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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Tropische Infektionskrankheiten

Tropische Infektionskrankheiten, die von Protozoen, Bakterien, Wiirmern
oder Viren hervorgerufen werden konnen (z. B. Amdbenruhr, Cholera,
Onchozerkose bzw. Dengue-Fieber), beeinflussen sowohl die Gesundheit
von Individuen als auch den Wohlstand ganzer Nationen. Besonders
schwerwiegende durch Protozoen verursachte Krankheiten sind dabei
Malaria, Trypanosomiasis und Leishmaniose, welche pro Jahr mehrere
Millionen Todesopfer fordern [FOURNET & MuNoz, 2002]. Die starke
Zunahme resistenter Erregerstimme wahrend der letzten Jahre macht eine
Behandlung dieser Krankheiten immer schwieriger. Ein weiteres Problem
ist die Tatsache, dass die zur Verfligung stehenden Medikamente oft zu
teuer und fiir die meisten Patienten nur schwer erreichbar sind. Dariiber
hinaus haben wirtschaftliche Studien gezeigt, dass die globale Verteilung
des Bruttoinlandsproduktes pro Kopf eine auffillige Korrelation zwischen
dem Auftreten von Malaria und der vorherrschenden Armut aufweist
[SACHS & MALANEY, 2002]. Dies alles zeigt, dass die Entwicklung neuer
resistenzbrechender und zugleich erschwinglicher Medikamente zur Be-
handlung dieser Infektionskrankheiten dringend notwendig ist. Aus wirt-
schaftlichen Griinden rdumte die pharmazeutische Industrie in den ver-
gangenen Jahren mehrheitlich der Forschung auf dem Gebiet tropischer
Infektionskrankheiten keinen hohen Stellenwert ein. Die Aufklarungspro-
gramme der WHO (World Health Organization) sowie des iOWH (Insti-
tute for OneWorld Health) riicken jedoch die ,,neglected diseases* wieder
zunehmend in das Interesse von Offentlichkeit und Forschung.

1.1.1 Malaria

Die Malaria - abgeleitet von dem italienischen ,,mala aria“ (schlechte
Luft) - wird von Protozoen der Gattung Plasmodium sp. (Stamm: Api-
complexa, Synonym Sporozoa) hervorgerufen. Die Ubertragung auf den
Menschen erfolgt durch blutsaugende weibliche Stechmiicken der Gat-
tung Anopheles sp., u. a. durch A. maculipennis, A. arabiensis, A. culici-
facies, besonders aber durch A. gambiae. Weltweit infizieren sich pro
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Jahr zwischen 300 und 500 Millionen Menschen mit Malaria (ca. 2,7 Mil-
lionen Todesfélle) und 40% der Weltbevolkerung leben unter dem standi-
gen Risiko einer Ansteckung [MURPHY & BREMAN, 2001]. Speziell be-
troffen sind weite Teile Afrikas, Asiens und Siidamerikas. In Afrika, wo
sich 90% der Infektionsfille ereignen, ist dabei das Risiko am grofBten.
Besonders anfillig fiir Ansteckungen sind Menschen mit einem schwa-
chen Immunsystem (z. B. Neugeborene, Kinder, dltere und unterernihrte
Menschen und immunsuprimierte Patienten). Die Malaria ist somit die
bei weitem wichtigste tropische parasitire Infektionskrankheit und totet
mehr Menschen als jede andere iibertragbare Krankheit mit Ausnahme
der Tuberkulose. In Europa ist die Malaria derzeit nicht endemisch, aber
trotzdem nimmt die Zahl der Infektionen, nicht zuletzt aufgrund von Kli-
madnderungen und des fortwidhrend wachsenden Ferntourismus, stetig zu.
Ein damit einhergehendes Problem ist die ,Flughafenmalaria®“ oder
,,Baggage Malaria“, bei der Infektionen durch importierte Anopheles-
Miicken auf einem Flughafen oder in dessen unmittelbarer Umgebung er-
folgen bzw. infektiose Miicken im Gepéack von Flugreisenden importiert
werden. In Deutschland ist die Zahl der Infektionen in den letzten Jahren
tendenziell leicht riicklaufig. Lagen die Meldezahlen 1998 bei 1008 Fal-
len, so waren 2004 noch 707 Félle zu verzeichnen. Allerdings gab es
2001 erneut einen Hohepunkt mit 1045 Infektionen (darunter 8 Todesfél-
le) [SCHONEBERG et al., 2005].

Bei einem Stich einer infizierten Anopheles-Miicke werden Sporozoiten-
Stadien des Parasiten mit dem Speichel der Miicke in die menschliche
Blutbahn tibertragen. Mit dem Wirtswechsel von der Stechmiicke zum
Menschen beginnt die asexuelle Vermehrung (Schizogonie) des Parasi-
ten. Diese verlduft iiber mehrere Schizonten- und Merozoiten-Stadien in
Leberparenchymzellen und Erythrocyten (siche Abb. 1.1). Wéhrend der
erythrocytdren Phase entwickelt sich ein geringer Teil der Merozoiten zu
Gametocyten (Geschlechtsformen). Diese werden bei einem erneuten
Stich wieder von einer Anopheles-Miicke aufgenommen, in welcher nun
die sexuelle Vermehrung (Sporogonie) beginnt. Aus den Gametocyten
entstehen Gameten, die zu einer Zygote verschmelzen. Aus dieser wird

ein Ookinet (bewegliche Form der Zygote) und schlieBlich eine Oocyste,
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in welcher bis zu 1000 Sporozoiten heranreifen. Nach ihrer Freisetzung

aus der Oocyste wandern diese zu den Speicheldriisen der Miicke, wo sie

Malaria Mensch: Leber

(Plasmodium spp.)
Leberzelle h

Oocyste g
@ platzt auf o A A
\ Moskito saugt Blut Ausserhalb des Erythrozyten
! : Sporozoite (Sporozoiten injiziert)
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. A : ) Schizont platzt auf ) ©
— s
2 K e ': ‘e Schizont
NS . v
NN &)
BN 9_'-. .:q':-o q
.
. .
Sporogo‘me 1' Mensch: Blutkreislauf
N Moskito 07 o~
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(Gametozyten
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Makroga metozyte 9 )

@ookinet. ' . Trophozoiten
\ Moskrto saugt Blut pe A
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% ) ‘l\ " rythrozyte elslau Reife A
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A:Diagnnse moglich P ovale
F. malariag

Abbildung 1.1 Lebenszyklus von Plasmodium sp. Der Lebenszyklus des Malariaerregers
Plasmodium sp. findet in zwei verschiedenen Wirten statt. Wahrend einer Blutmahlzeit iiber-
tragt ein infizierter weiblicher Anopheles-Moskito Sporozoiten in den menschlichen Wirt 1]
Diese Sporozoiten infizieren dann Leberzellen € und reifen zu Schizonten 9, welche dann
aufplatzen und Merozoiten freisetzen ©. Nach dieser initialen Replikationsphase in der Le-
ber (exo-erythrocytire Schizogonie E) durchlaufen die Parasiten eine asexuelle Multiplikati-
onsphase in den Erythrocyten (erythrocytire Schizogonie E]). Die Merozoiten befallen nun
rote Blutkorperchen €. Die anschlieBenden Trophozoiten-Stadien reifen zu Schizonten, wel-
che aufplatzen und weitere Merozoiten freisetzen 0. Einige Parasiten differenzieren dabei zu
sexuellen erythrocytiren Stadien (Gametocyten) . Diese werden nun bei einer Blutmahlzeit
von einem Anopheles-Moskito aufgenommen © und durchlaufen dort eine als Sporogonie
bezeichnete Multiplikationsphase M m Magen des Moskitos verschmelzen Mikro- und
Makrogameten und bilden Zygoten ©. Diese werden beweglich und nehmen eine ldngliche
Form an (Ookineten) D welche in die Mitteldarmwand des Moskitos einwandern, wo sie sich
zu Oocysten entwickeln ®. Diese Oocysten wachsen, platzen auf und setzen somit Sporozoi-
ten frei {E', welche dann die Speicheldriisen des Moskitos befallen. Bei einer weiteren Blut-
mahlzeit werden diese Sporozoiten auf den ndchsten menschlichen Wirt iibertragen und der
Zyklus beginnt von neuem 1] [Quelle: http://www.cdc.gov/malaria/biology/life cycle.htm,
verandert].
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fiir eine Neuinfektion bereit-
stechen. Das Krankheitsbild der
Malaria wird also durch die
Vorginge bei der Schizogonie
bestimmt. Durch die Freiset-
zung der Merozoiten kommt es
Zu einem massiven Anstieg von
Fremdproteinen im Blutkreis-
lauf des Wirtes. Die darauf fol-

gende Immunantwort fiihrt zu

Abbildung 1.2 Aufgeplatzter Erythrocyt. Die-
se Abbildung zeigt einen durch die Merozoiten-

Freisetzung aufgeplatzten Erythrocyten (REM- einer Abgabe von Cytokinen,
Aufnahme, eingefirbt) [SCHIRMER et al., 1995].  welche Fieberschiibe und Hy-
poglykdmie verursacht. Bei
schweren Infektionen fiihrt die mit der Freisetzung der Merozoiten ver-
bundene Lyse der Erythrocyten (siche Abb. 1.2) zusammen mit einer ge-
diampften Erythropoese durch TNF-a zu einer hdmolytischen Andmie
[CLARK & CHAUDHRI, 1988].
Die meisten Infektionen werden durch Plasmodium falciparum verur-
sacht, dem Erreger der Malaria tropica. Diese ist gleichzeitig die schwers-
te Form der Krankheit und kann zu schweren Komplikationen (z. B. Nie-
renversagen und Kreislaufkollaps) und zum Tod fiihren. Charakteristisch
fiir die Malaria tropica sind die hohe Parasitimie, sowie die teilweise sehr
ausgeprigte Andmie. Gelegentlich kommt es auch zu einer cerebralen
Malaria. Dabei bleiben mit P. falciparum infizierte Erythrocyten am En-
dothel von Blutgefilen im Gehirn haften, was zu einer lokalen Sauer-
stoffunterversorgung und somit zu Krampfanfillen, Bewusstseinsstorun-
gen bis hin zum Koma fiihren kann. Die Fieberschiibe, welche mit der
Lyse der Erythrocyten einhergehen, sind bei der Malaria tropica meistens
unregelméBig. Die zweithdufigste Form der Krankheit ist die Malaria ter-
tiana. Sie wird durch P. vivax und P. ovale hervorgerufen. Hierbei handelt
es sich um eine gutartige Verlaufsform, bei der nur selten Komplikatio-
nen oder Todesfélle auftreten. Die Fieberschiibe treten bei der Malaria
tertiana meist rhythmisch alle 48 Stunden auf. Da P. vivax und P. ovale
Hypnozoiten (Ruheformen) ausbilden konnen, kommt es oft zu Rezidi-
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ven. Dies ist besonders problematisch, da es auch erst nach mehreren Jah-
ren zu einem Ausbruch der Krankheit kommen kann, was ggf. zu Fehldi-
agnosen fiihrt. Die seltenste Form stellt die Malaria quartana dar. Diese
wird durch P. malariae verursacht. Ahnlich wie bei der Malaria tertiana,
ist auch diese Verlaufsform eher gutartig. Allerdings kann es hier zu ei-
nem nephrotischen Syndrom kommen (Malarianephrose). Auch hier tre-
ten die Fieberschiibe meist rhythmisiert auf (Intervall: 72 Stunden). Eine
Besonderheit der Malaria quartana ist die Tatsache, dass Rezidive auch
noch nach mehr als 50 Jahren auftreten konnen. Diese werden nicht durch
Hypnozoiten verursacht, sondern durch eine standige, wenn auch geringe,
Parasitdmie [ MEHLHORN, 2001].

