’

. .( Met 39 C
% His 40 C

Asp 143A ’
\ Q
T - $o ,
/ o) \
Asp 147 C !

/ 7

Asp 147 A \
Abbildung28 Interaktionen zwischen Modellligar@b und oberflichennahen Aminoséuren

Insgesamt interagiert der Ligand tUber 17 intermolekulare Wasserstoffbriicken mit der En-
zymoberflache, die Konformation dieser Pose wird zzlgzt Uber weitere 6 intramoleku-
lare Wasserstoffbriicken stabilisiert.
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Die beiden Verbindunge®2 und 96 wurden in dynamischen Bibliotheken hergestellt und in ei-
nem Screening dieser nach der Dynamischen Dekonvolutions Strategie als Hemmstoffe fir die
B ITiyptase identifizier® Zur genauen Testung der Hemmwirkung beiderbindungen wur-

den diese isoliert synthetisiert und in Enzafasays untersucht. Hierzu wurddurchJiangne-

ben DixorPlots auch Fluoreszemwssays mit dem selbsjuenchenden Substrat Tdgly-Pro-

I m | et zt-gregptase astpeptidisches s ay S

ArgAMC durchgef dhrt .

100 4—o—
X 80
é 60—. X
®
S 40 \
> -
N °
g 207 e,
0 T T T
0.001 0.01 0.1
¢ 82 [uM]
Substrat wodur ch

100 ,
80
60 -
40 -

20 A

Enzymaktivitat [%]

0.01 0.1

¢ 96 [UM]

Fluorophor

AME360NMA Mi n 0 me

Aemmax=448nm) freigesetzt wirdDie zeitabhdngige Steigung der Intensitat der Emissionsbande
bei Anwesenheit unterschiedlicher Inhibitorkonzentratiorveind als indirektes Mal3 fur die Um-
satzgeschwindigkeit vergleichend genutzt. Hierbei wurden fiir die getesteten InhibBanamd

96 K-Werte im unteren nanomolaren Bereich gefund@2:(K=22.5 nM;96: K= 114 nM / 29.9

UM). Wie bereits erwahnt, zeigten die e regioisomeren Inhibitoren signifikant unterschied-
liche Hemmkinetiken. Wahrend Liga®@ eine klassische einphasige Hemmkinetik vorwies,
konnte bei Ligan@6 eine zweiphasige Kinetik nachgewiesen werden. Diese zweiphasige Kinetik
kennzeichnet zwei Fornmeder Bindungen fur Ligarb: eine mit einer hohen Bindungsstarke

(K = 114 nM) und eine mit geringaffinitat (K = 29.9 uM) (sieh@bbildung29rechts). Entspre-
chend ist Verbindun@6 (K = 114 nM fir die stéarker bindende Form) fidfath weniger aktiv als

Verbindung82 (K =22.5 riv).[68
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Abbildung30 DixonPlot des Argininanalams zu82x.y (rechtsdargestellt)

Die reziproken Umsatzgeschwindigkeiten sind bei unterschiedlichen Substratkon-
zentrationen (25, 50, 75, 100, 150, 200 uM) gegen die Inhibitorkonzentration auf-
getragen. Die Fehlerbanken représentieren die Abweichungen der Dreifachmes-
sungeni®sl

Der Nachweis depostulierten Hemmtyps wurde mit Hilfe des Argininanaingvon 82, 82a

uber einen DixofPlot® gefiihrt und auf alle Inhibitoren dieser Gruppe bezogekerbei wird

die reziproke Substratumsatzgeschwindigkeit (
und bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen verglichen (sidbbildung 30). Der
Schnittpunkt der sich ergebenen Ausgleichsgeraden liefent K-Wert und einenHinweis auf

den Hemmtypis. Liegt der Schnittpunkt, wiin diesem Fall, auf derAchse kann daraus ge-

schlossen werden, dass der konstaKt&Vert nicht durch die Erhéhung d8ubstratkonzentra-

tion beeinflusst wird. Die Inhibitoren konkurrieren also nicht mit dem Substrat um die aktiven
Zentren somitkann von eiem nichtkompetitiven Hemmtypususgegangen werdef?: "l

6.4. Vergleich der virtuellen Studien mit den experimentellen Daten

An dieser Stellevird zusamnenfassend ein Vergleidwischerpostuliertenund experimentell
ermittelten Hemmeigenschaften gezogen.

Sowohlvirtuelle Berechnungen, als auch Messungen durch Ep&gaays der beiden Liganden
82und96a n d -d@nyptaBelelgaben, daseidelLiganden die @tease nichtkompetitiv hem-
men.

Die hohe strukturelle Ahnlichkeit der Liganden und der nur marginal bessere, gemittelte Score

von Verbindung2 gegeniber Verbindung6 (Faktor 1.1, vglTabelle6) sowie deren &hnliche

grob quantitative Bindungsenergieder Simulation lie€neine &hnliche Hemmwirkung der bei-

den Liganden vermuten. Die Messungen lieferten jedoch ein unerwartetes Ergebnis: Die beiden
isomeren Liganden zeigten eine sehr unterschiedliche Aktivitat, fur Liameurde im Assay

eine um Faktor 5 h6here Hemmung als bei Inhib@6rermittelt. Hierdurchlag der Verdacht

nahe dass nicht die r ei nTeyptdsé flidenen untérdchiedliereffil i gan d
ziente Inhibierung verantwortlich sein kann.
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Um die Diskrepanz zwischen den ermittelten Messergebnissen und der durch die Simulationen
erwarteten Hemmwirkungaufzuklaren, wurde die Lage der Liganden am Bindungsmotiv ge-

nauer analysiert. Hierzu wurde der Raumanspruch der Liganden in ihren simulierten Konforma-
tionen an der Enzymob#&che, unter Zuhilfenahme debdungsmittelzugénglichen Oberfla-

chen der Bindungspter (SASA, engiolvent accessible surface ajeeerglichen. Ausgehend

von der Annahme, dass ein potent i ellyptasesge-Substr
spalten wird, wenn es in das Innere der Pore und somit an die aktiven Zentren gelangen kan
musste der Ligand, welcher den hdheren Raumanspruch innerhalb der Pore besitzt, die Enzym-
aktivitat starker herabregulieren.

Fur diesen Vergleich wurden die SASA der Liganden sowie des Enzyms im gebundenen Zustand
mit einem Lésungsmittelradius von 1.4f8r Wasser) erstellt. Hierdurch konnte gezeigt werden,
dass Inhibitor82 in der obig diskutierten, die Pore durchspannenden Konformatsmtbige
weitaus mehr ausfillals Inhibitor96. Ligand32 versperrt die Pore nahezu vollstandig, wohin-
gegen die Verhbidung96 die Pore nur zu etwa einer Halfte ausfiillt (siekgbildung31 11l und

IV). Daherkann die Aussage getroffen werden, dass in dem vorliegemin-kompetitiven
Hemmtypus die Lage und Konformation des Inhibitors im Enzymkomplex einen hohen Einfluss
auf seine Hemmstarkieaben kénnte Durch diese Kombination von experimentellen Daten aus
EnzymAssays und Informationen lber Affinitdten und Bindgemsmetrien aus computerge-
stutzten Simulationen und Bindungsmodellen gelang es den signifikanten Unterschied der inhi-
bitorischen Aktivitat der regioisomeren Inhibitor&2 und 96f U r  dliymasepulerklaren.

Nach der hier ausgefiihrten Datenlage binddgmnach beide isomeren Verbindungen grob
quantitativ mit einer ahnlichen Affinitdt (Dockingscore und Bindungsenergie), nehmen jedoch
Konformationen mit unterschiedlichem Raumanspruch im Innereredatralen Pore der Pro-
tease ein.
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Abbildung31 Vergleich der Kaformationen der Modellligande(links82, rechts96)

Oben: ESRengl.electronic surface potentiptier Enzymoberfladhmit relevanten
Interaktionen Unten: Raumanspruch der Liganden und des Enzyms anhand der
Kontaktoberflachea zum L&sungsmittelefigl. solvent accessible surface area
SASA mitr = 1.4 A fir Wasser)

Sokann der Unterschied in der inhibitorisam&Virkungder Liganden tber die Méglichkeit des
Eintreters und Prozessiereneines potentiellen Sulbsates in den LigandEnzymKomplex er-
klart werden In diesem Zusammenhang konnte das Winhinitiierte und vonHeiderund Jiang
erstellte Bindungsmodell erfolgreich Gber computergestitzte Studien erweitert und die signifi-
kant unterschiedliche Hemmstéarke der Regioison&2end 96 begriindet werden.
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7. 14-3-3 ¢ Ligandendesign durch virtuelle Retrosynthese

14-3-3 Proteine sind Modulatoren zwischen verschiedensten Proteinen und EnzytnerRol-

len in physiologischen Zusammenhangen sind vielfaltig, wodurch Dysfunktionen d4-8¢h
Proteinengravierende Folgen haben konnen. Um die spezifischen InteraktionereipeOber-
flachenbereiche besser erforschen zu kdnnen, sollen maf3geschneiderte Molekiile genau diese
Bereiche binden und somit ProteRroteininteraktionan dieser speziellen Stellmterdriicken

oder stabilisierenDamitkdnnten in zukinftigen StudienadWechselwirkungen zwischen-B4

3 Proteinen und diversen Interaktionspartnagazieltuntersucht werden.

Nun wird zunachst der strukturelle Aufbau dieser Proteinfamilie beschrieben und die Unter-
schiede zwischen den humanen Isoformen herausgestellt. Dée\&e werden die physiolo-

gisch relevanten Bindungsstellen der dimerer3t3 Proteine fur anionische Peptide beschrie-

ben und die Entwicklung eines mafRgeschneiderten Liganden fur die Dimerisierungsflache, sowie
dessen Bindungseigenschaften ursgkometrie ahand seiner Kristallstruktur in gebundenem
Zustand diskutiert und auf Moglichkeiten der Weiterentwicklung des Liganden eingegangen.

7.1. Aufbau und Merkmale der 133 Proteine

14-3-3 Proteine kommen in verschiedenen Isoformen vor, déten kistallisiertenFormen aus
Saugetieren waren Zet&) (und Tau 1).7*7? Die Monomere diesemeist dimer vorliegenden
Proteine bestehen aus neun antiparallel angeordneten Helices, welche durch acht kurze Loops
verbunden sind. Der stark konservierte, zentrale Bereich der Monomereinheit bestelieaus
Helicesa3, a5, a7 unda9. Er bildet eine amphphathische Vertiefungwelche durch mehrere
positiv geladene Aminosauren daB unda5 Helices eine Bindungsstelle fir phosphorylierte,

Abbildung32 Monomeres 143-3 (

Links: Darstellunger neun Helices und der fur die Phosphatbindung relevanten

Aminosauren. Rechts: Seitenansicht, die Phosphatbindungsstelle liegt in einer Fur-

che in der Proteinoberflache.
aber auch natirliche negativ geladene Aminosauren bifd@gt! Die Oberflache der Vertiefung
ist ansorsten durch die weitestgehend unpolaren Helic&sunda9 ungeladen. Die Erkennung
phosphorylierter Bindungspartner im Falle ddsoformerfolgt direkt tiber die Aminoséuren Lys
49, Arg 56 und Arg 127! (Vgl.Abbildung32)
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Die biologische Steuerung der PPI erfolgt in Organismen hauptsachlich Gber folgende: Gré3en

1. DerGewebetypin dem die Interaktion stattfindet, globale raumliche Verteil g}
2. Die subzellulare Lokalisierung des Bindungsereignisses, lokale raumliche Véftéflung
3. Die zeitliche Abstimmung der Expression/Ausschiittung, zeitliche Vertétitfhg

Neben dieser biologischen Steuerung spielt die Hooder Heterodimerisierung der 133

eine wichtige Rolle. Serfolgt Gber Interaktionen der Helicesl undo2 des einerMonomers

mit denHelicesn3 undo4 des anderen Monomers. Die ersten drei Helices sind stark konserviert,
Helixo4 ist in den verschiedenen Isoformen unterschiedlich, wodurch anzunehmen ist, dass sie
eine Rolle bei der Steuerung der Bildung verschiedéteterodimere einninmt.®® Durchun-
terschiedlicheBindungseigenschaften daronomeren Isoformen gegeniiber anderen Partner-
proteinen ist anzunehmen, daksterodimerel4-3-3 Proteine an zwei unterschiedliche Enzyme
bzw. Proteine binden und diese fir ihre spezifische Kooperativitat in raumliche Nahe zueinander
bringen®5-27]

Das @erminale Ende der 18-3 Proteine ist isoformspezifisch und hat esedbstinhibierende

Wirkung auf die Homodimerisierung, so weist die Dimerisierung ve&3@ ei ne Bi ndun
konstante von 29 nM (WT) auf, wel chlermausch auf
gekurzt wird8-°0

Die Dimerisierung der 13-3 Proteine verlauft bei allen humanen Isoformen primar tber einen
konservierten Oberflachenbeich durch Ausbildung einer Salzbriicke zwischen Arg 19 und Glu

92, im Fasblferdebi { det sich die Sal zisofainc ke z wi
ist die einzigdhhumanel14-3-3 Variante, welche mit den anderen Isoformen eine zweite Salzbri-
ckenmr Stabilisierung des Di mer s DbiHsofamefirdieann, w

Bildung von Heterodimeren erklart.

Asp 20 GEDEY |
(e ¢ =2 o
Lys 85 eps |~ Zusétzliche
arg 1@l b L] s <
——i — Wasserstoffbriicke
Glu 89 Glu 89
Zugabe
von epsilon
4’,

Glu 89 r

Wasserstoffbriicken |_— | -@ag 18

stabilisieren Dimer | &= ‘ ’ C

Lys 85 Asp 21 Asp 20

4

Abbildung33Homo- und Heterodimerisierung voh4-3-3¢  u lffld ¢

Die humanen 148-3 Isoformen liegen in der Regel als Homodimere vor.
Im Falle von Gemischen einer der Isoformen mi343lte wer den auf grund
weiterenstabilisierenden Wasserstoffbriicke vornehmlich Heterodimere gebildet.
(Hier143-3¢ u#8¢l#éd4n schematischer Darstellung

Homo und Heterodimere bilden sich bei den meisten humanen Isoformen in einem-&E50

mi sch zweier | sofor meng(mifthAdsefiime feipearstackiDi ) €
zur Bildung von Heterodimeren, sie liegt in einem 583&nisch mit einer anderen humanen

Isoform zu Uber 95% als Heterodimer vDies begriindet sich durch die Ausbildung einer zu-
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satzlichen Wasserstofforkce zwi schen € und ei ner -dlonobd-r e n
mer nicht bilden kann(SieheAbbildung33) Die meisten bekannten Interaktionen zwisohl4

3-3 Proteinen und anderen Bindungspartnern finde Kombination mit einem der sich bilden-
den Dimere statt. In wenigen Fallen kénnen auch monomer vorliegenée31Rroteine Inter-
aktionenmit Partnerproteinen eingehertin Beispiel hierfur ist die Alkierung eines Kalium
Kanals durch monomeres 43 ¢, z ur | n t-Kinasekmhusses hingegdan difea Yor-
liegen®%:92

Die Verbindung der beiden Mona@reinheiten ist jedoch nicht in ihrer Konformation fixiert und
starr, vielmehr ermdglicht sie Uber die ihr innewohnende Flexibilitat dem dimeres+3Rro-

tein sich an die Gréf3e des jeweiligen Bindungspartners anzupassen. Die Bindung der Partner-
proteine effolgt zunachst Uber sogenannte Desolvatationsstellen (S1la/b und S2derglva-

tion patche$, welche in einem ersten Bindungsschritt unspezifisch mit dem Partnerprotein in-
teragieren. In einem zweitesich anschlieRenden bindungsspezifischen Prozessfidann In-
teraktionen zwischen den variabldroopsV1 und V2 des 13-3-Dimers und dem Bindungs-
partner statt!®! (SieheAbbildung34)

S1a S1b
V1
o 2
Konservierungsgrad

Abbildung34 Desolvatationsenergien und Konservierungsgrad humane-34somerésl
(Enthommen au¥ang Proc. Natl. Acad. Sci. U. S(2006), modifizient

Die berechneten Desolvatationsenergien der sieben humanen Isofasiméfiar-

big auf der Proteinoberflache dargestellt (hohe Energiegeringe blau)Rechts
unten: Konservierungsgrad der Aminosaurensequenz in Griinabstufungen (grin
100% nach weil3Des Weiteren dargestellt sind in Grau die flexiblen Loops V1
(zwischeno3 unda 4 ) u mmischan@ und a9), sowie deren benachbarten
Desolvdationsstellen S1 (S1a und Siiod S2 in Rot.

Diese komplexe Steuerung und Anpassung ermoglicht es dieser Proteinfamilie in zahlreichen
Stoffwechselprozessen eine zentrale und spezifisch regulierende Rolle einzunehmen.
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Ein sehr irtressantes Obedthenmerkmaist die zentral im 143-3-Dimer liegende Pore, da die
Funktion bislang unbekannt ist und sie inmitten der potentiellen Kontaktflache mit weiteren
Proteinen oder Enzymen liegt und somit potentiell zur Steuerung der Dimerisierungseigenschaf-
ten dieser Proteinfamilie adressiert werden karieshalb soll eine Verbindung generiert wer-
den, welche genau diese Stelle besetizgin das konzeptionelle Modell zu entwickelurde
zunachst die porennahe Proteinoberflache auf vielversprechende Angriffspublgesacht.
Hierbei wurde der Fokus auf die sauren Aminosauren Asparaginsaure und Glutaminsaure sowie
die basischen Aminosauren Lysin und Arginin gelegt, da diegauadfihrer Polaritat relativ
leicht zu erkennen und somit zu adressieren sind. Als Ausgankisdieser Studie diente die
Verbindungb4 (Abbildung35), welche durch ein UV/Vis Screening gefunden wurde. Im folgen-
den Teil der vorliegenden Arbeit sollen zunsiclas gerade erwéhnte Screening beschrieben
und die sich daran anschlieRenden virtuellen Studien dargestellt weiSienfiihreniber die
Vereinfachung der initial gefundenen, potentiellen Oberflachenbinder zu einem kleineren in der
Dimerisierungsflache #e143-3 ¢ | somer s bindenden Liganden.
® NH,
H,N

NH
(0]

HN__~

®
NH,

HN" S0
o w © )
HZN\N)WNJN NJN NH,
H 3 Ho§ ¢ H §
NH
54

In diesem Kapitel soll beschrieben werden, wie mit Hilfe von breit angelegten Screenings poten-
tielle Binder fir 143-3¢( gef unden wurden und wie aus der
durch gezielte Vereinfachung der Molekulstruktur ein Ligand entwickettle; der innerhalb

der Dimerisierungsoberflache bindet. In diesem Zusammenhang werden die hierzu erforderli-
chen virtuellen Untersuchungen der unterschiedlichen Fragmente und deren retrosynthetische
Weiterentwicklung zu einem niedermolekularen Ligandenchégsben, bevor die zur Beleuch-

tung der Bindungseigenschaften dieser Verbindung durchgefihintesitro Assays dargestellt
werden.

Um einen moglichst ginstigen Ausgangspunkt fur die Entwicklung des gewinschten Liganden
zu finden wurden zundchsvon Niuchte 70 multivalente, kationische Verbindungen in einem
UV/Vis Screening in Gegenwart des Zielprotein8-B4¢ u n t Eswwwde odeh nichiadditi-

ven Anderungen der UV/Vis Spektren im Vergleich zu den Spektren der isolierten Verbindungen
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und des Zielproteis gesucht. Einige der untersuchten Verbindungen zeigten derartige Anderun-

gen in Anwesenheit des Zielproteins, wodurch von Interaktionen zwischen der untersuchten
Verbindungund 18-3{( ausgegangen werden konnteb54 Eine d
zeige besonders auffalliglass eine Interaktion stattfandn diesem Fall wurden die Spektren

der Verbindund4(:=25 pM) und -82&usPa 03 e M)s viodin dem Spel
Gemisches beider Verbindungen subtrahiert, wodurch Rifferenzspektum erzeugt wurde.

Das Differenzspektrum zeigte eine Bande bei 308 nm, wodurch von einer Interaktion zwischen

dem Liganden und dem Protein ausgegangen wurde.ddeiarmige, multivalente Ligars#

wurde als Ausgangspunkt fir die im Folgenden beschriebetvedkiung des Zielmolekuilsl8

gewahlt.

© NH o NH;
HN H,N
o o
HN HN
®
NH, HN" S0 NH, HN" S0
) hoo hoo b0 hoo
HZN\NMN\)LN NQLN NH, WNQLN N\:)LN NH,
H I Al m T I I O
54 -7.9
o NH; NH, 0/ NH, NH2
HoN HZN:< HN=

o o
HN HN HN_

NH3

 —
X ¢ww¢* Ay ¢ ¢

-6.3 -6.6 -8.6 -8.4

(0]
H . ..
NG >\\QNJ)LN/\/\WS(NHZ — Derivatisierung
\ | H
NH (o]

Um zu untersucherwelche Gruppen esgrof3en Ligandeb4 (M =811 g/mol) an der Bindung
beteiligt sind, wurde die Struktur im Sinne einer retrosynthetischen Analgsden Peptidbin-
dungenin verschiedene Fragmente zerle@tie hierbei entstandenen relevanten Fragmente
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sind im Verlauf der RetrosyntheseAbbildung36 dargestelltUm den zur Verfligung stehenden
Konformationsraum mdglichst gut abzudeckenrden die Fragmenteunéchst durch einen
schnellen, inakkurate®ockinglauf in diverse, an der Proteinoberflache sinnvolle Konformatio-
nen Uberfihrt. Diese Gruppe von 155 Konformationen wurde in einem erneuten, prazisen Do-
ckinglauf an dem porennahen Oberflachenbereich simuliert. Bei der optischen Analyse wurde
im Hinblck auf Position und Konformation der GGRippen darauf geachtet, dass die Schlis-
selinteraktionen, dipolare Wechselwirkuagmit einem der beiden exponiert an der Pore lie-
genden GlutamaReste ausgebildet wurden und zugleich die &dippe eine moglichst
planare Konformation eirethm.

