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Einleitung

Der genetische Code liefert den Bauplan fiir den menschlichen Organismus, doch be-
stimmt die DNA nicht allein die Ausprigung und die Vielfalt eines Phinotyps. Wih-
rend die Methylierung sogenannter CpG-Inseln (Cytosin-Guanin-Dinukleotid-reiche Re-
gionen) in den Promotorregionen von Genen diese stillzulegen vermag, beeinflussen ver-
schiedene posttranslationale Modifikationen an Histonproteinen die Chromatinstruktur
und so die Zuganglichkeit der jeweiligen Genabschnitte fiir die Transkriptionsmaschine-
rie. Diese, unter Epigenetik (von griech. epi: auf, dariiber, hinzu) zusammengefassten
Mechanismen bilden eine zuséitzliche Kontroll- und Informationsebene, das Epigenom.
Mittels des im Gegensatz zum statischen Genom eher dynamischen Epigenoms ist der
Koérper in der Lage elegant auf dufere Einfliisse 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.!l:40,131,132

Histonproteine unterliegen nach der Transkription zahlreichen kovalenten Modifika-
tionen. Die posttranslationale Methylierung von Histonproteinen wird durch Histon-
Lysin- ((H)KMT) bzw. Protein-Arginin-Methyltransferasen ((H)RMT, PRMT) kata-
lysiert. PRMT1 konnte kiirzlich durch So et al.3' als wichtige Komponente des MLL
(Mized Lineage Leukemia)-Onkogenkomplexes identifiziert werden, womit sich bei be-
stimmten Leuk&dmieformen eine Moglichkeit der therapeutischen Intervention mittels nie-
dermolekularer Inhibitoren ergibt. Aufserdem konnte fiir Vertreter der Protein-Arginin-
Methyltransferasen eine Beteiligung an der viralen Replikation und der Entstehung kar-
diovaskuldrer Erkrankungen nachgewiesen werden. Fiir andere epigenetische Modulato-
ren, wie Histondesacetylasen (HDAC) und DNA-Methyltransferasen (DNMT), bei de-
nen die Verbindung zur Krebspathogenese gut untersucht ist, sind bereits verschiedene
Hemmstoffe erfolgreich in die Therapie integriert worden. Ankniipfend an diesen Erfolg
und mit dem aufkommenden Wissen iiber die Beteiligung der Methyltransferasen an

verschiedenen Krankheitsgeschehen, stellen diese Enzyme vielversprechende Targets fiir



die Arzneistoffentwicklung dar.3® Um die Bedeutung der Histonmethyltransferasen bei
verschiedenen biochemischen Abldufen besser verstehen zu kdnnen, werden spezifische
Inhibitoren benétigt. Die vorliegende Dissertation soll daher einen Beitrag zur Entwick-
lung biochemischer Werkzeuge bzw. epigenetischer Therapeutika leisten, die speziell die
Histonmethylierung und deren ,, Downstream®“-Vorgédnge beeinflussen.

Hierbei wurden folgende Methoden des Molecular Modelings verwendet, um verschie-
dene Fragestellungen zu bearbeiten. Die Erstellung dreidimensionaler Homologiemodelle
unaufgeloster Biomolekiile erlaubte zunachst einen Einblick in die Funktionsweise, die
Struktur und die Flexibilitdt des jeweiligen Targetenzyms. Anschliefend wurde mit-
tels Pharmakophor- bzw. Ahnlichkeitssuche in Datenbanken kommerziell verfiigbarer
Verbindungen gezielt nach Vorschligen fiir potentielle Modulatoren gesucht und eine
Vorauswahl getroffen, um den Testungsaufwand zu verringern. Die gefundenen Verbin-
dungen wurden im Folgenden durch eine biologische Testung verifiziert. Dies erfolgte
in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Jung/Albert-Ludwigs-
Universitiat 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 aufserdem gezielt Vorschlige zur
Derivatisierung und Optimierung der gefundenen Verbindungen entwickelt. Molekiildy-
namiksimulationen und Kraftfeldmethoden wurden benutzt, um die Stabilitdt und das

Verhalten der erzeugten Komplexe zu untersuchen.
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1.1 Die epigenetische Regulation

Um das knapp 2m lange DNA-Molekiil effektiv in den Zellkern eines eukaryotischen
Organismus zu packen, ist ein komplexes und trotzdem hoch geordnetes dynamisches
System noétig, 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 befindet sich Linker-DNA.!% Damit ergibt sich
unter dem Elektronenmikroskop eine Struktur, die im weitesten Sinn einer Perlenschnur

dhnelt. Histone sind kleine basische Proteine mit einer globuldren Doméne und einem

Abb. 1.1: Nukleosom mit der DNA in grau und den Histonproteinen H2A (gelb), H2B (blau),
H3 (griin) und H4 (rot). Die Aminotermini ragen aus dem Nukleosom unstrukturiert
heraus (modifiziert aus PDB 1kx5).
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flexiblen Aminoterminus (Histonschwanz, ,histone tail®), welcher aus den Nukleosomen
hervorragt (Abb. 1.1) und verschiedenen kovalenten posttranslationalen Modifikationen
unterliegt. Dazu gehoren die Phosphorylierung von Serinresten, die Acetylierung, Acylie-
rung bzw. Methylierung von Lysinresten, die Methylierung von Argininresten sowie kom-
plexere Modifikationen, wie die Ubiquitinylierung, die SUMOylierung (Small ubiquitin
related modifier) und die Poly-(ADP)-Ribosylierung.” Zusitzliche Komplexitit erlangt
dieses System dadurch, dass Arginin- bzw. Lysinseitenketten verschiedenen Formen der
Methylierung unterliegen kénnen. So kénnen 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 Modifika-
tionen mit Hilfe bestimmter Enzyme reversibel ist.!*® Im Gegensatz zu Modifikationen,
wie Acetylierung oder Phosphorylierung fiithrt die Methylierung nicht zu einer Anderung
des Ladungszustandes, sie verdndert jedoch die Basizitéit, die Hydrophobie und die Af-
finitdt der Seitenketten gegeniiber anionischen Molekiilen wie beispielsweise der DNA.
Das Anheften vergleichsweise grofer Molekiile, wie Ubiquitin (76 Aminoséuren) oder das
knapp 100 Aminoséduren lange Ubiquitin-dhnliche Molekiil SUMO, fiihrt vermutlich zu
einer sterischen Beeinflussung der Histon-DNA-Wechselwirkung.”!

Chromatin kann in zwei Zustédnden 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 Modifikationen an Histonproteinen ist der Organis-
mus in der Lage, zwischen diesen beiden Chromatinformen ,jumzuschalten und damit
den Transkriptionsstatus des jeweiligen Genabschnittes zu steuern. Dies geschieht durch
die Anderung des Ladungszustandes oder die sterische Beeinflussung der Nukleosom-
partikel, auferdem dienen bestimmte Modifikationen allein oder in Kombination als
Erkennungsmuster regulatorischer Proteinkomplexe.”! Vielfach beeinflussen sich Histon-
modifikationen gegenseitig, so ist eine Methylierung von H3K9 (Lysin9 in Histon3) nicht
moglich, wenn gleichzeitig H3S10 phosphoryliert vorliegt. Damit ergeben sich spezifische
Muster, die wiederum bestimmte ,Downstream‘-Ereignisse auslosen - der sogenannte
,Histoncode 7 154,164

Zusatzlich 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. 200bp DNA, die per Definition mindestens 50 % Cystein-
und Guaninnukleotide enthalten. CpG-Insel-Shores sind ca. 2000 bp davon entfernt und
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weisen eine geringere CpG-Dichte auf. Wahrend die Methylierung beider Abschnitte
mit einem Ruhen der Transkription des nachgeschalteten Gens assoziiert ist, spielt ei-
ne Methylierung innerhalb der Genabschnitte fiir die korrekte Transkription eine ent-
scheidende Rolle und steht haufig in Verbindung mit transkriptioneller Aktivitdt. Die
DNA-Methylierung wird durch die Familie der DN A-Methyltransferasen (DNMT) SAM-
abhéngig (S-Adenosylmethionin) katalysiert.

Somit steuert das Zusammenspiel von Histonmodifikationen und DNA-Methylierung
die transkriptionelle Aktivitdt eines bestimmten Genabschnitts. Der jeweilige Phano-
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. Thre Aktivitit ist
fiir die Genregulation von grofer Bedeutung. Aufterdem konnte diesen Proteinen eine pa-
thogenetische Rolle u.a. bei Krebs, entziindlichen und neurodegenerativen Erkrankungen

nachgewiesen werden,!!>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. Wahrend das Kosubstrat in
PRMT-Taschen eine gestreckte Konformation aufweist, zeigt es in KMT-Bindungstaschen
eine eher U-formige, um so die zu iibertragende Methylgruppe optimal in die schmale
Substratlysinbindungstasche zu prisentieren. Eine Ausnahme bildet dahingehend die hu-
mane Non-SET-Lysinmethyltransferase DOT1L/ hKMT4. Deren Kristallstruktur (PDB
Inw3) bzw. die des bakteriellen Homologs Dotlp/ ScKMT4 (PDB 1u2z) weist eine den
PRMT &hnliche Kosubstratkonformation auf. Diese wird durch die Salzbriicke zur Car-
boxylgruppe des Kosubstrats und durch die Wasserstoftbriicken der Ribosehydroxylgrup-
pen bewerkstelligt.3%33

Es wird diskutiert, dass samtliche Protein-Methyltransferasen (PMT) den Methyl-
transfer iiber eine dhnliche bimolekulare nukleophile Substitution (Sx2) bewerkstelligen,

wobei das freie Elektronenpaar des Stickstoffes nukleophil an der positiv geladenen Me-
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thylsulfoniumstruktur des SAM-Molekiils angreift. Der Angriff erfolgt in einem Winkel
von ca. 180° zur Abgangsgruppe, woraufhin sich zunéchst ein fiinffach koordinierter
Ubergangszustand ausbildet, aus dem spiter ein methylierter Stickstoff und SAH her-
vorgehen.?3

2007 wurde durch Allis et al.? eine neue Nomenklatur fiir chromatinmodifizierende
Enzyme vorgeschlagen. An den Stellen im Text, wo solche Enzyme genannt werden,

wird neben der alten auch, falls gebrauchlich, 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 Stickstoffato-
me kénnen dabei methyliert werden. In Sdugetieren existieren mindestens zehn PRMT-

Enzyme. Thre Einteilung in Subtypen erfolgt anhand ihrer Katalyseprodukte. Wahrend

CH,
NN
YT e,
I‘|~IH
PRMT (CH)
273
. Typl |
H,N:.....- NH, CH, H?*NHR
+ SAH - poc
NH H N ...NH
| SAM w- N N-Dimethylarginin (aDMA})
HOTNAR sam sai (§H2, SAM T
ROC HC—NHR SAH  HNu . NH
Arginin R'O(.|“, |\|]H
PRMT
Typ 1T (CH,);
HC—NHR
R'OC

w- NN "-Dimethylarginin (SDMA)

Abb. 1.2: Katalyseprodukte der PRMT-Enzyme und Typeneinteilung

Enzyme vom Typ I w-N%-Methylarginin (MMA) und asymmetrisches w-N% N%-Dime-
thylarginin (aDMA) bilden, katalysieren Enzyme vom Typ II die Entstehung von w-N¢-
Methylarginin (MMA) und symmetrischem w-N% N’¢-Dimethylarginin (sDMA) (Abb.
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1.2). In der Hefe wurde eine weitere Form der Argininmethylierung entdeckt. Dabei er-
folgt die Ubertragung einer Methylgruppe auf den §-Stickstoff der Guanidinfunktion.®”

Einzelne Veroffentlichungen® benutzen in diesem Zusammenhang die IUPAC-Nomen-
klatur fiir L-Arginin, also N7-Monomethylarginin fiir MMA, N N"'-Monomethylargi-
nin fiir aDMA bzw. N7, N">-Monomethylarginin fiir SDMA.

Abb. 1.3: Allgemeiner Aufbau eines PRMT-Dimers am Beispiel eines hPRMT1-Homologie-
modells, Dimerisierungsarm (blau), 8-Fassdoméne (gelb), Methyltransferasedoméne
(rot), Kosubstrat SAM (Stickreprisentation), C (cyan), N (blau), O (rot), S (gelb).

Zu den Enzymen vom Typ I gehéren PRMT1, PRMT2,°" PRMT3, PRMT4/CARM1
(Coactivator Associated Arginine Methyltransferase 1), PRMT6 und PRMTS. 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 Aminosduren lange, hochkonservierte Methyltransferasedoméne, eine charakteris-

tische (-Fassdoméne, sowie einen, fiir die katalytische Aktivitdt ebenfalls wichtigen,
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Dimerisierungsarm (Abb. 1.3). Fiir die Katalyse werden pro Monomer zwei Bindungs-
taschen ausgebildet, die durch einen schmalen Kanal miteinander verbunden sind. Die
Substratbindungsregion befindet sich an der Grenze der Methyltransferasedoméne zur (-
Fassdomine. Sie ist durch zwei charakteristische Glutamate gekennzeichnet (bei hAPRMT1
Glul52 und Glul61), welche die Guanidinfunktion des Substrats binden, fiir die Katalyse

Substrat-Arg

N Glut61
Aspsg\/h-o

His301 N 2
ol w NH,
/\)‘QO A =N

oot G
Glu152 T T
MH,
+ SAM
HO OH

Substrat-MMA

Glu161
)\'-\.sp’EnE’fH/L
NH"

+

\ NH )\+

o."

/\); <’fA

Glu152 e

His301

W SAH

HO OH

Abb. 1.4: Hypothetischer PRMT-Katalysemechanismus beschrieben durch Zhang et al.
(2000).18

positionieren und vermutlich auch deren Ladung fiir den nukleophilen Angriff polarisie-
ren (Abb. 1.4). Mutationsstudien an Ratten-PRMT1 zeigten, dass beide Glutamate fiir
die katalytische Aktivitit essentiell sind.'* 185 In eine weitere Tasche bindet das Kosub-
strat SAM. Um die fiir PRMT typische gestreckte Konformation des Molekiils zu be-
werkstelligen, interagiert eine jeweils hochkonservierte basische Aminoséure (Arg54 bei
hPRMT1) mit der Carboxylfunktion bzw. eine saure Aminosédure (Glu 108 bei hPRMT1)
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mit den Hydroxylgruppen der Ribose!*® 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 fiihren 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 fiinf PAD-Homologe
(PAD1-4, 6) im Menschen bekannt. Erst kiirzlich konnte JMJD6 durch Chang et al. als
Histon-Arginin-Demethylase identifiziert werden. Das Enzym gehort 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
a-Ketoglutarat eine Methylgruppe von H4R3(me), als Formaldehyd abspaltet.?® 149

Die verfiigbaren Kristallstrukturen verschiedener Vertreter der Klasse, wie PRMT1
und dessen Hefehomologes RMT1/Hmtl 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 Fahig-
keit der PRMT-Enzyme zur Dimer- oder Multimerbildung eine Voraussetzung fiir die
katalytische Aktivitit bzw. die SAM-Bindung ist.?

Methylierte Histonarginine werden, wie andere posttranslationale Modifikationen auch,
von bestimmten histonbindenden Doménen (HBD) adaptiver Effektorproteine und Tran-
skriptionsfaktoren erkannt und gebunden. Dadurch sind PRMT beispielsweise in der

Lage als Koaktivatoren oder Korepressoren der Transkription zu fungieren.? 169

Vertreter und therapeutisches Potential

PRMT1 werden mindestens 85 % der PRMT-Aktivitdt in der Zelle zugeschrieben. Es
ist damit der Hauptvertreter der Typ [-Enzyme in Sdugetieren und konnte sowohl im
Kern, als auch im Zytoplasma nachgewiesen werden. Neben H4R3 besitzt es eine Reihe
von Nichthistonsubstraten in beiden Kompartimenten.'*%® Dazu zdhlen u.a. SAM68
(src-associated in mitosis), ein Adaptorprotein fiir 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 fiir PRMT1 beschrieben worden. Eine
H4R3-Dimethylierung verstirkt die p300-vermittelte H4-Acetylierung an Lys5 und 12.
PRMT1 ist fiir das Uberleben eines Organismus nicht notwendig, jedoch essentiell fiir

die Differenzierung withrend der Embryogenese.!?
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Speziell fiir Ratten-PRMT1 konnte gezeigt werden, dass die Proteinoberfliche ver-
schiedene Bindungskanile aufweist. Dies deutet darauf hin, dass die unterschiedlichen
Substratproteine das aktive Zentrum vermutlich aus verschiedenen Richtungen errei-
chen.'® 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 Beeinflussung epigenetischer Modifikationen in unmittelbarer Ndhe
herriihrt.'! 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 Moglichkeit einer therapeutischen Intervention bei hormonabhdngigen Tumoren,
wie dem Mamma- oder Prostatakarzinom, die als typisches Merkmal eine Fehlregulation
in den Signalwegen der nukledren Rezeptoren aufweisen.®® PRMT1 konnte als essentiel-
ler Bestandteil des MLL-Onkogen-Transkriptionskomplexes (Mized Lineage Leukemia)
identifiziert werden, welcher in der Lage ist im Mausmodell eine Form der Akuten Mye-
lotischen Leukdmie (AML) hervorzurufen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein
spezifisches Ausschalten von PRMT1 die MLL vermittelte Transformation zu blockieren
vermag.3!

Eine Uberexpression von PRMT1 und PRMT3 konnte in Herzen von Patienten festge-
stellt werden, die an Koronarer Herzkrankheit leiden.?® Weiterhin zeigen Patienten mit
Hypercholesterindmie, Arteriosklerose und einer Stérung der Herzfunktion erhohte Plas-
maspiegel von freiem aDMA.'% aDMA wird hauptsichlich durch PRMT1 gebildet, kann
anschliefsend durch Proteolyse in die freie Form iiberfiithrt werden und so mit L-Arginin
um die Bindung an die Stickstoffoxidsynthase (NOS, nitric ozid synthase) konkurrieren,
was eine Hemmung deren Aktivitdt zufolge hat. Eine Hemmung der NOS bringt eine
Verminderung der NO-Konzentration mit sich und damit eine verringerte Vasodilatation.
PRMT1-Inhibitoren wiren somit vermutlich in der Lage den krankheitsbedingt erhohten
Spiegel an freiem aDMA indirekt zu senken und stellen so eine weitere Therapieoption
bei kardiovaskuliren Erkrankungen dar.'?

PRMT2 weist eine hohe Sequenzhomologie zu PRMT1 auf und konnte auf diesem We-
ge identifiziert werden. Das Protein weist als strukturelle Besonderheit eine SH3-Doméne
am N-Terminus auf. Es wurde in den meisten humanen Geweben nachgewiesen, wobei
das Herz, die Prostata, die Ovarien und das ZNS die hochsten Spiegel zeigten. Verschie-
dene Untersuchungen konnten zeigen, dass PRMT2 mit hormonellen Kernrezeptoren,
wie dem Estrogenrezeptor a (ERa) oder dem Androgenrezeptor (AR) interagiert und

dabei als Koaktivator fungiert.!!s
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PRMTS3 benutzt fiir die spezifische Substraterkennung eine N-terminal lokalisierte
Zinkfinger-Doméne. Das Enzym wird in humanen Geweben ubiquitir exprimiert. Es
konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion von PRMT3 mit dem fiir Lungenkarzinome
wichtigen Tumorsuppressorgen DAT-1/4.1B dessen enzymatische Aktivitit negativ zu
beeinflussen vermag, was vermutlich den Mechanismus der Suppression des Tumorwachs-
tums widerspiegelt.'*¢ Die Kristallstruktur des Methyltransferasekerns einer PRMT3 von
Rattus norvegicus (PDB 1£31) zeigt eine PRMT-typische Struktur analog zu Abb. 1.3.1%

CARM1 (Coacitvator associated arginine (R) methyltransferase 1) oder PRMT4 konn-
te iiber die Wechselwirkung mit GRIP1, einem Koaktivator von Steroidhormonrezepto-
ren aus der pl60-Familie, identifiziert werden. Die Mitglieder der p160-Familie unter-
stiitzen die durch Kernrezeptoren eingeleitete Transkription. Besonders interessant ist
hierbei der Einfluss 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 beeinflusst.!! Eine Uberexpression von CARM1/PRMT4 konnte in Brust3*- und
Prostatakrebsgewebe% nachgewiesen werden.

PRMT5 wurde zunéchst als Jak2-bindendes Protein 1 (JBP1), ein Bindungspartner
der Janus-Tyrosinkinase 2 (Jak2) identifiziert. 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 zéhlen neben
den Histonen H2A, H3 und H4 noch verschiedene Nichthistonsubstrate. Ein prominen-
tes Beispiel ist hier der pb3-Tumorsuppressor, dessen Aktivitdt und Spezifitdt gegeniiber
bestimmten Targetgenen u.a. durch eine Argininmethylierung beeinflusst wird. Die Ab-
nahme der PRMT5-Aktivitdt konnte als ein Ausloser der p53-vermittelten Apoptose
identifiziert werden.” 38 Weiterhin wurden erhéhte Konzentrationen an PRMT5 und
die damit einhergehende gesteigerte H3R8-Methylierung in Lymphomzelllinien nachge-

wiesen. 27

PRMT6 ist wie PRMT4 vorwiegend im Kern lokalisiert. Neben den Histonen H3 und
H4 gehort auch eine Reihe von Proteinen des HIV-1 (Human immunodeficiency wvirus
Typ 1) zu den Substraten des kleinsten Vertreters der PRMT-Familie. Die Methylie-
rung ausgewahlter HIV-1-Proteine durch PRMT6 konnte mit einer Downregulation der
Genexpression und einer eingeschriankten viralen Replikation in Verbindung gebracht
werden. 187!

PRMT7 konnte in beiden Zellkompartimenten nachgewiesen werden. Es weist wie

PRMT9 zwei mogliche SAM-Bindungsmotive auf und katalysiert im Abhéngigkeit vom
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gewihlten Substrat entweder die Bildung von MMA oder sDMA (Typ IT-Aktivitit).103:116
Es konnte gezeigt werden, dass die Downregulation von PRMT7 mit einem Anstieg der
Sensitivitit bestimmter Zellen gegeniiber Camptothecinderivaten einhergeht.¢”

PRMTS8 zeigt mit ca. 80 % eine hohe Sequenzidentitat 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 Ahnlichkeit zu
PRMT1 schlégt sich auch in gemeinsamen Substraten, wie z.B. hnRNPs, nieder. Aufser-
dem ist PRMTS in der Lage mit PRMT1 Heterodimere zu bilden.!?? Eine Abschitzung
des therapeutischen Potentials von PRMTS ist mit dem aktuellen Kennntnisstand noch
nicht moglich.

PRMTY wird auch unter dem Namen F-box only protein 11 (FBXO11) gefiihrt. Es
zeigt nur wenig Sequenzihnlichkeit zu den iibrigen Vertretern der PRMT-Familie. Struk-
turvorhersagen weisen auferdem auf eine, von PRMT1-8 verschiedene Faltung hin,
was bislang noch keine klare Aussage zum Aufbau der katalytischen Region zulésst.
PRMT9/FBXO11 konnte in verschiedenen humanen Geweben nachgewiesen und mit
der Depigmentierung bei chronischen Hauterkrankungen, sowie der chronischen Mittel-
ohrentziindung (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.

Fiir die humanen Formen der durch Homologie identifizierten Vertreter PRMT10 und

PRMT11 liegen bislang noch keinerlei Informationen zu Funktion oder katalytischer

ENzYyM ERKRANKUNG /FUNKTION
PRMT1 Essentieller Bestandteil des MLL-Onkogen-Transkriptionskom-
plexes?!

Koaktivator der durch Kernrezeptoren vermittelten Transkription
und Uberexpression in Brustkrebsgewebe? 5

Uberexpression in Koronargewebe von KHK-Patienten'!23
PRMT2 Koaktivator von ERa und ARM®
PRMT4/CARMI | Uberexpression in Brust- und Prostatakrebsgewebe?® %
PRMT5 Uberexpression in Lymphomzellen'?”
PRMT6 Uberexpression vermindert Aktivitit des viralen Tat-Proteins*® !
PRMT7 Downregulation geht mit erhéhter Empfindlichkeit von Tumor-

167

zellen gegeniiber Camptothecinderivaten einher

Tab. 1.1: Auswahl der im Text erwéhnten Vertreter der PRMT-Familie mit den jeweils assozi-
ierten Erkrankungen.
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Aktivitit vor.!™®
Einen Uberblick iiber die im Text geschilderten Zusammenhinge zwischen den Ver-

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

Bekannte PRMT-Hemmstoffe

In den letzten Jahren wurden verschiedene Kristallstrukturen von Vertretern der PRMT-
Familie aufgelost. Bei den Strukturen handelt es sich vorwiegend um Komplexe mit dem
Kofaktoranalogon SAH (1) und/oder Substratpeptidfragmenten. Erst kiirzlich konnte
durch Sack et al. ein PRMT-Enzym (PRTM4/CARMI) als Komplex mit verschiedenen
Inhibitoren kristallisiert werden (PDB 2ylx, 2ylw).'*0

MH, NH,
Mo N
HOOC = </ j)\JN é \ J
g M=y 3y
MH,
HO CH HO OH
S-Adenosylhomocystein (SAH, 1) Sinefungin 2) 5'-Methylthioadenosin (3)

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

Davor konnte lediglich auf o.g. Kristallstrukturinformationen zuriickgegriffen wer-
den, was eine Vielzahl klassischer medizinisch-chemischer Ansitze und Modelingstu-
dien ausloste. Das Ziel dabei war, die strukturellen Voraussetzungen fiir 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).'%® Diese hemmen nicht nur HMT, sondern auch andere SAM-
abhéingige Methyltransferasen, wie DNA- oder O-Methyltransferasen was einen thera-
peutischen Einsatz unmdoglich macht.