1.1.1.1 Therapie der Malaria

Neben der unbedingt zu empfehlenden Expositionsprophylaxe (Vermei-
dung des Kontaktes mit dem Vektor, z. B. durch Verwendung von Moski-
tonetzen, Tragen langer Kleidung und Anwendung von Repellents) ist die
Chemoprophylaxe bzw. nach Ansteckung die Gabe von Chemotherapeu-
tika derzeit das einzig probate Mittel zur Malariabekdmpfung. Trotz eini-
ger Erfolge (z. B. das Vakzin RTS.S/AS02A, welches momentan in Phase
IIb ist [WHO (1)] gibt es derzeit keine Schutzimpfung. Zur Chemothera-
pie werden u. a. Chloroquin (Resochin®), Sulfadoxin-Pyrimethamin
(Fansidar®), Mefloquin (Lariam®), Primaquin, sowie Kombinations-
therapien aus Atovaquon und Proguanil (Malarone®), Artemether und
Lumefantrin (Riamet®) und Doxycyclin (Vibramycin®) und Chinin ver-
wendet (siche Abb. 1.3). Dabei treten jedoch verstiarkt Resistenzen vor
allem gegen Chloroquin und Sulfadoxin-Pyrimethamin auf [GREENWOOD
et al., 2005], was dazu gefiihrt hat, dass diese Medikamente mittlerweile
fast ohne jede Wirkung sind. Grundsétzlich sind Resistenzen jedoch be-
reits - nach Region und Ausmal unterschiedlich - gegen jedes zur Verfi-
gung stechende Malariamedikament moglich. Der Wirkmechanismus von
Chloroquin beruht darauf, dass die Substanz mit dem toxischen Ham, das
bei dem Abbau von Hamoglobin durch den Parasiten entsteht, einen

Komplex bildet und somit die Polymerisation von Ham zu nicht-
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Abbildung 1.3 Zugelassene Medikamente zur Behandlung der Malaria. Chloroquin bildet
z. B. einen Komplex mit dem toxischen Hdm und verhindert so die Polymerisation zu nicht-
toxischem Hdmozoin [GINSBURG & KRUGLIAK., 1999]. Artemether, ein Artemisinin-Derivat
und Bestandteil des Kombinationspriaparates Riamet®, bildet ebenfalls einen Komplex mit
Héam. Hier findet jedoch ein Elektronentransfer und die Bildung von Radikalen statt, aus wel-
chen sich die parasitiziden Agentien ableiten [JEFFORD, 2001].

toxischem Hamozoin verhindert [GINSBURG & KRUGLIAK, 1999]. Die Re-
sistenz gegen Chloroquin wird hauptsdachlich durch Mutationen in den
Genen pfmdrl (Plasmodium falciparum multiple drug resistance analo-
gue 1) [MOCKENHAUPT et al., 2005] und pfcrt (Plasmodium falciparum
chloroquine resistance transporter) hervorgerufen. Dariiber hinaus
scheint eine Entgiftung von Chloroquin iiber das Enzym Glutathion-S-
Transferase stattzufinden [DuUBOIS et al., 1995]. Die Kombination von
Sulfadoxin und Pyrimethamin dagegen inhibiert die Dihydrofolat-
Reduktase und Dihydropteroat-Synthetase der Plasmodien, sodass Resis-
tenzen gegen dieses Therapeutikum auf Mutationen in diesen beiden En-
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zymen zuriickgefiihrt werden konnen [KUBLIN et al., 2002]. Die momen-
tan wirksamsten Antimalaria-Medikamente sind die Artemisinin-Derivate
(z. B. Dihydroartemisinin, Artesunat und Arteether). Artemisinin (auch
Qinghaosu), ein Sesquiterpenlakton mit einer Endoperoxidstruktur, wurde
erstmals 1972 aus den Bléttern von Artemisia annua isoliert. Diese Heil-
pflanze wurde schon im alten China zur Behandlung von Fieber verwen-
det [KAMCHONWONGPAISAN & MESHNICK, 1996]. Seit ihrer Entwicklung
wurden die Artemisinin-Derivate u. a. in China, Vietnam, Burma, Thai-
land und verschiedenen Regionen Afrikas erfolgreich zur Behandlung
von P. falciparum- und P. vivax-Infektionen eingesetzt. Trotz der hohen
Wirksamkeit dieser Priaparate beginnt auch hier sich ein Riickgang der
Sensitivitat der Plasmodien gegeniiber diesen Substanzen abzuzeichnen.
Dies ist derzeit noch auf China und Vietnam beschrankt [WHO (2)]. Ein
Nachteil dieser Substanzklasse ist die relativ hohe Rekrudeszenzrate,
weshalb die Wirkstoffe mit synergistisch wirkenden Antimalaria-
Medikamenten kombiniert werden. Die Artemisinin-Derivate, zu denen
auch Artemether - ein Bestandteil des Kombinationspriparates Riamet® -
zahlt, zeigen einen dhnlichen Wirkmechanismus wie Chloroquin: auch sie
bilden einen Komplex mit Him. Aber anstatt nur die Polymerisation von
Him zu Hidmozoin zu inhibieren, findet ein Elektronentransfer und die
Bildung von Radikalen statt, aus welchen sich die eigentlichen parasitizi-
den Agentien ableiten [JEFFORD, 2001].

Ebenso wie die Plasmodien haben auch die Anopheles-Miicken Resisten-
zen gegen viele Insektizide wie z. B. DDT entwickelt, was die Vektor-
kontrolle und somit die Verhinderung der Ausbreitung der Malaria zu-
satzlich erschwert. Weitere Probleme stellen die Nebenwirkungen vieler
Malariamedikamente dar. Diese haben dazu gefiihrt, dass z. B. Halo-
fantrin (Halfan®) und Amodiaquin in Europa mittlerweile vom Markt
genommen wurden. Fiir die Einheimischen der Malaria-Epidemiegebiete
kommt erschwerend hinzu, dass die meisten wirksamen Medikamente zu
teuer sind. Ein Beispiel dafiir, dass auch der Mensch Resistenzen gegen
Malaria entwickeln kann, ist die Sichelzellenandmie. Diese ist eine auto-
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somal-rezessiv vererbbare Hé-
moglobinopathie, welche mit
einer charakteristischen si-
chelférmigen Verformung der
Erythrocyten einhergeht (sie-
he Abb. 1.4). Homozygote
Trager dieser Krankheit errei-

chen nur unter intensiver The-

rapie das FErwachsenenalter,
Abbildung 1.4 Sichelzellenanamie. Diese Abbil- Wohingegen heterozygote Tra-
dung zeigt die fiir die Sichelzellenandmie charakte-

. o ger eine normale Lebenser-
ristische Verformung der Erythrocyten (lichtmikro-

skopische Aufnahme, eingefirbt) [http:// www.nlm. wartung besitzen und weitge-
nih.gov/medlineplus/ency/imagepages/1223.htm]. hend resistent gegen Malaria

sind [PSCHYREMBEL, 1998]. In
Malariagebieten unterliegen heterozygote Trager somit einem Selektions-
vorteil, was dazu fiihrt, dass in manchen Regionen Afrikas fast ein Drittel
der Bevolkerung heterozygote Triger der Sichelzellenandmie sind. Der
Resistenzmechanismus ist dabei noch nicht genau geklirt. Unter anderem
wird die Theorie diskutiert, dass die sichelféormigen Erythrocyten grofere
Mengen an Superoxid-Anionen und Wasserstoffperoxid produzieren, als
normale Erythrocyten. Solche Oxidantien sind jedoch fiir die Malariapa-
rasiten toxisch und fithren zu einer stark herabgesetzten Lebensfahigkeit
und zu vermindertem Parasitenwachstum [ANASTASI, 1984]. Diese Tatsa-
che wird auch zur medikamentdsen Bekdmpfung der Parasiten genutzt

(siche 1.2).

1.1.2 Trypanosomiasis

Unter dem Begriff Trypanosomiasis werden mehrere Krankheiten zu-
sammengefasst, welche von protozoischen Parasiten der Gattung Trypa-
nosoma sp. (Ordnung: Kinetoplastida) verursacht werden. Hierzu zéhlen
z. B. die afrikanische Schlafkrankheit, hervorgerufen durch T. brucei
gambiense (westafrikanische Schlafkrankheit) und T. b. rhodesiense (ost-
afrikanische Schlafkrankheit), die Chagas-Krankheit (stidamerikanische
Trypanosomiasis, hervorgerufen durch T. cruzi), sowie die Nagana-
Tierseuche, welche u. a. von T. brucei brucei, T. congolense und T. vivax
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verursacht wird und z. B. Pferde, Schweine, Rinder und Nagetiere befillt
[CHIMELLI & SCARAVILLI, 1997; CONNOR, 1994]. Vektoren der afrikani-
schen Schlafkrankheit und der Nagana-Tierseuche sind Fliegen der Gat-
tung Glossina sp. (Tsetse-Fliegen), wohingegen die Chagas-Krankheit z.
B. durch Wanzen der Gattung Triatoma sp., Panstrongylus sp. und Rhod-
nius sp. iibertragen wird. Derzeit sind nach Schéatzungen der WHO unge-
fahr 500.000 Menschen von der afrikanischen Schlafkrankheit betroffen
und ca. 70 Millionen leben im Risiko einer Ansteckung [WHO (3)]. Bei
der Chagas-Krankheit liegen die Zahlen sogar noch hoher: ca. 18 Millio-
nen Infektionsfille und ungefdhr 120 Millionen Menschen, welche mit
dem Risiko einer Ansteckung leben. Dies entspricht 25% der Bevolke-
rung Lateinamerikas [DNDi (Drugs for Neglected Diseases Initiative)
(1)]. Die Nagana-Tierseuche, welche durch den Befall von Nutztieren die
ohnehin geschwichte Entwicklungslage in den ldndlichen Gegenden Af-
rikas beeintrachtigt, verursacht jdhrliche wirtschaftliche Schiden von
mehr als einer Milliarde US-Dollar [FAO (Food And Agriculture Organi-
zation of the United Nations) (1)].

1.1.2.1 Afrikanische Schlafkrankheit

Die afrikanische Schlafkrankheit kann anhand ihrer Erreger, welche mor-
phologisch nicht zu unterscheiden sind, in 2 Formen unterteilt werden:
die westafrikanische und ostafrikanische Schlafkrankheit. Erstere wird
durch T. brucei gambiense hervorgerufen und macht >90% der gemelde-
ten Fille aus. Die Ubertragung dieser Form erfolgt vor allem durch Glos-
sina palpalis. Der Krankheitsverlauf ist chronisch und Symptome kdnnen
manchmal erst Jahre nach der Infektion auftreten. Oft befindet sich der
Patient dann bereits in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium. Die
zweite Form wird durch T. brucei rhodesiense verursacht und stellt <10%
der gemeldeten Falle (Vektor: v. a. Glossina morsitans). Hierbei tritt eine
akute Infektion ein und erste Symptome sind bereits nach Wochen oder
Monaten zu beobachten. Darauf erfolgt ein sehr rascher Krankheits-
verlauf. Der Krankheitsverlauf gliedert sich bei beiden Formen in 2 Pha-
sen. Anfangs teilen sich die Trypanosomen im Blut und in der Lymph-
fliissigkeit (Phase 1). Nach einer gewissen Zeit durchqueren die Parasiten
die Blut-Hirn-Schranke und befallen das Zentralnervensystem (Phase 2).

9
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Symptomatisch ist die erste Phase, auch hidmolymphatische Phase ge-
nannt, vor allem durch Fieber, Kopf- und Gelenkschmerzen, sowie Juck-
reiz gekennzeichnet. In der zweiten Phase (neurologische oder menin-
goenzephalitische Phase) treten Symptome wie Konfusion, Wahrneh-
mungsstorungen, verschlechterte Koordination und Storungen des Schlaf-
zyklus auf [PSCHYREMBEL, 1998]. Um die Schlatkrankheit erfolgreich zu
behandeln, ist es wichtig, dass die Diagnose so frith wie moglich gestellt
wird. Ohne Behandlung endet die Krankheit todlich. Zur Behandlung der
ersten Phase werden Pentamidin (Pentacarinat®) und Suramin (Germa-
nin®) verwendet, zur Behandlung der zweiten Phase Melarsoprol (Arso-
bal®) und Eflornithin (Ornidyl®). Letzteres ist ein Ornithin-Analogon,
welches die Ornithindecarboxylase, ein sehr wichtiges Enzym im Polya-
min-Biosyntheseweg, spezifisch hemmt [MCCANN & PEGG, 1992]. Leider
wirkt es nicht gegen die ostafrikanische Schlatkrankheit. Pentamidin,
welches frither als Prophylaxe eingesetzt wurde, ist ein Diamidin und
bindet vermutlich an DNA, was zu einer Inhibierung der Replikation fiih-
ren kann [NUNN & NEIDLE, 1995]. Auch eine Inhibierung der Topoisome-
rase II durch Pentamidin wird diskutiert. Fiir Suramin, ein Derivat des
trypanoziden Azofarbstoffes Trypanblau und fiir Melarsoprol, eine Mel-
aminophenyl-Arsen-Verbindung, sind die Wirkmechanismen noch nicht
aufgeklart [VOOGD et al., 1993; CARTER & FAIRLAMB, 1993].

Die Medikamente zur Behandlung der zweiten Phase (Melarsoprol und
Eflornithin), welche die Blut-Hirn-Schranke durchqueren miissen, weisen
sehr starke Nebenwirkungen auf. Besonders Melarsoprol ist sehr toxisch
und kann zu Enzephalopathien fiihren, welche in 3-10% der Félle todlich
enden. Da zurzeit keine medikamentdse Prophylaxe zur Verfiigung steht,
ist die Expositionsprophylaxe die einzige Methode, das Risiko einer An-
steckung zu verringern. Zur Behandlung der Nagana-Tierseuche stehen
Ethidium-Bromid, Isomethamidium-Chlorid (Samorin®) oder Diminazen
(Berenil®) zur Verfiigung. Diese konnen auch zur Prophylaxe eingesetzt
werden. Da sie jedoch in die DNA interkalieren, sind sie mutagen und
somit nicht fiir die Therapie der humanen Schlafkrankheit geeignet [BAR-
CELO et al., 2001].