Struktur Score Bindungsgeometrie

H,N
118
o g
0 NH .
(@) H o) [
H2N® N N/\/\ 5 -71.2 / /% . .
»\ \ I H B
NH 0 S
H,N ~
Ji
P N
® 3
o H 7 NHz o e
HoN HU)LNM‘ Hfo 8 b,
PNH N H o L 1
H,N A
= N
A f ‘
H o O~ 'NH
H2N® Q N K S H(NHZ -5.8
St M H 0 !
HoN

Esstellte sich heraus, dass die attraktive Interaktion nicht, wieAlgiangsverdacht war, einzig
von der Gruppe Lys(GCP) ausgehen konnte (S&@) sondern eine weitere Interaktion erfor-
derlich war, um den Dockingscore zu erhdhen. So schnitten beispielsweise die Fragmente Trp
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Lys(GCP) und Lys(GTR) besser ab (Scor.6 und-6.3),welche zusatzlich zu den Interaktio-
nen der GCi&Sruppe ubeden Tryptophanrest mit y r  -T@V@echselwirkung in-Formeinge-
hen.Weildie GroRe des Liganden jedoch auf ein Minimum reduziert werden sollte und die ge-
wunschten Schlisselintera&tien polarer Natur waren, wurde nach Méglichkeiten gesucht, die
Polaritat sowie die Anzahl moglicher Interaktionspunkte zu erhéhen und gleichzeitig das Mole-
kulargewicht der Konzeptliganden zu reduzieren. Daher wurde das retrosynthetisch ermittelte
Fragmentderivatisiert. (VglAbbildung37) Dies geschah zunachst durch das Kreieren unter-
schiedlicher Ladungen anr @hd NTerminus des enthaltenen Lysinse[dls erstes simulierte,
zwitterionische Variante zeigte bereits einen a&iB verbesserten Dockingscore. Da die zusétz-
liche Interaktion der Amoniumgruppe giinstig erschien, aber méglicherweise durch die nega-
tive Ladung der freien Séaure abgeschwacht weuwdurden in folgenden Simulationslaufen Kon-
formationen weiterer dikationischer Varianten desR=dekorierten Lysins berechnddie dika-
tionische Variantg118) besal} neberiem etwas besseren Dockingscofé.7) auch einéBin-
dungsgeometriesowie diverse Konformationen die eines der beiden exponierten Glutamate
komplexierten.

Zielbereich fur die
Ligandenentwicklung

Volumina mit hoher
Aufenthaltswahrschein-
lichkeit des Liganden 118

Volumina mit repulsiven
Wechselwirkungen
des Liganden 118

Abbildung38 Ergebnis des Epitop83 Scans des Ligandéis8

Bei dieser Untersuchung wurde die gesamte Oberflache des Proteigd814 u n -
tersucht. Die grinen Volumina entsprechen einer hohen Aufenthaltswahrschein-
lichkeit des Liganden wéahrend des Scans, wéhrend d&n rédolumina Bereiche

mit abstoBenden Wechselwirkungen darstellen. Der gewiinschte Zielbereich der
rationalen Ligandenentwicklung (gelber Kreis) wurde bestatigt. Jedoch befinden
sich dieser Simulation folgend auch andere bindungsrelevante Bereiche auf der
Proteinoberflache.

Ein parallel durch den Arbeitskreis von Heenof. Hoffmanrvon Graddurchgefihrter virtueller
Oberflachenscan (Epitop&y sieheAbbildung38) mit 118 am gesamten 148-3 Dimer besta-
tigte die Lag der gefundenei®osenAllerdings kommen nach dieser Analyse auch andere Ober-
flachenbereicheaulRerhallbder Dimerisierungsoberflache firedBindung des Liganden in Frage.

Da der sich herauskristallisierende LigahtlB synthetisch leicht zugénglich, relativ klein
(M =340g/mol) und gut wasserldslich erschien, sollte die Verbindung hergestellt und mittels
UV/VisSpektroskopie auf ihre Bindgsaffinitdttan 143-3 ¢ unt er sucht wer den.

Die Synthese der Verbindung gestaltete sich denkbar einfastvurde nach der literaturbe-
kannten Synthese des Bgeschitzten GCPs (Guanidiniocarbd¥ytol)®¥ an selbiges mittels
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einer PyBOPvermittelten Peptdkupplung einmit BocSchutzgruppe an der Seitenkette ge-
schitzter, Lysinmethylester angebracht. Nach erfolgreicher und quantitativ verlaufender Ab-
spaltung der beiden BeSchutzgruppe und der Ubgiihrung der Verbindungn dasChbrid-
Salzwurde die Verbindungn vitro durch UV/Visund MSTTitrationen an dem 148-3 -Dimer
untersucht.

Der durchgefiihrte Job PlotDjagrammb) bestétigte die im Modell formulierte Stéchiometrie
des KomplexePurch das Absotpnsmaximum bei einem auf den Dimer bezogenen Stoffmen-
genanteil von 0.5 des Ligand in dem Gemisch mit destel, zeigt ereinen 1:3Komplex zwi-
schen 143-3 Dimerund der Verbindund18an. Die zur Ermittlung der Bindungsaffinitéat durch-
gefuhrte UV/VisTitration ergab einen sigmoidalen Titrationsverlaubiagramm®6) Die Bin-
dungskonstante von 530m wurde mit der Software Specitiiber den Verlauf der erhaltenen
Spektr en A340mm armittelt. EibBeMSUntersuchunglicroScale Thermophorekis
der Bindungseigenschaften des Liganden anB-B4®rotein lieferte eine Bindungskonstante
gleicher GrolRenordnung, 668M. (Diagrammy)

Dieobig beschriebene Methode des computergestitzten Ligandendesigns zeigt, wie durch die
Kombination unterschiedlicher virtueller Methodeausgehend von einer in einem initialen,
groben UV/VisScreening gefundenen Verbindung, ein neuer und optimierter Ligagd=(R1L1

g/mol vs. Mig=340g/mol) entwickelt werden kann. Der in diesem Beispiel kreierte LiGga8d
konnte mit UV/Visund MSTTitrationen auf seine Bindungseigenschaften untersucht werden
und zeigte eine Bindungskonstante im mittleren nanomolaren Bereich (UV/VisiN3DIST:

662 nM). Die gemessene Stochiometrie von 1:1 in Bezug auf das dimere Pro®®d4 ent -
sprach dem ModellDiese vielversprechenden Ergebnisseidesitro Testung des Liganden am
Protein ermutigte uns weitere Anstrengungen zu unternehmen, um die prognostizierte Bin-
dungsstelle voril8an der Dimerisierungsflache zu bestatigen. Die tatsachliche Bindungsposi-
tion und-geometrie sollte mit Hilfe deRontgenkristallographiantersucht werden.
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Diagramm5 Job Plotdes Ligandeil18an 143-3

Das Maxi mum bei X Komflex Jn.(kemgeg tauf deDimer-n
konzentration)
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Diagrammé6 Spline deditrationsverlaufs des Ligandéi8gegen 143-3 {(A =330 nm)

Die Auswertung des Titrationsverlaufs mit der Software Sg&@kiber den Bereich von

A

= —24B fm ergab eine Bindungskonstante von 530 nM.

962,5 T T T T T

962,0 -

961,5 |

961,0

Fnorm [1/1000]

960,5 -

960,0 -

959,56 t t t t t

10°

Konzentration [nM]
Diagramm? Verlauf der MST Analyse von Ligdri@gegen 143-3

Mit Hilfe dieser Methode wurde einBindungskonstante von 662 nM bestimmt.
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7.3. Analyse und Optimierung diristallstruktur des Proteinkomplexes

Durch die in Kooperation mit dem Mdlanckinstitut fir molekulare Physiologie in Dortmund
durchgefihrte Kristallographie gelang ese Rontgenstruktur des Komplexes zwischen Ligand

und 143-3¢ Di mer zu erstell en. Si emendsierungdflachbeles L i g al
Proteins unweit der innerhalb der vorangegangenen Simulation prognostizierten Position. In
diesem Kapitel sollen digristallisation die réntgenkristallographische Auswertung der erhalte-

nen Kokristalle und die QM/MNdasierte Optimieung der erhaltenen Kristallstruktur bespro-

chen werden.

Abbildung39 Erste Kristallstruktur des Ligand&h8

Die Struktur zeigt den Ligandé@d8innerhalb der Dimerisierun§iéche des 18-

3 Homodimers|n dieser Pose interagiert der Ligand Uber 5 intramolekulare Was-
serstoffbriicken mit Aminosauren eines der Monomere. Auffallig hierbei war die

Tor si on um den Wi nkel W, wel che in di es
aufwies

Die vonBierdurchgefiihrte Expression des Proteins erfolgt&gtherichia cofE. coli Stamm:
Rosetta DE3) nach Klonierung selbiger mit einem Gen fir-desyinal verkiirzte 18-3 ¢ AC1 5
(AS1-230von 245). Nach Reinigung des Proteins erfolgte die Kristallisation ein€gi2ches
(11814-3-3 ¢ Avieriomer) in 50 mM HEPES Puffer bei pH 7.5, wobei die Proteinkonzentration
bei 22 mg/L lag (Stammlosung). Die Kristallisationsbedingungen wurdenlfeigiHes Kristalli-
sationsroboters mittels NeXtal Screens gefunden. Die zur Rontgenkristallographie genutzten
Kristalle wuchsen innerhalb von zwei Wochen unter folgenden Bedingungen: 0.09 M HEPES Puf-
fer bei pH 7.5 mit 1.281 Natriumcitrat und 10%. Glyceol. Die Rontgenbeugung wurde eben-

falls vonBierdurchgefiihrt und lieferte ein Beugungsmuster mit einer Auflésung von 2.7 A. Die
erhaltenen Daten wurden dann mit der Software CCP4/C®TTn eine erste Kstallstruktur
Uberfuhrt, welche inAbbildung39 dargestellt istIn dieser Pose bildet der Ligand 5 intramole-
kulare Wasserstoffbriicken zu den Aminosgn Tyr 19, Asp 20, Ala 54, Arg 55 und Ser 58 eines
der beiden Monomere au®ufgrundder relativ schlechten Auflésung der Kristallstrukiund

des ungunstigen Tor, slitesie mitHilfa yore QMEMMMD\Sinualatiéndn. 6 °
optimiert werden. Herbei stellte sich heraus, dass sie im Rahmen dieser Rechnungen, in dem
angenommenen Protonierungsgrad mit einer positiven Ladung am-Aysin und Protonen an

den Positionen B und 5 innerhalb des GCPs (sigklabildung40) nicht stabil warZudem
konnte bei dem zur Kristallisation eingestellten-yért von 7.5 des Puffers und dem Einfluss
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der Mikroumgebung innerhalb der Bindungsstelle am Protein, nicht klar entschieden werden, in
welchem Protonierungsgrad deigandvorlag.

HWW
\/

Hierdurch und afgrund der Tatsache, dass eine Réntgenbeugungsanalyse keine Informationen
Uber die Position und Anzahl der beteiligten Wastsfatome liefert,sollte derGrad der Pro-
tonierungvon 118innerhalb des Proteinkomplexes mit virtuellen Methoden ermitteérden
Hierzu wurde durclGradein virtueller Alaninscan mit PROPRAlurchgefiilmt, sowie die [,
Werte der polaren Gruppen (Guaimigl- und Amingruppe) ermitteltEszeigte sich, dass das
Guandinyl des GCPs und das Lyamin in diesem KompledenselbenpK, Wert von 6.4 besit-

zen, woraus zu folgern ist, dass beide Gruppen bei depbgagen Bedingungen nicht proto-
niert, also ungeladen vorliegen. Der Alaninscan, bei dem benachbarte polare Aminosauren des
Proteins sukzessive durch Alanin ausgetauscht wurden, zeigte deren Einfluss al{f. d@me
polare Gruppen im Umfeld des Ligandenrdaiein pK, der Lysingruppe vofl berechnet der

pKa des Guanidins blieb hierbei unverandert bei ®@4drch diese Erkenntnis kam die Frage nach
dem Protonierungsmuster auf, da die Guanidinylgruppe in Lésung einer Amino-Tautome-

rie unterlieg und damitdie energetisch giinstigste Variante dominant vorli€ggtrieben durch
diese Fragestellung wurden die finf unterschiedlichMiiglichkeiten(sieheAbbildung40) der
Verteilung der Wasserstoffatome mit QM/MM MD Simulationen (SFFD/CHARMMSY aus-
gehend von der Kristallstruktur berechnet udié resultierenden Energien untereinander ver-
glichen.Die Analysen der tautomeren Varianten in ungebundenem Zustand erfolgte mit Gaus-
siarf® durch Optimierung der unterschiedlichen Zustande auf dem Therorieni@2iYP
D3/def2VPR, wohingegen die Analysen in gebundenem Zustand Mdtal aus der Arbeits-
gruppeElsa Sanche@arciamit Hilfe von QM/MM MD Simulationen auf vergleichbarem Niveau
(SCEDFTD/CHARMNM erfolgten.In diesem Zusammenhang soll erwahnt werden, dass in diesen
Rechnungen eine Rotation um Bindungen innerhalb @eanidnylgruppe verhindert wurdge

um den Ubergang von een Variante zu der anderen zu verhindef8iehe auch Kapit8l1.2.1,

S.16) Hierdurch konnte eine der funf Varianten als wahrscheinlichste Variante gefunden wer-
den,dennim gebundenen Zustand zeigte die Variante mit Protonen in den Positiodediel
geringste Energie. Im Vergleich hierzu lieferten Berechnungen in ungebendZustand die
geringse Energie der Verbindung, weie Positionen 5 mit Protonen besetzt wurden. Dies
fuhrt zudem Schluss, daser Bindungsorgangfir die besondere Stabilisierung des Tautomers
mit Protonen an Positionen-4 verantwortlich sein muss.
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Abbildung41 Stabilisierung der Tautomere

Die Stabilisierung erfolgt tiber Wasserstotfbken (rot) Im ungeladenen Zustand

der Guanidinylgruppewird in ungebundenem (links) und gebundenen Zustand

(rechts) jeweils einer der funf Tautomere vbh8 stabilisiert. Im ungebundenen

Zustand (links) stabilisiert eine intramolekulare WasserstoffbrilekeTautomer.

In gebundenen Zustand (rechts) wird ein anderes Tautomer Uber die Ausbildung

von funf Wasserstoffbriicken mit polaren Aminosaurende884¢ Pr ot ei ns (b
intermolekular stabilisiert.

Die Berechnungen in ungebundenem Zustand lieferterabdeoluten Energien der verschiede-

nen Varianten, welche dann miteinander verglichen wurden, um das energetisch ginstigste und

damit am haufigsten vorkommende Tautomer dantifizieren. Die in gebundene#ustand er-

folgten QM/MM MD Simulationen zeigten, daalle, mit Ausnahme der A&bbildungd2 (rechts)
gezeigtenVarianten die Pore in der Dimerisierungsflache de€84{ Homodi mer s nach
gen ns veieRen. Lediglich die gezeigte Variante verblieb in der Pore und nahm eine Pose nahe

der im Kristall gefundenen Konformation ein, wodurch in diesem Fall der Entschluss gefasst
wurde, dass es sich um die am wahrscheinlichsten auftretende Variante handelt.

- Tyr19A Arng% .
e \(\‘
. Mo

181 (N
Q’ /—\7/ \\2\.0

\

A N

, Asp21B
Asp 20 B

X
8
e (I
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Abbildung42 Kristallstruktur des Komplexes vata8und 143-3

links: Kristallstruktur mit Elektronendichte rechts: QM/MM MD optimierte Kris-
tall- struktur, Wasserstoffbrucken sind durch gelb gestrichelte Liniegeistellt
und ihreL&éngerin A (rote Zahlen) angegeben.

Durch die aus dieser Simulationen erhaltenen Informationen tber den Protonierungsgrad von
118in der Dimerisierungsflache und das giinstigste Protonierungsmuwsédche die Positionen

1-4 innerhalb @s GCPs zeigt, (sieAbdbildung4l) konnte nun eine genauere Platzierung des
Liganden durcl®ttmanninnerhalb der gemessenen Elektronendichte erfolgen. Ausgehend von
dieser neuen Konformation in der Kristallstruktur wurde wiederholt eine QM/MM MD Simula-
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tion vonMittal durchgefiihrt, um diese neue Konformation zu optimierBuirch diese Kombi-
nation der rontgenkristallographischen Messung mit modernen Simulationsmetliuadikte

nicht nur die Lage und Konformation des Liganden im Proteinkomplex, sondern auch dessen
Interaktionenmit der Oberflache des Proteins genau beschrieben wer8ekonnte eine Pose

des Liganden mit dem ermittelten Protonierungsmuster innerhalb der Elektronendichte gene-
riert werden, in der er Uber neun Wasserstoffbriicken an der Dimerisierungsflache 38 14
Homodimer bindet(Vgl.Abbildung42) Die computerchemische Optimierung der Kristallstruk-

tur liefert demnach einen Mehrwert ihres Informationsgehalteziglich der Lage, Konforma-

tion und des Protonierungsgua des Liganden. Hierdurch wurden die Interaktionspunkte genau
bestimmt und die gezielte Analyse des Systems erleichtert.

Nachdem nun die Kristallisation und die réntgenkristallographische Analyse der erhaltenen Beu-
gungsmuster, sowie die Optimierung deraas resultierenden Daten beschrieben wungsoll

naher auf die Interaktionen des Ligandet8mit den oberflachennahen Aminoséauren innerhalb

der Dimerisierungsflaiche des-B43 ¢ Ho modi mer s ei ngegangen werde
stellung zukinftiger Anwadungen weiterentwickeltetiganden erfolgt.

Basierend auf der QM/MM MD optimierten Struktur kobnnen die folgenden bindungsrelevanten
Wechselwirkungen vohl8an der Proteinoberflache benannt werden, wobei der Ligand sowohl
als Wassetsffbriickendonor, alauch alsakzeptor auftrittund an den beiden monomeren Un-
tereinheiten Aund B bindetLigandl18interagiert als Donor mit Asp 20 A und B, Asp 21 B und
Ser 58 B Uber insgesamt sechs und akzeptiert weitere drei Wasserstoffbriicken von den Amino-
sauren Arg 18\ und B, sowie Tyr 19 Bie Optimierung der Kristallstruktur zeigte, dass der
Ligand Uber insgesamt 9 zu beiden Monomeren, anstelle der vor der Optimierung gefundenen
5 Wasserstoffbricken zu einem der Monomer e, a
nach der Optimierung einen wesentlich gunstigeren Winkel von 12.5D&rfolgende Tabelle

fasst diese Informationen nochmals zusammen und erganzt selbige mit den entsprechenden
Bindungslangen der Wasserstoffbriicken. (Si€akelle?)

Der Ligand liegt somit nicht nur direkt zwischen den beiden Monomereinhétamd B)Xes

1433 Protei ns, sondern bindet auchesakonntpol ar e
bereits durch den durchgefiihrten Job Plot (@jagramnb, Seite67) vermutet werden, jedoch

liefert die Analyse der QM/MM MD optimierten Kristallstrukein wesentlich genaueres Bild

der Interaktionen, welche zwischéri8und dem Protein ausgebildet werden.

Dieser neue Ligand nimmt eine Position an dem Protein ein, welche bis dato in der Literatur
noch nicht beschrieben wurde und ladt dazu ein, tber zukgmfEntwicklungsmdglichkeiten

des Systems nachzudemkeDiese kdnnten, wie vollertel und Voskuhlpostuliert, durch An-
wendung von AEFluorophoren (AIE englggregationrinduced emissiondie isoformspezifische

in vivound in vitro Detektion von 143-3 Pioteinen ermdglichen oder als zusétzliche Ankermo-
lekile an bereits existierenden Bindern die Affinitat und Spezifitat dieser Systeme erweitern.
Durch die irkapitel7.1 (Seite59) dargestellte Relevanz der dimeren Natur der Proteine der 14
3-3 Familie fur die Steuerung physiologischer Prozesse erscheint es sinnvoll die Liganden so zu
optimieren, dass eine Einflussnahme auf die Dimerisierungsverhaltnisse zwischen den Isofor-
men mdgich wird. So kdnnte eimelversprechendefAusgangspunkt zur Entwicklung neuartiger
Wirkstoffe gebildet werden. Im Folgenden sollen daher in kurzer Manier verschiedene Perspek-
tiven aufgezeigt werden.
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N3 02
NH ; NH,
HoN™ N N'C 003
N2 N|-6| | / N
N1
O o
Bindungspartner Art der Bindung Bindungslanged]

Arg 18 A NH--> N4 2.1
Tyr19 A oNH--> 04 1.8
Asp 20 A O <-N1H 2.2
Arg 18 B NH--> N3 1.8
Asp 20 B O <-N2H 1.8
Asp 20 B O <-N6H 2.2
Asp 21 B O <-N2H 2.0
Asp 21 B O <-N3H 2.3
Ser 58 B O <-N4H 1.8

Wie im vorherigen Kapitel erwahnivurde durch die rationale Vereinfachung eines, in einem

relativ breit angeleten UV/VisScreening gefundendsinders des dimeren 133 (

Protei

sehr effizienter Ligand fur die Dimerisierungsflache des Homodimers entwickelt. Lig&nd
weist nicht nur eine nanomolare Affinitdt auf, sondern bindet zudem an einem noch nidét in
Literatur beschriebenen Oberflachenbereich. DreBandkdnnte in naher Zukunft durch die
Kombination mit AlEEluorophoren als Sondenverbindung zur Detektion der verschiedisoen
formender 143-3 Proteine dienen oder in der Langzeitperspek#uve/ertindungen weiterent-

wickelt werden, welche das Dimerisierungsverhéaltnis zwischen bestimmten Isoformen dieser

Proteinfamilie verandern. Mit welchen Hilfsmitteln und an welchen Angriffspunkten dies mog-
lich werden kdnnte, soll der folgende Ausblick zeigen.

Im folgenden Abschnitt sollen Moglichkeiten aufgezeigt werden, dwelbhedie Spezifitat des
beschriebenen Systems gesteigert werden kann. Bevor jedoch mogliche DerivateSehsku-
tiert werden, sollen die adressierbaren Unterschiede zwischen den human8gt81dformen

dargestellt werden. Imnineren der zentralen Pore bestehen kaum Unterschiede zwischen den
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Isoformen, einziglie Positionen 57 und 58 variieremvischen Alaniand Serinwie die folgende
Tabelle8 darstellt.

14-3-3 # 57 # 58
¢, n, S S
€ A S
T 9/ S A
o A A

Hierdurch solltel18bereits durch dies&/eranderungerverschiedene Affinitdten zu darariie-
rendenlsoformen zeigen, da der Ligand tber seine L8sitenkette mit Ser 58 (im Fall von-14

33() interagiert. Voraussetzung hierfidar ist,
und unter Ausbildung der gleichen Wechselwirkungen (mit Ausnahme vaméauren 57 und

58) verbleibt. So kann, unter der Annahme dass die Seitenkette des Lysins bei Komplexierung
durch einen Homodi mer von 1 auf Ser 57 auswei
Affinitat von118zu verschiedenen Homodimeren postutiererden:

¢, n, y,9#B fe3 > > T/

Eine Testung der hier postulierten Unterschiede in der Affinitat winidaerjedoch nichtin
vitro durchgefihrt.