Ein erster Ansatz zur Auffindung spezifischer PRMT-Inhibitoren wurde 2004 durch
Cheng et al. beschrieben. Hierbei fiihrte 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 ICs5q von unter 10 uM gegeniiber Hmt1p und einen 1C5y von unter 20 uM gegeniiber
hPRMT1. Auch an anderen PRMT-Vertretern, wie PRMT3, 4 und 6 konnte eine Hem-
mung nachgewiesen werden. Die Verbindungen wurden gemif ihrer Eigenschaften als
Argnin-Methyltransferase-Inhibitoren (AMI) bezeichnet. AMI-1 (4) zeigte im Vergleich
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Ma l 0oH
J\ Br ‘ P O Br
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BEr Br
AMI-1 (4, 1C, (hPRMT1) = 8 M) AMIE, Eesin(B, I, (hPRMT1) = 1 )
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8, IC. (hPRMT1) =1 uh) ab (7, 1C (Rmtd) = 14 L) 8e(8)
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H + 0 -
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Abb. 1.6: Strukturen der im Text aufgefithrten PRMT-Inhibitoren, bei spezifischen PRMT-
Inhibitoren ist der dazu gehorige ICs0-Wert angegeben.

zu den iibrigen Verbindungen zwar nicht die hochste Hemmaktivitat, jedoch eine Selekti-
vitét fiir PRMT-Enzyme, da es die Histonmethylierung der vier untersuchten KMT kaum
beeinflusste. Aufserdem konnte fiir diese Verbindung eine Aktivitit in vivo nachgewie-
sen werden. Die schlechte Zellpermeation der geladenen Struktur limitiert jedoch deren
Einsatz in vivo.? Kinetische Untersuchungen an rekombinanter PRMT1 durch Feng et
al. zeigten, dass sich AMI-1 (4) nicht-kompetitiv gegeniiber dem Kosubstrat SAM ver-
hélt und in der Lage ist, die Bindung eines Substratpeptidfragments (H4 (Aminosiuren
1-20)) an PRMT1 zu blockieren.***5 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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Sulfonsduresubstituenten ebenfalls um eine negativ geladene Struktur handelt. AMI-1
(4) und -5 (5, Eosin), ein unselektiver HMT-Inhibitor, wurden schlieflich als Ausgangs-
punkt fiir das Design neuer Inhibitoren wie 6e (6) verwendet.''® '35 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). Wihrend 4b (7) eine Hemmaktivitét von I1Cs = 14 uM gegeniiber RmtA,
dem PRMT1-Homologen aus Aspergillus nidulans, aufwies, jedoch auch CARM1 und
SET7 hemmte, zeigte 8e (8) eine inhibitorische Privalenz gegeniiber CARM1 verglichen
mit PRMT1.1!!

Der erste targetbasierte Ansatz zur Auffindung von PRMT1-Hemmstoffen wurde durch
unsere Arbeitsgruppe beschrieben. Hierbei erfolgte zunidchst ein Virtuelles Screening
(VS) unter Verwendung eines Homolgiemodells des PRM1-Homologen aus Aspergillus
nidulans (RmtA) und des NCI-Diversitiatsdatensatzes (Version I, ca. 1990 Verbindun-
gen). Dabei wurde der nach pharmakokinetischen und physikochemischen Kriterien (Mo-
lekulargewicht 150 — 500 Da, TPSA < 150 A, logP< 7) vorfokussierte Datensatz (1630
Verbindungen) mittels GOLD (Version 2.2, Standardeinstellungen) in die Substratbin-
dungstasche des RmtA-Homologiemodells gedockt. Die erhaltenen Losungen wurden
mittels eines aus molekularen Interaktionsfeldern abgeleiteten Pharmakophors nachgefil-
tert. Nur bei Posen, die durch den verwendeten Pharmakophor als Hits erkannt wurden,
erfolgte anschliefsend 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 Ndhe von Glul35 (RmtA, Glul52 in hPRMT1) analog zum Substrat und
andererseits die Komplementaritit der gefundenen Konformation zur Bindungstasche
untersucht. 36 Verbindungen wurden auf diesem Weg ausgewéhlt, unter gleichen Bedin-
gungen in ein Homologiemodell der humanen PRMT1 gedockt und biologisch getestet.
Die Testung der Hemmaktivitit gegeniiber RmtA erfolgte in vitro mittels eines hetero-
genen Assaysystems. Dabei wurde die Abnahme der Methylierung eines immobilisierten
Oligopeptids (Histon H4, Aminosiuren 1-21) durch RmtA unter Verwendung eines pri-
méaren Anti-H4R3me2-Antikorpers und eines sekudéren europiummarkierten Antikor-
pers gemessen. Zur Quantifizierung der Methylierung wurde die Methode der zeitaufge-
16sten Fluoreszenz (TRF, Time-resolved fluorescence) verwendet. Sieben Verbindungen
wurden schlieklich fiir eine weitere Testung an kommerziell verfiigbarem rekombinan-
tem PRMT1-Enzym ausgewéhlt. Alle sieben Verbindungen zeigten einen 1C5o-Wert im
mikromolaren Bereich. Lediglich zwei der identifizierten 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).1%!

(B) Stilbamidin (12, IC5o(hPRMT1) = 56,9 ;M)

Abb. 1.7: Strukturen und Bindungsmodi (Dockinglésungen) der durch Spannhoff et al. identifi-
zierten hPRMT1-Hemmstoffe Allantodapson (Abb. A; cyan) und Stilbamidin (Abb.
B, orange), Kosubstratanalogon SAH (griin), katalytische Region von hPRMT1 an-
gedeuted.

Bonham et al. kombinierten strukturelle Elemente aus AMI-1 (4), -6 und -9 zu weniger
polaren und potenten Hemmstoffen von PRMT1. Verbindung 4 (10) war in der Lage die
PRMT-vermittelte Zytokinexpression in T-Helferzellen (Th) zu modifizieren. So konnte
die Produktion von Interferon-vy in Th1-Zellen und Interleukin-4 in Th2-Zellen gehemmt
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werden.!®

Ein durch eine Arbeitsgruppe von Bristol-Myers Squibb beschriebener HTS-Ansatz
mit anschliefender stufenweiser Optimierung ergab eine Reihe von PRMT4/CARMI-
aktiven Inhibitoren mit Trifluormethylpyrazolgrundkdrper. 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 Aktivitéit in zellbasierten
Assays. In den von Bristol-Myers Squibb veroffentlichten Ansétzen wurde keine Aussage
zur Zellaktivitat der prasentierten Hemmstoffe gemacht. Dennoch stellt die Entwicklung
dieser pyrazolbasierten Hemmstoffe einen bedeutenden Schritt der Erkenntnis auf dem
Gebiet der PRMT-Inhibitorbindung dar, da es sich bei den eingangs erwdhnten durch
Sack et al. aufgelosten Kristallstrukturen um eines der beschriebenen Pyrazolderivate
handelt.>% 133 Brst kiirzlich konnte fiir PRMT3 ein neuartiger Hemmstoff gefunden und
weiterentwickelt werden. Das beschriebene Harnstoffderivat zeigt einen allosterischen
Bindungsmechanismus (PDB 3smq) und verhélt sich damit nichtkompetitiv zu Substrat
und Kosubstrat.!08:115
In neueren Studien konnten peptidartige Verbindungen mit w-N-substituierten Argi-

ninen”® bzw. Chloroacetamidinen'® als PRMT-Inhibitoren identifiziert werden.

1.2.2 Histon-Lysin-Methyltransferasen (KMT)
Aufbau und Katalyse

KMT zeigen im Vergleich zu anderen histonmodifizierenden Enzymen wie beispielswei-
se Histonacetyltransferasen eine hohe Spezifitit.?! Eine Vielzahl dieser Enzyme scheint
selektiv ein Lysin innerhalb eines bestimmten Histons zu methylieren (Substratspezi-
fitéit)!3* bzw. sogar nur zu einem bestimmten Grad bezogen auf die Anzahl der iiber-
tragenen Methylgruppen (Produktspezifitiit).?0:182:184 Sie katalysieren die Ubertragung
von ein, zwei oder drei Methylgruppen von SAM auf e-Stickstoff der Lysinseitenket-
te. Mit Ausnahme des DOT1-like-Enzyms (DOT1L/KMT4) enthalten alle humanen
KMT eine ca. 130 Aminosiuren umfassende sogenannte SET-Doméne. Diese Bezeich-
nung wurde abgeleitet von drei Genen aus Drosophila melanogaster, bei denen man
diese Struktur zuerst fand: Suppressor of Variegation, Enhancer of Zeste, Trithoraz. Die
SET-Doméne 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-Doméne (alle iibrigen) eingeteilt, andererseits erfolgt eine Klassifizierung in Fami-
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Abb. 1.8: Aufbau eines KMT-Enzyms am Beispiel von SET7/9 /KMT7 (PDB 109s), N-
Terminus/Pre-SET (rot), SET-Doméne (gelb), C-Terminus/Post-SET (orange), Ko-

substrat SAM (Stickreprésentation, griin), H3-Substratfragment (Stickreprisentati-
on, C (cyan), N (blau), O (rot)).

lien (SUV, SET1, SET2, EZ, RIZ, andere) beziiglich der die SET-Doméne umgebenden
Sequenzmuster.

Substrat und Kosubstrat binden in unterschiedlichen Bindungstaschen, die auf ge-
geniiberliegenden Seiten der SET-Doméne lokalisiert und durch das aktive Zentrum
miteinander verbunden sind. Das Lysin bindet im einem schmalen hydrophoben Ka-
nal, welcher durch Aminosauren der SET- und der Post-SET-Doméne 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).13* Cheng et al. konnten durch das
Alignment verschiedener SET-Proteine vier hochkonservierte Motive (I-IV) identifizie-
ren. Es konnte gezeigt werden, dass die gefundenen Motive rdumlich nahe beieinander
angeordnet und jeweils essentiell fiir die katalytische Funktion der KMT sind.3°

Die SET-Doméine besteht aus mehreren [-Faltbldttern. Diese umgeben eine charakte-
ristische knotenartige Struktur, die unter Beteiligung der Motive III und IV das aktive
Zentrum zwischen Substrat- und Kosubstratbindungstasche ausbildet. Fiir die Positio-
nierung des Substratlysins spielen zwei hochkonservierte Tyrosine eine wesentliche Rolle.
In SET7/9 beispielsweise bindet Tyr245 aus Motiv II die e-Aminofunktion des Substrat-
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Abb. 1.9: Hypothetischer KMT-Katalysemechanismus am Beispiel von SET7/9 /KMT7, modi-
fiziet nach Smith et al. (2009) bzw. Zhang und Bruice (2008).14%-182

lysins, wohingegen Tyr335 aus Motiv IV an der Ausbildung des hydrophoben Lysinbin-
dungskanals beteiligt ist.30-134

Als katalytischer Mechanismus wird auch fiir KMT ein Sy2-Mechanismus diskutiert.
Diese Hypothese wird durch das in Kristallstrukturen beobachtete Wasserstoftbriicken-
netzwerk und die Substratbindungsgeometrie sowie eine von Hu und Zhang an SET7/9
durchgefiihrte ab initio-Studie gestiitzt.%6 Zum genauen Ablauf der katalytischen Re-
aktion existieren in der Literatur jedoch weiterhin verschiedene Theorien. Insbesondere
der Mechanismus der Deprotonierung der e-Aminofunktion des Substratlysins konnte
noch nicht abschliefend geklédrt werden. Erst kiirzlich konnten Zhang und Bruice durch
theoretische Untersuchungen an SET7/9 ihre Hypothese iiber die Existenz eines Wasser-
kanals fiir den Protontransfer vom protonierten Substrat in das Solvent erhérten. Diese
Hypothese stellt eine mogliche Erklirung fiir die Entstehung der ungeladenen und fiir
den nukleophilen Angriff bereiten e-Aminofunktion des Substratlysins dar.!8!182

Zhang und Bruice postulieren einen Dreischrittmechanismus fiir die katalytische Re-
aktion der KMT: (i) Bindung des geladenen Substratlysins und des Kosubstrats SAM
durch das Enzym, (i) Dissoziation eines Protons vom Substratlysin und (i) Ubertra-
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 identifiziert werden konnte war LSD1/KDM1 (Lysine specific
demethylase 1). LSD1 benutzt FAD als Kosubstrat und ein Wassermolekiil fiir die oxi-
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dative Demethylierung mono- und dimethylierter Lysinseitenketten. Als Reaktionspro-
dukte entstehen dabei FADH; und Formaldehyd. Die Demethylierung trimethylierter
Lysine wird durch einige Enzyme der JmjC-/JHDM-Familie (KDM2-7; Histondemethyl-
asen, die eine Jumonji-C-Doméne enthalten) katalysiert. Dabei erfolgt die Abspaltung
der Methylgruppe unter der Verwendung von Eisen, Sauerstoff und a-Ketoglutarat, wo-

bei Succinat, COy und Formaldehyd entstehen 88144

Vertreter und Therapeutisches Potential

Momentan sind mehr als 20 Vertreter humaner KMT bekannt.>*! Auf Grund dieser
Vielzahl beschrankt sich die Beschreibung der einzelnen KMT auf die fiir die vorliegende
Arbeit relevanten Vertreter Set7/9 /KMT7, GLP/KMT1D und G9a/KMT1C.

SET7/9 /JKMTT ist durch die spezifische H3K4-Methylierung in die epigenetische Kon-
trolle der Genexpression involviert. Wie auch bei den PRMT fiihrt eine solche posttrans-
lationale Modifikation zu einer Rekrutierung chromatinmodifizierender Faktoren und
histonmodifizierender Enzyme. Auferdem verhindert die H3K4-Methylierung eine nach-
folgende HDAC-vermittelte Transkriptionsrepression. Neben H3K4 (SET7/9-H3K4me-
Komplex unter PBD 109s) konnten fiir SET7/9 /KMT7 verschiedene Nichthistonsubstra-
te, wie der Tumorsuppressor pb3, der mit dem TATA-Box-bindenden Protein assoziierte
Faktor 10 oder ERc, identifiziert werden.'” SET7/9 /KMT7 konnte mit verschiedenen
Erkrankungen in Verbindung gebracht werden. So konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass das Enzym als Koaktivator NF-xB-abhéngiger proinflammatorischer Gene fungiert.
Diesen Genen konnte eine Beteiligung an der Pathogenese verschiedener, mit Entziin-
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 vorriibergehend gestei-
gerten Blutglukosespiegel und einer lang anhaltend gesteigerten H3K4-Methylierung in
der Promotorregion der NF-xB-Untereinheit p65 herstellen. Dies fordert 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 Hyperglykdmie
induzierten Arteriosklerose involviert sind.3’

Die euchromatinassoziierten homologen Enzyme G9a/KMT1C und GLP/KMT1D
(G9a-related protein, EHMT1) bewerkstelligen die H3K9-/K27-Methylierung und unter-
driicken damit die Aktivitdt der jeweiligen Zielgene. Auferdem konnte gezeigt werden,
dass sie die Aktvitdt des Tumorsuppressors pb3 durch eine spezifische Methylierung an

K373 negativ beeinflussen 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 Sdugetieren, da ein G9a-GLP-Knock-out an Mausembryonen zu

einer gesteigerten Letalitéit fiihrte.57

Bekannte KMT-Hemmstoffe

Neben den oben bereits erwihnten Kofaktoranaloga existieren weitere spezifischere KMT-
Hemmstoffe (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 Spezifitiat gegeniiber der Suv39-Familie der
lysinspezifischen Histonmethyltransferasen aufweist (IC50(dSu(var)3-9)=0,6 uM, ICsq
(mGY9a) = 2,5 uM). Diese Daten wurden durch die Beobachtung, dass andere KMT,
wie EZH2/ KMT6 oder SET7/9 /KMT7, nicht unter 90 uM gehemmt werden konn-
ten, bestétigt. Auch in vivo konnte unter der Behandlung mit Chaetocin eine Abnahme
von H3K9(me); nachgewiesen werden, was ebenfalls auf die aus den In-vitro-Daten her-

.57 Erst kiirzlich konnten Isham et al. fiir Chaetocin

aus vermutete Spezifitit hinweis
eine apoptoseeinleitende Aktivitdt an Myelomzellen aufzeigen, was das Mykotoxin zu
einem vielversprechenden Kandidaten fiir die Weiterentwicklung zum Krebstherapeuti-
kum macht.™

3-Desazaneplanocin A (14, DZNep) ist ein potenter Inhibitor der S-Adenosylhomo-
cysteinhydrolase. Auferdem 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, wihrend nor-
males Brustgewebe unbeeinflusst blieb. Eine Kombination aus DZNep und dem HDAC-
Hemmstoff Panobinostat erwies sich als effektiv fiir die Apoptoseeinleitung in AML-
Zellen (Akute Myeloische Leukéimie).46:159

Fiir die Suche nach Hemmstoffen von G9a/KMT1C verwendeten Kubicek et al. eine
Kombination aus theoretischen Methoden und HTS. Das neben weiteren Verbindungen
identifizierte Chinazolinderivat BIX-01294 zeigt eine G9a/KMT1C-Hemmaktivitét von
ICs0 = 2,7 uM, es wurde jedoch keinerlei Effekt an SUV39H1/KMT1A oder PRMT1
beobachtet.”? Der Bindungsmodus von BIX-01294 in die SET-Doméne konnte durch die
Auflésung der Kristallstruktur eines Komplexes aus Inhibitor, SAH und GLP/KMT1D
ermittelt werden (PDB 3fpd). Riickschliisse auf den G9a/KMT1C-Bindungsmodus wa-
ren hier moglich, weil BIX-01294 ebenfalls eine Hemmaktivitiat gegeniiber GLP/KMT1D
zeigte und die beiden Enzyme eine Sequenzidentitit von ca. 80 % beziiglich der jeweili-

gen SET-Doménen aufweisen. Die Kristallstruktur zeigte eine Bindung des Hemmstoffes
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Chaetocin (13, IC, (Sufvar)3-5 =03 phd], 3"Deazaneplanocin (14)
ICgp(58a) = 2,5 ph)
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Abb. 1.10: Strukturen der im Text aufgefithrten KMT-Inhibitoren, bei spezifischen KMT-
Inhibitoren ist der dazu gehorige 1C59-Wert angegeben.

in der Substratbindungsregion.?* Auf Basis der gewonnenen strukturellen Daten erfolg-
te eine Weiterentwicklung der aktiven Verbindung. Die Modifikation der BIX-01294-
Grundstruktur fiithrte zu einer Reihe von Derivaten und schlieflich zu UNC0224, einem
hochpotenten Hemmstoff von G9a/KMT1C mit einer Aktivitdt 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.!%107

Ein Syntheseansatz zur Entwicklung von SET7/9 /KMT7-Bisubstratinhibitoren wur-
de kiirzlich durch Mori et al. publiziert. Bei den beschriebenen Hemmstoffen handelt es
sich um N-substituierte Aza-SAM-Derivate. Das Schwefelatom des SAM wurde hierbei
durch einen tertidren Stickstoff ersetzt, welcher durch einen Ethylenlinker an die Amino-
funktion eines weiteren Amins gebunden ist.!'? Weitere Untersuchungen zur Selektivitéit

der synthetisierten Verbindungen stehen momentan noch aus.
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2 Zielsetzung

Das Ziel der Arbeit war die Auffindung spezifischer Hemmstoffe der Histonmethyltrans-
ferasen PRMT1 und SET7/9 /KMT7. Im ersten Teil lag der Fokus des Wirkstoffdesigns
auf der Suche nach Verbindungen, die die Substratbindungsregion von PRMT1 adres-
sieren. Bislang existiert keine Kristallstruktur einer aktiven und vollstindigen humanen
PRMT1. Daher sollte im ersten Teil der Arbeit mittels Homologiemodellierung, Protein-
Protein-Docking und Molekiildynamiksimulation eine detailliertes Enzym-Kosubstrat-
Substrat-Modell fiir hPRMT1 erstellt werden. Dieses sollte anschliefend zur Analyse
intermolekularer Wechselwirkungen herangezogen werden. Die daraus gewonnenen Er-
kenntnisse sollten in die Datenbanksuche und das Design neuartiger Inhibitoren ein-
fliefsen. Zusatzlich sollte durch Dockingstudien die in biologischen Testungen gefunde-
ne bzw. aus der Literatur bekannte Selektivitdt bestimmter Verbindungen gegeniiber
PRMT4 bzw. PRMT1 und 3 strukturell erklért werden.

Im zweiten Teil sollten die Untersuchungen auf ausgewihlte 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. Aufer-
dem sollten die vorhandenen Daten zu Hemmstoffen von G9a/KMT1C auf eine Anwend-
barkeit der MM-PBSA-Methode zur Berechnung freier Bindungsenergien hin untersucht

werden.
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3.1 Datenbanken

3.1.1 ChemBridge-Datensatz

Der ChemBridge-Datensatz ist eine Sammlung kommerziell verfiigbarer Verbindungen
der Firma ChemBridge (http://www.chembridge.com, ChemBridge Corporation, San
Diego/USA). Dabei handelt es sich um niedermolekulare arzneistoffartige Molekiile fiir
die Wirkstoffsuche. Die aktuelle Version (2011-04-20) enthélt 884105 Eintrége und ist von
ZINC™, einer Datenbank kommerziell verfiigharer Verbindungen verschiedener Anbieter

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

3.1.2 Datensatz des National Cancer Instituts (NCI)

Der Datensatz des National Cancer Instituts (NCI), verfiighar von http://dtp.nci.
nih.gov bzw. von ZINC™ umfasst in der aktuellen Version (11/2003) 316181 Eintriige.
Der Datensatz geht hervor aus dem Developmental Therapeutics Program (http://dtp.
cancer.gov) des NCI und enthélt sowohl synthetische als auch natiirliche Verbindungen

fiir die Arzneistoffsuche.

3.2 Homologiemodellierung

Fehlen Informationen zur rdumlichen Struktur von Proteinen, so bildet die Erstellung
homologiebasierter Modelle einen elementaren Bestandteil des strukturbasierten Wirk-
stoffdesigns. Trotz der stindig steigenden Anzahl verfiighbarer Proteinkristallstrukturen
birgt die experimentelle Erstellung dreidimensionaler Strukturinformationen je nach Mo-
lekiil einen hohen Aufwand an Zeit und Kosten in sich. Daher ist die computergestiitzte
Erstellung von Homologiemodellen ein rationaler und effektiver Ansatz. Die Genauig-
keit der konstruierten Modelle ist jedoch abhingig von der Qualitit der zur Verfiigung

stehenden Daten.
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Die Methode der Homologiemodellierung basiert auf der Annahme, dass homologe
Proteine mit #hnlicher Sequenz und Funktion ebenfalls eine hohe Ubereinstimmung
in der dreidimensionalen Struktur aufweisen. Zur Vorhersage der Struktur eines Pro-
teins, bei dem lediglich die Primérsequenz bekannt ist (Target), sind daher folgende
Schritte notwendig: (i) Identifizierung eines oder mehrerer homologer Proteine, de-
ren Struktur aufgeklirt ist (Templat(e)), (#) Sequenziiberlagerung (Alignment) zwi-
schen Templat(en) und Target anhand identischer bzw. chemisch &hnlicher Aminoséu-
ren mit Hauptaugenmerk auf strukturell konservierten Bereichen, (#7) Seitenketten-
modellierung, (iv) Optimierung der Struktur mittels Energieminimierung oder Mole-
kiildynamiksimulation (Refinement), (v) Analyse, Validierung und Evaluierung des Mo-
dells.?>»™ Es existieren verschiedene Anwendungen fiir die Erstellung von Homologiemo-
dellen. Prominente Softwarepakete sind hier beispielsweise SYBYL-COMPOSER (inzwi-
schen abgelost durch SYBYL-ORCHESTRAR)'®!, Modeller'*? oder WHAT TF!68. Da-
neben existieren vollautomatisierte Onlineanwendungen, wie SWISS-MODEL? (http:
//swissmodel .expasy.org/), ein Server fiir Homologiemodellierung.

Als Hauptfehlerquellen des Verfahrens gelten die Wahl des Templates, das Alignment
sowie das Refinement. Wahrend sich bei Templaten beispielsweise nicht aufgeloste Re-
gionen im Bereich der Bindungstasche oder die Kristallisation bei einem unphysiologi-
schen pH-Wert als nachteilig fiir die Modellierung erweisen, stellen beim Alignment die
Anordnung der Liicken (Gaps) und beim Refinement die Wahl eines geeigneten Kraftfel-
desb%:70:130 gowie die Energieminimierungein Problem dar. Untersuchungen zeigen, dass
die Genauigkeit eines Modells vom Ausmak der Sequenzidentitit abhingig ist.?%32%9 Im
Allgemeinen werden Modelle, die auf einer Sequenzidentitiat von > 50 % basieren, als ge-
nau genug fiir die Arzneistoffsuche angesehen. Fiir das strukturbasierte Wirkstoffdesign
an Homologiemodellen spielt jedoch vor allem die Sequenzidentitit der Ligandenbin-
dungsregion eine Rolle.”® Ligandgesteuerte Ansiitze nutzen zusitzlich die Information
bekannter Liganden fiir die Modellierung/Optimierung der Seitenketten der Liganden-
bindungsregion.?!