10
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Weder gegen die afrikanische Schlafkrankheit noch gegen die Chagas-
Krankheit gibt es derzeit einen vorbeugenden Impfstoff. Wahrend T. cruzi
sich durch das Eindringen in Wirtszellen vor dem Immunsystem des Wir-
tes verbirgt, betreiben T. brucei, T. congolense und andere Arten Anti-
genvariation [FERGUSON et al., 1986; Cross, 1996]. Dabei werden die
variant surface glycoproteins (VSGs), welche die Trypanosomen umge-
ben, wihrend der Vermehrung durch das Rearrangement von Genen vari-
iert [DUSZENKO et al., 1988; NAVARRO & CROSS, 1996]. Dies fiihrt dazu,
dass das Immunsystem immer nur einen Teil der Parasiten angreifen
kann, da bereits Formen mit neuer VSG-Ausstattung im Blutkreislauf zir-
kulieren, fiir welche noch keine spezifische Immunantwort zur Verfligung
steht (siche Abb. 1.5) [JANEWAY et al., 2001].

anti-VSG®  anti-VSG®  anti-vSG'

Abbildung 1.5 Antigenvariation bei
afrikanischen Trypanosomen. Die far-
bigen Kurven zeigen die Anzahl der Pa-
rasiten, wobei jede Farbe einen anderen
VSG-Typ reprisentiert. Die schwarzen

Anzahl der Parasiten
Menge an Antikérpern

Kurven zeigen die Menge an spezifi-
schen Antikérpern. [JANEWAY et al,
2001, verandert].

Zeit (Wochen)

Ahnlich wie die Malaria konnte die afrikanische Schlafkrankheit Mitte
der 60er Jahre beinahe ausgerottet werden [LABUSQUIERE & DUTERTRE,
1966; DOBSON, 2001]. Doch fiihrte der anfingliche Erfolg in der Be-
kdmpfung dazu, dass die Aufklarungs- und Behandlungsprogramme ge-
kiirzt wurden, mit der Folge, dass sich die Krankheit wieder ausbreitete.

1.1.2.2 Chagas-Krankheit

Analog zur afrikanischen Schlafkrankheit, l14sst sich die siidamerikani-
sche Trypanosomiasis oder Chagas-Krankheit in zwei Phasen einteilen.
Wihrend der akuten Phase kurz nach der Infektion kommt es meistens zu

einem entziindlichen Odem um die Stichwunde, Fieber, Animie und He-

11
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patosplenomegalie. In der chronischen Phase, welche auch erst nach vie-
len Jahren auftreten kann, sind vor allem das Herz, der Gastrointesti-
naltrakt und das Nervensystem betroffen [PARADA et al., 1997; OLIVEIRA
et al., 1983; PSCHYREMBEL, 1998]. Dabei kommt es zu verschiedenen
neurologischen Storungen, zu einer Schidigung des Herzmuskels oder zu
Dilatationen der Speiserohre und des Darms. Diese Symptome sind dar-
auf zuriickzufiihren, dass die Parasiten als trypomastigote Formen Herz-
muskelzellen, Gliazellen, und Muskelzellen von Hohlorganen (z. B.
Darm) befallen. In diesen Zellen gehen sie in das amastigote Stadium iib-
er und teilen sich. Wenn die Teilung beendet ist, schlieBt sich wieder ein
trypomastigotes Stadium an. Die Wirtszellen platzen nun auf und entlas-
sen die trypomastigoten Formen in den Blutkreislauf. Dieser Zyklus wie-
derholt sich mehrfach. Ohne Behandlung endet die Chagas-Krankheit in
ca. 10% der Félle todlich. Zur Therapie wiahrend der akuten Phase werden
Nifurtimox (Lampit®) und Benznidazol (Radanil®) verwendet, welche
beide lebertoxisch sind. Nifurtimox fiihrt dabei zur Bildung von freien ra-
dikalischen Intermediaten, wohingegen Benznidazol zu reaktiven Meta-
boliten umgesetzt wird, welche kovalent an DNA, Proteine und Lipide
des Parasiten binden [DOCAMPO & STOPPANI, 1979; DiAZ DE TORANZO et
al., 1988]. Zur Therapie von chronisch kranken Patienten gibt es zurzeit
keine Medikamente, so dass eine Behandlung nur palliativ erfolgen kann.
Somit sind, neben den oben erwihnten Medikamenten zur Behandlung
der akuten Phase, Expositionsprophylaxe und Vektorkontrolle derzeit die
einzigen Mittel zur Bekdmpfung der Chagas-Krankheit.

1.1.3 Leishmaniose

Der Uberbegriff Leishmaniose umfasst mehrere Krankheitsformen, wel-
che von obligat intrazelluliren Protozoen der Gattung Leishmania sp.
(Ordnung: Kinetoplastida) hervorgerufen werden [HIEPE et al., 2005].
Man unterscheidet die kutane Leishmaniose (auch Bagdad-, Orient- oder
Aleppobeule), welche von L. tropica, L. major, L. aethiopica, L. mexica-
na usw. verursacht wird, die mukokutane Leishmaniose (auch bekannt als
Uta oder Espundia), hervorgerufen durch den L. braziliensis-Komplex
sowie die viszerale Leishmaniose (auch Dum-Dum-Fieber oder Kalar-
Azar), welche von L. donovani und L. infantum ausgelost wird. Die ver-

12
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schiedenen Spezies sind dabei morphologisch nicht zu unterscheiden. Die
Leishmaniose kommt weltweit, besonders aber in den Tropen und auch
im Mittelmeerraum vor. Als Vektor fungieren Sandfliegen der Gattung
Phlebotomus sp. und Lutzomyia sp. Die Zahl der Leishmaniose-
Neuinfektionen liegt bei ca. 2 Millionen pro Jahr. Weltweit sind ungefahr
12 Millionen Menschen betroffen und 350 Millionen leben mit dem Risi-
ko einer Ansteckung [WHO (4)].

Alle Formen der Leishmaniose konnen verheerende Folgen fiir den befal-
len Wirtsorganismus haben. Besonders schwerwiegend ist die viszerale
Leishmaniose, welche ohne Behandlung eine Sterberate von anndhernd
100% aufweist. Charakteristisch fiir diese Form der Erkrankung, bei der
die inneren Organe befallen werden, sind unregelmiBiges Fieber, Ge-
wichtsverlust, Hepato- und Splenomegalie, sowie Andmie [TANOLI et al.,
2005]. Co-Infektionen mit HIV und andere immunsupprimierende Bedin-
gungen begiinstigen die Symptome einer schweren viszeralen Leishmani-
ose. Diese kann in solchen Fallen auch durch L. infantum ausgelost wer-
den, wihrend im Normalfall v. a. L. donovani fir diesen Krankheitsver-
lauf verantwortlich ist. Bei der mukokutanen Leishmaniose werden be-
sonders die Schleimhdute befallen. Es entstehen Lasionen, welche zur
entstellenden Zerstorung mukoser Membranen der Nase, des Mundes und
des Rachenraumes fiihren. Die kutane Leishmaniose dagegen, welche die
am weitesten verbreitete Form darstellt, verursacht zahlreiche Haut-
geschwiire im Gesicht und an den Armen und Beinen, die zu schwerer
Invaliditat filhren konnen. Mit dem Stich einer infizierten Sandmiicke
werden promastigote Leishmanien in den Wirtsorganismus iibertragen
und dort von Makrophagen phagozytiert [HIEPE et al., 2005]. In den
Makrophagen findet die Umwandlung in das amastigote Stadium und ei-
ne Vermehrungsphase statt, nach deren Ende das Aufplatzen der Makro-
phagen und somit ein Freisetzen der Parasiten erfolgt. Diese befallen nun
weitere Zellen des Immunsystems und, je nach Leishmania-Spezies,
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verschiedene Gewe-

betypen, was zu den
0. g. Symptomen
fiihrt. Neben der hu-
manen Leishmaniose
spielt auch die canine
Form eine bedeu-
tende Rolle (siche
Abb. 1.6) [AMUSA-
TEGUI et al., 2003].
Diese wird ebenfalls
durch die Art L. in-
fantum (s. o.) ausge-
l6st, welche auch

Abbildung 1.6 Canine Leishmaniose. Ein sehr hiufig anzu-
treffendes erstes Symptom der caninen Leishmaniose ist der

viszerale Leishman-
iose bei Kindern ver- Haarverlust, besonders um die Augen (Brillenbildung). [Inter-
ursacht. So ist beson-  vet Deutschland GmbH].

ders im Mittelmeer-

raum die Infektionsrate bei Hunden sehr hoch. In Andalusien sind ca.

42% der Hunde betroffen und auf Sizilien sogar bis zu 80%.

1.1.3.1 Therapie der Leishmaniose

Zur Behandlung der Leishmaniose werden derzeit Natrium-Stibogluconat
(Pentostam®), N-Methylglucamin-Antimonat (Glucantim®), Miltefosin
(Miltex®, Impavido®), Pentamidin (Pentacarinat®), Allopurinol (Zylo-
prim®), Amphotericin B (AmBisome®) und Paromomycin (Humatin®),
verwendet. Miltefosin (Hexadecylphosphocholin) nimmt dabei eine be-
sondere Stellung ein, da diese Substanz das erste oral verfiigbare Medi-
kament darstellt, welches gegen verschiedene Formen der Leishmaniose
wirksam ist. Urspriinglich wurde das Medikament zur Krebstherapie ent-
wickelt. Der Wirkmechanismus in Leishmanien basiert vermutlich auf
Wechselwirkungen mit der Synthese und dem Abbau von parasitiren
Membranlipiden [DORLO et al., 2006]. Die Gabe von Interferon-y kann

eine unterstiitzende therapeutische Option sein, da somit die Immunant-
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wort des Wirtes in Richtung einer Tyl-Antwort (zell-vermittelte Immun-
antwort) beeinflusst wird. Dies fiihrt zu einer Aktivierung der mit Leish-
manien infizierten Makrophagen und somit zur Abtotung der Parasiten
[JANEWAY et al., 2001].

1.2 Oxidativer Stress als Therapiemdglichkeit zur Bekam-
pfung von protozoischen Infektionskrankheiten und
Krebs

Neben der Beeinflussung der Transkription oder des Zellzyklus durch In-
hibierung von Zielproteinen wie Histon-Deacetylasen oder Kinasen
[MEINKE & LIBERATOR, 2001; GRANT et al., 2007; HuUsAIN et al., 2001;
GRANT et al., 2004] stellt die Erzeugung von oxidativem Stress ein proba-
tes Mittel zur Bekdmpfung von protozoischen Infektionskrankheiten so-
wie Krebs dar [SCHIRMER et al., 1987; OzBEN, 2007]. Da Protozoen und
Krebszellen zum einen durch die Immunabwehr des menschlichen Orga-
nismus mittels starker Oxidantien wie Peroxynitrit, Hypochlorit und
Wasserstoffperoxid bekdmpft werden und sie zum anderen aufgrund ihrer
hohen Stoffwechselrate selbst viele Oxidantien produzieren, spielen die
antioxidativen Mechanismen, die fiir die Entgiftung dieser Agentien sor-
gen, eine essentielle Rolle fiir die Lebensfahigkeit dieser Zellen. Dabei
sind Plasmodien besonders anfillig fiir oxidativen Stress, da sie, dhnlich
wie Trypanosomen, keine Katalase und Glutathion-Peroxidase besitzen.
Ein Ansatz zur Therapie dieser Krankheiten basiert daher auf dem FEinsatz
von Enzyminhibitoren, welche die antioxidativen Netzwerke aufer Funk-
tion setzen. Die wichtigsten Enzyme dieser antioxidativen Netzwerke
sind bei Plasmodien die Glutathion-Reduktase (GR) (EC 1.8.1.7) [BOHME
et al., 2000] und Thioredoxin-Reduktase (TrxR) (EC 1.8.1.9) [KRNAJSKI
et al., 2002]. Bei Trypanosomen und Leishmanien, welche kein Glutathi-
on-System besitzen, spielt ersatzweise die Trypanothion-Reduktase (TR)
(EC 1.8.1.12) eine duBerst wichtige Rolle [DuMAs et al., 1997; KRAUTH-
SIEGEL & INHOFF, 2003]. Diese Enzyme gehoren alle zur Klasse 1 der Py-
ridin-Nukleotid-Disulfid-Oxidoreduktasen. Ein weiteres Enzym, welches
zu der gleichen Protein-Familie gehort, ist die Liponamid-Dehydrogenase
(LipDH) (EC 1.8.1.4), welche die E3-Untereinheit der drei a-Ketosduren-
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Dehydrogenase-Komplexe (Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex, a-Keto-
glutarat-Dehydrogenase-Komplex und branched-chain a-Ketosduren-De-
hydrogenase-Komplex) bildet [CAROTHERS et al., 1989; LOHRER &
KRAUTH-SIEGEL, 1990]. Die Klasse 1 der Pyridin-Nukleotid-Disulfid-
Oxidoreduktasen umfasst auflerdem noch die Thioredoxin-Reduktasen
hoherer Eukaryoten, sowie die Quecksilber-Reduktase, welche fiir die
Resistenz einiger Bakterien gegen Hg®" verantwortlich zeichnet [SCHUE
et al, 2007]. Die Klasse 2 der Pyridin-Nukleotid-Disulfid-
Oxidoreduktasen umfasst dagegen u. a. die Thioredoxin-Reduktasen von
Bakterien und Pilzen, sowie die Alkyl-Hydroperoxid-Reduktase von Sal-
monella typhimurium [TARTAGLIA et al., 1990]. Die Einteilung dieser Ox-
idoreduktasen in zwei Klassen erfolgte anhand von Struktur- und Se-
quenzdhnlichkeiten. Allen gemeinsam sind jedoch die redox-aktiven
Cysteine in den jeweiligen aktiven Zentren und die Verwendung von
FAD als Coenzym [Datenbankeintrige in PROSITE: PDOCO00073 bzw.
PDOC00496].