Die weitere Umgebung ahe des Li ga-mdign wuhHealei caug dMei t er en
Systems ausgehend von der v¥affe2002 durchgefiihrten Sequenzanall{€e auf topologi-

sche Unterschiede, welche die Polaritat der Proteinoberflache beeinflussgarsucht. (Se-
quenzunterschiede sind iAbbildung43 zusammengefasst, deren topologische Auswirkung in
Abbildung45 dargestellt)

Die Analyse der Sequenzunterschiede wurde nach der Einflussnahme auf die Polarisierung der
Proteinoberflache durchgefiihrt. So wurde der Austausch zu basischen bzw. ganieosda-

ren besonders beachtefuch die Polaritat nur wenig beeinflussende Anderungen zwischen den
Isoformen wurde verfolgt. Abbildung45 zeigt farblich kdiert (basisch- blau, sauerrot, so-

wohl basisch als auch saueMagenta, nur wenig Einfluss auf die Polaritdrin) die derfla-
chenexponierten, ausgetauschten Aminosauren. Als Referenz wur@314 her an gezog
Hierdurch sollte die computerbasiertWeiterentwicklung vori18 zu méglicherweise spezifi-

scheren Bindern erleichtert werden.
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BETA MT E o o E
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Abbildung43 Sequenzen der humanen 843 Isoformen in angeglichener Nummerieruiy!
(Entnommen au¥affe FEBS Letters (2002), modifiziert)
Grau hinterlegtIn sechs der sieben Isoformenriservierte Aminosauren. Helices
ota9 sind Uber der Sequenz dargestellt.
ten GTermini sind durch graue Kastchen markiérherhalb der Sequenzen (mit
Ausnahme @ermini) wurden polaritatsheeinflussende Unterschietiech far-
bige Kastchen markiert. Rot: Austausch mit sauren Aminosauren; Blau: Austausch
mit basischen Aminosauren; Magenta: Austausch mit basischen bzw. sauren Ami-
nosauren. Unter der Sequenz angegebene |
onen innerhalb d@ s e r |l sof or men an, wel che Unter s
dieser Position besitzen.
Zur Erhdéhung der Spezifitat zwischen38 { und den anderen | sofor me

PhosphopeptieBindungsstellen abgewandten Seite diverse oberflachenexponiertendsau-

ren zur Verfigung, wohingegen die den Bindungsstellen zugewandte Seite kaum Divergenz zeigt
und sich die Seiten ausgehend von der KristallstrukturiM@nur schwer adressieren lassen.
Daher soll fur die im Folgenden dargestellte Entwicklung eioggriellen 2. Generation an
Verbindungen die Seitelie der Phosphopepti@indungsstell@bgewandt istals Ziel fokussiert
werden. Unter der Annahme, dass die Liganden der 2. Generation (Delil&@1bis118.11,

siehe Abbildung47, S.78) analog zul18 binden, sollte durch die Dekoration der durch den
Triesterneu eingefuihrten Sauregrupped]. Derivatl18.0]) die divergenten Oberféhenberei-

che (siehéAbbildung45) erreicht werden.
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Abbildung45 Topologische Unterschiede zwischen den humanen Isoformen

Die Abbildung zeigt 283 ( al s Homodi mer in verschiede
Ansicht auf Seite der Phosphopeptidbindungsstellen; Mitte: Ansichextyegen-

gesetzter Seite; Rechts: Ansicht von der Seite; Farblich Kodiert sind Positionen
oberflachennaher Aminosauren, welche zwischen den Isoformen variieren. Die

grinen Bereiche zeigen Unterschiede, welche die Polaritat nur eingeschrankt ver-

andern. Blau Wechsel zu basischen Aminosauren; Rot: Wechsel zu sauren Ami-
nosauren; Magenta: Wechsel zu basischen oder sauren Aminosauren; Grau: kon-
servierte Bereiche;

Grundsatzliches Element der entwickelten 2. Generation war die Variation des Pyrrolrings des
GCPsndem zum einen Methylind Ethylsubstituenten in der-8nd 4-Position eingeftihrt wur-
den oder zum anderen die GE&hheit mit der Testergruppe ausgetauscht wurde.

NH o NH o
W W
4 HN HN
OMe OMe
o) HO™ ~O o)

118 Triesterderivat

Abbildung44 Grundgeriste der 2. Generation

Neben der Methylund Ethylsubstitution in-3und 4-Position (links) wird die GEP
Gruppe durch den Triestdaustein flr weitere Derivatisierung ersetzt (rechts).

Des Weiteren wurde das Lysin vah8 durch Methionin ausgetauscht, um so die durch den
Austausch von Serin zu Alanin an den Positionen 57 und 58 des Proteiiabadle8, S.73und
Abbildung46, S.77) verringerte negative Ladung innerhalb der Pore zu adressieren. Durch die
gezielte Erweiterung des Ligandeb8durch den Austausch des GCPs mit dem nahe verwandten
TriesterBaustein konnte an die zusatzlich verfligbare Sauregruppe ein weiteres peptidisches
Element gekuppelt werden, welches zur Adressierung der zwischen den humanen Isoformen der
14-3-3 Proteine vershieden polarisierten Topologien genutzt werden kann.

Fur die computergesttitzte Analyse potentieller Bindungsposen der Defiv@®1bis118.11

wurde die Software Glide genuttierbei wurden sowohl freie Dockinglaufe innerhalb der Pore,

als auch Laufayelche auf die Konformation vatil8in der Kristallstruktur fokussiertendurch-

gefuhrt. Zur Realisierung letzterer wurde die GBrenktion von Glide mit der iAbbildung42
(Seite70, rechts) dargestellte Konformation als Referenz eingesetzt. Die Derivate wurden an den
homodi meren | sof or me&,nla sie sichals Ziebfir eined ersten Wweiarfighe h
renden Entwicklungsschritt aufgrund des Substitutionsmusters an den Positionen 57 und 58 be-
sonders eignen. Diese Berechnungen zeigen bereits Praferenzen der verschiedenen Derivate fur
eine oder mehreretsf or me n ( ¢ De Eegebnisse diesedDoakipglaufe sindabelle
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9 zusammengefasst. Sie zeigt, dass die Derivate, welche zur Steigerukifjrdtit an 143-3
entwickelt wurden {18.04- 118.07 im Rahmen des Dockingaséachlich zu einer erhdhten Af-
finitat fihren.Die Steigerung der Affinitat dieser Derivate gelang durch die gezielte Matig/|
Ethylsubstitution in 3und 4Position vonl18, wodurch dessen Raumanspruch dem Volumen
der Pore angepasst wurdBei analoger Bindungskonformation erhielten diese Derivatereine
um 1.1- 1.8 kcal/mol verbesserten Dockingscore. Interessant hierbei ist,1d&s66und 118.07
jeweils um ca. 0.2 kc alDiefAusagekraftslissesrVergleichssmuss| s a
natdrlich relativ zu der anzunehmenden Fehlerbreite des genutzten Kraftfeldes gesehen wer-
den, welche in Abh&ngigkeit der berechneten Wechselwirkungen bei_QB0% bei etwa

1 kcal/mol liegtl*® Hierdurch gelten die Werte als nicht signifikant und sollen nur zur Orientie-
rung dienen.

Ligand C € o T

118 -4.157 -4.267 -2.557 -2.615
118.01 -4.694 -4.703 -4.079 -4.512
118.02 -4.467 -4.318 -4.070 -4.751
118.03 -5.474 -5.528 -3.370 -5.222
118.04 -5.919 -5.125 -4.512 -5.343
118.05 -5.806 -5.036 -5.066 -4.683
118.06 -5.230 -5.426 -4.811 -3.760
118.07 -5.225 -5.411 -4.882 -3.738
118.08 -6.901 -0.945 -9.506 -8.528
118.09 -6.248 -0.113 -9.189 -7.278
118.10 -8.211 -9.383 -11.516 -9.420
118.11 -7.730 -7.865 -11.210 -7.930

Die urspriingliche Annahmeass vor allem die Unterschiede in der Polaritat zwischen den vier
Isoformen ausschlaggebend fur die verschiedenen Bewertungen der Lighh@l€ibis118.11

im Dockinglauf sind, konnten durch die optische Arextysr gefundenen Posen nicht eindeutig

bestatigt werden. So dréngt sich der Verdacht auf, dass die Topographie der Proteinoberflache

hier einegroRereRolle spielt, welche sich allerdings aufgrund der nattrlichen Dynamik dieser
Proteinfamiliein situ und der fehlenden Dynamik der Rechnungen nur sehr begrenzt simulieren
lasst.Abbildungd6z ei gt di e Anderungen der Polaritat dej
und 1 i m VHerdgr¢havirdinebesonderd deutlich, dass im Vergleich zu der Isoform

T die Ladungsunterschiede der por enriastvee-n Ober
tung dieser Ergebnisse wird daher lediglich anhand der erhaltenen Scores durchgefiuhrt. Ligand
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118.02 bei welchem das Lysin vat8mit Methionin substituiert wurde, zeigt eine signifikante
Steigerung des Docki ngsc di8d®8bisil@ll weldnd amsteleo n 1 .
des GCPs einen Triesterbaustein besitdenmit einer zusétzlichen positiven Ladung dekoriert

ist, schneiden im Rahmen des Dockingscbeir | sof or m o 1b8%isH8¥Er s gut
sind dabei a n eo ded Yeegleibhs. ®ie Analysé demeemittelten Scores zeigt in
diesem Vergleich sieben Derivate, welche bevo
hier die Derivate mit zusatzlicher positiver Ladung gut ab.

| #

v v rran

~
wym)k

Abbildungd6Ausget auschte Aminoséadauren an ded#(COber

Die griinen Bereiche zeigen Unterschiede, welche die Polaritat nur eingeschrankt
verandernBlau: Wehsel zu basischen Aminosauren; Rot: Wechsel zu sauren Ami-
nosauren; Grau: konservierte Bereiche; D: zeigt die Positionen 57 (gelb) und 58
(cyan), im Inneren der Pore am Monomer, an denen sich, je nach Isoform, Serin
bzw. Alanin befindet.

Als weitere und mmfacher nutzbare Mdglichkeit zur Steigerung der Spezifitdt zwischen den Isof-
ormen ¢, €, o und 1T kann, wie am Anfang di ese:
der Positionen 57 wund 58 der -Ishmar)geangziwatere s e qu en
Serin bietet im Vergleich zu Alanin eine erhdhte negative Oberflachenladung, sowie die M6g-
lichkeit Wasserstoffbriicken auszubilden. Wiebildung46 (D) zeigt, befinden sich die Positio-

nen 57 und 58 direkt an der inneren Porenoberflache deB-BADimere, wodurch, ausgehend

von der QM/MM MD optimierten Pose vatil8innerhalb des Dimereniarfaces von 1483-3 ¢

Derivate geschaffen werden kdnnteburch geschickte Adressierung genau dieser Positionen
sollteeine spezifische Bindung herbeifiihreerden konnenwelche zur Steuerung des Dimeri-
sierungsverhaltens zwischen diesen Isoformen genugztien kann.
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Abbildung47 Derivate des initial gefundenen Binders8

Die Derivatel18.01bis 118.11sollen entweder die Affinitdt an der Dimerisierungsflache
oder die Spezifitat zwischered Isoformen erhdhen.
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Wie dieses Kapitel zeigielang es durch die computergestitzte, retrosynthetische Analgse

initial in einem breiten Screening gefundenen Birsgde¥in einen kleinerepmal3geschneiderten

Liganden fiur die Dimerisierungsflache des Protein8-84¢ zu Uber f Ghren. Hi er'l
die Bindungsaffinitat des Liganden bei gleichzeitiger Verringerung des Molekulargewichtes auf
zweiFunftel wodurch der Syntheseaufwand mimert und die Anwendbarkeit den vitro As-

says und der virtuellen Studien erleichtert wurden. Diese entwickelte Technik aus dbmigem

tion préaziser Dockinglaufeit weniger prazisen Dockinglaufen im Sinne der Clusteranalyse ist

ein starkes Tool zur LigdenentwicklungDieVorhersage der exakten Konformation vbIB8im
Proteinkomplex war im Vorfelder Rontgenkristallographieider nicht méglichwodurch sich

die Frage der analogen Anwendbarkeit auf andere Forschungsvorhaben stellt. Letztlich war die
Mikroumgebung innerhalb der Pore der Dimerisierungsflaiche de34 daf Gir ver ant w:
dass sich die polaren Gruppen des Ligandégin ihren K-Werten veranderten und demzu-

folge ein vollig anderer Protonierungsgrad des Liganden vorlag als ursprismgiehommen.

Dieses Phanomen konnte letztlich nur im Nachgang durch die AnwendungRORPKANd
hochkaratigen QM/MM MD Simulationdn ausreicheném Detail beschrieben werdemliese

Ergebnisse ermdglichen, wiederum nur im Nachgang und unter Einbezidbkagyrekt proto-

nierten und optimierten Kristallstruktur, die Dockingtechniken so einzusetzen, dass tatsachlich

Posen generiert werden, welche der Kristallstruktur entsprechen. Dies gelang mit der Software

Glide unter Nutzung der darin implementierten Cétenktion, wodurch sich die Weiterentwick-

lung der Liganden realisieren l&asst.

Esmuss allerdings auch gesagt werden, dass die virtuelle Retrosynthese, so wie die computer-
basierten Techniken im Allgemeinegewissen Schwacheund Einschrankungen unterliegen

und somit keie Garanen fir die erfolgreiche Generierung von maf3geschneiderten Molekilen
mit guten Bindungseigenschafteind Letztlich kann nur das Experiment klgreb und wie
erfolgreich das Ligandendesign war. Pluspunkte dieser Techniken siti@eiscbwindigkeit, die
geringen Materialkosten unitire vielseitige Anwendbarkeit.

In der Bilanz sind und bleiben die Dockingtechniken probaterationaleMittel der gezielten
Entwicklung von Liganden fur spezifische Oberflachenbereiche von ProteinBimshtz in der
Retrosynthese sollte daher Berticksichtigung in der Optimierung von derartigen Systemen und
Bibliotheken finden.
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8. Zusammenfassueg der Projekte

Die Zusammenfassung der einzelnen Projekte dieser Arbeit wird, wiebaicter Darstellung
der Ziele, in drei Unterkapiteln erfolgen

8.1. SARS CoVPNI¢ Design eias poentiellen Dimerisierungsinhibitoren

Ziel dieses Projektes war es, einen Weg zur Hemmung der SARS'Caffadzeigen, welcher
Uber die Unterdriickung der fir die Enzymaktivitdt essentiellen Dimerisierung der Protease
wirkt. Die Analyse der Dimerisierungsflache erfolgte optisch undilfieit des Programms
AutoLigand wodurch ein klar abgegrenztes Volumen fir dagndendesign definiert werden
konnte. Fir die rationale Entwicklung moglicher Liganden wurden Oberflachenmerkmale inner-
halb der Dimerisierungsflache identifiziert, welche durch einen geeigneten Binder adressiert
werden kdnnen. Als zentraler Angriffsparéines potentiellen Dimerisierungsinhibitors wurde
Arg 4 der M herausgestelltda es durch seine exponierte Position sowie die es umgebene
Topographieleicht zu erreichen scheinfuRerdem stellt Arg 4ine flr die Dimerisierung be-
notigte Aminoséate dar. Arginin kann an sich gut dur@uanidinRezeptoreradressiert werden,

im Falle des Arg 4 liegt die Seitengruppe zudem exponiert, wodurch im Umfeld ausreichend
Raum fiur eine Rezeptoreinheit besteht. MeanidinRezeptorwurde die vonSchraderentwi-

ckete BisphosphonaPinzette (BP) ausgewahlt, da sie relativ klein ist und sich ihre Ladung durch
Methylveresterung der Phosphond&ruppen in einem Bereich von O b# einstellen I&asst.

Fir das Ligandendesign
genutztes Volumen an der
Dimerisierungsoberflache

Aktiver Dimer

Inaktive
Monomere

Dimerisierungs-
inhibitor

* Proteolytische
Aktivitat

Unterdriickte
Dimerisierung

Pose des konzeptionellen Inhibitors
an dem relevanten Oberflachenbereich

Abbildung48 Entwickeltes Modell der Hemmung der SAR® M

Die Monomere der MI° (links) sind katalytisch inaktiv, durch ihre Aggregation ent-
steht der proteolytisch aktive Dimer. (rechts oben) Diese Dimerisierung kann
durch den designten Inhibitor unterdriickt werdefrechts unten) wodurch die
Enzymaktivitateduziert werden sollte.
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Zusammenfassungen der Projekte

Nebender BP wurden weitere Fragmente gesucht, welelme dem Arg 4 beachbartearoma-

tische Tasche besetzen konnémgestrebtvurde auRerdeneine Art Oberflachenmimikryyel-

chedie das Arg 4 umgebendmpolare, muldenformigd opographie nachanmt, um so die Bin-

dung und Lage des zu designenden Liganden stabiliskerk®nnen.Hierzuwurden in einem

ersten kombinatorischen Schritt die aromatischen Aminosauren His, Phe und Trp tuber Gly oder
N-Ala als Linker an die unterschiedlich geladene BP angebracht und an der definierten Bindungs-
stelle durch Docking und Clusteranalyse untefd. Hierbei stellte sich die Kombination
BP(OMe)Gly-Phe als glinstig heraus, da sie den konzeptionellen Vorgaben des entwickelten
Designssehr gut entspracltSie zeigtedass die BRGruppe das Arg 4 komplexiert, wobei gleich-
zeitig der Phenylring des Pheder aromatischen Tasche bindet und defe&minus dieses Klei-

nen Semipeptids dem Losungsmittel zugewandt war, wodurch eine Weiterentwialkésgig-

anden ohne Veranderunder Poseealisiert wurde (Vgl.Abbildungl5, S.37) Diese wurde dann,
ausgehend von der im ersten Schritt des Designs gefundenen Strdiitah Variation des Lin-

kers und der Erweiterung der Struktur um eine Gua®Bbziehungsweise OB&inheitals Ober-
flachenmimikry derivatisiert undie sich ergebene Gruppe von Konzeptligandemeut durch
Dockingtechniken untersuchber Ligand BfPheGua®z stellte sichals gunstigster Kandidat
heraus, da er weiterhin Arg 4 tber die-Bheit komplexiert, Phe in der aromatischen Tasche
bindet und sich die GuaCi&ruppe dicht an die benachbarte, muldenférmige Oberflache an-
schmiegt. Die so von dem Konzegdinden eingenommene Konformation stabilisiert sich Uber
zwei intramolekular&Vasserstoffbriicken und erreicatidem in der virtuellen Studie sehr gute
Dockingscores. Zur Einschatzung des gewinschten Einflusses auf die Dimerisieruy der M
wurde der Dockigscore am Monomer der Proteas®.(3 kcal/mole nt s p Geingardthne- A
risch mit i hrer Di mereirsgiiebrGinegnstk3dlcat/moy vetge ( 100
chen. Aus diesem mathematischen Vergleich ergibt sich, dass der designte Ligand bdeser an
monomeren M'™ hindet als die Protease an sich sellSs kanmdavon ausgegangen werden,
dasses moglichsein sollte die Dimerisierung durch den LigandenBfeGuaCbzu unterdrii-

cken. (Vgl.Abbildung48) Die in diesem Projekt angewandte Technik desiovoDesigns eines
neuen Liganden fir eine ebenfalls neue Bindungsstelle ist vielseitig anwendbar. Die enzymati-
sche Aktivitat einer essentielh Protease eines pathogenen Erregers mechanistisch, tUber die
Hinderung der Aggregation des Enzymdnhibieren ist einelegantes und erfolgsversprechen-
desBeispiel dieser Technik.

Die Weiterentwicklung eineB e st ehenden Bi ndungs moeldyptdseé zr f Or
Adaption neuer experimenteller Befunde war das Ziel des zweiten Projekts dieser Arbeit. Das
bisherigeModell zeigte eine Méglichkeit des Hemmmechanismus fir vierarmige déganvel-

che durch Bxdungan Aminosauren am Eingang der zentralen Pore der Protease diese verschlos-
sen. Hierdurch wurde das Eintreten eines potentiellen Substrates verhindert, wodurch es nicht
zu den aktiven Zentren des Enzyms vordringen konnte und somit dessen Katalpgertinhi
wur de. Di eses Model | konnte |jedocTmptaseédutrch di e
zwei sequenzisomere, dreiarmige Substan8) = 22,5 nMund 96, K=114 nM sieheAbbil-
dung20, S47) erklaren, da diese ebenfalls auf analoge Weise die zentrale Pore versperren kénn-
ten. Die Analyse der vorliegenden Daten zeigte auf, dass diese dreiarmigen Inhibitoren nicht
kompetitiv wirkten. Ene vonHeiderdurchgefihrte virtuelle Untersuchung des Inneren der Pore
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Grundlegendes Modell
vierarmiger Inhibitoren

Sukzessives Docking

96

Neues Bindungsmodell
dreiarmiger Inhibitoren

Einfluss von "~ -
experimentellén
Daten aus Assays
und Simulationen

Abbildung49 Adaption experimenteller Daten in dague Bindungsmodell

Unter Bertcksichtigung experimenteller Daten aus Er&gsays und Simulati
onenkonnte das bestehende Modell vierarmiger Tryptasbibitoren weiterent-
wickelt werden, wodurch es mdglich wurde das Hemmverhalten zweier isomerer
Verbindwngen zu erklaren.

deckte weitere Bindungsstellen im Umfeld der aktiven Zentneth nahe der Oligomerisierungs-
flachen der tetrameren Protease auf. Diese Informationen sollten zusammen mit den Erkennt-
nissen uber die Hemmwirkung der beiden Isomere in das neue Modell einfligieheAbbil-
dung49) Da die beiden Strukture®2 und 96 relativ grof3 und sehr flexibel waremussten sie

vor der Anwendung der Software Glide in kleinere Systeme zerlegt werden. Zu desmk
wurden die Liganden von zwei ihrer drei Arme befiigie so entstandenen einarmigen Modell-
verbindungernwurdendann sukzessive an der inneren Porenoberflache gedbatitzu wurden

drei Enclosing Basso positioniert, dass sie zum eindie Aminoséaren am Eingang der Pore
und zum anderen die vodeideridentifizierten neuen Bindungsstellen imreren der Pore ab-
deckten. Jede der drei Box@&eckte mehr als ein Drittel des zu untersuchenden Bereichs ab,
womit auch die Grenzflachen zwischen den Boxesneiahend beriicksichtigt wurdewahrend

der Analyse mdglicher Posen der Modellverbindungamssteder nicht-kompetitive Henm-
mechanismus berucksichtigt werden. Hiemurden die Berechnungen der Maps innerhalb der
Boxen so gesteuert, dass die Ligandahdirekt an den aktiven Zentren binden konnten. Das
Docking der Modellverbindungen erfolgiadem der Phenylring der Verbindungen mittig in der
Pore gehalten wurdeAuf diese Weis&onnte derArm wahrend der Dockirgaufe die innere
Porenoberflache ab&ten. Durch den mittig positionierten Phenylring wurde die spatere Kom-
bination der einzelnen Modellsysteme zu den vollstdndigen Liganden erleichtemitbiée

diesea Methode generierten Posen wurden zun&chst nach ihren Dockingscores sortiert, worauf
die besten Posen der Modellverbindungen eines Liganden auf ihnre Kombinierbarkeit optisch ge-
pruft wurden. Nach der Identifizierung gunstiger und kombinierbarer Posen wurden diese unter
Zuhilfenahme deSculptingTechnik an ihren Phenylringen zur Deckung geftraind zu den
vollsténdigen Inhibitoren kombinierDurch diesen manuellen Eingriff ist es notwendigAn-
schluss an dieséombination der Modellverbindungen die entstandene Pose einer Konformati-
onsanalysezu unterwefen, um die Stabilitatder Pose und dait ihre Relevanzu Uberprifen.
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Auf diese Weise entstanden Posen \8thund 96, welche anhand ihres gemittelten Dockings-
cores und detiber die Konformationssuche eingeschéatzten Untersdiredrer Bindungsener-

gie verglichen wurden. Hierbeeigtendie Rechnungen fiir den Ligand&aim Vergleich z96

einen um lkcal/mol besseren Score auf, jedoch eine um ca. 12 kcal/mol ungunstigere Bindungs-
energie. Der rein energetische Vergleich der beiden Posen konnte demicdtials Rechtfer-
tigungfir die um einenFaktorvon 5 bessere Hemmstarke v@?2 dienen woraufhin eine wei-

tere optische Analyse der Lage und dReumanspruchs der Liganden inméren der Pore er-
folgte. Diese Betrachtung nahm die SASA als Mal3stab fiir den Platzbedarf der Inhili®ren.
zeige sich dass82 durch seine die Pore durchspannende Konformation, selbige nahezu voll-
standig blockiertwohingegen96 nur einen Teil versperrt. (Vginterschiedliche Ausdehnung

der Ligande®2und96in Abbildung49, rechtg Diese Information tiber den sterischen Anspruch

der Ligandeninn n e r e nTryptase ungdie daraus resultierende teilweiseziehungsweise
vollstdndige Besetzung der Pore konate Begriindung des Unterschieds in der Hemmwirkung
der Isomere herangezogen werden. Die Realisierung der Simulation der sehr flexiblen Liganden
durchdie selbst entwickelte Technik deskzessive Docking, unter Berlicksichtigung beste-
hender experimentedir Befunde, konnte somit erfolgreich ein neues, die Eigenschaftesedie
beiden Liganden erklarend&ndungsmodéigenerieen.

