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Einleitung

Der genetische Code liefert den Bauplan für den menschlichen Organismus, doch be-

stimmt die DNA nicht allein die Ausprägung und die Vielfalt eines Phänotyps. Wäh-

rend die Methylierung sogenannter CpG-Inseln (Cytosin-Guanin-Dinukleotid-reiche Re-

gionen) in den Promotorregionen von Genen diese stillzulegen vermag, beein�ussen ver-

schiedene posttranslationale Modi�kationen an Histonproteinen die Chromatinstruktur

und so die Zugänglichkeit der jeweiligen Genabschnitte für die Transkriptionsmaschine-

rie. Diese, unter Epigenetik (von griech. epi : auf, darüber, hinzu) zusammengefassten

Mechanismen bilden eine zusätzliche Kontroll- und Informationsebene, das Epigenom.

Mittels des im Gegensatz zum statischen Genom eher dynamischen Epigenoms ist der

Körper in der Lage elegant auf äuÿere Ein�üsse mit der An- bzw. Abschaltung von

Genen zu reagieren. Bei zahlreichen Erkrankungen konnte eine epigenetische Kompo-

nente nachgewiesen werden. So kann beispielsweise Krebs aus einer Kombination epige-

netischer und genetischer Fehlregulationen, gefolgt von einer abnormen Genexpression,

heraus entstehen.11,40,131,132

Histonproteine unterliegen nach der Transkription zahlreichen kovalenten Modi�ka-

tionen. Die posttranslationale Methylierung von Histonproteinen wird durch Histon-

Lysin- ((H)KMT) bzw. Protein-Arginin-Methyltransferasen ((H)RMT, PRMT) kata-

lysiert. PRMT1 konnte kürzlich durch So et al.31 als wichtige Komponente des MLL

(Mixed Lineage Leukemia)-Onkogenkomplexes identi�ziert werden, womit sich bei be-

stimmten Leukämieformen eine Möglichkeit der therapeutischen Intervention mittels nie-

dermolekularer Inhibitoren ergibt. Auÿerdem konnte für Vertreter der Protein-Arginin-

Methyltransferasen eine Beteiligung an der viralen Replikation und der Entstehung kar-

diovaskulärer Erkrankungen nachgewiesen werden. Für andere epigenetische Modulato-

ren, wie Histondesacetylasen (HDAC) und DNA-Methyltransferasen (DNMT), bei de-

nen die Verbindung zur Krebspathogenese gut untersucht ist, sind bereits verschiedene

Hemmsto�e erfolgreich in die Therapie integriert worden. Anknüpfend an diesen Erfolg

und mit dem aufkommenden Wissen über die Beteiligung der Methyltransferasen an

verschiedenen Krankheitsgeschehen, stellen diese Enzyme vielversprechende Targets für
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die Arzneisto�entwicklung dar.33 Um die Bedeutung der Histonmethyltransferasen bei

verschiedenen biochemischen Abläufen besser verstehen zu können, werden spezi�sche

Inhibitoren benötigt. Die vorliegende Dissertation soll daher einen Beitrag zur Entwick-

lung biochemischer Werkzeuge bzw. epigenetischer Therapeutika leisten, die speziell die

Histonmethylierung und deren �Downstream�-Vorgänge beein�ussen.

Hierbei wurden folgende Methoden des Molecular Modelings verwendet, um verschie-

dene Fragestellungen zu bearbeiten. Die Erstellung dreidimensionaler Homologiemodelle

unaufgelöster Biomoleküle erlaubte zunächst einen Einblick in die Funktionsweise, die

Struktur und die Flexibilität des jeweiligen Targetenzyms. Anschlieÿend wurde mit-

tels Pharmakophor- bzw. Ähnlichkeitssuche in Datenbanken kommerziell verfügbarer

Verbindungen gezielt nach Vorschlägen für potentielle Modulatoren gesucht und eine

Vorauswahl getro�en, um den Testungsaufwand zu verringern. Die gefundenen Verbin-

dungen wurden im Folgenden durch eine biologische Testung veri�ziert. Dies erfolgte

in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Jung/Albert-Ludwigs-

Universität Freiburg/Breisgau. Die Methoden des molekularen Dockings und Scorings

wurden verwendet, um den Bindungsmodus der als aktiv getesteten Verbindungen zu

untersuchen. Basierend auf der hot spot-Analyse der Bindungsregion, einer detaillier-

ten Analyse der Interaktionsmuster zwischen Targetenzym und Substrat und den In-

formationen aus publizierten Mutationsstudien wurden auÿerdem gezielt Vorschläge zur

Derivatisierung und Optimierung der gefundenen Verbindungen entwickelt. Moleküldy-

namiksimulationen und Kraftfeldmethoden wurden benutzt, um die Stabilität und das

Verhalten der erzeugten Komplexe zu untersuchen.
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1 Biochemische Grundlagen

1.1 Die epigenetische Regulation

Um das knapp 2m lange DNA-Molekül e�ektiv in den Zellkern eines eukaryotischen

Organismus zu packen, ist ein komplexes und trotzdem hoch geordnetes dynamisches

System nötig, das Chromatin. Es besteht aus DNA, den Kernhistonen H2A, H2B, H3

und H4, dem Linkerhiston H1 sowie verschiedenen Nichthistonproteinen. Die kleinste re-

petitive Einheit innerhalb des Chromatins ist das Nukleosom. Dabei sind 147 Basenpaare

DNA in 1,65 Windungen um ein Oktamer (Proteinkern) aus zwei H2A-H2B-Dimeren und

einem H3-H4-Tetramer gewunden. Abgeschlossen wird diese Struktur durch das Linker-

histon H1. Zwischen den Nukleosomen be�ndet sich Linker-DNA.109 Damit ergibt sich

unter dem Elektronenmikroskop eine Struktur, die im weitesten Sinn einer Perlenschnur

ähnelt. Histone sind kleine basische Proteine mit einer globulären Domäne und einem

Abb. 1.1: Nukleosom mit der DNA in grau und den Histonproteinen H2A (gelb), H2B (blau),
H3 (grün) und H4 (rot). Die Aminotermini ragen aus dem Nukleosom unstrukturiert
heraus (modi�ziert aus PDB 1kx5).
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1 Biochemische Grundlagen

�exiblen Aminoterminus (Histonschwanz, �histone tail�), welcher aus den Nukleosomen

hervorragt (Abb. 1.1) und verschiedenen kovalenten posttranslationalen Modi�kationen

unterliegt. Dazu gehören die Phosphorylierung von Serinresten, die Acetylierung, Acylie-

rung bzw. Methylierung von Lysinresten, die Methylierung von Argininresten sowie kom-

plexere Modi�kationen, wie die Ubiquitinylierung, die SUMOylierung (Small ubiquitin

related modi�er) und die Poly-(ADP)-Ribosylierung.75 Zusätzliche Komplexität erlangt

dieses System dadurch, dass Arginin- bzw. Lysinseitenketten verschiedenen Formen der

Methylierung unterliegen können. So können Lysine mono-, di- oder trimethyliert und

Arginine mono-, symmetrisch oder asymmetrisch dimethyliert vorliegen. Die Dynamik

der epigenetischen Regulation zeigt sich darin, dass jede der oben genannten Modi�ka-

tionen mit Hilfe bestimmter Enzyme reversibel ist.149 Im Gegensatz zu Modi�kationen,

wie Acetylierung oder Phosphorylierung führt die Methylierung nicht zu einer Änderung

des Ladungszustandes, sie verändert jedoch die Basizität, die Hydrophobie und die Af-

�nität der Seitenketten gegenüber anionischen Molekülen wie beispielsweise der DNA.

Das Anheften vergleichsweise groÿer Moleküle, wie Ubiquitin (76 Aminosäuren) oder das

knapp 100 Aminosäuren lange Ubiquitin-ähnliche Molekül SUMO, führt vermutlich zu

einer sterischen Beein�ussung der Histon-DNA-Wechselwirkung.91

Chromatin kann in zwei Zuständen auftreten. Heterochromatin bezeichnet dabei den

Zustand, bei dem das genetische Material dicht gepackt und transkriptionell inaktiv

vorliegt, wohingegen Euchromatin die unkondensierte und transkriptionell aktive Form

darstellt. Durch posttranslationale Modi�kationen an Histonproteinen ist der Organis-

mus in der Lage, zwischen diesen beiden Chromatinformen �umzuschalten� und damit

den Transkriptionsstatus des jeweiligen Genabschnittes zu steuern. Dies geschieht durch

die Änderung des Ladungszustandes oder die sterische Beein�ussung der Nukleosom-

partikel, auÿerdem dienen bestimmte Modi�kationen allein oder in Kombination als

Erkennungsmuster regulatorischer Proteinkomplexe.91 Vielfach beein�ussen sich Histon-

modi�kationen gegenseitig, so ist eine Methylierung von H3K9 (Lysin9 in Histon3) nicht

möglich, wenn gleichzeitig H3S10 phosphoryliert vorliegt. Damit ergeben sich spezi�sche

Muster, die wiederum bestimmte �Downstream�-Ereignisse auslösen - der sogenannte

�Histoncode�.75,154,164

Zusätzlich spielt der Methylierungsgrad der CpG-Inseln innerhalb der Promotorre-

gion von Genen, der CpG-Insel-Shores, sowie die Methylierung innerhalb der Gene ei-

ne entscheidende Rolle bei der Regulation der Genexpression. CpG-Inseln sind Genab-

schnitte bestehend aus ca. 200 bp DNA, die per De�nition mindestens 50% Cystein-

und Guaninnukleotide enthalten. CpG-Insel-Shores sind ca. 2000 bp davon entfernt und
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1 Biochemische Grundlagen

weisen eine geringere CpG-Dichte auf. Während die Methylierung beider Abschnitte

mit einem Ruhen der Transkription des nachgeschalteten Gens assoziiert ist, spielt ei-

ne Methylierung innerhalb der Genabschnitte für die korrekte Transkription eine ent-

scheidende Rolle und steht häu�g in Verbindung mit transkriptioneller Aktivität. Die

DNA-Methylierung wird durch die Familie der DNA-Methyltransferasen (DNMT) SAM-

abhängig (S-Adenosylmethionin) katalysiert.

Somit steuert das Zusammenspiel von Histonmodi�kationen und DNA-Methylierung

die transkriptionelle Aktivität eines bestimmten Genabschnitts. Der jeweilige Phäno-

typ resultiert einerseits aus der genetischen Information, ist andererseits aber auch die

Summe der Wechselwirkungen epigenetischer Faktoren, sowie zahlreicher positiver und

negativer Feedbackmechanismen.35,131,157

1.2 Histonmethylierung

Die Histonmethylierung wird durch die Familien der Histon/Protein-Arginin(R)-(HRMT,

PRMT; EC 2.1.1.125, im Weiteren PRMT) bzw. Histon/Protein-Lysin(K)-Methyltrans-

ferasen (HKMT, PKMT; EC 2.1.1.43, im Weiteren KMT) katalysiert. Ihre Aktivität ist

für die Genregulation von groÿer Bedeutung. Auÿerdem konnte diesen Proteinen eine pa-

thogenetische Rolle u.a. bei Krebs, entzündlichen und neurodegenerativen Erkrankungen

nachgewiesen werden.11,31,40,78,163

Wie auch bei den DNMT fungiert S-Adenosylmethionin (SAM, AdoMet, Abb. 1.4)

hier als Methylgruppendonator. Daraus entsteht als Reaktionsprodukt S-Adenosyl-L-

homocystein (SAH, AdoHcy, 1, Abb. 1.5). SAM bzw. SAH kommt bei den unterschied-

lichen Enzymklassen in verschiedenene Konformationen vor. Während das Kosubstrat in

PRMT-Taschen eine gestreckte Konformation aufweist, zeigt es in KMT-Bindungstaschen

eine eher U-förmige, um so die zu übertragende Methylgruppe optimal in die schmale

Substratlysinbindungstasche zu präsentieren. Eine Ausnahme bildet dahingehend die hu-

mane Non-SET-Lysinmethyltransferase DOT1L/ hKMT4. Deren Kristallstruktur (PDB

1nw3) bzw. die des bakteriellen Homologs Dot1p/ ScKMT4 (PDB 1u2z) weist eine den

PRMT ähnliche Kosubstratkonformation auf. Diese wird durch die Salzbrücke zur Car-

boxylgruppe des Kosubstrats und durch die Wassersto�brücken der Ribosehydroxylgrup-

pen bewerkstelligt.30,33

Es wird diskutiert, dass sämtliche Protein-Methyltransferasen (PMT) den Methyl-

transfer über eine ähnliche bimolekulare nukleophile Substitution (SN2) bewerkstelligen,

wobei das freie Elektronenpaar des Sticksto�es nukleophil an der positiv geladenen Me-
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1 Biochemische Grundlagen

thylsulfoniumstruktur des SAM-Moleküls angreift. Der Angri� erfolgt in einem Winkel

von ca. 180 ◦ zur Abgangsgruppe, woraufhin sich zunächst ein fün�ach koordinierter

Übergangszustand ausbildet, aus dem später ein methylierter Sticksto� und SAH her-

vorgehen.33

2007 wurde durch Allis et al.2 eine neue Nomenklatur für chromatinmodi�zierende

Enzyme vorgeschlagen. An den Stellen im Text, wo solche Enzyme genannt werden,

wird neben der alten auch, falls gebräuchlich, die neue Nomenklatur verwendet.

1.2.1 Protein-Arginin-Methyltransferasen (PRMT)

Aufbau und Katalyse

Die Vertreter der PRMT-Klasse katalysieren die N-Methylierung der Guanidingruppe in

den Argininseitenketten von Substratproteinen. Alle drei darin enthaltenen Sticksto�ato-

me können dabei methyliert werden. In Säugetieren existieren mindestens zehn PRMT-

Enzyme. Ihre Einteilung in Subtypen erfolgt anhand ihrer Katalyseprodukte. Während

Abb. 1.2: Katalyseprodukte der PRMT-Enzyme und Typeneinteilung

Enzyme vom Typ I ω-NG-Methylarginin (MMA) und asymmetrisches ω-NG,NG-Dime-

thylarginin (aDMA) bilden, katalysieren Enzyme vom Typ II die Entstehung von ω-NG-

Methylarginin (MMA) und symmetrischem ω-NG,N 'G-Dimethylarginin (sDMA) (Abb.
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1 Biochemische Grundlagen

1.2). In der Hefe wurde eine weitere Form der Argininmethylierung entdeckt. Dabei er-

folgt die Übertragung einer Methylgruppe auf den δ-Sticksto� der Guanidinfunktion.187

Einzelne Verö�entlichungen98 benutzen in diesem Zusammenhang die IUPAC-Nomen-

klatur für L-Arginin, also N η-Monomethylarginin für MMA, N η1,N η1-Monomethylargi-

nin für aDMA bzw. N η1,N η2-Monomethylarginin für sDMA.

Abb. 1.3: Allgemeiner Aufbau eines PRMT-Dimers am Beispiel eines hPRMT1-Homologie-
modells, Dimerisierungsarm (blau), β-Fassdomäne (gelb), Methyltransferasedomäne
(rot), Kosubstrat SAM (Stickrepräsentation), C (cyan), N (blau), O (rot), S (gelb).

Zu den Enzymen vom Typ I gehören PRMT1, PRMT2,97 PRMT3, PRMT4/CARM1

(Coactivator Associated Arginine Methyltransferase 1), PRMT6 und PRMT8. Unter

Typ II fallen PRMT5 und PRMT7.149

Die Vertreter der PRMT weisen vier konservierte Sequenzmotive (I, post-I, II, III)

und eine THW-Schleife auf. Davon sind I, post-I und die THW-Schleife an der Bil-

dung der Kosubstratbindungsregion beteiligt. Alle PRMT-Enzyme besitzen eine ca.

310 Aminosäuren lange, hochkonservierte Methyltransferasedomäne, eine charakteris-

tische β-Fassdomäne, sowie einen, für die katalytische Aktivität ebenfalls wichtigen,
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1 Biochemische Grundlagen

Dimerisierungsarm (Abb. 1.3). Für die Katalyse werden pro Monomer zwei Bindungs-

taschen ausgebildet, die durch einen schmalen Kanal miteinander verbunden sind. Die

Substratbindungsregion be�ndet sich an der Grenze der Methyltransferasedomäne zur β-

Fassdomäne. Sie ist durch zwei charakteristische Glutamate gekennzeichnet (bei hPRMT1

Glu152 und Glu161), welche die Guanidinfunktion des Substrats binden, für die Katalyse

Abb. 1.4: Hypothetischer PRMT-Katalysemechanismus beschrieben durch Zhang et al.

(2000).185

positionieren und vermutlich auch deren Ladung für den nukleophilen Angri� polarisie-

ren (Abb. 1.4). Mutationsstudien an Ratten-PRMT1 zeigten, dass beide Glutamate für

die katalytische Aktivität essentiell sind.149,185 In eine weitere Tasche bindet das Kosub-

strat SAM. Um die für PRMT typische gestreckte Konformation des Moleküls zu be-

werkstelligen, interagiert eine jeweils hochkonservierte basische Aminosäure (Arg 54 bei

hPRMT1) mit der Carboxylfunktion bzw. eine saure Aminosäure (Glu 108 bei hPRMT1)
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1 Biochemische Grundlagen

mit den Hydroxylgruppen der Ribose149 von SAM.

Ein hochaktuelles Thema stellt die Histon-Arginin-Demethylierung dar. Protein-Ar-

ginin-Desiminasen (PAD) beispielsweise katalysieren zwar nicht die direkte Demethy-

lierung, aber führen dennoch zu einer Abnahme von MMA bzw. unmethyliertem Ar-

ginin in der Zelle. PAD-Enzyme hydrolysieren die Guanidinofunktion von Argininsei-

tenketten in Histonen und bilden daraus Citrullin. Momentan sind fünf PAD-Homologe

(PAD1-4, 6) im Menschen bekannt. Erst kürzlich konnte JMJD6 durch Chang et al. als

Histon-Arginin-Demethylase identi�ziert werden. Das Enzym gehört formal der Familie

der Jumonji-C-Histon-Lysin-Demethylasen (JHDM/KDM vgl. Abschnitt 1.2.2) an. Es

konnte gezeigt werden, dass das Enzym unter Beteiligung von zweiwertigem Eisen und

α-Ketoglutarat eine Methylgruppe von H4R3(me)2 als Formaldehyd abspaltet.23,149

Die verfügbaren Kristallstrukturen verschiedener Vertreter der Klasse, wie PRMT1

und dessen Hefehomologes RMT1/Hmt1 sowie PRMT3 und PRMT4/CARM1 weisen

neben einem hydrophoben Dimerinterface einen Dimerisierungsarm auf bzw. liegen als

Di- oder Oligomer vor. Untersuchungen an PRMT1 deuten darauf hin, dass die Fähig-

keit der PRMT-Enzyme zur Dimer- oder Multimerbildung eine Voraussetzung für die

katalytische Aktivität bzw. die SAM-Bindung ist.30

Methylierte Histonarginine werden, wie andere posttranslationale Modi�kationen auch,

von bestimmten histonbindenden Domänen (HBD) adaptiver E�ektorproteine und Tran-

skriptionsfaktoren erkannt und gebunden. Dadurch sind PRMT beispielsweise in der

Lage als Koaktivatoren oder Korepressoren der Transkription zu fungieren.9,160

Vertreter und therapeutisches Potential

PRMT1 werden mindestens 85% der PRMT-Aktivität in der Zelle zugeschrieben. Es

ist damit der Hauptvertreter der Typ I-Enzyme in Säugetieren und konnte sowohl im

Kern, als auch im Zytoplasma nachgewiesen werden. Neben H4R3 besitzt es eine Reihe

von Nichthistonsubstraten in beiden Kompartimenten.11,63 Dazu zählen u.a. SAM6810

(src-associated in mitosis), ein Adaptorprotein für Kinasen oder RNA-bindende Prote-

ine, die beim Transport und/oder der RNA-Prozessierung eine Rolle spielen, hnRNP

(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein), Fibrillarin, Nukleolin oder das Poly(A)-bin-

dende Protein II. Mehr als 40 Substrate sind für PRMT1 beschrieben worden. Eine

H4R3-Dimethylierung verstärkt die p300-vermittelte H4-Acetylierung an Lys5 und 12.

PRMT1 ist für das Überleben eines Organismus nicht notwendig, jedoch essentiell für

die Di�erenzierung während der Embryogenese.129

9
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Speziell für Ratten-PRMT1 konnte gezeigt werden, dass die Proteinober�äche ver-

schiedene Bindungskanäle aufweist. Dies deutet darauf hin, dass die unterschiedlichen

Substratproteine das aktive Zentrum vermutlich aus verschiedenen Richtungen errei-

chen.183 Die Dimethylierung von H4R3 konnte mit einer Aktivierung der Transkription

in Verbindung gebracht werden, was entweder von der Erkennung durch methylbinden-

de Proteine oder der Beein�ussung epigenetischer Modi�kationen in unmittelbarer Nähe

herrührt.11 PRMT1 spielt eine Rolle bei der Regulation der Proteinfunktion. Bei ver-

schiedenen Vertretern der Kernrezeptorfamilie, wie beispielsweise Androgen- (AR) oder

Estrogenrezeptoren (ER) fungiert es als transkriptioneller Koaktivator. Daraus ergibt

sich die Möglichkeit einer therapeutischen Intervention bei hormonabhängigen Tumoren,

wie dem Mamma- oder Prostatakarzinom, die als typisches Merkmal eine Fehlregulation

in den Signalwegen der nukleären Rezeptoren aufweisen.89 PRMT1 konnte als essentiel-

ler Bestandteil des MLL-Onkogen-Transkriptionskomplexes (Mixed Lineage Leukemia)

identi�ziert werden, welcher in der Lage ist im Mausmodell eine Form der Akuten Mye-

lotischen Leukämie (AML) hervorzurufen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein

spezi�sches Ausschalten von PRMT1 die MLL vermittelte Transformation zu blockieren

vermag.31

Eine Überexpression von PRMT1 und PRMT3 konnte in Herzen von Patienten festge-

stellt werden, die an Koronarer Herzkrankheit leiden.28 Weiterhin zeigen Patienten mit

Hypercholesterinämie, Arteriosklerose und einer Störung der Herzfunktion erhöhte Plas-

maspiegel von freiem aDMA.165 aDMA wird hauptsächlich durch PRMT1 gebildet, kann

anschlieÿend durch Proteolyse in die freie Form überführt werden und so mit L-Arginin

um die Bindung an die Sticksto�oxidsynthase (NOS, nitric oxid synthase) konkurrieren,

was eine Hemmung deren Aktivität zufolge hat. Eine Hemmung der NOS bringt eine

Verminderung der NO-Konzentration mit sich und damit eine verringerte Vasodilatation.

PRMT1-Inhibitoren wären somit vermutlich in der Lage den krankheitsbedingt erhöhten

Spiegel an freiem aDMA indirekt zu senken und stellen so eine weitere Therapieoption

bei kardiovaskulären Erkrankungen dar.125

PRMT2 weist eine hohe Sequenzhomologie zu PRMT1 auf und konnte auf diesem We-

ge identi�ziert werden. Das Protein weist als strukturelle Besonderheit eine SH3-Domäne

am N-Terminus auf. Es wurde in den meisten humanen Geweben nachgewiesen, wobei

das Herz, die Prostata, die Ovarien und das ZNS die höchsten Spiegel zeigten. Verschie-

dene Untersuchungen konnten zeigen, dass PRMT2 mit hormonellen Kernrezeptoren,

wie dem Estrogenrezeptor α (ERα) oder dem Androgenrezeptor (AR) interagiert und

dabei als Koaktivator fungiert.115

10
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PRMT3 benutzt für die spezi�sche Substraterkennung eine N-terminal lokalisierte

Zink�nger-Domäne. Das Enzym wird in humanen Geweben ubiquitär exprimiert. Es

konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion von PRMT3 mit dem für Lungenkarzinome

wichtigen Tumorsuppressorgen DAL-1/4.1B dessen enzymatische Aktivität negativ zu

beein�ussen vermag, was vermutlich den Mechanismus der Suppression des Tumorwachs-

tums widerspiegelt.146 Die Kristallstruktur des Methyltransferasekerns einer PRMT3 von

Rattus norvegicus (PDB 1f3l) zeigt eine PRMT-typische Struktur analog zu Abb. 1.3.185

CARM1 (Coacitvator associated arginine (R) methyltransferase 1) oder PRMT4 konn-

te über die Wechselwirkung mit GRIP1, einem Koaktivator von Steroidhormonrezepto-

ren aus der p160-Familie, identi�ziert werden. Die Mitglieder der p160-Familie unter-

stützen die durch Kernrezeptoren eingeleitete Transkription. Besonders interessant ist

hierbei der Ein�uss von CARM1/PRMT4 auf die Aktivierung ER- oder AR-regulierter

Gene. Die Rekrutierung der Methyltransferase in die Promotorregion resultiert in der

Methylierung von H3R17 und verschiedenen Koaktivatoren, was die Transkription po-

sitiv beein�usst.11 Eine Überexpression von CARM1/PRMT4 konnte in Brust38- und

Prostatakrebsgewebe65 nachgewiesen werden.

PRMT5 wurde zunächst als Jak2-bindendes Protein 1 (JBP1), ein Bindungspartner

der Janus-Tyrosinkinase 2 (Jak2) identi�ziert. Es konnte sowohl im Zellkern als auch

im Zytoplasma nachgewiesen werden, wobei die humane Form vorrangig im Zytoplasma

lokalisiert ist und als Homooligomer vorliegt. Zu den PRMT5-Substraten zählen neben

den Histonen H2A, H3 und H4 noch verschiedene Nichthistonsubstrate. Ein prominen-

tes Beispiel ist hier der p53-Tumorsuppressor, dessen Aktivität und Spezi�tät gegenüber

bestimmten Targetgenen u.a. durch eine Argininmethylierung beein�usst wird. Die Ab-

nahme der PRMT5-Aktivität konnte als ein Auslöser der p53-vermittelten Apoptose

identi�ziert werden.74,138 Weiterhin wurden erhöhte Konzentrationen an PRMT5 und

die damit einhergehende gesteigerte H3R8-Methylierung in Lymphomzelllinien nachge-

wiesen.127

PRMT6 ist wie PRMT4 vorwiegend im Kern lokalisiert. Neben den Histonen H3 und

H4 gehört auch eine Reihe von Proteinen des HIV-1 (Human immunode�ciency virus

Typ 1) zu den Substraten des kleinsten Vertreters der PRMT-Familie. Die Methylie-

rung ausgewählter HIV-1-Proteine durch PRMT6 konnte mit einer Downregulation der

Genexpression und einer eingeschränkten viralen Replikation in Verbindung gebracht

werden.48,71

PRMT7 konnte in beiden Zellkompartimenten nachgewiesen werden. Es weist wie

PRMT9 zwei mögliche SAM-Bindungsmotive auf und katalysiert im Abhängigkeit vom
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gewählten Substrat entweder die Bildung von MMA oder sDMA (Typ II-Aktivität).103,116

Es konnte gezeigt werden, dass die Downregulation von PRMT7 mit einem Anstieg der

Sensitivität bestimmter Zellen gegenüber Camptothecinderivaten einhergeht.167

PRMT8 zeigt mit ca. 80 % eine hohe Sequenzidentität zu PRMT1, ist jedoch im Ge-

gensatz dazu vorrangig im Gehirn lokalisiert. Dort bindet das Enzym mittels seiner

myristinoylierten N-Terminalen Region mit an Membranlipide. Die hohe Ähnlichkeit zu

PRMT1 schlägt sich auch in gemeinsamen Substraten, wie z.B. hnRNPs, nieder. Auÿer-

dem ist PRMT8 in der Lage mit PRMT1 Heterodimere zu bilden.102 Eine Abschätzung

des therapeutischen Potentials von PRMT8 ist mit dem aktuellen Kennntnisstand noch

nicht möglich.

PRMT9 wird auch unter dem Namen F-box only protein 11 (FBXO11) geführt. Es

zeigt nur wenig Sequenzähnlichkeit zu den übrigen Vertretern der PRMT-Familie. Struk-

turvorhersagen weisen auÿerdem auf eine, von PRMT1-8 verschiedene Faltung hin,

was bislang noch keine klare Aussage zum Aufbau der katalytischen Region zulässt.

PRMT9/FBXO11 konnte in verschiedenen humanen Geweben nachgewiesen und mit

der Depigmentierung bei chronischen Hauterkrankungen, sowie der chronischen Mittel-

ohrentzündung (otitis media) in Verbindung gebracht werden. Als Katalyseprodukte des

Enzyms konnten MMA, sDMA und aDMA nachgewiesen werden. Die Untersuchungen

zum therapeutischen Potential von PRMT9 stehen jedoch erst am Anfang.

Für die humanen Formen der durch Homologie identi�zierten Vertreter PRMT10 und

PRMT11 liegen bislang noch keinerlei Informationen zu Funktion oder katalytischer

Enzym Erkrankung/Funktion
PRMT1 Essentieller Bestandteil des MLL-Onkogen-Transkriptionskom-

plexes31

Koaktivator der durch Kernrezeptoren vermittelten Transkription
und Überexpression in Brustkrebsgewebe9,55

Überexpression in Koronargewebe von KHK-Patienten11,28

PRMT2 Koaktivator von ERα und AR115

PRMT4/CARM1 Überexpression in Brust- und Prostatakrebsgewebe38,65

PRMT5 Überexpression in Lymphomzellen127

PRMT6 Überexpression vermindert Aktivität des viralen Tat-Proteins48,71

PRMT7 Downregulation geht mit erhöhter Emp�ndlichkeit von Tumor-
zellen gegenüber Camptothecinderivaten einher167

Tab. 1.1: Auswahl der im Text erwähnten Vertreter der PRMT-Familie mit den jeweils assozi-
ierten Erkrankungen.

12



1 Biochemische Grundlagen

Aktivität vor.178

Einen Überblick über die im Text geschilderten Zusammenhänge zwischen den Ver-

tretern der PRMT-Familie und verschiedenen Krankheitsgeschehen zeigt Tabelle 1.1 .