1.2.1 Glutathion-Reduktase

Das Enzym Glutathion-Reduktase katalysiert die Reduktion von Glu-
tathiondisulfid (GSSG) zu Glutathion (GSH):

NADPH + GSSG + H = NADP" +2 GSH

Glutathion (siche Abb. 1.7), r~|l||—|2 O 0
ein Tripeptid bestehend aus HOOC—E—E—ELH—QHLH—E—COOH
Glutamin, Cystein und Gly- © GHa :

SH

cin, stellt ein dullerst wichti-

ges Antioxidans dar. Durch  appiidung 1.7 Glutathion. Diese Abbildung zeigt
reversible Oxidation der SH- die Strukturformel von reduziertem Glutathion
(GSH). GSH ist ein Tripeptid aus Glutamin, Cystein

und Glycin. Es stellt ein duBerst wichtiges Antioxi-

Gruppen zweier Glutathion-
Molekiile entsteht das tiiber
eine Disulfidbriicke verbun-
dene Doppelmolekiil oxidierten Glutathions (GSSG). GSH ist in die Ent-
giftung von Wasserstoffperoxid und organischen Peroxiden, den schidli-

dans dar.
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chen Nebenprodukten der acroben Lebensweise, involviert [ALICIGUZEL
& ASLAN, 2004]:

2 GSH + ROOH - GSSG + H,0 + ROH

Diese Reaktion wird durch das Selenoenzym Glutathion-Peroxidase (EC
1.11.1.9) katalysiert. Dariiber hinaus schiitzt GSH Erythrocyten vor Oxi-
dationsschéiden, indem es als Sulfhydrylpuffer wirkt und die Cysteinreste
in Hidmoglobin und anderen Erythrocytenproteinen im reduzierten Zu-
stand hélt [BERG et al., 2003]. Weiterhin ist GSH beteiligt an der Synthe-
se von Desoxynukleotiden [HOLMGREN, 1978] (siche Abb. 1.8), an der
Entgiftung von Xenobiotika via Glutathion-S-Transferase [FIANDER &
SCHNEIDER, 2000], an der Regulation von Enzymen, sowie an der Detoxi-
fikation von Oxoaldehyden [THORNALLEY, 2000]. Bei all diesen Prozes-
sen wird GSH zu GSSG oxidiert und muss iiber eine Reduktion regene-
riert werden. Die Glutathion-Reduktase ist ein sehr weit verbreitetes ho-
modimeres Protein (MW yionomer: 52500 Da). Sie kann in Bakterien, Pil-
zen, Pflanzen, Protozoen und Tieren nachgewiesen werden, nicht jedoch
in einigen anaeroben Eubakterien und Archaebakterien. Des Weiteren
fehlt sie bei den Trypanosomatiden, wo sie durch die Trypanothion-
Reduktase ersetzt wird (siche 1.2.2) [KRAUTH-SIEGEL et al., 2003]. Auf
subzelluldrer Ebene findet sich die GR im Cytosol und in Cytosol-
dhnlichen Rdumen von Mitochondrien und Chloroplasten. Ein Monomer
der GR besteht aus 4 Doménen (FAD-Doméane, NADPH-Doméne, Inter-
face-Doméne und zentrale Domine) und einer flexiblen N-terminalen

Erweiterung.
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Abbildung 1.8 Dithiolgestiitze Redoxsysteme in Plasmodien. In Plasmodien kommen
zwei dithiolabhingige Redoxsysteme vor: Das Glutathion-System, bestehend aus GR, GSH
und Glutaredoxin (Grx) iibertrdgt Elektronen direkt oder mithilfe von Plasmoredoxin (Plrx)
auf die Ribonukleotidreduktase (RiboR). Glutaredoxin kann auch durch Liponamid (Lip)
reduziert werden. Die im Text erwdhnte Entgiftung von Peroxiden mittels der Glutathion-
Peroxidase kommt bei Plasmodien nicht vor. Das Thioredoxin-System besteht aus Thiore-
doxinreduktase (TrxR), und Thioredoxin (Trx(SH),). Es liefert Reduktionsédquivalente fiir
die Synthese von DNA-Bausteinen und ist Elektronendonor fiir Trx-abhéngige Peroxidasen
(TrxPx), welche ebenfalls Peroxide entgiften. Die beiden Systeme sind in Kontakt, da GSSG
durch Thioredoxin reduziert werden kann (gestrichelte Linie). Das tiefgestellte ,,0x* kenn-
zeichnet die Disulfidform, das tiefgestellte ,,Red die Dithiolform eines Proteins [KRAUTH-
SIEGEL et al., 2005].

Das Enzym besitzt also insgesamt zwei Bindestellen fiir NADPH und
FAD, sowie zwei Glutathiondisulfid-Bindestellen (aktive Zentren). Ab-
bildung 1.9 zeigt die Anordnung der funktionellen Bereiche auf Sequenz-
ebene.
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Abbildung 1.9 Funktionelle Elemente der humanen Glutathion-Reduktase (Monomer).
Die Abbildung zeigt die Anordnung funktioneller Bereiche eines Monomers der humanen
Glutathion-Reduktase auf Sequenzebene (orange: FAD-Bindestellen, griin: NADPH-Binde-
stellen, rot: aktives Zentrum).

Bei der Reduktion von GSSG werden Reduktionsdquivalente, welche aus
dem Hexosemonophosphat-Weg stammen, von NADPH auf die prosthe-
tische Gruppe FAD und von dort iiber die redox-aktive Disulfidbriicke
(Cys58-Cys63 bei der humanen GR) auf GSSG iibertragen [PAI &
ScHuLz, 1983]. Die Reaktion verlduft also in zwei Halbreaktionen. Bei

der ersten Halbreaktion wird das Enzym (E) reduziert:
NADPH +E + H" - NADP" + EH,

und bei der zweiten Halbreaktion das Substrat:
EH, + GSSG 2 2 GSH + E

Durch die Reduktion von GSSG wird ein hohes Verhéltnis [GSH/GSSG]
von 20 bis 1000:1 aufrechterhalten.

Sowohl die humane GR (hGR) als auch die GR von Plasmodium falcipa-
rum (pfGR) sind validierte Zielproteine fiir die Entwicklung von Medi-
kamenten. So ist die hGR ein Angriffspunkt einiger Cytostatika wie z. B.
Carmustine (BiICNU®, Gliadel®). Das Medikament BiCNU (1,3-Bis-[2-
Chloroethyl]-2-Nitroso-Harnstoff) wird wegen seiner Fihigkeit, die Blut-
Hirn-Schranke zu durchqueren vor allem zur Therapie von Gehirntumo-
ren (z. B. Glioblastoma multiforme) eingesetzt. Unter physiologischen
Bedingungen wird es abgebaut, und das Abbauprodukt Chloroethyl-
isocyanat fithrt dann zu einer Carbamoylierung an dem katalytisch akti-
ven Cys58 [KARPLUS et al., 1988]. Dadurch wird die hGR gehemmt
(ICsp: 55,5uM) und GSSG nicht mehr zu GSH reduziert. Somit steigt zum
einen der oxidative Stress filir die Krebszellen und zum anderen wird die

Desoxyribonukleotid-Synthese gehemmt, was schlieBlich zum Absterben
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der Zellen fiihrt [YANG et al., 2005; SCHALLREUTER et al., 1990]. Neben
den eigentlichen aktiven Zentren (GSSG-Bindestellen), wo Inhibitoren
wie z. B. Carmustine (s. 0.) kovalent binden, besitzt die GR noch eine
weitere Bindestellen fiir Inhibitoren: eine Kavitdt an der Dimer-Achse

o) o]
Cl\/\N N/\/Cl A e /,if o - A
u oo 1 o~ \@/\N*N NH
\ \_<
© o)
BiCNU Ajoene Nitrofurantoin

H,C Ny, CH,
\ N
N +/ \
/©:/ O HZN i NH2 /©: jij\
~ +2 -
N+ _H N S N
N o N | |
P H

Nile Blue A Safranin Methylenblau

Wsveoll
TE T

Janus Green B Mitomycin C

Abbildung 1.10 Inhibitoren der Glutathion-Reduktase. BiCNU ist ein kovalenter Inhibitor
der GR und bindet an das redoxaktive Cys58 [KARPLUS et al., 1988]. Ajoene ist ebenfalls ein
kovalenter Inhibitor und gleichzeitig ein subversives Substrat (sieche 1.2.2) der GR [GALL-
wITZ et al., 1999], wohingegen Nitrofurantoin ausschlieBlich als solches dient, das Enzym
aber nicht inhibiert [MURAKAMI et al., 1989]. Nile Blue A, Safranin, Methylenblau und Janus
Green B binden {iber einen nicht-kovalenten Bindungsmodus in der Dimer-Kavitit [LUOND et
al., 1998; SAVVIDES & KARPLUS, 1996; FARBER et al., 1998; VENNERSTROM et al., 1995].
Mitomycin C dagegen ist kompetitiv zu dem Coenzym FAD und fiihrt somit zu einer Inhibie-
rung des Enzyms [OKUDA et al., 1989].

(Dimer-Kavitdt, DK), welche von Aminosduren beider Untereinheiten
gebildet wird (sieche Abb. 3.2). Inhibitoren binden iiber verschiedene

Wechselwirkungen in der DK, nicht jedoch iiber einen kovalenten Me-
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chanismus. Die biologische Funktion der DK ist bis jetzt unklar. Es wird
jedoch vermutet, dass durch die Bindung von Substanzen in dieser Kavi-
tiat ein Elektronenfluss unterbrochen wird. Eventuelle aus der Bindung
von Inhibitoren resultierende Konformationsdnderungen des Proteins (al-
losterische Inhibierung) konnen weitestgehend ausgeschlossen werden.
Abbildung 1.10 zeigt eine Ubersicht iiber einige Inhibitoren der GR. Ne-
ben ihrer Verwendung als Zielprotein zur Entwicklung von Cytostatika,
ist die hGR auch ein Angriffspunkt von Antimalaria-Medikamenten
[ZHANG et al., 1988a, b; KRAUTH-SIEGEL & COOMBS, 1999]. Dies beruht
darauf, dass Plasmodien wihrend ihrer Entwicklung im menschlichen
Wirt ein intraerythrocytires Stadium durchlaufen. Wird nun die hGR der
Erythrocyten gehemmt, wéchst der oxidative Stress fiir den Parasiten
massiv an, so dass dieser in seiner Lebensfahigkeit eingeschrankt wird.
Dabei macht man sich die Tatsache zu Nutze, dass Plasmodien empfind-
licher gegen oxidativen Stress sind als Erythrocyten, so dass eine teilwei-
se Inhibierung des Enzyms ausreicht, um die Plasmodien zu schiadigen.
Diese Sensitivitidt der Plasmodien gegeniiber oxidierenden Agentien, die
wie bereits erwdhnt, auf der Tatsache beruht, dass die Parasiten keine Ka-
talase und Glutathion-Peroxidase besitzen, macht auch die pfGR zu ei-
nem sehr geeigneten Zielprotein fiir die Entwicklung von Antimalaria-
Medikamenten. So ist die pfGR z. B. das Zielprotein von Methylenblau,
einem Medikament, das lange Jahre erfolgreich zur Bekdmpfung der Ma-
laria eingesetzt wurde [FARBER et al., 1998].