Homologiemodelle miissen stets hinsichtlich ihrer Qualitit tiberpriift werden, da diese
stark von der des verwendeten Templates abhingt.'” Nach Holtje et al. (2008)™ lassen
sich Homologiemodelle nach drei Hauptkriterien bewerten. Dazu gehoren die stereoche-
mische Richtigkeit, die Qualitit der Packung sowie ein verldssliches Faltungsmuster.
Die stereochemische Richtigkeit eines Modells beinhaltet dabei Kriterien wie Bindungs-
langen und -winkel, die Planaritdt von Amidbindungen und aromatischen Systemen,

die Chiralitit der Ca-Atome oder die Verteilung der Riickgrattorsionswinkel.**120 Die
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Qualitat der Packung beeinflusst die Stabilitiat eines Proteinmodells wesentlich. Dabei
spielen Merkmale wie der interatomare Abstand, die Anordnung von Sekundérstruktur-
elementen oder die Verteilung hydrophober und hydrophiler Aminoséuren eine Rolle. Fiir
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 Qualitit
des Modells werden auch verschiedene Parameter beziiglich der Packungsqualitit (z.B.
interatomare Abstéinde) bei der Analyse beriicksichtigt.!%

Das Vorliegen eines verlésslichen Faltungsmusters kann durch einen Vergleich des Mo-
dells mit hochaufgelosten Kristallstrukturen festgestellt werden. Dieser kann struktur-
und/oder energiebasiert erfolgen. Einen energiebasierten Ansatz stellt z.B. das Pro-
gramm ProSA-II (Protein Structure Analysis)'*” 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)

175

steht aukerdem eine Onlineversion dieser Anwendung zur Verfiigung." " Diese wurde in

der vorliegenden Arbeit zur Uberpriifung des Homologiemodells verwendet.

3.3 Virtuelles Screening

Beim Virtuellen Screening (VS) werden virtuelle Molekiildatenbanken nach einem vor-
definierten Muster durchsucht. Ziel dabei ist es, eine Vorauswahl von potentiellen Kandi-
daten fiir die biologische Testung an einer Targetstruktur zu treffen. 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
Ansiitze (SBVS, strukturbasiertes VS), wie das Docking und auf der anderen Seite li-
gandbasierte Methoden (LBVS, ligandbasiertes VS), welche vorrangig auf die Verfahren
der Ahnlichkeitssuche zuriickgreifen. %139

Zusétzlich konnen die zu durchsuchenden Molekiildatenbanken 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 five”. Die Fiinferregel sagt fiir Verbindungen, die mehr als zwei der folgen-
den Kriterien erfiillen, geringe Absorptions- bzw. Permeationseigenschaften nach oraler

Administration vorher: (i) ein Molekulargewicht iiber 500 Da, (i) ein Octanol-Wasser-
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Verteilungskoeffizienten (log P) iiber 5, (i) iiber 10 Wasserstoffbriickenakzeptoren und
(iv) mehr als 5 Wasserstoffbriickendonatoren.'%%1%% Mit einer solche Fokussierung kann
der chemische Suchraum und damit der Rechenaufwand effizient eingeschrinkt werden.

Neben der Kostenersparnis bringt das VS einen weiteren Vorteil mit sich. Das Durch-
suchen virtueller Datenbanken kommerziell verfiigharer Verbindungen ermdglicht eine
zeitnahe Testung eventueller Hits, ohne dass zunéchst aufwendige Synthesen durchge-

fithrt werden miissen.”085,86

3.4 Docking und Scoring

Docking und Scoring sind elementare Bestandteile des SBVS. Beim Docking werden
Protein-Ligand- bzw. Protein-Protein-Komplexe computergestiitzt erzeugt. Damit kann
die dreidimensionale Struktur eines Komplexes vorhergesagt und Datensétze kommerzi-
ell verfiigbarer Verbindungen auf eine mogliche 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-
definierte Bindungstasche des Proteins. Um das Speicher- bzw. Downloadvolumen zu
reduzieren, werden virtuelle Datensitze haufig in eindimensionaler Form, beispielswei-
se als SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry ﬁystem),174 zur Verfiigung ge-
stellt. Daher ist es notwendig, die zu dockenden Datenséitze vorzubereiten, d.h. in eine
niederenergetische dreidimensionale Form zu iiberfiihren, wobei mégliche Konformere
(z.B. bei Ringsystemen) und Stereoisomere sowie die Ionisierung unter physiologischen
Bedingungen beriicksichtigt werden miissen. Zu diesem Zweck stehen géngige Program-
me zur Erzeugung niederenergetischer Konformationen, wie OMEGA'?¢ oder CORI-
NAM! und Datenbankwerkzeuge, wie MOE/DBV (Molecular Operating Environment,
Qataﬁasegiewer)% zur Verfiigung.

Fiir das Protein-Ligand-Docking wurden zahlreiche Dockingprogramme entwickelt. Ei-
ne ausfiihrliche Ubersicht zu diesem Thema ist in Héltje et al. (2008) und Kitchen et al.
(2004) enthalten.”8* Die zugrunde liegenden Algorithmen lassen sich in verschiedene
Gruppen einteilen: (i) populationsbasierte Algorithmen, wie beispielsweise genetische
Algorithmen (GA), bei denen an einer Population zufillig erzeugter Konformationen

des Protein-Ligand-Komplexes (Chromosomen) evolutiondre Operationen wie Mutation

27



3 Material und Methoden

oder Crossover durchgefithrt werden und eine Art Selektionsdruck hin zur optimalen
Losung, bewertet durch eine Fitnessfunktion, auferlegt wird (implementiert in Program-
men, wie GOLD™ ™ oder AutoDock'?") oder auf einem Partikel-Schwarm-Optimierer
(PSO)® basierende Algorithmen, wobei mogliche Konformationen eines Liganden als In-
dividuen (Partikel) eines Schwarms initialisiert und anschliefend durch die gewihlte Be-
wertungsfunktion beziiglich ihrer Position optimiert werden (implementiert in Program-
men, wie psoQAUTODOCK'?* oder ParaDockS''*), (i7) Algorithmen, die den zuvor
fragmentierten Liganden in der Proteinbindungstasche rekonstruieren (implementiert in
Programmen wie DOCK,” 22 LUDI'® oder FlexX'%%), (i) simuliertes Tempern (Simu-
lated annealing, SA),% wobei das System wiihrend einer Molekiildynamiksimulation aller
definierter Zeitschritte heruntergekiihlt und so in einem lokalen Minimum gefangen wird.
Dieses Verfahren wird haufig in Kombination mit einer Monte-Carlo-Suche (MCSA) fiir
das Durchsuchen des Konformationsraumes verwendet (implementiert in Programmen
wie GLIDE®). (4v) Oberflichenkompatibilitit (Shape fitting), wobei im Voraus berech-
nete Ligandkonformationen auf ihre elektrostatische und sterische Komplementaritit
zur Proteinbindungstasche hin untersucht werden (implementiert in Programmen wie
FRED'), (v) Ausschlusssuche (Tabu search, TS), wobei ein sukzessives Absuchen des
Konformationsraumes erfolgt, indem die erzeugten Losungen in einer Tabuliste abgelegt
und die nachfolgende Suche nur in andere Richtungen erlaubt wird (implementiert in
Programmen, wie PRO_LEADS?®). Die meisten Programme nutzen einen semiflexiblen
Ansatz, d.h. dass der Ligand flexibel in eine rigide Bindungstasche eingepasst wird.
Manche Programme bieten zusitzlich die Mdoglichkeit, bestimmte Seitenketten auf Basis
einer Rotamerbibliothek wihrend des Dockings als flexibel zu betrachten. Da eine Sei-
tenkettenbewegung jedoch hiufig mit einer C,-Riickgratbewegung verbunden ist, wird
die Anwendbarkeit dieses Ansatzes weiterhin diskutiert.?3

Hauptfehlerquellen des Dockingansatzes sind einerseits die energetische Bewertung
der erzeugten Losungen und andererseits die Flexibilitdt der Bindungstasche oder die

Behandlung konservierter Wassermolekiile als Bindungspartner.

3.4.2 Protein-Protein-Docking (PPD)

Protein-Protein-Wechselwirkungen bilden hiufig die Grundlage fiir das Verstédndnis bio-
chemischer Abldufe oder das Erkennen von Voraussetzungen fiir die Bindung nieder-
molekularer Liganden an ein Target.?® ¥ In den letzten Jahren wurden zahlreiche ex-
perimentelle Ansétze fiir die Aufklarung von Protein-Protein-Komplexen entwickelt.

Dennoch sind die Moglichkeiten der Verfahren limitiert. Wahrend die Dynamik der
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Komplexe die Kristallisation erschwert, stellt das hohe Molekulargewicht ein Hindernis
fiir die NMR-Aufklirung dar.''® Weiterhin miissen Protein-Protein-Kontakte in Ront-
genkristallstrukturen sorgfiltig auf ihre Natur hin untersucht und native Interaktio-
nen von Packungseffekten unterschieden werden.® Modelle makromolekularer Komplexe
sind beispielsweise durch Homologiemodellierung™ oder PPD-Verfahren'®® zuginglich.
Ist jedoch kein Templat fiir einen Modellierungsansatz verfiigbar, besteht die Méglich-
keit auf Dockingverfahren zuriickzugreifen. Dafiir steht neben verschiedenen klassischen
Protein-Ligand-Dockingprogrammen (z.B. AutoDock,'?! DOCK®*-1?2)  die fiir eine An-
wendung beim PPD kleinerer Peptide ebenfalls geeignet sind, eine Reihe von speziell fiir
das PPD entwickelten Losungen (z.B. HADDOCK?®, RosettaDock®, Attract'®, BIG-
GER!'%2, ZDOCK?") zur Verfiigung.

Wihrend die klassischen PLD-Ansétze iiberwiegend nach einem &hnlichen Schema
ablaufen ((i) Erzeugung der Koordinaten, (i) Suche nach Komplexkonformationen der
rigiden Bindungspartner (Rigid body), (iii) Scoring und Ranking der Losungen, (iv) Ein-

beziehung der Flexibilitit, Refinement, Reranking),!>

nutzen PPD-Programme haufig
unterschiedliche Verfahren fiir die Erzeugung von Dockinglésungen. Daher ist die Eva-
luierung der jeweiligen Software fiir eine bestimmte Fragestellung hier der erste ent-
scheidende Schritt. Mit HADDOCK (High Ambiguity Driven protein-protein Docking)>®
steht ein Ansatz fiir das PPD zur Verfiigung, der die Einbeziehung biochemischer und
biophysikalischer Daten in den Dockingvorgang erlaubt. Weitere Daten kénnen mit-
tels des WHISCY-Servers (What Information does Surface Conservation Yield, http:

)19 aus konservierten Bereichen in-

//nmr.chem.uu.nl/Software/whiscy/index.html
nerhalb der Bindungsregion abgeleitet werden. Dies ist ein Verfahren, das auf der An-
nahme beruht, dass funktionelle Aminoséuren haufiger konserviert sind als andere. In-
teressant sind hier vor allem auf der Proteinoberfliche und in Bindungstaschen beider
Bindungspartner lokalisierte Seitenketten, welche fiir einen Protein-Protein-Kontakt zur
Verfiigung stehen. Die Seitenketten der Kontaktflache mit > 50 % Solventzugénglichkeit
werden in aktiv* (Active Residues, direkter Kontakt, definitionsgeméf ein interatomarer
Abstand von < 3 A irgendeines Atoms zu den Aminosiuren des Bindungspartners) und
wpassiv’ (Passive Residues, benachbart zu jaktiven“ Aminosduren und kein direkter Kon-
takt zu Bindungspartner) eingeteilt. Diese Information kann direkt als Abstandsbedin-
gung (Ambiguous Interaction Restraint, AIR) in HADDOCK verwendet werden.?® HAD-
DOCK eignet sich im Unterschied zu RosettaDock fiir das Docking kurzer Peptide (ca. 10
Aminoséduren). Der Programmalgorithmus beginnt mit der Erzeugung und Energiemini-

mierung von zuféllig erstellten Rigid-body-Komplexen, gefolgt von einem semirigiden SA-
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Schritt zum Durchsuchen des Torsionswinkelraumes. Abschliefend erfolgt ein Refinement
in explizitem Solvent. Somit werden v.a. zwei wichtige Aspekte fiir die Bindung kleinerer
Peptide adressiert. Da die Flexibilitdt der Seitenketten und des Backbones der Kontakt-
flichenaminosduren wéhrend der letzten beiden Schritte beriicksichtigt wird, kann der
Konformationsraum kurzkettiger ungeordneter Peptide (wie z.B. Histontails) effektiver
durchsucht werden. Andererseits wird die Moglichkeit feuchter Kontaktflichen ( Wet In-
terfaces) mit bei der Erzeugung von der Protein-Protein-Komplexe beriicksichtigt.''®
Nicht zuletzt bietet HADDOCK die Mdglichkeit, Dockingstudien an einem interaktiven
Webserver'™ (http://haddock.chem.uu.nl/services/HADDOCK/haddock.php) durch-

zufiithren. 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 fiir eine bestimmte Fragestellung. Eine Scoringfunktion sollte in der
Lage sein, den experimentell ermittelten Bindungsmodus eines Liganden von den an-
deren durch den Suchalgorithmus erzeugten Lésungen zu unterscheiden und bekannte
Liganden unter vermutlich inaktiven, jedoch chemisch dhnlichen, Verbindungen (,,Lock-
vogelverbindungen®, Decoys) zu erkennen. Dies ist jedoch nicht trivial, sodass keine fiir
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 ndherungsweise 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 dafiir nur gendherte Vorhersage der freien Bindungsenergie erlauben,
damit jedoch fiir eine Anwendung im VS geeignet sind. Drei Klassen von Bewertungs-
funktionen werden heute hauptséichlich angewendet: (i) kraftfeldbasierte Scoringfunktio-
nen (z.B. GOLD-Score), (i7) empirische Scoringfunktionen (z.B. ChemScore, Glidescore)
und (7ii) wissensbasierte Scoringfunktionen (z.B. Drugscore, Pmf).”" % Die Kombinati-
on verschiedener Scores (Consensus scoring, z.B. X-Score) stellt eine Weiterentwicklung

der klassischen Ansiitze dar.?® Dabei sollen die Unregelméfigkeiten einzelner Funktionen

30



3 Material und Methoden

durch die Kombination ausgeglichen und die Anreicherung tatséchlich interagierender

Liganden verbessert werden.5

3.4.4 RMSD

Der RMSD (Root Mean Square Distance, |A]), stellt ein Mah fiir die rdumliche Abwei-
chung zweier Konformationen eines Molekiils dar. Dahinter verbirgt sich definitionsge-
méf die Wurzel des mittleren Abstandsquadrats (d?) zwischen zwei dquivalenten Atomen
(1) in verschiedenen Konformationen mit jeweils N Atomen. Im Fall des Vergleichs zweier
Proteine werden die jeweiligen Strukturen zunéchst durch translatorische und rotatori-
sche Bewegungen solange iiberlagert, bis der resultiertende RMSD-Wert minimal wird

(Superpositionierung). Der Berechnung liegt folgende Gleichung zugrunde:

1 N
RMSD = de? (3.1)

i=1

Anwendung findet der RMSD u.a. bei der Evaluierung von Dockingverfahren basierend
auf der Wiederfindung experimentell ermittelter Protein-Ligand-Komplexe oder bei der
Untersuchung molekularer Bewegungen weg von der urspriinglichen Position wihrend ei-
ner MD-Simulation. Die experimentell bestimmte Position eines Liganden beispielsweise

gilt bei einem RMSD < 2,0 A zur Dockinglosung allgemein als wiedergefunden. 101

3.5 Molekulare Interaktionsfelder

Nicht-kovalente Wechselwirkungen von Molekiilen 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 dufsere chemische Erscheinungsbild eines Molekiils. Fiir die Ableitung
molekularer Interaktionsfelder stehen verschiedene Programme zur Verfiigung. Neben
MOE (Interaction Potential) oder HINT® stellt das von Peter Goodford entwickelte
Programmpaket GRID''" eine der am hiufigsten verwendeten Anwendungen dar.’! Da-
bei wird die Interaktionsenergie (Egrrp) zwischen der Oberfliche eines Molekiils und
chemisch definierten Sonden (Probes) entlang der Gitterpunkte eines dreidimensionalen
Netzes berechnet. Die zugrunde liegende Energiefunktion setzt sich aus einem Van-der-
Waals-Term (E,qw ), einem elektrostatischen Term (FE,;) und einem Wasserstoffbriicken-

term (Ep) additiv zusammen (Gl. 3.2):7°
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Ecrip = Evaw + Ee + Epy, (3.2)

Die berechneten Energieverteilungen konnen anschliefsend als 3D-Konturfelder darge-
stellt und bei verschiedenen Energielevels untersucht werden. Molekulare Interaktions-
felder finden Anwendung in verschiedenen Stufen des Wirkstoffdesigns. So werden sie
u.a. bei der Erstellung von strukturbasierten Pharmakophormodellen, der Auswertung
von Dockings, der Ableitung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen fiir die Leitstruktu-
roptimierung sowie fiir eine ADMET-Vorhersage bei der Leitstrukturoptimierung ver-

wendet.?*

3.6 Kraftfeldbasierte Methoden

3.6.1 Molekiildynamiksimulation (MD)

Die Molekiildynamiksimulation (MD) gleicht einer Bewegung iiber die Energiehyperflé-
che eines Molekiils. Ziele des Verfahrens sind das Studium von Bewegungsablaufen ma-
kromolekularer Strukturen, das Durchsuchen des molekularen Konformationsraumes,
Stabilitdtsuntersuchungen sowie die Erzeugung niederenergetischer Modelle.® Zu Be-
ginn werden in Abhédngigkeit von der Temperatur erzeugte initiale Geschwindigkeiten
zufillig 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) fiir jedes Atom aller definierter Zeitabschnitte. Ergebnis
dieses Verfahrens ist ein reprisentativer Satz aus Konformationen (Ensemble), die als
Funktion der Zeit durch eine Trajektorie beschrieben werden.

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Durchfiihrung einer MD ist die Benutzung geo-
metrieoptimierter Strukturen als Startkonformation. Der Grund dafiir liegt in der Ener-
giekonservierung wihrend der MD. Dabei ergibt sich die Gesamtenergie des Systems als
Summe aus potentieller und kinetischer Energie (Eipta = Epot + Egin = const.). Werden
wahrend der MD Bereiche niederer potentieller Energie durchlaufen, wachst der Beitrag
der kinetischen Energie. Dies ermoglicht dem System ein Entkommen aus Minima und
ein Uberwinden von Maxima potentieller Energie, was einen Unterschied der MD zur
Energieminimierung darstellt. Jedoch kann ein zu starker Einfluss kinetischer Energie
zu artifiziellen Bewegungen oder zur Deformation der Struktur fithren.” 10
Neben generellen Problemen des Verfahrens, wie die Grofe des Konformationsraumes

oder die Genauigkeit mit der das gewiihlte Kraftfeld®®:70:13° das zu untersuchende System
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beschreibt, miissen fiir die Durchfiihrbarkeit der Methode zusétzlich Einschrankungen
in Kauf genommen werden. Dazu gehoren u.a. Grenzen (Cutoffs) fiir die Betrachtung
nicht-kovalenter Energiebeitrage (Fy,qw, Eme) sowie Limitierungen bei der Systemgrofse
und der Simulationszeit.>

Eine weitere weit verbreitete Anwendung der MD stellt die Kombination mit Docking-
verfahren dar. Natiirliche Bindungsprozesse sind nicht statisch. Die Einbeziehung der
Bindungstaschenflexibilitat ist bei den meisten Dockingprogrammen nur eingeschrinkt
oder nicht méglich (Abschnitt 3.5.1). MD-Verfahren kénnen in nahezu allen Stadien
des Dockings Verwendung finden: (i) Strukturoptimierung und Analyse der Bindungs-
taschenflexibilitéit bei der Vorbereitung des Targets, (ii) Auffindung der Bindungstasche
und Optimierung der Pose wihrend des Dockings, (4ii) Komplexrefinement, Induced-Fit-
Simulation, Einbeziehung von Solventeffekten und Stabilitdtsuntersuchungen als Post-

dockinganwendung.? 7

3.6.2 Replica Exchange MD (REMD)

Um den Konformationsraum in einem groferen Umfang zu durchsuchen, kénnen MD-
Simulationen bei hoheren Temperaturen durchgefiihrt werden. Damit werden ebenfalls
Regionen héherer Energie auf der Hyperfliche zuginglich.” Eine effektive Methode zum
Durchsuchen (Sampling) des Konformationsraumes von Biomolekiilen stellt die Replica-
exchange-Molekiildynamiksimulation (REMD) dar.®® Dabei werden N nicht interagie-
rende Kopien des Systems (Repliken, Replicas) parallel bei verschiedenen Temperaturen
(Ty < Ty < ... < Ty) simuliert. Im Verlauf der MD wird alle n MD-Schritte der Aus-
tausch zwischen den Zustdnden ¢ und ¢ + 1 bei benachbarten Temperaturen mit der
Austauschwahrscheinlichkeit P zugelassen. Wahrend Simulationen bei héheren Tempe-
raturen eine Uberquerung von Energiebarrieren erlauben, sind Simulationen bei niedri-
gen Temperaturen in der Lage, in Energietélern lokalisierte Konformationen detaillierter
abzusamplen. Konventionelle Simulationen bei Raumtemperatur beispielsweise tendieren
dazu, in einem der zahlreichen lokalen Energieminima der Energiehyperfliche gefangen
zu sein. Der Hintergrund dieser Methode ist somit, dass wiarmere Replicas kilteren bei
der Uberquerung von Energiebarrieren helfen.

Verschiedene Voraussetzungen fiir die erfolgreiche Anwendung der Methode miissen
erfiillt sein. So miissen beispielsweise die Wahrscheinlichkeitsverteilungen der Energien
benachbarter Replicas iiberlappen, um eine ausreichende Anzahl an Systemkopien ge-
wahrleisten zu kénnen. Die zu diesem Zweck angefertigten Energiediagramme beschrei-

ben die Wahrscheinlichkeit, das System bei einer potentiellen Energie (£) zu finden. In
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der vorliegenden Arbeit wurde REMD beim Sampling des Konformationsraumes eines
Substratpeptidfragments verwendet.?” 156 Die Simulationen wurden mittels des AMBER-

Softwarepaketes (Version 9)* durchgefiihrt.

3.6.3 MM-PBSA

Einen Ansatz zur Abschitzung freier Standardbindungsenergien (AG,) von Protein-
Ligand-Komplexen stellt die MM-PBSA-Methode (Molecular Mechanics Poisson Boltz-
mann Surface Area) dar.'$113152 Die freie Bindungsenergie eines Protein-Ligand-Kom-
plexes unter Standardbedingungen ist definiert als Differenz aus der freien Standard-
bindungsenthalpie (AH,) und dem Produkt aus der Systemtemperatur (7) und der
Bindungsentropie unter Standardbedingungen (AS;) durch Gleichung 3.354:

AG, = AH, —TAS, (3.3)

Die Berechnung erfolgt auf Basis einer Trajektorie des Systems. Dazu erfolgt zunéichst
eine MD in explizitem Solvent. Danach werden Schnappschiisse der Trajektorie erstellt,
wobei Wassermolekiile und Gegenionen nicht betrachtet werden. Die Schnappschiisse
werden als reprisentatives Ensemble des Komplexes fiir die Berechnung der Beitriage

zur gemittelten freien Bindungsenergie ((G), Gl. 3.4) herangezogen® .

(G) = (Eum) + (Gppsa) — TSum (3.4)

Neben den Solut-Solut-Interaktionsenergien im Vakuum, beschrieben durch einen ge-
mittelten molekiilmechanischen Term ((Ejsy)) werden auch freie Solvatationsenergi-
en ((Gppsa)) mit in die Berechnung einbezogen. (Ejps) setzt sich dabei in Analogie
zum Kraftfeld aus den iiber die Schnappschiisse gemittelten Termen Bindungslingen-
((EBindung)), Bindungswinkel- ((Ew inke)) Torsionswinkel- ((Eros)), Coulomb- ((Eg.))
und van-der-Waals-Energie ((E,qw)) (Gl 3.5)° zusammen.

(Evivt) = (EBindung) + (Ewinket) + (Erors) + (Evaw) + (Egie) (3.5)

(Gppsa) 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 Abschétzung
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der durch (De)-Solvatation bedingten freien Enthalpie (Gppgsa), welche sich aus einem
polaren und einem apolaren Beitrag zusammensetzt. Die Berechnung des polaren Bei-
trags wird durch eine numerische Losung der Poisson-Boltzmann-Gleichung (PB, GI.