Bekannte PRMT-Hemmsto�e

In den letzten Jahren wurden verschiedene Kristallstrukturen von Vertretern der PRMT-

Familie aufgelöst. Bei den Strukturen handelt es sich vorwiegend um Komplexe mit dem

Kofaktoranalogon SAH (1) und/oder Substratpeptidfragmenten. Erst kürzlich konnte

durch Sack et al. ein PRMT-Enzym (PRTM4/CARM1) als Komplex mit verschiedenen

Inhibitoren kristallisiert werden (PDB 2y1x, 2y1w).140

Abb. 1.5: Strukturen der im Text aufgeführten SAM-Analoga.

Davor konnte lediglich auf o.g. Kristallstrukturinformationen zurückgegri�en wer-

den, was eine Vielzahl klassischer medizinisch-chemischer Ansätze und Modelingstu-

dien auslöste. Das Ziel dabei war, die strukturellen Voraussetzungen für eine PRMT-

Hemmung zu erkennen und in ein neuartiges Inhibitorkonzept umzusetzen. Die ersten

MT-Inhibitoren waren SAM-Analoga (Abb. 1.5), wie SAH (1), Sinefungin (2) oder 5'-

Methylthioadenosin (3).166 Diese hemmen nicht nur HMT, sondern auch andere SAM-

abhängige Methyltransferasen, wie DNA- oder O-Methyltransferasen was einen thera-

peutischen Einsatz unmöglich macht.

Ein erster Ansatz zur Au�ndung spezi�scher PRMT-Inhibitoren wurde 2004 durch

Cheng et al. beschrieben. Hierbei führte ein Hochdurchsatz-Screening (High-throughput-

screening, HTS) von 9000 Verbindungen unter Verwendung der aus der Hefe stammenden

Argininmethyltransferase Hmt1p und Npl3 als Nichthistonsubstrat zu neun Hits mit ei-

nem IC50 von unter 10µM gegenüber Hmt1p und einen IC50 von unter 20µM gegenüber

hPRMT1. Auch an anderen PRMT-Vertretern, wie PRMT3, 4 und 6 konnte eine Hem-

mung nachgewiesen werden. Die Verbindungen wurden gemäÿ ihrer Eigenschaften als

Argnin-Methyltransferase-Inhibitoren (AMI) bezeichnet. AMI-1 (4) zeigte im Vergleich
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Abb. 1.6: Strukturen der im Text aufgeführten PRMT-Inhibitoren, bei spezi�schen PRMT-
Inhibitoren ist der dazu gehörige IC50-Wert angegeben.

zu den übrigen Verbindungen zwar nicht die höchste Hemmaktivität, jedoch eine Selekti-

vität für PRMT-Enzyme, da es die Histonmethylierung der vier untersuchten KMT kaum

beein�usste. Auÿerdem konnte für diese Verbindung eine Aktivität in vivo nachgewie-

sen werden. Die schlechte Zellpermeation der geladenen Struktur limitiert jedoch deren

Einsatz in vivo.29 Kinetische Untersuchungen an rekombinanter PRMT1 durch Feng et

al. zeigten, dass sich AMI-1 (4) nicht-kompetitiv gegenüber dem Kosubstrat SAM ver-

hält und in der Lage ist, die Bindung eines Substratpeptidfragments (H4 (Aminosäuren

1-20)) an PRMT1 zu blockieren.44,45 Dennoch ist der Bindungsmodus der Verbindung

unklar. Eine Lokalisation in der von negativen Ladungen dominierten Substratarginin-

bindungstasche scheint unwahrscheinlich, da es sich bei AMI-1 (4) auf Grund der beiden
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Sulfonsäuresubstituenten ebenfalls um eine negativ geladene Struktur handelt. AMI-1

(4) und -5 (5, Eosin), ein unselektiver HMT-Inhibitor, wurden schlieÿlich als Ausgangs-

punkt für das Design neuer Inhibitoren wie 6e (6) verwendet.112,135 Basierend auf einer

Pharmakophorhypothese entwickelten Mai et al. aus der Leitstruktur AMI-5 (5, Eosin)

curcuminartige Verbindungen mit einer Bromo- bzw. Dibromophenolstruktur wie 4b (7)

oder 8e (8). Während 4b (7) eine Hemmaktivität von IC50=14µM gegenüber RmtA,

dem PRMT1-Homologen aus Aspergillus nidulans, aufwies, jedoch auch CARM1 und

SET7 hemmte, zeigte 8e (8) eine inhibitorische Prävalenz gegenüber CARM1 verglichen

mit PRMT1.111

Der erste targetbasierte Ansatz zur Au�ndung von PRMT1-Hemmsto�en wurde durch

unsere Arbeitsgruppe beschrieben. Hierbei erfolgte zunächst ein Virtuelles Screening

(VS) unter Verwendung eines Homolgiemodells des PRM1-Homologen aus Aspergillus

nidulans (RmtA) und des NCI-Diversitätsdatensatzes (Version I, ca. 1990 Verbindun-

gen). Dabei wurde der nach pharmakokinetischen und physikochemischen Kriterien (Mo-

lekulargewicht 150 − 500Da, TPSA< 150 Å, logP< 7) vorfokussierte Datensatz (1630

Verbindungen) mittels GOLD (Version 2.2, Standardeinstellungen) in die Substratbin-

dungstasche des RmtA-Homologiemodells gedockt. Die erhaltenen Lösungen wurden

mittels eines aus molekularen Interaktionsfeldern abgeleiteten Pharmakophors nachge�l-

tert. Nur bei Posen, die durch den verwendeten Pharmakophor als Hits erkannt wurden,

erfolgte anschlieÿend eine visuelle Auswertung. Dabei spielten vor allem zwei Kriterien

eine Rolle. Einerseits wurde die Lokalisation einer polaren und basischen Gruppe des Li-

ganden in der Nähe von Glu135 (RmtA, Glu152 in hPRMT1) analog zum Substrat und

andererseits die Komplementarität der gefundenen Konformation zur Bindungstasche

untersucht. 36 Verbindungen wurden auf diesem Weg ausgewählt, unter gleichen Bedin-

gungen in ein Homologiemodell der humanen PRMT1 gedockt und biologisch getestet.

Die Testung der Hemmaktivität gegenüber RmtA erfolgte in vitro mittels eines hetero-

genen Assaysystems. Dabei wurde die Abnahme der Methylierung eines immobilisierten

Oligopeptids (Histon H4, Aminosäuren 1-21) durch RmtA unter Verwendung eines pri-

mären Anti-H4R3me2-Antikörpers und eines sekudären europiummarkierten Antikör-

pers gemessen. Zur Quanti�zierung der Methylierung wurde die Methode der zeitaufge-

lösten Fluoreszenz (TRF, Time-resolved fluorescence) verwendet. Sieben Verbindungen

wurden schlieÿlich für eine weitere Testung an kommerziell verfügbarem rekombinan-

tem PRMT1-Enzym ausgewählt. Alle sieben Verbindungen zeigten einen IC50-Wert im

mikromolaren Bereich. Lediglich zwei der identi�zierten Verbindungen, Allantodapson

und Stilbamidin, waren in der Lage eine Histonhypomethylierung mittels einer PRMT1-
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Hemmung zu induzieren. Kinetische Untersuchungen deuteten auf eine Substratkompe-

tition als Hemmmechanismus beider Verbindungen hin. Dies wurde ebenfalls durch die

zuvor in Dockingstudien gefundenen Bindungsmodi vorgeschlagen (Abb. 1.7).151

(A) Allantodapson (11, IC50(hPRMT1)=1,7µM)

(B) Stilbamidin (12, IC50(hPRMT1)=56,9µM)

Abb. 1.7: Strukturen und Bindungsmodi (Dockinglösungen) der durch Spannho� et al. identi�-
zierten hPRMT1-Hemmsto�e Allantodapson (Abb. A; cyan) und Stilbamidin (Abb.
B, orange), Kosubstratanalogon SAH (grün), katalytische Region von hPRMT1 an-
gedeuted.

Bonham et al. kombinierten strukturelle Elemente aus AMI-1 (4), -6 und -9 zu weniger

polaren und potenten Hemmsto�en von PRMT1. Verbindung 4 (10) war in der Lage die

PRMT-vermittelte Zytokinexpression in T-Helferzellen (Th) zu modi�zieren. So konnte

die Produktion von Interferon-γ in Th1-Zellen und Interleukin-4 in Th2-Zellen gehemmt
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werden.16

Ein durch eine Arbeitsgruppe von Bristol-Myers Squibb beschriebener HTS-Ansatz

mit anschlieÿender stufenweiser Optimierung ergab eine Reihe von PRMT4/CARM1-

aktiven Inhibitoren mit Tri�uormethylpyrazolgrundkörper. Als aktivste Verbindung in

vitro wurde 7b (9, Abb. 1.6) erhalten. Dieses Konzept wurde sowohl durch Bristol-Myers

Squibb selbst, als auch durch Wissenschaftler von Methylgene weiterentwickelt. Leider

zeigten die durch Methylgene entwickelten Verbindungen keine Aktivität in zellbasierten

Assays. In den von Bristol-Myers Squibb verö�entlichten Ansätzen wurde keine Aussage

zur Zellaktivität der präsentierten Hemmsto�e gemacht. Dennoch stellt die Entwicklung

dieser pyrazolbasierten Hemmsto�e einen bedeutenden Schritt der Erkenntnis auf dem

Gebiet der PRMT-Inhibitorbindung dar, da es sich bei den eingangs erwähnten durch

Sack et al. aufgelösten Kristallstrukturen um eines der beschriebenen Pyrazolderivate

handelt.1,69,133 Erst kürzlich konnte für PRMT3 ein neuartiger Hemmsto� gefunden und

weiterentwickelt werden. Das beschriebene Harnsto�derivat zeigt einen allosterischen

Bindungsmechanismus (PDB 3smq) und verhält sich damit nichtkompetitiv zu Substrat

und Kosubstrat.108,145

In neueren Studien konnten peptidartige Verbindungen mit ω-N-substituierten Argi-

ninen98 bzw. Chloroacetamidinen13 als PRMT-Inhibitoren identi�ziert werden.

1.2.2 Histon-Lysin-Methyltransferasen (KMT)

Aufbau und Katalyse

KMT zeigen im Vergleich zu anderen histonmodi�zierenden Enzymen wie beispielswei-

se Histonacetyltransferasen eine hohe Spezi�tät.91 Eine Vielzahl dieser Enzyme scheint

selektiv ein Lysin innerhalb eines bestimmten Histons zu methylieren (Substratspezi-

�tät)134 bzw. sogar nur zu einem bestimmten Grad bezogen auf die Anzahl der über-

tragenen Methylgruppen (Produktspezi�tät).30,182,184 Sie katalysieren die Übertragung

von ein, zwei oder drei Methylgruppen von SAM auf ε-Sticksto� der Lysinseitenket-

te. Mit Ausnahme des DOT1-like-Enzyms (DOT1L/KMT4) enthalten alle humanen

KMT eine ca. 130 Aminosäuren umfassende sogenannte SET-Domäne. Diese Bezeich-

nung wurde abgeleitet von drei Genen aus Drosophila melanogaster, bei denen man

diese Struktur zuerst fand: Suppressor of Variegation, Enhancer of Zeste, Trithorax. Die

SET-Domäne ist Bestandteil des katalytischen Zentrums dieser Enzyme (Abb. 1.8). Die

Vertreter der KMT werden einerseits in Enzyme ohne (einziger Vertreter DOT1) und mit

SET-Domäne (alle übrigen) eingeteilt, andererseits erfolgt eine Klassi�zierung in Fami-
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Abb. 1.8: Aufbau eines KMT-Enzyms am Beispiel von SET7/9 /KMT7 (PDB 1o9s), N-
Terminus/Pre-SET (rot), SET-Domäne (gelb), C-Terminus/Post-SET (orange), Ko-
substrat SAM (Stickrepräsentation, grün), H3-Substratfragment (Stickrepräsentati-
on, C (cyan), N (blau), O (rot)).

lien (SUV, SET1, SET2, EZ, RIZ, andere) bezüglich der die SET-Domäne umgebenden

Sequenzmuster.

Substrat und Kosubstrat binden in unterschiedlichen Bindungstaschen, die auf ge-

genüberliegenden Seiten der SET-Domäne lokalisiert und durch das aktive Zentrum

miteinander verbunden sind. Das Lysin bindet im einem schmalen hydrophoben Ka-

nal, welcher durch Aminosäuren der SET- und der Post-SET-Domäne gebildet wird. Bei

einigen Vertretern der KMT ist der C-Terminus ebenfalls an der Ausbildung der SAM-

Bindungsregion beteiligt (z.B. Trp349 bei SET7/9).134 Cheng et al. konnten durch das

Alignment verschiedener SET-Proteine vier hochkonservierte Motive (I-IV) identi�zie-

ren. Es konnte gezeigt werden, dass die gefundenen Motive räumlich nahe beieinander

angeordnet und jeweils essentiell für die katalytische Funktion der KMT sind.30

Die SET-Domäne besteht aus mehreren β-Faltblättern. Diese umgeben eine charakte-

ristische knotenartige Struktur, die unter Beteiligung der Motive III und IV das aktive

Zentrum zwischen Substrat- und Kosubstratbindungstasche ausbildet. Für die Positio-

nierung des Substratlysins spielen zwei hochkonservierte Tyrosine eine wesentliche Rolle.

In SET7/9 beispielsweise bindet Tyr245 aus Motiv II die ε-Aminofunktion des Substrat-

18



1 Biochemische Grundlagen

Abb. 1.9: Hypothetischer KMT-Katalysemechanismus am Beispiel von SET7/9 /KMT7, modi-
�ziet nach Smith et al. (2009) bzw. Zhang und Bruice (2008).149,182

lysins, wohingegen Tyr335 aus Motiv IV an der Ausbildung des hydrophoben Lysinbin-

dungskanals beteiligt ist.30,134

Als katalytischer Mechanismus wird auch für KMT ein SN2-Mechanismus diskutiert.

Diese Hypothese wird durch das in Kristallstrukturen beobachtete Wassersto�brücken-

netzwerk und die Substratbindungsgeometrie sowie eine von Hu und Zhang an SET7/9

durchgeführte ab initio-Studie gestützt.66 Zum genauen Ablauf der katalytischen Re-

aktion existieren in der Literatur jedoch weiterhin verschiedene Theorien. Insbesondere

der Mechanismus der Deprotonierung der ε-Aminofunktion des Substratlysins konnte

noch nicht abschlieÿend geklärt werden. Erst kürzlich konnten Zhang und Bruice durch

theoretische Untersuchungen an SET7/9 ihre Hypothese über die Existenz eines Wasser-

kanals für den Protontransfer vom protonierten Substrat in das Solvent erhärten. Diese

Hypothese stellt eine mögliche Erklärung für die Entstehung der ungeladenen und für

den nukleophilen Angri� bereiten ε-Aminofunktion des Substratlysins dar.181,182

Zhang und Bruice postulieren einen Dreischrittmechanismus für die katalytische Re-

aktion der KMT: (i) Bindung des geladenen Substratlysins und des Kosubstrats SAM

durch das Enzym, (ii) Dissoziation eines Protons vom Substratlysin und (iii) Übertra-

gung der Methylgruppe von SAM auf das Substratlysin und Produktentfernung (Abb.

1.8).182

Die Entfernung einer oder mehrerer Methylgruppen an Histon-Lysinresten wird durch

die Vertreter der Histon-Lysin-Demethylasen (KDM) katalysiert. Das erste Enzym, wel-

ches aus dieser Gruppe identi�ziert werden konnte war LSD1/KDM1 (Lysine speci�c

demethylase 1 ). LSD1 benutzt FAD als Kosubstrat und ein Wassermolekül für die oxi-
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dative Demethylierung mono- und dimethylierter Lysinseitenketten. Als Reaktionspro-

dukte entstehen dabei FADH2 und Formaldehyd. Die Demethylierung trimethylierter

Lysine wird durch einige Enzyme der JmjC-/JHDM-Familie (KDM2-7; Histondemethyl-

asen, die eine Jumonji-C-Domäne enthalten) katalysiert. Dabei erfolgt die Abspaltung

der Methylgruppe unter der Verwendung von Eisen, Sauersto� und α-Ketoglutarat, wo-

bei Succinat, CO2 und Formaldehyd entstehen.88,144

Vertreter und Therapeutisches Potential

Momentan sind mehr als 20 Vertreter humaner KMT bekannt.2,91 Auf Grund dieser

Vielzahl beschränkt sich die Beschreibung der einzelnen KMT auf die für die vorliegende

Arbeit relevanten Vertreter Set7/9 /KMT7, GLP/KMT1D und G9a/KMT1C.

SET7/9 /KMT7 ist durch die spezi�sche H3K4-Methylierung in die epigenetische Kon-

trolle der Genexpression involviert. Wie auch bei den PRMT führt eine solche posttrans-

lationale Modi�kation zu einer Rekrutierung chromatinmodi�zierender Faktoren und

histonmodi�zierender Enzyme. Auÿerdem verhindert die H3K4-Methylierung eine nach-

folgende HDAC-vermittelte Transkriptionsrepression. Neben H3K4 (SET7/9-H3K4me-

Komplex unter PBD 1o9s) konnten für SET7/9 /KMT7 verschiedene Nichthistonsubstra-

te, wie der Tumorsuppressor p53, der mit dem TATA-Box-bindenden Protein assoziierte

Faktor 10 oder ERα, identi�ziert werden.155 SET7/9 /KMT7 konnte mit verschiedenen

Erkrankungen in Verbindung gebracht werden. So konnte beispielsweise gezeigt werden,

dass das Enzym als Koaktivator NF-κB-abhängiger proin�ammatorischer Gene fungiert.

Diesen Genen konnte eine Beteiligung an der Pathogenese verschiedener, mit Entzün-

dungen einhergehender Erkrankungen, wie Arteriosklerose oder Diabetes mellitus nach-

gewiesen werden. Interessant ist hier vor allem eine von El-Osta et al. publizierte Studie.

Darin konnten die Autoren den Zusammenhang zwischen einem vorrübergehend gestei-

gerten Blutglukosespiegel und einer lang anhaltend gesteigerten H3K4-Methylierung in

der Promotorregion der NF-κB-Untereinheit p65 herstellen. Dies fördert die Expressi-

on von p65-Genen, wie MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein 1 ) und VCAM-1

(Vascular cell adhesion molecule 1 ), die in die Pathogenese der durch Hyperglykämie

induzierten Arteriosklerose involviert sind.39

Die euchromatinassoziierten homologen Enzyme G9a/KMT1C und GLP/KMT1D

(G9a-related protein, EHMT1) bewerkstelligen die H3K9-/K27-Methylierung und unter-

drücken damit die Aktivität der jeweiligen Zielgene. Auÿerdem konnte gezeigt werden,

dass sie die Aktvität des Tumorsuppressors p53 durch eine spezi�sche Methylierung an

K373 negativ beein�ussen und dass zahlreiche Krebsarten gesteigerte Level beider Enzy-
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me aufweisen. Dennoch spielen G9a/KMT1C und GLP/KMT1D eine wesentliche Rolle

bei der Entwicklung in Säugetieren, da ein G9a-GLP-Knock-out an Mausembryonen zu

einer gesteigerten Letalität führte.67

Bekannte KMT-Hemmsto�e

Neben den oben bereits erwähnten Kofaktoranaloga existieren weitere spezi�schere KMT-

Hemmsto�e (Abb. 1.10). Einer der ersten Vertreter der KMT-Inhibitoren war das aus

dem Pilz Chaetomium minutum stammende Mykotoxin Chaetocin (13). Es konnte ge-

zeigt werden, dass Chaetocin in vitro eine Spezi�tät gegenüber der Suv39-Familie der

lysinspezi�schen Histonmethyltransferasen aufweist (IC50(dSu(var)3-9)= 0,6 µM, IC50

(mG9a) = 2,5 µM). Diese Daten wurden durch die Beobachtung, dass andere KMT,

wie EZH2/ KMT6 oder SET7/9 /KMT7, nicht unter 90 µM gehemmt werden konn-

ten, bestätigt. Auch in vivo konnte unter der Behandlung mit Chaetocin eine Abnahme

von H3K9(me)3 nachgewiesen werden, was ebenfalls auf die aus den In-vitro-Daten her-

aus vermutete Spezi�tät hinweist.57 Erst kürzlich konnten Isham et al. für Chaetocin

eine apoptoseeinleitende Aktivität an Myelomzellen aufzeigen, was das Mykotoxin zu

einem vielversprechenden Kandidaten für die Weiterentwicklung zum Krebstherapeuti-

kum macht.73

3-Desazaneplanocin A (14, DZNep) ist ein potenter Inhibitor der S-Adenosylhomo-

cysteinhydrolase. Auÿerdem ist es in der Lage den EZH2/KMT6-Level in Zellen zu

senken und damit die H3K27-Trimethylierung zu hemmen. In Brustkrebsgewebe konnte

mittels DZNep der programmierte Zelltod (Apoptose) eingeleitet werden, während nor-

males Brustgewebe unbeein�usst blieb. Eine Kombination aus DZNep und dem HDAC-

Hemmsto� Panobinostat erwies sich als e�ektiv für die Apoptoseeinleitung in AML-

Zellen (Akute Myeloische Leukämie).46,159

Für die Suche nach Hemmsto�en von G9a/KMT1C verwendeten Kubicek et al. eine

Kombination aus theoretischen Methoden und HTS. Das neben weiteren Verbindungen

identi�zierte Chinazolinderivat BIX-01294 zeigt eine G9a/KMT1C-Hemmaktivität von

IC50 = 2,7 µM, es wurde jedoch keinerlei E�ekt an SUV39H1/KMT1A oder PRMT1

beobachtet.92 Der Bindungsmodus von BIX-01294 in die SET-Domäne konnte durch die

Au�ösung der Kristallstruktur eines Komplexes aus Inhibitor, SAH und GLP/KMT1D

ermittelt werden (PDB 3fpd). Rückschlüsse auf den G9a/KMT1C-Bindungsmodus wa-

ren hier möglich, weil BIX-01294 ebenfalls eine Hemmaktivität gegenüber GLP/KMT1D

zeigte und die beiden Enzyme eine Sequenzidentität von ca. 80 % bezüglich der jeweili-

gen SET-Domänen aufweisen. Die Kristallstruktur zeigte eine Bindung des Hemmsto�es
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Abb. 1.10: Strukturen der im Text aufgeführten KMT-Inhibitoren, bei spezi�schen KMT-
Inhibitoren ist der dazu gehörige IC50-Wert angegeben.

in der Substratbindungsregion.24 Auf Basis der gewonnenen strukturellen Daten erfolg-

te eine Weiterentwicklung der aktiven Verbindung. Die Modi�kation der BIX-01294-

Grundstruktur führte zu einer Reihe von Derivaten und schlieÿlich zu UNC0224, einem

hochpotenten Hemmsto� von G9a/KMT1C mit einer Aktivität im zweistelligen nano-

molaren Bereich. Aus den Kristallstrukturdaten zum Komplex aus UNC0224, SAH und

G9a/KMT1C (PDB 3k5k) ist ersichtlich, dass UNC0224 im Gegensatz zu BIX-01294

durch den 7-Aminoalkoxysubstituenten in der Lage ist, den schmalen Lysinbindungska-

nal zu okkupieren.106,107

Ein Syntheseansatz zur Entwicklung von SET7/9 /KMT7-Bisubstratinhibitoren wur-

de kürzlich durch Mori et al. publiziert. Bei den beschriebenen Hemmsto�en handelt es

sich um N-substituierte Aza-SAM-Derivate. Das Schwefelatom des SAM wurde hierbei

durch einen tertiären Sticksto� ersetzt, welcher durch einen Ethylenlinker an die Amino-

funktion eines weiteren Amins gebunden ist.119 Weitere Untersuchungen zur Selektivität

der synthetisierten Verbindungen stehen momentan noch aus.
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2 Zielsetzung

Das Ziel der Arbeit war die Au�ndung spezi�scher Hemmsto�e der Histonmethyltrans-

ferasen PRMT1 und SET7/9 /KMT7. Im ersten Teil lag der Fokus des Wirksto�designs

auf der Suche nach Verbindungen, die die Substratbindungsregion von PRMT1 adres-

sieren. Bislang existiert keine Kristallstruktur einer aktiven und vollständigen humanen

PRMT1. Daher sollte im ersten Teil der Arbeit mittels Homologiemodellierung, Protein-

Protein-Docking und Moleküldynamiksimulation eine detailliertes Enzym-Kosubstrat-

Substrat-Modell für hPRMT1 erstellt werden. Dieses sollte anschlieÿend zur Analyse

intermolekularer Wechselwirkungen herangezogen werden. Die daraus gewonnenen Er-

kenntnisse sollten in die Datenbanksuche und das Design neuartiger Inhibitoren ein-

�ieÿen. Zusätzlich sollte durch Dockingstudien die in biologischen Testungen gefunde-

ne bzw. aus der Literatur bekannte Selektivität bestimmter Verbindungen gegenüber

PRMT4 bzw. PRMT1 und 3 strukturell erklärt werden.

Im zweiten Teil sollten die Untersuchungen auf ausgewählte Vertreter der KMT-

Familie ausgedehnt werden. Basierend auf den vorhandenen Kristallstrukturinformatio-

nen zu SET7/9 /KMT7 und den daraus ableitbaren Interaktionsmustern sollte mittels

virtuellem Screening nach neuartigen Modulatoren des Enzyms gesucht werden. Auÿer-

dem sollten die vorhandenen Daten zu Hemmsto�en von G9a/KMT1C auf eine Anwend-

barkeit der MM-PBSA-Methode zur Berechnung freier Bindungsenergien hin untersucht

werden.

23
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3.1 Datenbanken

3.1.1 ChemBridge-Datensatz

Der ChemBridge-Datensatz ist eine Sammlung kommerziell verfügbarer Verbindungen

der Firma ChemBridge (http://www.chembridge.com, ChemBridge Corporation, San

Diego/USA). Dabei handelt es sich um niedermolekulare arzneisto�artige Moleküle für

die Wirksto�suche. Die aktuelle Version (2011-04-20) enthält 884105 Einträge und ist von

ZINC72, einer Datenbank kommerziell verfügbarer Verbindungen verschiedener Anbieter

(http://zinc.docking.org), oder von ChemBridge selbst erhältlich.

3.1.2 Datensatz des National Cancer Instituts (NCI)

Der Datensatz des National Cancer Instituts (NCI), verfügbar von http://dtp.nci.

nih.gov bzw. von ZINC72, umfasst in der aktuellen Version (11/2003) 316181 Einträge.

Der Datensatz geht hervor aus dem Developmental Therapeutics Program (http://dtp.

cancer.gov) des NCI und enthält sowohl synthetische als auch natürliche Verbindungen

für die Arzneisto�suche.

3.2 Homologiemodellierung

Fehlen Informationen zur räumlichen Struktur von Proteinen, so bildet die Erstellung

homologiebasierter Modelle einen elementaren Bestandteil des strukturbasierten Wirk-

sto�designs. Trotz der ständig steigenden Anzahl verfügbarer Proteinkristallstrukturen

birgt die experimentelle Erstellung dreidimensionaler Strukturinformationen je nach Mo-

lekül einen hohen Aufwand an Zeit und Kosten in sich. Daher ist die computergestützte

Erstellung von Homologiemodellen ein rationaler und e�ektiver Ansatz. Die Genauig-

keit der konstruierten Modelle ist jedoch abhängig von der Qualität der zur Verfügung

stehenden Daten.
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Die Methode der Homologiemodellierung basiert auf der Annahme, dass homologe

Proteine mit ähnlicher Sequenz und Funktion ebenfalls eine hohe Übereinstimmung

in der dreidimensionalen Struktur aufweisen. Zur Vorhersage der Struktur eines Pro-

teins, bei dem lediglich die Primärsequenz bekannt ist (Target), sind daher folgende

Schritte notwendig: (i) Identi�zierung eines oder mehrerer homologer Proteine, de-

ren Struktur aufgeklärt ist (Templat(e)), (ii) Sequenzüberlagerung (Alignment) zwi-

schen Templat(en) und Target anhand identischer bzw. chemisch ähnlicher Aminosäu-

ren mit Hauptaugenmerk auf strukturell konservierten Bereichen, (iii) Seitenketten-

modellierung, (iv) Optimierung der Struktur mittels Energieminimierung oder Mole-

küldynamiksimulation (Re�nement), (v) Analyse, Validierung und Evaluierung des Mo-

dells.22,70 Es existieren verschiedene Anwendungen für die Erstellung von Homologiemo-

dellen. Prominente Softwarepakete sind hier beispielsweise SYBYL-COMPOSER (inzwi-

schen abgelöst durch SYBYL-ORCHESTRAR)161, Modeller142 oder WHAT IF168. Da-

neben existieren vollautomatisierte Onlineanwendungen, wie SWISS-MODEL5 (http:

//swissmodel.expasy.org/), ein Server für Homologiemodellierung.

Als Hauptfehlerquellen des Verfahrens gelten die Wahl des Templates, das Alignment

sowie das Re�nement. Während sich bei Templaten beispielsweise nicht aufgelöste Re-

gionen im Bereich der Bindungstasche oder die Kristallisation bei einem unphysiologi-

schen pH-Wert als nachteilig für die Modellierung erweisen, stellen beim Alignment die

Anordnung der Lücken (Gaps) und beim Re�nement die Wahl eines geeigneten Kraftfel-

des60,70,130 sowie die Energieminimierungein Problem dar. Untersuchungen zeigen, dass

die Genauigkeit eines Modells vom Ausmaÿ der Sequenzidentität abhängig ist.22,32,99 Im

Allgemeinen werden Modelle, die auf einer Sequenzidentität von > 50 % basieren, als ge-

nau genug für die Arzneisto�suche angesehen. Für das strukturbasierte Wirksto�design

an Homologiemodellen spielt jedoch vor allem die Sequenzidentität der Ligandenbin-

dungsregion eine Rolle.70 Ligandgesteuerte Ansätze nutzen zusätzlich die Information

bekannter Liganden für die Modellierung/Optimierung der Seitenketten der Liganden-

bindungsregion.21

Homologiemodelle müssen stets hinsichtlich ihrer Qualität überprüft werden, da diese

stark von der des verwendeten Templates abhängt.17 Nach Höltje et al. (2008)70 lassen

sich Homologiemodelle nach drei Hauptkriterien bewerten. Dazu gehören die stereoche-

mische Richtigkeit, die Qualität der Packung sowie ein verlässliches Faltungsmuster.