1.2.2 Trypanothion-Reduktase

In der Ordnung Kinetoplastida ist das Glutathion/Glutathion-Reduktase-
System durch Trypanothion und Trypanothion-Reduktase ersetzt. Dieses
Enzym katalysiert die Reduktion von Trypanothiondisulfid (TS,) zu Try-
panothion (T(SH),):

NADPH + TS, + H = NADP" + T(SH),

21



EINLEITUNG

Abbildung 1.11 Trypanothion. Diese

@) N
Abbildung zeigt die Strukturformel von Y\H NH +
reduziertem Trypanothion (T(SH),). (\/NH HS o
T(SH), besteht aus zwei Glutathion-
Molekiilen, welche iiber eine Spermi- NH,+

dinbriicke miteinander verbunden sind.

Es stellt ein duBerst wichtiges Antioxi-

dans dar. Durch die Oxidation von NH o]

T(SH), entsteht eine interne Disul- %\/H NH,+
fidbriicke [KRAUTH-SIEGEL et al., © H

2005]. © c00-

Durch diesen spezifischen Redoxstoffwechsel unterscheiden sich die Ki-
netoplastiden von fast allen anderen Eukaryoten und Prokaryoten, die
meist ein Glutathion- und/oder Thioredoxin-System besitzen. Dadurch

RibOR NDP
NADPH TR,, T(SH) Tpxo, X

© 2 PXo RiboR,, dNDP
NADP TRy, TS, Toxey—f " T PXFXred ROOH

TpxPx,, X ROH + H,0

Abbildung 1.12 Dithiolgestitztes Redoxsystem in Trypanosomen. In Trypanosomen iiber-
tragt eine Kaskade aus TR, T(SH), und Tpx (Tryparedoxin) Elektronen von NADPH auf die
Ribonukleotidreduktase (RiboR), welche die Reduktion von Nukleosiddiphosphaten (NDP)
zu Desoxynukleosiddiphosphaten (dNDP) katalysiert, sowie auf TpxPx (Tryparedoxin-
Peroxidase), die Hydroperoxide entgiftet [ KRAUTH-SIEGEL et al., 2005].

sind die Proteine, die in diesen Stoffwechselweg involviert sind, sehr att-
raktive Zielproteine fiir die Entwicklung von trypanoziden Medikamenten
[KRAUTH-SIEGEL & INHOFF, 2003; PINEYRO et al., 2005]. Andere Orga-
nismen, welche auch einen Trypanothion-Stoffwechsel besitzen, sind
Euglena gracilis [MONTRICHARD et al., 1999] und Entamoeba histolytica,
dem Erreger der Amobenruhr [TAMAYO et al., 2005]. Das Trypanothion-
System ersetzt in den Kinetoplastiden wahrscheinlich nicht nur das Glu-
tathion-System, sondern auch die Funktion der Thioredoxin-Reduktase.
Das Thiol-Polyamin-Konjugat Trypanothion besteht aus zwei Glutathion-
Molekiilen, welche iiber eine Spermidin-Briicke miteinander verbunden
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sind (siche Abb. 1.11) und stellt, ebenso wie Glutathion, ein dullerst wich-
tiges Antioxidans dar. Ein wesentlicher Unterschied ist dagegen, dass
Trypanothion ein Dithiol ist. Durch reversible Oxidation der beiden SH-
Gruppen eines Trypanothion-Molekiils entsteht eine interne Disulfidbrii-
cke. Analog zu GSH ist T(SH), an der Entgiftung von Wasserstoffperoxid
sowie organischen Peroxiden, an der Desoxynukleotid-Synthese und an
der Detoxifikation von Wirkstoffen und Ketoaldehyden beteiligt
[KRAUTH-SIEGEL et al., 2003]. Die trypanothionabhingige Entgiftung von
Hydroperoxiden ist fiir Trypanosomen von entscheidender Bedeutung, da
sie aufgrund der fehlenden Katalase (siehe 1.2) nur niedrige Hydropero-
xidspiegel tolerieren. An dieser Entgiftung sind neben T(SH), noch Try-
paredoxin (Tpx) und die Tryparedoxin-Peroxidase (TpxPx) beteiligt, wel-
che ebenfalls potentielle Zielproteine zur Entwicklung von Antitrypano-
somiasis-Medikamenten darstellen [STEINERT et al., 1999] (siehe Abb.
1.12). Durch die Detoxifikation von Wirkstoffen, welche sowohl das
Ausschleusen als auch die Sequestrierung von Thiol-Wirkstoffkonjugaten
beinhaltet, spielt Trypanothion auch eine wichtige Rolle bei der Medika-
mentenresistenz [LEGARE et al., 1997]. In Leishmanien ist an diesem De-
toxifikationsprozess wahrscheinlich das Protein PGPA (P-Glycoprotein-
dhnliches Protein A) beteiligt. Dieses ATP-abhéngige Protein ist in der
Lage, Metall-Thiol-Konjugate durch die Zellmembran zu translozieren.
Eine Uberexpression des eng verwandten ,Multidrug resistance-
associated protein A“ (MRPA) in T. brucei fiihrt zu einem 10-fachen An-
stieg des ICso-Wertes fiir Melarsoprol [SHAHI et al., 2002; ALIBU et al.,
2006]. Die oben erwihnte Detoxifikation von Ketoaldehyden erfolgt all-
gemein durch eine glutathionabhéngige Dismutation zu Hydroxysduren
und wird durch die Enzyme Glyoxalase I und II katalysiert. Durch diese
Enzyme wird z. B. auch das cytotoxische und mutagene Methylglyoxal,
das als Nebenprodukt der Glycolyse anfillt, entgiftet. In Trypanosomen
jedoch ist auch bei dem Glyoxalase-System Glutathion durch Trypa-
nothion ersetzt [GREIG et al., 2006]. Dies alles zeigt, dass Trypanothion
von sehr groBer Wichtigkeit fiir die Kinetoplastiden ist und die TR somit
ein sehr attraktives Zielmolekiil fiir die Medikamentenentwicklung dar-
stellt. Analog zur GR besitzt auch die TR zwei Bindestellen fiir Inhibito-
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ren: das aktive Zentrum und ebenfalls eine Kavitdt an der Dimer-Achse.
An diese Stellen konnen z. B. Polyamine, tricyclische Verbindungen (Ac-
ridine, Phenothiazine), Aminodiphenylsulfide, Platinkomplexe usw. bin-
den, welche die TR reversibel bzw. irreversibel inhibieren. Eine weitere
wichtige Gruppe von Inhibitoren der Disulfidreduktasen sind die subver-
siven Substrate, die auch als Turncoat-Inhibitoren bezeichnet werden
[CENAS et al., 1994; GALLwITZ et al., 1999]. Diese Molekiile dndern die
antioxidative Aktivitit dieser Enzyme zu einer prooxidativen Aktivitit
um. Typischerweise wird ein subversives Substrat (X) durch eine Disul-
fidreduktase in einem Einelektronenschritt zum entsprechenden Radikal
reduziert:

NADPH +2X > NADP +2 X" +H"

Dieses reagiert dann mit molekularem Sauerstoff zum Superoxidradikal,

wobei das subversive Substrat regeneriert wird:

2X"+20,22X+20,"

Dies hat zur Folge, dass die eigentlichen Substrate der Disulfidreduktasen
nur noch eingeschriankt reduziert und NADPH und O, zu Erzeugung von
Radikalen verbraucht werden. Somit wird der oxidative Stress in der Zel-
le erhoht. Beispiele fiir subversive Substrate der TR sind Nitrofurane und
Naphtochinone wie Menadion, Plumbagin und Lapachol [BLUMENSTIEL
etal., 1999; SALMON-CHEMIN et al., 2001].

1.2.3 Liponamid-Dehydrogenase

Ein weiteres Zielprotein fiir die Entwicklung von Antitrypanosomiasis-
Medikamenten ist die Liponamid-Dehydrogenase, welche die E3-
Untereinheit der drei a-Ketosduren-Dehydrogenase-Komplexe (Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplex, a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex und
branched-chain a-Ketosduren-Dehydrogenase-Komplex) bildet
[KRAUTH-SIEGEL & SCHONECK, 1995]. Sie katalysiert die Oxidation von
proteingebundenem Liponamid:
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NAD" + Dihydroliponamid © NADH + H" + Liponamid

Liponamid (siehe Abb. 1.13) ist in zahl- @)
reichen enzymatischen Reaktionen, wie (Y\/\)I\

c g . NH
oxidativen = Decarboxylierungen, als L _d 2

Coenzym beteiligt, wo es fiir Acyl-
Gruppen- und Wasserstoff-Transfer ver-  Apbildung 1.13 Liponamid. Diese
antwortlich ist. Dabei wird das Coenzym  Abbildung zeigt die Strukturformel

. . s . von oxidiertem Liponamid. Es ist in
zur Dihydroliponsdure reduziert und P

. . zahlreichen enzymatischen Reaktio-
muss zur weiteren Verwendung wieder

nen als Coenzym beteiligt.

durch Oxidation regeneriert werden.

Dariiber hinaus katalysiert die LipDH auch die Reduktion von Ubichinon
zu Ubichinol [XIA et al., 2001]. Neben seiner Rolle als Elektronentrans-
port-Komponente in der mitochondrialen Atmungskette, schiitzt Ubichi-
nol auch die Zellmembranen vor Lipidperoxidation durch reaktive Sauer-
stoffspezies. Diese kann zur Zerstérung der Membranen und Anderungen
in der Fluiditdt der Fettsduren fiithren, was u. U. einen Funktionsverlust
von Rezeptoren und Ionenkanidlen zur Folge hat. Weiterhin spielt die
LipDH vermutlich eine Rolle bei der Glucose-Aufnahme der long slen-
der-Formen afrikanischer Trypanosomen. In diesem Entwicklungsstadi-
um der Trypanosomen ist die LipDH mit der inneren Oberfliche der
Plasmamembran assoziiert. Ein Liponsdure-abhdngiger Import von Zu-
ckern wird auch fiir Escherichia coli diskutiert [RICHARME, 1985].
Abgesehen von Carmustine, welches auch die GR hemmt (siche 1.2.1),
Melarsenoxid, welches ebenfalls Enzyme mit benachbarten SH-Gruppen
inhibiert, und einigen subversiven Substraten (z. B. Naphtochinone), sind
fiir die LipDH keine Inhibitoren bekannt. Unter den subversiven Substra-
ten der LipDH befinden sich jedoch auch Nitrofuranderivate wie Nifurti-
mox, welches zur Therapie der akuten Phase der Chagas-Krankheit ver-
wendet wird (siehe 1.1.2.2) [KRAUTH-SIEGEL & SCHONECK, 1995]. Dieses
wird von der LipDH in einem Einelektronenschritt reduziert, was zur Bil-

dung von O," und H,O, fiihrt.
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Ebenso wie die TR und GR besitzt die LipDH zwei potentielle Bindestel-
len fiir Inhibitoren: die Substratbindestellen und eine Kavitit an der Di-

mer-Achse.

1.3 Arzneimittelforschung gestern und heute

Die systematische Suche nach Wirkstoffen fiir Arzneimittel begann etwa
in der zweiten Hilfte des 19. Jahrhunderts. Damals wurden chemische
Substanzen ungezielt auf ithre Wirksamkeit in biologischen Systemen ge-
testet (random screening). Eines der bekanntesten Erfolgsbeispiele dieser
Art von Wirkstofffindung ist die Acetylsalicylsdure, welche 1897 von Fe-
lix Hoffmann entdeckt wurde und unter dem Namen Aspirin® Weltruhm
erlangte [BOHM et al., 2002]. Aber auch viele Antibiotika und Antiparasi-
tika, die heute noch in Gebrauch sind, wurden in der ersten Hilfte des 20.
Jahrhunderts mittels random screening entdeckt [MONAGHAN & BAR-
RETT, 2006; MCKELLAR & JACKSON, 2004; Roos et al., 2001]. In den
1960er Jahren schlieBlich ging die Zahl neuentwickelter Medikamente
stark zuriick. Dies ist moglicherweise auf eine verminderte Erfolgsrate
des ungezielten Screenings, steigende Kosten fiir Forschung und Ent-
wicklung sowie strengere Regelungen in der Arzneimittelsicherheit zu-
rickzufiihren. Bei den Infektionskrankheiten und Parasitosen spielte zu-
sdtzlich auch noch ein verstirktes Auftreten von Resistenzen eine wichti-
ge Rolle [FURUYA & Lowy, 2006; JONES & GEORGE, 2005].