3.6) realisiert®!.

vo(r) = — A (3.6)

Die Poisson-Boltzmann-Gleichung beschreibt dabei den Zusammenhang zwischen dem
elektrostatischen Potential ¢(r) in einem homogenen Medium mit der Dielektrizitdtskon-
stante ¢ (in der vorliegenden Arbeit wurde g;,;, = 1 fiir das Innere des Soluts, 50, = 80
fiir das implizite Solvent verwendet) und der Ladungsdichte p(r). Der apolare Beitrag
(Gapotar) wird durch die Beriicksichtigung des Oberflicheninhalts der Bindungskavitét
beschrieben'*®, welcher aus der l6sungsmittelzuginglichen Oberfliche (Solvent Accessible
Surface Area, SASA) von Komplex, Protein und Ligand errechnet wird (GI. 3.7).1%2

Gopolar = VSASA +b (3.7)

In der vorliegenden Arbeit wurde die Oberfliichenspannung v = 0, 0072 kcal /(mol - A?)
und die Konstante b = 0 gesetzt.’? Der entropische Term (7'Sysys) bestehend aus der
Temperatur des Systems (7" in [K], in der vorliegenden Arbeit 7' = 300 K') und der
Entropie (Sya) kann aus einer quasiharmonischen Analyse der Trajektorie oder durch
Normalmodenanalyse der erstellten Schnappschiisse von Komplex, Protein und Ligand
abgeschiitzt werden.'® Die Berechnung der freien Standardbindungsenergien (AG,) er-
folgte mit Hilfe des AMBER-Softwarepaketes (Version 9)°. Zur Vorbereitung der Struk-
turen wurden das darin enthaltene Antechamber- und das LFEaP-Modul verwendet.
MD-Simulationen wurden mittels des Sander-Moduls durchgefiihrt. Schlieklich wurde
die MM-PBSA-Implementierung fiir die Berechnung der enthalpischen Beitrége genutzt
und die Normalmodenanalyse zum Erhalt der entropischen Beitrige mit dem Nmode-
Modul bewerkstelligt. Die folgende vereinfachte Gleichung (Gl. 3.8) bildet die Grund-
lage der Methode. Dabei wird AG, als Differenz der freien Energie des ungebundenen
(AGy protein + AGy Ligang) und des gebundenen (AG

geschitzt!53:

o . .
b.Komples) SOIVatisierten Zustandes

AGZ = ACJZ,KOYerle:E - (AGZ,Protem + AGZ,Liga”d> (38)
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3.7 Biologische Methoden

Fiir die In-vitro-Testung der biologischen Aktivitdt von Methyltransferasehemmstoffen
stehen eine Reihe von Assaysystemen zur Verfiigung. Im Folgenden werden drei, fiir
die vorliegende Arbeit wesentliche, Verfahren beschrieben. Die biologische Testung der
in silico identifizierten potentiellen Hemmstoffe erfolgte hauptséchlich im Arbeitskreis
Prof. M. Jung (Freiburg/Breisgau) durch Dr. A. Spannhoff, Dr. E.-M. Bissinger und T.
Wagner.

3.7.1 Immunochemischer Assay

Der Erfolg einer durch Histonmethyltransferasen katalysierten Reaktion kann unter
anderem durch Antikorper tberpriift werden. Ein Beispiel fiir dieses Prinzip ist das
DELFIA®—System (Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent Immunoassay). Im
allgemeinen wird zunéchst ein biotinyliertes Substrat (im Fall von hPRMT1 die Ami-
nosduren 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 néachsten Inkubationsschritt erkennt ein Primarantikérper
(Anti-H4R3-Mey) die durch enzymatische Umsetzung erzeugten Dimethylargininreste an
den Histonpeptidfragmenten. Nach erfolgter immunochemischer Erkennung detektiert
ein europiummarkierter Sekundéarantikper den Primérantikorper. Nachdem mit einem
Reagenz zur Herauslosung des Europiums inkubiert wurde, kann die Quantifizierung
mittels zeitaufgeloster Fluoreszenz (TRF, Time Resolved Fluorescence, Ag,: 340 mn,
AEm: 615 nm) erfolgen. Zahlreiche Waschschritte kennzeichnen dieses relativ zeitaufwen-

dige heterogene Verfahren.!®!

3.7.2 Trypsinassay

Zur biologischen Charakterisierung der Hemmstoffe von SET7/9 /KMT7 kann der in der
Arbeitsgruppe Chemical Genomics unter der Leitung von Prof. M. Yoshida (Japan) ent-
wickelte und spédter im Arbeitskreis Prof. M. Jung (Freiburg/Breisgau) durch T. Wagner
etablierte Trypsinassay verwendet werden. Dieses homogene System nutzt die Substrat-
spezifitiat der Endopeptidase Trypsin und die Fluoreszenzeigenschaften des Fluorophors
7-Amino-4-Methylcumarin (AMC). Dazu wird ein C-terminal mit AMC gekoppeltes Sub-
stratfragment (Aminosiduren 302-305 des ER«) zunéchst mit SET7/9 /KMT7 mit oder
ohne Inhibitor und SAM, und anschliefiend mit Trypsin versetzt. Trypsin spaltet Peptide
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spezifisch hinter basischen Aminosduren 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 Wellenldnge A\g,, = 380 nm nach einer
Anregung mit Licht der Wellenldnge Ag,, = 330 nm. Damit ist das Ausmaf der Me-
thylierung quantifizierbar, was widerum Riickschliisse auf die Figenschaften potentieller
Inhibitoren zuldsst.!” Urspriinglich wurde dieser AMC-Trypsin-basierte Mikrotiterplat-

tenassay fiir ein HTS nach Histondesactylasehemmstoffen entwickelt.!™

3.7.3 Transcreenerassay

Der homogene fluoreszenzpolarisationsbasierte Transcreener® EPIGEN Methyltrans-
feraseassay der Firma BellBrook-Labs'? kann zur Charakterisierung potentieller Hemm-
stoffe von PRMT1 und SET7/9 /KMT7 verwendet werden. Dazu wird SAH als Reak-
tionsprodukt der Methyltransferasereaktion enzymatisch zu AMP umgesetzt, welches
anschlieftend detektiert wird. Bei der Umsetzung von SAH erfolgt zunichst die Spaltung
des Molekiils in Adenosin und Homocystein durch die SAH-Hydrolase. Anschliefiend
wird das entstandene Adenosin mithilfe der Adenosinkinase und unter Verbrauch von
dGTP zu AMP phosphoryliert. Die Detektion des AMP-Molekiils erfolgt mittels eines
kompetitiven Fluoreszenzpolarisations-Immunoassays (FPIA). Das Prinzip der Fluores-
zenzpolarisation beruht auf den Rotationseigenschaften unterschiedlich grofser Molekiile
in Losung. Dabei verhilt sich die Rotationsgeschwindigkeit umgekehrt proportional zur
Molekiilgrofe, was zu einer hoheren Depolarisation des in die Probe eingestrahlten line-
ar polarisierten Lichtes durch kleinere Molekiile fiihrt. Zur Erfassung des enzymatisch
gebildeten AMPs kommt ein kompetitives immunochemisches Verfahren zum Einsatz.
Hierbei konkurriert der Analyt (AMP) mit einer definierten Menge an fluorophormar-
kiertem Analyten (Tracer) um die Antikérperbindung. Die Quantifizierung des Analyten
basiert auf dem Prinzip, dass freier und antikérpergebundener Tracer eine unterschied-
liche Fluoreszenzpolarisation zeigen. Dabei wird die Fluoreszenzintensitit des von der
Probe emittierten Lichtes in Durchstrahlungsrichtung und senkrecht dazu vermessen.
Schlieflich korelliert das Verhiltnis aus beiden Intensitdten (Nettopolarisation) mit der
Konzentration des Analyten AMP, was wiederum Riickschliisse auf den Grad der Um-
setzung von SAM zu SAH (Methyltransferaseaktivitiit) zulésst.8%17L
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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 Tlori, lorh, lor8, 3q7e¢)%® ' und die PRMT3 (PDB
1£31)1% aus Rattus norvegicus, die humane PRMT3 (PDB 3smq), die humane PRMT5
(PDB 4gqb)? oder die humane PRMT6 (PDB 4hc4) verfiigbar. Kiirzlich wurden au-
ferdem verschiedene Strukturinformationen zu PRMT4/CARM1 veréffentlicht. Leider
sind die Kristallstrukturen der Ratten-PRMT1 (PDB lori, lorh, lor8) nicht fiir ein
strukturbasiertes VS geeignet, da sie bei einem unphysiologischen pH-Wert (pH = 4,7,
pH-Optimum fiir enzymatische Aktivitit bei pH = 8,5) kristallisiert wurden und in der
Rontgenstruktur ein helikaler Abschnitt fehlt, welcher mafkgeblich an der Ausbildung
der Substratbindungsregion beteiligt ist (Aminosduren 1-40, Abb. 4.1). Erst kiirzlich
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) veroffentlicht. Bei PDB 3smq konnte, wie bei
der oben angefiihrten Ratten-PRMT1, ein helikaler Abschnitt der Substratbindungsre-
gion sowie eins der beiden hochkonservierten Glutamate (Glu338, entspricht Glu161 in
hPRMT1) nicht aufgelost 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 Aminosduren und damit beispielsweise
auch zu Tyr39 (entspricht Tyrd7 in hPRMT1), welches an der Ausbildung der Substrat-
bindungstasche beteiligt ist. Mit PDB 131 (PRMT3, Rattus norvegicus) liegt dagegen
die Strukturinformation einer aktiven und in der Substratbindungsregion vollstéindig
aufgelosten PRMT3 vor. Der RMSD-Wert der Proteinriickgrate der publizierten Struk-
turen von TPRMT1 (PDB 3q7e) und rPRMT3 (PDB 1f31) nach Uberlagerung liegt bei
< 1 A. PRMT3 zeigt gegeniiber PRMT1 eine Sequenzidentitit von 47,2 % (lokales Align-
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Abb. 4.1: Uberlagerung der Kristallstukturen von PRMT1 (PDB 1lor8, griin) und PRMT3
(PDB 1131, rot) aus Rattus norvegicus mit Hinweis (blau) auf den in PRMT1 nicht
aufgelosten helikalen Abschnitt.

ment). PRMT4/CARM1 zeigt gegeniiber PRMT1 eine Sequenzidentitdt von 31,2 %.
Innerhalb der PRMT-Familie sind die Aminoséduren der katalytischen Region hochkon-
serviert (z.B. Sequenzidentitit ,pryri/rprarrsy > 90 %). Somit ist die Sequenzidentitét
zwischen der humanen PRMT1 und der Ratten-PRMT3 ausreichend hoch fiir die Er-
stellung eines Singletemplathomologiemodells. Fiir die Erstellung des Homologiemodells
einer aktiven humanen PRMT1 wurden die PDB-Dateien von PRMT1 (PDB lor8),
PRMT3 (PDB 1f31) und PRMT4/CARM1 (3b3f) aus der RCSB-Proteindatenbank er-
halten und die darin enthaltenen Wasser und Substratmodellpeptide geléscht. Danach
erfolgte ein multiples Sequenzalignment der Primérsequenzen (UNIPROT-Code: q99873
(hPRMT1), 070467 (rPRMT3), q4ae70 (rPRMT4/CARMI1); Abb. A.1 im Anhang) mit-
tels ClustalW zur Ermittlung strukturell hochkonservierter Regionen. Schlieflich wurde

unter Verwendung von 1f31 als Templat und der Primérsequenz 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 {ibernommen. An-
schliefend wurde das erhaltene Modell im MOE einer Energieminimierung unterzogen,
um Bindungsldngen und -winkel zu korrigieren und die erhaltene Struktur zu optimieren.
Als Kraftfelder wurden AMBER99 fiir den Proteinteil und MMFF94x fiir das Kosub-
stratanalogon verwendet. Die Beriicksichtigung der wissrigen Umgebung wihrend der
Energieminimierung erfolgte mittels des verallgemeinerten Born-Kontinuumsolvatations-
modells (Generalized Born). Wahrend der Minimierung wurden die Nichtwasserstoffato-
me mit einer Kraftkonstante von 100 festgehalten, um starke strukturelle Verdnderungen
auf Grund hoher intramolekularer Spannungen zu verhindern. Die Kraftkonstante wurde

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

Evaluierung

Die Qualitdt des Modells wurde mittels PROCHECK und ProSA-Web iiberpriift. Der
Ca-RMSD zwischen dem erstellten Homologiemodell der humanen PRMT1 und dem
Templat 1£3] nach rigider Uberlagerung betrug 1,8 A. Zusitzlich wurde die Stabilitit
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 anschliefsend 12ns in
einer Wasserbox mit explizitem TIP3P-Wasser und Gegenionen unter der Berticksichti-
gung periodischer Randbedingungen simuliert. Bei der Auftragung des Riickgrat-RMSD
gegen die Simulationszeit wurde eine ansteigende Abweichung der Struktur mit der Zeit
festgestellt (Abb. 4.2). Eine Uberlagerung 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
fiir die relative Orientierung der beiden Monomere wurden dabei einerseits die vorhan-
denen 3D-Strukturinformationen zum PRMT4/CARMI1-Homodimer'%? (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 wéhrend der MD verhindern konnte (Abb.
4.2). Daher wurde bei den weiteren Stabilititsbetrachtungen mittels MD die Dimerform
verwendet, was eine Maskierung vom Protein-Ligand-Komplex herriihrender Instabili-

taten verhindern sollte.
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Abb. 4.2: MD-Simulation des hPRMT1-Homologiemodells, Einfluss der Simulation als Dimer
auf die Beweglichkeit des Dimerisierungsarmes, PRMT1-Monomer (rot), PRMT1-
Monomer unter Vernachlissigung des Dimerisierungsarmes (Aminosduren Aspl195-
Lys223, griin), PRMT1-Monomer aus Dimersimulation (blau).

4.1.2 Virtuelles Screening

Im Vorfeld wurden verschiedene VS-Methoden fiir die Suche nach Inhibitoren der PRMT'1
evaluiert.®! Das Setup und die Performance der verwendeten Methoden bildete die
Grundlage fiir 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 (lor8) wiederzufinden und unter den top zehn
Dockinglésungen (n = 30, GOLD-Score) mit einem RMSD unter 1,5 A zu platzieren.

Virtuelles Screening des ChemBridge-Datensatzes

Ausgehend von Allantodapson (11, Abb. 1.7A), einem durch targetbasiertes Screening
des NCI-Diversitatsdatensatzes und anschliefsende biologische Testung identifizierten
PRMT1-Hemmstoff (vgl. Abschnitt 1.2.1), wurde die Inhibitorsuche auf den ChemBridge-
Datensatz ausgeweitet. Die Verbindung wies unter den sieben durch Spannhoff et al.
(2007)'5! beschriebenen Hits die héchste Aktivitit in vitro auf und wurde daher fiir eine
weitere Optimierung ausgewihlt. Allantodapson (11) enthélt u.a. eine Aminalstruktur
und damit die Mdoglichkeit der sauren Hydrolyse unter Freisetzung von Formaldehyd in

vivo.'
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Abb. 4.3: Bestbewertete Dockinglosung von Allantodapson (11, Kohlenstoff (cyan), Stick-
stoff (blau), Sauerstoff (rot), Schwefel (gelb), Kugel-Stab-Reprisentation), gedockt
in die Substratbindungstasche des beschriebenen hPRMT1-Homologiemodells (Ta-
schenaminosduren, Kohlenstoff (silber)), Kofaktoranalogon SAH (1, griin) Wasser-
stoffbriickenbindungen (schwarze unterbrochene Linien).

Die durch Dockingstudien identifizierten moglichen 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 Wasserstoft-
bzw. Salzbriicke zwischen einer basischen bzw. polaren Gruppe des Inhibitors und der
Carboxylfunktion von Glul52. Diese imitiert die Bindung der Guanidinfunktion des
Argininsubstrates und wird im Fall von Allantodapson (11) durch die unsubstituier-
te Anilinaminofunktion gewé#hrleistet. Auferdem zeigt die Verbindung Van-der-Waals-
Wechselwirkungen mit verschiedenen aromatischen Seitenketten in der Bindungstasche
(Tyrd7, Tyrl56, Trp302). Weitere Ankerpunkte sind die Wasserstoffbriicken des Allox-
anrestes von 11 mit Asn333 und die der Sulfoxidfunktion mit den Riickgratatomen von
Tyr156. Aus der am besten bewerteten GOLD-Dockinglosung von 11 und hPRMT1
wurde in LigandScout!™ "7 (Version 2.0) ein strukturbasierter Pharmakophor?:86.17
fiir das Datenbankscreening abgeleitet (Abb. 4.4) und fiir die Pharmakophorsuche in
MOE verwendet. Der strukturbasierte Pharmakophor setzt sich aus vier Features, ei-
nem Included volume und 23 Ezcluded volumes (nicht unter 4.4 abgebildet) zusammen.

Bei Included volumes handelt es sich im Gegensatz zu Ezcluded volumes (Abschnitt 3.7)
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Abb. 4.4: Strukturbasierter Pharmakophor des gedockten Komplexes aus Allantodapson (11,
Kohlenstoff (cyan), Stickstoff (blau), Sauerstoff (rot), Schwefel (gelb), Kugel-Stab-
Représentation) und hPRMT1, Pharmakophorfeatures als Kugelnetze dargestellt
(F1: Wasserstoffbriickendonator, F2: aromatisches Feature, F3: Wasserstoffbriicken-
akzeptor, F4: aromatisches Feature, V1: Ligandenbereich (Included volume), Kofak-
toranalogon SAH (1, griin)), modifiziert nach Heinke et al. (2009).52

nicht um fiir Ligandenatome verbotene, sondern erlaubte Rdume. Im vorliegenden Phar-
makophormodell wurde das aus der Wechselwirkung zwischen Allantodapson (11) und
Asn333 abgeleitete Wasserstoftbriickenakzeptorfeature durch ein Included volume, bezo-
gen auf den gesamten Alloxanteil der Verbindung, ersetzt. Ziel dieser Ersetzung war,
alternative Funktionen fiir das klassische Diabetogen™ und starke Oxidationsmittel Al-
loxan mit seinen zahlreichen Mdglichkeiten der unspezifischen Interaktion zu finden.
Da vorrangig nach Leitstrukturen fiir die weitere Optimierung gesucht werden sollte,
wurde der ChemBridge-Datensatz fiir das VS fokussiert (Molekulargewicht < 400 Da,
TPSA < 150 A, mindestens 1 Stickstoffatom). 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. Fiir die anschliefsende Pharmakophorsuche in MOE wurde ein Filterkriterium von
mindestens drei aus vier Features erlaubt (allow partial match 3/4). Aukerdem sollten
alle definierten Volumes wiedergefunden werden. Die Suche ergab 6232 Verbindungen
(3,3 %), welche anschliefend in die Substratbindungstasche des hPRMT1-Homologie-
modells mittels GOLD (Version 3.2, Standardeinstellungen) gedockt wurden. Wéhrend
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VERBINDUNG  HEMMUNG (IC;50 + SE [tM]) GOLD-SCORE
6000016 (17) 33,81 £ 16,56 45,13
7112201 (18) 36,74 £ 10,89 08,64
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 09,94
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 identifizierten Verbindungen (Abb. 4.5)
fiir das humane PRMT1-Enzym modifiziert nach Heinke et al. (2009)%2, *Hemmdaten
aus Spannhoff et al. (2007)L.

des Dockings wurde das Kosubstratanalogon SAH (1) in der Kosubstratbindungstasche
belassen und als Teil des Proteins betrachtet, da ausschlieflich nach zur Substratbin-
dungsregion komplementiren Verbindungen gesucht wurde. Neben den durch GOLD
zugewiesenen GOLD-Scores waren weitere Bedingungen fiir die Auswahl von Verbin-
dungen fiir die biologische Testung relevant. Einerseits erfolgte eine Abstandsmessung
zu den Aminosduren Glul52 (Carboxylfunktion) und Tyr156 (Riickgrat-NH-Funktion)
der Bindungstasche. Andererseits wurde unter den am héchsten bewerteten 100 Docking-
lésungen, welche die Abstandsbedingung von d < 3,5 A zu Glul52 und Tyr156 erfiillten,
die allgemeine Komplementaridt zur Bindungstasche mittels visueller Auswertung un-
tersucht.

Abschliefslend wurden neun Verbindungen fiir die In-vitro-Testung ausgewéahlt (Abb.
4.5, methodisch beschrieben durch Spannhoff (2007)'°!). Die erhaltenen Hemmwerte
sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Alle Verbindungen zeigten einen 1Cs5p-Wert zwi-
schen 12,75 und 36,74 puM. Dabei wiesen die Verbindungen 21, 22, 23 und 25 eine
Hemmaktivitat zwischen 1C590=12,75 und 16,93 pM auf. Die iibrigen Verbindungen,
wie das aliphatische Amin (24), das Diaminobenzen- (17) und das kiirzere p-Amino-
sulfonsdureamidderivat (20) sowie die beiden 5,6-Diaminopyrimidinderivate (18, 19)
zeigten eine schwiichere inhibitorische Aktivitdt (ICs50 = 21,88-36,74 uM). Die erhalte-
nen Dockinglosungen der beiden p-Aminosulfonsiurederivate 21 und 22 zeigen ein mit
der Ausgangsstruktur Allantodapson vergleichbares Interaktionsmuster und eine &hnli-

che Orientierung beziiglilch des Dapsonteils in der Substratbindungstasche. Einerseits
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Abb. 4.5: Strukturen der durch targetbasiertes VS des ChemBridge-Datensatzes erhaltenen
Verbindungen, modifiziert nach Heinke et al. (2009).52
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wird eine Wasserstoffbriicke zwischen dem jeweiligen Anilinstickstoff und der Seitenket-
te von Glulb2, einem der beiden konservierten und fiir die Substratbindung essentiellen
Glutamate, ausgebildet. Andererseits wird auch die Wasserstoftbriicke von dem jewei-
ligen Sulfonsdureamidsauerstoffatom zum Riickgrat von Tyrl56 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 Tyrd7, 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)

Asn333 ,

C) 7789734 (23) D) 5756663 (25)

Abb. 4.6: Dockinglosungen (GOLD (Version 3.2, Standardeinstellungen)) der vier aktivs-
ten ChemBridge-Verbindungen (Kugel-Stab-Reprisentation), Kofaktoranalogon SAH
(griin), Wasserstoffbriicken (unterbrochene schwarze Linien), m-m-Interaktionen (un-

terbrochene schwarze Linien zwischen aromatischen Ringzentren), modifiziert nach
Heinke et al. (2009).%2
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schenaminoséuren in gleicher Weise zu interagieren. Auch 7789734 (23) zeigt in den
erhaltenen Dockinglésungen ein von Allantodapson abweichendes Bindungsmuster be-
ziiglich des Sulfonsdureamidteiles. Die Verbindung ist durch den Alkylspacer zwischen
der mit Glu152 interagierenden Amidfunktion und dem Phenylring nicht in der Lage, ei-
ne Wasserstoffbriicke zum Riickgrat von Tyr156 auszubilden (Abb. 4.6 C)). Verbindung
5756663 (25) liefert eine metasténdige aromatische Aminfunktion als Interaktionsmo-
tiv fiir Glu152 und interagiert durch das 1H-Naphtho|2,3-d|imidazol mit den aroma-
tischen Seitenketten von Tyrl56 und Tyrl60 (Abb. 4.6 D)). 25 weist im Vergleich zu
den iibrigen Verbindungen mit metastddiger Aminfunktion am Aromaten (6000016 (17),
7112201 (18), 7155176 (19)) die hochste inhibitorische Aktivitdt gegeniiber hPRMT1
auf. Insgesamt konnen daher eine Interaktion mit Glu152 und eine Interaktion mit Tyr4?7,
Tyrl56 und/oder Tyrl60 als Voraussetzung fiir eine gute inhibitorische Aktivitit ange-
nommen werden. Obwohl die erhaltenen Dockinglésungen eine qualitative Interpretation
der Struktur-Wirkungsbeziehungen zulassen, kann zwischen den Hemmaktivitdten und
den jeweils hochsten GOLD-Scores keine signifikante Korrelation erhalten werden (Abb.
A.2 im Anhang).

Zur Uberpriifung der strukturellen Ahnlichkeit zwischen der Ausgangssubstanz Allan-
todapson und den Hits der Pharmakophorsuche wurden Ahnlichkeitsparameter basie-
rend auf MACCS-Keys und Graph-3-point-Fingerabdriicken berechnet. Die jeweiligen
Tanimotokoeffizienten sind in Tabelle A.1 im Anhang aufgelistet. Sowohl MACCS-Keys-,
als auch Graph-3-point-Fingerabdruck-basierte Tanimotokoeffizienten weisen dabei auf
eine niedrige strukturelle Ahnlichkeit hin. Daher kann beziiglich der durch Pharmako-
phorsuche identifizierten Hits auf der einen und der Ausgangsverbindung auf der anderen
Seite von verschiedenen chemischen Typen ausgegangen werden.

Zur Evaluierung des gewéhlten Ansatzes erfolgte eine Abschétzung der Anreicherungs-
rate des VS. Dazu wurden 500 Verbindungen aus dem Diversitdtsdatensatz der NCI-
Datenbank (NCI diversity) zufillig ausgewéhlt und als Lockvogelverbindungen (Decoys)
zusammen mit den neun identifizierten Hemmstoffen mit den selben Einstellungen wie
im VS in hPRMT1 mittels GOLD gedockt. Dabei waren die Bindungsaffinititen 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 (7Topscore) geordenten Dockinglosun-
gen gefunden wurden (Abb. A.3 im Anhang). Um die Uberlegenheit des verwendeten
VS-Ansatzes im Vergleich zu einem reinen Zufallsscreening darzustellen, wurden fiinf

der als Decoys gewihlten NCI-Verbindungen (Abb. A.4 im Anhang) zufillig ausgewéhlt
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und unter Verwendung eines immunochemischen Assays mit TRF-Detektion auf ihre
biologische Aktivitit gegeniiber hPRMT1 hin getestet.!®! Dabei zeigte keine der zufillig
ausgewahlten Verbindungen einen Hemmeffekt bei einer Konzentration von 40 uM. Alle
fiinf Verbindungen befanden sich im GOLD-Score-Ranking des VS nicht innerhalb der
top 20 %, was auf eine signifikante Anreicherung aktiver Verbindungen hindeutet. Die
Dockingergebnisse zeigten, dass keine der fiinf NCI-Verbindungen in der Lage war, eine
Wechselwirkung mit Glul52 in der Substratbindungstasche von hPRMT1 auszubilden
(nicht gezeigt).