Das letzte in dieser Arbeit beschriebene Projekt fokussiertelauEntwicklung eines Liganden

fur die Dimerisierungsflache derB843 ( Adapt er proteins. Da sich bi
Beispiele fur Binder der Dimerisierungsflache finden, wurde als Ausgangspunkt fiir die Generie-
rung ein breit angelegtes UV/VE&creaing genutzt, bei welchem 70 kationische Verbindungen

g e g e n -Isafdrne getéstet wurden. Eine der vielversprechendsten Verbindungen in dem
Screening wab4. Von diesem initial gefundenen Ligadwurde durch retrosynthetische, do-
ckingbasierte Analyse (V@\bbildung36, S.63) ein bindungsrelevantes Fragmeneitdifiziert.

Dieses Fragment wurde daraufhin durch Vaoatseiner Ladung derivatisieidas Derivat mit

der giinstigsterPose undlem bestenScore dieser Analyse war Verbindurig@. Die gefundene

Pose an der Dimerisierungsflache konnte durch ein Epitopskimals bestatigt werden. Basie-

rend auf diesen Simulationsergebnissen wurde der Ligand synthetisiert und seine Bindungsei-
genschaften Uber eine UV/Visund MSTTitration erhoben: K = 530 nM, UV/Vis und
Ko=662nM, MST. Ein Job Plot ergab die Stéchioreeton 1:1 des Komplexes zwischelB
unddimerem143-3 ¢, wodurch sich das Er gebniebesthier 2z uvc
tigte. Die genaue Lage und Konformation des Liganden war von gréf3tem Intevesbalbder
Versuch der Kristallisation vdri8in seiner Bindung zum Protein durchgefiihrt wurde. Die Kris-
tallisation verlief erfolgreich, jedoch bildete das Beugungsmuster der réntgemrsig&kipischen
Untersuchung des Kristalls den Liganden mit einer sehr geringen Aufldsung ab. Deutlich zu er-
kennen wardie Lage des Liganden inmitten der sich in der Bisrerungsflache bildenden Pare

Nicht abgebildet wurde seine genaue Konformation, sowie sein Protonierungsgiraérmitt-

lung desProtonierungsgrasldes Liganden in gebundenem Zustand wurden #igVigerte der
protonierbaren Gruppen voGradmit dem ProgramnPROPKArmittelt. Hieraus ergab sich fur

die GCPund LysirAmino-Gruppe ein Ba-Wert von 6.4, wodurch anzunehmen ist,sd418im
nicht-protonierten, also ungeladeneZustand bindet. Di®©ptimierung der Kristallstruktuer-

folgte daraufhin durclQM/MM MD Simulationenwelche vorMittal durchgefuhrtwurden.Mit-

hilfe dieser Optimierung und den Informationen tber den Protonierungsgrad konnte ein sehr
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genaues Bild des Liganden zwischen den Monomeesrd3-3 { Pr ot ei ns er st el

Studien ziolge bindet der Ligand an der Dimerisierungsoberflache, die ermittelten Interaktio-
nen des Liganden bilden sich hauptsachlich zwischen dessen Lysin und einem Mddasner
andere Monomemvird derweildurchdie GCRGruppe gebunden.

o
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Abbildung50 Entwicklung eines mafRgeschneiderten Liganden

Ausgehend von einem initialen Fund, wurde mit Mitteln der virtuellen Retrosyn-
these ein Ligand fur die Dimerisierungsflache de8-B4{ g e rninevitrd Assays ,
charakterisierten die Bindung und eine Kristallstruktur lieferte die exakte Position.

In diesen Projekt wurde durch virtuelle Retrosynthese erfolgreich ein Ligand fiur eine biologisch
relevante Position an 18-3 { e n t weiche kuvdr moch keine Beschreibung in der Literatur
fand. Die lllustration inAbbildung50 zeigt zusammenfassend den Verlauf des Ligandendesigns
von dem initialen Fund bis zur optimierten Kristallstrukidie denkbagn Entwicklungsmoglich-
keiten dieses Systems sind vielfaltig und werderzuhkinftigen Studien dazu beitragen, die
Funktion und Steuerung dieser Proteinfamilie besser zu verstehen. Einige der Entwiakhghgs
Analysemadglichkeiten zur Erhdhung der Spezifitat zwischen den humanen Isoformen oder zur
Modulation von Heterodimerisieing verschiedener Isoformen wurden in Kapitel (ab S72)
vorgestellt. Die zur fortschreitenden Entwicklung ddi8berechneten Derivatel(18.1- 118.11,
Abbildung47, S.78) konnten durch die Ergebnisse der QM/MWD Simulationen und durch
Verwendung deCoreFunktion von Glide innerhalb der Pore und nahe der Konformation von
118an 143-3 { b e r e ¢ h meethalbrdeserdDerivatechnitten118.4-118.7, welche zur
Steigerung d-sofornhdererient iviarden, imzacking fatsachlich besser ab. Im
Rahmen der Simulationen dieser zweiten Generation an Bindern der Dimerisierungsflache der
14-3-3 Poteine konnten Indizien fur eine mdogliche Isoformspezifitdt ausgearbeitet werden.
Diese konnen in weiterfihrenden Arbeiten an diesem Projekt zur Entwicklung spezifischer
Ligandenzur Adressierung der verschiedenen Isoformen und Dimerisierungsvarianten von
Nutzensein.
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9. Summarnyof Projects

The summary of the single projects of this dissertation will be presented in three subsections.

9.1. SARS CoVPNIg Design of &otential Inhibitor of Dimerization

This project aimed at the development of an inhibition mechanism which uses the suppression
of the dimerization process of the protease SARS C¥VWwhich is essential for its activity. The
inspection of therelevant protein surface inside the dimerization interface was done optically
and with the aid of the program AutoLigand. Hereby a volume within the protein cavity was
defined for the design of a potential binder. Inside this volume, different surfacectesistics

which the potential binder might address were identified. As the central interaction poing Arg
was established. Because of its exposed position on the protein surface, as well as the surround-
ing topography, it seemed to be a good target $onall molecule binders. A second point of
interest is the fact that Arg 4 is vital for the dimerization of the protein. Due to its exposed posi-
tion, the sidechain of Arg 4 has enough surrounding space to allow an artificial receptor unit to
bind. The bishosphonate tweezer (BP), developed $ghraderwas chosen as the Guanidine
receptor. Besides a strong binding affinity for Guanidine, the charge on the BP tweezer can be
adjusted from 0 te4 by methyl esterification. The BP was derivated virtually wiffemnt frag-

ments which might bind to an aromatic pocket next to the Arg 4. Additionally, it was sought to
design a moiety which could be used as somewhat of a surface mimicry of the surrounding to-
pography in order to allow the potential ligand to gainmagtability in its bound posd.o reach

Volume used for ligand
development on the
protein surface

Active dimer

Inactive y
monomer

Dimerization-

inhibitor Suppressed
* Proteolytic dimerization

activity

Pose of the conceptional ligand
attached to the protein surface

Figure51 Development of arnhibition model for SARSoVMPr©

The monomeric unit of Me (left) is catalytically inactive; due to aggregation, the
catalytic dimer can be formed. (top right) This dimerization process might be
inhibited by the designed structure, (bottom right) whishould lead to a reduc-
tion in enzyme activity.
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these goals, the BP has been derivatized by combinations of aromatic residues, like His, Phe and
Trp, which were connected to the receptor unit using Gly-@&las a linker. The resulting small
library was testedwvith docking and cluster analysis. The best candidate obtained by this study
was BP(OMegly-Phe; it outshone the rest of the investigated group because it showed relevant
aspects of the design criteria. In its docked pose, BP was complexing the Argh4 @henyl
ring of Phe was i nsi de t h eterminabmasekposed tpsolehkt.e t ,
(See figure 15, R7) Due to this, the furtheligand development could be done without chang-

ing the position of this initial stancén the second step of the design process, the conceptional
ligand was elongated with a GuaCbz eB@moiety as a potential surface mimicry, while the
linker was modifid. The resulting group of candidates has been investigated by docking tech-
niques. The best binder in the docking study was the ligarB&R5uaCbz; it presented a pose
which met all design criteria: BP was complexing4iiighe was positioned inside theoanatic

pocket and the GuaCbz moiety huddled against the protein surface. This pose was additionally
stabilized through two intramolecular hydrogen bonds and gave a promising docking score. To

w t

estimate i f the | igand’ s bd affidity of dimesziation, theirt y ¢ an
binding energies have be e npgofdthmligand ® the prdeinh e mat |

was simulated to be-9.13 kcal/mol, while the dimerization constant of the protease
(Ko=100p M) g a wneof -2.37 Ac&l/mol From this rough comparison, it can be said that
the ligand can bind to the protein more strongly than pveteinto itself. In principle, the ligand
BRPheGuaCbz should be able to suppress the dimerization of the SARS’Cakdvhence its
enzymaticactivity. (See figure 51) The virtud# novodesign of new ligands is a powerful tool

for ligand development and it can be used to address a wide range of targets. The developed
method of mechargtically suppressing the activity of an essential protedsemathogen by the
inhibition of the crucial dimerization process of the target enzyme is an elegant and promising
strategy.

The advancement of an existing binding model for the adaptation of experimental dathevas
focus of this project. The existing model included a possible inhibition mechanism fer four
armed | igands, which wer e bl oc-Hryptage bytatiaehingor e
themselves to residues at the entrance of that pore. Therefangotential substrate would not

be able to enter the pore and reach the active sites, which leads to an inhibition of enzymatic
catalysis. Unfortunately, this model was not able to explain the differing behaviour of two-three
armedsequential isomers(82, K = 22,5 nM an®6, K =114 nM, compare figétbbildung20,

p.47) The two isomers could, in principle, block the central pore in a similar way to the four
armed variants. The experiments showed tiB&and 96 were inhibiting the enzyme in a nen
competitive way.Heiderrevealed additional binding spots for this kind of inhibitor inside the
central pore of the tetrameric protease close to its active site or @aigomerization areas,
respectively This information, combined with the inhibitory strength of the two ligands, should

be incorporated into the new binding model. (See figure 52) Because of the large size and flexi-
bility of the ligandsB2 and 96, the vitual analysis of possible binding modes was done with
truncated parts of the ligands, using the software Glide. These truncated model ligands had been
reduced to their central scaffold featuring just one arm instead of three. The model ligand was
docked tothe protein surface inside the cavity of the protease. In order to do so, three enclosing
boxes were positioned in a way that they covered the residues at the entrance of the pore and
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Existing model for

four-armed inhibitors Successive Docking

96

New binding model for
three-armed inhibitors

Influence of "
experimental data “
from assays and
simulations

Figure52 Adaption ofexperimental @tainto the new binding model

Due to the influence of experimental data from assays and simulations, the exist-
ing binding model for fouarmed Tryptase inhibitors was advanced to successfully
describe the inhibitory behaviour dfvo isomeric compounds.

the binding spotsliscovered byHeider Additionally, the boxes were engaged in an overlapping
manner, to ensure that binding positions at the border in between the boxes could be found by
the docking algorithm as well. To respect the rammpetitive mode of inhibition, the function
Excluded Volumes, implemented in Glide, was used to deter the ligands from entering the active
sides. During the docking process, the central scaffold of the model ligands was held in the mid-
dl e of t he phemptotein surfase ingidedhe edvity wak then scanned with the
singlearmed ligand using the established settings. After the docking of the sangied vari-

ants, the the best results of each variant were combined, overlapping at their central scaffold,
in order to build up the real ligandB2and96i nsi de t he protein’s pore.
the resulting poses were passed through a conformational search to prove their stability and to
gain information about their binding energies. The mean séamm the docking of the model
ligands and the predicted binding energies were compared; they showed a score which was
1 kcal/mol better for ligandB2 than for 96, but a binding energy which was 12 kcal/mol worse
compared t096. This energetic evaluationdlinot answer the question about the inhibition
strength, which differed by a factor of 5. To shed light onto this significant inhibitory difference,
the SASA (solvent accessible surface area) of the two poses taken by the inhibitors inside the
protein porewas investigated. While the pose 82 is very bulky and blocks the pore nearly
completely, the pose d®6 blocks only about half of the pore. (Compare the required space of
the poses in figure 52, right) The information about the steric demands of thigiquos and the
resulting partial or total blocking of the pore, respectively, can be used to explain the altered
inhibitory strengths of the two isomer82 and 96. The seHdeveloped method of successive
docking was used effectively to advance the bindimggel and explain the variances in inhibi-

tion of the two similar compounds.
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9.3. 14-3-3¢Ligand Design by Virtual Retrosynthesis

The last project in this thesis was focusing on the development of a ligand for the dimerization
interface of the 143-3 adapterprotein. Until now, no examples of this kind of ligand are shown

in literature, therefore a UV/Vis screening of 70 cationic compounds agaif3314 was used
as the starting point for the design process. One of the most promising candidates revealed by

this screening was compouidd. Carrying on from this initial hit, a fragment relevant to binding

was identified by dockinbased virtual retrosynthesis. This fragment was tlienivatisedby

varying its charges. The resulting derivates are then passedghrauocking analysis. The can-

didate which performed best in this docking, concerning score and pose, was compbdand

The desired position at the dimer interfaceof38 ¢ was additionally confi
scan. The compound was then synthesiaed its binding affinity, as well as the stoichiometry,
investigated by UV/Vis and MST techniques, revealingpd 530 nM (UV/Vis) or 662 nM (MST),
respectively.The stoichiometry was found to be 1:1 with respecttothe3td3 ( di mer conc e
tration usirg the Job Plot method, indicating the ligand to bind to the dimer and not to the single
monomer. The exact ligand position and its conformation upon binding$®34 wer e i nves
gated by Xay crystallography, antll8was shown by this technique to lie between the dimer

interface. The resolution of the crystal structure was quite low, so a QM/MM&fiDementof

the crystal structure was performed Bittal . In addition GradperformedpKa predictions com-

bined with a virtual alanine scan to elucidateetprotonation state of the bound ligand inside

the dimerization interface. These results presented the ligand in an uncharged state binding

both monomers at the same tim&ossible further development opportunities for this system

are plentiful and are gpected to contribute significantly to the understanding and regulation of

this protein family. Some of thprospectsfor the evolution and analysis for increasing the
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Figure53 Developmenf a tailormade small molecule binder

Starting from an initial finding, a tailenade ligand for the dimerization interface
ofthe143-3¢ homo di mer was developed using vi
characteristics were obtained by UV/Vis and Mi&ations and a QM/MM MD

refined xray structure revealed the exact ligand position.
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specificitybetween the human isoforms or the modulation of the heterodimerization of varying
isoforms have been discussed in detail in chapter 7.4 (p. 69). Derivatestigated for the
burgeoning of118(118.1- 118.11,picture 47, p. 75) could be calculated within the cavity and
close to the conformation df18bound to 143-3g using the results of QM/MM MD simulations

and the Cordunction within the Glide softwareéWithin the plethora of derivatives]18.4¢
118.7were found to score highly in the dockistudies, which confirrd the initial outlook of

them being developed with intention of increasing the affinity for gisoform. During the
simulationof the secad generation of binders at the dimerization interface of the3ta pro-

tein, indications pointing towardsoformspecificityarose During this project, a small molecule
binder for a biologically relevant position insidethe38 {( adapt er oupd;devdele i n wa s
oped by virtual retrosynthesis. (Compare figure 53) Its binding parameters were obtained using
UV/Vis and MST titrations. Additionally, a QM/MM MD refinement was used to investigate the
interactions betweerlL18and the protein dimer. In the fute, this promising result might lead

to specific ligands for the individual isoforms and their hetenohomo dimers, respectively.
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10. Experimenteller Teil

Die genutzten Programme werdgaweils in der letzten genutzten Version angegeben. Die
meiste Anwendung fanden sie auf einem Linux System, wobei die Windows spezifische Software
entweder durch wine als Emulator oder auf virtuellen Rechnern mit Windows als Betriebssystem
ausgefuhrt worda sind. Lediglich die Verschriftlichung dieser Arbeit erfolgte auf einem nativen
Windows System.

Maestro 10.7

Maestro ist das Interface der Schrédinger Suite, es wurde zur Generierung und Vorbereitung der
Strukturen fur die Rechnungen genutzt. Mit diesenw&ndung wurden ebenfalls die Pro-
gramme MacroModel und Glide bedient.

PyMOL 1.7

PyMOL ist eine Anwendung zur Visualisierung dreidimensionaler Strukturmodelle chemischer
Verbindungen. Es wurde zur optischen Analyse der Systeme, zu ihrer Vermessung (Abstande
Bindungs und Diederwinkel) und fiir die Erstellung von Abbildungen genutzt. Uber dies hinaus
wurde es fiur einfache Bearbeitungen von Geometrien und zur Anwendung von Sculpting ge-
nutzt.

Avogadro 1.1

Avogadro ist ein umfangreicher Editor fur Molekile, mélchem auch einfache Kraftfeldrech-
nungen durchgefuhrt werden kdnnen. Genutzt wurde Avogadro hauptsachlich zur Erstellung
peptidischer Fragmente, die danach in anderen Anwendungen verwandt wurden.

AutoDockTools 1.4.5

AutoDockTools (ADT) ist ein Eingabeifatee fur die Software AutoDock, AutoGrid und Auto
Ligand.

AutoDock 4.2

AutoDock ist eine Dockinganwendung welche verschiedene Doélgmyithmen nutzen kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Software im LGA fiir Dockingstudien und Clusteranalysen
genutzt Neben der Standardversion kam eine sekmsnpilierte Version fir flexible Systeme

zum Einsatz, welche anstelle der 32 erlaubten Torsionen Liganden mit 256 Torsionen verarbei-
ten kann. AutoDock kann auch Teile des Proteins wahrend des Dockings flelkdrelina so-

mit auf die Liganden im Sinne vonduced fitreagieren.

90



Experimenteller Teil

AutoGrid 4.2

AutoGrid ist ein Programm mit welchem die fir das Docking mit AutoDock bendtigten GridMaps
berechnet werden. Die Software ist vor dem eigentlichen Docking fiir jedes Ziglsysteiwen-
den.

AutoLigand

Mit AutoLigand lassen sich Bereiche innerhalb einer GridMap auf kleine Volumina mit mdglichst
grol3er, potentieller Bindungsaffinitat flir organische Liganden untersuchen.

MacroModel 11.3

MacroModel ist die Kraftfeldanwendung der &atlinger Suite. Mit ihrer Hilfe wurden Geomet-
rieminimierungen, Konformationssuchen und Koordinatenscans durchgefuhrt.

Glide 7.2

Glide ist die Dockinganwendung der Schrodinger Suite und wurde fur diverse Dockingrechnun-

gen genutzt. Es erméglicht die Einflussname auf die Dockinglaufe, beispielsweise durch den Ein-
satz vonexcluded volumesder derCoreFunktion. Glide hat die Moglichikgpolare Gruppen

des Zielsystems wéahrend des Dockings zu rotieren um dipolare Wechselwirkungen besser dar-
stellen zu kénnen.

Gaussian g09 D.01

Gaussian ist ein computerchemisches Programmih welchem MM und QMRechnungen, so-
wie Kombinationen daraus, métiner grol3en Anzahl an Methoden durchgefiihrt werden kén-
nen. Diese Software wurde fir alle quantenchemischen Berechnungen genutzt.

GaussView 5

GaussView ist ein Interface fur Gaussian, es kann zur Generierung der Eingabedateien fur die
Rechnungen und zur Alyse der Ergebnisse genutzt werden. Es verfiigt des Weiteren uber ei-
nige Tools zur Bearbeitung chemischer Strukturen.

Kate 4:4.13

Kate ist ein méachtiger Texteditor mit Syntaxhervorhebung und einer Vielzahl an Funktionen zur
Bearbeitung von TexDateien. Ewurde primér zur Erstellung und Bearbeitung von Gaussian
Eingabedateien und Sh&kripten genutzt.
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VIM 2:7.4

VIM ist ein umfangreicher Texteditor fiir die Kommandozeile. Er verflgt ebenfalls Uber Syn-
taxhervorhebung und eine Vielzahl an Funktionen zurlB&amg von TexDateien. VIM wurde
hauptsachlich zur serverseitigen Anpassung und fir kleine Anderungen an G&isgaineda-

teien und ShelBkripten genutzt.