Die stereochemische Richtigkeit eines Modells beinhaltet dabei Kriterien wie Bindungs-

längen und -winkel, die Planarität von Amidbindungen und aromatischen Systemen,

die Chiralität der Cα-Atome oder die Verteilung der Rückgrattorsionswinkel.41,120 Die
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Qualität der Packung beein�usst die Stabilität eines Proteinmodells wesentlich. Dabei

spielen Merkmale wie der interatomare Abstand, die Anordnung von Sekundärstruktur-

elementen oder die Verteilung hydrophober und hydrophiler Aminosäuren eine Rolle. Für

die Untersuchung von Proteinmodellen hinsichtlich der genannten Kriterien existieren

verschiedene Programme. Ein Beispiel ist das durch Laskowski et al. (1993) beschrie-

bene Programm PROCHECK. Neben der Evaluierung der stereochemischen Qualität

des Modells werden auch verschiedene Parameter bezüglich der Packungsqualität (z.B.

interatomare Abstände) bei der Analyse berücksichtigt.100

Das Vorliegen eines verlässlichen Faltungsmusters kann durch einen Vergleich des Mo-

dells mit hochaufgelösten Kristallstrukturen festgestellt werden. Dieser kann struktur-

und/oder energiebasiert erfolgen. Einen energiebasierten Ansatz stellt z.B. das Pro-

gramm ProSA-II (Protein Structure Analysis)147 dar. Dabei wird in einem wissensba-

sierten Ansatz die Energieverteilung in der jeweiligen Proteinkonformation (Homologie-

modell) berechnet. Grundlage dieser Berechnung sind Potentiale mittlerer Kraft (Poten-

tials of mean force), welche aus bekannten dreidimensionalen Proteinstrukturen abgelei-

tet wurden. Mit ProSA-web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php)

steht auÿerdem eine Onlineversion dieser Anwendung zur Verfügung.175 Diese wurde in

der vorliegenden Arbeit zur Überprüfung des Homologiemodells verwendet.

3.3 Virtuelles Screening

Beim Virtuellen Screening (VS) werden virtuelle Moleküldatenbanken nach einem vor-

de�nierten Muster durchsucht. Ziel dabei ist es, eine Vorauswahl von potentiellen Kandi-

daten für die biologische Testung an einer Targetstruktur zu tre�en. Damit stellt das VS

einen Ansatz zur Rationalisierung von HTS-Verfahren dar. Die verschiedenen Methoden

des VS lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Auf der einen Seite stehen strukturbasierte

Ansätze (SBVS, strukturbasiertes VS), wie das Docking und auf der anderen Seite li-

gandbasierte Methoden (LBVS, ligandbasiertes VS), welche vorrangig auf die Verfahren

der Ähnlichkeitssuche zurückgreifen.110,139

Zusätzlich können die zu durchsuchenden Moleküldatenbanken noch mit Verbindun-

gen angereichert werden, die bestimmte physikochemische Eigenschaften oder strukturel-

le Merkmale aufweisen. Ein prominentes Kriterium in diesem Zusammenhang ist Lipins-

kis �Rule of �ve�. Die Fünferregel sagt für Verbindungen, die mehr als zwei der folgen-

den Kriterien erfüllen, geringe Absorptions- bzw. Permeationseigenschaften nach oraler

Administration vorher: (i) ein Molekulargewicht über 500Da, (ii) ein Octanol-Wasser-
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Verteilungskoe�zienten (logP ) über 5, (iii) über 10 Wassersto�brückenakzeptoren und

(iv) mehr als 5 Wassersto�brückendonatoren.104,105 Mit einer solche Fokussierung kann

der chemische Suchraum und damit der Rechenaufwand e�zient eingeschränkt werden.

Neben der Kostenersparnis bringt das VS einen weiteren Vorteil mit sich. Das Durch-

suchen virtueller Datenbanken kommerziell verfügbarer Verbindungen ermöglicht eine

zeitnahe Testung eventueller Hits, ohne dass zunächst aufwendige Synthesen durchge-

führt werden müssen.70,85,86

3.4 Docking und Scoring

Docking und Scoring sind elementare Bestandteile des SBVS. Beim Docking werden

Protein-Ligand- bzw. Protein-Protein-Komplexe computergestützt erzeugt. Damit kann

die dreidimensionale Struktur eines Komplexes vorhergesagt und Datensätze kommerzi-

ell verfügbarer Verbindungen auf eine mögliche Bindung an ein vorgegebenes Target hin

gescreent werden (VS).

3.4.1 Protein-Ligand-Docking (PLD)

Beim Protein-Ligand-Docking (PLD) erfolgt die Einpassung des Liganden in eine vor-

de�nierte Bindungstasche des Proteins. Um das Speicher- bzw. Downloadvolumen zu

reduzieren, werden virtuelle Datensätze häu�g in eindimensionaler Form, beispielswei-

se als SMILES (Simpli�ed Molecular Input Line Entry System),174 zur Verfügung ge-

stellt. Daher ist es notwendig, die zu dockenden Datensätze vorzubereiten, d.h. in eine

niederenergetische dreidimensionale Form zu überführen, wobei mögliche Konformere

(z.B. bei Ringsystemen) und Stereoisomere sowie die Ionisierung unter physiologischen

Bedingungen berücksichtigt werden müssen. Zu diesem Zweck stehen gängige Program-

me zur Erzeugung niederenergetischer Konformationen, wie OMEGA126 oder CORI-

NA141 und Datenbankwerkzeuge, wie MOE/DBV (Molecular Operating Environment,

Databaseviewer)26 zur Verfügung.

Für das Protein-Ligand-Docking wurden zahlreiche Dockingprogramme entwickelt. Ei-

ne ausführliche Übersicht zu diesem Thema ist in Höltje et al. (2008) und Kitchen et al.

(2004) enthalten.70,84 Die zugrunde liegenden Algorithmen lassen sich in verschiedene

Gruppen einteilen: (i) populationsbasierte Algorithmen, wie beispielsweise genetische

Algorithmen (GA), bei denen an einer Population zufällig erzeugter Konformationen

des Protein-Ligand-Komplexes (Chromosomen) evolutionäre Operationen wie Mutation
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oder Crossover durchgeführt werden und eine Art Selektionsdruck hin zur optimalen

Lösung, bewertet durch eine Fitnessfunktion, auferlegt wird (implementiert in Program-

men, wie GOLD76,77 oder AutoDock121) oder auf einem Partikel-Schwarm-Optimierer

(PSO)82 basierende Algorithmen, wobei mögliche Konformationen eines Liganden als In-

dividuen (Partikel) eines Schwarms initialisiert und anschlieÿend durch die gewählte Be-

wertungsfunktion bezüglich ihrer Position optimiert werden (implementiert in Program-

men, wie pso@AUTODOCK124 oder ParaDockS114), (ii) Algorithmen, die den zuvor

fragmentierten Liganden in der Proteinbindungstasche rekonstruieren (implementiert in

Programmen wie DOCK,95,122 LUDI19 oder FlexX136), (iii) simuliertes Tempern (Simu-

lated annealing, SA),83 wobei das System während einer Moleküldynamiksimulation aller

de�nierter Zeitschritte heruntergekühlt und so in einem lokalen Minimum gefangen wird.

Dieses Verfahren wird häu�g in Kombination mit einer Monte-Carlo-Suche (MCSA) für

das Durchsuchen des Konformationsraumes verwendet (implementiert in Programmen

wie GLIDE49). (iv) Ober�ächenkompatibilität (Shape �tting), wobei im Voraus berech-

nete Ligandkonformationen auf ihre elektrostatische und sterische Komplementarität

zur Proteinbindungstasche hin untersucht werden (implementiert in Programmen wie

FRED126), (v) Ausschlusssuche (Tabu search, TS), wobei ein sukzessives Absuchen des

Konformationsraumes erfolgt, indem die erzeugten Lösungen in einer Tabuliste abgelegt

und die nachfolgende Suche nur in andere Richtungen erlaubt wird (implementiert in

Programmen, wie PRO_LEADS8). Die meisten Programme nutzen einen semi�exiblen

Ansatz, d.h. dass der Ligand �exibel in eine rigide Bindungstasche eingepasst wird.

Manche Programme bieten zusätzlich die Möglichkeit, bestimmte Seitenketten auf Basis

einer Rotamerbibliothek während des Dockings als �exibel zu betrachten. Da eine Sei-

tenkettenbewegung jedoch häu�g mit einer Cα-Rückgratbewegung verbunden ist, wird

die Anwendbarkeit dieses Ansatzes weiterhin diskutiert.123

Hauptfehlerquellen des Dockingansatzes sind einerseits die energetische Bewertung

der erzeugten Lösungen und andererseits die Flexibilität der Bindungstasche oder die

Behandlung konservierter Wassermoleküle als Bindungspartner.

3.4.2 Protein-Protein-Docking (PPD)

Protein-Protein-Wechselwirkungen bilden häu�g die Grundlage für das Verständnis bio-

chemischer Abläufe oder das Erkennen von Voraussetzungen für die Bindung nieder-

molekularer Liganden an ein Target.50,186 In den letzten Jahren wurden zahlreiche ex-

perimentelle Ansätze für die Aufklärung von Protein-Protein-Komplexen entwickelt.

Dennoch sind die Möglichkeiten der Verfahren limitiert. Während die Dynamik der
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Komplexe die Kristallisation erschwert, stellt das hohe Molekulargewicht ein Hindernis

für die NMR-Aufklärung dar.118 Weiterhin müssen Protein-Protein-Kontakte in Rönt-

genkristallstrukturen sorgfältig auf ihre Natur hin untersucht und native Interaktio-

nen von Packungse�ekten unterschieden werden.6 Modelle makromolekularer Komplexe

sind beispielsweise durch Homologiemodellierung94 oder PPD-Verfahren150 zugänglich.

Ist jedoch kein Templat für einen Modellierungsansatz verfügbar, besteht die Möglich-

keit auf Dockingverfahren zurückzugreifen. Dafür steht neben verschiedenen klassischen

Protein-Ligand-Dockingprogrammen (z.B. AutoDock,121 DOCK95,122), die für eine An-

wendung beim PPD kleinerer Peptide ebenfalls geeignet sind, eine Reihe von speziell für

das PPD entwickelten Lösungen (z.B. HADDOCK36, RosettaDock56, Attract180, BIG-

GER128, ZDOCK27) zur Verfügung.

Während die klassischen PLD-Ansätze überwiegend nach einem ähnlichen Schema

ablaufen ((i) Erzeugung der Koordinaten, (ii) Suche nach Komplexkonformationen der

rigiden Bindungspartner (Rigid body), (iii) Scoring und Ranking der Lösungen, (iv) Ein-

beziehung der Flexibilität, Re�nement, Reranking),150 nutzen PPD-Programme häu�g

unterschiedliche Verfahren für die Erzeugung von Dockinglösungen. Daher ist die Eva-

luierung der jeweiligen Software für eine bestimmte Fragestellung hier der erste ent-

scheidende Schritt. Mit HADDOCK (High Ambiguity Driven protein-protein Docking)36

steht ein Ansatz für das PPD zur Verfügung, der die Einbeziehung biochemischer und

biophysikalischer Daten in den Dockingvorgang erlaubt. Weitere Daten können mit-

tels des WHISCY-Servers (What Information does Surface Conservation Yield, http:

//nmr.chem.uu.nl/Software/whiscy/index.html)169 aus konservierten Bereichen in-

nerhalb der Bindungsregion abgeleitet werden. Dies ist ein Verfahren, das auf der An-

nahme beruht, dass funktionelle Aminosäuren häu�ger konserviert sind als andere. In-

teressant sind hier vor allem auf der Proteinober�äche und in Bindungstaschen beider

Bindungspartner lokalisierte Seitenketten, welche für einen Protein-Protein-Kontakt zur

Verfügung stehen. Die Seitenketten der Kontakt�äche mit > 50 % Solventzugänglichkeit

werden in �aktiv� (Active Residues, direkter Kontakt, de�nitionsgemäÿ ein interatomarer

Abstand von ≤ 3Å irgendeines Atoms zu den Aminosäuren des Bindungspartners) und

�passiv� (Passive Residues, benachbart zu �aktiven� Aminosäuren und kein direkter Kon-

takt zu Bindungspartner) eingeteilt. Diese Information kann direkt als Abstandsbedin-

gung (Ambiguous Interaction Restraint, AIR) in HADDOCK verwendet werden.36 HAD-

DOCK eignet sich im Unterschied zu RosettaDock für das Docking kurzer Peptide (ca. 10

Aminosäuren). Der Programmalgorithmus beginnt mit der Erzeugung und Energiemini-

mierung von zufällig erstellten Rigid-body-Komplexen, gefolgt von einem semirigiden SA-
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Schritt zum Durchsuchen des Torsionswinkelraumes. Abschlieÿend erfolgt ein Re�nement

in explizitem Solvent. Somit werden v.a. zwei wichtige Aspekte für die Bindung kleinerer

Peptide adressiert. Da die Flexibilität der Seitenketten und des Backbones der Kontakt-

�ächenaminosäuren während der letzten beiden Schritte berücksichtigt wird, kann der

Konformationsraum kurzkettiger ungeordneter Peptide (wie z.B. Histontails) e�ektiver

durchsucht werden. Andererseits wird die Möglichkeit feuchter Kontakt�ächen (Wet In-

terfaces) mit bei der Erzeugung von der Protein-Protein-Komplexe berücksichtigt.118

Nicht zuletzt bietet HADDOCK die Möglichkeit, Dockingstudien an einem interaktiven

Webserver170 (http://haddock.chem.uu.nl/services/HADDOCK/haddock.php) durch-

zuführen. Dieser Onlinedienst wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet.

3.4.3 Scoring

Die Bewertung (Scoring) und die Sortierung der erzeugten Konformationen nach dem

Score (Ranking) sind wesentliche Schritte bei der Anwendung und Evaluierung von

Dockingmethoden für eine bestimmte Fragestellung. Eine Scoringfunktion sollte in der

Lage sein, den experimentell ermittelten Bindungsmodus eines Liganden von den an-

deren durch den Suchalgorithmus erzeugten Lösungen zu unterscheiden und bekannte

Liganden unter vermutlich inaktiven, jedoch chemisch ähnlichen, Verbindungen (�Lock-

vogelverbindungen�, Decoys) zu erkennen. Dies ist jedoch nicht trivial, sodass keine für

alle Fragestellungen passende Scoringfunktion existiert und die Parametrisierung einer

oder mehrerer Funktionen auf das jeweilige Target angepasst werden muss. Eine schlech-

te Performance ist vor allem dann wahrscheinlich, wenn die verwendete Scoringfunktion

an anderen, vom untersuchten Target strukturell stark abweichenden Strukturen para-

metrisiert wurde.

Ziel des Scorings ist eine näherungsweise Vorhersage der freien Bindungsenergie eines

Liganden aus der erzeugten Konformationen des Protein-Ligand-Komplexes. Die Berech-

nung der freien Bindungsenergie stellt momentan jedoch noch ein rechenaufwendiges

Verfahren dar. Daher wurden verschiedene Bewertungsfunktionen entwickelt, die eine

schnellere, aber dafür nur genäherte Vorhersage der freien Bindungsenergie erlauben,

damit jedoch für eine Anwendung im VS geeignet sind. Drei Klassen von Bewertungs-

funktionen werden heute hauptsächlich angewendet: (i) kraftfeldbasierte Scoringfunktio-

nen (z.B. GOLD-Score), (ii) empirische Scoringfunktionen (z.B. ChemScore, Glidescore)

und (iii) wissensbasierte Scoringfunktionen (z.B. Drugscore, Pmf).70,158 Die Kombinati-

on verschiedener Scores (Consensus scoring, z.B. X-Score) stellt eine Weiterentwicklung

der klassischen Ansätze dar.25 Dabei sollen die Unregelmäÿigkeiten einzelner Funktionen
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durch die Kombination ausgeglichen und die Anreicherung tatsächlich interagierender

Liganden verbessert werden.84

3.4.4 RMSD

Der RMSD (Root Mean Square Distance, [Å ]), stellt ein Maÿ für die räumliche Abwei-

chung zweier Konformationen eines Moleküls dar. Dahinter verbirgt sich de�nitionsge-

mäÿ die Wurzel des mittleren Abstandsquadrats (d2i ) zwischen zwei äquivalenten Atomen

(i) in verschiedenen Konformationen mit jeweils N Atomen. Im Fall des Vergleichs zweier

Proteine werden die jeweiligen Strukturen zunächst durch translatorische und rotatori-

sche Bewegungen solange überlagert, bis der resultiertende RMSD-Wert minimal wird

(Superpositionierung). Der Berechnung liegt folgende Gleichung zugrunde:

RMSD =

√√√√ 1

N

N∑
i=1

d2i (3.1)

Anwendung �ndet der RMSD u.a. bei der Evaluierung von Dockingverfahren basierend

auf der Wieder�ndung experimentell ermittelter Protein-Ligand-Komplexe oder bei der

Untersuchung molekularer Bewegungen weg von der ursprünglichen Position während ei-

ner MD-Simulation. Die experimentell bestimmte Position eines Liganden beispielsweise

gilt bei einem RMSD < 2, 0 Å zur Dockinglösung allgemein als wiedergefunden.42,101

3.5 Molekulare Interaktionsfelder

Nicht-kovalente Wechselwirkungen von Molekülen spielen eine wichtige Rolle bei vielen

biologischen Prozessen. Molekulare Interaktionsfelder (MIF) spiegeln die Verteilung von

Energiepotentialen solcher nicht-kovalenter Wechselwirkungen wider. Andererseits be-

schreiben sie das äuÿere chemische Erscheinungsbild eines Moleküls. Für die Ableitung

molekularer Interaktionsfelder stehen verschiedene Programme zur Verfügung. Neben

MOE (Interaction Potential) oder HINT81 stellt das von Peter Goodford entwickelte

Programmpaket GRID117 eine der am häu�gsten verwendeten Anwendungen dar.54 Da-

bei wird die Interaktionsenergie (EGRID) zwischen der Ober�äche eines Moleküls und

chemisch de�nierten Sonden (Probes) entlang der Gitterpunkte eines dreidimensionalen

Netzes berechnet. Die zugrunde liegende Energiefunktion setzt sich aus einem Van-der-

Waals-Term (EvdW ), einem elektrostatischen Term (Eel) und einem Wassersto�brücken-

term (Ehb) additiv zusammen (Gl. 3.2):70
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EGRID = EvdW + Eel + Ehb (3.2)

Die berechneten Energieverteilungen können anschlieÿend als 3D-Konturfelder darge-

stellt und bei verschiedenen Energielevels untersucht werden. Molekulare Interaktions-

felder �nden Anwendung in verschiedenen Stufen des Wirksto�designs. So werden sie

u.a. bei der Erstellung von strukturbasierten Pharmakophormodellen, der Auswertung

von Dockings, der Ableitung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen für die Leitstruktu-

roptimierung sowie für eine ADMET-Vorhersage bei der Leitstrukturoptimierung ver-

wendet.34

3.6 Kraftfeldbasierte Methoden

3.6.1 Moleküldynamiksimulation (MD)

Die Moleküldynamiksimulation (MD) gleicht einer Bewegung über die Energiehyper�ä-

che eines Moleküls. Ziele des Verfahrens sind das Studium von Bewegungsabläufen ma-

kromolekularer Strukturen, das Durchsuchen des molekularen Konformationsraumes,

Stabilitätsuntersuchungen sowie die Erzeugung niederenergetischer Modelle.60 Zu Be-

ginn werden in Abhängigkeit von der Temperatur erzeugte initiale Geschwindigkeiten

zufällig auf die Atome des Systems verteilt. Danach erfolgt ein Durchsuchen des dreidi-

mensionalen Konformationsraumes des Systems durch die Integration der Newtonschen

Bewegungsgleichung (F = m·a) für jedes Atom aller de�nierter Zeitabschnitte. Ergebnis

dieses Verfahrens ist ein repräsentativer Satz aus Konformationen (Ensemble), die als

Funktion der Zeit durch eine Trajektorie beschrieben werden.

Eine wichtige Voraussetzung für die Durchführung einer MD ist die Benutzung geo-

metrieoptimierter Strukturen als Startkonformation. Der Grund dafür liegt in der Ener-

giekonservierung während der MD. Dabei ergibt sich die Gesamtenergie des Systems als

Summe aus potentieller und kinetischer Energie (Etotal = Epot +Ekin = const.). Werden

während der MD Bereiche niederer potentieller Energie durchlaufen, wächst der Beitrag

der kinetischen Energie. Dies ermöglicht dem System ein Entkommen aus Minima und

ein Überwinden von Maxima potentieller Energie, was einen Unterschied der MD zur

Energieminimierung darstellt. Jedoch kann ein zu starker Ein�uss kinetischer Energie

zu arti�ziellen Bewegungen oder zur Deformation der Struktur führen.70,101

Neben generellen Problemen des Verfahrens, wie die Gröÿe des Konformationsraumes

oder die Genauigkeit mit der das gewählte Kraftfeld60,70,130 das zu untersuchende System
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beschreibt, müssen für die Durchführbarkeit der Methode zusätzlich Einschränkungen

in Kauf genommen werden. Dazu gehören u.a. Grenzen (Cuto�s) für die Betrachtung

nicht-kovalenter Energiebeiträge (EvdW , EEle) sowie Limitierungen bei der Systemgröÿe

und der Simulationszeit.59

Eine weitere weit verbreitete Anwendung der MD stellt die Kombination mit Docking-

verfahren dar. Natürliche Bindungsprozesse sind nicht statisch. Die Einbeziehung der

Bindungstaschen�exibilität ist bei den meisten Dockingprogrammen nur eingeschränkt

oder nicht möglich (Abschnitt 3.5.1). MD-Verfahren können in nahezu allen Stadien

des Dockings Verwendung �nden: (i) Strukturoptimierung und Analyse der Bindungs-

taschen�exibilität bei der Vorbereitung des Targets, (ii) Au�ndung der Bindungstasche

und Optimierung der Pose während des Dockings, (iii) Komplexre�nement, Induced-Fit-

Simulation, Einbeziehung von Solvente�ekten und Stabilitätsuntersuchungen als Post-

dockinganwendung.3,70

3.6.2 Replica Exchange MD (REMD)

Um den Konformationsraum in einem gröÿeren Umfang zu durchsuchen, können MD-

Simulationen bei höheren Temperaturen durchgeführt werden. Damit werden ebenfalls

Regionen höherer Energie auf der Hyper�äche zugänglich.70 Eine e�ektive Methode zum

Durchsuchen (Sampling) des Konformationsraumes von Biomolekülen stellt die Replica-

exchange-Moleküldynamiksimulation (REMD) dar.68 Dabei werden N nicht interagie-

rende Kopien des Systems (Repliken, Replicas) parallel bei verschiedenen Temperaturen

(T1 < T2 < ... < TN) simuliert. Im Verlauf der MD wird alle n MD-Schritte der Aus-

tausch zwischen den Zuständen i und i + 1 bei benachbarten Temperaturen mit der

Austauschwahrscheinlichkeit P zugelassen. Während Simulationen bei höheren Tempe-

raturen eine Überquerung von Energiebarrieren erlauben, sind Simulationen bei niedri-

gen Temperaturen in der Lage, in Energietälern lokalisierte Konformationen detaillierter

abzusamplen. Konventionelle Simulationen bei Raumtemperatur beispielsweise tendieren

dazu, in einem der zahlreichen lokalen Energieminima der Energiehyper�äche gefangen

zu sein. Der Hintergrund dieser Methode ist somit, dass wärmere Replicas kälteren bei

der Überquerung von Energiebarrieren helfen.

Verschiedene Voraussetzungen für die erfolgreiche Anwendung der Methode müssen

erfüllt sein. So müssen beispielsweise die Wahrscheinlichkeitsverteilungen der Energien

benachbarter Replicas überlappen, um eine ausreichende Anzahl an Systemkopien ge-

währleisten zu können. Die zu diesem Zweck angefertigten Energiediagramme beschrei-

ben die Wahrscheinlichkeit, das System bei einer potentiellen Energie (E ) zu �nden. In
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der vorliegenden Arbeit wurde REMD beim Sampling des Konformationsraumes eines

Substratpeptidfragments verwendet.37,156 Die Simulationen wurden mittels des AMBER-

Softwarepaketes (Version 9)20 durchgeführt.

3.6.3 MM-PBSA

Einen Ansatz zur Abschätzung freier Standardbindungsenergien (∆G
◦
b) von Protein-

Ligand-Komplexen stellt die MM-PBSA-Methode (Molecular Mechanics Poisson Boltz-

mann Surface Area) dar.18,113,152 Die freie Bindungsenergie eines Protein-Ligand-Kom-

plexes unter Standardbedingungen ist de�niert als Di�erenz aus der freien Standard-

bindungsenthalpie (∆H
◦
b ) und dem Produkt aus der Systemtemperatur (T ) und der

Bindungsentropie unter Standardbedingungen (∆S
◦
b ) durch Gleichung 3.364:

∆G
◦

b = ∆H
◦

b − T∆S
◦

b (3.3)

Die Berechnung erfolgt auf Basis einer Trajektorie des Systems. Dazu erfolgt zunächst

eine MD in explizitem Solvent. Danach werden Schnappschüsse der Trajektorie erstellt,

wobei Wassermoleküle und Gegenionen nicht betrachtet werden. Die Schnappschüsse

werden als repräsentatives Ensemble des Komplexes für die Berechnung der Beiträge

zur gemittelten freien Bindungsenergie (〈G〉, Gl. 3.4) herangezogen53,90.

〈G〉 = 〈EMM〉+ 〈GPBSA〉 − TSMM (3.4)

Neben den Solut-Solut-Interaktionsenergien im Vakuum, beschrieben durch einen ge-

mittelten molekülmechanischen Term (〈EMM〉) werden auch freie Solvatationsenergi-

en (〈GPBSA〉) mit in die Berechnung einbezogen. 〈EMM〉 setzt sich dabei in Analogie

zum Kraftfeld aus den über die Schnappschüsse gemittelten Termen Bindungslängen-

(〈EBindung〉), Bindungswinkel- (〈EWinkel〉) Torsionswinkel- (〈ETors〉), Coulomb- (〈EEle〉)
und van-der-Waals-Energie (〈EvdW 〉) (Gl. 3.5)90 zusammen.

〈EMM〉 = 〈EBindung〉+ 〈EWinkel〉+ 〈ETors〉+ 〈EvdW 〉+ 〈EEle〉 (3.5)

〈GPBSA〉 wird zur Minimierung des Rechenaufwandes nicht aus der mittleren Wechsel-

wirkungsenergie zum expliziten Solvent bestimmt. Vielmehr kann nach Entfernung des

expliziten Solvents auf Modelle ausgewichen werden, die das Solvent als hochdielektri-

sches Kontinuum und den Solut als Ansammlung von Punktladungen innerhalb eines

konstanten niedrigdielektrischen Mediums betrachten. Damit erfolgt eine Abschätzung
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der durch (De)-Solvatation bedingten freien Enthalpie (GPBSA), welche sich aus einem

polaren und einem apolaren Beitrag zusammensetzt. Die Berechnung des polaren Bei-

trags wird durch eine numerische Lösung der Poisson-Boltzmann-Gleichung (PB, Gl.

3.6) realisiert51.

∇2φ(r) = −4πρ(r)

ε
(3.6)

Die Poisson-Boltzmann-Gleichung beschreibt dabei den Zusammenhang zwischen dem

elektrostatischen Potential φ(r) in einem homogenen Medium mit der Dielektrizitätskon-

stante ε (in der vorliegenden Arbeit wurde εint = 1 für das Innere des Soluts, εsolv = 80

für das implizite Solvent verwendet) und der Ladungsdichte ρ(r). Der apolare Beitrag

(Gapolar) wird durch die Berücksichtigung des Ober�ächeninhalts der Bindungskavität

beschrieben148, welcher aus der lösungsmittelzugänglichen Ober�äche (Solvent Accessible

Surface Area, SASA) von Komplex, Protein und Ligand errechnet wird (Gl. 3.7).152

Gapolar = γSASA+ b (3.7)

In der vorliegenden Arbeit wurde die Ober�ächenspannung γ = 0, 0072 kcal/(mol · Å2)

und die Konstante b = 0 gesetzt.52 Der entropische Term (TSMM) bestehend aus der

Temperatur des Systems (T in [K], in der vorliegenden Arbeit T = 300 K) und der

Entropie (SMM) kann aus einer quasiharmonischen Analyse der Trajektorie oder durch

Normalmodenanalyse der erstellten Schnappschüsse von Komplex, Protein und Ligand

abgeschätzt werden.152 Die Berechnung der freien Standardbindungsenergien (∆G
◦
b) er-

folgte mit Hilfe des AMBER-Softwarepaketes (Version 9)20. Zur Vorbereitung der Struk-

turen wurden das darin enthaltene Antechamber - und das LEaP -Modul verwendet.

MD-Simulationen wurden mittels des Sander -Moduls durchgeführt. Schlieÿlich wurde

die MM-PBSA-Implementierung für die Berechnung der enthalpischen Beiträge genutzt

und die Normalmodenanalyse zum Erhalt der entropischen Beiträge mit dem Nmode-

Modul bewerkstelligt. Die folgende vereinfachte Gleichung (Gl. 3.8) bildet die Grund-

lage der Methode. Dabei wird ∆G
◦
b als Di�erenz der freien Energie des ungebundenen

(∆G
◦
b,Protein + ∆G

◦
b,Ligand) und des gebundenen (∆G

◦
b,Komplex) solvatisierten Zustandes

geschätzt153:

∆G
◦

b = ∆G
◦

b,Komplex − (∆G
◦

b,Protein + ∆G
◦

b,Ligand) (3.8)
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3.7 Biologische Methoden

Für die In-vitro-Testung der biologischen Aktivität von Methyltransferasehemmsto�en

stehen eine Reihe von Assaysystemen zur Verfügung. Im Folgenden werden drei, für

die vorliegende Arbeit wesentliche, Verfahren beschrieben. Die biologische Testung der

in silico identi�zierten potentiellen Hemmsto�e erfolgte hauptsächlich im Arbeitskreis

Prof. M. Jung (Freiburg/Breisgau) durch Dr. A. Spannho�, Dr. E.-M. Bissinger und T.