Heutzutage hat sich durch die Sequenzierung ganzer Genome und die
Generierung der dazugehorigen biologischen Information (Genomics
bzw. Functional Genomics) der klassische Forschungsansatz umgekehrt.
So ermoglicht die ineinandergreifende Nutzung moderner Technologien
wie Bioinformatik, Chemoinformatik, HTS (High-Throughput-Screening)
und kombinatorischer Chemie einen Prozess der Wirkstofffindung, der
von einem Zielprotein (Drug Target) ausgeht. Ein solches Zielprotein be-
sitzt eine Schliisselfunktion bei der Entstehung oder im Verlauf einer
Krankheit und dient als Angriffspunkt fiir chemische Substanzen, die die-
ses Protein entweder inhibieren oder aktivieren. Dadurch wird der Krank-
heitsverlauf positiv beeinflusst bzw. im besten Fall die Krankheit geheilt.
Dieser auch als Target-based Approach bezeichnete Ansatz gliedert sich
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in finf Schritte [SELZER et al., 2000; SELZER et al., 2004; SELZER, 2005].
Der erste Schritt umfasst die Identifizierung eines Zielproteins, welche
sowohl mittels klassischer molekularbiologischer Techniken und Hoch-
durchsatz-Methoden, als auch mit bioinformatischen Verfahren durchge-
fiihrt werden kann. Im néchsten Schritt (Target-Validierung) wird iiber-
priift, ob eine Inhibierung oder Aktivierung des Zielproteins wirklich den
gewiinschten Effekt auf den Krankheitsverlauf zeigt. Neben der biologi-
schen Validierung potentieller Zielproteine (z. B. durch loss of function-
oder gain of function-Mutationen in Tiermodellen oder RNA interference
(RNA1)) kann auch eine chemische Validierung durch bereits bekannte
Antagonisten oder Agonisten durchgefiihrt werden. Der dritte Schritt des
Target-based Approach besteht aus der Identifikation von Leitstrukturen,
also kleiner chemischer Molekiile, welche agonistisch oder antagonistisch
mit dem Zielprotein interagieren. Hierzu werden in Hochdurchsatz-
Reihenuntersuchungen die einzelnen Substanzen grofler chemischer Sub-
stanzbibliotheken auf ihre Fahigkeit untersucht, die Aktivitit des Zielpro-
teins in gewiinschter Weise zu beeinflussen. Ein alternativer Ansatz zur
Ermittlung interagierender Substanzen ist das virtuelle Screening. Dabei
werden chemische Substanzen in silico, d. h. mit Hilfe von Computern,
auf eine Interaktion mit dem Zielprotein getestet (rationales Wirkstoftde-
sign, sieche 1.4). Die mit diesen Methoden identifizierten Substanzen wei-
sen, abgesehen von der Wirkung auf das Zielprotein, natiirlich noch nicht
alle Eigenschaften eines pharmazeutischen Wirkstoffes auf. Deswegen
werden die Leitstrukturen im nédchsten Schritt einer chemischen Optimie-
rung unterzogen. Dabei werden die Substanzen solange modifiziert bis sie
in verschiedenen Parametern (z. B. Selektivitiat, Wirkstarke und -dauer,
Bioverfiigbarkeit und Toxizitdt) dem geforderten Profil entsprechen. Ab-
schlieBend werden die optimierten Leitstrukturen auf ihre biologische
Wirksamkeit im Zielorganismus getestet [BOHM et al., 2002; SELZER,
2005].

1.4 Chemoinformatik und rationales Wirkstoffdesign

In der modernen Wirkstoffforschung kommen neben den klassischen in
vitro- und in vivo-Methoden in den letzten Jahren auch verstéarkt in silico-
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Verfahren wie Bioinformatik und Chemoinformatik zum Einsatz. Diese
Verfahren konnen die klassischen Methoden nicht ersetzen, sondern diese
vielmehr ergdnzend unterstiitzen. Unter dem Begriff Bioinformatik ver-
steht man die Anwendung informatischer Methoden auf gro3e biologi-
sche Datenmengen, z. B. Sequenzdaten. Diese Daten werden gespeichert,
organisiert und analysiert mit dem Ziel, neue Informationen daraus abzu-
leiten und biologische bzw. medizinische Fragestellungen zu beantworten
[LESK, 2005; SELZER et al., 2004]. Dabei verwendet die Bioinformatik
unter anderem Methoden wie Sequenzanalysen, Bestimmung orthologer
Proteine, sowie Datamining in Proteinmotiv- und Strukturdatenbanken.
Die Chemoinformatik dagegen beschiftigt sich allgemein mit der An-
wendung informatischer Methoden zur Losung chemischer Problem-
stellungen [GASTEIGER, 2006]. Dazu gehoren vor allem die Aufbereitung
virtueller chemischer Strukturen und ihre Verwaltung in Datenbanken,
die Berechnung chemischer Eigenschaften und ADMET-Parameter (Ab-
sorption, Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity), sowie die Me-
thoden des rationalen Wirkstoffdesigns. Diese umfassen beispielsweise
die Ableitung quantitativer Struktur-Aktivititsbeziechungen (QSAR)
[BROWN & LEWIS, 2006], de novo Design [SCHNEIDER & FECHNER,
2005], die Homologie-Modellierung (siehe 1.4.1) [FISER & SALI, 2003],
Pharmakophor-Analysen (siche 1.4.2) [STEINDL et al., 2006] und moleku-
lares Docking (siehe 1.4.3) [CHEN et al., 2006].
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Abbildung 1.14 Medikamente, bei deren Entwicklung rationales Wirkstoffdesign
beteiligt war. Bei Agenerase®, Invirase® und Norvir® handelt es sich um HIV-
Protease-Inhibitoren. Gleevec® wird zur Behandlung der Chronischen Myeloiden

Leukémie eingesetzt. Relenza® und Tamiflu® dienen zur Behandlung der Influenza
[Lit. siche Text].

Erfolgsbeispiele, bei deren Entwicklung rationales Wirkstoffdesign maf3-
geblich beteiligt war, sind Medikamente wie Imatinib (Gleevec®) [AY-
OUB et al., 2005], ein Medikament zur Behandlung der Chronischen Mye-
loiden Leukdmie, Oseltamivir (Tamiflu®) und Zanamivir (Relenza®)
[MACDONALD, 2000] zur Behandlung von Influenza sowie Amprenavir
(Agenerase®) [BROPHY et al., 2000], Saquinavir (Invirase®) [REGAZZI et
al., 1999] und Ritonavir (Norvir®) [ARVIEUX & TRIBUT, 2005], drei
HIV-Protease-Inhibitoren (siche Abb. 1.14).
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1.4.1 Homologie-Modellierung

Methoden wie proteinbasierte Pharmakophor-Analysen (siehe 1.4.2) oder
molekulares Docking (siehe 1.4.3) sind auf die Kenntnis der dreidimensi-
onalen Struktur des Zielproteins angewiesen (siche Abb. 1.15). Diese
Strukturen werden iiblicherweise mit Hilfe der Rontgenkristallographie
oder NMR-Spektroskopie aufgeklart. Solche Verfahren sind jedoch sehr
zeit- und kostenaufwendig und konnen nicht fiir jedes Zielprotein von In-

Abbildung 1.15 Balsaholzmodell der humanen Glutathion-Reduktase. Die Abbildung
zeigt ein Balsaholzmodell der humanen Glutathion-Reduktase (siehe 1.2.1) basierend auf
einer frithen Rontgenkristallstrukturanalyse des Enzyms (Aufldsung: 6A (0,6nm)) [ZAPPE
etal., 1977].

teresse durchgefiihrt werden. Bisweilen wird die Strukturaufkldrung auch
durch andere Faktoren verhindert, insbesondere durch mangelhafte Kris-
tallisation membrandurchspannender Proteine wie z. B. G-Protein gekop-
pelter Rezeptoren. Deswegen bedient man sich oftmals verschiedener

30



EINLEITUNG

Strukturvorhersagemethoden, wie beispielsweise der Homologie-
Modellierung. Dieses Verfahren beruht auf der Annahme, dass homologe
Proteine, die dhnliche Aminosduresequenzen aufweisen, normalerweise
auch dhnliche Faltungsmuster zeigen. Ist nun von einem Protein, welches
eine gewisse Sequenzidentitit zu dem Zielprotein aufweist, die drei-
dimensionale Struktur bereits bekannt, kann diese als Vorlage (Templat)
fiir die Modellierung der Struktur des Zielproteins verwendet werden
[SELZER et al., 2004]. Zu Beginn der Homologie-Modellierung wird zu-
nachst immer ein Sequenz-Alignment zwischen den Sequenzen des Ziel-
proteins und des Templat-Proteins angefertigt (siche Abb. 1.16). Je hoher
die Sequenzidentitit zwischen Zielprotein und Templat-Protein ist, desto
hoher ist auch die Qualitidt der berechneten Homologie-Modelle. Diese
wird auBlerdem von der Auflosung der Templat-Struktur beeinflusst.
Stimmen die Aminosduren zwischen Zielprotein und Templat-Protein {ib-
erein, werden die Raumkoordinaten des Templat-Proteins fiir die Modell-
Struktur tbernommen. Ist dies nicht der Fall, wie in nicht oder nur
schwach konservierten Bereichen, werden die Raumkoordinaten der Ami-
nosduren der Modellstruktur anhand von Rotamer-Bibliotheken bestimmt.
Diese enthalten verschiedene mogliche Ausrichtungsmuster von Amino-
sdureseitenketten. Die nicht konservierten Regionen bilden hiufig auch
Schleifen (Loops) aus, fiir welche im Anschluss an die Modellierung ein
spezieller Refinement-Schritt durchgefithrt wird. Interessanterweise fin-
den sich die weniger konservierten Bereiche oft an der Oberfldche der
Proteine und haben so kaum Einfluss auf die strukturell konservierten
Regionen im Inneren der Proteine, wo meist auch das aktive Zentrum lo-
kalisiert ist [SELZER et al., 2004]. Nach der Modellierung erfolgt eine Be-
urteilung des Modells anhand verschiedener Parameter wie Gesamtener-
gie, Kollisionen von Atomen usw. [BOHM et al., 2002; FORSTER, 2002].
Abbildung 1.17 zeigt ein Beispiel einer Homologie-Modellierung einer
Aldehyd-Dehydrogenase von Caenorhabditis elegans. Um geeignete
Template fiir die Homologie-Modellierung des Zielproteins zu identifi-
zieren, wurde mit dieser Proteinsequenz eine BLAST-Suche [ALTSCHUL
et al, 1990; ALtscHUL et al., 1997] in der Protein-Strukturdaten-
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Abbildung 1.16 Alignment einer Aldehyd-Deydrogenase von Caenorhabditis elegans
(AD_Ce) mit der Sequenz der Templat-Struktur von Ovis aries (1BXS). Identische und
dhnliche Aminosduren sind blau hinterlegt. Sequenzbereiche, welche zum aktiven Zentrum
gehoren, sind rot, die katalytischen Aminosiuren gelb markiert.
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Abbildung 1.17 Homologie-Modell einer Aldehyd-Dehydrogenase von Caenorhabditis
elegans. Die Abbildung zeigt die Sekundirstruktur des berechneten Homologie-Modelles
(gelb) und die Sekundérstruktur des Templates (blau) von Ovis aries (PDB-Acc.-Nr.: 1BXS)
[MOORE et al., 1998]. Die Aminosauren Glu und Cys des aktiven Zentrums (siche Abb. 1.16)
sind in ball-and-stick-Darstellung gezeigt.

bank PDB [BERMAN et al., 2003] durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass
eine Aldehyd-Dehydrogenase von Ovis aries (PDB-Acc.-Nr.: 1BXS) auf-
grund der relativ hohen Aufldsung (2,35 A) und des Grades der Konser-
vierung (39% Sequenzidentitit bzw. 57% Sequenzdhnlichkeit) als
Templat-Struktur fiir die Homologie-Modellierung am besten geeignet

war.