SPECFIT

SPECFIT ist ein Tool zum Fitten komplexer Systeme von EmisstbAbsorptionsspektremon
Bindungsereignissen. Mit dieser Anwendung wurde die Bindungskonstante einer UV/Vis
Titration ermittelt.

Origin Pro 2016G

Origin wurde zur Brstellung von Graphen aus-kKpordinaten, sowie der Berechnung zweidi-
mensionaler Splines und deren Verrechngegutzt.

Office Anwendungen

Zur Textverarbeitung im WYSIW®@ (englwhat you see is what you getvurde MSWord
2013 genutzt. Chemische Z®rukturen wurden mit ChemDraw Prime 15 erstellt. Die Bearbei-
tung von Pixelgrafiken wurde mit dem Programm GIMEr2l von Vektorgrafiken mit dem Pro-
gramm Xara Designer Pro X9 durchgefiihrt. Einfache Tabellen wurden 1Bitdd52013 erstellt.

Fur die meisten Rechnungen wurde ein Linux Rechenserver genutzt, vereinzelt wurden auch
Rechnungen auf alteren Servg2x AMD Opteron F&2, 8 GB RAM) und dem Arbeitsplatzrech-
ner (Intel Core i2600, 16 GB RAM) durchgeflhrt.

Rechenserver

Die Rechnungen und Simulationen wurden auf eisdigred memongystem der Firma Sife
durchgefuhrt. Der Server baut auf einem Supend H8QGéMotherbord auf, wobei 4 AMD
Opteron 6174 dodecacore Prozessoren zum Einsatz kamen. Als Betriebssystem wurde Debian
Linux, DistributioiKubuntu10.04 (Lucid Lynx) genutzt. Die Spezifikationen des Systems sind:

1 4x Dodecacore AMD Opteron 6174 (238 GHz)

1 16x Samsung 4 GB DDHR3B3 lowvoltage (64 GB ges.)

1 4x2 TB Seagate HDD (7.200 rpm), in RAID 10 bzw. RAID 0
1 Areca Technology Corp. AREG30 RAIEController
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Alle fur die Synthesen genutzten Losungsmittel hatten eine Reinheit von mindestens 95%. Fir
die Chromatographie zur Reinigung der Zielverbindung kamen Reinstwasser und destilliertes
Methanol zum Einsatz. Die absolutierten Lésungsmittel, DMF und DCM, wuadbaditeratur-
bekannten Methoden bereitet und unter Schutzgasatmosphare bis zu ihrer Nutzung gelagert.
Zur analytischen Flissigchromatographie wurddt.C gradesungsmittel verwandt.

High performance liquid chromatography (HPLC)

Die Hocleistungsfliissigkeitschromatographie wurde zur Analyse der Reinigungsbedingungen

und zur Uberprifung der Reinheit der Verbindung genutzt. Die genutzte Anlage war eine Dionex
HPLC mit P680 Pumpe, A80 Autosampler, UVB40U UVWDetektor und UltiMate 300&au-

lenwechsler. Die genutzte analytische Saule war eine YMCGACRFEL8 (15 x 3 x 25 cm), das

RP18 Material hatte eine Porengro6éBe von 12 nm

Medium pressure liquid chromatography (MPLC)

Die Mitteldruckflissigkeitschromatogphie wurde zur Reinigung der Zielverbindung eingesetzt.
Die genutzte Anlage war eilfermeninstrumentSpot Liquid Chromatography Flasiit einer

YMC OD®& 120 g Saule. Das genutzte RP18 Material hatte eine Porengréf3e von 12 nm und eine
PartikelgréRe von 50 m.

UV/Vis Messungen

Die Messung der UV/\/B8pektren erfolgten mit einem Jasco UV/Vi§B0 Spektrometer. Die
Spektren wurden durch Messungen des jeweils genutzten Puffers korrigiert und mit Kivetten
mit einer Schichtdicke von 1 cm durchgefii

Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR)

Die Messung der Kernspinresonanzspektren wurden mit einem Bruker Avance Ill HD 600 MHz
Spektrometer mit Cryrobenkopf Prodigy BBFO durchgefihrt. Die Kalibrierung der Spektren
erfolgte Uber das Losungsndtsignal. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm (eags

per million ) angegeben. Die genut zt esSinguletklisx zungen
breites Singulett, & Duplett, m—Multiplett;
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Liganden

Die Liganden wurden mit einem der obig genannterBE2iltoren erstellt und vor den eigentli-

chen Rechnungen im OPLS_2005 Kraftfeld im@&BSA Losungsmittelmodell minimiert. Bei L6-
sungsmitteln, welche nicht von der jeweiligen Software vorgpegewaren, wurde die entspre-
chende Dielektrizitéatskonstante genutzt, bei s

Proteine und Enzyme

Die fur die Rechnungen genutzten Strukturen der biologischen Makromolekiile entstammen der
RCSB Protein Datenbank und wurden vor ihEénsatz in den Rechnungen von Losungsmittel
und PufferMolekilen, sowie mdglicherweise enthaltener Liganden befreit. Die Strukturdaten
wurden vor der eigentlichen Rechnung mithilfe des SchrédiRgetein Preparation Wizargie-

pruft und gegebenenfalls kagiert.

Fur die Berechnung der ungebundenen Liganden und zur Uberpriifung der durch das sukzessive
Docking ermittelten Posen wurden Konformationssuchen mit MacroModel genutzt. Diese wur-
denim OPLS_2005 Kraftfeld untéerwendung des MMGBSA Lésungsmittelmodells fur Wasser
durchgefiihrt. Die Einstellungen der Konformationssuche wurden mit Ausnahme der maximalen
Iterationsschritte auf den Standardeinstellungen belassen. Die Anzahl der lIterationsschritte
wurde auf ein Mak mu m v o°ming2sfellt, L zu gewahrleisten, dass die Konvergenz des
Systems erreicht wird.
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SARS CoVP¥

Die Dockingrechnungen an der SARS C&¥%wrden mit AutoDock durchgefihrt, wobei die

GridMaps in einer GridBox berechnet wurden, welche dasbinildungl4 (S.35) dargestellte

Vol umen komplett einschl oss. 3lt&atiensseilittansit 20r anal y
Dockinglaufen pro Ligand. Die Dockingrechnungen zum Ranking nach Score erfdigte@ fai- 1 0
Iterationsschritten in 1Mockinglaufen pro Ligand. Als Dockingalgorithmus kam der LGA zum
Einsatz. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte neben der quantitativen Auswahl der Pose auch
durch qualitative optische Analyse der Posen.

I -Tryptase

Die bckingrechnungen zur Erstellung des neuen Bindungsmodells dreiarmiger Inhibitoren wur-

den mit der Software Glide im XWodus durch sukzessives Docking realisiert. Hierbei wurden
Abwei chend der St andar Reward sttamdletulamhgdesg boddé e Opt i
u n cEnhance planarity of conjugated pi grolips genut zt . Die Fixierung
rings der Liganden wurde mit der Ceffanktion und dem SMARTS Schema Cclcc(C)cc(C)cl
realisiert wobei fur das Docking in der jeweiligen Map die Koordinaiegepasst wurden. Von

jedem gedockten Liganden wurden hierbei maximal 20 Posen ausgegeben. Innerhalb der Be-
rechnung der GridMaps (sielfbbildung22, S.48) wurden die Volumina der aktiven Zentren

mit der Funktionexcluded volumesgor den eigentlichen Dockingrechnungen fiir die Liganden
gesperrt.

14-3-0 Y

Die retrosynthetischd&entwicklung des Dimerisierungsinhibitdr&8 wurde ebenfalls mit Glide

an einer durch MD Simulationen optimierten Struktur des3131{ Pr ot ei ns dur c hge
MD Optimierung der Proteinstruktur wurde v@raddurchgefiihrt. Die hierzu genutzte GridBox

hatte eine Kantenlange von 46 A und wurde zentral an der Pore in der Dimerisierungsflache
positioniert, wobei der gesamte Bereich der Pore, sowie dereruBthAusgang abgedeckt war.

Di e Dockingl auf e wWRewhs mtramoleculadhgdnoge®pds' i aifbeEn
hance planarity of conjugated pi grodps dur chgef idhrt wund es wurden
Ligand ausgegeben. Die Fragmente des initial gefundenen Lig&Ademrden zu deren Simu-

lation an der Proteinoberflache-©€rminal durch eine Amidund Nterminal durch eine Ace-

tylgruppe erganzt. Die Bewertung der Dockinglaufe erfolgte abhangig des erzielten Scores und

der gefundenen Pose an der Pore, wobei die Konforwnat mit Interaktionen zwischen dem
jeweiligen Fragment und Glu 17 des Proteins bevorzugt wurden. Auf dieselbe Weise wurde mit

den Derivaten des vereinfachten Liganden verfahren.
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Zur Ermittlung von Fehlern msehen Kraftfeldrechnungen und quantenchemischen Rechnungen
wurden die durchgefiihrten Untersuchungen der Rotationsbarriere innerhalb derGedipe

mit MacroModel durch Koordinatenscans ermdglicht. Abweichend von den Standardeinstellun-
genwurde dieMaximaln zahl der | terati onss c Pgesetzt Hier-der
bei kamen die Kraftfelder OPIAR\ (reprasentiert durch OPLS*), OPLS_2005 und AMBER zum
Einsatz. Dir Scans starteten bei einem initialen Diederwinkel von 0° und endeten bei 360° mit
einer Schrittweite von 5° bei der Rechnung in Gasphase und 15° fur die Rechnungen-im MM
GBSA Lésungsmittelmodell. Die daraus resultierenden Energieprofile wurdenkstes{engl.
comma separated valugan Excel beziehungsweise Origin Ubergeben, woduecBalstellung

der Energieprofile und ihr Vergleich ermdglicht wurden.

Die guantenchemischen Berechnungen wurden mit dem Programm Gaussian durchgefihrt,
hierbei kamen hauptsachlich Vorgehensweisen zum Einsatz, welche entwesldeaulehr-

b u cHxplaring Chemistry with Electronic Structure Methddson Foresmarund Frischoder

aus I nfor mat i o meoductibrets Galssidnr Themry and Practice den i ch
besuchte, stammen. An dieser Stelle werden nur die Route Sektionen der jeweiligen Rechnun-
gen angegeben, die kompletten Eingabedatdefinden sich im Anhang dieser Arbeit ah B2

Zum Vergleich der verschiedenen moglichen Protamgsmuster des Liganddri8wurden
die verschiedenen Varianten (sieAbbildung40, S.69) mit Gaussian optimiert und die resul-
tierenden Energien verglichen. Bei diesen Rechnungen kam die folgende $tmtien zum
Einsatz:

# OPT=(TIGHT,CALCALL ) B3LYP/DEF2SVP EMPI RICALDISPERSION=GD3 INT=ULTRAFINE
SCRF=(CPCM,SOLVENT=MTER)

DieWahl des Basissatzes viel in diesem Fall auf def2svp, um die Vergleichbarkeit mit Ergebnis-
seneineranderen Arbeit zu ermdglichen. Die Ergebnisse dieser Berechnungen werden in der
folgenden Tabelle zusammengefasst.

Nicht-protonierte Energie
Position [kcal/mol]
1 0
2 6,321
3 8,021
4 9,001
5 13,403
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10.2.3.2.Simulierte Spektren

UV/VisSpektrum voril8

Zur Vorbereitung der fur die Simulation d&¥/VisSpektrums durchgefiihrten TDFT Rech-
nung wurde die Geometrie des Systems auf demselben Niveau, BR/(¥B11++G(2d,p), op-
timiert.

UV-VIS Spektrum

45000 - 12
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35000 i
30000 deoefoeerd - 08 o
H H iz
= i - =
§ 25000 =
B - 06 =
S 20000 - Z
AR - B
15000 PSS NN L 04 B
10000 — B
- 02
5000 i
[ LRt L o ] T 1 . I L 0.0
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Wellenlidnge [nm]
Abbildung54 Simuliertes UV/ViSpektrum des Liganderi8

Ergebnis der IDFTD Rechung aufB3LYMD3/6-311++G(2d,pNiveau.
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GeometrieoptimierungRoute

# OPT B3LYP/6 - 311++G(2D,P) SCRF=(S MD,SOLVENT=WATER) EFIRICALDISPERSION=GD3
INT=ULTRAFINE

Simulation des SpektrumBoute

# B3LYP/6 - 311++G(2D,P) GUESS=R EAD SCRF=(SMD,SOLVEN=WATER)
EMPIRICALDISPERSION=GD3 INT=ULTRAFINE TD =NSTATES=25

Das hierdurch erhaltene Spekt mi=300me aus (sichei n Ab
Abbildung54) . Das experimentell gr=2090mel te Maxi mum

IRSpektrum voril8

Ausgehend von der optimierten Geometrie fir das UMSfigktrum wurde eine Frequenzana-
lyse auf gleichem Meau, B3LY-P3/6-311++G(2d,p), durchgefiihrt und deren Ergebnisse in ei-
nem IRSpektrum dargestellt. (Siel#bbildungs5)

Simulation des HSpektrumsRoute

# FREQ B3LYP/6 - 311++G(2D,P) GUESS=R EAD SCRF=(SMD,SOLVEN=WATER)
EMPIRICALDISPERSION=GD3 INT=ULTRAFINE

_ —

Transmission
1
I

T T T T T T T T T T T T T T T T T T

4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
Wellenzahl [cm™]

Abbildung55 Simuliertes IRSpektrum des Liganden 118

AufB3LYHD3/6-311++G(2d,piNiveau berechnetes IR Spektrum.
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Die Berechnung der Rotationsbarrieren innerhalb der-G@&ppe mit QMMethoden erfolgten
ausgehend von der planaren GCP Konformation m
dundant wurde der relaxierte Koordinatenscan realisiereé S¢chrittweite um den Diederwinkel

erfolgte mit 5° in der Gasphase und 15° rPCM Losungsmittelmodell fir Wasser. Die Rotati-
onsbarrieren wurden mit den folgenden Methoden verglichen: DFT-IDHAF und MP2. Dabei

erfolgten die Rotation in der Gasphasermit DFT{D)}Methoden und der Vergleich der QM

Methoden untereinander im ®®CM Wassermodell. Die Startgeometrien fur die Berechnungen

der Extrema der energetischen Verlaufe der Rotationsbarrieren wurden aus den Koordinaten-

scans bei den entsprechenden Wk, nahe des Extrempunktes, bernommen.

Rotationsbarrieren in der Gasphase

Route Sektionen der DFRechnungen

Relaxierter Scan:

# OPT=(CALCALL,MODREDUNDANT) B3LYP/6- 311G(D) INT=ULTRAFI NE

Berechnung der lokalen Minima:

# OPT=(CALCALL) B3LY P/6 -311G(D) S CF=QC INT=ULTRAFINE

Berechnung der Ubergangszustande:

# OPT=(CALCALL,TS,VT IGHT) B3LYP/6 -311G(D) SCF=QC INT= ULTRAFINE

Route Sektionen der DF-Rechnungen

Relaxierter Scan:

# OPT=(CALCALL,MODREDUNDANT) B3LYP/6- 311G(D) INT=ULTRAFI NE
EMPIRICALDISPERSION=GD3

Berechnung der lokalen Minima:

# OPT=CALCALL B3LYP/ 6- 311G(D) EMPIRICALDI SPERSION=GD3 INT=ULTRAFINE

Berechnung der Ubergangszustande:

# OPT=(CALCALL,TS) B 3LYP/6 - 311G(D) EMPIRICALDI SPERSION=GD3 INT=ULTRAFINE
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Rotationsbarrieream GPCM Modell fir Wasser

Route Sektionen der DFRechnungen

Relaxierter Scan:

# OPT=(CALCALL,MODREDUNDANT) B3LYP/6- 311G(D) SCRF=(CPCM,S OLVENT=WATER)
INT=ULTRAFINE

Berechnung der lokalen Minima:

# OPT=(CALCALL) B3LY P/6 - 311G(D) SCRF=(CPCM,S OLVENT=WATBRINT=ULTRAFINE

Berechnung der Ubergangszustande:

# OPT=(CALCALL,TS) B 3LYP/6 - 311G(D) SCRF=(CPCM,S OLVENT=WATER) INT=ULTRAFINE

Route Sektionen der DF-Rechnungen

Relaxierter Scan:

# OPT=(CALCALL,MODREDUNDANT) B3LYP/6- 311G(D) INT=ULTRAFI NE
EMPIRICALDISPERSION=GD3

Berechnung der lokalen Minima:
# OPT=CALCALL B3LYP/ 6- 311G(D) EMPIRICALDI SPERSION=GD3 INT=ULTRAFINE

Berechnung der Ubergangszustande:

# OPT=(CALCALL,TS) B 3LYP/6 - 311G(D) EMPIRICALDI SPERSION=GD3 INT=ULTRAFINE

Route Sektionerder HFRechnungen

Relaxierter Scan:

# OPT=(CALCALL,MODREDUNDANT) HF/6- 311G(D) SCRF=(CPCM,S OLVENT=WATER)
INT=ULTRAFINE

Berechnung der lokalen Minima:

# OPT=(CALCALL) HF/6 - 311G(D) SCRF=(CPCM,S OLVENT=WATER) INT=ULTRAFINE

Berechnung der Ubergangszust&nd

# OPT=(CALCALL,TS,VT IGHT) HF/6 - 311G(D) SCRF=(CPCM,S OLVENT=WATER) SCF=QC
INT=ULTRAFINE
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Route Sektionen der MRRechnungen

Berechnung des absoluten Minimums:

# OPT=(CALCALL) MP2/ 6-311G(D) SCRF=(CPCM,S OLVENT=WATER)

Berechnung der lokalen Minima:

# OPT=(CALCALL) MP2/ 6- 311G(D) SCRF=(CPCM,S OLVENT=WATER)

Berechnung der Ubergangszustande:

# OPT=(CALCALL,TS) M P2/6 - 311G(D) SCRF=(CPCM,S OLVENT=WATER)
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2 aq. H-Lys(Boc)-OMe

NH o 3 &q. PyBOP, 5 4q. NMM, NH o
/U\ H kat. DMAP, 1:1 DCM:DMF /U\ H NHBoc
BocHN™ °N N O » BocHN™ >N N O
Hool Hol
OH 24h, RT, 80% HN
OMe
Boc-GCP-OH Boc-GCP-Lys(Boc)-OMe o
NH o
/U\ H NHBoc 10:10:5 H
BocHN N N O DCM DMF:TFA HoN N
Ho Ly W)
HN 8h, RT, quant
OMe
Boc-GCP-Lys(Boc)-OMe @) 118

Die Synthese des Ligand&h8 wurde mit einer PyBORupplung und nachfolgender Bé&mnt-
schitzung durchgefihrt. Hierzu wurde 1 aq. 8€POH zusammen mit 2 4qg-ltys(BocPDMe

in einem 1:3Gemisch aus DCM abs. und DMF abs. unter Argonatmosphare geltst. Zu der berei-
teten Losung wurden 8g. PyBOP und eine Spatelspitze DMAP gegd&lierentstehendeSus-
pensionwurde dann mit 5 4q. NMM versetzt, woraufhin das Gemisch fiir 24 h bei RT rihrte.

Das Reaktionsgemisch wurde bis zu einem viskosen Ol am Rotationsverdampfer eingeengt, mit
Ethylacetataufgenommen und jeweils dmaial mit gesattigter Hydrogensulfatund Hydrogen-
carbonatLésunggewaschen. Die organische Phase wurde maximal eingeengt, mit wenig
Methanolund VE Wasser geldst undszhlieRend lyophilisiert. Der erhaltene graue Feststoff
wurde saulenchromatographisch (MPLC) gereinigt und erneut gefriergetrocknet. Die erhaltene
Ausbeute lag bei 80%, bezogen auf die eingesetzte Meng&BHOH.

Die Entfernung der BeSchutzgruppen verlief quantitativ, indem das BaCPLys(BocODMe in
einem 10:D:5Gemisch aus DCM p.a., DMF p.a. und TFA fiir 8 h bei RT gerihrt wurde. Danach
wurde das Gemisch maximal eingeengt, in VE Wasser aufgenommen und lyophilisiert.

Das Umsalzen des so gewonnenen-Bekes zum Chlorid erfolgte durch dreimaliges gefrier-
trocknen aus 45 mL destilliertem Wasser und 5 mbtideHCI Losung.