Wagner.

3.7.1 Immunochemischer Assay

Der Erfolg einer durch Histonmethyltransferasen katalysierten Reaktion kann unter

anderem durch Antikörper überprüft werden. Ein Beispiel für dieses Prinzip ist das

DELFIA R©-System (Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent Immunoassay). Im

allgemeinen wird zunächst ein biotinyliertes Substrat (im Fall von hPRMT1 die Ami-

nosäuren 1-21 des humanen Histons H4) an eine streptavidingecoatete Mikrotiterplatte

gebunden. Es folgt die Umsetzung durch das jeweilige Enzym mit oder ohne Inhibi-

tor und dem Cosubstrat. Im nächsten Inkubationsschritt erkennt ein Primärantikörper

(Anti-H4R3-Me2) die durch enzymatische Umsetzung erzeugten Dimethylargininreste an

den Histonpeptidfragmenten. Nach erfolgter immunochemischer Erkennung detektiert

ein europiummarkierter Sekundärantiköper den Primärantikörper. Nachdem mit einem

Reagenz zur Herauslösung des Europiums inkubiert wurde, kann die Quanti�zierung

mittels zeitaufgelöster Fluoreszenz (TRF, Time Resolved Fluorescence, λEx: 340 mn,

λEm: 615 nm) erfolgen. Zahlreiche Waschschritte kennzeichnen dieses relativ zeitaufwen-

dige heterogene Verfahren.151

3.7.2 Trypsinassay

Zur biologischen Charakterisierung der Hemmsto�e von SET7/9 /KMT7 kann der in der

Arbeitsgruppe Chemical Genomics unter der Leitung von Prof. M. Yoshida (Japan) ent-

wickelte und später im Arbeitskreis Prof. M. Jung (Freiburg/Breisgau) durch T. Wagner

etablierte Trypsinassay verwendet werden. Dieses homogene System nutzt die Substrat-

spezi�tät der Endopeptidase Trypsin und die Fluoreszenzeigenschaften des Fluorophors

7-Amino-4-Methylcumarin (AMC). Dazu wird ein C-terminal mit AMC gekoppeltes Sub-

stratfragment (Aminosäuren 302-305 des ERα) zunächst mit SET7/9 /KMT7 mit oder

ohne Inhibitor und SAM, und anschlieÿend mit Trypsin versetzt. Trypsin spaltet Peptide
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spezi�sch hinter basischen Aminosäuren wie Lysin oder Arginin. Die Spaltung erfolgt

jedoch nur nach unmethylierten Lysinen. Somit kann das Fluorophor AMC nur nach

nicht erfolgter Methylierung durch Trypsin von Substratfragment abgespalten werden.

AMC weist im gebundenen Zustand andere Fluoreszenzeigenschaften als im freien auf.

So emittiert nur die gebundene Form Licht der Wellenlänge λEm = 380 nm nach einer

Anregung mit Licht der Wellenlänge λEm = 330 nm. Damit ist das Ausmaÿ der Me-

thylierung quanti�zierbar, was widerum Rückschlüsse auf die Eigenschaften potentieller

Inhibitoren zulässt.171 Ursprünglich wurde dieser AMC-Trypsin-basierte Mikrotiterplat-

tenassay für ein HTS nach Histondesactylasehemmsto�en entwickelt.173

3.7.3 Transcreenerassay

Der homogene �uoreszenzpolarisationsbasierte Transcreener R© EPIGEN Methyltrans-

feraseassay der Firma BellBrook-Labs12 kann zur Charakterisierung potentieller Hemm-

sto�e von PRMT1 und SET7/9 /KMT7 verwendet werden. Dazu wird SAH als Reak-

tionsprodukt der Methyltransferasereaktion enzymatisch zu AMP umgesetzt, welches

anschlieÿend detektiert wird. Bei der Umsetzung von SAH erfolgt zunächst die Spaltung

des Moleküls in Adenosin und Homocystein durch die SAH-Hydrolase. Anschlieÿend

wird das entstandene Adenosin mithilfe der Adenosinkinase und unter Verbrauch von

dGTP zu AMP phosphoryliert. Die Detektion des AMP-Moleküls erfolgt mittels eines

kompetitiven Fluoreszenzpolarisations-Immunoassays (FPIA). Das Prinzip der Fluores-

zenzpolarisation beruht auf den Rotationseigenschaften unterschiedlich groÿer Moleküle

in Lösung. Dabei verhält sich die Rotationsgeschwindigkeit umgekehrt proportional zur

Molekülgröÿe, was zu einer höheren Depolarisation des in die Probe eingestrahlten line-

ar polarisierten Lichtes durch kleinere Moleküle führt. Zur Erfassung des enzymatisch

gebildeten AMPs kommt ein kompetitives immunochemisches Verfahren zum Einsatz.

Hierbei konkurriert der Analyt (AMP) mit einer de�nierten Menge an �uorophormar-

kiertem Analyten (Tracer) um die Antikörperbindung. Die Quanti�zierung des Analyten

basiert auf dem Prinzip, dass freier und antikörpergebundener Tracer eine unterschied-

liche Fluoreszenzpolarisation zeigen. Dabei wird die Fluoreszenzintensität des von der

Probe emittierten Lichtes in Durchstrahlungsrichtung und senkrecht dazu vermessen.

Schlieÿlich korelliert das Verhältnis aus beiden Intensitäten (Nettopolarisation) mit der

Konzentration des Analyten AMP, was wiederum Rückschlüsse auf den Grad der Um-

setzung von SAM zu SAH (Methyltransferaseaktivität) zulässt.87,171
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4.1 PRMT1

4.1.1 Homologiemodellierung

Bislang sind lediglich dreidimensionale Strukturen homologer Enzyme der humanen

PRMT1, wie die PRMT1 (PDB 1ori, 1orh, 1or8, 3q7e)58,183 und die PRMT3 (PDB

1f3l)185 aus Rattus norvegicus, die humane PRMT3 (PDB 3smq), die humane PRMT5

(PDB 4gqb)4 oder die humane PRMT6 (PDB 4hc4) verfügbar. Kürzlich wurden au-

ÿerdem verschiedene Strukturinformationen zu PRMT4/CARM1 verö�entlicht. Leider

sind die Kristallstrukturen der Ratten-PRMT1 (PDB 1ori, 1orh, 1or8) nicht für ein

strukturbasiertes VS geeignet, da sie bei einem unphysiologischen pH-Wert (pH = 4, 7;

pH-Optimum für enzymatische Aktivität bei pH = 8, 5) kristallisiert wurden und in der

Röntgenstruktur ein helikaler Abschnitt fehlt, welcher maÿgeblich an der Ausbildung

der Substratbindungsregion beteiligt ist (Aminosäuren 1-40, Abb. 4.1). Erst kürzlich

und nach Beendigung des praktischen Teils der vorliegenden Arbeit wurden die Kris-

tallstrukturen einer humanen PRMT3 (PDB 3smq, pH = 6, 5) sowie einer PRMT1 aus

Rattus norvegicus (PDB 3q7e, pH = 9) verö�entlicht. Bei PDB 3smq konnte, wie bei

der oben angeführten Ratten-PRMT1, ein helikaler Abschnitt der Substratbindungsre-

gion sowie eins der beiden hochkonservierten Glutamate (Glu338, entspricht Glu161 in

hPRMT1) nicht aufgelöst werden. Des weiteren gibt es keine strukturellen Informationen

zum Kosubstrat. PDB 3q7e stellt eine M48L-Mutante von rPRMT1 dar. Hierbei fehlen

ebenfalls Strukturinformationen zu den ersten 40 Aminosäuren und damit beispielsweise

auch zu Tyr39 (entspricht Tyr47 in hPRMT1), welches an der Ausbildung der Substrat-

bindungstasche beteiligt ist. Mit PDB 1f3l (PRMT3, Rattus norvegicus) liegt dagegen

die Strukturinformation einer aktiven und in der Substratbindungsregion vollständig

aufgelösten PRMT3 vor. Der RMSD-Wert der Proteinrückgrate der publizierten Struk-

turen von rPRMT1 (PDB 3q7e) und rPRMT3 (PDB 1f3l) nach Überlagerung liegt bei

< 1 Å. PRMT3 zeigt gegenüber PRMT1 eine Sequenzidentität von 47, 2 % (lokales Align-
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Abb. 4.1: Überlagerung der Kristallstukturen von PRMT1 (PDB 1or8, grün) und PRMT3
(PDB 1f3l, rot) aus Rattus norvegicus mit Hinweis (blau) auf den in PRMT1 nicht
aufgelösten helikalen Abschnitt.

ment). PRMT4/CARM1 zeigt gegenüber PRMT1 eine Sequenzidentität von 31, 2 %.

Innerhalb der PRMT-Familie sind die Aminosäuren der katalytischen Region hochkon-

serviert (z.B. Sequenzidentität(hPRMT1/rPRMT3) > 90 %). Somit ist die Sequenzidentität

zwischen der humanen PRMT1 und der Ratten-PRMT3 ausreichend hoch für die Er-

stellung eines Singletemplathomologiemodells. Für die Erstellung des Homologiemodells

einer aktiven humanen PRMT1 wurden die PDB-Dateien von PRMT1 (PDB 1or8),

PRMT3 (PDB 1f3l) und PRMT4/CARM1 (3b3f) aus der RCSB-Proteindatenbank er-

halten und die darin enthaltenen Wasser und Substratmodellpeptide gelöscht. Danach

erfolgte ein multiples Sequenzalignment der Primärsequenzen (UNIPROT-Code: q99873

(hPRMT1), o70467 (rPRMT3), q4ae70 (rPRMT4/CARM1); Abb. A.1 im Anhang) mit-

tels ClustalW zur Ermittlung strukturell hochkonservierter Regionen. Schlieÿlich wurde

unter Verwendung von 1f3l als Templat und der Primärsequenz der humanen PRMT1

(UNIPROT-Code: q99873) in SYBYL-COMPOSER ein Homologiemodell erstellt. Das
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Kosubstratanalogon SAH wurde aus dem Templat in das Modell übernommen. An-

schlieÿend wurde das erhaltene Modell im MOE einer Energieminimierung unterzogen,

um Bindungslängen und -winkel zu korrigieren und die erhaltene Struktur zu optimieren.

Als Kraftfelder wurden AMBER99 für den Proteinteil und MMFF94x für das Kosub-

stratanalogon verwendet. Die Berücksichtigung der wässrigen Umgebung während der

Energieminimierung erfolgte mittels des verallgemeinerten Born-Kontinuumsolvatations-

modells (Generalized Born). Während der Minimierung wurden die Nichtwassersto�ato-

me mit einer Kraftkonstante von 100 festgehalten, um starke strukturelle Veränderungen

auf Grund hoher intramolekularer Spannungen zu verhindern. Die Kraftkonstante wurde

danach schrittweise auf 1 erniedrigt und das Modell damit langsam frei gelassen.

Evaluierung

Die Qualität des Modells wurde mittels PROCHECK und ProSA-Web überprüft. Der

Cα-RMSD zwischen dem erstellten Homologiemodell der humanen PRMT1 und dem

Templat 1f3l nach rigider Überlagerung betrug 1, 8 Å. Zusätzlich wurde die Stabilität

des Modells mittels MD in AMBER untersucht. Dabei wurde das Protein mittels des

AMBER99sb-Kraftfeldes und das Kofaktoranalogon SAH mittels GAFF parametrisiert.

Der Komplex wurde in Antechamber und LEaP vorbereitet und anschlieÿend 12ns in

einer Wasserbox mit explizitem TIP3P-Wasser und Gegenionen unter der Berücksichti-

gung periodischer Randbedingungen simuliert. Bei der Auftragung des Rückgrat-RMSD

gegen die Simulationszeit wurde eine ansteigende Abweichung der Struktur mit der Zeit

festgestellt (Abb. 4.2). Eine Überlagerung von Start- und Endstruktur der Trajektorie

zeigte eine Deformation des Dimerisierungsarmes. Daher erfolgte die Erstellung eines Ho-

modimermodells aus der vorhandenen Modellstruktur mittels MOE. Als Anhaltspunkt

für die relative Orientierung der beiden Monomere wurden dabei einerseits die vorhan-

denen 3D-Strukturinformationen zum PRMT4/CARM1-Homodimer162 (PDB 3b3f) und

andererseits die Kristallpackungsparameter verwendet. Das erstellte Dimermodell (Abb.

1.3) wurde analog zum vorhandenen Monomer energieoptimiert und analysiert. Ein Ver-

gleich der Trajektorien von Monomer und Dimer zeigte, dass die Simulation des Dimers

eine Deformation des Dimerisierungsarmes während der MD verhindern konnte (Abb.

4.2). Daher wurde bei den weiteren Stabilitätsbetrachtungen mittels MD die Dimerform

verwendet, was eine Maskierung vom Protein-Ligand-Komplex herrührender Instabili-

täten verhindern sollte.
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Abb. 4.2: MD-Simulation des hPRMT1-Homologiemodells, Ein�uss der Simulation als Dimer
auf die Beweglichkeit des Dimerisierungsarmes, PRMT1-Monomer (rot), PRMT1-
Monomer unter Vernachlässigung des Dimerisierungsarmes (Aminosäuren Asp195-
Lys223, grün), PRMT1-Monomer aus Dimersimulation (blau).

4.1.2 Virtuelles Screening

Im Vorfeld wurden verschiedene VS-Methoden für die Suche nach Inhibitoren der PRMT1

evaluiert.61 Das Setup und die Performance der verwendeten Methoden bildete die

Grundlage für den hier beschriebenen VS-Ansatz. In den Voruntersuchungen konnte

gezeigt werden, dass GOLD in der Lage ist, die kokristallisierte Position des Kosub-

strats SAH bzw. des Substratarginins (1or8) wiederzu�nden und unter den top zehn

Dockinglösungen (n = 30, GOLD-Score) mit einem RMSD unter 1, 5Å zu platzieren.

Virtuelles Screening des ChemBridge-Datensatzes

Ausgehend von Allantodapson (11, Abb. 1.7A), einem durch targetbasiertes Screening

des NCI-Diversitätsdatensatzes und anschlieÿende biologische Testung identi�zierten

PRMT1-Hemmsto� (vgl. Abschnitt 1.2.1), wurde die Inhibitorsuche auf den ChemBridge-

Datensatz ausgeweitet. Die Verbindung wies unter den sieben durch Spannho� et al.

(2007)151 beschriebenen Hits die höchste Aktivität in vitro auf und wurde daher für eine

weitere Optimierung ausgewählt. Allantodapson (11) enthält u.a. eine Aminalstruktur

und damit die Möglichkeit der sauren Hydrolyse unter Freisetzung von Formaldehyd in

vivo.14
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Abb. 4.3: Bestbewertete Dockinglösung von Allantodapson (11, Kohlensto� (cyan), Stick-
sto� (blau), Sauersto� (rot), Schwefel (gelb), Kugel-Stab-Repräsentation), gedockt
in die Substratbindungstasche des beschriebenen hPRMT1-Homologiemodells (Ta-
schenaminosäuren, Kohlensto� (silber)), Kofaktoranalogon SAH (1, grün) Wasser-
sto�brückenbindungen (schwarze unterbrochene Linien).

Die durch Dockingstudien identi�zierten möglichen Interaktionen zwischen dem Dap-

sonderivat und der Substratbindungsregion von hPRMT1 sind in Abb. 4.3 veranschau-

licht. Eine typische Wechselwirkung aktiver Inhibitoren an PRMT1 ist die Wassersto�-

bzw. Salzbrücke zwischen einer basischen bzw. polaren Gruppe des Inhibitors und der

Carboxylfunktion von Glu152. Diese imitiert die Bindung der Guanidinfunktion des

Argininsubstrates und wird im Fall von Allantodapson (11) durch die unsubstituier-

te Anilinaminofunktion gewährleistet. Auÿerdem zeigt die Verbindung Van-der-Waals-

Wechselwirkungen mit verschiedenen aromatischen Seitenketten in der Bindungstasche

(Tyr47, Tyr156, Trp302). Weitere Ankerpunkte sind die Wassersto�brücken des Allox-

anrestes von 11 mit Asn333 und die der Sulfoxidfunktion mit den Rückgratatomen von

Tyr156. Aus der am besten bewerteten GOLD-Dockinglösung von 11 und hPRMT1

wurde in LigandScout176,177 (Version 2.0) ein strukturbasierter Pharmakophor70,86,179

für das Datenbankscreening abgeleitet (Abb. 4.4) und für die Pharmakophorsuche in

MOE verwendet. Der strukturbasierte Pharmakophor setzt sich aus vier Features, ei-

nem Included volume und 23 Excluded volumes (nicht unter 4.4 abgebildet) zusammen.

Bei Included volumes handelt es sich im Gegensatz zu Excluded volumes (Abschnitt 3.7)
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Abb. 4.4: Strukturbasierter Pharmakophor des gedockten Komplexes aus Allantodapson (11,
Kohlensto� (cyan), Sticksto� (blau), Sauersto� (rot), Schwefel (gelb), Kugel-Stab-
Repräsentation) und hPRMT1, Pharmakophorfeatures als Kugelnetze dargestellt
(F1: Wassersto�brückendonator, F2: aromatisches Feature, F3: Wassersto�brücken-
akzeptor, F4: aromatisches Feature, V1: Ligandenbereich (Included volume), Kofak-
toranalogon SAH (1, grün)), modi�ziert nach Heinke et al. (2009).62

nicht um für Ligandenatome verbotene, sondern erlaubte Räume. Im vorliegenden Phar-

makophormodell wurde das aus der Wechselwirkung zwischen Allantodapson (11) und

Asn333 abgeleitete Wassersto�brückenakzeptorfeature durch ein Included volume, bezo-

gen auf den gesamten Alloxanteil der Verbindung, ersetzt. Ziel dieser Ersetzung war,

alternative Funktionen für das klassische Diabetogen79 und starke Oxidationsmittel Al-

loxan mit seinen zahlreichen Möglichkeiten der unspezi�schen Interaktion zu �nden.

Da vorrangig nach Leitstrukturen für die weitere Optimierung gesucht werden sollte,

wurde der ChemBridge-Datensatz für das VS fokussiert (Molekulargewicht < 400 Da,

TPSA < 150 Å, mindestens 1 Sticksto�atom). Damit reduzierte sich der zu durchsuchen-

de Datensatz auf 189 000 Verbindungen, welche unter Verwendung von OMEGA in eine

Multikonformationsdatenbank von insgesamt rund 19 Millionen Strukturen konvertiert

wurde. Für die anschlieÿende Pharmakophorsuche in MOE wurde ein Filterkriterium von

mindestens drei aus vier Features erlaubt (allow partial match 3/4). Auÿerdem sollten

alle de�nierten Volumes wiedergefunden werden. Die Suche ergab 6232 Verbindungen

(3, 3 %), welche anschlieÿend in die Substratbindungstasche des hPRMT1-Homologie-

modells mittels GOLD (Version 3.2, Standardeinstellungen) gedockt wurden. Während
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Verbindung Hemmung (IC50 ± SE [µM]) GOLD-Score
6000016 (17) 33,81 ± 16,56 45,13
7112201 (18) 36,74 ± 10,89 58,64
7155176 (19) 21,88 ± 2,35 58,20
7736382 (20) 29,91 ± 1,70 54,46
6689772 (21) 16,93 ± 3,23 57,75
7280948 (22) 12,75 ± 2,88 59,95
7789734 (23) 15,32 ± 4,83 55,20
5784982 (24) 33,63 ± 8,26 59,94
5756663 (25) 14,34 ± 1,27 49,67

Allantodapson (11) 1,70 ± 0,30∗ 66,00
AMI-1 (4) 1,20 ± 0,50∗ -

Tab. 4.1: IC50-Werte der neun im targetbasierten VS identi�zierten Verbindungen (Abb. 4.5)
für das humane PRMT1-Enzym modi�ziert nach Heinke et al. (2009)62, *Hemmdaten
aus Spannho� et al. (2007)151.

des Dockings wurde das Kosubstratanalogon SAH (1) in der Kosubstratbindungstasche

belassen und als Teil des Proteins betrachtet, da ausschlieÿlich nach zur Substratbin-

dungsregion komplementären Verbindungen gesucht wurde. Neben den durch GOLD

zugewiesenen GOLD-Scores waren weitere Bedingungen für die Auswahl von Verbin-

dungen für die biologische Testung relevant. Einerseits erfolgte eine Abstandsmessung

zu den Aminosäuren Glu152 (Carboxylfunktion) und Tyr156 (Rückgrat-NH-Funktion)

der Bindungstasche. Andererseits wurde unter den am höchsten bewerteten 100 Docking-

lösungen, welche die Abstandsbedingung von d < 3, 5Å zu Glu152 und Tyr156 erfüllten,

die allgemeine Komplementariät zur Bindungstasche mittels visueller Auswertung un-

tersucht.

Abschlieÿend wurden neun Verbindungen für die In-vitro-Testung ausgewählt (Abb.

4.5, methodisch beschrieben durch Spannho� (2007)151). Die erhaltenen Hemmwerte

sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Alle Verbindungen zeigten einen IC50-Wert zwi-

schen 12,75 und 36,74 µM. Dabei wiesen die Verbindungen 21, 22, 23 und 25 eine

Hemmaktivität zwischen IC50=12,75 und 16,93 µM auf. Die übrigen Verbindungen,

wie das aliphatische Amin (24), das Diaminobenzen- (17) und das kürzere p-Amino-

sulfonsäureamidderivat (20) sowie die beiden 5,6-Diaminopyrimidinderivate (18, 19)

zeigten eine schwächere inhibitorische Aktivität (IC50=21,88 - 36,74 µM). Die erhalte-

nen Dockinglösungen der beiden p-Aminosulfonsäurederivate 21 und 22 zeigen ein mit

der Ausgangsstruktur Allantodapson vergleichbares Interaktionsmuster und eine ähnli-

che Orientierung bezüglilch des Dapsonteils in der Substratbindungstasche. Einerseits
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6000016 (17) 7112201 (18)

7155176 (19)
7736382 (20)

6689772 (21) 7280948 (22)

7789734 (23)
5784982 (24)

5756663 (25)

Abb. 4.5: Strukturen der durch targetbasiertes VS des ChemBridge-Datensatzes erhaltenen
Verbindungen, modi�ziert nach Heinke et al. (2009).62
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wird eine Wassersto�brücke zwischen dem jeweiligen Anilinsticksto� und der Seitenket-

te von Glu152, einem der beiden konservierten und für die Substratbindung essentiellen

Glutamate, ausgebildet. Andererseits wird auch die Wassersto�brücke von dem jewei-

ligen Sulfonsäureamidsauersto�atom zum Rückgrat von Tyr156 ausgebildet (Abb 4.6

A) und B)). Weiterhin interagieren der Alkylcyclohexen- und der Alkylbenzenteil der

Verbindungen 6689772 (21, (Abb. 4.6 A)) bzw. 7280948 (22, (Abb. 4.6 B)) mit den

aromatischen Ringen der Seitenketten von Tyr47, Tyr156 und Tyr160. Im Vergleich

dazu ist 7736382 (20) nicht in der Lage, mit den aromatischen Ringen der drei Ta-

A) 6689772 (21) B) 7280948 (22)

C) 7789734 (23) D) 5756663 (25)

Abb. 4.6: Dockinglösungen (GOLD (Version 3.2, Standardeinstellungen)) der vier aktivs-
ten ChemBridge-Verbindungen (Kugel-Stab-Repräsentation), Kofaktoranalogon SAH
(grün), Wassersto�brücken (unterbrochene schwarze Linien), π-π-Interaktionen (un-
terbrochene schwarze Linien zwischen aromatischen Ringzentren), modi�ziert nach
Heinke et al. (2009).62
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schenaminosäuren in gleicher Weise zu interagieren. Auch 7789734 (23) zeigt in den

erhaltenen Dockinglösungen ein von Allantodapson abweichendes Bindungsmuster be-

züglich des Sulfonsäureamidteiles. Die Verbindung ist durch den Alkylspacer zwischen

der mit Glu152 interagierenden Amidfunktion und dem Phenylring nicht in der Lage, ei-

ne Wassersto�brücke zum Rückgrat von Tyr156 auszubilden (Abb. 4.6 C)). Verbindung

5756663 (25) liefert eine metaständige aromatische Aminfunktion als Interaktionsmo-

tiv für Glu152 und interagiert durch das 1H -Naphtho[2,3-d ]imidazol mit den aroma-

tischen Seitenketten von Tyr156 und Tyr160 (Abb. 4.6 D)). 25 weist im Vergleich zu

den übrigen Verbindungen mit metastädiger Aminfunktion am Aromaten (6000016 (17),

7112201 (18), 7155176 (19)) die höchste inhibitorische Aktivität gegenüber hPRMT1

auf. Insgesamt können daher eine Interaktion mit Glu152 und eine Interaktion mit Tyr47,

Tyr156 und/oder Tyr160 als Voraussetzung für eine gute inhibitorische Aktivität ange-

nommen werden. Obwohl die erhaltenen Dockinglösungen eine qualitative Interpretation

der Struktur-Wirkungsbeziehungen zulassen, kann zwischen den Hemmaktivitäten und

den jeweils höchsten GOLD-Scores keine signi�kante Korrelation erhalten werden (Abb.

A.2 im Anhang).

Zur Überprüfung der strukturellen Ähnlichkeit zwischen der Ausgangssubstanz Allan-

todapson und den Hits der Pharmakophorsuche wurden Ähnlichkeitsparameter basie-

rend auf MACCS-Keys und Graph-3-point-Fingerabdrücken berechnet. Die jeweiligen

Tanimotokoe�zienten sind in Tabelle A.1 im Anhang aufgelistet. SowohlMACCS-Keys-,

als auch Graph-3-point-Fingerabdruck-basierte Tanimotokoe�zienten weisen dabei auf

eine niedrige strukturelle Ähnlichkeit hin. Daher kann bezüglich der durch Pharmako-

phorsuche identi�zierten Hits auf der einen und der Ausgangsverbindung auf der anderen

Seite von verschiedenen chemischen Typen ausgegangen werden.

Zur Evaluierung des gewählten Ansatzes erfolgte eine Abschätzung der Anreicherungs-

rate des VS. Dazu wurden 500 Verbindungen aus dem Diversitätsdatensatz der NCI-

Datenbank (NCI diversity) zufällig ausgewählt und als Lockvogelverbindungen (Decoys)

zusammen mit den neun identi�zierten Hemmsto�en mit den selben Einstellungen wie

im VS in hPRMT1 mittels GOLD gedockt. Dabei waren die Bindungsa�nitäten der

als Decoys verwendeten NCI-Verbindungen unbekannt und wurden als niedrig ange-

nommen. Eine Analyse der Anreicherung ergab, dass alle neun Verbindungen innerhalb

der ersten 30 % der nach der besten Bewertung (Topscore) geordenten Dockinglösun-

gen gefunden wurden (Abb. A.3 im Anhang). Um die Überlegenheit des verwendeten

VS-Ansatzes im Vergleich zu einem reinen Zufallsscreening darzustellen, wurden fünf

der als Decoys gewählten NCI-Verbindungen (Abb. A.4 im Anhang) zufällig ausgewählt
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und unter Verwendung eines immunochemischen Assays mit TRF-Detektion auf ihre

biologische Aktivität gegenüber hPRMT1 hin getestet.151 Dabei zeigte keine der zufällig

ausgewählten Verbindungen einen Hemme�ekt bei einer Konzentration von 40µM. Alle

fünf Verbindungen befanden sich im GOLD-Score-Ranking des VS nicht innerhalb der

top 20 %, was auf eine signi�kante Anreicherung aktiver Verbindungen hindeutet. Die

Dockingergebnisse zeigten, dass keine der fünf NCI-Verbindungen in der Lage war, eine

Wechselwirkung mit Glu152 in der Substratbindungstasche von hPRMT1 auszubilden

(nicht gezeigt).

Ligandbasiertes Screening des NCI-Datensatzes

Ausgehend von Stilbamidin (12, Abb. 1.7B), einem neben Allantodapson (11) identi�-

zierten PRMT1-Hemmsto�, erfolgte eine Suche nach ähnlichen aromatischen Amidinen

in der NCI-Datenbank (Version I). Auch Stilbamidin (12) wurde für eine Weiterent-

wicklung ausgewählt, da die Substanz in den von Spannho� et al. (2007) beschriebenen

Tests zwar eine gute Zellgängigkeit, jedoch eine eher schwache Hemmaktivität zeig-

te.151 Zunächst wurde eine Ähnlichkeitssuche in MOE unter Verwendung von MACCS-

Keys durchgeführt. Aus den so erhaltenen Verbindungen mit einer Amidinparitalstruk-

NSC377363 (31) NSC305831 (32)

NSC305831 (33) NSC17602 (34)

NSC305824 (35)
NSC9919 (36)

Abb. 4.7: Strukturen der im Text erwähnten Amidinverbindungen.
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tur wurden anschlieÿend 14 aromatische Amidine mit einem Molekulargewicht unter

400Da herausge�ltert und mittels GOLD (Version 3.2, Standardeinstellungen) in die

Substratbindungsregion des hPRMT1-Homologiemodells gedockt. Nach visueller Aus-

wertung wurden sechs kommerziell verfügbare Amidine für eine In-vitro-Testung ausge-

wählt und vom NCI bezogen (Abb. 4.7). Diese Auswahl bestand aus einer Monoamidin-

und fünf Bisamidinverbindungen. Für drei Bisamidine (Abb. 4.8) erfolgte auf Grund

guter Vortestergebnisse (Hemmung bei 50µM > 50%) eine IC50-Bestimmung durch Dr.

Elisabeth-Maria Bissinger im Arbeitskreis Prof. M. Jung/Freiburg (Tab. 4.2).