Ligandbasiertes Screening des NCI-Datensatzes

Ausgehend von Stilbamidin (12, Abb. 1.7B), einem neben Allantodapson (11) identifi-
zierten PRMT1-Hemmstoff, erfolgte eine Suche nach &hnlichen aromatischen Amidinen
in der NCI-Datenbank (Version I). Auch Stilbamidin (12) wurde fiir eine Weiterent-
wicklung ausgewihlt, da die Substanz in den von Spannhoft et al. (2007) beschriebenen
Tests zwar eine gute Zellgdngigkeit, jedoch eine eher schwache Hemmaktivitit zeig-
te.!! Zunichst wurde eine Ahnlichkeitssuche in MOE unter Verwendung von MACCS-

Keys durchgefiihrt. Aus den so erhaltenen Verbindungen mit einer Amidinparitalstruk-

NH NH,
HN / Q NH N O o O NH

O ®
H

NSC 377363 (31) NSC 305831 (32)
NH NH, NH

NSC 305831 (33) NSC 17602 (34)
NH, NH

HN — NH

/ - \ HN NH,
H,N = NH,
o)

NSC 305824 (35) NSC 9919 (36)

Abb. 4.7: Strukturen der im Text erwidhnten Amidinverbindungen.
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tur wurden anschliefend 14 aromatische Amidine mit einem Molekulargewicht unter
400 Da herausgefiltert und mittels GOLD (Version 3.2, Standardeinstellungen) in die
Substratbindungsregion des hPRMT1-Homologiemodells gedockt. Nach visueller Aus-
wertung wurden sechs kommerziell verfiighare Amidine fiir eine In-vitro-Testung ausge-
wihlt und vom NCI bezogen (Abb. 4.7). Diese Auswahl bestand aus einer Monoamidin-
und fiinf Bisamidinverbindungen. Fiir drei Bisamidine (Abb. 4.8) erfolgte auf Grund
guter Vortestergebnisse (Hemmung bei 50 uM > 50%) eine 1C5o-Bestimmung durch Dr.
Elisabeth-Maria Bissinger im Arbeitskreis Prof. M. Jung/Freiburg (Tab. 4.2).

C) NSC 305831 (33)

Abb. 4.8: Dockinglosungen der drei aktivsten NCI-Verbindungen (Kugel-Stab-Représentation,
Stickstoff (blau), Sauerstoff (rot), Kofaktoranalogon SAH (griin), Wasserstoffbriicken
(unterbrochene schwarze Linien)).
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VERBINDUNG HEMMUNG bzw. GOLD-SCORE
I1C;y £ SE
NSC 377363 (31) 3,5+ 1,7uM 57,16
NSC 305836 6,6 + 1,3 uM 54,65
(32, Dimethylfuramidin)
NSC 305831 9,2 +1,7uM 58,47
(33, Furamidin)
NSC 17602 (34) 42 % (10 uM) 50,00
NSC 305824 (35) 40 % (10 uM) 54,53
NSC9919 (36) 18 % (50 uM) 63,95
17% (10 uM)
NSC 35605 56,9 £ 6,2 uM 51,07

(12, Stilbamidin)

Tab. 4.2: IC5p- und Hemmwerte sowie GOLD-Scores der sechs fiir die biologische Testung aus-
gewdhlten NCI-Verbindungen, erhalten aus einer Stilbamidindhnlichkeitssuche, alle
Hemmdaten aufer zu Stilbamidin aus Bissinger (2010)!*, Hemmwert zu Stilbamidin
aus Spannhoff et al. (2007)L.

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, Wasserstoffbriicken bzw. Salzbriicken zu den Seitenketten von Glu152, Glul61 und
His305 auszubilden. Die zweite Amidinfunktion interagiert je nach Molekiilgrofe mit der
Seitenkette von Tyrl60, Ser353 oder Asp336. Hydrophobe Wechselwirkungen werden
zwischen den aromatischen Molekiilteilen der Verbindungen und den Seitenketten von
Tyr156 und Tyr160 ausgebildet. Beziiglich der gezeigten Dockinglosung von Verbindung
31 ist anzumerken, dass die hier vorgeschlagene Konformation des Enzym-Inhibitor-
Komplexes eher kritisch zu betrachten ist. Die abgebildete Losung stellte zwar die am
besten bewertete dar, jedoch wurde noch eine weitere Anordnung gefunden, bei der wie
bei den iibrigen Verbindungen die Amidinophenylfunktion als Glul52-bindendes Motiv
vorgeschlagen wurde.

Beim strukturellen Vergleich von Stilbamidin (12) und Verbindung NSC 305824 (35)
auf der einen und den iibrigen getesteten Verbindungen auf der anderen Seite ist eine
Einteilung in zwei Gruppen moglich. Wahrend Stilbamidin (12) und 35 eine gestreck-
te Molekiilstruktur aufweisen, zeigen 31, 32, 33, 34 und 36, bedingt durch das im
Molekiil enthaltene Furan, das sekundidre 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 gewihrleisten. Verbindung 36

unterscheidet sich von den iibrigen Bisamidinen in der Molekiilgeometrie (Abb. 4.9).
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Dies ist eine mogliche Ursache fiir die in der biologischen Testung festgestellte schwache
Hemmaktivitét. Zunéchst zeigt Verbindung 36 einen geringeren Abstand zwischen den
Amindingruppen (d = 9,89 A, Abstand der Amidinkohlenstoffe) als die iibrigen Bisami-
dine (d > 12 A). Damit ist die Bindung der beiden Carboxylfunktionen der hPRMT1-
Bindungstasche (Glul52, Asp336; d ~ 16,5A) im Fall von 36 erschwert. Weiterhin
entsteht durch die Etherbriicke zwischen den 4-Amidinophenylfunktionen ein spitzerer
Molekiilwinkel (o« = 117,2°) als bei den iibrigen gewinkelten Strukturen (o > 120°). Im
Vergleich zu NSC 377363 (31) kommt es durch den Etherwinkel bei 36 zu einer stirke-
ren Einschrinkung in der Molekiilbeweglichkeit. In Abbildung 4.9 rechts soll dies durch
die iiberlappenden Atomradien in Van-der-Waals-Reprisentation (MOE, Reprisentati-
on mit 75% der jeweiligen Van-der-Waals-Radien) verdeutlicht werden. Dies wiederum
fithrt zu einer verminderten Anpassungsfihigkeit an die Gegebenheiten der Bindungs-
region. Die schwichere Aktivitdt der ebenfalls gewinkelten Monoamidinverbindung 34

resultiert vermutlich aus dem Fehlen der zweiten Amidinfunktion, welche bei den Bi-

Abb. 4.9: Molekiilgeometrien ausgewdhlter Vertreter der Bisamidine (31 (oben), 32 (mitte),
36 (unten)), links Konformation der am besten bewerteten Dockinglosung mit An-
gabe des Abstandes zwischen den Amidinkohlenstoffatomen und des Molekiilwinkels,
rechts schematische Darstellung der Van-der-Waals-Radien der Molekiile, Kohlenstoff
(orange), Stickstoff (blau), Sauerstoff (rot), Wasserstoff (grau).
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samidinen eine Interaktion mit den Aminosduren am dufseren Taschenrand ermdoglicht.
Die beste Hemmaktivitdt von Verbindungen mit Amidinfunktion wird durch eine ge-
winkelte, bisfunktionale Struktur und ein Abstand von mindestens 12 A zwischen den
Amidinkohlenstoffen erhalten. Dabei interagiert der hydrophobe Teil der gefundenen
Verbindungen vermutlich mit den Seitenketten von Tyr156 und Tyr160, wohingegen die

Amidinfunktionen jeweils die Seitenketten von Glul52 und Asp336 adressieren.

4.1.3 Weiterentwicklung der Leitstrukturen 7280948 und
Allantodapson

Durch die gezielte synthetische Abwandlung der aktivsten, im VS identifizierten 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
Anfilligkeit zu umgehen. Dazu erfolgte zunichst 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 Stickstoffsonde, eine Hydroxylsonde und eine Sonde fiir ko-
venlent gebundenes Chlor verwendet. Die eingesetzten Sonden sollten zusammen mit
den Dockinglésungen der Verbindungen Hinweise dafiir liefern, welche synthetischen
Modifikationen an welcher Position des Liganden dessen Aktivitit giinstig beeinflus-
sen konnen. Somit konnten verschiedene Synthesevorschliage 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 hochsten bewerteten
Dockinglosungen von 7280948 (22). Fiir 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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Abb. 4.10: Molekulare Interaktionsfelder der Sonden fiir kovalent gebundenes Chlor ( A), griin,
Konturlevel -7,2 kcal/mol), Hydroxyl ( A), rot, Konturlevel -4,0 kcal/mol), den hy-
drophoben Bereich (B), gelb, Konturlevel -1,5 keal/mol), fiir Stickstoff 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 hochsten bewerteten Dockinglosungen von
7280948 (22)(modifiziert nach Bissinger et al. (2011)).15

Die im VS identifizierte aktive Verbindung 7280948 (22) wurde so modifiziert, dass ein
Ersetzen des priméiren aromatischen Amins bzw. des Sulfonamids oder eine Substitution
des Phenylrings erfolgte. Anstelle des priméren aromatischen Amins wurden aromatische
Gruppen (C2-Sonde (Abb. 4.10 C)) iiber eine Carbon- bzw. Sulfonsdureamidbindung
mit der Ausgangsstruktur verbunden (Verbindungen 7a-j (37-45), Tab. 4.3) bzw. ein
Chlorsubstituent eingefiihrt (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), Stickstoffsonde mit freiem Elektronenpaar (Abb. 4.10
B)) bzw. die Art des Ethylspacers modifiziert (Verbindungen 6b-h (46-52), Tab. 4.4).
Die

o\\s/“
R
R VERBINDUNG ICs0 [tM] £SEM bzw. GOLD-SCORE
HEMMUNG
-NHCO-Ph 7a (37) 20 % @50 uM 49,39
15 %@ 10 uM
-NHCOCH,-Ph 7b (38) 10 % @ 50 uM 50,08
k.H.*@10 uM
-NHCO-(4-Biphenyl) 7c (39) 42 % @ 50 M 56,12
39% @10 uM
-NHCO-(4-Cl)-Ph 7d (40) 48,9424 52,45
-NHCO-(3,4-Dichlor)-Ph Te (41) 10,2+0,5 52,49
-NHCO-(4-Br)-Ph 7 (42) 41 % @50 pM 52,79
23 % @10 uM
-NHCO-(4-1)-Ph 7g (43) 68,1+ 1,2 53,27
-NHCO-(4-NH,)-Ph 7i (44) 40 % @ 50 M 57,86
40 % @ 10 uM
-NHSO,-(4-Cl)-Ph 7j (45) 5,0+0,2 51,35

Tab. 4.3: Strukturen (Substituenten in rationeller Formelschreibweise, Phenyl (Ph)) und ICsg-
(hPRMT1, [gM]) bzw. Hemmwerte (*k.H. - keine Hemmung, Hemmung < 5%) der
durch Bissinger et al. (2011) beschriebenen Amidderivate mit den GOLD-Scores
der jeweils am hochsten bewerteten Dockinglosung, modifiziert nach Bissinger et al.
(2011).15

54



4 Ergebnisse

R
H,N
R VERBINDUNG ICjq [uM] £ SEM GOLD-SCORE
bzw. HEMMUNG

-SO,NHCH,-Ph 6b (46) 28 % @ 50 uM 49,64

22 % @10 pM
-SO,NHCH(CHj;)-Ph 6c (47) 40%@50uM  (R) 61,86; (S5) 58,40

28 % @10 M
-SO;NHCH,-(Pyridin-2-yl) 6d (48) 70,7+4,4 57,88
-SO,NHCH,-(4-Cl)-Ph 6e (49) k.H. @50 uM 59,14
-SO,NHCH,-(4-OCHs)-Ph 6f (50) 19 % @ 50 M 58,46

12% @10 uM
-SO,NHCH,CH,-(4-Cl)-Ph 6g (51) k.H. @50 M 61,99
-SO,NHCH,CH,-(4-OH)-Ph 6h (52) 37 % @50 uM 59,80

30 % @10 uM
-CONHCH;CH,-Ph 9a (53) 49,717 47,61
-CONHCH;-Ph 9b (54) 47 % @ 50 M 46,94
-CONHCH(CHj3)-Ph 9c (55) 34%@50puM  (R) 47,76; (S) 49,14

R

Cl

-SO,NHCH,CH,-Ph 61 (56) k.H. @50 uM 48,23

Tab. 4.4: Strukturen (Substituenten in rationeller Formelschreibweise, Phenyl (Ph)) und ICs0-
(hPRMT1, [gM]) 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 hdchsten bewerteten Dockinglésung, modifiziert
nach Bissinger et al. (2011).19
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R
(0)
S

S
/O/ :
O
H>N

R VERBINDUNG  ICs0 [upM] £ SEM bzw. GOLD-SCORE
HEMMUNG

-NHCOCH,CHj la (57) 70,6 % @50 M 53,95

23,5 % @10 M
“NHCO-(4-C1)-Ph 1b (58) 45,9 42,7 55,66
-NHCO-Ph 1lc (59) 65,6 7,9 04,91
-NHCOCH,-Ph 1d (60) 41,2 % @50 uM 54,03

35,3% @10 uM
“NHCO-(4-Bipheny!) le (61) 11,8439 56,08
-NHSO,-(4-C1)-Ph 3 (62) 35,1+2.9 61,50
-NHCONHCH,-Ph 4 (63) 13,6 % @50 uM 60,96

k.H.*@10 uM

N. R

ST T
1,08
S

_CH,CH,4 2a (64) k.H.* @50 M 18,16
-CH,CH,CHj 2b (65) 41,1% @50 puM 18,36

14,7% @10 M
“Ph 2 (66) 14,1417 32,90
-CH,-Ph 2d (67) 30,4+ 3,8 50,68
_CH,-Cl 2e (68) 1,54+29 15,20

Tab. 4.5: Strukturen (Substituenten in rationeller Formelschreibweise, Phenyl (Ph)) und ICsg-
(hPRMT1, [gM]) bzw. Hemmwerte (*k.H. - keine Hemmung, Hemmung < 5%) der
durch Bissinger et al. 2011 beschriebenen Acyldapsone mit den GOLD-Scores der je-
weils am hochsten bewerteten Dockinglésung, monosubstituierte Acyldapsonderivate
im oberen und disubstituierte Acyldapsonderivate im unteren Teil, modifiziert nach

Bissinger et al. (2011).19
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Abb. 4.11: Dockinglésungen der durch Bissinger et al. (2011) beschriebenen Verbindungen (7e
(41) (A), Kohlenstoff (orange)), 7j (45) (B), Kohlenstoff (magenta)), Kugel-Stab-
Représentation, Stickstoff (blau), Sauerstoff (rot), Wasserstoftfbriicken (schwarze un-
terbrochene Linien), w-m-Wechselwirkungen (griine unterbrochene Linien)), relevan-
te Aminoséuren der Substrat- bzw. Kosubstratbindungstasche (Stabreprasentation,
Kohlenstoff (gelb)), Proteinriickgrat (blau), Helices aX und aY zur besseren Ein-
sicht teilweise ausgeblendet (modifiziert nach Bissinger et al. (2011)).1%

Ersetzung des Sulfonamids durch ein Carbonsiureamid wurde ebenfalls untersucht (Ver-
bindungen 9a-c (563-55), Tab. 4.4). Leider fiihrte 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.!*'> Hier konn-
te, ausgehend vom 4-Chlorphenylderivat 7d (40), durch die Einfiihrung 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).1415

Im Fall von Allantodapson (11) wurden entweder die Aminalstruktur und der Allox-
anteil allein (monosubstituierte Acyldapsonderivate, Verbindungen la-e (57-61); Sul-
fonyldapsonderivat (Verbindung 3 (62)); Dapsonderivat mit Harnstoffpartialstruktur
(Verbindung 4 (63)), Tab. 4.5) oder zusammen mit dem priméren aromatischen Amin
(disubstituierte Acyldapsonderivate, Verbindungen 2a-e (64-68)) verdndert. 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 hochsten bewertete Dockinglosung der Verbindung le (61, Kugel-Stab-
Reprisentation, Kohlenstoff (cyan), Stickstoff (blau), Schwefel (gelb), Sauerstoff
(rot), Wasserstoffbriicken (schwarze unterbrochene Linien)) in der Substratbin-
dungstasche des hPRMT1-Modells (Stabreprisentation, Kohlenstoff (gelb)). Das
Kosubstratanalogon SAH (griin) wurde wihrend des Dockings in der Kosubstrat-
bindungstasche belassen (modifiziert nach Bissinger et al. (2011)).15

Unter den monosubstituierten Acylderivaten zeigte Verbindung le (61) - gekennzeich-
net durch einen Biphenylamidsubstituenten - die hochste Aktivitdt mit einem 1C50-Wert
von 11,8 3,9 uM. Die von GOLD vorgeschlagene Dockinglosung (Abb. 4.12) zeigt ein
mit Allantodapson vergleichbares Bindungsmuster. Neben den fiir die Ausgangssubstanz
Allantodapson (11) charakteristischen Interaktionen, wie die Wasserstoffbriickeninterak-
tion zwischen Anilinstickstoff und Glu152 oder zwischen Sulfonsauerstoff und den Riick-
gratatomen von Tyrl56, sind zusétzliche Wechselwirkungen zu beobachten. Darunter
eine Wasserstoftbriickenbindung zwischen Amidsauerstoff und Ser46 sowie eine Wech-
selwirkung der Biphenylfunktion mit den hydrophoben Aminosduren Ile52 und His49
Taschenrand.

Unter den disubstituierten Acylverbindungen erwies sich Verbindung 2e (68, Abb.
4.13, Tab. 4.5) mit einem IC5o-Wert von 1,54 0,2 uM als aktivste.'® Der Bindungsmodus
dieser und einer weiteren, jedoch auf der Leitstruktur 7280948 basierenden Verbindung
werden im folgenden Abschnitt diskutiert. Alle {ibrigen Verbindungen erreichten nicht

die Wirkpotenz der Ausgangsstruktur Allantodapson in wvitro.
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Abb. 4.13: Die von Dr. Elisabeth Bissinger synthetisierten Chloracetylderivate (68, 69) und
das durch Weerapna et al. (2010) publizierte Iodacetylderivat (70).14172

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 gegeniiber hPRMT1 auf einem substratkompetitiven Me-
chanismus beruhen kénnte. Die Autoren schlussfolgern dies aus der Beobachtung, dass
die Bischloracetylverbindung 2e (68, Abb. 4.13) bei geringeren Substratkonzentratio-
nen eine hohere inhibitorische Aktivitat aufweist. Auberdem zeigt die Verbindung eine
zytotoxische Aktivitiit.!® Ungekliirt ist jedoch die relativ hohe Aktivitit im Vergleich
zu den iibrigen Verbindungen sowie die Selektivitit gegeniiber PRMT4/CARM1 und
SET7/9 /KMT7. Weiterhin schliefst auch Dr. Elisabeth-Maria Bissinger in ihrer Pro-
motionsarbeit den Mechanismus der kovalenten Bindung des Chloracetylderivates 69
(Abb. 4.13) an hPRMT1 nicht aus.'* Werapana el al. publizierten 2010 eine Metho-
de zur Identifizierung hyperreaktiver Cysteinreste auf der Oberfliiche von Proteinen.!™
Auch die Kosubstratbindungstasche von hPRMT1 enthélt 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. Auferdem dhneln die synthetisierten Chloracetylderivate stark der beschrie-
benen chemischen Sonde (70, Abb. 4.13) zur Identifizierung der funktionellen Cysteine.

Die Ergebnisse eines kovalenten Dockingansatzes in GOLD (Version 4.0) in die leere
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Abb. 4.14: Am héchsten bewertete Dockinglosungen des Bischloracetyldapsons 68 nach ko-
valentem Docking (GOLD, Version 4.0) in die Kosubstratbindungstasche des
hPRMT1-Homologiemodells, Verbindung 68 und Cys109 (Stabreprisentation), Pro-
teinoberfliche (aufen und dem Solvent zugewandt (blau)), Proteinkern (orange)).

Kosubstratbindungstasche zeigten ebenfalls die Moglichkeit eines kovalenten Bindungs-
modus auf. In Abhéingigkeit davon, welches Rotamer der Seitenkette von Cys109 als
Ausgangspunkt fiir ein kovalentes Docking verwendet wird, werden von GOLD unter-
schiedliche Losungen erzeugt. Abb. 4.14 zeigt die beiden, vom Programm vorgeschlage-
nen Bindungsmodi des Bischloracetyldapsons 2e (68) basierend auf den zwei am héau-
figsten vorkommenden Rotameren von Cys109. Die am hochsten bewertete Dockinglo-
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 Losung (Chemscore 20,67) aus der Kosubstratbindungstasche heraus-
ragt (rechts, Abb. 4.14) und mit den Aminosduren am Taschenrand interagiert. Eine
genaue biochemische Charakterisierung der Chloracetylderivate hinsichtlich ihres Bin-
dungsverhaltenes gegeniiber hPRMT'1 ist hier notwendig, um den Bindungsmodus dieser
Hemmstoffgruppe weiter diskutierten zu konnen. Ideal wéren vor allem rontgenkristal-

lographische Analysen des Inhibitor-Protein-Komplexes.

4.1.5 Diskussion

Bislang liegen keine Strukturinformationen eines hochaufgeldsten Protein-Ligand-Kom-
plexes der aktiven humanen PRMT1 vor. Um dennoch VS-Experimente durchfiihren
zu konnen, wurde daher ein hPRMT1-Modell auf Basis von Rontgenstrukturdaten einer
aktiven PRMT3 aus Rattus norvegicus mittels des SYBYL-COMPOSER-Moduls erstellt
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und auf seine Stabilitit in einer MD-Simulation untersucht. Das Homologiemodell wurde
anschlieftend zum Homodimermodell erweitert und wieder auf seine Stabilitdt mittels
MD-Simulation untersucht. Kolbel et al. (2012) benutzten einen vergleichbaren Ansatz
zur Generierung eines Homodimermodells der humanen PRMT1.% Hierbei erfolgte die
gesamte Homologiemodellierung in MOE. Ein weiterer Unterschied zur vorliegenden
Arbeit ist, dass die Autoren strukturelle Informationen der humanen PRMT4 (PDB
2ylw) als Templat fiir die Modellierung der fehlenden Helix nutzten.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Strukturinformationen konnten danach er-
folgreich fiir ein hierarchisches VS verwendet werden. Dabei erfolgte, ausgehend von zwei
durch ein targetbasiertes Screening identifizierten PRMT1-Hemmstoffen (Allantodapson
(11), Stilbamidin (12)), eine Suche nach neuen arzneistoffihnlichen Verbindungen, deren
Bindung in der Substratbindungstasche der humanen PRMT1 erfolgt. Als Datensétze
wurden die ChemBridge- und die NCI-Datenbank durchsucht. Dies fiithrte im Fall von
Allantodapson (11) zu neun Hemmstoffen mit einer Aktivitdt unter 35 4M und im Fall
von Stilbamidin (12) zu sechs Amidinderivaten mit einer Aktivitét bis zu 3,5 £ 1,7 uM.

Gemessen an der Gesamtproteinflexibilitit stellen die strukturell bekannten Vertre-
ter der PRMT-Familie eher rigide Proteine dar. Dies macht auch PRMT1 zu einem
geeigneten Target fiir die Durchfiihrung eines VS, da fiir die Ligandenbindung nur ge-
ringere Induced-Fit-Anpassungen der Seitenketten notwendig sind. Auch das Vorhan-
densein zweier flexibler Abschnitte im Protein ist dabei nicht hinderlich. Die durch
MD-Simulation bestatigte Flexibilitdt des Dimerisierungsarmes konnte durch die Ver-
wendung eines Dimermodells eliminiert werden. Die fehlende Strukturinformation zur
flexiblen Helix aX konnte aus den Strukturdaten einer PRMT3 der norwegischen Ratte
gewonnen werden. Hierbei bedeckt Helix aX die Kofaktorbindungstasche. Der helikale
Abschnitt stabilisiert damit nicht nur die PRMT-SAH-Wechselwirkung, sondern bildet
auch den duferen Teil der Substratbindungstasche mit aus.

Abhéngig vom Grad der Sequenzidentitiat zu den bekannten Strukturinformationen
des Templates konnen Homologiemodelle Fehler in der Konformation der Seitenketten
bzw. des Proteinriickgrates aufweisen. In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt
werden, dass das erstellte Homologiemodell der humanen PRMT1 trotz der genannten
Limitierungen fiir die Auffindung neuartiger arzneistofféhnlicher PRMT1-Hemmstoffe
verwendbar ist und auch ein Homologiemodell auf der Basis eines nichtligandengebun-

denen Templates zu einer signifikanten Anreicherung aktiver Verbindungen fiihren 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. Fiir die Erstel-
lung eines solchen Modells wurde ein PPD-Ansatz gewiahlt. Als Software wurde der
HADDOCK-Server (Easy Interface) benutzt. Das Docking erfolgte unter Verwendung
eines Substratpeptidfragments (Histon H4, Aminosduren 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 iiber die Position der Peptidbindungstasche als Input erhilt. Damit wiirden
bei der Benutzung des Monomers auch Areale der Enzymoberfliche zum Docken zur
Verfiigung stehen, die vermutlich in vivo durch die Dimerisierung nicht erreichbar sind.