1.4.2 Pharmakophor-Analysen

Als Pharmakophor-Modell bezeichnet man die Anordnung chemischer
Eigenschaften (Features) im dreidimensionalen Raum. Solche Modelle
konnen von biologisch aktiven Liganden eines Proteins (ligandbasiertes
Pharmakophor-Modell) oder von der Bindetasche eines Proteins (protein-
basiertes Pharmakophor-Modell) abgeleitet werden. Bei der Erstellung
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von ligandbasierten Pharmakophor-Modellen werden von aktiven Ligan-
den Konformere generiert und diese dann iiberlagert. Im Anschluss wer-
den aus diesen Uberlagerungen chemische Eigenschaften extrahiert, wel-
che bei mehreren Liganden gemeinsam vorkommen. Bei der Auswahl der
Liganden, die fiir die Erstellung der Modelle verwendet werden, ist streng
darauf zu achten, dass diese die gleiche Bindetasche im Protein adressie-
ren, da die Modelle ansonsten unspezifisch werden. Bei der Erstellung
von proteinbasierten Pharmakophor-Modellen erfolgt eine Analyse der
Bindetasche des Proteins sowie der Eigenschaften der an der Liganden-
bindung beteiligten Aminosduren. Das aus diesen Eigenschaften abgelei-
tete Pharmakophor-Modell stellt sozusagen ein Negativ-Abbild der Bin-
detasche dar. An Positionen, wo sich im Protein z. B. negative Ladungen
finden, werden im Pharmakophor-Modell positive Ladungen platziert.
Entsprechendes gilt fiir Wasserstoftbriickendonoren und -akzeptoren.
Pharmakophor-Modelle zeigen also die fiir die biologische Wirkung rele-
vanten Eigenschaften eines Liganden bzw. eines Proteins und die raumli-
che Anordnung derselben. Wichtige chemische Eigenschaften, die bei der
Erstellung von Pharmakophor-Modellen beriicksichtigt werden, sind z. B.
Wasserstoffbriickendonoren und -akzeptoren, hydrophobe, aliphatische,
aromatische, geladene und ionisierbare Gruppen [BOHM et al., 2002;
YAMASHITA & HASHIDA, 2004]. Diese werden jedoch in den Modellen
soweit abstrahiert, dass die jeweiligen Eigenschaften von verschiedenen
funktionellen Gruppen dargestellt werden konnen. Wenn fiir das Zielpro-
tein eine Kristallstruktur mit einem co-kristallisierten Liganden zur Ver-
figung steht, ist es — zusatzlich zu den oben erwihnten protein- und li-
gandbasierten Methoden — auch moglich, solche Modelle aus den Interak-
tionen eines Liganden mit dem Protein zu erstellen (siche Abb. 1.18)
[KROVAT et al., 2005]. Pharmakophor-Modelle werden im Allgemeinen
dazu verwendet, gro3e virtuelle Substanzdatenbanken dahingehend zu fil-
tern, dass die resultierenden Substanzen eine hohe Wahrscheinlichkeit
haben, mit dem Zielprotein zu interagieren. Somit kann die Anzahl der
Substanzen, die fiir Docking-Studien (siehe 1.4.3) verwendet werden, im
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Vorfeld reduziert werden. Weiterhin konnen Pharmakophor-Modelle
auch dazu verwendet werden, fokussierte Substanzbibliotheken fiir in

vitro-Versuche zu erstellen.

Vi

Abbildung 1.18 Pharmakophor-Modell der HIV-Protease. Die Abbildung zeigt die In-
teraktionen des Inhibitors Ritonavir (siche Abb. 1.14) mit der HIV-Protease (PDB-Acc.-Nr.:
IHXW) [KEMPF et al., 1995]. Die roten Pfeile symbolisieren Wasserstoffbriickenakzepto-
ren des Liganden, die grinen Wasserstoffbriickendonoren. Die gelben Sphiren dagegen
markieren lipophile Bereiche des Inhibitormolekiils.

1.4.3 Docking

Eine weitere Methode des rationalen Wirkstoffdesigns ist das molekulare
Docking. Darunter versteht man das computergestiitzte Einpassen kleiner
chemischer Strukturen in die rdumlich definierte Bindetasche eines Prote-
ins. Dazu wird zunichst der Ligand in der Bindetasche platziert und an-
schlieBend auf mogliche Interaktionen mit Aminosduren des Proteins un-
tersucht (z. B. Wasserstoftbriickenbindungen, hydrophobe Interaktionen,
ionische Wechselwirkungen, Metallkomplexe Kation-n-Interaktionen, n-
n-Wechselwirkungen). Die hydrophoben Interaktionen sind dabei im We-
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sentlichen entropischer Natur, d. h. es handelt sich nicht um direkte
Wechselwirkungen. Vielmehr beruht der entropische Beitrag darauf, dass
sich fiir das Ligand-Protein-Wasser-System die Zahl der Freiheitsgrade
aufgrund der Assoziation des Liganden an das Protein dndert (BOHM et
al., 2002; KiTcHEN et al., 2004). Die o. g. Interaktionen zwischen Protein
und Ligand werden mittels Scoring-Funktionen bewertet und es erfolgt
eine Abschitzung der freien Bindungsenthalpie AG zwischen Protein und
Ligand. In dieser Bewertung geht zusétzlich eine Abschitzung iiber die
topologische Passform mit ein. Docking-Methoden kombinieren also die
Vorhersage moglicher Bindungsmodi von Liganden an Proteine mit einer
Vorhersage von Affinititen dieser geometrischen Anordnungen. Zur
Durchfiihrung von Docking-Studien stehen verschiedene Programme zur
Verfiigung. Diese unterscheiden sich beispielsweise dadurch, wie die
Bindetasche des Proteins beschrieben wird, ob das Protein als teilweise
flexibel betrachtet wird, ob der Ligand als flexibel betrachtet wird oder
wie die Konformationen der Liganden generiert werden. Zur Erzeugung
der Ligandkonformationen gibt es im Wesentlichen drei verschiedene
Ansitze: systematische Suchen, Simulationsmethoden und stochastische
Suchen. Bei den systematischen Suchen nach Ligandkonformationen,
welche z. B. in Programmen wie DOCK [EWING et al., 2001], Ham-
merhead [WELCH et al., 1996] und auch FlexX [KRAMER et al., 1999]
Verwendung finden, wird ein potentieller Ligand zundchst fragmentiert
und ein Basis- bzw. Kopffragment in der Bindetasche platziert. Der Rest
des Liganden wird im Anschluss inkrementell in der Bindetasche aufge-
baut, wobei nur Konformationen mit niedriger Energie und optimalen
Wechselwirkungen des Liganden mit dem Protein beriicksichtigt werden.
Die Simulationsmethoden verwenden Molekiildynamik-Verfahren um
Ligandkonformationen zu generieren. Diese sind jedoch sehr rechenin-
tensiv und oftmals nicht in der Lage, in einem vertretbaren Zeitraum hohe
Energiebarrieren zu iiberwinden, so dass u. U. nur ein lokales Minimum
der Konformationsenergie des Liganden, jedoch nicht das globale Mini-
mum gefunden wird. Bei den stochastischen Suchen werden auf Zufalls-
basis Anderungen an Ligandkonformationen vorgenommen und diese an-

schlieBend optimiert. Auch hier kommen die oben erwahnten Scoring-
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Funktionen zum Einsatz. Das Programm GOLD (Genetic Optimisation
for Ligand Docking) verwendet in diesem Zusammenhang einen geneti-
schen Algorithmus, welcher anhand einer Simulation eines Evolutions-
prozesses (Mutation, Rekombination und Selektion von Individuen einer
Population) verschiedene Ligandkonformationen generiert [JONES et al.,
1995; VERDONK et al., 2003]. Bei dem eigentlichen Docking-Prozess halt
GOLD die Seitenketten der Aminosduren und das Riickgrat des Proteins
starr. Lediglich die Wasserstoffbriickendonor- und Akzeptor-Gruppen
konnen ihre Position dndern. Der Ligand dagegen wird flexibel gehalten.

Wie bereits erwiahnt, kommen den Scoring-Funktionen zwei verschiedene
Aufgaben zu: Optimierung der Ligandkonformationen und Bewertung der
Interaktionen zwischen Protein und Ligand. Durch die Bewertung dieser
Interaktionen ist es moglich, eine ungefiahre Abschétzung tiber die Bin-
dungsaffinitit der Liganden zu treffen. Jede Scoring-Funktion gewichtet
dabei die verschiedenen Interaktionen zwischen Protein und Ligand (z. B.
Wasserstoffbriickenbindungen) unterschiedlich stark, sodass im Vorfeld
evaluiert werden muss, welche Scoring-Funktion am besten fiir die Be-
wertung des vorliegenden Bindungsmodus geeignet ist. Man unterschei-
det zwischen wissensbasierten, kraftfeldbasierten und empirischen Sco-
ring-Funktionen [STAHL & RAREY, 2001]. Die wissensbasierten Funktio-
nen leiten sich aus experimentell bestimmten Protein-Ligand-Komplexen
ab und beschreiben einfache Interaktionstypen. Die kraftfeldbasierten
Methoden verwenden vor allem elektrostatische und van-der-Waals-
Interaktionen, welche anhand von Lennard-Jones-Potentialfunktionen be-
schrieben werden [SCHULZ-GASCH & STAHL, 2004]. Bei den empirischen
Verfahren werden Terme verwendet, welche voneinander unabhéngige
Bindungseigenschaften bewerten. Diese Terme werden so optimiert, dass
eine Korrelation zwischen biologischer Aktivitit und dem errechneten
Scoring-Wert entsteht [KITCHEN et al., 2004; SCHNEIDER & BOHM, 2002].
Das Programm GOLD stellt zwei Scoring-Funktionen zur Verfligung:
GOLDScore (kraftfeldbasiert) [VERDONK et al., 2003] und ChemScore
(empirisch) [ELDRIDGE et al., 1997; ANNAMALA et al., 2007]. Dariiber
hinaus ist es moglich, benutzerdefinierte Scoring-Funktionen zu nutzen.
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1.4.4 Virtuelles Screening

Der Begriff ,,virtuelles Screening™ oder auch ,,virtual High-Throughput-
Screening” (VHTS) umfasst alle Methoden der computergestiitzten Suche
in sehr grolen Substanzdatenbanken, so auch die Pharmakophor-Suchen
(siche 1.4.2) und das Docking (siche 1.4.3) [SEIFERT et al., 2007; Kit-
CHEN et al., 2004]. Das Ziel dieser Verfahren ist es, aus grof3en Substanz-
datenbanken diejenigen Substanzen herauszufiltern, die moglicherweise
mit einem Zielprotein interagieren und somit als Leitstrukturen fiir die
Entwicklung von Wirkstoffen verwendet werden konnen. Ein entschei-
dender Vorteil dieser Methoden besteht darin, dass die Substanzen zu die-
sem Zeitpunkt noch nicht in der Realitit vorliegen miissen und daher
auch synthetisch schwer zugéingliche Molekiile auf ihre potentielle Wir-
kung am Zielprotein untersucht werden konnen. Jedoch bendtigen diese
Verfahren aufgrund des hohen Rechenaufwandes oft sehr viel Zeit. Dies
gilt insbesondere fiir das Docking. So benétigt das ,,Docken® eines Li-
ganden mit der Software GOLD im exaktesten Docking-Modus auf einer
SGI-Workstation ca. 45min. Dieser Zeitbedarf ist natiirlich zum Durchsu-
chen einer Datenbank mit mehreren Millionen Substanzen nicht zweck-
mafig. Abhilfe schafft hier zum einen die Optimierung der Parameter des
genetischen Algorithmus, sodass vertretbar ,,unexakte* Ergebnisse in
kiirzeren Zeitrdumen erreicht werden konnen und zum anderen die Ver-
wendung von leistungsfihigeren Computerinfrastrukturen wie z. B. Grid-
Computing-Systemen oder Linux-Clustern. Bei diesen Systemen sind
mehrere Computer zu einem Rechnerverbund zusammengeschlossen, in
welchem die zu berechnende Aufgabe parallel bearbeitet wird. Bei den
Grid-Computing-Systemen werden iiblicherweise anderweitig genutzte
Computer, welche aus Standard-Hardware aufgebaut sind, zu einem
Rechnerverbund zusammengefasst. Das bekannteste Beispiel eines sol-
chen Systems ist wohl das SETI@Home (Search for Extraterrestrial In-
telligence at Home)-Projekt [http://setiathome.ssl.berkeley.edu]. Dartiber
hinaus gibt es Projekte, die sich mit der Wirkstoffsuche (Fight-
AIDS@Home) [http://fightaidsathome/scripps.edu] oder der Faltung von
Proteinen (Folding@Home) [http://folding.stanford.edu] beschiftigen.
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Abbildung 1.19 Linux-Cluster. Der obere Teil der Abbildung zeigt die Netzwerkarchitek-
tur der Linux-Cluster-Umgebung [Teracuda GmbH, veridndert]. Die beiden Headnodes des
Clusters sind iiber ein Gigabit-Netzwerk (orange) mit einem SGI-Fileserver verbunden.
Dieser speichert die Daten auf einem Fibre Channel RAID-System. Die Kommunikation
zwischen den einzelnen Nodes verlduft tiber ein eigenes 100Mbit-Subnetz (griin, blau). Zur
Administration gibt es ein Service-Netz (schwarz). Der untere Teil der Abbildung zeigt die
Front- und Riickansicht des Systems [Intervet Innovation GmbH].
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Die einzelnen Rechner dieser Grids sind weltweit verteilt und iiber das
Internet miteinander verbunden. Bei Linux-Clustern werden dagegen de-
dizierte Rechner verwendet, welche meist aus hochwertiger Hardware
aufgebaut und tiber ein LAN (Local Area Network) verbunden sind (siche
Abbildung 1.19). Zur Parallelisierung der zu berechnenden Aufgaben gibt
es verschiedene Methoden. Im Falle des Dockings hat es sich als sinnvoll
erwiesen, diese Parallelisierung auf Ligandenebene vorzunehmen, d. h.
jeder Computer des Rechnerverbundes fiihrt parallel das Docking eines
Liganden in die Bindetasche des Proteins durch. Bei diesem Vorgehen
muss mittels einer Steuerungs-Software sichergestellt werden, dass die
einzelnen Berechnungsaufgaben geordnet und nacheinander verteilt wer-
den (Queuing), die einzelnen Ergebnisse wieder zusammengefiihrt wer-
den und ein Management der Ressourcen durchgefiihrt wird. Bei der Soft-
ware GOLD wird dies durch PVM (Parallel Virtual Machine) realisiert

[http://www.csm.ornl.gov/pvm/pvm_home.html].