A) NSC377363 (31) B) NSC305836 (32)

C) NSC305831 (33)

Abb. 4.8: Dockinglösungen der drei aktivsten NCI-Verbindungen (Kugel-Stab-Repräsentation,
Sticksto� (blau), Sauersto� (rot), Kofaktoranalogon SAH (grün), Wassersto�brücken
(unterbrochene schwarze Linien)).
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Verbindung Hemmung bzw. GOLD-Score
IC50 ± SE

NSC377363 (31) 3,5 ± 1,7µM 57,16
NSC305836 6,6 ± 1,3µM 54,65

(32, Dimethylfuramidin)
NSC305831 9,2 ± 1,7µM 58,47

(33, Furamidin)
NSC17602 (34) 42% (10µM) 50,00
NSC305824 (35) 40% (10µM) 54,53
NSC9919 (36) 18% (50µM) 63,95

17% (10µM)
NSC35605 56,9 ± 6,2µM 51,07

(12, Stilbamidin)

Tab. 4.2: IC50- und Hemmwerte sowie GOLD-Scores der sechs für die biologische Testung aus-
gewählten NCI-Verbindungen, erhalten aus einer Stilbamidinähnlichkeitssuche, alle
Hemmdaten auÿer zu Stilbamidin aus Bissinger (2010)14, Hemmwert zu Stilbamidin
aus Spannho� et al. (2007)151.

Die Dockingergebnisse der drei Bisamidine (31, 32, 33; Abb. 4.8) zeigen ein mit

Stilbamidin (12) vergleichbares Bindungsmuster. Wie Stilbamidin sind sie in der La-

ge, Wassersto�brücken bzw. Salzbrücken zu den Seitenketten von Glu152, Glu161 und

His305 auszubilden. Die zweite Amidinfunktion interagiert je nach Molekülgröÿe mit der

Seitenkette von Tyr160, Ser353 oder Asp336. Hydrophobe Wechselwirkungen werden

zwischen den aromatischen Molekülteilen der Verbindungen und den Seitenketten von

Tyr156 und Tyr160 ausgebildet. Bezüglich der gezeigten Dockinglösung von Verbindung

31 ist anzumerken, dass die hier vorgeschlagene Konformation des Enzym-Inhibitor-

Komplexes eher kritisch zu betrachten ist. Die abgebildete Lösung stellte zwar die am

besten bewertete dar, jedoch wurde noch eine weitere Anordnung gefunden, bei der wie

bei den übrigen Verbindungen die Amidinophenylfunktion als Glu152-bindendes Motiv

vorgeschlagen wurde.

Beim strukturellen Vergleich von Stilbamidin (12) und Verbindung NSC305824 (35)

auf der einen und den übrigen getesteten Verbindungen auf der anderen Seite ist eine

Einteilung in zwei Gruppen möglich. Während Stilbamidin (12) und 35 eine gestreck-

te Molekülstruktur aufweisen, zeigen 31, 32, 33, 34 und 36, bedingt durch das im

Molekül enthaltene Furan, das sekundäre Amin oder den Ether, eine eher gewinkelte

Struktur. Letztere scheint, im Fall der Bisamidine, eine bessere Anpassung an die Gege-

benheiten der Substratbindungstasche von hPRMT1 zu gewährleisten. Verbindung 36

unterscheidet sich von den übrigen Bisamidinen in der Molekülgeometrie (Abb. 4.9).
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Dies ist eine mögliche Ursache für die in der biologischen Testung festgestellte schwache

Hemmaktivität. Zunächst zeigt Verbindung 36 einen geringeren Abstand zwischen den

Amindingruppen (d = 9, 89Å, Abstand der Amidinkohlensto�e) als die übrigen Bisami-

dine (d > 12Å). Damit ist die Bindung der beiden Carboxylfunktionen der hPRMT1-

Bindungstasche (Glu152, Asp336; d ≈ 16, 5Å) im Fall von 36 erschwert. Weiterhin

entsteht durch die Etherbrücke zwischen den 4-Amidinophenylfunktionen ein spitzerer

Molekülwinkel (α = 117, 2 ◦) als bei den übrigen gewinkelten Strukturen (α > 120 ◦). Im

Vergleich zu NSC377363 (31) kommt es durch den Etherwinkel bei 36 zu einer stärke-

ren Einschränkung in der Molekülbeweglichkeit. In Abbildung 4.9 rechts soll dies durch

die überlappenden Atomradien in Van-der-Waals-Repräsentation (MOE, Repräsentati-

on mit 75% der jeweiligen Van-der-Waals-Radien) verdeutlicht werden. Dies wiederum

führt zu einer verminderten Anpassungsfähigkeit an die Gegebenheiten der Bindungs-

region. Die schwächere Aktivität der ebenfalls gewinkelten Monoamidinverbindung 34

resultiert vermutlich aus dem Fehlen der zweiten Amidinfunktion, welche bei den Bi-

Abb. 4.9: Molekülgeometrien ausgewählter Vertreter der Bisamidine (31 (oben), 32 (mitte),
36 (unten)), links Konformation der am besten bewerteten Dockinglösung mit An-
gabe des Abstandes zwischen den Amidinkohlensto�atomen und des Molekülwinkels,
rechts schematische Darstellung der Van-der-Waals-Radien der Moleküle, Kohlensto�
(orange), Sticksto� (blau), Sauersto� (rot), Wassersto� (grau).
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samidinen eine Interaktion mit den Aminosäuren am äuÿeren Taschenrand ermöglicht.

Die beste Hemmaktivität von Verbindungen mit Amidinfunktion wird durch eine ge-

winkelte, bisfunktionale Struktur und ein Abstand von mindestens 12Å zwischen den

Amidinkohlensto�en erhalten. Dabei interagiert der hydrophobe Teil der gefundenen

Verbindungen vermutlich mit den Seitenketten von Tyr156 und Tyr160, wohingegen die

Amidinfunktionen jeweils die Seitenketten von Glu152 und Asp336 adressieren.

4.1.3 Weiterentwicklung der Leitstrukturen 7280948 und

Allantodapson

Durch die gezielte synthetische Abwandlung der aktivsten, im VS identi�zierten Verbin-

dung 7280948 (22) sowie der aktiven Verbindung Allantodapson (11) sollten detaillier-

te Struktur-Wirkungsbeziehungen aufgestellt werden. Ziel war es auch, die in Allanto-

dapson (11) enthaltene Aminalstruktur zu ersetzen, um deren potentielle hydrolytische

Anfälligkeit zu umgehen. Dazu erfolgte zunächst eine Untersuchung der Substratbin-

dungstasche des hPRMT1-Modells mittels des Programmes GRID (Molecular Discovery

Inc., Version 22) nach weiteren hot spots. Dabei wurden eine hydrophobe Sonde, eine

aromatische C2-Sonde, eine Sticksto�sonde, eine Hydroxylsonde und eine Sonde für ko-

venlent gebundenes Chlor verwendet. Die eingesetzten Sonden sollten zusammen mit

den Dockinglösungen der Verbindungen Hinweise dafür liefern, welche synthetischen

Modi�kationen an welcher Position des Liganden dessen Aktivität günstig beein�us-

sen können. Somit konnten verschiedene Synthesevorschläge erstellt und im Arbeitskreis

Prof. M. Jung (Freiburg/Breisgau) durch Dr. Elisabeth-Maria Bissinger umgesetzt wer-

den. Die biologische Charakterisierung der Derivate erfolgte sowohl in der Arbeitsgruppe

von Prof. Mark T. Bedford am M.D. Anderson Cancer Center der University of Texas

als auch im Arbeitskreis von Prof. M. Jung (Freiburg/Breisgau). Abb. 4.10 zeigt die

resultierenden molekularen Interaktionsfelder am Beispiel der am höchsten bewerteten

Dockinglösungen von 7280948 (22). Für das Docking wurden das erstellte hPRMT1-

Modell und die bereits evaluierten Parameter in Kombination mit der GOLD-Software

(Version 4.0) verwendet.
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A) B)

C)

Abb. 4.10: Molekulare Interaktionsfelder der Sonden für kovalent gebundenes Chlor (A), grün,
Konturlevel -7,2 kcal/mol), Hydroxyl (A), rot, Konturlevel -4,0 kcal/mol), den hy-
drophoben Bereich (B), gelb, Konturlevel -1,5 kcal/mol), für Sticksto� mit einem
freien Elektronenpaar (B), blau, Konturlevel -3,3 kcal/mol) und der aromatischen
C2-Sonde (C) ), violett, Konturlevel -2,0 kcal/mol) in der Substratbindungstasche
vom PRMT1 zusammen mit den drei am höchsten bewerteten Dockinglösungen von
7280948 (22)(modi�ziert nach Bissinger et al. (2011)).15

Die im VS identi�zierte aktive Verbindung 7280948 (22) wurde so modi�ziert, dass ein

Ersetzen des primären aromatischen Amins bzw. des Sulfonamids oder eine Substitution

des Phenylrings erfolgte. Anstelle des primären aromatischen Amins wurden aromatische

Gruppen (C2-Sonde (Abb. 4.10 C)) über eine Carbon- bzw. Sulfonsäureamidbindung

mit der Ausgangsstruktur verbunden (Verbindungen 7a-j (37-45), Tab. 4.3) bzw. ein

Chlorsubstituent eingeführt (Chlorsonde (Abb. 4.10 A), Verbindung 6i (56)). In einer

weiteren Synthesereihe wurde das Substitutionsmuster des Phenylringes (Chlor- bzw.
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Hydroxylsonde (Abb. 4.10 A), Sticksto�sonde mit freiem Elektronenpaar (Abb. 4.10

B)) bzw. die Art des Ethylspacers modi�ziert (Verbindungen 6b-h (46-52), Tab. 4.4).

Die

R Verbindung IC50 [µM] ±SEM bzw. GOLD-Score

Hemmung

-NHCO-Ph 7a (37) 20 %@ 50µM 49,39

15 %@ 10µM

-NHCOCH2-Ph 7b (38) 10 %@ 50µM 50,08

k.H.*@ 10µM

-NHCO-(4-Biphenyl) 7c (39) 42 %@ 50µM 56,12

39 %@ 10µM

-NHCO-(4-Cl)-Ph 7d (40) 48,9± 2,4 52,45

-NHCO-(3,4-Dichlor)-Ph 7e (41) 10,2± 0,5 52,49

-NHCO-(4-Br)-Ph 7f (42) 41 %@ 50µM 52,79

23 %@ 10µM

-NHCO-(4-I)-Ph 7g (43) 68,1± 1,2 53,27

-NHCO-(4-NH2)-Ph 7i (44) 40 %@ 50µM 57,86

40 %@ 10µM

-NHSO2-(4-Cl)-Ph 7j (45) 5,0± 0,2 51,35

Tab. 4.3: Strukturen (Substituenten in rationeller Formelschreibweise, Phenyl (Ph)) und IC50-
(hPRMT1, [µM]) bzw. Hemmwerte (*k.H. - keine Hemmung, Hemmung < 5%) der
durch Bissinger et al. (2011) beschriebenen Amidderivate mit den GOLD-Scores
der jeweils am höchsten bewerteten Dockinglösung, modi�ziert nach Bissinger et al.
(2011).15
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R Verbindung IC50 [µM] ±SEM GOLD-Score

bzw. Hemmung

-SO2NHCH2-Ph 6b (46) 28 %@ 50µM 49,64

22 %@ 10µM

-SO2NHCH(CH3)-Ph 6c (47) 40 %@ 50µM (R) 61,86; (S) 58,40

28 %@ 10µM

-SO2NHCH2-(Pyridin-2-yl) 6d (48) 70,7± 4,4 57,88

-SO2NHCH2-(4-Cl)-Ph 6e (49) k.H.@ 50µM 59,14

-SO2NHCH2-(4-OCH3)-Ph 6f (50) 19 %@ 50µM 58,46

12 %@ 10µM

-SO2NHCH2CH2-(4-Cl)-Ph 6g (51) k.H.@ 50µM 61,99

-SO2NHCH2CH2-(4-OH)-Ph 6h (52) 37 %@ 50µM 59,80

30 %@ 10µM

-CONHCH2CH2-Ph 9a (53) 49,7± 1,7 47,61

-CONHCH2-Ph 9b (54) 47 %@ 50µM 46,94

-CONHCH(CH3)-Ph 9c (55) 34 %@ 50µM (R) 47,76; (S) 49,14

-SO2NHCH2CH2-Ph 6i (56) k.H.@ 50µM 48,23

Tab. 4.4: Strukturen (Substituenten in rationeller Formelschreibweise, Phenyl (Ph)) und IC50-
(hPRMT1, [µM]) bzw. Hemmwerte (*k.H. - keine Hemmung, Hemmung < 5%) der
durch Bissinger et al. (2011) beschriebenen Derivate von Verbindung 7280948 (22)
mit den GOLD-Scores der jeweils am höchsten bewerteten Dockinglösung, modi�ziert
nach Bissinger et al. (2011).15
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R Verbindung IC50 [µM] ±SEM bzw. GOLD-Score

Hemmung

-NHCOCH2CH3 1a (57) 70, 6 %@ 50µM 53,95

23, 5 %@ 10µM

-NHCO-(4-Cl)-Ph 1b (58) 45,9± 2,7 55,66

-NHCO-Ph 1c (59) 65,6± 7,9 54,91

-NHCOCH2-Ph 1d (60) 41, 2 %@ 50µM 54,03

35, 3 %@ 10µM

-NHCO-(4-Biphenyl) 1e (61) 11,8± 3,9 56,08

-NHSO2-(4-Cl)-Ph 3 (62) 35,1± 2,9 61,50

-NHCONHCH2-Ph 4 (63) 13, 6 %@ 50µM 60,96

k.H.*@ 10µM

-CH2CH3 2a (64) k.H.*@ 50µM 18,16

-CH2CH2CH3 2b (65) 41, 1 %@ 50µM 18,36

14, 7 %@ 10µM

-Ph 2c (66) 14,1± 1,7 32,90

-CH2-Ph 2d (67) 30,4± 3,8 50,68

-CH2-Cl 2e (68) 1,5± 2,9 15,20

Tab. 4.5: Strukturen (Substituenten in rationeller Formelschreibweise, Phenyl (Ph)) und IC50-
(hPRMT1, [µM]) bzw. Hemmwerte (*k.H. - keine Hemmung, Hemmung < 5%) der
durch Bissinger et al. 2011 beschriebenen Acyldapsone mit den GOLD-Scores der je-
weils am höchsten bewerteten Dockinglösung, monosubstituierte Acyldapsonderivate
im oberen und disubstituierte Acyldapsonderivate im unteren Teil, modi�ziert nach
Bissinger et al. (2011).15
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A) B)

Abb. 4.11: Dockinglösungen der durch Bissinger et al. (2011) beschriebenen Verbindungen (7e
(41) (A), Kohlensto� (orange)), 7j (45) ( B), Kohlensto� (magenta)), Kugel-Stab-
Repräsentation, Sticksto� (blau), Sauersto� (rot), Wassersto�brücken (schwarze un-
terbrochene Linien), π-π-Wechselwirkungen (grüne unterbrochene Linien)), relevan-
te Aminosäuren der Substrat- bzw. Kosubstratbindungstasche (Stabrepräsentation,
Kohlensto� (gelb)), Proteinrückgrat (blau), Helices αX und αY zur besseren Ein-
sicht teilweise ausgeblendet (modi�ziert nach Bissinger et al. (2011)).15

Ersetzung des Sulfonamids durch ein Carbonsäureamid wurde ebenfalls untersucht (Ver-

bindungen 9a-c (53-55), Tab. 4.4). Leider führte eine Variation der Phenylethylfunktion

nicht zu potenteren Verbindungen im Vergleich zur Ausgangsstruktur. Unter den synthe-

tisierten Verbindungen erwiesen sich jedoch zwei Chlorphenylderivate (7e (41), 7j (45),

Tab. 4.3, Abb. 4.11) als potenter im Vergleich zur Ausgangsstruktur.14,15 Hier konn-

te, ausgehend vom 4-Chlorphenylderivat 7d (40), durch die Einführung eines weiteren

Chlorsubstituenten (Verbindung 7e (41)) bzw. durch die Ersetzung der Amidfunkti-

on durch ein Sulfonamid (Verbindung 7j (45)) eine Optimierung erzielt werden (Tab.

4.3).14,15

Im Fall von Allantodapson (11) wurden entweder die Aminalstruktur und der Allox-

anteil allein (monosubstituierte Acyldapsonderivate, Verbindungen 1a-e (57-61); Sul-

fonyldapsonderivat (Verbindung 3 (62)); Dapsonderivat mit Harnsto�partialstruktur

(Verbindung 4 (63)), Tab. 4.5) oder zusammen mit dem primären aromatischen Amin

(disubstituierte Acyldapsonderivate, Verbindungen 2a-e (64-68)) verändert. Als Substi-

tuenten fanden aliphatische (hydrophobe Sonde, Abb. 4.10 B) ) und aromatische (C2-

Sonde, Abb. 4.10 C) ) Gruppen Verwendung, darunter Ethyl-, Propyl-, Phenyl-, para-

Chlorphenyl-, Benzyl- oder Biphenylreste.
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Abb. 4.12: Am höchsten bewertete Dockinglösung der Verbindung 1e (61, Kugel-Stab-
Repräsentation, Kohlensto� (cyan), Sticksto� (blau), Schwefel (gelb), Sauersto�
(rot), Wassersto�brücken (schwarze unterbrochene Linien)) in der Substratbin-
dungstasche des hPRMT1-Modells (Stabrepräsentation, Kohlensto� (gelb)). Das
Kosubstratanalogon SAH (grün) wurde während des Dockings in der Kosubstrat-
bindungstasche belassen (modi�ziert nach Bissinger et al. (2011)).15

Unter den monosubstituierten Acylderivaten zeigte Verbindung 1e (61) - gekennzeich-

net durch einen Biphenylamidsubstituenten - die höchste Aktivität mit einem IC50-Wert

von 11,8± 3,9µM. Die von GOLD vorgeschlagene Dockinglösung (Abb. 4.12) zeigt ein

mit Allantodapson vergleichbares Bindungsmuster. Neben den für die Ausgangssubstanz

Allantodapson (11) charakteristischen Interaktionen, wie die Wassersto�brückeninterak-

tion zwischen Anilinsticksto� und Glu152 oder zwischen Sulfonsauersto� und den Rück-

gratatomen von Tyr156, sind zusätzliche Wechselwirkungen zu beobachten. Darunter

eine Wassersto�brückenbindung zwischen Amidsauersto� und Ser46 sowie eine Wech-

selwirkung der Biphenylfunktion mit den hydrophoben Aminosäuren Ile52 und His49

Taschenrand.

Unter den disubstituierten Acylverbindungen erwies sich Verbindung 2e (68, Abb.

4.13, Tab. 4.5) mit einem IC50-Wert von 1,5± 0,2µM als aktivste.15 Der Bindungsmodus

dieser und einer weiteren, jedoch auf der Leitstruktur 7280948 basierenden Verbindung

werden im folgenden Abschnitt diskutiert. Alle übrigen Verbindungen erreichten nicht

die Wirkpotenz der Ausgangsstruktur Allantodapson in vitro.
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68

69

70

Abb. 4.13: Die von Dr. Elisabeth Bissinger synthetisierten Chloracetylderivate (68, 69) und
das durch Weerapna et al. (2010) publizierte Iodacetylderivat (70).14,172

4.1.4 Hypothese einer kovalenten Bindung an hPRMT1 durch

die entwickelten Chloracetylverbindungen

Bissinger et al. (2011) geben Hinweise darauf, dass der Hemmmodus der hochpoten-

ten Chloracylverbindungen gegenüber hPRMT1 auf einem substratkompetitiven Me-

chanismus beruhen könnte. Die Autoren schlussfolgern dies aus der Beobachtung, dass

die Bischloracetylverbindung 2e (68, Abb. 4.13) bei geringeren Substratkonzentratio-

nen eine höhere inhibitorische Aktivität aufweist. Auÿerdem zeigt die Verbindung eine

zytotoxische Aktivität.15 Ungeklärt ist jedoch die relativ hohe Aktivität im Vergleich

zu den übrigen Verbindungen sowie die Selektivität gegenüber PRMT4/CARM1 und

SET7/9 /KMT7. Weiterhin schlieÿt auch Dr. Elisabeth-Maria Bissinger in ihrer Pro-

motionsarbeit den Mechanismus der kovalenten Bindung des Chloracetylderivates 69

(Abb. 4.13) an hPRMT1 nicht aus.14 Werapana et al. publizierten 2010 eine Metho-

de zur Identi�zierung hyperreaktiver Cysteinreste auf der Ober�äche von Proteinen.172

Auch die Kosubstratbindungstasche von hPRMT1 enthält mit Cys109 ein solches funk-

tionelles Cystein. Weder PRMT4/CARM1, noch SET7/9 /KMT7 oder die meisten Mit-

glieder der PRMT-Familie weisen ein solches hyperreaktives Cystein in der aktiven Re-

gion auf. Auÿerdem ähneln die synthetisierten Chloracetylderivate stark der beschrie-

benen chemischen Sonde (70, Abb. 4.13) zur Identi�zierung der funktionellen Cysteine.

Die Ergebnisse eines kovalenten Dockingansatzes in GOLD (Version 4.0) in die leere
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Abb. 4.14: Am höchsten bewertete Dockinglösungen des Bischloracetyldapsons 68 nach ko-
valentem Docking (GOLD, Version 4.0) in die Kosubstratbindungstasche des
hPRMT1-Homologiemodells, Verbindung 68 und Cys109 (Stabrepräsentation), Pro-
teinober�äche (auÿen und dem Solvent zugewandt (blau)), Proteinkern (orange)).

Kosubstratbindungstasche zeigten ebenfalls die Möglichkeit eines kovalenten Bindungs-

modus auf. In Abhängigkeit davon, welches Rotamer der Seitenkette von Cys109 als

Ausgangspunkt für ein kovalentes Docking verwendet wird, werden von GOLD unter-

schiedliche Lösungen erzeugt. Abb. 4.14 zeigt die beiden, vom Programm vorgeschlage-

nen Bindungsmodi des Bischloracetyldapsons 2e (68) basierend auf den zwei am häu-

�gsten vorkommenden Rotameren von Cys109. Die am höchsten bewertete Dockinglö-

sung (Chemscore 26,12) wurde in Richtung Substratbindungstasche (links, Abb. 4.14)

platziert und tief im Inneren der katalytischen Region vergraben, wohingegen eine nied-

riger bewertete Lösung (Chemscore 20,67) aus der Kosubstratbindungstasche heraus-

ragt (rechts, Abb. 4.14) und mit den Aminosäuren am Taschenrand interagiert. Eine

genaue biochemische Charakterisierung der Chloracetylderivate hinsichtlich ihres Bin-

dungsverhaltenes gegenüber hPRMT1 ist hier notwendig, um den Bindungsmodus dieser

Hemmsto�gruppe weiter diskutierten zu können. Ideal wären vor allem röntgenkristal-

lographische Analysen des Inhibitor-Protein-Komplexes.

4.1.5 Diskussion

Bislang liegen keine Strukturinformationen eines hochaufgelösten Protein-Ligand-Kom-

plexes der aktiven humanen PRMT1 vor. Um dennoch VS-Experimente durchführen

zu können, wurde daher ein hPRMT1-Modell auf Basis von Röntgenstrukturdaten einer

aktiven PRMT3 aus Rattus norvegicus mittels des SYBYL-COMPOSER-Moduls erstellt
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und auf seine Stabilität in einer MD-Simulation untersucht. Das Homologiemodell wurde

anschlieÿend zum Homodimermodell erweitert und wieder auf seine Stabilität mittels

MD-Simulation untersucht. Kölbel et al. (2012) benutzten einen vergleichbaren Ansatz

zur Generierung eines Homodimermodells der humanen PRMT1.96 Hierbei erfolgte die

gesamte Homologiemodellierung in MOE. Ein weiterer Unterschied zur vorliegenden

Arbeit ist, dass die Autoren strukturelle Informationen der humanen PRMT4 (PDB

2y1w) als Templat für die Modellierung der fehlenden Helix nutzten.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Strukturinformationen konnten danach er-

folgreich für ein hierarchisches VS verwendet werden. Dabei erfolgte, ausgehend von zwei

durch ein targetbasiertes Screening identi�zierten PRMT1-Hemmsto�en (Allantodapson

(11), Stilbamidin (12)), eine Suche nach neuen arzneisto�ähnlichen Verbindungen, deren

Bindung in der Substratbindungstasche der humanen PRMT1 erfolgt. Als Datensätze

wurden die ChemBridge- und die NCI-Datenbank durchsucht. Dies führte im Fall von

Allantodapson (11) zu neun Hemmsto�en mit einer Aktivität unter 35µM und im Fall

von Stilbamidin (12) zu sechs Amidinderivaten mit einer Aktivität bis zu 3, 5 ± 1, 7µM.

Gemessen an der Gesamtprotein�exibilität stellen die strukturell bekannten Vertre-

ter der PRMT-Familie eher rigide Proteine dar. Dies macht auch PRMT1 zu einem

geeigneten Target für die Durchführung eines VS, da für die Ligandenbindung nur ge-

ringere Induced-Fit-Anpassungen der Seitenketten notwendig sind. Auch das Vorhan-

densein zweier �exibler Abschnitte im Protein ist dabei nicht hinderlich. Die durch

MD-Simulation bestätigte Flexibilität des Dimerisierungsarmes konnte durch die Ver-

wendung eines Dimermodells eliminiert werden. Die fehlende Strukturinformation zur

�exiblen Helix αX konnte aus den Strukturdaten einer PRMT3 der norwegischen Ratte

gewonnen werden. Hierbei bedeckt Helix αX die Kofaktorbindungstasche. Der helikale

Abschnitt stabilisiert damit nicht nur die PRMT-SAH-Wechselwirkung, sondern bildet

auch den äuÿeren Teil der Substratbindungstasche mit aus.

Abhängig vom Grad der Sequenzidentität zu den bekannten Strukturinformationen

des Templates können Homologiemodelle Fehler in der Konformation der Seitenketten

bzw. des Proteinrückgrates aufweisen. In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt

werden, dass das erstellte Homologiemodell der humanen PRMT1 trotz der genannten

Limitierungen für die Au�ndung neuartiger arzneisto�ähnlicher PRMT1-Hemmsto�e

verwendbar ist und auch ein Homologiemodell auf der Basis eines nichtligandengebun-

denen Templates zu einer signi�kanten Anreicherung aktiver Verbindungen führen kann.
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4.1.6 Erstellung eines Komplexes aus hPRMT1 und Histon H4

durch Protein-Protein-Docking

HADDOCK

Bislang existiert weder eine Kristallstruktur noch ein publiziertes Modell zum Enzym-

substratkomplex aus einer aktiven humanen PRMT1 und Histon H4. Für die Erstel-

lung eines solchen Modells wurde ein PPD-Ansatz gewählt. Als Software wurde der

HADDOCK-Server (Easy Interface) benutzt. Das Docking erfolgte unter Verwendung

eines Substratpeptidfragments (Histon H4, Aminosäuren 1-5) und des Dimermodells der

humanen PRMT1. Eine Verwendung des Dimermodells war in diesem Fall notwendig,

da der HADDOCK-Server im Gegensatz zu beispielsweise GOLD neben AIRs keine In-

formation über die Position der Peptidbindungstasche als Input erhält. Damit würden

bei der Benutzung des Monomers auch Areale der Enzymober�äche zum Docken zur

Verfügung stehen, die vermutlich in vivo durch die Dimerisierung nicht erreichbar sind.

Im Vorfeld wurde geprüft, inwieweit HADDOCK in der Lage ist, die Position ei-

nes strukturell aufgeklärten Proteinsubstratkomplexes wiederzu�nden. Da der bei un-

physiologischem pH-Wert aufgelöste Komplex einer PRMT1 aus Rattus norvegicus und

einem Modellsubstrat (PDB 1or8) lediglich Informationen über die Seitenkettenorien-

tierung des Substratarginins liefert, für die übrigen Substrataminosäuren aber nur An-

gaben zur Position der Cα-Atome des Proteinrückgrats macht183, wurde eine andere

Kristallstruktur zur Evaluierung benutzt. Dabei handelte es sich um die PDB-Struktur

eines SET7/9 /KMT7-Enzyms kokristallisiert mit dem dazu gehörigen Substratpeptid-

fragment (Aminosäuren 1-10) von Histon H3 (PDB 1o9s). Basierend auf der von Qian

und Zhou (2006) publizierten Strukturanalyse der SET-Enzymfamilie134 wurden die in

der Lysinbindungstasche lokalisierten, konservierten Aminosäuren Tyr245 und Tyr335

sowie die durch Mutationsstudien identi�zierte funktionelle Aminosäure Tyr305 als Ac-

tive Residues de�niert. Eine Strukturanalyse zur Gewinnung zusätzlicher Informationen

bzw. Nebenbedingungen unter Verwendung des WHISCY-Servers ergab erwartungsge-

mäÿ kein Ergebnis. Grund dafür sind die Voraussetzungen, unter denen ein Active Re-

sidue durch WHISCY erkannt wird. Dieser muss, neben einer hohen Konservierung

innerhalb der durch das Inputalignment bereitgestellten zu analysierenden Sequenzen,

eine Solventzugänglichkeit von > 50 % aufweisen. Wie eine Berechnung der solventzu-

gängigen Enzymober�äche der drei als Active Residues de�nierten Aminosäuren mittels

des GETAREA-Servers (http://curie.utmb.edu/getarea.html)47 zeigte, erfüllt keine

der drei in die Bindung des Substratlysins involvierten Seitenketten dieses Kriterium.
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Alternativ wurden aus der Kristallstruktur 1o9s Bedingungen für das Docking mit

HADDOCK abgeleitet. Alle Aminosäureseitenketten der Substratbindungstasche, wel-

che einen interatomaren Mindestabstand von ≤ 3Å zum Substrat aufwiesen, wurden da-

her als Active Residues de�niert.36 Die durch das Redocking der direkt mit dem Enzym

wechselwirkenden Aminosäuren 1-5 des Substratpeptidfragments in SET7/9 /KMT7 er-

zeugte Lösung wies einen RMSD von 0,5Å bezogen auf die Cα-Atome des Substrat-

proteinrückgrats und 0,7Å bezogen auf alle Nichtwassersto�atome des Substratpeptid-

fragmentes auf. Die Daten beziehen sich dabei auf die beste Lösung des am höchsten

bewerteten Clusters. Als Vorbereitung wurden die Termini des Fragments mit Methyl-

kappen versehen (Capping), um arti�zielle Salz- bzw. Wassersto�brücken zwischen Sub-

strat und Enzym zu vermeiden. Die Substratlysinseitenkette wurde im entsprechenden

physiologischen Ladungszustand verwendet. Anders gestaltete sich das Ergebnis als das

gleiche, de-novo-erzeugte Substratpeptidfragment mit einer von der Kristallstruktur ab-

weichenden Konformation für das Docking verwendet wurde. Dazu wurde zunächst das

XLeAP-Modul des AMBER-Softwarepaketes für die Erstellung des Substratpeptidfrag-

ments benutzt. Ein Energieminimierungsschritt unter Verwendung des Sander-Moduls

und des AMBER99sb-Kraftfeldes mit 500 Schritten Steepest Descent und 1500 Schrit-

ten Conjugate Gradient schloss die Vorbereitung des Peptids ab. Wieder wurden die

Termini des Fragments durch ein Capping geschützt und die Substratlysinseitenkette

analog dem physiologischen Zustand protoniert. Dieses Mal zeigte nicht der am höchs-

ten bewertete Lösungscluster eine der Kristallstruktur vergleichbare Orientierung und

Lokalisation des Substratlysins in der katalytischen Region des Enzyms. Die am höchs-

ten bewertete Lösung des Clusters wies einen RMSD von durchschnittlich 1,5Å bezogen

auf die Cα-Atome des Substratproteinrückgrats und durchschnittlich 3,2Å bezogen auf

alle Nichtwassersto�atome des Substratpeptidfragmentes zur Kristallstruktur auf. Alle

Dockings wurden jeweils als Dreifachversuch mit gleichem Setup durchgeführt.