Der Schmelzpunkdes TFASalzes lag bei 159,9 °C utid gefundene Massbei 339.18 g/mol
[M+H] (kerechnet 339.178 g/mol) bzw. bei 337.26 g/molHl (berechnet 337.355 g/mol).
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10.3.1. HNMR Spektrurdes Ligandet18
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HNMR (600 MHz, DMS Qd#8 (n; 2H,RCH)plHm31]64 (m, 20, .2BH),
1.731.84 (m, 2H, 1TTH), 2.732.81 (M, 2H22-CH), 3.66 (s, 3H, 2EH), 4.394.44 (m, 1H, 15
CH), 6.986.95 (m, 1H, &£H), 7.55.59 (m, 1H, LH), 7.88 (bs, 3H, 28+), 8.48 (bs, 2H, 11
NH), 8.69 (bs, 2H, tRH,), 8.85 (d3} = 7.16Hz, 1H, 1MH), 12.11 (s, 1H;18H), 12.50 (s, 1H,
5-NH);
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10.3.2. IRSpektrum des Liganden 118
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Abbildung56 IRSpektrum des Liganden 118

FFIR = 3426 (w, W{-H)), 3317 (w, vi\-H)), 2946 (w, vGH)), 1683 (s, VC=0))1584 (m, d(N-

H)), 1277 (m, dGH)), 120Qs, dEGH)), 1133 (s, dGH)) cmi.
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Anhang

11.2. Lebenslauf

In der Onlineversion wurde aus Datenschutzgriinden der Lebenslauf entfernt.
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Anhang

UV/VisSpektrum vori18

Eingabe zur Geometrieoptimierung:

%chk=GCP Lys - OMe_UVVis_B3LYP_pre.chk

# opt b3lyp/6
int=ultrafine

- 311++g(2d,p) scrf=(smd,solvent=water) empiricaldispersion=gd3

GCPRLys - OMe - UVVis Konformation

1

ITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIZOOOOOOOOO0Z0ZZ00Z000002Z2k

1.81860000
3.00690000
2.75600000
1.37880000
0.81800000
4.21790000
5.41850000
4.18800000
6.62940000

7.65310000
6.88760000

- 0.54270000

- 1.43150000

- 0.79790000

- 2.84480000

- 3.00330000

- 3.64720000

- 2.61030000

- 3.41990000

- 2.67470000

- 5.17470000

- 5.94190000

- 7.47010000

- 8.19380000
1.69480000
3.47860000
0.85950000
8.57540000
7.54760000
7.79310000
6.12780000

- 1.07460000

- 3.25230000

- 3.36690000

- 3.37580000

- 2.32150000

- 2.04890000

- 3.69900000

- 5.48340000

- 5.45270000

- 5.63560000

- 5.66090000

- 7.78890000

- 7.76250000

- 9.18410000

- 7.95740000

- 7.98200000

- 0.46440000 O. 48470000

- 0.75550000 - 0.15530000

- 0.68480000 - 1.50150000

- 0.34190000 - 1.67470000

- 0.20920000 - 0.43070000

-1.06210000 0.64010000

- 1.35500000 - 0.08350000

-1.06370000 1.87830000

- 1.66000000 0.43560000

- 1.90810000 - 0.38920000

-1.73430000 1.74760000
0.12380000 0.03850000
0.38710000 - 0.92530000
0.1557 0000 1.24340000
0.75960000 - 0.80380000
2.27790000 - 0.60820000

-0.13280000 0.17860000
2.65300000 0.61980000
3.04340000 - 1.48030000
4.02140000 0.98590000

- 0.00930000
- 0.94650000
- 0.82740000
- 1.73050000
- 0.44100000
- 0.86000000

- 0.20860 000

- 2.14000000
-1.87410000
- 1.96220000
- 1.55050000
0.33800000
0.54200000

0.02420000
0.97160000
0.81670000
1.72660000
1.49230000

- 2.28700000

- 2.61410000

- 0.05000000

- 1.39490000
2.13040000
2.39610000

- 1.86820000

-1.79150000

-1.17460000 0.01810000

0.09970000
4.14980000
4.63030000
4.39220000
1.02030000

1.20900000
2.00890000
0.33220000
0.93170000
0.21110000

- 0.23040000

-1.00770000

-1.97660000 0.78360000

-0.72370000 2.00200000
0.19730000 1.01320000

-1.0556 0000 - 0.20920000

-1.62410000 1.59610000

- 2.68910000 1.54420000

-1.52020000 2.68520000
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Anhang

Eingabe zur Simulation des UVABigektrums:

%oldchk=GCP- Lys - OMe_UVVis_B3LYP_pre.chk
%chk=GCP Lys - OMe_UVVis_B3LYP_spec.chk

# b3lyp/6

empiricaldispersion=gd3 int=ultrafine td=nstates=25

GCR Lys - OMe - UVVis Spektrum

1

ITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIZOOOOOOOOOOOO00Z0ZZ00Z000002Zk

- 311++g(2d,p) guess=read scrf=(smd,solvent=water)

2.12260500
3.34353200
3.14171000
1.76295300
1.14665400

0.45196300
0.67494200
0.25502900

-0.2106120 0 0.20000100

4.55314500

5.70181200

4.40988700

6.88472300

7.97532900

7.06448600
- 0.25065700
-1.17199800
- 0.52965000
- 2.60639600
- 2.99386600
- 3.25646500
- 2.03454800
- 4.09505900
- 2.35482800
- 4.77205400
- 5.35038900
- 6.85771800
- 7.42066500

1.96619600

3.91170900 0.66481400

1.27072600 1.09216

8.88816500

7.84654900

7.99091500

6.24069300
- 0.83802100
- 3.04374200
- 2.79421500
- 3.00924700
- 1.45800100
- 2.59520300
- 3.19391600
- 5.24654800
- 5.01657300
-4.90567200
- 5.10022900
- 7.34695000
- 7.15039200
- 8.43362400
- 7.00495700
- 7.22573300

- 0.10163900 - 0.39820600
- 1.66028100
- 1.80812500
- 0.63105200
- 0.54497800 0.31294200
- 0.35874400 - 0.37228600
- 1.04020300 1.46136900
-0.70076800 0.15808800
- 0.43597500 - 0.58306500
-1.26518600 1.35798400
0.23671000 -0.17278200
0.68186900 - 1.05509600
-0.1806 8500 0.96289400
0.80572000 - 0.82275300
2.03064900 0.00151700
- 0.47370800 - 0.24969700
2.46840400 0.81256700
2.54145400 - 0.07802400
3.62773800 1.62189600
- 0.52814700 - 0.43850600
-1.84974300 0.06947500
- 1.88400600 - 0.09766800
- 3.18604700 0.40097500
-0.57626600 1.12950400
- 2.38295700
700 - 2.67320800
- 0.75928000 - 0.29912500
- 0.10736800 - 1.52691700
-1.47154600 1.70139100
-1.42481500 1.92369300
1.07420000 -1.92301500
0.98572400 - 1.80527600
-1.31581700 - 0.77094200

- 0.57580600 0.80638500
3.82895100 2.20074200
4.47439200 0.97999000
3.40330100 2.27911700
0.29930700 0.09364600

- 0.4052 1300

- 2.68722700
- 1.98243900
-1.09487400
-1.79730700
- 3.22621400
- 3.97757000
- 3.30858800

- 1.49868200

-0.47763700
1.12709300
0.47096700

-1.14277900
0.26810800

- 0.09748800
1.39826300
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Anhang

IRSpektrum vori18

Eingabe zur Simulation des3Rektrums:

%oldchk=GCP- Lys- OMe_UVVis_B3LYP_pre.chk
%chk=GCP Lys - OMe_UVVis_B3LYP_freq.chk

# freq b3lyp/6
empiricaldispersion=gd3 int=ultrafine

GCR Lys - OMe - IR Spektrum

- 311++g(2d,p) guess=read scrf=(smd,solvent=water)

11
N 2.12260500 -0.21061200 0.20000100
C 3.34353200 - 0.10163900 - 0.39820600
Cc 3.14171000 0.45196300 - 1.66028100
C 1.76295300 0.67494200 - 1.80812500
Cc 1.14665400 0.25502900 - 0.63105200
C 4.55314500 - 0.54497800 0.31294200
N 5.70181200 - 0.35874400 - 0.37228600
o 4.40988700 -1.04020300 1.46136900
Cc 6.88472300 -0.7007 6800 0.15808800
N 7.97532900 - 0.43597500 - 0.58306500
N 7.06448600 -1.26518600 1.35798400
C - 0.25065700 0.23671000 -0.17278200
N -1.17199800 0.68186900 - 1.05509600
o - 0.52965000 - 0.18068500 0.96289400
Cc - 2.60639600 0.80572000 - 0.82275300
C - 2.99386600 2.03064900 0.00151700
C - 3.25646500 - 0.47370800 - 0.24969700
O - 2.03454800 2.46840400 0.81256700
o -4.09505900 2.54145400 - 0.07802400
Cc - 2.35482800 3.62773800 1.62189600
C - 4.77205400 - 0.52814700 - 0.43850600
C - 5.35038900 -1.84974 300 0.06947500
C - 6.85771800 - 1.88400600 - 0.09766800
N - 7.42066500 - 3.18604700 0.40097500
H 1.96619600 - 0.57626600 1.12950400
H 3.91170900 0.66481400 - 2.38295700
H 1.27072600 1.09216700 - 2.67320800
H 8.88816500 - 0.75928000 - 0.29912500
H 7.84654900 - 0.10736800 -1.52691700
H 7.99091500 -1.47154600 1.70139100
H 6.24069300 -1.42481500 1.92369300
H -0.83802100 1.07420000 -1.92301500
H - 3.04374200 0.98572400 -1.80527600
H - 2.79421500 -1.31581700 - 0.77094200
H - 3.00924700 - 0.57580600 0.80638500
H -1.45800100 3.82895100 2.20074200
H - 2.59520300 4.47439200 0.97999000
H - 3.19391600 3.40330100 2.27911700
H - 5.24654800 0.2993 0700 0.09364600
H - 5.01657300 - 0.40521300 - 1.49868200
H -4.90567200 - 2.68722700 - 0.47763700
H - 5.10022900 -1.98243900 1.12709300
H - 7.34695000 -1.09487400 0.47096700
H - 7.15039200 -1.79730700 -1.14277900
H - 8.43362400 - 3.22621400 0.26810800
H - 7.00495700 - 3.97757000 - 0.09748800
H - 7.22573300 - 3.30858800 1.39826300
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Anhang

NMRSpektrum vori18

Eingabe zur Geometrieoptimierung:

# opt b3lyp/6

GCR Lys - OMe - NMR Konformation

- 311+g(d,p) scrf=(solvent=dmso) empiricaldispersion=gd3

21
N - 3.35240000 0.67110000 - 0.49440000
C -4.62730000 0.19200000 - 0.72260000
C - 4.49120000 - 1.06260000 - 1.25340000
C - 3.09620000 - 1.34940000 - 1.34930000
Cc - 2.41000000 - 0.26240000 - 0.87550000
C -5.82170000 0.99800000 - 0.40250000
N -5.60570000 2.35930000 0.01800000
@) - 6.95220000 0.52240000 - 0.49360000
Cc - 6.55800000 3.26040000 0.35490000
N - 7.88020000 3.0163 0000 0.34840000
N - 6.15440000 4.48440000 0.72160000
C - 0.96960000 0.02250000 - 0.72450000
N - 0.14330000 - 0.93890000 - 1.16630000
@) - 0.57840000 1.07980000 - 0.22820000
Cc 1.31790000 - 0.89130000 - 1.13360000
C 1.90810000 - 1.37620000 - 2.46630000
Cc 1.86700000 -1.66270000 0.08790000
@) 3.19480000 - 1.00030000 - 2.56980000
o 1 .28930000 - 2.02850000 - 3.30980000
C 3.93870000 - 1.35350000 - 3.72320000
C 1.62720000 - 0.95610000 1.43270000
C 2.27110000 -1.69980000 2.61150000
Cc 2.02750000 -0.99620 000 3.95330000
N 2.65820000 -1.72880000 5.06360000
H - 3.13740000 1.57770000 - 0.10480000
H - 5.30680000 - 1.70880000 - 1.54320000
H - 2.64730000 - 2.25670000 - 1.72600000
H -4.67110000 2.73550000 0.08710000
H - 8.53120000 3.74160000 0.61340000
H - 8.22320000 2.10550000 0.07720000
H - 6.83490000 5.18460000 0.98000000
H -5.16980000 4.70900000 0.73910000
H - 0.55830000 - 1.77020000 - 1.56230000
H 1.61920000 0.15150000 - 1.02440000
H 2.94270000 - 1.80330000 - 0.02720000
H 1.43720000 - 2.6652 0000 0.11530000
H 4.95490000 - 0.96800000 - 3.64080000
H 3.99380000 - 2.43720000 - 3.83380000
H 3.48670000 - 0.93220000 - 4.62200000
H 0.55660000 - 0.86240000 1.61500000
H 2.02370000 0.05880000 1.38450000
H 3.34440000 -1.79180000 2.43960000
H 1.87680000 - 2.71590000 2.65710000
H 0.95850000 - 0.91460000 4.15160000
H 2 43040000 0.01680000 3.93020000
H 2.48120000 -1.24300000 5.93130000
H 2.27200000 - 2.66060000 5.11480000
H 3.65430000 -1.78550000 4.90690000
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Anhang

Eingabe zur Simulation des NMiRektums:

# b3lyp/aug - cc - pvtz nmr=(mixed,readatoms) scrf=(solvent=dmso)

empiricaldispersion=gd3
GCRLys - OMe - NMR Spektrum

2
2.02382400
3.04101200
2.48260200
1.10646000
0.84657600
4.44960700
4.85141200

5.25068000
6.10297500 0.47427600
7.08017500 0.64076400
6.28795900 0.6560

- 0.38108900

-1.52692700

- 0.31922000

- 2.80090700

- 3.46868500

- 3.74448000

- 4.45481900

- 3.16579000

- 5.22562600

- 3.18158500

- 4.14045700

- 3.57482100

- 4.54602200
2.04560200 0.22012800
3.03624700
0.38769700
4.19159700
7.99779000 0.94054500
6.89339800 0.44577100
7.19411800 0.90475100
5.52966500 0.58326300

- 1.49560100

- 2.60031700

- 4.70220500

- 3.93024100

- 5.97036000

- 5.70306100

- 4.57722000

-2.21618700

- 2.99612500

- 5.10595500

- 4.32105700

- 2.65001900

- 3.39434200

-4.17496100

- 4.75250900

- 5.43520100

ITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIZOOOOOOOOOO0Z0Z2Z00Z000002Zk

atoms=h

- 0.23949400 - 0.01203100
- 0.40980800 - 0.92225000
- 0.95399200 - 2.07871300
- 1.10773500 - 1.85260800
- 0.64660800 - 0.56269100
-0.11511900 - 0.71601000
0.10365800 0.61823600
- 0.07026800 - 1.63935900
1.03799000
0.16627700

0300 2.34132100
- 0.50755000 0.25459200
- 0.95113300 - 0.31023100
-0.00179300 1.37858300
- 0.96296000 0.38863300
- 2.31587200 0.16341700

0.16794700 - 0.07766700
-2.51121200 1.03855500
- 3.09070300 - 0.71708400

- 3.73066500 0.89102800
1.56134900 0.20966200
2.66331300 - 0.25563100
4.04396000 0.04460600
5.12664 700 - 0.36983400

0.88877000
- 1.21994000 - 2.96458700
- 1.51075600 - 2.54828700

- 0.11682500 1.35165900
0.46049300

- 0.81232900
2.71006100
3.00205900
-1.43079800 -1.19922700

- 0.84634600 1.45470100
0.04050700 0.43416600

0.05131400 - 1.15090600
- 3.6966 3000 1.68141100
- 3.75369000 - 0.08866700
-4.59883000 1.00914000
1.68090000 - 0.29124800

1.66363200 1.28384800
2.54601300 0.24846200

2.56560900 - 1.33157200
4.23522800 - 0.49896300
4.18544800 1.10974200

6.05925300 - 0.17430100
5.08353700 -1.37079700

5.04140600 0.12849800
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Anhang

Berechnung flr Variante 1

(Die Nummerierung der VariantenSlerfolgt analog zu den ibbildung40 (S.69) nichtproto-

nierten Positionen.)

# OPT=(TIGHT,CALCALL ) B3LYP/DEF2SVP EMPI RICALDISPERSION=GD3 INT=ULTRAFINE

SCRF=(CPCM,SOLVENT=MTER)

ME118_UNPROT_C
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Anhang

Berechnung flr Variante 2

# OPT=(TIGHT,CALCALL ) B3L YP/DEF2SVP EMPIRICAL DISPERSION=GD3 INT=ULTRAFINE

SCRF=(CPCM,SOLVENT=MTER)

ME118_UNPROT_B
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Anhang

Berechnung flr Variante 3

# OPT=(TIGHT,CALCALL ) B3LYP/DEF2SVP EMPI RICALDISPERSION=GD3 INT=ULTRAFINE
SCRF=(CPCM,SOLVENT=MTER)

ME118_UNPROT_E

01
N
C 1 Bl
C 2 B2 1 A 1
C 3 B3 2 A 2 1 D1 0
C 4 B4 3 A 3 2 D2 0
C 5 B5 4 A 4 3 D3 0
o 6 B6 5 A 5 4 D4 0
N 6 B7 5 A6 4 D 5 0
C 8 B8 6 A 7 5 D6 0
Cc 9 B9 8 A 8 6 D7 0
C 9 B10 8 A9 6 D8 O
Cc 11 B11 9 A 10 8 D 9 0
C 12 B12 11 A 11 9 D1 0 0
Cc 13 B13 12 A 12 11 D11 0
N 14 B14 13 A 13 12 D1 2 0
o 10 B15 9 A 14 8 D1 3 0
o 10 B16 9 A 15 8 D1 4 0
Cc 16 B17 10 A 16 9 D1 5 0
C 2 B18 1 A 17 5 D1 6 0
N 19 B19 2 A 18 1 D1 7 0
o 19 B20 2 A19 1 D18 O
Cc 20 B21 19 A 20 2 D1 9 0
N 22 B22 20 A 21 19 D2 0 0
N 22 B23 20 A22 1 9 D21 O
H 1 B24 5 A 23 4 D2 2
H 3 B25 2 A 24 1 D2 3 0
H 4 B26 3 A 25 2 D24 0
H 8 B27 6 A 26 5 D2 5 0
H 9 B28 8 A 27 6 D2 6 0
H 11 B29 9 A 28 8 D2 7 0
H 11 B30 9 A 29 8 D2 8 0
H 12 B31 11 A 30 9 D2 9 0
H 12 B32 1 1 A3l 9 D30 O
H 13 B33 12 A 32 11 D3 1 0
H 13 B34 12 A 33 11 D3 2 0
H 14 B35 13 A34 1 2 D33 0
H 14 B36 13 A 35 12 D3 4 0
H 15 B37 14 A 36 13 D3 5 0
H 15 B38 14 A 37 13 D36 0
H 18 B39 16 A 38 10 D3 7 0
H 18 B40 16 A 39 10 D3 8 0
H 18 B41 16 A 40 10 D3 9 0
H 20 B42 19 A 41 2 D4 0 0
H 24 B43 22 A 42 20 D4 1 0
H 23 B44 22 A 43 20 D4 2 0
H 24 B45 2 2 Ad44 20 D43 O
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Anhang

Berechnung flur Variante 4

# OPT=(TIGHT,CALCALL ) B3LYP/DEF2SVP EMPI RICALDISPERSION=GD3 INT=ULTRAFINE
SCRF=(CPCM,SOLVENT=MTER)

ME118_UNPROT_D

01
N
C 1 Bl
C 2 B2 1 A 1
C 3 B3 2 A 2 1 D1 0
C 4 B4 3 A 3 2 D2 0
C 5 B5 4 A 4 3 D3 0
o 6 B6 5 A 5 4 D4 0
N 6 B7 5 A 6 4 D5 0
C 8 B8 6 A7 5 D 6 0
Cc 9 B9 8 A 8 6 D7 0
C 9 B10 A9 6 D 8 0
Cc 11 B11 9 A10 8 D9 O
C 12 B12 11 A 11 9 D1 0 0
Cc 13 B13 12 A 12 11 D1 1 0
N 14 B14 13 A 13 12 D12 0
o 10 B15 9 A 14 8 D1 3 0
o 10 B16 9 A 15 8 D1 4 0
Cc 16 B17 10 A 16 9 D1 5 0
C 2 B18 1 A 17 5 D1 6 0
N 19 B19 2 A 18 1 D1 7 0
o 19 B20 2 A 19 1 D1 8 0
Cc 20 B21 1 9 A20 2 D19 O
N 22 B22 20 A 21 19 D2 0 0
N 22 B23 20 A 22 19 D2 1 0
H 1 B24 5 A23 4 D22 0
H 3 B25 2 A 24 1 D2 3 0
H 4 B26 3 A 25 2 D2 4 0
H 8 B27 6 A 26 5 D25 0
H 9 B28 8 A 27 6 D2 6 0
H 11 B29 9 A 28 8 D2 7 0
H 11 B30 9 A 29 8 D2 8 0
H 12 B31 11 A 30 9 D2 9 0
H 12 B32 11 A 31 9 D3 0 0
H 13 B33 12 A 32 11 D3 1 0
H 13 B34 12 A 33 11 D3 2 0
H 14 B35 13 A 34 12 D3 3 0
H 14 B36 13 A 35 12 D3 4 0
H 15 B37 1 4 A36 13 D35 0
H 15 B38 14 A 37 13 D3 6 0
H 18 B39 16 A 38 10 D3 7 0
H 18 B40 16 A39 1 0 D38 0
H 18 B41 16 A 40 10 D3 9 0
H 20 B42 19 A 41 2 D4 0 0
H 23 B43 22 A 42 20 D41 0
H 23 B44 22 A 43 20 D4 2 0
H 24 B45 22 A 44 20 D4 3 0
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Anhang

Berechnung flur Variante 5

# OPT=(TIGHT,CALCALL ) B3LYP/DEF2SVP EMPI RICALDIS PERSION=GD3 INT=ULTRAFINE

SCRF=(CPCM,SOLVENT=MTER)
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Anhang

11.3.3. Startdateien zur Berechnung der Rotationsbarrieren

Rotation mit DFMethodein der Gasphase

BE ngabe fiar den relaxierten Koordinatenscan wun

# opt=(calcall,modredundant) b3lyp/6 - 3119g(d) int=ultrafine

GCR OMe komplette Rotat ion (fine)

11

C

Cc 1 Bl

C 2 B2 1 Al

Cc 3 B3 2 A2 1 D1 O

N 4 B4 3 A 3 2 D2 0
Cc 4 BS 3 A4 2 D3 0

0] 6 B6 4 A5 3 D4 0

O] 6 B7 4 A6 3 D5 O

C 1 B8 2 A7 3 D6 O

O] 9 B9 1 A8 2 D7 O

N 9 B10 1 A9 2 D8 O

Cc 11 B11 9 A10 1 D9 O

N 12 B12 11 All 9 D10 O
N 12 B13 11 Al12 9 D11 O

H 11 B14 9 Al13 1 D12 O

H 13 B15 12 Al4 11 D13 0

H 13 B16 12 A15 11 D14 0
H 5 B17 4 Al6 3 D15 O

H 14 B18 12 Al7 11 D16 O

H 2 B19 1 Al8 5 D17 0
H 3 B20 2 A19 1 D18 0

C 8 B21 6 A20 4 D19 O

H 22 B22 8 A21 6 D20 O

H 22 B23 8 A22 6 D21 O

H 22 B24 8 A23 6 D22 0

H 14 B25 12 A24 11 D23 0

D21910S 725.00000
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Anhang

Bngabe fur Berechnung des 1. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts,vtight) b3lyp/6

GCR OMe in gas phase after fine rotation

1

ITIITIOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

Rooroorrwnpk

B10
B11
12
B13
B14

B16
B17
B18
B19
B20
B21
B22
B23
B24
B25

PP ORMMOWONE

9

11
9

12

= ONRFREP D
o 0 o oo o

- 311g(d) scf=qc int=ultrafine
- Ts1

Al

A2 1 D1 0

A3 2 D2 0

A4 2

A5 3 D4 O

A6 3 D5 0

A7 4

A8 5 D7 O

A9 5 D8 0

Al0 1 D9 O
B12 11 A1l 9 D10 O
Al2 9 D11 O

Al13 1 D12 O

B15 12 Al4 11 D13 0

Al15 11 D14 0

Al6 3 D15 0

Al7 11

Al18 5 D17 O

A19 1 D18 O

A20 4

A21 6 D20 O

A22 6 D21 O

A23 6 D22 0

A24 11 D23 0

D3 0

D16 O

D6 O

D19 O
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 2. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts,vtight) b3lyp/6