Im Vorfeld wurde gepriift, inwieweit HADDOCK in der Lage ist, die Position ei-
nes strukturell aufgekliarten Proteinsubstratkomplexes wiederzufinden. Da der bei un-
physiologischem pH-Wert aufgeloste Komplex einer PRMT1 aus Rattus norvegicus und
einem Modellsubstrat (PDB lor8) lediglich Informationen iiber die Seitenkettenorien-
tierung des Substratarginins liefert, fiir die {ibrigen Substrataminosiuren aber nur An-
gaben zur Position der Ca-Atome des Proteinriickgrats macht'®3, wurde eine andere
Kristallstruktur zur Evaluierung benutzt. Dabei handelte es sich um die PDB-Struktur
eines SET7/9 /KMT7-Enzyms kokristallisiert mit dem dazu gehérigen Substratpeptid-
fragment (Aminosduren 1-10) von Histon H3 (PDB 109s). Basierend auf der von Qian
und Zhou (2006) publizierten Strukturanalyse der SET-Enzymfamilie'®! wurden die in
der Lysinbindungstasche lokalisierten, konservierten Aminosduren Tyr245 und Tyr335
sowie die durch Mutationsstudien identifizierte funktionelle Aminosiaure Tyr305 als Ac-
tive Residues definiert. Eine Strukturanalyse zur Gewinnung zusétzlicher Informationen
bzw. Nebenbedingungen unter Verwendung des WHISCY-Servers ergab erwartungsge-
mals kein Ergebnis. Grund dafiir 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 Solventzuginglichkeit von > 50 % aufweisen. Wie eine Berechnung der solventzu-
gingigen Enzymoberfliche der drei als Active Residues definierten Aminosauren mittels
des GETAREA-Servers (http://curie.utmb.edu/getarea.html)?” zeigte, erfiillt keine

der drei in die Bindung des Substratlysins involvierten Seitenketten dieses Kriterium.
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Alternativ wurden aus der Kristallstruktur 109s Bedingungen fiir das Docking mit
HADDOCK abgeleitet. Alle Aminosiureseitenketten der Substratbindungstasche, wel-
che einen interatomaren Mindestabstand von < 3 A zum Substrat aufwiesen, wurden da-
her als Active Residues definiert.?® Die durch das Redocking der direkt mit dem Enzym
wechselwirkenden Aminosiduren 1-5 des Substratpeptidfragments in SET7/9 /KMTT er-
zeugte Losung wies einen RMSD von 0,5 A bezogen auf die Ca-Atome des Substrat-
proteinriickgrats und 0,7 A bezogen auf alle Nichtwasserstoffatome des Substratpeptid-
fragmentes auf. Die Daten beziehen sich dabei auf die beste Losung des am hochsten
bewerteten Clusters. Als Vorbereitung wurden die Termini des Fragments mit Methyl-
kappen versehen (Capping), um artifizielle Salz- bzw. Wasserstoffbriicken 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 fiir das Docking verwendet wurde. Dazu wurde zunéchst das
XLeAP-Modul des AMBER-Softwarepaketes fiir 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 geschiitzt und die Substratlysinseitenkette
analog dem physiologischen Zustand protoniert. Dieses Mal zeigte nicht der am hd6chs-
ten bewertete Losungscluster eine der Kristallstruktur vergleichbare Orientierung und
Lokalisation des Substratlysins in der katalytischen Region des Enzyms. Die am ho6chs-
ten bewertete Losung des Clusters wies einen RMSD von durchschnittlich 1,5 A bezogen
auf die Ca-Atome des Substratproteinriickgrats und durchschnittlich 3,2 A bezogen auf
alle Nichtwasserstoffatome des Substratpeptidfragmentes zur Kristallstruktur auf. Alle
Dockings wurden jeweils als Dreifachversuch mit gleichem Setup durchgefiihrt.

Als Vorbereitung des PRMT1-Dockings wurde der WHISCY-Server fiir die Ana-
lyse der Enzymoberfliche 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 Aminosduren in der Nahe der Substratbindungs-
tasche als mogliche Interaktionspartner erkannt. Damit ergab sich als Setup fiir den
HADDOCK-Server ein Satz von fiinf mit dem Substratarginin direkt interagierenden
Aminosduren (Active Residues = Tyrb6, Tyrd3, His301, Glul52, Glul61) und ein Satz

von sieben nicht direkt mit dem Substratarginin interagierenden Aminoséuren (Passive
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Residues = Tyr42, Serd6, His49, Gly51, Glub5, Tyrl56, Val227). Diese Daten wurden so-
mit als Anhaltspunkt fiir 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 fiir die Energieminimierung verwendet. Die Termini des Fragments
wurden durch ein Capping geschiitzt 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 iibrigen Amino-
sduren entlang des Substratbindungskanals gedockt wurden. Zur Orientierung wurde da-
bei die Kristallstruktur der PRMT1 aus Rattus norvegicus verwendet (PDB 1lor8). Diese
Struktur enthélt auferdem Informationen iiber 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). Auferdem ist das gebun-

Abb. 4.15: Uberlagerung des durch HADDOCK erzeugten hPRMT1-Substrat-Kosubstrat-
Komplexes (orange/griin) mit der Kristallstruktur einer PRMT1 aus Rattus norve-
gicus PDB lor8 (rosa/cyan).
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dene Arginin teil eines Modellpeptids. Daher war kein direkter Vergleich der Dockinglo-
sung mit der Kristallstruktur moglich. Dennoch konnten Informationen aus dieser dreidi-
mensionalen Struktur entnommen werden. So verlduft das Riickgrat der Dockinglosung
beispielsweise in der gleichen Richtung wie das der Kristallstruktur. Beide Substratargi-
nine sind in der Substratbindungsregion des Enzyms lokalisiert, wobei der Abstand der
Ca-Atome 2,52 A betrigt. Dieser Abstand und die abweichende Lokalisation (Abb. 4.15)
der Dockinglosung beziiglich der Kristallstruktur resultiert unter anderem daraus, dass es
sich bei diesem Versuch nicht um ein Redocking im herkdmmlichen Sinn handelt, sondern
dass zwischen den Taschen ein Konformationsunterschied vorliegt, welcher, wie bereits
angefiihrt, wahrscheinlich durch die unphysiologischen Kristallisationsbedingungen ent-
steht. So weisen beide, zur Positionierung des Substratarginins beitragenden, Glutamate
eine abweichende Orientierung auf. Der Abstand des wihrend der katalytischen Reaktion
methylierten Stickstoffs des Substratarginins zur aktiven Methylgruppe des Kosubstrats
SAM betriigt 3,17 A. Damit kann das vorliegende Modell ebenfalls fiir eine Simulation
der katalytischen Reaktion unter QM/MM-Bedingungen verwendet werden. Anschlie-
flend wurde die am hochsten bewertete Dockinglosung von Cluster 4 einer freien MD
unter Verwendung des AMBER-Paketes und des AMBER99sb-Kraftfeldes unterzogen

o 2 1 6 8
t [ns]

Abb. 4.16: RMSD-Diagramm der MD-Simulation des durch PPD erstellten Enzymsubstrat-
komplexes aus einem H4-Substratpeptidfragment und einem hPRMT1 Dimermo-
dell, Riickgrat des hPRMT1-Dimers (griin), Riickgrat des Substratpeptidfragments
(schwarz).
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und auf Stabilitat gepriift. Dabei konnte beobachtet werden, dass sich das System be-
reits nach 4 ns freier MD-Simulation in einem equilibrierten Zustand befindet. Dies kann
als Hinweis fiir die Verlésslichkeit des Modells gedeutet werden kann (Abb. 4.16).

REMD/ZDOCK

Zur Erhdartung der Strukturhypothese des PRMT1-Histon-Komplexes wurde versucht
durch eine zweite Methode zu einem vergleichbaren Ergebnis zu gelangen. Dazu wur-
de zunédchst der Konformationsraum des Substratpeptidfragmentes (Histon H4, Amino-
sduren 1-5) mittels REMD durchsucht und die als Schnappschuss aus der erhaltenen
Trajektorie extrahierten Konformationen einer Clusteranalyse unterzogen. Anschliefsend
wurden die Hauptvertreter (Centroiden) der gefundenen Cluster mittels ZDOCK rigide
in die Substratbindungsregion der humanen PRMT1 gedockt, mittels MD-Simulation
auf Stabilitdt untersucht und das Ergebnis mit der HADDOCK-Dockinglosung 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.'®® Hierbei handelte es sich ebenfalls um die Simulation eines
Pentapeptids. Zunéichst wurde ein Temperaturintervall festgelegt, danach simuliert und
anschliefsend tiberpriift, ob Parameter, wie die Anzahl der Temperaturen, die Maximal-
und die Minimaltemperatur ausreichend festgelegt wurden, sodass eine freie Bewegung
(Random walk) tiber die iiber alle Konformationen aufgespannte Energiehyperfliche
moglich war. Fiir die REMD des ungefalteten H4-Peptidfragments wurde ein Tempera-
turintervall von 296 bis 420 K festgelegt und in acht exponentiell verteilte Temperaturen
aufgeteilt: 296.0, 311.2, 327.1, 343.9, 361.5, 380.1, 399.6 und 420.0 K. Als Minimaltem-
peratur wurde die Raumtemperatur gewihlt. Die Wahl der Maximaltemperatur erfolgte
so, dass ein Uberwinden von eventuellen Energiebarrieren und eine Darstellung natiir-
lich vorkommender Konformationen méglich 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
geschiitzten Termini (Capping) verwendet. Fiir die REMD in implizitem Solvent wurden
10 ns als Simulationszeit mit einem Austausch alle 2 ps festgelegt.

Zur Uberpriifung der Leistung des REMD-Verfahrens wurden anschliefend 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 liickenlose Uberlappen der Verteilungskurven der Replikas (1-8) eine
ausreichende Abdeckung des Energieraumes. Auferdem wurden die Akzeptanzrate so-
wie die Rate erfolgreicher Austausche benachbarter Repliken als Leistungsindikatoren
herangezogen (Tab. A.2 im Anhang). Beide Parameter wiesen dabei einen fiir 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 moglich 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 hoheren Temperaturen (Replika 8) iiber einen groferen
Energieraum als die Verteilungen bei niedrigeren Temperaturen (Replika 1). Grund da-
fiir ist die Fahigkeit der Konformationen, bei hheren Temperaturen aus lokalen Minima
zu entkommen und Energiebarrieren zu iiberwinden. Die Verteilungen der Riickgratdihe-
dralwinkel (Ramachandran-Karten) des simulierten H4-Substratpeptidfragments geben
einen Hinweis darauf, wie griindlich 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 iibrigen Aminosduren, gekenn-
zeichnet durch eine aliphatische Kette, welche eine polare Gruppe mit dem Riickgrad
verbindet, weisen vergleichbare Ramachandran-Plots auf.

Aus den 5000 erhaltenen Frames von Replika 1 (T =296,0 K) wurde mittels Ptra]
jeweils eine PDB-Struktur extrahiert und alle erhaltenen Konformationen einer Clus-

teranalyse durch Kclust*?

unterzogen. Das Clustering erfolgte RMSD-basiert unter Ver-
wendung eines Radius von r =3 A. Weitere Versuche mit anderen Radien lieferten nur
unbefriedigende Ergebnisse. So ergab das Clustering mit einem Radius von r—2A 122
niedrigpopulierte Cluster bzw. r=4 A genau einen Cluster. Unter Verwendung eines
Radius von r=3 A konnten sechs hochpopulierte Cluster identifiziert werden (434-1366
Strukturen). Die sechs Hauptvertreter (néichster Nachbar zum Centroiden im Konfor-
mationsraum, Abb. 4.17) der erhaltenen Cluster wurden anschlieflend mittels ZDOCK

rigide in die Substratbindungstasche des Dimermodells der humanen PRMT1 gedockt.
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Abb. 4.17: Uberlagerung der sechs Clusterhauptvertreter, welche in Vorbereitung fiir das rigide
PPD mit ZDOCK durch REMD und anschliefsende Clusteranalyse identifiziert wur-
den, Cluster 1 (gelb), Cluster 2 (rosa), Cluster 3 (silber), Cluster 4 (blau), Cluster
5 (orange), Cluster 6 (griin).

Die visuelle Auswertung der Dockingergebnisse zeigte, dass lediglich der Hauptvertre-
ter aus Cluster 1 in eine fiir das Substrat typische und fiir die enzymatische Reaktion
bereite Orientierung in die Bindungstasche gedockt werden konnte. Wichtig war dabei
die Positionierung des Substratarginins in der Bindungstasche, die Ndhe der Guanidino-
funktion zu den Glutamaten 152 und 161, eine gestreckte Konformation des gesamten
Peptidfragments, eine Ausrichtung des Peptidfragmentriickgrats analog zu der des Sub-
stratpeptidanalogons in PDB 1lor8 sowie ein plausibles Interaktionsmuster der iibrigen
an der Bindung beteiligten Seitenketten zur Fixierung und Ausrichtung des Interak-
tionspartners. Sterische Konflikte wurden bei dieser Betrachtung vernachlissigt, da es
sich um einen rein rigiden Dockingansatz handelte. Aus den insgesamt 248 erzeugten
Dockinglésungen wurden abschliefsend zunéchst diejenigen Losungen, 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 identifizierten Losungen erfiillten bei visueller
Auswertung drei die iibrigen Kriterien und wurden zur weiteren Bearbeitung ausge-
wahlt. Daraus wurde diejenige Losung mit der geringsten losungsmittelzugénglichen
Molekiiloberfliche (Solvent Accessible Surface Area, SASA) beziiglich des Peptidfrag-
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ments (Losung 31) fiir weitere Betrachtungen ausgew&hlt. Es wurde angenommen, dass
es sich dabei um die Dockinglésung handelte, bei der das Substratpeptidfragment am
tiefsten in der Substratbindungstasche verankert wurde. Die Berechnung der 16sungsmit-
telzugiinglichen Molekiiloberfliche erfolgte mit Hilfe des GETAREA-Servers*’ (http:
//curie.utmb.edu/getarea.html). Der Protein-Ligand-Komplex wurde anschliefend
mittels des Sander-Moduls in AMBER einer Energieminimierung unterzogen und da-
nach auf seine Stabilitdt in einer Molekiildynamiksimulation untersucht. Die Relaxation
des Systems vor der MD musste mit besonderer Vorsicht durchgefiihrt werden. Dies
wurde durch ein schrittweises Losen der Restraints verhindert. Grund fiir dieses Vorge-
hen sind die weichen Oberflaichenpotentiale bei rigiden Dockingansétzen. Diese erzeugen

mehr sterische Konflikte (Clashes) in den Losungen als flexible Ansétze.

4.1.7 Diskussion

Strukturelle Informationen zu den Protein-Substratkomplexen des untersuchten Tar-
gets liefern wichtige Informationen fiir die Hemmstoffentwicklung. Liegen derartige In-
formationen auch von verwandten Proteinen nicht vor, so konnen PPD-Ansétze einen
wertvollen Beitrag zur Erstellung dreidimensionaler Modelle liefern. Fiir das Docking
kleinerer Peptide ist vor allem die HADDOCK-Software mit dem zugrunde liegenden
semiflexiblen Ansatz von Nutzen. Ein rigider Dockingansatz nach Konformererstellung
ist dagegen aufwendiger, aber dennoch zum Vergleich der Ergebnisse geeignet. Rigide
Dockingansétze sind vor allem durch weiche Oberflichenpotentiale und dadurch durch
zahlreiche Uberlappungen der Atomradien in den Dockinglosungen gekennzeichnet. Dies
wird vor allem im RMSD-Verlauf der Molekiildynamiksimulation der gedockten Komple-
xe ersichtlich. In der vorliegenden Untersuchung konvergierte der durch REMD /ZDOCK
erstellte Komplex erst nach ca. 6 ns (Abb. 4.18), der durch HADDOCK erstellte Komplex
bereits nach 4 ns (Abb. 4.16). Die Bindung eines Substratpeptids an das dazu gehorige
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 durchfiihrbar ist. Vielmehr miissen
soviel Wissen und biochemische Daten wie mdoglich in das Docking einflieffen, um die
Freiheitsgrade der dufserst flexiblen Bindungspartner einzuschrianken.

Zahlreiche Dockinglosungen des ZDOCK-Dockings wiesen eine Lokalisation des Sub-
stratarginins aufserhalb der Bindungstasche auf. Dagegen wurde Lysb des Substrats héu-
fig in die Argininbindungstasche gedockt. Bei HADDOCK konnte ein solches Verhalten

nicht beobachtet werden, was vermutlich durch die Definition 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, Riickgrad des hPRMT1-Dimers (griin), Riickgrad 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 befindet sich in beiden Komplexen in einer Position relativ
zum Kofaktor SAM, die eine enzymatische Reaktion mdglich macht. Damit sind beide
Komplexe zur Durchfithrung von QM /MM-Untersuchungen beziiglich der katalytischen
Reaktion geeignet. Unterschiede zeigten sich lediglich in der Konformation des Proteins
am N-Terminus. Wéahrend das durch HADDOCK gedockte H4-Fragment insgesamt ei-
ne gestreckte raumliche Anordung aufweist, zeigt das durch REMD/ZDOCK platzierte
Fragment eine gebeugte Ausrichtung in dieser Region. Hier konnte die zeitliche Aus-
weitung der MD-Simulation beider Komplexe aufschlussreich sein. Zunachst sind beide
Ausrichtungen méglich, da es sich bei den untersuchten Histonschwinzen 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 fiir das Hemmstoffdesign niitzlich ist.

In der bereits in Abschnitt 4.1.5 erwéihnten Arbeit von Kélbel et al. (2012)% schildern
die Autoren, wie die Methylierung von Substratargininen ablduft, die sich nicht wie bei
den Histonen in der Nihe eines Terminus befinden. 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) stattfindet. Eine derartige Prasentation ermoglicht das Er-
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Abb. 4.19: Uberlagerung der durch PPD erstellten hPRMT1-Enzym-Substrat-Komplexe nach
8 ns freier MD-Simulation, mittels REMD /ZDOCK erstellter Komplex (orange, H4-
Substratpeptidfragment (Kugel-Stab-Reprasentation, Kohlenstoff (orange), Stick-
stoff (blau), Sauerstoff (rot)), SAM und relevante Bindungstaschenaminoséure
(Stabreprasentation)), mittels HADDOCK erstellter Komplex (griin, H4-Substrat-
peptidfragment (Kugel-Stab-Représentation, Kohlenstoff (griin), Stickstoff (blau),
Sauerstoff (rot)), SAM und relevante Bindungstaschenaminosiaure (Stabreprisenta-
tion)), relevante Wasserstoffbriicken des Substratarginins (schwarze unterbrochene
Linien).

reichen der schwer zugénglichen 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 iiber 8,9 A nicht in der La-
ge waren die Substratbindungstasche zu erreichen. Die gleiche Messung am Modell der
vorliegenden Arbeit fiihrte erwartungsgeméft zum gleichen Ergebnis, da die Erzeugung
des Dimers auf die gleiche Weise erfolgte und die topologischen Informationen iiber die
Anordnung der Monomere jeweils aus einer PRMT4-Dimer-Kristallstruktur stammen.
Fiir die Evaluierung der verwendeten PPD-Ansétze zur Erstellung von Protein-Substrat-

Komplexen der humanen PRMT1 sind weitere Experimente notwendig. So ist beispiels-
weise ein Docking der durch Kolbel et al. (2012) beschriebenen Proteine und Peptide als
Fragmente vorstellbar.”® Besonders hilfreich wiiren hierbei Crosslinkingdaten des jewei-
ligen Komplexes. Diese konnten als AIRs in HADDOCK verwendet werden.
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4.2 PRMT4/CARM1

Die 2008 durch eine Arbeitsgruppe von Bristol-Myers Squibb!3® publizierten potenten
PRMT4/CARMI-Hemmstoffe mit Trifluormethylpyrazolgrundkorper (Abschnitt 1.2.1,
Tab. A.3 im Anhang) waren der Ausgangspunkt fiir die hier beschriebenen Untersuchun-
gen. Die Verbindungen zeigten zum Teil In-vitro-Aktivitdten 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 zelluldre
Aktivitit fiir die Verbindungen gezeigt werden.»% Dennoch konnten Purandare et al.
(Bristol-Myers Squibb) beziiglich der aktivsten Verbindung 7b (9) der ersten Generation
einen interessanten Aktivitdtsunterschied zeigen. Der PRMT4/CARM1-Hemmstoff 7b
(9) wies in den Untersuchungen eine signifikant niedrigere Aktivitit gegeniiber PRMT1
und 3 auf.!¥® Daher sollte durch Dockingstudien zunéchst ein Bindungsmodus fiir die
Verbindungen vorgeschlagen sowie eine mogliche Erklarung fiir den gezeigten Aktivi-
tatsunterschied geliefert werden. Eine weitere Aufgabe war die Formulierung gezielter
Syntheseempfehlungen fiir Inhibitoren von PRMT1 hinsichtlich der Selektivitdt gegen-
iber PRMT4/CARMI1.

4.2.1 Dockingstudien

Da zu Beginn der Untersuchung kein Bindungsmodus der Hemmstoffe bekannt war,
wurden zunéchst Dockingstudien durchgefiihrt. Bei einem ersten Experiment, wobei die
gesamte Proteinoberfliche als mogliche Bindungsregion definiert wurde (Blind Docking),
erfolgte ein Docking unter Standardeinstellungen in GOLD (Version 4.0). Leider wurden
die am ho6chsten bewerteten Losungen dabei in der Kosubstratbindungstasche platziert
(Abb. 4.20). Verschiedene Griinde sprechen jedoch gegen einen solchen Bindungsmodus.
So ist eine Verdriangung des fest gebundenen Kosubstrats wegen der geringen chemi-
schen Ahnlichkeit der gedockten Hemmstoffe zu den bekannten Kosubstratanaloga eher
unwahrscheinlich. Weiterhin tragen die Hemmstoffe an der Stelle, wo im SAM-Molekiil
eine Riboseeinheit lokalisiert ist, einen hydrophoben aromatischen Ring. Auch der Akti-
vitdtsunterschied der Verbindung 7b (9) kann damit nicht erklért werden, da die Kosubs-
tratbindungstasche innerhalb der PRMT-Familie hochkonserviert ist. Schlieflich handelt
es sich bei den verdffentlichten Hemmstoffen um primére aromatische Amine. Diese sind

in der Literatur als substratkompetitiv beschrieben.
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Abb. 4.20: Am hochsten bewertete Dockinglosung von Derivat 1 (88) des durch Mitarbeiter von
Bristol-Myers Squibb vertffentlichten Datensatzes, ohne Verwendung von Randbe-
dingungen ( Constraints) platziert die Software den Liganden in der Kosubstratbin-
dungstasche, Derivat 1 (88, Kohlenstoff (orange), Sauerstoff (rot), Stickstoff (blau),
Kugel-Stab-Reprisentation), Kosubstratanalogon SAH (Kohlenstoff (griin), Schwe-
fel (gelb), Kugel-Stab-Représentation).

Ein vergleichbares Dockingexperiment unter Verwendung von AutoDock (Version 4.2)
platzierte die am hochsten bewerteten Losungen zwar in der Substratbindungstasche,
es zeigten sich jedoch Unterschiede in der Ausrichtung des sogenannten Molekiilteils
,Ost“ (Benennung geméf Purandare et al. (2008),'33 Abb. 4.21), also des auRerhalb der
Substratargininbindungstasche auf der Proteinoberfliche gebundenen Molekiilteils. Ein
dritter Ansatz in GOLD 4.0 unter Verwendung von Randbedingungen (Constraints)
fithrte schliefslich zu einheitlichen Dockingergebnissen. Als Randbedingung wurde da-
bei je eine Wasserstoffbriicke zu den beiden in der Substratbindungsregion lokalisierten
Glutamaten (Glu258, Glu267; Abb. 4.22) festgelegt. Ein vergleichbares Setup wurde be-
reits fiir das Virtuelle Screening an hPRMT1 evaluiert.®? Als Targetstruktur wurde die
Kristallstruktur eines aktiven rPRMT4/CARM1-Proteins (PDB 3b3f) verwendet. Das
kokristallisierte Kosubstratanalogon SAH wurde wiahrend des Dockings in der Kosubs-
tratbindungstasche belassen und als Teil des Proteins betrachtet. Weiterhin wurden die
in der Nhe der Substratbindungsregion (definiert als alle Atome im Radius von 12,5 A
um das phenolische Sauerstoffatom von Tyr154) kokristallisierten Wassermolekiile als
weitere Information fiir 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: foggle). In diesem Zusammenhang erfolgte eine
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Phe475

Abb. 4.21: Schematische Darstellung des Interaktionsmusters von 7b (9), graue Pfeile (Wasser-
stoffbriickenbindungen), unterbrochene Linie (7-7m—Wechselwirkung) und angefiihr-
te Aminosiuren spiegeln Abweichungen in den Gegebenheiten der PRMT4/CARM1
Substratbindungstasche wider, griin-magenta gefarbte Elemente (Pfeile fiir Was-
serstoffbriickenakzeptoren bzw. -donatoren, Kreise fiir sterisch anspruchsvolle Sei-
tenketten) zeigen die abweichenden Gegebenheiten der PRMT1- und PRMT3-
Substratbindungstasche.

freie Rotation um das Sauerstoffatom des jeweiligen Wassermolekiils, sodass eine Anpas-
sung des Wasserstoffbriickennetzwerkes moglich war (Funktion: spin). Es konnte gefun-
den werden, dass aufer den Verbindungen 6d (79) und 6e (80) (verdnderter Molekiilteil
woud“, Abb. 4.21, Tab. A.3 im Anhang) alle Verbindungen mit einem vergleichbaren
Bindungsmodus in der Substratbindungsregion platziert werden. Das Hindernis fiir eine
vergleichbare Platzierung der Molekiile 6d (79) und 6e (80) ist vermutlich die verander-
te Grofe (Dimethyl (6d (79))) bzw. der verdnderte chemische Charakter (Trifluorme-
thylrest (6e (80))) des Substituenten am Ca-Atom der terminalen Aminfunktion. Ein
Vergleich mit den mit einer niedrigeren Bewertung (Score) versehenen Dockinglésungen
zeigte, dass bei den hoch bewerteten Dockingldsungen stets ein bestimmtes Wassermo-
lekiil (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).