Als Vorbereitung des PRMT1-Dockings wurde der WHISCY-Server für die Ana-

lyse der Enzymober�äche verwendet. Damit erfolgte eine Ableitung auf Sequenzkon-

servierung basierender Wechselwirkungsbedingungen. Als AIR wurden neben den be-

reits bekannten Wechselwirkungen zu den in der PRMT1-Bindungsregion konservierten

Glutamaten, weitere hochkonservierte Aminosäuren in der Nähe der Substratbindungs-

tasche als mögliche Interaktionspartner erkannt. Damit ergab sich als Setup für den

HADDOCK-Server ein Satz von fünf mit dem Substratarginin direkt interagierenden

Aminosäuren (Active Residues = Tyr56, Tyr43, His301, Glu152, Glu161) und ein Satz

von sieben nicht direkt mit dem Substratarginin interagierenden Aminosäuren (Passive
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Residues = Tyr42, Ser46, His49, Gly51, Glu55, Tyr156, Val227). Diese Daten wurden so-

mit als Anhaltspunkt für die Positionierung des Substratpeptidfragments herangezogen.

Die de-novo-Erstellung des Peptidfragments erfolgte analog den Voruntersuchungen mit-

tels des XLeAP-Moduls des AMBER-Softwarepaketes. Wieder wurde das Sander-Modul

sowie das AMBER99sb-Kraftfeld mit 500 Schritten Steepest Descent und 1500 Schritten

Conjugate Gradient für die Energieminimierung verwendet. Die Termini des Fragments

wurden durch ein Capping geschützt und die Substratargininseitenkette analog dem

physiologischen Zustand protoniert.

Die Hauptvertreter der erhaltenen Cluster wurden in MOE visuell auf die Positionie-

rung der Bindungspartner hin untersucht. Allein Cluster 4 zeigte eine Bindungsanord-

nung, bei der das Sustratarginin in die entsprechende Position und die übrigen Amino-

säuren entlang des Substratbindungskanals gedockt wurden. Zur Orientierung wurde da-

bei die Kristallstruktur der PRMT1 aus Rattus norvegicus verwendet (PDB 1or8). Diese

Struktur enthält auÿerdem Informationen über das in der Substratbindungsregion loka-

lisierte Arginin. Leider wurde die Kristallisation in diesem Fall bei einem unphysiologi-

schen pH-Wert vorgenommen, sodass die Seitenkettenorientierung in der Bindungsregion

von der des hPRMT1-Homologiemodells abweicht (Abb. 4.15). Auÿerdem ist das gebun-

Abb. 4.15: Überlagerung des durch HADDOCK erzeugten hPRMT1-Substrat-Kosubstrat-
Komplexes (orange/grün) mit der Kristallstruktur einer PRMT1 aus Rattus norve-
gicus PDB 1or8 (rosa/cyan).
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dene Arginin teil eines Modellpeptids. Daher war kein direkter Vergleich der Dockinglö-

sung mit der Kristallstruktur möglich. Dennoch konnten Informationen aus dieser dreidi-

mensionalen Struktur entnommen werden. So verläuft das Rückgrat der Dockinglösung

beispielsweise in der gleichen Richtung wie das der Kristallstruktur. Beide Substratargi-

nine sind in der Substratbindungsregion des Enzyms lokalisiert, wobei der Abstand der

Cα-Atome 2,52Å beträgt. Dieser Abstand und die abweichende Lokalisation (Abb. 4.15)

der Dockinglösung bezüglich der Kristallstruktur resultiert unter anderem daraus, dass es

sich bei diesem Versuch nicht um ein Redocking im herkömmlichen Sinn handelt, sondern

dass zwischen den Taschen ein Konformationsunterschied vorliegt, welcher, wie bereits

angeführt, wahrscheinlich durch die unphysiologischen Kristallisationsbedingungen ent-

steht. So weisen beide, zur Positionierung des Substratarginins beitragenden, Glutamate

eine abweichende Orientierung auf. Der Abstand des während der katalytischen Reaktion

methylierten Sticksto�s des Substratarginins zur aktiven Methylgruppe des Kosubstrats

SAM beträgt 3,17Å. Damit kann das vorliegende Modell ebenfalls für eine Simulation

der katalytischen Reaktion unter QM/MM-Bedingungen verwendet werden. Anschlie-

ÿend wurde die am höchsten bewertete Dockinglösung von Cluster 4 einer freien MD

unter Verwendung des AMBER-Paketes und des AMBER99sb-Kraftfeldes unterzogen

Abb. 4.16: RMSD-Diagramm der MD-Simulation des durch PPD erstellten Enzymsubstrat-
komplexes aus einem H4-Substratpeptidfragment und einem hPRMT1 Dimermo-
dell, Rückgrat des hPRMT1-Dimers (grün), Rückgrat des Substratpeptidfragments
(schwarz).
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und auf Stabilität geprüft. Dabei konnte beobachtet werden, dass sich das System be-

reits nach 4ns freier MD-Simulation in einem equilibrierten Zustand be�ndet. Dies kann

als Hinweis für die Verlässlichkeit des Modells gedeutet werden kann (Abb. 4.16).

REMD/ZDOCK

Zur Erhärtung der Strukturhypothese des PRMT1-Histon-Komplexes wurde versucht

durch eine zweite Methode zu einem vergleichbaren Ergebnis zu gelangen. Dazu wur-

de zunächst der Konformationsraum des Substratpeptidfragmentes (Histon H4, Amino-

säuren 1-5) mittels REMD durchsucht und die als Schnappschuss aus der erhaltenen

Trajektorie extrahierten Konformationen einer Clusteranalyse unterzogen. Anschlieÿend

wurden die Hauptvertreter (Centroiden) der gefundenen Cluster mittels ZDOCK rigide

in die Substratbindungsregion der humanen PRMT1 gedockt, mittels MD-Simulation

auf Stabilität untersucht und das Ergebnis mit der HADDOCK-Dockinglösung vergli-

chen. Im Unterschied zum vorigen PPD-Ansatz erfolgte hierbei keine Optimierung im

Verlauf des Dockings, vielmehr wurden die Konformationen der zu dockenden Substrat-

peptidfragmente im Vorfeld in einem separaten REMD-Schritt erzeugt.

Die Vorgehensweise des REMD-Schrittes erfolgte analog den durch Sugita et al. (1999)

publizierten Empfehlungen.156 Hierbei handelte es sich ebenfalls um die Simulation eines

Pentapeptids. Zunächst wurde ein Temperaturintervall festgelegt, danach simuliert und

anschlieÿend überprüft, ob Parameter, wie die Anzahl der Temperaturen, die Maximal-

und die Minimaltemperatur ausreichend festgelegt wurden, sodass eine freie Bewegung

(Random walk) über die über alle Konformationen aufgespannte Energiehyper�äche

möglich war. Für die REMD des ungefalteten H4-Peptidfragments wurde ein Tempera-

turintervall von 296 bis 420K festgelegt und in acht exponentiell verteilte Temperaturen

aufgeteilt: 296.0, 311.2, 327.1, 343.9, 361.5, 380.1, 399.6 und 420.0K. Als Minimaltem-

peratur wurde die Raumtemperatur gewählt. Die Wahl der Maximaltemperatur erfolgte

so, dass ein Überwinden von eventuellen Energiebarrieren und eine Darstellung natür-

lich vorkommender Konformationen möglich war. Wieder wurde das zuvor in XLeAP

erstellte und mittels AMBER (Sander-Modul, AMBER99sb-Kraftfeld, 500 Schritte Stee-

pest Descent, 1500 Schritte Conjugate Gradient) energieoptimierte Peptidfragment mit

geschützten Termini (Capping) verwendet. Für die REMD in implizitem Solvent wurden

10ns als Simulationszeit mit einem Austausch alle 2 ps festgelegt.

Zur Überprüfung der Leistung des REMD-Verfahrens wurden anschlieÿend einerseits

die Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung der totalen potentiellen Energie (Abb. A.5 im

Anhang) und andererseits die Ramachandran-Karten der durch REMD erzeugten Kon-
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formationen (Abb. A.6 im Anhang) erzeugt. Die Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung

zeigt durch das lückenlose Überlappen der Verteilungskurven der Replikas (1-8) eine

ausreichende Abdeckung des Energieraumes. Auÿerdem wurden die Akzeptanzrate so-

wie die Rate erfolgreicher Austausche benachbarter Repliken als Leistungsindikatoren

herangezogen (Tab. A.2 im Anhang). Beide Parameter wiesen dabei einen für alle Re-

pliken vergleichbaren Wert auf. Die Wahl der Temperaturverteilung und die Anzahl der

Repliken innerhalb des Intervalls kann somit als ausreichend angesehen werden, sodass

ein freier Random walk im Konformationsraum des Substratpeptidfragments möglich ist.

Ein Vergleich zwischen Replika 1 und 8 macht die Unterschiede in der Breite der Vertei-

lungskurven deutlich. Wie erwartet und auch durch Sugita et al. (1999) aufgezeigt, er-

strecken sich die Verteilungen bei höheren Temperaturen (Replika 8) über einen gröÿeren

Energieraum als die Verteilungen bei niedrigeren Temperaturen (Replika 1). Grund da-

für ist die Fähigkeit der Konformationen, bei höheren Temperaturen aus lokalen Minima

zu entkommen und Energiebarrieren zu überwinden. Die Verteilungen der Rückgratdihe-

dralwinkel (Ramachandran-Karten) des simulierten H4-Substratpeptidfragments geben

einen Hinweis darauf, wie gründlich der Konformationsraum mittels einer bestimmten

Samplingmethode durchsucht wurde. Abb. A.6 (im Anhang) zeigt, dass jeder der vor-

kommenden Konformationscluster ausreichend populiert ist und dass auch mit steigen-

der Temperatur keine neuen relevanten Cluster erscheinen, sondern die bei niedrigeren

Temperaturen beobachteten breiter streuen. Beides deutet auf eine ausreichend lange

Simulation und ein ausreichend breites Temperaturintervall hin. Die beiden Alanine zei-

gen einen vergleichbaren Ramachandran-Plot. Auch die übrigen Aminosäuren, gekenn-

zeichnet durch eine aliphatische Kette, welche eine polare Gruppe mit dem Rückgrad

verbindet, weisen vergleichbare Ramachandran-Plots auf.

Aus den 5000 erhaltenen Frames von Replika 1 (T=296,0K) wurde mittels Ptraj

jeweils eine PDB-Struktur extrahiert und alle erhaltenen Konformationen einer Clus-

teranalyse durch Kclust43 unterzogen. Das Clustering erfolgte RMSD-basiert unter Ver-

wendung eines Radius von r=3Å. Weitere Versuche mit anderen Radien lieferten nur

unbefriedigende Ergebnisse. So ergab das Clustering mit einem Radius von r=2Å 122

niedrigpopulierte Cluster bzw. r= 4Å genau einen Cluster. Unter Verwendung eines

Radius von r=3Å konnten sechs hochpopulierte Cluster identi�ziert werden (434-1366

Strukturen). Die sechs Hauptvertreter (nächster Nachbar zum Centroiden im Konfor-

mationsraum, Abb. 4.17) der erhaltenen Cluster wurden anschlieÿend mittels ZDOCK

rigide in die Substratbindungstasche des Dimermodells der humanen PRMT1 gedockt.
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Abb. 4.17: Überlagerung der sechs Clusterhauptvertreter, welche in Vorbereitung für das rigide
PPD mit ZDOCK durch REMD und anschlieÿende Clusteranalyse identi�ziert wur-
den, Cluster 1 (gelb), Cluster 2 (rosa), Cluster 3 (silber), Cluster 4 (blau), Cluster
5 (orange), Cluster 6 (grün).

Die visuelle Auswertung der Dockingergebnisse zeigte, dass lediglich der Hauptvertre-

ter aus Cluster 1 in eine für das Substrat typische und für die enzymatische Reaktion

bereite Orientierung in die Bindungstasche gedockt werden konnte. Wichtig war dabei

die Positionierung des Substratarginins in der Bindungstasche, die Nähe der Guanidino-

funktion zu den Glutamaten 152 und 161, eine gestreckte Konformation des gesamten

Peptidfragments, eine Ausrichtung des Peptidfragmentrückgrats analog zu der des Sub-

stratpeptidanalogons in PDB 1or8 sowie ein plausibles Interaktionsmuster der übrigen

an der Bindung beteiligten Seitenketten zur Fixierung und Ausrichtung des Interak-

tionspartners. Sterische Kon�ikte wurden bei dieser Betrachtung vernachlässigt, da es

sich um einen rein rigiden Dockingansatz handelte. Aus den insgesamt 248 erzeugten

Dockinglösungen wurden abschlieÿend zunächst diejenigen Lösungen, welche eine Lo-

kalisation des Substratarginins in der Substratbindungstasche zeigten, durch Abstands-

messungen zu den beiden in der Bindungtasche lokalisierten Glutamaten automatisch

selektiert. Von den 12 auf diese Weise identi�zierten Lösungen erfüllten bei visueller

Auswertung drei die übrigen Kriterien und wurden zur weiteren Bearbeitung ausge-

wählt. Daraus wurde diejenige Lösung mit der geringsten lösungsmittelzugänglichen

Molekülober�äche (Solvent Accessible Surface Area, SASA) bezüglich des Peptidfrag-
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ments (Lösung 31) für weitere Betrachtungen ausgewählt. Es wurde angenommen, dass

es sich dabei um die Dockinglösung handelte, bei der das Substratpeptidfragment am

tiefsten in der Substratbindungstasche verankert wurde. Die Berechnung der lösungsmit-

telzugänglichen Molekülober�äche erfolgte mit Hilfe des GETAREA-Servers47 (http:

//curie.utmb.edu/getarea.html). Der Protein-Ligand-Komplex wurde anschlieÿend

mittels des Sander-Moduls in AMBER einer Energieminimierung unterzogen und da-

nach auf seine Stabilität in einer Moleküldynamiksimulation untersucht. Die Relaxation

des Systems vor der MD musste mit besonderer Vorsicht durchgeführt werden. Dies

wurde durch ein schrittweises Lösen der Restraints verhindert. Grund für dieses Vorge-

hen sind die weichen Ober�ächenpotentiale bei rigiden Dockingansätzen. Diese erzeugen

mehr sterische Kon�ikte (Clashes) in den Lösungen als �exible Ansätze.

4.1.7 Diskussion

Strukturelle Informationen zu den Protein-Substratkomplexen des untersuchten Tar-

gets liefern wichtige Informationen für die Hemmsto�entwicklung. Liegen derartige In-

formationen auch von verwandten Proteinen nicht vor, so können PPD-Ansätze einen

wertvollen Beitrag zur Erstellung dreidimensionaler Modelle liefern. Für das Docking

kleinerer Peptide ist vor allem die HADDOCK-Software mit dem zugrunde liegenden

semi�exiblen Ansatz von Nutzen. Ein rigider Dockingansatz nach Konformererstellung

ist dagegen aufwendiger, aber dennoch zum Vergleich der Ergebnisse geeignet. Rigide

Dockingansätze sind vor allem durch weiche Ober�ächenpotentiale und dadurch durch

zahlreiche Überlappungen der Atomradien in den Dockinglösungen gekennzeichnet. Dies

wird vor allem im RMSD-Verlauf der Moleküldynamiksimulation der gedockten Komple-

xe ersichtlich. In der vorliegenden Untersuchung konvergierte der durch REMD/ZDOCK

erstellte Komplex erst nach ca. 6ns (Abb. 4.18), der durch HADDOCK erstellte Komplex

bereits nach 4ns (Abb. 4.16). Die Bindung eines Substratpeptids an das dazu gehörige

Enzym stellt jedoch noch immer einen kritischen Schritt bei der Modellierung dar. Zu

viele Faktoren bedingen die Assoziationen, sodass ein Blind Docking, wie beim Docking

niedermolekularer Verbindungen beispielsweise, nicht durchführbar ist. Vielmehr müssen

soviel Wissen und biochemische Daten wie möglich in das Docking ein�ieÿen, um die

Freiheitsgrade der äuÿerst �exiblen Bindungspartner einzuschränken.

Zahlreiche Dockinglösungen des ZDOCK-Dockings wiesen eine Lokalisation des Sub-

stratarginins auÿerhalb der Bindungstasche auf. Dagegen wurde Lys5 des Substrats häu-

�g in die Argininbindungstasche gedockt. Bei HADDOCK konnte ein solches Verhalten

nicht beobachtet werden, was vermutlich durch die De�nition von Active und Passive
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Abb. 4.18: RMSD-Diagramm der MD-Simulation des durch REMD/ZDOCK erstellten Enzym-
substratkomplexes aus einem H4-Substratpeptidfragment und einem hPRMT1 Di-
mermodell, Rückgrad des hPRMT1-Dimers (grün), Rückgrad des Substratpeptid-
fragments (schwarz).

residues bedingt wurde. In beiden durch PPD erzeugten Komplexen zeigt das H4-Subs-

tratpeptidfragment die gleiche Ausrichtung wie in PDB 1or8 (Abb. 4.19). Die Guanidin-

funktion des Substratarginins be�ndet sich in beiden Komplexen in einer Position relativ

zum Kofaktor SAM, die eine enzymatische Reaktion möglich macht. Damit sind beide

Komplexe zur Durchführung von QM/MM-Untersuchungen bezüglich der katalytischen

Reaktion geeignet. Unterschiede zeigten sich lediglich in der Konformation des Proteins

am N-Terminus. Während das durch HADDOCK gedockte H4-Fragment insgesamt ei-

ne gestreckte räumliche Anordung aufweist, zeigt das durch REMD/ZDOCK platzierte

Fragment eine gebeugte Ausrichtung in dieser Region. Hier könnte die zeitliche Aus-

weitung der MD-Simulation beider Komplexe aufschlussreich sein. Zunächst sind beide

Ausrichtungen möglich, da es sich bei den untersuchten Histonschwänzen um strukturell

ungeordnete Peptide handelt. Auch die Lokalisation von Lys5 des gedockten Substrats

ist in beiden Komplexen gleich. Hier kann untersucht werden, ob diese Enzymsubstrat-

wechselwirkung für das Hemmsto�design nützlich ist.

In der bereits in Abschnitt 4.1.5 erwähnten Arbeit von Kölbel et al. (2012)96 schildern

die Autoren, wie die Methylierung von Substratargininen abläuft, die sich nicht wie bei

den Histonen in der Nähe eines Terminus be�nden. Am Beispiel des Poly-A-bindenden

Proteins N1 (PABPN1) sowie eines Modellpeptids konnte gezeigt werden, dass die durch

PRMT-Enzyme vom Typ I bewerkstelligte Methylierung bevorzugt an Argininen in Um-

kehrschleifen (reverse turns) statt�ndet. Eine derartige Präsentation ermöglicht das Er-
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Abb. 4.19: Überlagerung der durch PPD erstellten hPRMT1-Enzym-Substrat-Komplexe nach
8ns freier MD-Simulation, mittels REMD/ZDOCK erstellter Komplex (orange, H4-
Substratpeptidfragment (Kugel-Stab-Repräsentation, Kohlensto� (orange), Stick-
sto� (blau), Sauersto� (rot)), SAM und relevante Bindungstaschenaminosäure
(Stabrepräsentation)), mittels HADDOCK erstellter Komplex (grün, H4-Substrat-
peptidfragment (Kugel-Stab-Repräsentation, Kohlensto� (grün), Sticksto� (blau),
Sauersto� (rot)), SAM und relevante Bindungstaschenaminosäure (Stabrepräsenta-
tion)), relevante Wassersto�brücken des Substratarginins (schwarze unterbrochene
Linien).

reichen der schwer zugänglichen katalytischen Region der Enzyme. Weiterhin wurde der

Mindestdurchmesser des Loches in der donutartigen Struktur des PRMT1-Dimers in

silico anhand des erstellten Homologiemodells gemessen. Hierbei konnten die Autoren

zeigen, dass virtuelle Kugeln mit einem Durchmesser von über 8, 9Å nicht in der La-

ge waren die Substratbindungstasche zu erreichen. Die gleiche Messung am Modell der

vorliegenden Arbeit führte erwartungsgemäÿ zum gleichen Ergebnis, da die Erzeugung

des Dimers auf die gleiche Weise erfolgte und die topologischen Informationen über die

Anordnung der Monomere jeweils aus einer PRMT4-Dimer-Kristallstruktur stammen.

Für die Evaluierung der verwendeten PPD-Ansätze zur Erstellung von Protein-Substrat-

Komplexen der humanen PRMT1 sind weitere Experimente notwendig. So ist beispiels-

weise ein Docking der durch Kölbel et al. (2012) beschriebenen Proteine und Peptide als

Fragmente vorstellbar.96 Besonders hilfreich wären hierbei Crosslinkingdaten des jewei-

ligen Komplexes. Diese könnten als AIRs in HADDOCK verwendet werden.80
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4.2 PRMT4/CARM1

Die 2008 durch eine Arbeitsgruppe von Bristol-Myers Squibb133 publizierten potenten

PRMT4/CARM1-Hemmsto�e mit Tri�uormethylpyrazolgrundkörper (Abschnitt 1.2.1,

Tab. A.3 im Anhang) waren der Ausgangspunkt für die hier beschriebenen Untersuchun-

gen. Die Verbindungen zeigten zum Teil In-vitro-Aktivitäten bis in den zweistelligen

nanomolaren Bereich. Weiterhin lagen detaillierte Struktur-Wirkungsbeziehungen sowie

synthetische Weiterentwicklungen, publiziert durch Wissenschaftler der Firmen Bristol-

Myers Squibb und Methylgene, vor. Leider konnte bis jetzt keinerlei messbare zelluläre

Aktivität für die Verbindungen gezeigt werden.1,69 Dennoch konnten Purandare et al.

(Bristol-Myers Squibb) bezüglich der aktivsten Verbindung 7b (9) der ersten Generation

einen interessanten Aktivitätsunterschied zeigen. Der PRMT4/CARM1-Hemmsto� 7b

(9) wies in den Untersuchungen eine signi�kant niedrigere Aktivität gegenüber PRMT1

und 3 auf.133 Daher sollte durch Dockingstudien zunächst ein Bindungsmodus für die

Verbindungen vorgeschlagen sowie eine mögliche Erklärung für den gezeigten Aktivi-

tätsunterschied geliefert werden. Eine weitere Aufgabe war die Formulierung gezielter

Syntheseempfehlungen für Inhibitoren von PRMT1 hinsichtlich der Selektivität gegen-

über PRMT4/CARM1.

4.2.1 Dockingstudien

Da zu Beginn der Untersuchung kein Bindungsmodus der Hemmsto�e bekannt war,

wurden zunächst Dockingstudien durchgeführt. Bei einem ersten Experiment, wobei die

gesamte Proteinober�äche als mögliche Bindungsregion de�niert wurde (Blind Docking),

erfolgte ein Docking unter Standardeinstellungen in GOLD (Version 4.0). Leider wurden

die am höchsten bewerteten Lösungen dabei in der Kosubstratbindungstasche platziert

(Abb. 4.20). Verschiedene Gründe sprechen jedoch gegen einen solchen Bindungsmodus.

So ist eine Verdrängung des fest gebundenen Kosubstrats wegen der geringen chemi-

schen Ähnlichkeit der gedockten Hemmsto�e zu den bekannten Kosubstratanaloga eher

unwahrscheinlich. Weiterhin tragen die Hemmsto�e an der Stelle, wo im SAM-Molekül

eine Riboseeinheit lokalisiert ist, einen hydrophoben aromatischen Ring. Auch der Akti-

vitätsunterschied der Verbindung 7b (9) kann damit nicht erklärt werden, da die Kosubs-

tratbindungstasche innerhalb der PRMT-Familie hochkonserviert ist. Schlieÿlich handelt

es sich bei den verö�entlichten Hemmsto�en um primäre aromatische Amine. Diese sind

in der Literatur als substratkompetitiv beschrieben.
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Abb. 4.20: Am höchsten bewertete Dockinglösung von Derivat 1 (88) des durch Mitarbeiter von
Bristol-Myers Squibb verö�entlichten Datensatzes, ohne Verwendung von Randbe-
dingungen (Constraints) platziert die Software den Liganden in der Kosubstratbin-
dungstasche, Derivat 1 (88, Kohlensto� (orange), Sauersto� (rot), Sticksto� (blau),
Kugel-Stab-Repräsentation), Kosubstratanalogon SAH (Kohlensto� (grün), Schwe-
fel (gelb), Kugel-Stab-Repräsentation).

Ein vergleichbares Dockingexperiment unter Verwendung von AutoDock (Version 4.2)

platzierte die am höchsten bewerteten Lösungen zwar in der Substratbindungstasche,

es zeigten sich jedoch Unterschiede in der Ausrichtung des sogenannten Molekülteils

�Ost� (Benennung gemäÿ Purandare et al. (2008),133 Abb. 4.21), also des auÿerhalb der

Substratargininbindungstasche auf der Proteinober�äche gebundenen Molekülteils. Ein

dritter Ansatz in GOLD 4.0 unter Verwendung von Randbedingungen (Constraints)

führte schlieÿlich zu einheitlichen Dockingergebnissen. Als Randbedingung wurde da-

bei je eine Wassersto�brücke zu den beiden in der Substratbindungsregion lokalisierten

Glutamaten (Glu258, Glu267; Abb. 4.22) festgelegt. Ein vergleichbares Setup wurde be-

reits für das Virtuelle Screening an hPRMT1 evaluiert.61 Als Targetstruktur wurde die

Kristallstruktur eines aktiven rPRMT4/CARM1-Proteins (PDB 3b3f) verwendet. Das

kokristallisierte Kosubstratanalogon SAH wurde während des Dockings in der Kosubs-

tratbindungstasche belassen und als Teil des Proteins betrachtet. Weiterhin wurden die

in der Nähe der Substratbindungsregion (de�niert als alle Atome im Radius von 12,5 Å

um das phenolische Sauersto�atom von Tyr154) kokristallisierten Wassermoleküle als

weitere Information für das Docking bereitgestellt. Dabei wurde dem Dockingprogramm

erlaubt zu entscheiden, ob ein bestimmtes Wasser an der Bindung des gedockten Ligan-

den beteiligt ist oder nicht (Funktion: toggle). In diesem Zusammenhang erfolgte eine
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Abb. 4.21: Schematische Darstellung des Interaktionsmusters von 7b (9), graue Pfeile (Wasser-
sto�brückenbindungen), unterbrochene Linie (π-π−Wechselwirkung) und angeführ-
te Aminosäuren spiegeln Abweichungen in den Gegebenheiten der PRMT4/CARM1
Substratbindungstasche wider, grün-magenta gefärbte Elemente (Pfeile für Was-
sersto�brückenakzeptoren bzw. -donatoren, Kreise für sterisch anspruchsvolle Sei-
tenketten) zeigen die abweichenden Gegebenheiten der PRMT1- und PRMT3-
Substratbindungstasche.

freie Rotation um das Sauersto�atom des jeweiligen Wassermoleküls, sodass eine Anpas-

sung des Wassersto�brückennetzwerkes möglich war (Funktion: spin). Es konnte gefun-

den werden, dass auÿer den Verbindungen 6d (79) und 6e (80) (veränderter Molekülteil

�Süd�, Abb. 4.21, Tab. A.3 im Anhang) alle Verbindungen mit einem vergleichbaren

Bindungsmodus in der Substratbindungsregion platziert werden. Das Hindernis für eine

vergleichbare Platzierung der Moleküle 6d (79) und 6e (80) ist vermutlich die veränder-

te Gröÿe (Dimethyl (6d (79))) bzw. der veränderte chemische Charakter (Tri�uorme-

thylrest (6e (80))) des Substituenten am Cα-Atom der terminalen Aminfunktion. Ein

Vergleich mit den mit einer niedrigeren Bewertung (Score) versehenen Dockinglösungen

zeigte, dass bei den hoch bewerteten Dockinglösungen stets ein bestimmtes Wassermo-

lekül (Nr. 609, PDB 3b3f) von GOLD (Funktion: toggle) in der Bindungstasche belassen

wurde. Abbildung 4.21 zeigt eine schematische Darstellung des Interaktionsmusters der

gedockten Verbindungen am Beispiel von Verbindung 7b (9).