- 311g(d) scf=qc int=ultrafine

GCR OMe in gas phase after fine rotation

11
C
C 1 Bl
C 2 B2 1
C 3 B3 2
N 4 B4 3
C 4 B5 3
@) 6 B6 4
o 6 B7 4
Cc 1
o 9 B9 1
N 9 B10 1
C 11 Bl
N 12 B12 11
N 12 B13 11
H 11 B14 9
H 13 B15 12
H 13 B16 12
H 5 B17 4
H 14 B18 12
H 2 B19 1
H 3
C 8 B21 6
H 22 B22 8
H 22 B23
H 22 B24 8
H 14 B25 12

- TS3

D1 O
D2
D3 O
D4 O
D5 0
A7 4 D6 O

D7 O

D8 O
9 A10 1 D9 O

D10 O

D11 O

3 1 D12

D13 0
D14 0
D15 0
D16 O
D17 O
A19 1
D19 O
D20 O
8 A22 6
D22 0

D23 0

D18 0

D21 O
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 3. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts,vtight) b3lyp/6 - 311g(d) scf=qc int=ultrafine

GCR OMe in gas phase after fine rotation - TS2

11

C

C 1 B1

C 2 B2 1 Al

C 3 B3 2 A2 1 D1 0

N 4 B4 3 A3 2 D2

C 4 B5 3 A4 2 D3 0

@] 6 B6 4 A5 3 D4 0
O 6 B7 4 A6 3 D5 0

C 1 B8 5 A7 4 D6 O

O 9 B9 1 A8 5 D7 O

N 9 B10 1 A9 5 D8 O

C 11 B11 9 Al0 1 D9 O

N 12 B12 11 All 9 D10 O

N 12 B13 11 Al2 9 D11 O

H 11 B14 9 Al3 1 D12 0

H 13 B15 12 Al4 11 D13 0

H 13 B16 12 Al5 11 D14 0

H 5 B17 4 Al6 3 D15 0

H 14 B18 12 Al7 11 D16 O
H 2 B19 1 Al18 5 D17 O

H 3 B20 2 A19 1 D18 O

C 8 B21 6 A20 4 D19 0
H 22 B22 8 A21 6 D20 O

H 22 B23 8 A22 6 D21 O

H 22 B24 8 A23 6 D22 0

H 14 B25 12 A24 11 D23 0
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Anhang

Engabe fur Berechnung des 1. Lokalen Minimums

# opt=(calcall) b3lyp/6 - 3119g(d) scf=qc int=ultrafine

GCR OMe in gas phase after fine rotation - Ml

11

C

C 1 B1

C 2 B2 1 Al

C 3 B3 2 A2 1 D1 O

N 4 B4 3 A3 2 D2 0

C 4 B5 3 Ad 2 D3 0

0] 6 B6 4 A5 3 D4 0

0] 6 B7 4 A6 3 D5 0

C 1 B8 5 A7 4 D6 O

0] 9 B9 1 A8 5 D7 O

N 9 B10 1 A9 5 D8 O

C 11 B11 9 Al0 1 D9 O
N 12 B12 11 All 9 D10 O

N 12 B13 11 Al12 9 D11 O

H 11 B14 9 Al3 1 D12
H 13 B15 12 Al4 11 D13 0

H 13 B16 12 Al5 11 D14 0

H 5 B17 4 Al16 3 D15 O

H 14 B18 12 Al7 11 D16 0

H 2 B19 1 Al18 5 D17 O

H 3 B20 2 A19 1 D18 0

C 8 B21 6 A20 4 D19 O

H 22 B22 8 A21 6 D20 O

H 22 B23 8 A22 6 D21 O

H 22 B24 8 A23 6 D22 0
H 14 B25 12 A24 11 D23 0
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Anhang

Engabe fur Berechnung des 2. Lokalen Minimums

# opt=(calcall) b3lyp/6 - 311g(d) scf=qc int=ultrafine

GCR OMe in gas phase after fine rotation - M2

11

C

C 1 B1

C 2 B2 1 Al

C 3 B3 2 A2 1 D1 O

N 4 B4 3 A3 2 D2 0
C 4 B5 3 Ad 2 D3 0

0] 6 B6 4 A5 3 D4 0

0] 6 B7 4 A6 3 D5 O
C 1 B8 5 A7 4 D6 O

0] 9 B9 1 A8 5 D7 O

N 9 B10 1 A9 5 D8 O

C 11 B11 9 A10 1 D9 O

N 12 B12 11 All 9 D10 O

N 12 B13 11 Al12 9 D11 O

H 11 B14 9 Al13 1 D12 0

H 13 B15 12 Al4 11 D13 0

H 13 B16 12 Al5 11 D14 0

H 5 B17 4 Al6 3 D15 O
H 14 B18 12 Al7 11 D16 0

H 2 B19 1 Al18 5 D17 O

H 3 B20 2 A19 1 D18 0
C 8 B21 6 A20 4 D19 O

H 22 B22 8 A21 6 D20 O

H 22 B23 8 A22 6 D21 O

H 22 B24 8 A23 6 D22 0

H 14 B25 12 A24 11 D23 0
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Anhang

Rotation mit DFD-Methode in der Gasphase

Engabe flr den relaxierten Koordinatenscan um Winke w

# opt=(calcall,modredundant) b3lyp/6
EmpiricalDispersion=GD3

GCR OMe komplette Rotation

1

N -

Coroodb

11
12
12
11
13
13
5
14

3
8
22
22
22
14

ITITITIOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

B9
B10
B11 9
B12 11
B13 11
B14 9
B15 12
B16 12
B17 4
B18 12
2
B20 2
B21 6
B22
B23 8
B24 8
B25 12

D21910S 725.00000

- GD3

Al
B3 2
A3

N N

A6
A7
A8
A9 2
A10 1
A1l 9
Al12 9
Al13 1
Al4 11
Al5 11
Al6 3
Al7 11
B19 1
Al19 1
A20 4

w w

A22 6
A23 6
A24

A2 1
D2
D3

4
D5
D6

D8 0
D9 O

-311g(d)

0

0
0

D10

D11 O
D12 O
D13 0
D14 O
D15 O
D16 O

Al18 5

D18 O
D19 O

8

D21 O
D22 0

int=ultrafine

D1 O

A5 3

D17 O

A21 6

D4

D20 O

11
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 1. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts) b3lyp/6 - 3119g(d) empiricaldispersion=gd3 int=ultrafine
GCR OMe komplette Rotation - GD3
1

ITIITIOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

0.35871000 1.02425 400

- 0.10404300

- 0.25253000 1.87768200 0.80518300
-1.60025200 1.47234900 0.92280600
-1.76819200 0.36507300 0.11193600

- 0.56084500 0.06602800

- 2.92695800 - 0.46804400
- 2.83250100 -1.39176400
- 4.03937100 - 0.08075200

1.79886000 0.83016400
2.50012500 1.47363100

2.31848100 -0.31721700
3.59094400 - 0.80260100
3.89890800 - 1.89342900
4.48752800 -0.1988 8500
1.67989600 - 0.76631300
3.21368700 - 2.38698600
4.83216200 - 2.27540000
- 0.48632200 - 0.61682000

4.21155500 0.63993100
0.22894900 2.69776000 1.31698600

- 0.46621900

- 0.25403200

- 1.03279800
0.36692900

- 0.35881200

- 1.10034500
0.33121900
0.24800000
0.95449500

- 0.51212800
0.97375000
1.50419600
0.95367400

- 1.20820200

- 1.01588600

-2.36974300 1.92971000 1.52433900

- 5.23335700 - 0.83814100
- 6.02273800 - 0.37915100
- 5.09745200 -1.88327400
- 5.45252400 - 0.77145600
5.42466400 - 0.55682100

0.05727500

0.64526800

0.33553800
-1.00828000
- 0.61311800
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Anhang

Bngabe fiir Berechnung des 2. Ubergangsandes

# opt=(calcall,ts) b3lyp/6 - 3119g(d) empiricaldispersion=gd3 int=ultrafine
GCR OMe komplette Rotation - GD3
1

ITIITIOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

0.35759800 0.92154300 0.05819400
-0.37216600 2.11545200 0.04440300
-1.73217200 1.78557700 0.03702000
-1.81442400 0.39632200 0.02905600

- 0.55458900 -0.11652900 0.04496200

- 2.93391900 - 0.56586600 - 0.01461100

- 2.73982700 - 1.76230400 - 0.05219300

-4.11568100 0.03808100 - 0.01133300
1.79221900 0.81854300 0.01900200
2.54656400 1.77068100 - 0.04523800
2.33122500 -0.5207 2800 0.10124200
3.64785800 - 0.84779900 - 0.00226400
3.98298800 - 2.14240700 0.06652800
4.56809400 0.08608400 - 0.16384600
1.71501300 -1.25735000 0.41155600
3.29406100 - 2.87651800 0.03485900
4.94809700 - 2.43331500 0.07410700

- 0.42082900 -1.11221900 - 0.05895500
4.26966900 1.05935000 - 0.14856300
0 .07068600 3.09946100 0.05662400

- 2.57442000 2.45897400 0.03659000

-5.27577900 - 0.82931500 - 0.05871400

- 6.13113800 - 0.16055500 - 0.05034700

- 5.28503500 -1.48636 300 0.81069000

- 5.25633600 - 1.42765400 - 0.96936500
5.53246400 - 0.14715100 - 0.34181000
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 3. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts) b3lyp/6 - 3119g(d) empiricaldispersion=gd3 int=ultrafine
GCR OMe komplette Rotation - GD3
1

ITIITIOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

0.34834800 0.34471200 0.19848800
- 0.13600500 1.57979400 0.62728500
-1.54070700 1.53528500 0.53299600
-1.88184700 0.26876000 0.08736500

- 0.73411900 - 0.45082300 - 0.07939500

- 3.16159900 - 0.38733300 - 0.23629300

- 3.21509400 - 1.52480300 - 0.64807800

-4.20340800 0.41359300 - 0.01567200
1.68024100 - 0.23659600 0.46404800
1.98437800 -0.92273100 1.41013100

2.67044900 0.21405200 - 0.46479200

4.01117800 -0.03621 000 - 0.40675600

4.79525300 0.49707500 - 1.34664100
4.50584200 - 0.79296500 0.55672100

2.31944800 0.77798300 -1.22738600

4.43088000 1.09145800 - 2.07415600

5.78929400 0.32813600 -1.36188100

- 0.74135800 - 1.41664600 - 0.37642200
3.86716000 -1.17924400 1.24713500

0.46448300 2.40625400 0.97875300
- 2.23650900 2.32634400 0.76332700

- 5.50527400 - 0.15457600 - 0.29211900

- 6.21623200 0.63092300 - 0.05292200

-5.67076700 -1.03282400 0.33186400

- 5.57554800 - 0.43719400 - 1.34252300
5.49414800 -0.97804800 0.63183800
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Anhang

Engabe fur Berechnung des 1. Lokalen Minimums

# opt=calcall b3lyp/6 - 311g(d) empiricaldispersion=gd3 int=ultrafine
GCR OMe komplette Rotation - GD3
1

ITITITIOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

0.36463100 0.96558600

- 0.02180600

-0.37257400 2.13018100 0.20068800
-1.72713600 1.77100900 0.25537100
-1.79467900 0.39715700 0.05472100

- 0.52816900 - 0.08880600 - 0.08163100

- 2.90833100 - 0.56391300 - 0.07639900

- 2.71113800 - 1.73477400 - 0.32047700

-4.09135600 0.01351000 0.09780600
1.79900000 0.8507 3700 - 0.06956200
2.56767200 1.76809700 - 0.27813300
2.30271500 - 0.48382800 0.17320900
3.60437400 -0.86587100 0.06701000
3.90734500 - 2.14715200 0.30757400
4.53990600 0.00651900 - 0.26364000
1.67860600 -1.12673600 0.64097900
3.19697300 - 2.85429900 0.40776700
4.86398700 - 2.46423600 0.33067500

- 0.38138500 -1.02308300 - 0.43856400
4.27185200 0.98375800 - 0.36015200
0.05716000 3.11090200 0.33691800

- 2.57351000 2.41793200 0.42314600

- 5.24715900 - 0.8520 8000 - 0.02350000

- 6.10427300 -0.20731100 0.14572300

- 5.20013100 - 1.64355700 0.72423100

- 5.27989900 -1.29207300 -1.01999900
5.48785600 - 0.27992700 - 0.45202300
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Anhang

Engabe fur Berechnung des 2. Lokalen Minimums

# opt=calcall b3lyp/6 - 311g(d) empiricaldispersion=gd3 int=ultrafine
GCR OMe komplette Rotation - GD3
1

ITIITIOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

0.36417200 0.96253000 0.01373500
-0.37359100 2.130 50300
-1.72863300 1.77332400
-1.79619600 0.39718800

- 0.52958700 - 0.09114500
- 2.90970400 - 0.56477100
-2.71176600 - 1.73850200

-4.09330200 0.01518900
1.79839200 0.84905900 0.06200300
2.56587300 1.76967300 0.26116400

2.30498300 - 0.48641500
3.60742700 - 0.86475100
3.91307300 - 2.14733000
4.54121900 0.01200700 0.26249300
1.68349900 -1.1341 1200
3.20422800 - 2.85707600
4.87041700 - 246242500
- 0.38213700 - 1.03099400

4.27136000 0.98954700 0.35055400
0.05635100 3.11237000
- 2.57551600 2.42283700

- 5.24893400 - 0.85121000
- 6.10657300 - 0.20406000
-5.27657300 - 1.30290900
- 5.20632500 - 1.63381300
5.48941800 - 0.27130800

- 0.18969200

- 0.23957200

- 0.05391000
0.06993100
0.07195800
0.30132300

- 0.08903000

-0.17081100
- 0.06139400
-0.29177700

- 0.63535400

- 0.38407500

- 0.31285900
0.41143900

- 0.31653400

- 0.39423700
0.02826100

- 0.12875300
1.01966500

- 0.72901000
0.45432700
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Anhang

Rotationenmit DFTMethodein der Wasserphase

Eingabe fur den relaxierten Koordinatenscan um Wink

# opt=(calcall,modredundant) b3lyp/6
int=ultrafine

Rotation im CPCM

11
Cc
C 1 Bl
Cc 2 B2 1 Al
C 3 B3 2 A2 1
N 4 B4 3 A3 2
C 4 B5 3 A4 2
o 6 B6 4
o 6 B7 4 A6 3
Cc 1 B8 5 A7 4
o 9 B9
N 9 B10 1 A9 5
C 11 B11 9 A10 1
N 12 B12 11 All
N 12 B13 11 Al12 9
H 11 B14 9 Al13 1
H 13 B15 12 Al4 11
H 13 B16 12 Al5 11
H 5 B17 4 Al16 3
H 14 B18 12 Al7 11
H 2 B19 1
H 3 B20 2 Al19 1
C 8 B21 6 A20 4
H 22 B22
H 22 B23 8 A22 6
H 22 B24 8 A23 6
H 14 B25 12 A24

D 10915S 24 15.00000000

- 311 g(d) scrf=(cpcm,solvent=water

D1 O
D2 0
D3 O
A5 3
D5 0
D6 O

D8 O
D9 O

D11 O
D12 O
D13

D4 O

A8 5

D14 O

D15 0

Di6 O

Al18 5
D18 O
D19 O

8
D21 O
D22 0

D17 O

A21 6

D7 O

9

D20 O

11

D10 O

D23 0
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 1. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts) b3lyp/6

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

Rotation im CPCM - TS1

1

ITIITIOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

0.34506300 0.70668400 - 0.03420600
- 0.21550900 1.69889900 0.75798500
-1.60001500 1.43550000 0.83131200
-1.84518200 0.29256500 0.08450200

- 0.64822100 - 0.13754000 - 0.43388900

- 3.06124800 - 0.46522100 - 0.20787300

- 3.07952400 - 1.46489700 - 0.90019900

-4.14223000 0.07064000 0.37756600
1.76519200 0.5356 0900 - 0.46179000
2.23075400 1.04329500 - 1.46018700
2.51852400 -0.24978600 0.41364000
3.85203600 - 0.56760600 0.29054400
4.39243100 - 1.32400400 1.23457900
4.54553000 - 0.12351600 - 0.73864900
2.03151200 - 0.61609600 1.22042800
3.86090800 -1.65775000 2.02314500
5.36343200 -1.59302400 1.19694400

- 0.55534600 - 0.95248200 - 1.02333900
4.08468000 0.45345200 -1.43113000

0.32138500 2.51139000 1.22381100
- 2.34135100 2.00781300 1.36690800

- 5.39238100 -0.61245500 0.15274400

- 6.13546700 - 0.03886200 0.69943900

- 5.34126200 -1.63233700 0.53354100

- 5.62981200 - 0.62977900 - 0.91075100
5.52373500 - 0.3445 6900 - 0.84550300

int=ultrafine
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 2. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts) b3lyp/6

Rotation im CPCM - TS2

1

ITIITIOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

0.35318900 0.86766000 0.00331100

- 0.36698400 2.06482900 - 0.00026800
-1.73008300 1.74389700 - 0.00220700
-1.82105300 0.35448500 - 0.00006200
- 0.55875400 - 0.16079700 0.00214400

- 2.96140100 -0.5712 9900 0.00126300

- 2.83316700 -1.77935500 0.00539800
-4.13107600 0.07410000 - 0.00252700

1.80876400 0.77470200 0.00071800
2.51414200 1.77220600 0.00213900

2.36645000 - 0.51761400 - 0.00541400
3.70376000 - 0.82082300 - 0.00162800
4.04933300 - 2.10271700 - 0.00256500
4.61071600 0.13712400 0.00206500
1.74199300 - 1.30906900 - 0.02158800
3.36976400 - 2.84628200 0.00684200
5.01954600 - 2.37625100 - 0.00290000
- 0.40331700 -1.15864800 0.01182800
4.30220000 1.1016 7000 - 0.00080200
0.07697100 3.04791400 - 0.00249200
- 2.56405800 2.42776800 - 0.00520400
- 5.31657300 - 0.75094800 - 0.00182700
- 6.14986700 - 0.05457800 - 0.00398100
- 5.34046800 -1.37535400 0.89073100
- 5.33892000 - 1.37892600 - 0.89193000
5.59503000 -0.08084200 0.01000500

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water) int=ultrafine
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 3. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts)

Rotation im CPCM --

1

ITIITIOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

b3lyp/6

0.34507300 0.70703800 0.03411600

- 0.21564900
-1.60013400
- 1.84514000
- 0.64810700
- 3.06109000
- 3.07919500
-4.14216600

1.69920800
1.43566700
0.29270200

- 0.13727800
- 0.46526400
- 1.46494700

0.07042000

1.76523200 0.53599300 0.46162200
2.23084800 1.04365100 1.46000600

2.51846900

4.39208700
4.54538400
2.03142300
3.86051400
5.36289500

- 0.55511200

- 0.24951200
- 0.56778900
- 1.32435800
- 0.12397100
- 0.61573500
-1.6579 2500
- 1.59401600
- 0.95223000

4.08465400 0.45315200 1.43118600

0.32113300 2.51175300

- 2.34155800 2.00790500

- 5.39219400
- 6.13538000
- 5.62963100
- 5.34088100

5.52348300

- 0.61290700
- 0.03944900
- 0.63028200
-1.63277700
- 0.34544300

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

- 0.75802200

- 0.8 3127000

- 0.08445400
0.43386900
0.20794400
0.90026600

- 0.37748100

- 0.41378900

- 0.29053500

- 1.23452700
0.73875300

- 1.22059400

- 2.02313800

- 1.19660800
1.02328600

- 1.22388200

- 1.36682400

- 0.15267300

- 0.69937400
0.91081900

- 0.53347500
0.84576400
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Anhang

Engabe fur Berechnung des 1. Lokalen Minimums

# opt=(calcall) b3lyp/6 - 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)
Rotation im CPCM -~ Minimum 2
11

0.35915300 0.90448200 0.01018100
- 0.37020600 2.08106500 0.18618200
-1.72933100 1.73812100 0.21223600
-1.80616000 0.35882500 0.04141800

C

C

C

C

N - 0.53804600 - 0.13405400 - 0.06353400
C - 2.93807100 - 0.57102100 - 0.06592400
@) - 2.80080300 -1.76272600 - 0.25720400
@) -4.11266300 0.05198500 0.06777300

Cc 1.81255900 0.80 291300 - 0.04575600
@) 2.52651900 1.77341300 - 0.24149300
N 2.34913400 - 0.48352500 0.16024000

C 3.66972700 - 0.83572800 0.04968800

N 3.98829000 - 2.10740600 0.25853400

N 4.58073600 0.06845400 - 0.25447300
H 1.73292100 -1.19839800 0.51847100

H 3.28910800 - 2.81899400 0.39987900

H 4.94786500 - 241464200 0.22861100

H - 0.36447100 - 1.09965300 - 0.30502300
H 4.29579200 1.03617100 - 0.34407400
H 0.06216400 3.06248500 0.30448100

H -2.56922100 2.40220300 0.34216200

C - 5.29073000 -0.777 63500 - 0.03047900
H -6.12951700 - 0.10048900 0.10085800

H - 5.28399500 -1.53627000 0.75155200

H - 5.33366900 - 1.25657700 - 1.00822500
H 5.54615600 - 0.18762400 - 0.39195800

int=ultrafine
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Anhang

Engabe fur Berechnung des 2. Lokalen Minimums

# opt=(calcall) b3lyp/6
Rotation im CPCM -

1

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water) int=ultrafine

Minimum 3

0.35913700 0.90449600

1

C

C - 0.37022000 2.0 8105500
C -1.72934500 1.73809100

C -1.80617600 0.35881600

N - 0.53805900 - 0.13405200
C - 2.93809600 - 0.57101400
@) - 2.80085000 - 1.76268200
@) -4.11267300 0.05196300

Cc 1.81257000 0.80292600 0.04581100

@) 2.52654200 1.77342900 0.24151900

N 2.34915200 - 0.48353200
C 3.66976000 - 0.83573400
N 3.98831300 - 2.10739600
N 4.58079700 0.06842900 0.25440100

H 1.73286900 -1.19 845900
H 3.28915700 - 2.81890600
H 4.94788400 - 241465000
H - 0.36450300 - 1.09958000
H 4.29584700 1.03612500 0.34419800

H 0.06214600 3.06246500

H - 2.56922900 2.40215600

C - 5.29075400 - 0.77763800
H - 6.12951500 - 0.10054300
H - 5.33394000 - 1.25626300
H - 5.28381000 - 1.53652500
H 5.54625900 - 0.18763800

- 0.01005800

- 0.18620000

- 0.21231300

- 0.04136800
0.06369900
0.0660150 0
0.25753900

- 0.06796800

- 0.16012900
- 0.04974600
- 0.25869000

- 0.51810800

- 0.40058300

- 0.22878200
0.30550900

- 0.30458600

- 0.34236400
0.03024900

- 0.10152000
1.00813900

- 0.75153500
0.39159900
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Anhang