Wihrend das sogenannte ,Siidende” (Alaninamid- bzw. 2-Aminopropanamidfunktion)
der Verbindungen tief in der Substratbindungstasche nahe des katalytischen Zentrums
bindet, ist das ,Ostende” am dufseren Rand der Bindungstasche auf der Proteinoberflé-

che lokalisiert. Das Interaktionsmuster des ,,Siidendes ahmt damit die Bindung der Gua-
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Abb. 4.22: Im Text erwdhnte Kristallstruktur PDB 2ylx, kokristallisierter Pyrazolinhibi-
tor (Kugel-Stab-Représentation, Kohlenstoff (orange), Stickstoff (blau), Sauerstoff
(rot)), SAH (Kohlenstoff (griin), Schwefel (gelb)), relevante Taschenaminosduren
(Kohlenstoff (silber), Wasserstoff- bzw. Salzbriicken (schwarze unterbrochene Lini-
en).

nidinfunktion des Substrates nach. So wird Glu258 durch eine Salzbriicke zum priméren
aliphatischen Amin und Glu267 durch eine Wasserstoftbriickenbindung 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 Wasserstoftbriickenakzeptor bei der Bindung bzw. Modellierung substratkompe-
titiver Hemmstoffe. In den vorliegenden Dockingstudien wurde His415 jedoch zum Was-
serstoffbriickendonator tautomerisiert. Dieses hochkonservierte Histidin spielt in dem, im
Allgemeinen fiir 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 w-m-Interaktionspartner zu
Phel53 sowie eines Phenylringes zur Ausbildung einer Wasserstoff-m-System-Interaktion
zwischen Phel53 und His415.
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Glu238 ,

Phel53

/G|n159

Abb. 4.23: Dockinglosung der Verbindung 7b (9) in der Substratbindungstasche von
PRMT4/CARM1 (PDB 3b3f, Bezeichnung der Aminosauren, Proteinriickgrat (sil-
ber), Aminosiureseitenketten in Stabreprisentation, Kohlenstoff (grau), Stickstoff
(blau), Sauerstoff (rot)), zum Vergleich iiberlagert mit den Kristallstrukturen von
PRMT1 (unter 4.1.1 beschriebenes Homologiemodell, Proteinriickgrat und Kohlen-
stoffatome (griin)) und PRMT3 (PDB 131, Proteinriickgrat und Kohlenstoffatome
(magenta)).

Kiirzlich konnte der in den beschriebenen Dockingstudien gefundene Bindungsmo-
dus von Sack et al. (2011, Bristol-Myers Squibb) durch die Publikation einer Ront-
genkristallstruktur (PDB 2ylx, Abb. 4.22) bestiitigt werden.!?® Wasser 609 zeigt bei
PDB-Struktur 2y1x drei Wasserstoffbriicken zur Proteinoberfliche von PRMT4/CARM1
(Tyrd77, Tyr262, Amidsauerstoff des Proteinriickgrats von His415), weshalb es gene-
rell als konserviertes Wasser angesehen wird.” Aukerdem ist eine Verdringung durch
Liganden dann nur schwer moglich. Eine der drei Wasserstoftbriicken besteht zwischen
Wasser 609 und Tyrd77, was zundchst ausgehend von der raumlichen Anordnung der Ta-
schenaminosiuren in PDB 3b3f verwundert. Moglich wird diese Wasserstoffbriicke durch
die gleichzeitige Umorientierung der Seitenketten von Tyr477 und Phe475 in Richtung
Taschenmitte. Weiterhin weist das am dufteren Rand der Substratbindungstasche loka-
lisierte Asn162 in PDB 2ylx eine andere Orientierung als in PDB 3b3f auf. Dadurch
vergrofkert sich in PDB 2ylx das Platzangebot in der Bindungsregion fiir den am Mole-
kiilkern der Verbindungen lokalisierten Trifluormethylrest. Weder die bei den Docking-
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untersuchungen beobachtete Wasserstoffbriicke zwischen Asn162 und dem Pyrazolgeriist
der Verbindungen noch die hydrophobe Wechselwirkung zwischen dem Trifluormethyl-
substituenten und Phe475 konnten durch Sack et al. (2011) bestétigt werden. Deshalb
miissen diese Wechselwirkungen als Artefakte des Dockings betrachtet werden (Abb.
4.22, 4.23). Dagegen konnte die Anpassung von His415 zum Wasserstoffbriickendona-
tor bestitigt werden. Unter Verwendung der oben beschriebenen Dockingeinstellungen
konnte der Bindungsmodus des kokristallisierten Inhibitors sowohl in 2ylx, als auch
in 3b3f wiedergefunden werden. Dies unterstreicht die Verwendbarkeit der gefundenen
Dockingeinstellungen fiir zukiinftige Untersuchungen. Ein Docking der durch Purandare
et al. (2008) publizierten Verbindungen ergab einen vergleichbaren Bindungsmodus fiir

die am besten bewerteten Losungen aller Molekiile.

4.2.2 Struktur-Wirkungsbeziehungen

Um die gewonnenen Erkenntnisse in Struktur-Wirkungsbeziehungen umformulieren zu
konnen, ist zusétzlich 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 durchgefiihrten
Untersuchungen einen IC5o-Wert von > 25 uM gegeniiber PRMT1 bzw. PRMT3. Drei
Unterschiede in der Aminosiureausstattung der Substratbindungstaschen, auf deren Ba-
sis potentielle Hemmstoffe in ihrer Selektivitiat beeinflusst werden koénnen, sind nach der
Uberlagerung der Strukturen erkennbar (Abb. 4.23, Tab. 4.6, schematisch in Abb. 4.21).
So befindet sich an der Position von Phel53 (PRMT4/CARM1), das laut Dockingun-
tersuchungen einen wesentlichen Interaktionspartner fiir Molekiilteil ,Ost“ darstellt, in
PRMT1 und 3 je ein Serinrest (Serd6 (PRMT1), Ser220 (rPRMT3)). Damit ist die

gezeigte m-m-Interaktion nicht mehr mdglich. Verbindungen mit einer Selektivitdt ge-

rPRMT4/CARM1 hPRMT1
Phelb3 Ser46
GlIn159 Ile52
Asnl162 Glub5
Asn266 Tyr160

(Phed75,/Tyrd77) Lys303

Tab. 4.6: Vergleich der Substratbindungstaschenaminosduren in Bezug auf deren Position
nach Uberlagerung der dreidimensionalen Strukturen von tPRMT4/CARMI1 (grau),
hPRMT1 (magenta) und tPRMT3 (griin), Spaltenfarbe entspricht der Farbung der
Kohlenstoffatome/des Riickgrats des jeweiligen Proteins in Abb. 4.23.
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geniiber PRMT1 und 3 miissten anstelle des Phenylrings somit eine polare Gruppe tra-
gen, die zu einer Interaktion mit der alkoholischen Hydroxylfunktion des Serins féhig
ist. Anstelle von GIn159 (PRMT4/CARMI1), welches in keiner der beiden publizierten
PRMT4/CARMI1-Kristallstrukturen (PDB 3b3f (Abb. 4.23), 2ylx (Abb. 4.22)) zur Ta-
schenmitte zeigt, befindet sich in PRMT1 und 3 je ein Isoleucin (Ile52 (PRMT1), 1le226
(PRMT3)) im vorderen Abschnitt des Substratargininbindungskanals. Im Unterschied
zu GIn159 ragen die Seitenketten der Isoleucine jedoch in den Bindungskanal hinein.
Dadurch steht dem Phenylring des Molekiilkerns der publizierten Verbindungen weni-
ger Raum zur Verfiigung. Ein Ersetzen dieses Phenylrings, etwa durch eine aliphatische
Kohlenstoffkette, fiihrt vermutlich zum Selektivitatsverlust gegeniiber PRMT1 und 3.
Schliefslich befindet sich an der Stelle der Bindungstasche, wo in PDB 3b3f Phe475 und
Tyrd77 lokalisiert sind, in PRMT1 und 3 je ein Lysin, was vermutlich die Wechsel-
wirkung zwischen dem Trifluormethylrest des Molekiilkerns und der Proteinoberfliche
beeinflusst.

In einer Verdffentlichung von Bissinger et al. (2011)'® 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 4 0, 2uM), wohingegen bis in den
millimolaren Bereich keinerlei Hemmung von PRMT4/CARM1 beobachtet werden kann.

Tyr262
Tyrl56

Asn266

= Y @ Tyri60

Glu267
\ = Glu267 ,

o L His415 ‘ /
\ His415 /
(j/ A\ V4
0]
HT 7/ P .
0=5=0 <4
" “Tyr1s0
Glul52 ‘ Tyrr43
Glu258 Y
Glus5 Phel53
e
ASN162 lle52 Serd6
¢ GIn159

Abb. 4.24: Schematische Darstellung (links) und Dockinglésung (rechts) der Verbindung 7j'°
(Kugel-Stab-Représentation, Kohlenstoff (grau), Sauerstoff (rot), Stickstoff (blau),
Schwefel (gelb), Chlor (griin)) in hPRMT1 (Homologiemodell, Stabreprésentati-

on, Kohlenstoff (cyan)), rdumlich iiberlagert mit der Substratbindungstasche von
PRMT4/CARM1 (PDB 3b3f, Stabreprasentation, Kohlenstoff (orange)).
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Bei einem Docking von 7j (45) in die Substratbindungstasche von PRMT4/CARM1 bzw.
hPRMT1 (Homologiemodell) wurde eine der im Molekiil vorhandenen Sulfonamidfunk-
tionen in der Nihe von Phel53 (PRMT4/CARM1) bzw. Serd6 (PRMT1) platziert. Dies
ermoglichte eine Wechselwirkung zwischen den Sauerstoffatomen des Sulfonamids und
Ser46 (PRMT1), nicht aber Phel53 (PRMT4/CARML) (Abb. 4.24).

4.2.3 Virtuelles Screening

Auf der Grundlage von Verbindung 7b (9) wurde ein Virtuelles Screening durchgefiihrt.
Dabei erfolgte eine Pharmakophorsuche auf Basis der Alaninamidfunktion (Molekiilteil
»Stid“), um gezielt nach strukturellen Variationen dieses Molekiilabschnitts zu suchen.
Anschliefsend wurden die gefundenen Hits unter Verwendung der oben erwahnten Ein-
stellungen in die PDB-Struktur 3b3f gedockt.

Zunichst wurde in LigandScout (Version 2.0) ein Pharmakophormodell der Alani-
namidfunktion inklusive des Phenylringes des Molekiilkerns aus der am hdochsten be-
werteten Dockinglésung aus 7b (9) und PRMT4/CARM1 (PDB 3b3f) abgeleitet. Der
entstandene Pharmakophor (Abb. 4.25) bestand neben dem fiir das 2-Aminopropanamid

.
L]
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0
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Abb. 4.25: Verbindung 7b (9, Kugel-Stab-Reprisentation, Kohlenstoff (grau), Sauerstoff (rot),
Stickstoff (blau)) mit den Features des erstellten Pharmakophors (hydrophob
(,Hyd“, gelb),Wasserstoffbriickenakzeptor (,,Acc”, rot), Wasserstoffbriickendonator
(,,Don®, griin), Wasserstoffbriickendonator und kationisch (,,DonédCat*, blau) Fi-
cluded Volume Coat (,,Excl”, schematisch als unterbrochene Linie (schwarz)).
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typischen Wasserstoffbriickendonator-, dem Wasserstoffbriickenakzeptor- und Kationen-
strukturfeature auch aus einem hydrophoben Feature, das vom Phenylring abgeleitet
wurde. Weiterhin spiegelt eine Hiille aus Ezcluded Volumes (Excluded Volume Coat) die
rdumlichen Gegebenheiten der Bindungstasche wider. Diese Hiille beeinflusst das Such-
ergebnis dahingehend, dass vorrangig Molekiile gefunden werden, welche den gesuchten
Pharmakophor terminal und nicht innerhalb einer groferen Molekiilsubstruktur tragen.
Mittels einer Pharmakophorsuche in MOE wurden die ChemBridge-Datenbank (Diversi-
tatsdatensatz), die Maybridge-Datenbank (Hitfinderdatensatz, http://www.maybridge.
com/default.aspx) sowie die Datenbank des National Cancer Institut (NCI) durch-
sucht. Die Datensétze lagen jeweils als Multikonformationsdatenbank vor. Unter der
Bedingung, dass alle Features wiedergefunden werden, passierten 214 von 90000 Mole-
kiilen (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 Dockinglosung
mit einer hoheren Bewertung (GOLD-Score) als die Ausgangsstruktur versehen werden.

Es wurden nur wenige Molekiilstrukturen gefunden, die zwar den gleichen Bindungsmo-

His415

f1et260

Glu258

Abb. 4.26: Beispiel fiir ein Ergebnis der Pharmakophorsuche, 2-Aminopropanamidstruktur ist
in sechsgliedriges Ringsystem eingebunden, Verbindung (ZINC-Code 155168 /May-
bridge HTS08247, GOLD-Score = 60,15; Kohlenstoff (orange), Sauerstoff (rot),
Stickstoff (blau)) gedockt in die Substratbindungstasche von PRMT4/CARMI1
(PDB 3b3f, Stabmodell, Kohlenstoff (grau), Sauerstoff (rot), Stickstoff (blau),
Schwefel (gelb)).
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dus wie die Ausgangsstruktur aufwiesen, jedoch chemisch verschieden von dieser waren.
Grofstenteils wurde dieselbe 2-Aminopropanamidstruktur mit verschiedenen Substituen-
ten an Position zwei gefunden. Diese Verbindungen wurden nicht weiter untersucht, da
mit der Veroffentlichung von Purandare ef al. (2008) hierfiir bereits ausfiihrliche Stu-
dien der Firma Bristol-Myers Squibb durchgefiihrt wurden. Haufig wurden Molekiile
gefunden, die anstelle der Amidgruppe den bei der Arzneistoffentwicklung eher unge-
brauchlichen Thioharnstoff trugen oder die gesuchte Struktur in ein Ringsystem einge-
bunden enthielten (Abb. 4.26). Aus fritheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Manfred Jung (Freiburg/Breisgau)
ist jedoch bekannt, dass stickstoffhaltige Ringsysteme als glutamatbindende Muster ei-
ne eher schwache Hemmaktivitit gegeniiber den Vertretern der PRMT-Familie zeigen.
Unter den Ergebnissen befanden sich ebenfalls stark basische Verbindungen mit Gua-
nidinfunktion. Auch diese kamen fiir 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 Hemmstoffe nicht trivial.
Aus den publizierten Ergebnissen von Purandare et al. (2008), die eine Selektivitét
der Verbindung 7b (9) gegeniiber 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
Synthesevorschlige umformuliert, die wiederum bei der Planung von Hemmstoffkon-
zepten fiir PRMT1 und 3 hilfreich sein kénnen, bei denen eine Selektivitit gegeniiber
PRMT4/CARM1 erwiinscht ist. Bedingt durch die hoch konservierte Substratbindungs-
tasche der PRMT-Familie war auch das bereits fiir PRMT1 evaluierte Dockingsetup®' 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 fiihrt.

Eine Ausweitung des VS auf gréfsere Datenbanken ohne primér arzneistoffihnliche
bzw. der Rule-of-Five gehorchende Molekiile fiihrt vermutlich eher zu alternativen Geriis-
ten und ist eine Moglichkeit fiir weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet. Ungeachtet
der fehlenden Zellaktivitat der publizierten Substanzen liefern diese wichtige Erkennt-
nisse iiber die Ligandenbindung der PRMT4/CARM1 und iibrigen PRMT-Familie. So

kann der in den Verbindungen strukturell enthaltene Molkiilteil ,,Siid“ beispielsweise als
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Grundlage fiir die Synthese von Hemmstoffen anderer PRMT-Enzyme dienen, da die-
ses Alaninamidfragment vermutlich nicht der selektivitdtsbestimmende Faktor bei der

Hemmung der PRMT-Enzyme ist.
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4.3 SET7/9 /KMT7

Auf der Basis veroffentlichter Enzym-Substrat-Komplexe der Protein-Lysin-Methyltrans-
ferase SET7/9 /KMTT sollte ein VS erste Substanzvorschlége fiir Inhibitoren liefern. An-
schliefsend sollten die gefundenen Verbindungen in einer biologischen Testung auf ihre

Aktivitat 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 109s (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 fiir jede einzelne Struktur ein Pharmakophor in LigandScout
abgeleitet. Fiir die Erstellung wurden nur die kristallisierten Anteile der Substratproteine
verwendet, die eine Wechselwirkung mit der Enzymoberflache eingingen. Intramolekulare
Kontakte wurden bei der Pharmakophorerstellung vernachlissigt. Anschliefsend wurden
diese Pharmakophormodelle iiberlagert und in einen sogenannten Merged Pharmako-
phore tiberfiihrt (Abb. 4.27). Dabei werden Pharmakophormodelle anhand der Features
iiberlagert und sich iiberlappende Features interpoliert. Das finale 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 ergdnzt. Als Datensatz fiir die Suche
nach potentiellen SET7/9 /KMT7-Inhibitoren wurde die ChemBridge-Datenbank (Di-
versititsdatensatz, ~ 50000 Verbindungen) benutzt. Die in MOE durchgefiihrte Phar-
makophorsuche erfolgte unter folgenden Bedingungen. Von den elf vorgesehenen Features
sollten mindestens fiinf und in jedem Fall die drei des Substratbindungskanals mit dem
jeweils gefundenen Hit iibereinstimmen. 189 Verbindungen passierten den Pharmakophor
und wurden anschliefend mittels GOLD (Version 4.1) in die Substratbindungstasche von
SET7/9 /KMTT7 gedockt (PDB 109s). Fiir das Docking wurden folgende Einstellungen
verwendet. Die Definition der Bindungsregion erfolgte durch die Angabe des C,,/Thr266
als Zentrum mit einem Radius von 14 A. Als Nebenbedingung (Constraint) wurde die
von den Lysinsubstraten her bekannte Interaktion mit Tyr306 festgelegt. Das Kosubstra-
tanalogon SAH wurde wihrend des Dockings in der Kosubstratbindungstasche belassen

und als Teil des Proteins betrachtet. Losungen 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 /KMTY7, die obere Abbildung
zeigt beispielhaft die Substratbindungstasche des Komplexes aus SET7/9 /KMT7
und Histon H3 (PDB 109s, Stabrepréisentation, Kohlenstoff (Histon H3 (grau),
SET7/9 /KMT7 (silber), SAH (griin)), Sauerstoff (rot), Stickstoff (blau), intramo-
lekular wechselwirkende Molekiilteile des Histonproteins werden nicht gezeigt, im
unteren Teil der Abbildung ist die Uberlagerung der abgeleiteten Features (Wasser-
stoffbriickendonator (Pfeil, griin), -akzeptor (Pfeil, rot), hydrophob (Kugel, gelb),
kationisch (sternférmig, violett)) inklusive des in MOE ergénzten hydrophoben Fea-
tures dargestellt.
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Abb. 4.28: Strukturen der durch targetbasiertes VS an SET7/9 /KMT7 identifizierten Verbin-
dungen

den nicht mit in die Auswertungen einbezogen. Die iibrigen 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 fiir die biologi-
schen Testung vorgeschlagen werden. Acht der ausgewéhlten Verbindungen (Abb. 4.28,
Tab. 4.7) zeigten im Vortest (DELFIA®—Assay, durchgefiihrt von Dr. Elisabeth-Maria
Bissinger im Arbeitskreis Prof. M. Jung (Freiburg/Breisgau)) eine schwache Hemmak-
tivitat gegeniiber SET7/9 /KMT7 in vitro. Bei einer Reihe von Verbindungen konn-
te eine schwache Aktivitdt durch verschiedene In-vitro-Testsysteme bestéitigt werden
(Tab. 4.7). Anschliefend wurde auf Basis der aktivsten Verbindung (7651381 (95)) ei-
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Verbindung Trypsinassay Transcreener GOLD-Score
5853324 (89) 11 % @ 364 uM - 78,16
5994679 (90) 16,3 % @364 uM 51,6 % @400 uM 95,32
6505870 (91) - 3,3 % @400 uM 76,74
6909231 (92) - 4,1 % @400 uM 81,46
7124267 (93) 44,8% @364 uM 4,8 % @400 uM 69,67
7242398 (94) k.H. @909uM  k.H. @400 puM 75,60
7651381 (95) 57 % @625 uM 52,8 % @400 uM 76,58

29 % @ 300 uM
14 % @100 uM
7735415 (96) - 41,3 % @400 uM 84,54

Tab. 4.7: Hemmwerte der durch targetbasiertes VS identifizierten Verbindungen (Abb. 4.28),
*k.H. (keine Hemmung), - (bislang nicht untersucht), Hemmwerte mit freundlicher
Genehmigung von Prof. M. Jung und Tobias Wagner (Albert-Ludwigs-Universitét
Freiburg/Breisgau).

ne Ahnlichkeitssuche mittels MACCS-Keys (90% Ahnlichkeit, Tanimoto-Superset) in
MOE unter Verwendung des gesamten ChemBridge-Datensatzes durchgefiihrt. Die ins-
gesamt 645 Hits wurden anschlieflend unter den oben beschriebenen Bedingungen in die
Substratbindungstasche von SET7/9 /KMT7 gedockt. 68 Verbindungen zeigten dabei
eine am hochsten bewertete Dockinglosung iiber 50 (GOLD-Score). Nach visueller In-
spektion der Dockingergebnisse dieser 68 Verbindungen unter Verwendung molekularer
Interaktionsfelder wurden neun Verbindungen fiir die biologische Testung ausgewihlt.
Vier der selektierten Substanzen zeigten eine geringe Hemmaktivitit gegeniiber dem En-
zym (Tab. 4.8). Vier Verbindungen aus beiden VS-Ansétzen sollten genauer beziiglich
ihrer Hemmaktivitit gegeniiber 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

zelluldren Aktivitdt (unpublizierte Daten). Leider konnte die Hemmaktivitit fiir keine

Verbindung Transcreener GOLD-Score
5214550 (97) 18,8 % @400 uM 72,28
6054367 (98) 79,3 % @400 uM 88,24

1050 330, 2 /JJM
9033137 (99) 5,1% @400 uM 75,41
9153082 (100) 20,4 % @400 uM 68,39

Tab. 4.8: Hemmwerte der durch Ahnlichkeitssuche identifizierten Verbindungen (Abb. 4.29),
Hemmwerte mit freundlicher Genehmigung von Prof. M. Jung/Tobias Wagner
(Albert-Ludwigs-Universitit Freiburg/Breisgau).
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Abb. 4.29: Strukturen der durch Ahnlichkeitssuche identifizierten Hemmstoffe von
SET7/9 KMTT.

der untersuchten Verbindungen bestatigt werden. Untersucht wurden die Beeinflussung
der SET7/9 /KMT7-Methyltransferaseaktivitit, der Effekt auf das Wachstum humaner
MCF7-Brustkrebszellen sowie auf die Expression des ERa in MCF7-Zellen. Leider zeigte

keiner der vier Verbindungen einen Effekt in den drei untersuchten Systemen.

4.3.2 Diskussion

Prinzipiell stellt das Vorhandensein dreier hochaufgeldster Rontgenkristallstrukturen des
aktiven Targetenzyms eine sehr gute Ausgangssituation fiir ein VS dar. Aus diesem
Grund wurden die drei zu Beginn der Untersuchung veréffentlichten Protein-Substrat-
Komplexe der Lysinmethyltransferase SET7/9 /KMT7 zur Erstellung eines Pharmako-
phors verwendet. Dieser stellte dann den Ausgangspunkt fiir ein VS des ChemBridge-
Diversitatsdatensatzes dar. Da die identifizierten Verbindungen in der durchgefiihrten
biologischen Testung jedoch nur schwache Hemmaktivitdten aufwiesen (Tab. 4.7), er-
folgte eine Ahnlichkeitssuche anhand der aktivsten Verbindung. Dies fijhrte jedoch nach
den Daten der Aktivitdtsmessung ebenfalls zu eher schwach aktiven Verbindungen (Tab.
4.8). Leider konnte eine Messung der zelluldren Aktivitit ausgewiahlter Verbindungen die
Ergebnisse des Vortests nicht bestétigen.