Während das sogenannte �Südende� (Alaninamid- bzw. 2-Aminopropanamidfunktion)

der Verbindungen tief in der Substratbindungstasche nahe des katalytischen Zentrums

bindet, ist das �Ostende� am äuÿeren Rand der Bindungstasche auf der Proteinober�ä-

che lokalisiert. Das Interaktionsmuster des �Südendes� ahmt damit die Bindung der Gua-
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Abb. 4.22: Im Text erwähnte Kristallstruktur PDB 2y1x, kokristallisierter Pyrazolinhibi-
tor (Kugel-Stab-Repräsentation, Kohlensto� (orange), Sticksto� (blau), Sauersto�
(rot)), SAH (Kohlensto� (grün), Schwefel (gelb)), relevante Taschenaminosäuren
(Kohlensto� (silber), Wassersto�- bzw. Salzbrücken (schwarze unterbrochene Lini-
en).

nidinfunktion des Substrates nach. So wird Glu258 durch eine Salzbrücke zum primären

aliphatischen Amin und Glu267 durch eine Wassersto�brückenbindung adressiert. Inter-

essant erscheint hier vor allem die Rolle des in der Bindungstasche hochkonservierten

Histidins. Dieses fungierte in den Betrachtungen zu den Vertretern der PRMT-Familie

stets als Wassersto�brückenakzeptor bei der Bindung bzw. Modellierung substratkompe-

titiver Hemmsto�e. In den vorliegenden Dockingstudien wurde His415 jedoch zum Was-

sersto�brückendonator tautomerisiert. Dieses hochkonservierte Histidin spielt in dem, im

Allgemeinen für PRMT-Enzyme diskutierten, Katalysemechanismus eine wichtige Rolle,

da es in einen Protonenrelaismechanismus eingebunden ist (Abb. 1.4) und so die Ent-

fernung eines Protons von der Guanidinfunktion des Substrates vermittelt. Charakteris-

tisch erscheint die Platzierung eines aromatischen Systems als π-π-Interaktionspartner zu

Phe153 sowie eines Phenylringes zur Ausbildung einer Wassersto�-π-System-Interaktion

zwischen Phe153 und His415.

75



4 Ergebnisse

Abb. 4.23: Dockinglösung der Verbindung 7b (9) in der Substratbindungstasche von
PRMT4/CARM1 (PDB 3b3f, Bezeichnung der Aminosäuren, Proteinrückgrat (sil-
ber), Aminosäureseitenketten in Stabrepräsentation, Kohlensto� (grau), Sticksto�
(blau), Sauersto� (rot)), zum Vergleich überlagert mit den Kristallstrukturen von
PRMT1 (unter 4.1.1 beschriebenes Homologiemodell, Proteinrückgrat und Kohlen-
sto�atome (grün)) und PRMT3 (PDB 1f3l, Proteinrückgrat und Kohlensto�atome
(magenta)).

Kürzlich konnte der in den beschriebenen Dockingstudien gefundene Bindungsmo-

dus von Sack et al. (2011, Bristol-Myers Squibb) durch die Publikation einer Rönt-

genkristallstruktur (PDB 2y1x, Abb. 4.22) bestätigt werden.140 Wasser 609 zeigt bei

PDB-Struktur 2y1x drei Wassersto�brücken zur Proteinober�äche von PRMT4/CARM1

(Tyr477, Tyr262, Amidsauersto� des Proteinrückgrats von His415), weshalb es gene-

rell als konserviertes Wasser angesehen wird.7 Auÿerdem ist eine Verdrängung durch

Liganden dann nur schwer möglich. Eine der drei Wassersto�brücken besteht zwischen

Wasser 609 und Tyr477, was zunächst ausgehend von der räumlichen Anordnung der Ta-

schenaminosäuren in PDB 3b3f verwundert. Möglich wird diese Wassersto�brücke durch

die gleichzeitige Umorientierung der Seitenketten von Tyr477 und Phe475 in Richtung

Taschenmitte. Weiterhin weist das am äuÿeren Rand der Substratbindungstasche loka-

lisierte Asn162 in PDB 2y1x eine andere Orientierung als in PDB 3b3f auf. Dadurch

vergröÿert sich in PDB 2y1x das Platzangebot in der Bindungsregion für den am Mole-

külkern der Verbindungen lokalisierten Tri�uormethylrest. Weder die bei den Docking-
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untersuchungen beobachtete Wassersto�brücke zwischen Asn162 und dem Pyrazolgerüst

der Verbindungen noch die hydrophobe Wechselwirkung zwischen dem Tri�uormethyl-

substituenten und Phe475 konnten durch Sack et al. (2011) bestätigt werden. Deshalb

müssen diese Wechselwirkungen als Artefakte des Dockings betrachtet werden (Abb.

4.22, 4.23). Dagegen konnte die Anpassung von His415 zum Wassersto�brückendona-

tor bestätigt werden. Unter Verwendung der oben beschriebenen Dockingeinstellungen

konnte der Bindungsmodus des kokristallisierten Inhibitors sowohl in 2y1x, als auch

in 3b3f wiedergefunden werden. Dies unterstreicht die Verwendbarkeit der gefundenen

Dockingeinstellungen für zukünftige Untersuchungen. Ein Docking der durch Purandare

et al. (2008) publizierten Verbindungen ergab einen vergleichbaren Bindungsmodus für

die am besten bewerteten Lösungen aller Moleküle.

4.2.2 Struktur-Wirkungsbeziehungen

Um die gewonnenen Erkenntnisse in Struktur-Wirkungsbeziehungen umformulieren zu

können, ist zusätzlich ein Vergleich der Substratbindungstaschen von PRMT1, PRMT3

und PRMT4/CARM1 anhand der Kristallstrukturen notwendig (Abb. 4.21 und 4.23,

Tab. 4.6). Verbindung 7b (9) zeigte in den durch Bristol-Myers-Squibb durchgeführten

Untersuchungen einen IC50-Wert von > 25µM gegenüber PRMT1 bzw. PRMT3. Drei

Unterschiede in der Aminosäureausstattung der Substratbindungstaschen, auf deren Ba-

sis potentielle Hemmsto�e in ihrer Selektivität beein�usst werden können, sind nach der

Überlagerung der Strukturen erkennbar (Abb. 4.23, Tab. 4.6, schematisch in Abb. 4.21).

So be�ndet sich an der Position von Phe153 (PRMT4/CARM1), das laut Dockingun-

tersuchungen einen wesentlichen Interaktionspartner für Molekülteil �Ost� darstellt, in

PRMT1 und 3 je ein Serinrest (Ser46 (PRMT1), Ser220 (rPRMT3)). Damit ist die

gezeigte π-π-Interaktion nicht mehr möglich. Verbindungen mit einer Selektivität ge-

rPRMT4/CARM1 hPRMT1 rPRMT3
Phe153 Ser46 Ser220
Gln159 Ile52 Ile226
Asn162 Glu55 Glu229
Asn266 Tyr160 Phe334

(Phe475/Tyr477) Lys303 Lys478

Tab. 4.6: Vergleich der Substratbindungstaschenaminosäuren in Bezug auf deren Position
nach Überlagerung der dreidimensionalen Strukturen von rPRMT4/CARM1 (grau),
hPRMT1 (magenta) und rPRMT3 (grün), Spaltenfarbe entspricht der Färbung der
Kohlensto�atome/des Rückgrats des jeweiligen Proteins in Abb. 4.23.
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genüber PRMT1 und 3 müssten anstelle des Phenylrings somit eine polare Gruppe tra-

gen, die zu einer Interaktion mit der alkoholischen Hydroxylfunktion des Serins fähig

ist. Anstelle von Gln159 (PRMT4/CARM1), welches in keiner der beiden publizierten

PRMT4/CARM1-Kristallstrukturen (PDB 3b3f (Abb. 4.23), 2y1x (Abb. 4.22)) zur Ta-

schenmitte zeigt, be�ndet sich in PRMT1 und 3 je ein Isoleucin (Ile52 (PRMT1), Ile226

(PRMT3)) im vorderen Abschnitt des Substratargininbindungskanals. Im Unterschied

zu Gln159 ragen die Seitenketten der Isoleucine jedoch in den Bindungskanal hinein.

Dadurch steht dem Phenylring des Molekülkerns der publizierten Verbindungen weni-

ger Raum zur Verfügung. Ein Ersetzen dieses Phenylrings, etwa durch eine aliphatische

Kohlensto�kette, führt vermutlich zum Selektivitätsverlust gegenüber PRMT1 und 3.

Schlieÿlich be�ndet sich an der Stelle der Bindungstasche, wo in PDB 3b3f Phe475 und

Tyr477 lokalisiert sind, in PRMT1 und 3 je ein Lysin, was vermutlich die Wechsel-

wirkung zwischen dem Tri�uormethylrest des Molekülkerns und der Proteinober�äche

beein�usst.

In einer Verö�entlichung von Bissinger et al. (2011)15 zeigen die Autoren eine Ver-

bindung (7j (45), Abb. 4.24, Tab. 4.3 im Anhang), welche die humane PRMT1 im

einstelligen mikromolaren Bereich hemmt (IC50 = 5, 0± 0, 2µM), wohingegen bis in den

millimolaren Bereich keinerlei Hemmung von PRMT4/CARM1 beobachtet werden kann.

Abb. 4.24: Schematische Darstellung (links) und Dockinglösung (rechts) der Verbindung 7j15

(Kugel-Stab-Repräsentation, Kohlensto� (grau), Sauersto� (rot), Sticksto� (blau),
Schwefel (gelb), Chlor (grün)) in hPRMT1 (Homologiemodell, Stabrepräsentati-
on, Kohlensto� (cyan)), räumlich überlagert mit der Substratbindungstasche von
PRMT4/CARM1 (PDB 3b3f, Stabrepräsentation, Kohlensto� (orange)).

78



4 Ergebnisse

Bei einem Docking von 7j (45) in die Substratbindungstasche von PRMT4/CARM1 bzw.

hPRMT1 (Homologiemodell) wurde eine der im Molekül vorhandenen Sulfonamidfunk-

tionen in der Nähe von Phe153 (PRMT4/CARM1) bzw. Ser46 (PRMT1) platziert. Dies

ermöglichte eine Wechselwirkung zwischen den Sauersto�atomen des Sulfonamids und

Ser46 (PRMT1), nicht aber Phe153 (PRMT4/CARM1) (Abb. 4.24).

4.2.3 Virtuelles Screening

Auf der Grundlage von Verbindung 7b (9) wurde ein Virtuelles Screening durchgeführt.

Dabei erfolgte eine Pharmakophorsuche auf Basis der Alaninamidfunktion (Molekülteil

�Süd�), um gezielt nach strukturellen Variationen dieses Molekülabschnitts zu suchen.

Anschlieÿend wurden die gefundenen Hits unter Verwendung der oben erwähnten Ein-

stellungen in die PDB-Struktur 3b3f gedockt.

Zunächst wurde in LigandScout (Version 2.0) ein Pharmakophormodell der Alani-

namidfunktion inklusive des Phenylringes des Molekülkerns aus der am höchsten be-

werteten Dockinglösung aus 7b (9) und PRMT4/CARM1 (PDB 3b3f) abgeleitet. Der

entstandene Pharmakophor (Abb. 4.25) bestand neben dem für das 2-Aminopropanamid

Abb. 4.25: Verbindung 7b (9, Kugel-Stab-Repräsentation, Kohlensto� (grau), Sauersto� (rot),
Sticksto� (blau)) mit den Features des erstellten Pharmakophors (hydrophob
(�Hyd �, gelb),Wassersto�brückenakzeptor (�Acc�, rot), Wassersto�brückendonator
(�Don�, grün), Wassersto�brückendonator und kationisch (�Don&Cat�, blau) Ex-

cluded Volume Coat (�Excl �, schematisch als unterbrochene Linie (schwarz)).
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typischen Wassersto�brückendonator-, dem Wassersto�brückenakzeptor- und Kationen-

strukturfeature auch aus einem hydrophoben Feature, das vom Phenylring abgeleitet

wurde. Weiterhin spiegelt eine Hülle aus Excluded Volumes (Excluded Volume Coat) die

räumlichen Gegebenheiten der Bindungstasche wider. Diese Hülle beein�usst das Such-

ergebnis dahingehend, dass vorrangig Moleküle gefunden werden, welche den gesuchten

Pharmakophor terminal und nicht innerhalb einer gröÿeren Molekülsubstruktur tragen.

Mittels einer Pharmakophorsuche in MOE wurden die ChemBridge-Datenbank (Diversi-

tätsdatensatz), die Maybridge-Datenbank (Hit�nderdatensatz, http://www.maybridge.

com/default.aspx) sowie die Datenbank des National Cancer Institut (NCI) durch-

sucht. Die Datensätze lagen jeweils als Multikonformationsdatenbank vor. Unter der

Bedingung, dass alle Features wiedergefunden werden, passierten 214 von 90 000 Mole-

külen (0, 24 %) den verwendeten Pharmakophor. Die erhaltenen Verbindungen wurden

im Anschluss in die Substratbindungstasche von PRMT4/CARM1 unter Verwendung

der unter 4.2.1 beschriebenen Einstellungen gedockt. Leider konnte keine Dockinglösung

mit einer höheren Bewertung (GOLD-Score) als die Ausgangsstruktur versehen werden.

Es wurden nur wenige Molekülstrukturen gefunden, die zwar den gleichen Bindungsmo-

Abb. 4.26: Beispiel für ein Ergebnis der Pharmakophorsuche, 2-Aminopropanamidstruktur ist
in sechsgliedriges Ringsystem eingebunden, Verbindung (ZINC-Code 155168/May-
bridge HTS08247, GOLD-Score = 60,15; Kohlensto� (orange), Sauersto� (rot),
Sticksto� (blau)) gedockt in die Substratbindungstasche von PRMT4/CARM1
(PDB 3b3f, Stabmodell, Kohlensto� (grau), Sauersto� (rot), Sticksto� (blau),
Schwefel (gelb)).
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dus wie die Ausgangsstruktur aufwiesen, jedoch chemisch verschieden von dieser waren.

Gröÿtenteils wurde dieselbe 2-Aminopropanamidstruktur mit verschiedenen Substituen-

ten an Position zwei gefunden. Diese Verbindungen wurden nicht weiter untersucht, da

mit der Verö�entlichung von Purandare et al. (2008) hierfür bereits ausführliche Stu-

dien der Firma Bristol-Myers Squibb durchgeführt wurden. Häu�g wurden Moleküle

gefunden, die anstelle der Amidgruppe den bei der Arzneisto�entwicklung eher unge-

bräuchlichen Thioharnsto� trugen oder die gesuchte Struktur in ein Ringsystem einge-

bunden enthielten (Abb. 4.26). Aus früheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe in

Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Manfred Jung (Freiburg/Breisgau)

ist jedoch bekannt, dass sticksto�haltige Ringsysteme als glutamatbindende Muster ei-

ne eher schwache Hemmaktivität gegenüber den Vertretern der PRMT-Familie zeigen.

Unter den Ergebnissen befanden sich ebenfalls stark basische Verbindungen mit Gua-

nidinfunktion. Auch diese kamen für eine weitere Untersuchung nicht in Frage, da ein

Umsatz durch die Argininmethyltransferase nicht ausgeschlossen werden kann.

4.2.4 Diskussion

Die strukturellen Gegebenheiten der Substratbindungstasche sind innerhalb der PRMT-

Familie hoch konserviert. Daher ist die Synthese selektiver Hemmsto�e nicht trivial.

Aus den publizierten Ergebnissen von Purandare et al. (2008), die eine Selektivität

der Verbindung 7b (9) gegenüber PRMT4/CARM1 beobachteten, konnten durch einen

Vergleich der Bindungstaschen von PRMT4/CARM1, PRMT1 und PRMT3 Hinwei-

se auf die Ursache dieses Verhaltens gewonnen werden. Diese wurden in allgemeine

Synthesevorschläge umformuliert, die wiederum bei der Planung von Hemmsto�kon-

zepten für PRMT1 und 3 hilfreich sein können, bei denen eine Selektivität gegenüber

PRMT4/CARM1 erwünscht ist. Bedingt durch die hoch konservierte Substratbindungs-

tasche der PRMT-Familie war auch das bereits für PRMT1 evaluierte Dockingsetup61 auf

PRMT4/CARM1 anwendbar. Es konnte gezeigt werden, dass ein Docking ohne Rand-

bedingungen und ohne das Kofaktoranalogon in der Kofaktorbindungstasche zu keinem

einheitlichen oder sogar zu falschen Ergebnissen führt.

Eine Ausweitung des VS auf gröÿere Datenbanken ohne primär arzneisto�ähnliche

bzw. der Rule-of-Five gehorchende Moleküle führt vermutlich eher zu alternativen Gerüs-

ten und ist eine Möglichkeit für weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet. Ungeachtet

der fehlenden Zellaktivität der publizierten Substanzen liefern diese wichtige Erkennt-

nisse über die Ligandenbindung der PRMT4/CARM1 und übrigen PRMT-Familie. So

kann der in den Verbindungen strukturell enthaltene Molkülteil �Süd� beispielsweise als
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Grundlage für die Synthese von Hemmsto�en anderer PRMT-Enzyme dienen, da die-

ses Alaninamidfragment vermutlich nicht der selektivitätsbestimmende Faktor bei der

Hemmung der PRMT-Enzyme ist.
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4.3 SET7/9 /KMT7

Auf der Basis verö�entlichter Enzym-Substrat-Komplexe der Protein-Lysin-Methyltrans-

ferase SET7/9 /KMT7 sollte ein VS erste Substanzvorschläge für Inhibitoren liefern. An-

schlieÿend sollten die gefundenen Verbindungen in einer biologischen Testung auf ihre

Aktivität hin untersucht und charakterisiert werden.

4.3.1 Virtuelles Screening

Da verschiedene Protein-Substrat-Komplexe von SET7/9 /KMT7 als Strukturinforma-

tionen in der PDB vorlagen (Abschnitt 1.2.2), wurde LigandScout (Version 2.0) als

Software zur Erstellung eines Pharmakophors benutzt. Dazu wurden die Kristallstruk-

turen PDB 1o9s (SET7/9 /KMT7 und Histon H3), 1xqh (SET7/9 /KMT7 und p53) und

2f69 (SET7/9 /KMT7 und TAF10) als PDB-Strukturen von der Homepage der Protein-

Datenbank bezogen und für jede einzelne Struktur ein Pharmakophor in LigandScout

abgeleitet. Für die Erstellung wurden nur die kristallisierten Anteile der Substratproteine

verwendet, die eine Wechselwirkung mit der Enzymober�äche eingingen. Intramolekulare

Kontakte wurden bei der Pharmakophorerstellung vernachlässigt. Anschlieÿend wurden

diese Pharmakophormodelle überlagert und in einen sogenannten Merged Pharmako-

phore überführt (Abb. 4.27). Dabei werden Pharmakophormodelle anhand der Features

überlagert und sich überlappende Features interpoliert. Das �nale Modell enthielt kein

Feature, welches die Gegebenheiten des schmalen hydrophoben Lysinbindungskanals wi-

derspiegelte. Daher wurde die Pharmakophorhypothese in MOE durch ein hydrophobes

Feature auf der Basis molekularer Interaktionsfelder ergänzt. Als Datensatz für die Suche

nach potentiellen SET7/9 /KMT7-Inhibitoren wurde die ChemBridge-Datenbank (Di-

versitätsdatensatz, ∼ 50 000 Verbindungen) benutzt. Die in MOE durchgeführte Phar-

makophorsuche erfolgte unter folgenden Bedingungen. Von den elf vorgesehenen Features

sollten mindestens fünf und in jedem Fall die drei des Substratbindungskanals mit dem

jeweils gefundenen Hit übereinstimmen. 189 Verbindungen passierten den Pharmakophor

und wurden anschlieÿend mittels GOLD (Version 4.1) in die Substratbindungstasche von

SET7/9 /KMT7 gedockt (PDB 1o9s). Für das Docking wurden folgende Einstellungen

verwendet. Die De�nition der Bindungsregion erfolgte durch die Angabe des Cα/Thr266

als Zentrum mit einem Radius von 14 Å. Als Nebenbedingung (Constraint) wurde die

von den Lysinsubstraten her bekannte Interaktion mit Tyr306 festgelegt. Das Kosubstra-

tanalogon SAH wurde während des Dockings in der Kosubstratbindungstasche belassen

und als Teil des Proteins betrachtet. Lösungen mit einem GOLD-Score unter 50 wur-
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Abb. 4.27: Erstellung eines Merged Pharmakophores in LigandScout (Version 2.0) aus drei ver-
schiedenen Enzym-Substrat-Komplexen von SET7/9 /KMT7, die obere Abbildung
zeigt beispielhaft die Substratbindungstasche des Komplexes aus SET7/9 /KMT7
und Histon H3 (PDB 1o9s, Stabrepräsentation, Kohlensto� (Histon H3 (grau),
SET7/9 /KMT7 (silber), SAH (grün)), Sauersto� (rot), Sticksto� (blau), intramo-
lekular wechselwirkende Molekülteile des Histonproteins werden nicht gezeigt, im
unteren Teil der Abbildung ist die Überlagerung der abgeleiteten Features (Wasser-
sto�brückendonator (Pfeil, grün), -akzeptor (Pfeil, rot), hydrophob (Kugel, gelb),
kationisch (sternförmig, violett)) inklusive des in MOE ergänzten hydrophoben Fea-

tures dargestellt.
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5853324 (89) 5994679 (90) 6505870 (91) 6909231 (92)

7124267 (93) 7242398 (94) 7651381 (95) 7735415 (96)

Abb. 4.28: Strukturen der durch targetbasiertes VS an SET7/9 /KMT7 identi�zierten Verbin-
dungen

den nicht mit in die Auswertungen einbezogen. Die übrigen Parameter wurden in den

Standardeinstellungen belassen. Im Anschluss an das Docking erfolgte eine visuelle Aus-

wertung der Dockingergebnisse anhand molekularer Interaktionsfelder in MOE. Daraus

konnten 24 strukturell diverse Verbindungen als potentielle Liganden für die biologi-

schen Testung vorgeschlagen werden. Acht der ausgewählten Verbindungen (Abb. 4.28,

Tab. 4.7) zeigten im Vortest (DELFIA R©-Assay, durchgeführt von Dr. Elisabeth-Maria

Bissinger im Arbeitskreis Prof. M. Jung (Freiburg/Breisgau)) eine schwache Hemmak-

tivität gegenüber SET7/9 /KMT7 in vitro. Bei einer Reihe von Verbindungen konn-

te eine schwache Aktivität durch verschiedene In-vitro-Testsysteme bestätigt werden

(Tab. 4.7). Anschlieÿend wurde auf Basis der aktivsten Verbindung (7651381 (95)) ei-
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Verbindung Trypsinassay Transcreener GOLD-Score
5853324 (89) 11 %@ 364µM - 78,16
5994679 (90) 16, 3 %@ 364µM 51, 6 %@ 400µM 95,32
6505870 (91) - 3, 3 %@ 400µM 76,74
6909231 (92) - 4, 1 %@ 400µM 81,46
7124267 (93) 44, 8 %@ 364µM 4, 8 %@ 400µM 69,67
7242398 (94) k.H. @ 909µM k.H. @ 400µM 75,60
7651381 (95) 57 %@ 625µM 52, 8 %@ 400µM 76,58

29 %@ 300µM
14 %@ 100µM

7735415 (96) - 41, 3 %@ 400µM 84,54

Tab. 4.7: Hemmwerte der durch targetbasiertes VS identi�zierten Verbindungen (Abb. 4.28),
*k.H. (keine Hemmung), - (bislang nicht untersucht), Hemmwerte mit freundlicher
Genehmigung von Prof. M. Jung und Tobias Wagner (Albert-Ludwigs-Universität
Freiburg/Breisgau).

ne Ähnlichkeitssuche mittels MACCS-Keys (90% Ähnlichkeit, Tanimoto-Superset) in

MOE unter Verwendung des gesamten ChemBridge-Datensatzes durchgeführt. Die ins-

gesamt 645 Hits wurden anschlieÿend unter den oben beschriebenen Bedingungen in die

Substratbindungstasche von SET7/9 /KMT7 gedockt. 68 Verbindungen zeigten dabei

eine am höchsten bewertete Dockinglösung über 50 (GOLD-Score). Nach visueller In-

spektion der Dockingergebnisse dieser 68 Verbindungen unter Verwendung molekularer

Interaktionsfelder wurden neun Verbindungen für die biologische Testung ausgewählt.

Vier der selektierten Substanzen zeigten eine geringe Hemmaktivität gegenüber dem En-

zym (Tab. 4.8). Vier Verbindungen aus beiden VS-Ansätzen sollten genauer bezüglich

ihrer Hemmaktivität gegenüber SET7/9 /KMT7 charakterisiert werden (7651381 (95),

5214550 (97), 9033137 (99), 9153082 (100)). Daher erfolgte in der Arbeitsgruppe Che-

mical Genomics unter der Leitung von Prof. Minoru Yoshida (Japan) eine Messung der

zellulären Aktivität (unpublizierte Daten). Leider konnte die Hemmaktivität für keine

Verbindung Transcreener GOLD-Score
5214550 (97) 18, 8 %@ 400µM 72,28
6054367 (98) 79, 3 %@ 400µM 88,24

IC50 330, 2µM
9033137 (99) 5, 1 %@ 400µM 75,41
9153082 (100) 20, 4 %@ 400µM 68,39

Tab. 4.8: Hemmwerte der durch Ähnlichkeitssuche identi�zierten Verbindungen (Abb. 4.29),
Hemmwerte mit freundlicher Genehmigung von Prof. M. Jung/Tobias Wagner
(Albert-Ludwigs-Universität Freiburg/Breisgau).
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5214550 (97) 6054367 (98) 9033137 (99) 9153082 (100)

Abb. 4.29: Strukturen der durch Ähnlichkeitssuche identi�zierten Hemmsto�e von
SET7/9KMT7.

der untersuchten Verbindungen bestätigt werden. Untersucht wurden die Beein�ussung

der SET7/9 /KMT7-Methyltransferaseaktivität, der E�ekt auf das Wachstum humaner

MCF7-Brustkrebszellen sowie auf die Expression des ERα in MCF7-Zellen. Leider zeigte

keiner der vier Verbindungen einen E�ekt in den drei untersuchten Systemen.

4.3.2 Diskussion

Prinzipiell stellt das Vorhandensein dreier hochaufgelöster Röntgenkristallstrukturen des

aktiven Targetenzyms eine sehr gute Ausgangssituation für ein VS dar. Aus diesem

Grund wurden die drei zu Beginn der Untersuchung verö�entlichten Protein-Substrat-

Komplexe der Lysinmethyltransferase SET7/9 /KMT7 zur Erstellung eines Pharmako-

phors verwendet. Dieser stellte dann den Ausgangspunkt für ein VS des ChemBridge-

Diversitätsdatensatzes dar. Da die identi�zierten Verbindungen in der durchgeführten

biologischen Testung jedoch nur schwache Hemmaktivitäten aufwiesen (Tab. 4.7), er-

folgte eine Ähnlichkeitssuche anhand der aktivsten Verbindung. Dies führte jedoch nach

den Daten der Aktivitätsmessung ebenfalls zu eher schwach aktiven Verbindungen (Tab.

4.8). Leider konnte eine Messung der zellulären Aktivität ausgewählter Verbindungen die

Ergebnisse des Vortests nicht bestätigen.

Erst kürzlich verö�entlichten Walker et al. die Kristallstruktur des Komplexes einer

aktiven (pH = 8) humanen SET7/9 /KMT7 mit Inhibitor (PDB 4e47, Abb. 4.30, bis-
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Abb. 4.30: Abbildung der durch Walker et al. (2012) publizierten Kristallstruktur (PDB 4e47)
einer aktiven SET7/9 /KMT7 (Proteinrückgrat (silber), Seitenketten der Taschen-
aminosäuren (Stab-Repräsentation, Kohlensto� (grau), Sauersto� (rot), Sticksto�
(blau), Ligand (Kugel-Stab-Repräsentation, Kohlensto� (orange)), Kosubstrat SAM
(Stab-Rerpräsentation, grün)), Wassersto�brückenbindungen (schwarze unterbro-
chene Linien).

lang (August 2013) keine Literatur verfügbar). Eine Überlagerung von PDB 4e47 mit der

für die Dockingstudien verwendeten Struktur (PDB 1o9s) deutet auf eine ausgeprägte

Flexibilität der zwischen Val333 und Glu351 lokalisierten Loopregion hin (ebenfalls zu

beobachten bei einer Überlagerung der Ketten A und B in PDB 1o9s, nicht gezeigt). Wie

�exibel und anpassungsfähig die Proteinstruktur an dieser Stelle ist, zeigt ein Flip im

Proteinrückgrat bei den Aminosäuren Tyr335, Gly336 und Tyr337. Hierbei kommt es zu

einer Anpassung der Bindungstasche an den gebundenen Hemmsto� (Induced �t). Die

übrigen Elemente zeigen nur geringe strukturelle Abweichungen (RMSD (Rückgrat) =

0,93Å). Leider konnte die an der Ausbildung der Substratbindungstasche beteiligte �e-

xible Loopregion bei PDB 4e47 nicht vollständig aufgelöst werden. Bindungstaschen, die

unter der Beteiligung sehr beweglicher und strukturell nicht festgelegter Proteinabschnit-

te (z.B. Loops) ausgebiltet werden, sind problematisch, da verschiedene VS-Methoden

(z.B. Docking, Pharmakophorsuche) von einem rigiden Proteinrückgrat ausgehen. Im

Fall von SET7/9 /KMT7 wäre die MD-Simulation interessant, um beispielsweise den
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Ein�uss der Loopregion auf die Taschenarchitektur abschätzen und dessen Bewegungen

mittels Clusteranalyse untersuchen zu können. Schlieÿlich könnten die wahrscheinlichs-

ten Taschenkonformationen mit in den Dockingstudien berücksichtigt werden.

Bezüglich der identi�zierten Verbindungen ist eine weitere Charakterisierung mittels

biochemischer Methoden zwingend notwendig, bevor diese Konzepte durch Molecular-

Modeling-Verfahren weiter verfolgt werden können. Der neuartige Inhibitor bei Walker

et al. (2012) (PDB 4e47) bindet unter anderem in einer zum Lysinbindungskanal benach-

barten Tasche, wo er mit den Seitenketten von His252 und Asp256 interagiert und damit

ein in PDB 1o9s, 1xqh und 2f69 an dieser Stelle angesiedeltes Wassermolekül mit der

Aminfunktion des Tetrahydroisochinolins ersetzt (Abb. 4.30). Interessant ist, dass der

Hemmsto� nicht tiefer im Substratlysinkanal und ohne die durch das Substratlysin vor-

gegebene Wassersto�brückeninteraktion mit Tyr245 und Tyr305 bindet. Die Verbindung

besetzt lediglich den Kanaleingang mit einem amidisch verknüpften Pyrrolidin.