Rotationen mit DFD-Methode in der Wasserphase

Bngabe fur den relaxierten KoordinatenscanumWk e | w

# opt=(calcall,modredundant) b3lyp/6
int=ultrafine EmpiricalDispersion=GD3

Rotation im CPCM - GD3

11
C
C 1 B1
C 2 B2 1
C 3 B3 2
N 4 B4 3
C 4 B5 3
(@) 6
(@] 6 B7 4
C 1 B8 5
(0] 9 B9
N 9 B10 1
C 11 B11 9
N 12 B12 11
N 12 B13 11
H 11 B14 9
H 13
H 13 B16 12
H 5 B17 4
H 14 B18
H 2 B19 1
H 3 B20 2
(@ 8 B21 6
H 22 B22 8
H 22 B23 8
H 22 B24 8
H 14 B25 12

D 10915S 24 15.00000000

Al

A2 1

A3 2

A4 2
B6 4

A6 3

A7 4

A9 5

A10 1
A1l 9
Al12 9

Al13 1

B15 12
Al5 11
Al6 3

Al18 5
Al19 1
A20
A21 6
A22 6
A23 6
A24 11

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

D1 O

D2 0

D3 O

A5 3 D4 O

D5 0

D6 O

1 A8 5 D7 O
D8 O
D9 O
D10 O
D11 O
D12 O

Al4 11
D14 O
D15 O
12 Al7 11
D17 O

D18 O

D13 0

D16 O

4 D19
D20 O
D21 O
D22
D23 0
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 1. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts) b3lyp/6
EmpiricalDispers ion=GD3

CPCM GD3 TS1

1
0.34560000 0.71130000

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

- 0.04040000

-0.21090000 1.68810000 0.77250000
- 1.59500000 1.42070000 0.84860000
-1.84110000 0.29020000 0.08400000

1

C

C

C

C

N - 0.64660000 - 0.12930000 - 0.44810000
C - 3.05820000 - 0.46150000 - 0.21330000
o - 3.08220000 - 1.45000000 - 0.92150000
@) - 4.13440000 0.06700000 0.38790000

Cc 1.76430000 0.54300000 - 0.46720000
@) 2.23340000 1.05710000 - 1.46040000
N 2.51070000 - 0.25010000 0.40760000

C 3.84400000 -0.5717 0000 0.29180000

N 4.37660000 -1.33240000 1.23730000

N 4.54700000 - 0.12810000 - 0.73180000
H 2.01530000 - 0.61860000 1.20830000

H 3.84040000 - 1.66640000 2.02270000

H 5.34670000 - 1.60500000 1.20440000

H - 0.55420000 - 0.93390000 - 1.05140000
H 4.09720000 0.45300000 -1.42770000
H 0.32980000 2.49160000 1.24910000

H - 2.33760000 1.97970000 1.39610000

C - 5.38600000 -0.61320000 0.15690000

H - 6.12760000 - 0.05000000 0.71650000

H - 5.33190000 - 1.64040000 0.51860000

H - 5.62730000 - 0.61340 000 - 0.90640000
H 5.52520000 - 0.35220000 - 0.83150000
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 2. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,vtight,ts) b3lyp/6
empiricaldispersion=gd3 int=ultrafine scf=qc

CPCM GD3 TS2 -

1

ITIITIOIIIIIIIZZOZ00000Z0000k

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

modified initial torsion

0.34774146 0.86943577 0.03059904
2.07287251 0.03048811

-0.36212749
-1.72641765
-1.82720259
- 0.57054272
- 2.97372902
- 2.85408904
-4.13862921

1.76489528
0.37691999
- 0.15158733
- 0.53956397
-1.74871166
0.11379446

1.79628636 0.77100299 0.16454932
2.50430248 1.76594397 0.19977489

2.34534751 - 0.52346300
3.67860855 - 0.8355 8969
4.02394517 -2.11614293
4.59202738 0.11101569 0.06202903
1.71239628 - 1.30575060
3.35039839 - 2.86038556
4.99502879 - 2.38498693
- 0.43368712 - 1.15080305
4.29705995 1.07396698
0.09409428 3.05001175 0.05004343
- 2.55656789 2.45284126
- 5.32695635 - 0.70906689
- 6.15940531 -0.01158741
- 5.34220687 - 1.32899634
- 5.35799625 -1.34420 353
5.57312093 -0.12316711

- 0.02841972
- 0.05510832
- 0.03589673
- 0.05570148
- 0.03607371
- 0.07170593

0.22570358
0.17161985
0.22753653

0.17398827
0.30742790
0.22320072
- 0.00641108
- 0.03818991

- 0.05150146

- 0.05448499

- 0.05329999
0.84198373

- 0.93980263
0.06223082
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 3. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts) b3lyp/6 - 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)
EmpiricalDispersion=GD3

CPCM GD3 TS3

1

ITIITIOIIIIIIIZZOZ00000Z0000k

0.34560000 0.71110000 0.04020000

-0.21100000 1.68810000 - 0.77250000

-1.59510000 1.42070000 - 0.84850000

-1.84110000 0.29010000 - 0.08410000

- 0.64660000 - 0.12950000 0.44790000

- 3.05830000 - 0.46160000 0.21320000

- 3.08220000 -1.45020000 0.92120000

- 4.13450000 0.06710000 - 0.38770000
1.76430000 0.5430 0000 0.46710000
2.23330000 1.05720000 1.46020000
2.51080000 - 0.25020000 - 0.40760000
3.84410000 - 0.57170000 - 0.29170000
4.37680000 - 1.33260000 - 1.23690000
4.54710000 -0.12750000 0.73170000
2.01550000 - 0.61880000 - 1.20830000
3.84060000 - 1.66710000 - 2.02210000
5.34710000 - 1.60500000 - 1.20390000

- 0.55420000 - 0.93430000 1.05100000
4.09720000 0.45360000 1.42750000
0.32970000 2.49160000 - 1.24900000

-2.33770000 1.97980000 - 1.39590000

- 5.38610000 - 0.61290000 - 0.15660000

- 6.12780000 - 0.04950000 - 0.71590000

- 5.62720000 - 0.61350000 0.90670000

- 5.33220000 - 1.64000000 - 0.51870000

5.52530000 - 0.35150000 0.83150000
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Anhang

Engabe fur Berechnung des 1. Lokalen Minimums

# opt=(calcall) b3lyp/6

EmpiricalDispersion=GD3

CPCM GD3 M1

1

ITIITIOIIIIIIIZZOZ00000Z0000k

0.35890000 0.90340000 0.00850000

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

- 0.37120000 2.07870000 0.18650000
-1.73010000 1.73330000 0.21330000
-1.80410000 0.35440000 0.04090000

- 0.53580000 - 0.13710000 - 0.06550000

- 2.93700000 - 0.57220000 - 0.06710000

- 2.80420000 -1.76410000 - 0.26110000

-4.10910000 0.05530000 0.06960000
1.81150000 0.8057 0000 - 0.04480000
2.52280000 1.77800000 - 0.24050000
2.34930000 - 0.48020000 0.16540000
3.66890000 - 0.83470000 0.05040000
3.98580000 - 2.10690000 0.26100000
4.58200000 0.06600000 - 0.25990000
1.73450000 -1.19160000 0.53300000
3.28600000 - 2.81760000 0.40450000
4.94460000 - 2.41650000 0.22990000

- 0.35940000 - 1.10090000 - 0.31170000
4.30420000 1.03550000 - 0.34850000
0.06310000 3.05910000 0.30570000

- 2.57360000 2.39240000 0.34450000

- 5.28860000 -0.7736 0000 - 0.02970000

- 6.12740000 - 0.09680000 0.10420000

- 5.28060000 - 1.53550000 0.74990000

- 5.33190000 - 1.25120000 - 1.00860000
5.54550000 - 0.19400000 - 0.40310000

int=ultrafine
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Anhang

Engabe fur Berechnung des 2. Lokalen Minimums

# opt=(calcall) b3lyp/6

EmpiricalDispersion=GD3

CPCM GD3 M2

1

ITIITIOIIIIIIIZZOZ00000Z0000k

0.35890000 0.90330000
- 0.37120000 2.07860000
-1.73010000 1.73320000
-1.80410000 0.35440000

- 0.53580000 - 0.13720000
- 2.93710000 - 0.57220000
- 2.80440000 - 1.76400000

-4.10910000 0.05540000
1.81150000 0.80560000 0.04520000
2.52280000 1.77800000 0.24070000

2.34930000 - 0.48040000
3.66900000 - 0.83470000
3.98600000 - 2.10670000
4.58220000 0.06610000 0.25970000
1.73430000 -1.19190000
3.28640000 - 2.81740000
4.94490000 - 2.41620000
- 0.35960000 - 1.10080000

4.30420000 1.0355
0.06320000 3.05890000
- 2.57350000 2.39220000

- 5.28870000 - 0.77350000
- 6.12740000 - 0.09670000
- 5.33250000 - 1.25040000
- 5.28030000 - 1.53590000
5.54580000 - 0.19380000

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

- 0.00810000
- 0.18680000
- 0.21380000
- 0.04080000
0.06610000
0.06 730000
0.26200000
- 0.07010000

- 0.16480000
- 0.05050000
- 0.26180000

- 0.53180000

- 0.40600000

- 0.23090000
0.31300000

0000 0.34880000

- 0.30630000

- 0.34540000
0.02910000

- 0.10570000
1.00840000

- 0.74990000
0.40200000
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Anhang

Rotationen mit HMethode in der Wasserphase

Engabe fur den relaxierten Kodri nat ens c an:

# opt=(calcall, modredundant) hf/6

int=ultrafine

Rotation mit HF im CPCM

1

ITIITOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

ArBhONPRE

cCoro

11
12
12
11
13
13
5
14

3
8
22
22
22
14

B12 11
B13 11
B14 9
B15 12
B16 12
B17 4
B18 12
2
B20 2
B21 6
B22
B23 8
B24 8
B25 12

D 10915S 24 15.00000000

um Wi

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

Al

A2 1

A3 2

A4 2
B6 4

A6 3

A7 4

A9 5
A10 1
All
Al12 9
Al13 1
Al4 11
Al15 11
Al16 3
Al7 11
B19 1
A19 1
A20 4

A22 6
A23 6
A24

D1 0
D2 0
D3 0
A5 3
D5 O
D6 O
1
D8 O
D9 O

D11 O
D12 0
D13

D4 O

A8 5

D14 0

D15 0

D16 O

Al8 5
D18 0
D19 O

8
D21 O
D22 0

D17 O

A21 6

D7 O

9

D20 O

11

nkel

D10 O

D23 0
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 1. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts,vtight) hf/6
int=ultrafine

Rotation mit HF im CPCM
1
1 B1

2 B2 1
3 B3 2
1 B4 2

B6
B7

EE

6

6

1

9 B9 1
9 B10 1
11 B11 9
12 B12 11
12 B13 11
11 B14 9
13 B15 12
13 B16 12
5 B17 1

B19 1
B20 2
B21 6
B22 8
B23 8

ITIITIIITOIIIIIIIZZOZ00000Z0000K
NNowN

14 B25 12

- 311g(d) scrf=(cpcm,solv ent=water) scf=qc

TS1

Al

A2 1 D1 O

A3 3 D2 0

B5 3 A4 2 D3 O

A5 3 D4 O

A6 3 D5 0

B8 5 A7 4 D6 O

A8 5 D7 O

A9 5 D8 O

A10 1 D9 O

All 9 D10 O

Al12 9 D11 O

Al13 1 D12
Al4 11 D13 0

Al15 11 D14 0

Al6 2 D15 0
B18 12 Al7 11 D16 O
Al18 5 D17 O

A19 1 D18 0

A20 4 D19 O

A21 6 D20 O

A22 6 D21 O
B24 8 A23 6 D22 0

A24 11 D23 0
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 2. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts,vtight) hf/6

int=ultrafine

Rotation mit HF im CPCM

1

ITIITIOIIIIIIIZZOZ00000Z0000k

Bl
B2 1
B3 2

B5
B6

AW

B8 5
B9 1
B10 1
B11 9
B12 11
B13 11
B14 9
B15 12
B16 12
B17 4
B18 12
B19 1

B21 6
B22 8
B23
B24 8
B25 12

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

TS 2

Al
A2 1
B4 3
A4 2
A5 3
B7

A7 4
A8 5

A10 1
All 9
Al12 9

Al13 1
Al4 11
Al15 11

Al16 3
Al7 11
Al18 5
B20 2
A20 4
A21 6

A23 6
A24 11

D1 O
A3 2 D2 0
D3 O
D4 O
4 A6 3
D6 O
D7 O

A9

D9 O
D10 O

D12 0
D13 0
D14 0
D15 0
D16 O
D17 O
A19 1 D18 0
D19 O
D20 O
8 A22 6
D22 0
D23 0

D21 O

scf=qc

D11 O
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 3. Ubergangszustandes

# op t=(calcall,ts,vtight) hf/6

int=ultrafine

Rotation mit HF im CPCM

1

ITIITIOIIIIIIIZZOZ00000Z0000k

CorooohrrRrwWNRE

o o8}
0] N
HHOHI—\U'IL#(JON o

H
NC R R

B14
B15

B17 1
B18 12

B19

B20 2

B21 6
B22 8
B23 8
B24 8
B25 12

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water) scf=qc

TS 3

Al

B3
A3
A4

N W

A6
A7
A8

b w

A10 1
All 9
Al12 9

Al13 1
Al4 11

B16 12
Al6 2
Al7 11

A19 1
A20 4
A21
A22 6
A23 6
A24 11

2
D2
D3

D5
D6

D8 O

0

0
0

A2

D9 O
D10 O
D11 O
D12 0
D13 0
Al15 11
D15 0
D16 O

1

Al8 5

D18 0
D19 O

D21 O
D22 0
D23

D1

A5

D14 0

D4

D20 O

D7
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Anhang

Engabe fur Berechnung des 1. Lokalen Minimums

# opt=(calcall) hf/6 - 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water) int=ultrafine
Rotation mit HF im CPCM --  Minimum 1

11

C

C 1 B1

C 2 B2 1 Al

C 3 B3 2 A2 1 D1 O

N 4 B4 3 A3 2 D2 0

C 4 B5 3 Ad 2 D3 0

0] 6 B6 4 A5 3 D4 0

0] 6 B7 4 A6 3 D5 0

C 1 B8 5 A7 4 D6 O

o 9 B9 1 A8 5 D7 O

N 9 B10 1 A9 5 D8 O

C 11 B11 9 A10 1 D9 O

N 12 B12 11 A1l 9 D10 O
N 12 B13 11 Al12 9 D11 O

H 11 B14 9 Al13 1 D12 O

H 13 B15 12 Al4 11 D13
H 13 B16 12 Al15 11 D14 0

H 5 B17 4 Al6 3 D15 O

H 14 B18 12 Al7 11 D16

H 2 B19 1 Al18 5 D17 O

H 3 B20 2 A19 1 D18 O

C 8 B21 6 A20 4 D19 O

H 22 B22 8 A21 6 D20 0

H 22 B23 8 A22 6 D21 O

H 22 B24 8 A23 6 D22 0

H 14 B25 12 A24 11 D23 0
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Anhang

Engabe fur Berechnung des 2. Lokalen Minimums

# opt=(calcall) hf/6 - 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water) int=ultrafine
Rotation mit HF im CPCM --  Minimum 2

11

C

C 1 B1

C 2 B2 1 Al

C 3 B3 2 A2 1 D1 O

N 4 B4 3 A3 2 D2 0

C 4 B5 3 A4 2 D3 0

0] 6 B6 4 A5 3 D4 0

0] 6 B7 4 A6 3 D5 0

C 1 B8 5 A7 4 D6 O

o 9 B9 1 A8 5 D7 0

N 9 B10 1 A9 5 D8 O

C 11 B11 9 Al10 1 D9 O
N 12 B12 11 A1l 9 D10 O

N 12 B13 11 Al12 9 D11 O

H 11 B14 9 Al13 1 D12
H 13 B15 12 Al4 11 D13 0

H 13 B16 12 Al15 11 D14 0

H 5 B17 4 Al6 3 D15 O

H 14 B18 12 Al7 11 D16 O

H 2 B19 1 Al18 5 D17 O

H 3 B20 2 A19 1 D18 O

C 8 B21 6 A20 4 D19 O

H 22 B22 8 A21 6 D20 O

H 22 B23 8 A22 6 D21 O

H 22 B24 8 A23 6 D22 0
H 14 B25 12 A24 11 D23 0
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Anhang

Berechnung der Extrema mit MiR&thode in der Wasserphase

Engabe fur Berechnung des globalen Minimums

# opt=(calcall) mp2/6

MP2 opt

1

ITITITIOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

minimal

WN -

cCorood

11
12
11
13
13

14

22
22

14

- 311g(d)
B1
B2 1 Al
B3 2 A2 1
4 B4 3
B5 3 A4 2
B6 4 A5 3
B7
B8 5 A7 4
B9 1 A8 5
B10 1 A9
B1l 9 A0 1
B12 11 All 9
B13 11 Al2 9
B14 9 A13 1
B15 12 Al4 11
B16 12 Al5 11
5 B17 4
B18 12 Al7 11
B19 1 Al8 5
B 20
B21 6 A20 4
B22 8 A21 6
B23 8 A22 6
B24 8 A23 6
B25 12 A24 11

scrf=(cpcm,solvent=water)

D1 O
A3 2 D2 0

[eNe]

D4

D6 O
D7 O

D9 O
D10 O
D11
D12 O
D13 0
D14 O
Al6 3 D15 O
D16 O
D17 O
2 Al9 1 D18 O
D19 O
D20 O
D21 O
D22 0
D23 0
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Anhang

Bngabe fiir Bereatung des 1. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts) mp2/6 - 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

MP2 opt -- TS1

11

C

C 1 B1

C 2 B2 1 Al

C 3 B 3 2 A2 1 D1 O

N 1 B4 2 A3 3 D2 O

C 4 B5 3 A4 2 D3 0

(0] 6 B6 4 A 5 3 D4 O
@] 6 B7 4 A6 3 D5 0

C 1 B8 5 A7 4 D6 O

@] 9 B9 1 A8 5 D 7 0
N 9 B10 1 A9 5 D8 0

C 11 B11 9 Al10 1 D9 O

N 12 B12 11 All 9 D10 O

N 12 B13 11 Al2 9 D11 O

H 11 B14 9 Al3 1 D12 O

H 13 B15 12 Al4 11 D13 O

H 13 B16 12 Al5 11 D14 O

H 5 B17 1 Al6 2 D15 O

H 14 B18 12 Al7 11 D16 O

H 2 B19 1 Al8 5 D17 O

H 3 B20 2 Al9 1 D18 O

C 8 B21 6 A20 4 D19 O

H 22 B22 8 A21 6 D20 O

H 22 B23 8 A22 6 D21 O

H 22 B24 8 A23 6 D22 O

H 14 B25 12 A24 11 D23 O

148



Anhang

Bngabe fir Berechnung des 2. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts) mp2/6

MP2 opt - TS2
11

C

C 1 B1

C 2 B2 1
C 3 B3 2
N 4 B4 3
C 4 B5 3
o) 6

o) 6 B7 4
C 1 B8 5
o) 9

N 9 B10 1
C 11 B1l 9
N 12 B12 11
N 12 B13 11
H 11 B14 9
H 13

H 13 B16 12
H 5 B17 4
H 14 B18

H 2 B19 1
H 3 B20 2
C 8 B21 6
H 22 B22 8
H 22 B23 8
H 22 B24 8
H 14 B25 12

A2 1
A3 2
A4 2
B6 4
A6 3
A7 4

B9

A9 5

A10 1
A1l 9
Al12 9

Al13 1

B15 12
Al5 11
Al6 3

Al18 5
A19 1
A20
A21 6
A22 6
A23 6
A24 11

Al4 11

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

Al

D1 O
D2 0
D3 0
A5 3 D4 O
D5 O
D6 O

A8 5 D7 O
D8 O
D9 O
D10 O
D11 O
D12 O
D13 0
D14 O
D15 O
12 Al7 11
D17 O
D18 0

D16 O

4 D19
D20 O
D21 O
D22
D23 0
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Anhang

Bngabe fir Berechnung des 3. Ubergangszustandes

# opt=(calcall,ts) mp2/6

MP2 opt

1

ITITITIOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

TS3

Coroooh,rrwnNRE

B15
B16
B17
B18
B19
B20
B21
B22
B23

22

B25

12
12

12
1
2
6
8
8

12

Bl
Al
A2 1
A3 3
BS
A5 3
A6 3
A7 4
A8 5
A9 5
B11 9
A1l 9
Al12 9
Al4 11
Al5 11
Al6
Al7 11
Al18 5
A19 1
A20 4
A21 6
A22 6
B24 8
A24 11

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

2 D15
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Anhang

Engabe fur Berechnung des 1. Lokalen Minimums

# opt=(calcall) mp2/6
MP2 opt -- M1

1

o~ WOWNPR

ITITITOIIIIIIIZZOZ0OO0000Z0000k
[ERN
BN

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

Bl

B3
B4
B5
B6

AWWN PR

B8
B9
B10
B11 9
B12 11
B13 11
B14 9
B15 12
B16 12
B17 4

B18 12
B19 1

R ol

B21 6
B22 8
B23
B24 8
B25 12

D1
D2
D3
D4
A6 3 D5 O
D6 O
D7 O
1 A9 5 D8 O
D9 O
D10 O

[cNoNeoNe)

9 D11
D12 O
D13 0
D14
D15 O
D16 O
D17 O
A19 1
D19 O
D20 O
8 A22 6
D22 0
D23 0

D18 0

D21 O
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Anhang

Engabe fur Berechnung des 2. Lokalen Minimums

# op t=(calcall) mp2/6
MP2 opt -- M2

1

ArBhWONPE

T g
RV wwRrNONNROORO

22
22
22
14

ITITITIOIIIIIIIZZO0OZ00000Z0000k

- 311g(d) scrf=(cpcm,solvent=water)

1 Al
2 A2 1
3 A3 2
3 A4 2
B6 4
4 A6 3
5 A7 4
1 A9 5
9 A10 1
11 All
11 Al12 9
9 Al13 1
12 Al4 11
12 Al5 11
4 Al6 3
12 Al7 11
B19 1
2 A19 1
6 A20 4
8 A22 6
8 A23 6
12 A24 11

D1 O
D2 0
D3 0
A5 3 D4 O
D5 O
D6 O
1 A8 5 D7 O
D8 O
D9 O
9 D10
D11 O
D12 O
D13
D14 O
D15 O
D16 O
Al18 5
D18 0
D19 O
8 A21 6
D21 O
D22 0
D23 0

D17 O

D20 O
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