Erst kiirzlich verdffentlichten 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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Asp256

ELeu267

' Tyr305

Abb. 4.30: Abbildung der durch Walker et al. (2012) publizierten Kristallstruktur (PDB 4e47)
einer aktiven SET7/9 /KMT7 (Proteinriickgrat (silber), Seitenketten der Taschen-
aminosduren (Stab-Représentation, Kohlenstoff (grau), Sauerstoff (rot), Stickstoff
(blau), Ligand (Kugel-Stab-Reprasentation, Kohlenstoff (orange)), Kosubstrat SAM
(Stab-Rerprasentation, griin)), Wasserstoffbriickenbindungen (schwarze unterbro-
chene Linien).

lang (August 2013) keine Literatur verfiigbar). Eine Uberlagerung von PDB 4e47 mit der
fiir die Dockingstudien verwendeten Struktur (PDB 109s) deutet auf eine ausgeprigte
Flexibilitat der zwischen Val333 und Glu351 lokalisierten Loopregion hin (ebenfalls zu
beobachten bei einer Uberlagerung der Ketten A und B in PDB 109s, nicht gezeigt). Wie
flexibel und anpassungsfihig die Proteinstruktur an dieser Stelle ist, zeigt ein Flip im
Proteinriickgrat bei den Aminosiduren Tyr335, Gly336 und Tyr337. Hierbei kommt es zu
einer Anpassung der Bindungstasche an den gebundenen Hemmstoff (Induced fit). Die
tibrigen Elemente zeigen nur geringe strukturelle Abweichungen (RMSD (Riickgrat) =
0,93 A). Leider konnte die an der Ausbildung der Substratbindungstasche beteiligte fle-
xible Loopregion bei PDB 4e47 nicht vollstindig aufgeldst 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 Proteinriickgrat ausgehen. Im
Fall von SET7/9 /KMT7 wire die MD-Simulation interessant, um beispielsweise den
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Einfluss der Loopregion auf die Taschenarchitektur abschitzen und dessen Bewegungen
mittels Clusteranalyse untersuchen zu kénnen. Schlieflich kénnten die wahrscheinlichs-
ten Taschenkonformationen mit in den Dockingstudien beriicksichtigt werden.

Beziiglich der identifizierten Verbindungen ist eine weitere Charakterisierung mittels
biochemischer Methoden zwingend notwendig, bevor diese Konzepte durch Molecular-
Modeling-Vertahren weiter verfolgt werden kdnnen. 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 109s, 1xgh und 2f69 an dieser Stelle angesiedeltes Wassermolekiil mit der
Aminfunktion des Tetrahydroisochinolins ersetzt (Abb. 4.30). Interessant ist, dass der
Hemmstoff nicht tiefer im Substratlysinkanal und ohne die durch das Substratlysin vor-
gegebene Wasserstoffbriickeninteraktion mit Tyr245 und Tyr305 bindet. Die Verbindung
besetzt lediglich den Kanaleingang mit einem amidisch verkniipften Pyrrolidin.

Ein weiterer Ansatzpunkt ergibt sich bei dem eingangs prisentierten Pharmakophor-
modell. Hierbei dienten drei Protein-Substratpeptid-Komplexe als Ausgangspunkt. Sub-
stratpeptidmolekiile liefern bei der Pharmakophorerstellung in der Regel zahlreiche Fea-
tures. Niedermolekulare Liganden kdnnen auf Grund ihrer Grofse 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)'% publizierten Datensatzes von Inhibitoren der
Lysinmethyltransferase G9a/KMT1C verfolgt (Abschnitt 1.2.2, Abb. A.7 im Anhang,
Tab. 4.9). Zunéchst wurden anhand der vierzehn publizierten Substanzen Dockingstudi-
en an G9a/KMT1C durchgefiihrt. Als Targetstruktur kam dabei die im Zusammenhang
mit der Veroffentlichung stehende Kristallstruktur, ein Komplex aus der aktivsten Ver-
bindung UNC0224 (16, Abb. S. 22) und G9a/KMT1C, zum Einsatz (PDB 3k5k, Auf-
16sung 1,7 A). Als Bindungsregion wurden die kartesischen Koordinaten des Chinazolin-
stickstoffatoms in 1-Position des kokristallisierten Liganden als Zentrum und ein Radius
von 8 A definiert. GOLD (Version 4.1) war zunichst nicht in der Lage, alle Verbindun-

Thioglo-Assay Alpha-Screen
Verbindung 1C5, 106 plCsy ICs5'%  pICsy GOLD-Score
UNC0224 (16) 0,015 782 (0,289) (6,54) 59.67
BIX-01294 (15) 0,11 6,06 029 554 41,52
2b (101) 0,33 648 023 6,64 54,57
2 (102) < 30%@1uM 10 52,53
24 (103) < 30%@1uM ~10 54,25
% (104) < 30%@1uM -~ 10 55,54
of (105) < 30% @ 1M 51 529 50,20
26 (106) < 30%@1uM 58 524 48,67
2L (107) 0,68 617 02 67 16,38
2 (108) 0,55 626 051 629 37,37
25 (109) 1,60 58 081 6,09 39,46
2k (110) 0,01 604 65 519 37,43
21 (111) 11 506 09 6,05 33,97
om (112) < 30%@1uM 91 504 33,20

Tab. 4.9: IC50-Werte [uM], pIC50 und GOLD-Scores der durch Liu et al. (2009)!%¢ publizierten
Inhibitoren (Abb. A.7 im Anhang) fiir G9a/KMT1C, ICs50- und pICsp-Wert der Ver-
bindung UNC0224 im Alpha-Screen wurden eingeklammert und nicht in die folgenden
Betrachtungen mit einbezogen, da laut Liu et al. (2009)'°¢ hierbei wahrscheinlich das
I1C50-Limit der Methode erreicht wurde und somit der wahre IC5oWert niedriger liegt.
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gen in gleicher Weise in der Bindungstasche von G9a/KMT1C zu platzieren. Als Maf
fiir die korrekte Ausrichtung wurden dabei die Lokalisation des Chinazolingrundgeriistes
sowie die Wasserstoftbriickeninteraktion zwischen dem in 4-Position der Verbindungen
lokalisierten Amin und Aspl1083 verwendet. Ausgehend davon, dass das gemeinsame
Grundgeriist aller beschriebenen Verbindungen in der selben Weise mit G9a/KMT1C
interagiert, wurden die Lokalisation des Grundgeriistes (Scaffold match constraint) so-
wie die Wasserstoffbriicke zu Asp1083 als Nebenbedingungen fiir das Docking (Cons-
traints) definiert. Als Scoringfunktion wurde der GOLD-Score verwendet. Unter diesen
Bedingungen erfolgte eine konforme Platzierung der Losungen in der Bindungstasche
(RMSDchinazoiin < 1A, 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 plCso-Werten zu beobachten. Die jeweils am hochsten

bewerteten Dockinglosungen wurden als Startkonformationen fiir die MD verwendet.

« ' lle1161

1)
>
T

Tyrll54

Abb. 4.31: Mittels GOLD (Version 4.1) erstellte Dockinglosungen der durch Liu et al. (2009)
publizierten und im Text erwdhnten Verbindungen, die gedockten Komplexe wa-
ren der Ausgangspunkt fiir die durchgefiihrten MD-Simulationen bzw. MM-PBSA-
Berechnungen, zur besseren Ansicht der Platzierung der Chinazolingrundgeriiste
wurde eine Darstellung aromatischer Systeme ohne Doppelbindungen gewihlt.
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4.4.2 MD-Simulationen und MM-PBSA-Berechnungen

Die Berechnungen wurden unter Verwendung der AMBER-Software (Version 9) durch-
gefithrt. Die Parametrisierung der Ligandenatome erfolgte durch das General AMBER
forcefield (GAFF), die der iibrigen Atome durch das [f03-Kraftfeld. Die gedockten Kom-
plexe der Verbindungen in G9a/KMT1C wurden zunéchst mittels des XLeAP-Moduls
mit einer oktahedralen Box mit expliziten TIP3P-Wassermolekiilen 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 Beriicksichtigung
periodischer Randbedingungen iiber 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 Energiebeitrage zur freien Bindungsenergie (Tab. 4.10) wur-
den 100 Schnappschiisse der letzten Nanosekunde erstellt. Die Modelle wurden mittels
der Leave-one-out-Methode (LOOCYV) kreuzvalidiert (¢%,0cv (Thioglo-Assay)= 0, 35,
7% oocv (Alpha-Screen)= 0,63), um die interne Vorhersagekraft des Modells zu ana-
lysieren. Inaktive Verbindungen, fiir 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

j\.)
W

(W]

RMSD [A]
i

—_

|
0 1 2 3 4 5 6 7
Zeit [ns]

Abb. 4.32: RMSD-Diagramm der MD-Simulation von Verbindung 2b (73, rot) und
G9a/KMT1C (schwarz).
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VERBINDUNG AFEg. AE,gw AFEsy AHi TASio: AGeue
UNC0224 (16) -89555 -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 -2427 -10,68
2k (110) 282,07 -37,39 290,33 -29,14 -18,12 -11,02
21 (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 Energiebeitriige (AE in [kcal mol~']) und
Entropiebeitrage (TTAS, T' = 300 K') der Verbindungen mit konkretem ICso-Wert
im Thioglo-Assay'% bzw. im Alpha-Screen'?S.

et al. (2009)'% publizierten Hemmdaten (Tab. 4.9) resultierte fiir jedes Assaysystem ein
Modell (Thioglo-Assay (Abb. 4.33 A, n = 8, 7> = 0,73, ¢}poocv = 0,35, RMSE =
2,85 kcal mol™'), Alpha-Screen (Abb. 4.33 B, n = 10, 72 = 0,77, ¢*0ocv = 0,63,
RMSE = 3,54 kcal mol™")). Wihrend fiir 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)) ungiinstige freie Bindungs-
energien. Die MM-PBSA-Methode stellt auch heute noch ein zeit- und rechenaufwendiges
Verfahren zur Abschiitzung freier Bindungsenergien dar. Daher wurde untersucht, wie
genau sich die AG-Werte des Datensatzes durch eine einfachere und schnellere Rech-
nung vorhersagen lassen. Dazu wurde die durch Kuhn et al. (2004)?® beschriebene und
spiter durch Rastelli et al. (2010)'37 aufgegriffene 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 anschliefend eine MM-PBSA-Berechnung durch-
gefithrt. 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

("Crhioglo—Assay) = 05 88). Im Gegensatz dazu konnten die im Alpha-Screen gewonnenen
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Abb. 4.33: Korrelationen zwischen experimentell bestimmten plCso (exp)- und mittels MM-
PBSA-Methode berechneten AG (calc)-Werten der durch Liu et al. (2009)'% 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 AFEg. AFE,uw AFEs, AH,
UNCO0224 (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

2 (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
2 (77) -348,65 -42,83 352,93 -38,55
2¢ (78) 347,97 44,04 352,70 -39,31
2h (79) 659,24 -43,65 656,03 -46,36
2i (80) 132398 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
21 (83) _328,79 -46,18 339,34 -35,63
2m (84) 132338 -39,15 324,90 -37,64

Tab. 4.11: Mittels Single-Structure-MM-PBSA-Methode berechnete Energiebeitrige der durch
Liu et al. (2009)'% publizierten Verbindungen.

Daten nur ungeniigend mit den berechneten Daten in einen linearen Zusammenhang
gebracht werden (r{yna—screeny = 0 21).

Schlieflich 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 (r? = 0,56). Kein linearer Zusammenhang
konnte dagegen zwischen den GOLD-Scores und den mittels Alpha-Screen gewonnenen
Daten (r* = 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)'% publizierten G9a/KMT1C-Hemmstoffe mit 2,4-Diamino-7-Aminoalkoxychin-
azolingrundkérper 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-
gnifikantes Modell (¢?,o0y = 0,63). Die Vorhersage der schwachen Aktivitit der Ver-
bindungen 2f (105) und 2g (106) konnte ebenfalls erfolgreich durchgefiihrt werden. Eine
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Berechnung der freien Bindungsenergie war im Fall der Verbindung 2e (104) nicht mog-
lich, da keine Konvergenz beziiglich des RMSD-Zeit-Verlaufs beobachtet werden konnte.
Ein solches Verhalten deutet nach Alonso et al. (2006)? ebenfalls auf eine nur schwa-
che oder fehlende Hemmaktivitit des gedockten Liganden hin, da nur niederenergetische
Protein-Ligand-Komplexe eine fiir eine Hemmwirkung ausreichend feste Assoziation aus-
bilden konnen. Der Grund fiir die Inaktivitdt der Verbindung 2e (104) kann durch das
Vorhandensein des Cyclohexylsubstituenten erklart werden. Wihrend die aktiveren Ver-
bindungen (Tab. 4.9, Abb. A.7 im Anhang) iiber einen zur Ausbildung einer Wasser-
stoffbriickenbindung zu Asp1078 fihigen Substituenten verfiigen, fehlt diese Eigenschaft
bei 2e (104). Auch 2f (105) und 2g (106) weisen vermutlich dadurch eine schwichere
Hemmaktivitat als die iibrigen Verbindungen auf.

Die hohe chemische Ahnlichkeit der Verbindungen, deren am Chinazolingrundge-
riist des kokristallisierten Hemmstoffes ausgerichtete Platzierung in der G9a/KMT1C-
Bindungstasche (Docking mit Scaffold Match Constraint, Abb. 4.31) sowie die Rigiditét
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 Aktivitdtsvorhersage
auf Basis berechneter enthalpischer Beitrige moglich ist (rfrpg00 Assay) = 0,88)- Dies
konnte auch durch Kuhn et al. (2004)% beobachtet werden. Im vorliegenden Fall war das
Verfahren jedoch nicht in der Lage, eine schwache Aktivitat bzw. Inaktivitat (Verbin-
dungen 2c-g (102-106) und 2m (112), 14,00 sereeny = 05 21) vorherzusagen. Schlieflich
war auch die Ableitung von Hemmaktivitdten aus GOLD-Scores nicht mdoglich.

Die vorliegenden Ergebnisse geben einen Einblick in das Bindungsverhalten der be-
schriebenen G9a/KMT1C-Inhibitoren. Fiir eine Vorhersage der Aktivitdt neu sytheti-
sierter Verbindungen scheint die MM-PBSA-Methode ein mogliches Verfahren zu sein.
Eine abschliekende Bewertung der Anwendbarkeit dieses Verfahrens sollte jedoch erst
nach der Betrachtung eines groferen 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 Verstédndnis der strukturellen Anforderung-
en, die an potentielle Hemmstoffe bzw. Modulatoren gestellt werden. Im ersten Teil lag
der Fokus auf der Suche nach neuartigen arzneistoffahnlichen 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-
gefithrt. Neben der Auffindung neuartiger Verbindungen mit inhibitorischer Aktivitit
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 Verstidndnisses wurde durch zwei verschiedene PPD-Ansétze ein
Enzym-Substrat-Komplex der humanen PRMT1 erzeugt. Weiterhin wurden Dockingstu-
dien zu publizierten potenten Hemmstoffen von PRMT4 durchgefiihrt. Die gesammelten
Informationen bilden somit eine Basis fiir das weitere Inhibitordesign fiir die humane
PRMT1. So konnte die Alaninamidfunktion der durch Purandare et al. (2008)'** pu-
blizierten PRMT4/CARMI1-Hemmstoffe beispielsweise ein Ausgangspunkt fiir weitere
hPRMT1-Hemmstoffe sein. Verschiedene strukturelle Einflussfaktoren, die beim Design
selektiver Hemmstoffe relevant sein kénnten, wurden ebenfalls diskutiert.

Im letzten Teil der Arbeit lag der Fokus auf Vertretern der HKMT-Familie. Dabei wur-
den zunichst in einem targetbasierten VS-Ansatz verschiedene schwach aktive Hemm-
stoffe zur SET7/9 /KMT7 identifiziert. Auf Basis dieser Ergebnisse wurden anschliefend
jedoch wiederum nur schwach aktive Verbindungen identifiziert. Deren weitere biologi-
sche Charakterisierung stellt den néchsten Schritt in der Entwicklung dar. Schliefslich
wurde die Anwendbarkeit der MM-PBSA-Methode auf einen durch Liu et al. (2009)
publizierten Datensatz von G9a/KMT1C-Inhibitoren getestet. Dabei konnte fiir ein ver-
wendetes Assaysystem (Alpha-Screen) ein statistisch signifikantes Modell entwickelt wer-
den. In dieser Vorbetrachtung erwies sich die MM-PBSA-Methode als mogliche Option
fiir ein rationales HKMT-Hemmstoffdesign.
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Anhang

Hard- und Software

Die beschriebenen Berechnungen wurden auf einem Pentium IV (2,2 GHz) basierten Li-
nuxcluster (20 CPUs) durchgefiihrt. Die beschriebenen PLD-Ansétze wurden unter Ver-
wendung der Programme Gold (Versionen 3.2 bis 4.1) und Autodock (Version 4.2) durch-
gefithrt. Die Programme HADDOCK und ZDOCK (jeweils als aktuelle Onlineversion)
ermoglichten die Durchfiihrung der angefithrten PPD-Experimente. MD-Simulationen
wurden mittels AMBER (Version 9)?° durchgefiihrt. Fiir die Berechnung molekularer
Deskriptoren, das Screening molekularer Datenbanken, die Pharmakophorsuche und -
erstellung, die Vorbereitung der Verbindungen und Proteine fiir das Docking, sowie fiir
die Erstellung der Abbildungen wurde MOE (Version 2008.10)* verwendet. Die Kor-
rektur von fehlerhaften Proteinkristallstrukturen und das Proteinmodeling erfolgte in
SYBYL (Version 7.3)!%L. LigandScout (Version 2.0)"%17" wurde fiir die automatische
Erstellung der Pharmakophormodelle verwendet. Pymol (Version 1.2r1)!*? 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 Ahnlichkeit zwischen den identifizierten hPRMT1-Hemmstoffen und
der Ausgangssubstanz Allantodapson, Tanimotokoeffizienten der neun ChemBridge-
Verbindungen wurden auf der Basis von MACCS-Keys und Graph-3-point-
pharmacophore-Fingerabdriicken berechnet, modifiziert nach Heinke et al. (2009)%2.

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

I
N
0
R\”/NH
0
VERBINDUNG IG5 [pM] R R’
ba (71) 10,60 -CH,NH, -NHCHj,
5b (72) 29,80  -CH,NH, -N(CHs),
5c (73) 7,70 -CH,NH, NH-Ph
5d (74) 0,23 -CH,NH, -NH-(3-SO,CHj)-Ph
5e (75) 1,42 -CH,NH, ~(4-Biphenyl)
6a (76) 16,00  -CH,CH,NH, -(2-F)(4-(2-SO,CHs)-Ph)-Ph
6b (77) 0,16 -(S)CH(CHj3)-NHy -(2-F)(4-(2-SO,CHj3)-Ph)-Ph
6c (78) 20,10  -(R)CH(CHj)-NHs -(2-F)(4-(2-SOCHj3)-Ph)-Ph
6d (79) =30  -C((CHs)s)NH, -(2-F)(4-(2-SO,CHj)-Ph)-Ph
6e (80) ~30 -CH(CF3)NH, -(2-F)(4-(2-SO,CHs)-Ph)-Ph
6f (81) ~30 -CH,NHCH,4 ~(2-F)(4-(2-SO,CH;)-Ph)-Ph
7a (82) 1,32 -(S)CH(CH;)-NH, -NH-Ph
7b (9) 0,08 -(S)CH(CH;)-NH, -NHCH,-Ph
7c (83) 340  -(S)CH(CH;)-NH, -N(CHj3)CHy-Ph
7d (84) 710  -(S)CH(CH;)-NH, -NH-(§)CH-Ph
7e (85) 0,18  -(S)CH(CH;)-NH, -NH-(R)CH-Ph
7f (86) 1,10  -(§)CH(CH;)-NH, -NHCH,CH,-Ph
7g (87) 430 -(S)CH(CH;3)-NH, -NH-Cyclohexyl
Derivat 1 (88) 1,80  -CH,NH, -(4-(2-SO,CH3)-Ph)-Ph

Tab. A.3: Strukturen (Substituenten in rationeller Formelschreibweise, Phenyl (Ph)) und ICs0-
Werte (PRMT4/CARM1, [uM]) der durch eine Arbeitsgruppe von Bristol-Myers
Squibb!33 publizierten potenten PRMT4/CARMI1-Hemmstoffe mit Trifluormethyl-
pyrazolgrundkdrper, modifiziert nach Purandare et al. (2008).
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Abb. A.1: Multiples Sequenzalignment der humanen PRMT1 mit den homologen Enzymen aus
Rattus norvegicus, Aspergillus nidulans sowie der strukturell eng verwandten PRMT3



Anhang
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Abb. A.2: Hemmaktivitat (pICsp) und GOLD-Score der jeweils am besten bewerteten Docking-
l6sung der neun Chembridgeverbindungen zeigen keinen linearen Zusammenhang
(r?2 =0,01).
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Abb. A.3: Anreicherungskurve des VS einer Auswahl von 500 NCI-Verbindungen (Decoys) und
den neun als aktiv identifizierten ChemBridge-Verbindungen an hPRMT1, Anreiche-
rung nach GOLD-Score (blau) bzw. korrigiertem (GOLD-Score dividiert durch die
Quadratwurzel der Schweratomanzahl) GOLD-Score (rot), modifiziert nach Heinke
et al. (2009)52.
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Anhang

Cl

N Nitie

NSC 118176 (26) NSC 25141 (27)

NSC 97845 (28)

NSC 143099 (30)

Abb. A.4: Strukturen der fiinf zufillig ausgewdhlten Decoys, modifiziert nach Heinke et al.
(2009)52.
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Anhang

Replika_7 ---- - -
Replika_8

InP(E)

-9 1 I 1
-270 -260

I I I I
-250 -240 -230 -220

-210 -200

Potentielle Energie [kcal/mol]

Abb. A.5:

Wahrscheinlichkeitsverteilung der totalen Potentiellen Energie erstellt nach Emp-

fehlung von Sugita et al. (1999)'°¢, erhalten durch REMD-Simulation des H4-
Substratpeptidfragments, Verteilungen der einzelnen Replilkas (1-8) entsprechen da-
bei den Temperaturen: Trepiika1 = 296,0 K Trepiika2 = 311,2 K5 Treplikaz =

3277 1 K; TReplz’ka4 = 3437 9 K; TReplika5 = 3617 b K; TReplikaﬁ = 3807 1 K;
TReplika? = 399,6 K; TReplikaS =420,0 K.
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Abb. A.6: Ramachandrankarten (Verteilung der Riickgratdihedralwinkel), erhalten durch
REMD-Simulation des H4-Substratpeptidfragments.
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Anhang
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Abb. A.7: Strukturen der im Text erwithnten und durch Liu et al. (2009)%2 publizierten Ver-
bindungen.
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Abkilirzungen

aDMA asymmetrisches Dimethylarginin
ADMET Absorbtion, Distribution, Metabolisierung, Exkretion, Toxizitat
ADP Adenosintriphosphat

AIR Ambiguous Interaction Restraint

AML Akute Myeloische Leukimie

AMP Adenosinmonophosphat

AR Androgenrezeptor

bp Base Paire (Basenpaare)

CARM1 Coactivator Associated Methyltransferase 1
CpG Cystein-Guanin-Dinukleotid

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DMA Dimethylarginin

DNA Deozyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinséure)
DNMT DNA-Methyltransferase

dSu(var)3-9 Su(var)3-9 aus Drosophila melanogaster
EHMT1 Euchromatin-assoziierte Histon Methyltransferase 1 (GLP)
ER Estrogenrezeptor

ERa Estrogenrezeptorsubtyp «

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid

FADH, Flavin-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form)
FBXO11 F bozx-only Protein 11

GA Genetischer Algorithmuns

GLP GYa-related protein

H Histon

H3RA4 Arginin 3 in Histon H4

H3R4-Me,  dimethyliertes Arginin 3 im Histon H4

HDB histonbindende Doménen
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Anhang

HDAC Histondesacetylasen

HIV-1 Human immunodeficiency virus Typ 1
HKMT  Histon-Lysin-Metyhltransferase
HRMT Histon-Arginin-Methyltransferase

HTS High-throughput Screening

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
Jak?2 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 Proteinl
mGYa G9a aus der Maus

MLL Mixed Lineage Leukemia

MT Methyltransferase

NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxidsynthase

PDB RCSB protein data bank

PRMT Protein-Arginin-Methyltransferase
SAM S-Adenosylmethionin

SAMG68 Src-associated in Mitosis, 68 kDa
SAH S-Adenosyl-Homocystein

sDMA symmetrisches Dimethylarginin
SRC Sarkom

SUMO Small Ubiquitin Related Modifier
SUV Suppressor of Variegation

TPSA Topological Surface Area
VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule 1
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Einheiten

Anhang

A Angstrom (1A = 107'%m)
Da  Dalton (1Da = 15 der Masse des '*C-Kohlenstoffs)
K Kelvin (0K = —273,15°C)

kJ  Kilojoule (1kJ = 0,239 kcal)

m Meter

nm Nanometer (1nm = 1072 m)

ns  Nanosekunde (1ns = 107%5s)

ps  Picosekunde (1ps = 107'2s)

Aminosauren

Aminosiure Dreibuchstabencode | Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsdure /Aspartat Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsiure/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 \Y%
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