Ein weiterer Ansatzpunkt ergibt sich bei dem eingangs präsentierten Pharmakophor-

modell. Hierbei dienten drei Protein-Substratpeptid-Komplexe als Ausgangspunkt. Sub-

stratpeptidmoleküle liefern bei der Pharmakophorerstellung in der Regel zahlreiche Fea-

tures. Niedermolekulare Liganden können auf Grund ihrer Gröÿe nicht jede dieser Wech-

selwirkungen ausbilden. Daher scheint eine kritische Analyse der Wechselwirkungsbrenn-

punkte (hot spots) unter den gefundenen Features mittels GRID sinnvoll.
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4.4 Studien zur Berechnung der freien

Bindungsenergie am Beispiel von Inhibitoren von

G9a/KMT1C

4.4.1 Dockingstudien

Als rein methodischer Ansatz wurde die Berechnung der freien Bindungsenergie unter

Verwendung eines von Liu et al. (2009)106 publizierten Datensatzes von Inhibitoren der

Lysinmethyltransferase G9a/KMT1C verfolgt (Abschnitt 1.2.2, Abb. A.7 im Anhang,

Tab. 4.9). Zunächst wurden anhand der vierzehn publizierten Substanzen Dockingstudi-

en an G9a/KMT1C durchgeführt. Als Targetstruktur kam dabei die im Zusammenhang

mit der Verö�entlichung stehende Kristallstruktur, ein Komplex aus der aktivsten Ver-

bindung UNC0224 (16, Abb. S. 22) und G9a/KMT1C, zum Einsatz (PDB 3k5k, Auf-

lösung 1,7Å). Als Bindungsregion wurden die kartesischen Koordinaten des Chinazolin-

sticksto�atoms in 1-Position des kokristallisierten Liganden als Zentrum und ein Radius

von 8Å de�niert. GOLD (Version 4.1) war zunächst nicht in der Lage, alle Verbindun-

Thioglo-Assay Alpha-Screen
Verbindung IC50

106 pIC50 IC50
106 pIC50 GOLD-Score

UNC0224 (16) 0,015 7,82 (0,289) (6,54) 59,67
BIX-01294 (15) 0,11 6,96 0,29 5,54 41,52

2b (101) 0,33 6,48 0,23 6,64 54,57
2c (102) < 30% @ 1µM >10 52,53
2d (103) < 30% @ 1µM >10 54,25
2e (104) < 30% @ 1µM >10 55,54
2f (105) < 30% @ 1µM 5,1 5,29 50,20
2g (106) < 30% @ 1µM 5,8 5,24 48,67
2h (107) 0,68 6,17 0,2 6,7 46,38
2i (108) 0,55 6,26 0,51 6,29 37,37
2j (109) 1,60 5,8 0,81 6,09 39,46
2k (110) 0,91 6,04 6,5 5,19 37,43
2l (111) 1,1 5,96 0,9 6,05 33,97
2m (112) < 30% @ 1µM 9,1 5,04 33,20

Tab. 4.9: IC50-Werte [µM], pIC50 und GOLD-Scores der durch Liu et al. (2009)106 publizierten
Inhibitoren (Abb. A.7 im Anhang) für G9a/KMT1C, IC50- und pIC50-Wert der Ver-
bindung UNC0224 im Alpha-Screen wurden eingeklammert und nicht in die folgenden
Betrachtungen mit einbezogen, da laut Liu et al. (2009)106 hierbei wahrscheinlich das
IC50-Limit der Methode erreicht wurde und somit der wahre IC50Wert niedriger liegt.
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gen in gleicher Weise in der Bindungstasche von G9a/KMT1C zu platzieren. Als Maÿ

für die korrekte Ausrichtung wurden dabei die Lokalisation des Chinazolingrundgerüstes

sowie die Wassersto�brückeninteraktion zwischen dem in 4-Position der Verbindungen

lokalisierten Amin und Asp1083 verwendet. Ausgehend davon, dass das gemeinsame

Grundgerüst aller beschriebenen Verbindungen in der selben Weise mit G9a/KMT1C

interagiert, wurden die Lokalisation des Grundgerüstes (Sca�old match constraint) so-

wie die Wassersto�brücke zu Asp1083 als Nebenbedingungen für das Docking (Cons-

traints) de�niert. Als Scoringfunktion wurde der GOLD-Score verwendet. Unter diesen

Bedingungen erfolgte eine konforme Platzierung der Lösungen in der Bindungstasche

(RMSDChinazolin < 1Å, Abb. 4.31). Wie bereits in Abschnitt 4.1.2 war auch bei die-

ser Untersuchung keine Korrelation zwischen den Bewertungen des Dockingprogramms

(Scores) und den gemessenen pIC50-Werten zu beobachten. Die jeweils am höchsten

bewerteten Dockinglösungen wurden als Startkonformationen für die MD verwendet.

Abb. 4.31: Mittels GOLD (Version 4.1) erstellte Dockinglösungen der durch Liu et al. (2009)
publizierten und im Text erwähnten Verbindungen, die gedockten Komplexe wa-
ren der Ausgangspunkt für die durchgeführten MD-Simulationen bzw. MM-PBSA-
Berechnungen, zur besseren Ansicht der Platzierung der Chinazolingrundgerüste
wurde eine Darstellung aromatischer Systeme ohne Doppelbindungen gewählt.
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4.4.2 MD-Simulationen und MM-PBSA-Berechnungen

Die Berechnungen wurden unter Verwendung der AMBER-Software (Version 9) durch-

geführt. Die Parametrisierung der Ligandenatome erfolgte durch das General AMBER

force�eld (GAFF ), die der übrigen Atome durch das �03 -Kraftfeld. Die gedockten Kom-

plexe der Verbindungen in G9a/KMT1C wurden zunächst mittels des XLeAP-Moduls

mit einer oktahedralen Box mit expliziten TIP3P-Wassermolekülen umschlossen und

der entsprechenden Menge an Gegenionen (Chlorid) neutralisiert. Nach der Energiemi-

nimierung (500 Schritte Steepest Descent gefolgt von 2500 Schritten Conjugate Gradient)

und Equilibrierung des Systems erfolgte eine MD-Simulation unter der Berücksichtigung

periodischer Randbedingungen über eine Zeit von mindestens 5ns bis hin zur Konver-

genz des RMSD-Zeit-Verlaufs (Abb. 4.32). Zur Auswertung der erhaltenen Trajektorie

und zur Berechnung der Energiebeiträge zur freien Bindungsenergie (Tab. 4.10) wur-

den 100 Schnappschüsse der letzten Nanosekunde erstellt. Die Modelle wurden mittels

der Leave-one-out-Methode (LOOCV) kreuzvalidiert (q2LOOCV (Thioglo-Assay)= 0, 35,

q2LOOCV (Alpha-Screen)= 0, 63), um die interne Vorhersagekraft des Modells zu ana-

lysieren. Inaktive Verbindungen, für die kein konkreter Hemmwert publiziert werden

konnte (2e (104), 2f (105), 2g (106)), wurden ebenfalls in die Betrachtung mit einbe-

zogen. Anhand der errechneten freien Bindungsenergien (Tab. 4.10) und der durch Liu

Abb. 4.32: RMSD-Diagramm der MD-Simulation von Verbindung 2b (73, rot) und
G9a/KMT1C (schwarz).

92



4 Ergebnisse

Verbindung ∆EEle ∆EvdW ∆ESol ∆Htot T∆Stot ∆Gcalc

UNC0224 (16) -895,55 -46,38 889,22 -51,03 -26,56 -24,47
BIX-01294 (15) -294,08 -54,25 304,59 -43,74 -21,25 -22,49

2b (101) -612,87 -43,77 613,35 -43,29 -20,28 -23,01
2f (105) -257,59 -28,62 262,09 -24,13 -22,24 -1,89
2g (106) -264,32 -33,76 272,78 -25,30 -23,42 -1,88
2h (107) -586,71 -40,64 583,40 -43,95 -24,46 -19,49
2i (108) -296,68 -45,18 296,19 -45,67 -19,33 -26,34
2j (109) -316,26 -43,52 324,83 -34,95 -24,27 -10,68
2k (110) -282,07 -37,39 290,33 -29,14 -18,12 -11,02
2l (111) -278,95 -41,50 286,80 -33,65 -19,46 -14,19
2m (112) -299,34 -34,95 304,82 -29,46 -21,39 -8,07

Tab. 4.10: Mittels MM-PBSA-Methode berechnete Energiebeiträge (∆E in [kcal mol−1]) und
Entropiebeiträge (T∆S, T = 300K) der Verbindungen mit konkretem IC50-Wert
im Thioglo-Assay106 bzw. im Alpha-Screen106.

et al. (2009)106 publizierten Hemmdaten (Tab. 4.9) resultierte für jedes Assaysystem ein

Modell (Thioglo-Assay (Abb. 4.33 A, n = 8, r2 = 0, 73, q2LOOCV = 0, 35, RMSE =

2, 85 kcal mol−1), Alpha-Screen (Abb. 4.33 B, n = 10, r2 = 0, 77, q2LOOCV = 0, 63,

RMSE = 3, 54 kcal mol−1)). Während für Verbindung 2e (104) keine Konvergenz im

RMSD-Zeit-Verlauf beobachtet werden konnte, resultierten aus der Berechnung der frei-

en Bindungsenergie der Verbindungen 2f (105) und 2g (106)) ungünstige freie Bindungs-

energien. Die MM-PBSA-Methode stellt auch heute noch ein zeit- und rechenaufwendiges

Verfahren zur Abschätzung freier Bindungsenergien dar. Daher wurde untersucht, wie

genau sich die ∆G-Werte des Datensatzes durch eine einfachere und schnellere Rech-

nung vorhersagen lassen. Dazu wurde die durch Kuhn et al. (2004)93 beschriebene und

später durch Rastelli et al. (2010)137 aufgegri�ene Single-Structure-MM-PBSA-Methode

verwendet. Hierbei handelt es sich um ein statisches Verfahren, bei dem lediglich eine

Berechnung des enthalpischen Beitrages zur freien Bindungsenergie erfolgt. Die Betrach-

tung basiert dabei auf dem energieminimierten Protein-Ligand-Komplex. Dazu wurden

die oben verwendeten, gedockten und mittels des XLeAP-Moduls vorbereiteten Kom-

plexe einer Energieminimierung (500 Schritte Steepest Descent gefolgt von 500 Schritten

Conjugate Gradient) unterzogen und anschlieÿend eine MM-PBSA-Berechnung durch-

geführt. Bei der Betrachtung der Hemmdaten des Thioglo-Assays konnte auch hier

ein linearer Zusammenhang zwischen den durch das vereinfachte Verfahren gewonne-

nen Bindungsenergien (Tab. 4.11) und den publizierten Hemmdaten gefunden werden

(r2(Thioglo−Assay) = 0, 88). Im Gegensatz dazu konnten die im Alpha-Screen gewonnenen
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A

B

Abb. 4.33: Korrelationen zwischen experimentell bestimmten pIC50 (exp)- und mittels MM-
PBSA-Methode berechneten ∆G(calc)-Werten der durch Liu et al. (2009)106 pu-
blizierten Verbindungen, A) Regression basierend auf den im Thioglo-Assay gewon-
nenen Hemmdaten, B) Regression basierend auf den im Alpha-Screen gewonnenen
Hemmdaten.
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Verbindung ∆EEle ∆EvdW ∆ESol ∆Htot

UNC0224 (16) -970.62 -57.06 955.77 -71.91
BIX-01294 (15) -638,69 -46,69 634,86 -50,52

2b (73) -661,06 -48,88 661,93 -48,02
2c (74) -678,79 -44,29 672,31 -50,77
2d (75) -340,87 -45,05 347,40 -38,52
2e (76) -344,94 -44,52 351,36 -38,10
2f (77) -348,65 -42,83 352,93 -38,55
2g (78) -347,97 -44,04 352,70 -39,31
2h (79) -659,24 -43,65 656,03 -46,86
2i (80) -323,98 -45,32 334,24 -35,06
2j (81) -326,71 -47,95 338,39 -36,28
2k (82) -330,66 -46,17 335,90 -40,93
2l (83) -328,79 -46,18 339,34 -35,63
2m (84) -323,38 -39,15 324,90 -37,64

Tab. 4.11: Mittels Single-Structure-MM-PBSA-Methode berechnete Energiebeiträge der durch
Liu et al. (2009)106 publizierten Verbindungen.

Daten nur ungenügend mit den berechneten Daten in einen linearen Zusammenhang

gebracht werden (r2(Alpha−Screen) = 0, 21).

Schlieÿlich wurden auch die erhaltenen GOLD-Scores (Tab. 4.9) mit den publizier-

ten Hemmdaten korreliert und auf einen linearen Zusammenhang hin untersucht. Hier-

bei zeigte sich lediglich eine Korrelation zwischen den GOLD-Scores und den mittels

des Thioglo-Assays gewonnenen Hemmdaten (r2 = 0, 56). Kein linearer Zusammenhang

konnte dagegen zwischen den GOLD-Scores und den mittels Alpha-Screen gewonnenen

Daten (r2 = 0, 06) festgestellt werden.

4.4.3 Diskussion

In diesem methodisch orientierten Ansatz konnte gezeigt werden, dass die MM-PBSA-

Methode zur Berechnung freier Bindungsenergien am Beispiel der durch Liu et al.

(2009)106 publizierten G9a/KMT1C-Hemmsto�e mit 2,4-Diamino-7-Aminoalkoxychin-

azolingrundkörper anwendbar ist. Obgleich die Methode nicht in der Lage war, die

absoluten freien Bindungsenergien zu reproduzieren, so konnten die Hemmdaten bei-

der Assaysysteme jedoch mit den berechneten Werten in einen linearen Zusammenhang

gebracht werden. Daraus resultierte im Fall der Alpha-Screen-Daten ein statistisch si-

gni�kantes Modell (q2LOOCV = 0, 63). Die Vorhersage der schwachen Aktivität der Ver-

bindungen 2f (105) und 2g (106) konnte ebenfalls erfolgreich durchgeführt werden. Eine
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4 Ergebnisse

Berechnung der freien Bindungsenergie war im Fall der Verbindung 2e (104) nicht mög-

lich, da keine Konvergenz bezüglich des RMSD-Zeit-Verlaufs beobachtet werden konnte.

Ein solches Verhalten deutet nach Alonso et al. (2006)3 ebenfalls auf eine nur schwa-

che oder fehlende Hemmaktivität des gedockten Liganden hin, da nur niederenergetische

Protein-Ligand-Komplexe eine für eine Hemmwirkung ausreichend feste Assoziation aus-

bilden können. Der Grund für die Inaktivität der Verbindung 2e (104) kann durch das

Vorhandensein des Cyclohexylsubstituenten erklärt werden. Während die aktiveren Ver-

bindungen (Tab. 4.9, Abb. A.7 im Anhang) über einen zur Ausbildung einer Wasser-

sto�brückenbindung zu Asp1078 fähigen Substituenten verfügen, fehlt diese Eigenschaft

bei 2e (104). Auch 2f (105) und 2g (106) weisen vermutlich dadurch eine schwächere

Hemmaktivität als die übrigen Verbindungen auf.

Die hohe chemische Ähnlichkeit der Verbindungen, deren am Chinazolingrundge-

rüst des kokristallisierten Hemmsto�es ausgerichtete Platzierung in der G9a/KMT1C-

Bindungstasche (Docking mit Sca�old Match Constraint, Abb. 4.31) sowie die Rigidität

der G9a/KMT1C-Histonpeptidbindungstasche legten den Vergleich mit einer weniger

aufwendigen Methode nahe. Ausgehend von einem einzelnen relaxierten Protein-Ligand-

Komplex pro Verbindung und nachfolgender Anwendung der MM-PBSA-Energiefunk-

tion konnte gezeigt werden, dass eine vergleichbare oder bessere Aktivitätsvorhersage

auf Basis berechneter enthalpischer Beiträge möglich ist (r2(Thioglo−Assay) = 0, 88). Dies

konnte auch durch Kuhn et al. (2004)93 beobachtet werden. Im vorliegenden Fall war das

Verfahren jedoch nicht in der Lage, eine schwache Aktivität bzw. Inaktivität (Verbin-

dungen 2c-g (102-106) und 2m (112), r2(Alpha−Screen) = 0, 21) vorherzusagen. Schlieÿlich

war auch die Ableitung von Hemmaktivitäten aus GOLD-Scores nicht möglich.

Die vorliegenden Ergebnisse geben einen Einblick in das Bindungsverhalten der be-

schriebenen G9a/KMT1C-Inhibitoren. Für eine Vorhersage der Aktivität neu sytheti-

sierter Verbindungen scheint die MM-PBSA-Methode ein mögliches Verfahren zu sein.

Eine abschlieÿende Bewertung der Anwendbarkeit dieses Verfahrens sollte jedoch erst

nach der Betrachtung eines gröÿeren Trainingsdatensatzes (mindestens 20-30 Verbin-

dungen) und Testdatensatzes erfolgen.
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5 Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurden verschiedene Kristallstrukturen von PRMT- und HKMT-

Enzymen publiziert. Dabei ist der Stand der Daten jedoch recht unterschiedlich. Die

vorliegende Arbeit liefert einen Beitrag zum Verständnis der strukturellen Anforderung-

en, die an potentielle Hemmsto�e bzw. Modulatoren gestellt werden. Im ersten Teil lag

der Fokus auf der Suche nach neuartigen arzneisto�ähnlichen Inhibitoren der humanen

PRMT1. Dazu wurde auf Basis der publizierten aktiven Verbindungen Allantodapson

(11) und Stilbamidin (12) ein VS des ChemBridge- und des NCI-Datensatzes durch-

geführt. Neben der Au�ndung neuartiger Verbindungen mit inhibitorischer Aktivität

konnte gezeigt werden, dass das benutzte Homologiemodell in der Lage ist, in einem

VS aktive Verbindungen innerhalb eines Satzes von Decoys anzureichern. Zur Verbesse-

rung des strukturellen Verständnisses wurde durch zwei verschiedene PPD-Ansätze ein

Enzym-Substrat-Komplex der humanen PRMT1 erzeugt. Weiterhin wurden Dockingstu-

dien zu publizierten potenten Hemmsto�en von PRMT4 durchgeführt. Die gesammelten

Informationen bilden somit eine Basis für das weitere Inhibitordesign für die humane

PRMT1. So könnte die Alaninamidfunktion der durch Purandare et al. (2008)133 pu-

blizierten PRMT4/CARM1-Hemmsto�e beispielsweise ein Ausgangspunkt für weitere

hPRMT1-Hemmsto�e sein. Verschiedene strukturelle Ein�ussfaktoren, die beim Design

selektiver Hemmsto�e relevant sein könnten, wurden ebenfalls diskutiert.

Im letzten Teil der Arbeit lag der Fokus auf Vertretern der HKMT-Familie. Dabei wur-

den zunächst in einem targetbasierten VS-Ansatz verschiedene schwach aktive Hemm-

sto�e zur SET7/9 /KMT7 identi�ziert. Auf Basis dieser Ergebnisse wurden anschlieÿend

jedoch wiederum nur schwach aktive Verbindungen identi�ziert. Deren weitere biologi-

sche Charakterisierung stellt den nächsten Schritt in der Entwicklung dar. Schlieÿlich

wurde die Anwendbarkeit der MM-PBSA-Methode auf einen durch Liu et al. (2009)

publizierten Datensatz von G9a/KMT1C-Inhibitoren getestet. Dabei konnte für ein ver-

wendetes Assaysystem (Alpha-Screen) ein statistisch signi�kantes Modell entwickelt wer-

den. In dieser Vorbetrachtung erwies sich die MM-PBSA-Methode als mögliche Option

für ein rationales HKMT-Hemmsto�design.
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Anhang

Hard- und Software

Die beschriebenen Berechnungen wurden auf einem Pentium IV (2,2 GHz) basierten Li-

nuxcluster (20 CPUs) durchgeführt. Die beschriebenen PLD-Ansätze wurden unter Ver-

wendung der Programme Gold (Versionen 3.2 bis 4.1) und Autodock (Version 4.2) durch-

geführt. Die Programme HADDOCK und ZDOCK (jeweils als aktuelle Onlineversion)

ermöglichten die Durchführung der angeführten PPD-Experimente. MD-Simulationen

wurden mittels AMBER (Version 9)20 durchgeführt. Für die Berechnung molekularer

Deskriptoren, das Screening molekularer Datenbanken, die Pharmakophorsuche und -

erstellung, die Vorbereitung der Verbindungen und Proteine für das Docking, sowie für

die Erstellung der Abbildungen wurde MOE (Version 2008.10)26 verwendet. Die Kor-

rektur von fehlerhaften Proteinkristallstrukturen und das Proteinmodeling erfolgte in

SYBYL (Version 7.3)161. LigandScout (Version 2.0)176,177 wurde für die automatische

Erstellung der Pharmakophormodelle verwendet. Pymol (Version 1.2r1)143 diente zur

Erstellung zahlreicher Abbildungen.
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Anhang

Tabellen

Verbindung Maccs Keys GpiDAPH3

6000016 (17) 0,28 0,33
7112201 (18) 0,47 0,32
7155176 (19) 0,45 0,30
7736382 (20) 0,54 0,36
6689772 (21) 0,48 0,27
7280948 (22) 0,54 0,27
7789734 (23) 0,57 0,37
5784982 (24) 0,43 0,29
5756663 (25) 0,25 0,27

Tab. A.1: Strukturelle Ähnlichkeit zwischen den identi�zierten hPRMT1-Hemmsto�en und
der Ausgangssubstanz Allantodapson, Tanimotokoef�zienten der neun ChemBridge-
Verbindungen wurden auf der Basis von MACCS-Keys und Graph-3-point-

pharmacophore-Fingerabdrücken berechnet, modi�ziert nach Heinke et al. (2009)62.

Replika Akzeptanzrate [%] Austauschrate
1 62,46 1,2492
2 62,48 1,2496
3 61,76 1,2352
4 62,24 1,2448
5 61,96 1,2392
6 62,46 1,2492
7 62,52 1,2504
8 62,48 1,2496

Tab. A.2: Akzeptanzrate und Rate erfolgreicher Austausche benachbarter Repliken.
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Anhang

Verbindung IC50 [µM] R R'

5a (71) 10,60 -CH2NH2 -NHCH3

5b (72) 29,80 -CH2NH2 -N(CH3)2
5c (73) 7,70 -CH2NH2 -NH-Ph

5d (74) 0,23 -CH2NH2 -NH-(3-SO2CH3)-Ph

5e (75) 1,42 -CH2NH2 -(4-Biphenyl)

6a (76) 16,90 -CH2CH2NH2 -(2-F)(4-(2-SO2CH3)-Ph)-Ph

6b (77) 0,16 -(S)CH(CH3)-NH2 -(2-F)(4-(2-SO2CH3)-Ph)-Ph

6c (78) 20,10 -(R)CH(CH3)-NH2 -(2-F)(4-(2-SO2CH3)-Ph)-Ph

6d (79) > 30 -C((CH3)2)NH2 -(2-F)(4-(2-SO2CH3)-Ph)-Ph

6e (80) > 30 -CH(CF3)NH2 -(2-F)(4-(2-SO2CH3)-Ph)-Ph

6f (81) > 30 -CH2NHCH3 -(2-F)(4-(2-SO2CH3)-Ph)-Ph

7a (82) 1,32 -(S)CH(CH3)-NH2 -NH-Ph

7b (9) 0,08 -(S)CH(CH3)-NH2 -NHCH2-Ph

7c (83) 3,40 -(S)CH(CH3)-NH2 -N(CH3)CH2-Ph

7d (84) 7,10 -(S)CH(CH3)-NH2 -NH-(S)CH-Ph

7e (85) 0,18 -(S)CH(CH3)-NH2 -NH-(R)CH-Ph

7f (86) 1,10 -(S)CH(CH3)-NH2 -NHCH2CH2-Ph

7g (87) 4,30 -(S)CH(CH3)-NH2 -NH-Cyclohexyl

Derivat 1 (88) 1,80 -CH2NH2 -(4-(2-SO2CH3)-Ph)-Ph

Tab. A.3: Strukturen (Substituenten in rationeller Formelschreibweise, Phenyl (Ph)) und IC50-
Werte (PRMT4/CARM1, [µM]) der durch eine Arbeitsgruppe von Bristol-Myers
Squibb133 publizierten potenten PRMT4/CARM1-Hemmsto�e mit Tri�uormethyl-
pyrazolgrundkörper, modi�ziert nach Purandare et al. (2008).
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Anhang

Abbildungen

Abb. A.1: Multiples Sequenzalignment der humanen PRMT1 mit den homologen Enzymen aus
Rattus norvegicus, Aspergillus nidulans sowie der strukturell eng verwandten PRMT3
aus Rattus norvegicus.
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Anhang

Abb. A.2: Hemmaktivität (pIC50) und GOLD-Score der jeweils am besten bewerteten Docking-
lösung der neun Chembridgeverbindungen zeigen keinen linearen Zusammenhang
(r2=0,01).

Abb. A.3: Anreicherungskurve des VS einer Auswahl von 500 NCI-Verbindungen (Decoys) und
den neun als aktiv identi�zierten ChemBridge-Verbindungen an hPRMT1, Anreiche-
rung nach GOLD-Score (blau) bzw. korrigiertem (GOLD-Score dividiert durch die
Quadratwurzel der Schweratomanzahl) GOLD-Score (rot), modi�ziert nach Heinke
et al. (2009)62.
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NSC118176 (26) NSC25141 (27)

NSC97845 (28) NSC134754 (29)

NSC143099 (30)

Abb. A.4: Strukturen der fünf zufällig ausgewählten Decoys, modi�ziert nach Heinke et al.

(2009)62.
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Abb. A.5: Wahrscheinlichkeitsverteilung der totalen Potentiellen Energie erstellt nach Emp-
fehlung von Sugita et al. (1999)156, erhalten durch REMD-Simulation des H4-
Substratpeptidfragments, Verteilungen der einzelnen Replilkas (1-8) entsprechen da-
bei den Temperaturen: TReplika1 = 296, 0 K; TReplika2 = 311, 2 K; TReplika3 =
327, 1 K; TReplika4 = 343, 9 K; TReplika5 = 361, 5 K; TReplika6 = 380, 1 K;
TReplika7 = 399, 6 K; TReplika8 = 420, 0 K.
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Abb. A.6: Ramachandrankarten (Verteilung der Rückgratdihedralwinkel), erhalten durch
REMD-Simulation des H4-Substratpeptidfragments.
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Anhang

2b (101) 2c (102) 2d (103)

2e (104) 2f (105) 2g (106)

2h (107) 2i (108) 2j (109)

2k (110) 2l (111) 2m (112)

Abb. A.7: Strukturen der im Text erwähnten und durch Liu et al. (2009)62 publizierten Ver-
bindungen.
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Abkürzungen

aDMA asymmetrisches Dimethylarginin

ADMET Absorbtion, Distribution, Metabolisierung, Exkretion, Toxizität

ADP Adenosintriphosphat

AIR Ambiguous Interaction Restraint

AML Akute Myeloische Leukämie

AMP Adenosinmonophosphat

AR Androgenrezeptor

bp Base Paire (Basenpaare)

CARM1 Coactivator Associated Methyltransferase 1

CpG Cystein-Guanin-Dinukleotid

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DMA Dimethylarginin

DNA Deoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsäure)

DNMT DNA-Methyltransferase

dSu(var)3-9 Su(var)3-9 aus Drosophila melanogaster

EHMT1 Euchromatin-assoziierte Histon Methyltransferase 1 (GLP)

ER Estrogenrezeptor

ERα Estrogenrezeptorsubtyp α

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid

FADH2 Flavin-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form)

FBXO11 F box-only Protein 11

GA Genetischer Algorithmuns

GLP G9a-related protein

H Histon

H3R4 Arginin 3 in Histon H4

H3R4-Me2 dimethyliertes Arginin 3 im Histon H4

HDB histonbindende Domänen
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HDAC Histondesacetylasen

HIV-1 Human immunode�ciency virus Typ 1

HKMT Histon-Lysin-Metyhltransferase

HRMT Histon-Arginin-Methyltransferase

HTS High-throughput Screening

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

Jak2 Janus-Tyrosinkinase 2

JBP1 Janus-Tyrosinkinase-bindendes Protein 1

JHDM Jumonji-C Histondemethylasen

KDM Histon-Lysin-Methyltransferasen

KMT Protein-Lysin-Methyltransferasen

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein1

mG9a G9a aus der Maus

MLL Mixed Lineage Leukemia

MT Methyltransferase

NO Sticksto�monoxid

NOS Sticksto�monoxidsynthase

PDB RCSB protein data bank

PRMT Protein-Arginin-Methyltransferase

SAM S-Adenosylmethionin

SAM68 Src-associated in Mitosis, 68 kDa

SAH S-Adenosyl-Homocystein

sDMA symmetrisches Dimethylarginin

SRC Sarkom

SUMO Small Ubiquitin Related Modi�er

SUV Suppressor of Variegation

TPSA Topological Surface Area

VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule 1
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Anhang

Einheiten

Å Ångstrøm (1Å = 10−10m)

Da Dalton (1 Da = 1
12

der Masse des 12C-Kohlensto�s)

K Kelvin (0 K = −273, 15 ◦C)

kJ Kilojoule (1 kJ = 0, 239 kcal)

m Meter

nm Nanometer (1 nm = 10−9m)

ns Nanosekunde (1 ns = 10−9 s)

ps Picosekunde (1 ps = 10−12 s)

Aminosäuren

Aminosäure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode

Alanin Ala A

Arginin Arg R

Asparagin Asn N

Asparaginsäure/Aspartat Asp D

Cystein Cys C

Glutamin Gln Q

Glutaminsäure/Glutamat Glu E

Glycin Gly G

Histidin His H

Isoleucin Ile I

Leucin Leu L

Lysin Lys K

Methionin Met M

Phenylalanin Phe F

Prolin Pro P

Serin Ser S

Threonin Thr T

Tryptophan Trp W

Tyrosin Tyr Y

Valin Val V
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