1.5 Zielsetzung

Die in den letzten Jahren immer weiter voranschreitende Automatisierung
und Technisierung biologischer Experimente hatte die Generierung sehr
grofler Datenmengen zur Folge. Beispiele hierfiir sind die Genomsequen-
zierungs- sowie die Structural Genomics-Projekte, welche zu einer Viel-
zahl von Sequenz- und Strukturdaten aus den verschiedensten Organis-
men flihrten. Die aus diesen Projekten resultierenden Daten konnen u. a.
zur Entwicklung neuer Medikamente gegen Infektionskrankheiten (z. B.
Malaria, Trypanosomiasis und Leishmaniose) oder andere Krankheiten
(z. B. Krebs) verwendet werden. Diese Krankheiten stellen sehr ernstzu-
nehmende Bedrohungen fiir die Gesundheit vieler Millionen Menschen
dar, sodass die Entwicklung neuer, effektiver Medikamente dringend er-
forderlich ist. Moderne Ansétze zur Entwicklung neuer Medikamente bie-
ten die Methoden der Bio- und Chemoinformatik, welche wertvolle Ver-
fahren zur Unterstiitzung des Wirkstofffindungsprozesses bereitstellen.
Dabei ist besonders das virtuelle High-Throughput-Screening von Inte-

resse. Diese Methode ist jedoch sehr zeit- und rechenintensiv und wird
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deswegen auf speziellen Computerinfrastrukturen, wie z. B. Linux-
Clustern, durchgefiihrt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war zum einen die bioinformatische und
chemoinformatische Charakterisierung von Zielproteinen zur Entwick-
lung von Antimalaria- und Antitrypanosomiasis-Medikamenten. Der
Schwerpunkt sollte dabei auf der humanen Glutathion-Reduktase liegen,
welche sowohl ein Antimalaria-Target als auch einen Angriffspunkt fiir
Cytostatika darstellt. Mit der Charakterisierung dieser Proteine sollten ei-
ne in silico-Identifizierung von Leitstrukturen, welche die verschiedenen
Enzyme inhibieren, und die Ableitung von Struktur-Aktivitits-Bezie-
hungen einhergehen. Diese Inhibitoren konnen als Startpunkte fiir die
weitere Entwicklung von Medikamenten gegen tropische Infektions-
krankheiten und Krebs dienen. Zum anderen sollte evaluiert werden, ob
die Methoden des virtuellen Screenings (Pharmakophor-Analysen und
Docking) in der Lage sind, neben der Identifikation neuer Leitstrukturen,
auch bereits vorhandene Literaturdaten zu reproduzieren. Dariiber hinaus
sollte eine Linux-Cluster-Infrastruktur fiir das virtuelle High-Throughput-
Screening validiert und das Setup optimiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Hardware

e Linux-Cluster: Sun Fire V20z,
2x AMD Opteron 250 (32 Nodes),
Betriebssystem: SUSE Linux 9.0

e PC: Dell OptiPlex GX260, x86
Betriebssystem: Microsoft Win-
dows XP (SP1)

e Unix-Computer: SGI Origin 3200, SGI O2,

SGI Octane 2, SGI Fuel
Betriebssystem: Irix 6.5

2.1.2 Software

e BioEdit 5.0.9, Sequenz-Alignment Editor,
Hall, T.A., North Carolina State University, USA, frei erhéltlich,
[HALL, 1999]

e Catalyst 4.10, Software zum Erstellen von Pharmakophor-
Modellen, Accelrys Inc., San Diego, USA,

[http://www.accelrys.com/]

e CHARMMmM, Modul zur Energieminimierung von Molekiilen,
Accelrys Inc., San Diego, USA, [http://www.accelrys.com/]

42



MATERIAL UND METHODEN

ClustalW v1.4, Programm zur Erstellung globaler Sequenz-
Alignments, European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg,
frei erhéltlich, [THOMPSON et al., 1994]

Corina 3.3: Konformergenerator
Molecular Networks GmbH, Erlangen, [http://www.mol-net.com]

FlexX 1.13.5, Modul fiir Protein-Ligand-Docking,
Tripos Inc., St. Louis, USA, [http://www.tripos.com/],
[KRAMER et al., 1999]

GeneDoc 2.6.001, Sequenz-Alignment Editor,
Nicholas, K.B., Nicholas, H.B., Pittsburgh Supercomputing Center,
USA, frei erhiltlich, [NICHOLAS et al., 1997]

Gold 2.2, Software zum Protein-Ligand-Docking,
Cambridge Crystallographic Data Centre, UK, [JONES et al., 1995]

Insight I, chemoinformatisches Software-Paket,
Accelrys Inc., San Diego, USA, [http://www.accelrys.com/]

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

Metalife Trinity 2006 v2.9, Bioinformatisches Software-Paket,
Metalife AG, Winden, [http://www.metalife.de/]

Modeller, Modul zur Homologie-Modellierung,
Accelrys Inc., San Diego, USA, [http://www.accelrys.com/],
[FISER & SALI, 2003]

Molcad, Software zur dreidimensionalen Visualisierung von Mole-
kiilen, Tripos Inc., St. Louis, USA, [http://www.tripos.com/]
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o Office 97, Office XP
Microsoft Corp., Redmond, USA

e Sybyl 6.9, chemoinformatisches Software-Paket,
Tripos Inc., St. Louis, USA, [http://www.tripos.com/]

e Vector NTI, bioinformatisches Software-Paket
Invitrogen Corp., Carlsbad, USA

2.1.3 Datenbanken

Tabelle 2.1 Verwendete Datenbanken.

Datenbanken URL Referenz
. : [BENSON et al.,
GenBank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
2005]
i _ [MULDER et al.,
InterPro: http://www.ebi.ac.uk/interpro/
2005]
KEGG Pathway  http://www.genome.ad.jp/kegg/ [KANEHISA &
Database: pathway.html GoTo, 2000]
[BERMAN et al.,
PDB: http://www.rcsb.org/pdb/
2003]
Pt http://www.sanger.ac.uk/Software/ [BATEMAN et al.,
am:
Pfam/index.shtml 2004]
[BAHL et al.,
PlasmoDB: http://www.plasmodb.org
2003]
, [HuLo et al.,
PROSITE: http://us.expasy.org/prosite/
20006]
[GARCIA DIAZ,
PubMed: http://www.pubmed.gov/
1999]
Swiss-Prot http:// jsproy  [DOECKMANNEL
wiss-Prot: ://us.expasy.org/spro
P pasy-orgsp al., 2003]
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2.2 Methoden

2.2.1 Methoden zum Sequenzvergleich

Das Grundprinzip, welches allen Sequenzvergleichsmethoden zu Grunde
liegt, ist das paarweise Alignment. Darunter versteht man das zufillige
Anordnen zweier Nukleotid- oder Aminosduresequenzen und die Bewer-
tung dieser Anordnung anhand eines wéahlbaren Kritertums [SELZER et
al., 2004]. Im nachsten Schritt wird die Anordnung der Sequenzen zuein-
ander durch Bewegen der einzelnen Nukleotide/Aminosduren verdndert
und jeweils der Qualitdtswert (quality score) berechnet. Dies geschieht
solange, bis der Qualitatswert ein Maximum erreicht, also die beste An-
ordnung gefunden ist. Die Berechnung des Qualitdatswertes erfolgt anhand
von Ahnlichkeitsmatrizen (scoring matrices). Diese Matrizen lassen sich
in zwei Hauptgruppen unterteilen: PAM- (Point Accepted Mutation)
[WILBUR, 1985] und BLOSUM-Matrizen (BLOcks SUbstitution Matrix)
[HENIKOFF & HENIKOFF, 1992]. Bei allen hier beschriebenen Analysen
kam die BLOSUMG62-Matrix zum Einsatz, welche fiir nah verwandte und
maBig entfernte Sequenzen geeignet ist. Alignments, bei denen vollstdn-
dige Sequenzen verglichen werden, bezeichnet man als global, wogegen
Alignments von Teilbereichen der Sequenzen als lokal bezeichnet werden.
Lokale Alignments sind zum Beispiel bei der Suche nach Proteindoménen
von Interesse. Beim Vergleich von mehreren Sequenzen miteinander wird
das multiple Alignment verwendet. Die vorliegenden Alignments wurden
mit dem in Metalife Trinity implementierten Clustal W-Algorithmus unter
Verwendung der Standardeinstellungen erstellt [THOMPSON et al., 1994].
Die Alignments wurden im Anschluss zur Visualisierung in das Pro-
gramm GeneDoc importiert [NICHOLAS et al., 1997].

2.2.2 Homologie-Modellierung der TR von Leishmania donovani

Die Homologie-Modellierung wurde mit dem Modul Homology inner-
halb der Insightll Software durchgefiihrt [FISER & SALI, 2003; GREER,
1990]. Eine BLAST-Suche [ALTSCHUL et al., 1990; ALTSCHUL et al.,
1997] mit der Sequenz des Zielproteins in der Proteinstruktur-Datenbank
PDB [BERMAN et al., 2003] zeigte, dass die Trypanothion-Reduktase von
Trypanosoma cruzi (PDB Acc.-Nr.: 1GXF) [SARAVANAMUTHU et al.,
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2004] aufgrund der Sequenzihnlichkeit (79% &hnliche Aminosduren) und
weiterer Faktoren wie z. B. der Auflésung (2,7A (0,27nm)) und der De-
bye-Waller-Temperaturfaktoren (B-Faktoren) [GAO & PENG, 1999] am
besten als Templat fiir eine Homologie-Modellierung geeignet war. Nach
dem Einlesen der Strukturdaten des Templates, der Sequenzdaten dessel-
ben, sowie der Sequenzdaten der TR von L. donovani, wurde ein Align-
ment der Aminosiuresequenz des Templates mit der Sequenz des zu mo-
dellierenden Proteins angefertigt. Dabei wurde die BLOSUMG62-Matrix
verwendet (siche 2.2.1). Aminosduren, die von dem Alignment-
Algorithmus nicht iibereinander gelegt wurden, aber aufgrund der Positi-
on iibereinander liegen miissen, wurden manuell korrigiert. Die anschlie-
Bende Berechnung lieferte 10 Homologie-Modell-Vorschldge, die anhand
verschiedener Parameter (z. B. Gesamtenergie der Struktur, Ausrichtung
der Seitenketten) einer Einteilung unterzogen wurden, sodass man
schlieBlich zur wahrscheinlichsten Struktur gelangte. Die Visualisierung
des erstellten Homologie-Modells erfolgte mit Molcad [BRICKMANN et
al., 2000].

2.2.3 Erstellung von Pharmakophor-Modellen

Zu Beginn wurden bekannte Inhibitoren der humanen GR aus der Litera-
tur zusammengetragen und in einer [SIS/Base-Datenbank [http://www.
mdl.com] gespeichert. Anhand von 32 strukturell diversen und hochakti-
ven Inhibitoren, welche die Dimer-Kavitidt der hGR adressieren, wurden
mit der Software Catalyst 4.10 ligandbasierte Pharmakophor-Modelle er-
stellt. Hierzu wurden folgende chemische Eigenschaften in die Berech-
nung der Modelle miteinbezogen: Wasserstoffbriickendonoren und -ak-
zeptoren, aliphatische und aromatische hydrophobe Gruppen, negativ ge-
ladene und negativ ionisierbare, sowie positiv geladene und positiv ioni-
sierbare Gruppen und aromatische Ringsysteme. Mit den so erstellten
Modellen wurde im Anschluss eine virtuelle Substanzdatenbank mit ca. 2
Millionen Molekiilen durchsucht. Diese Datenbank setzte sich aus kom-
merziell erhaltlichen Substanzen verschiedener Supplier zusammen. Um
die Datenbank mit Pharmakophor-Modellen durchsuchen zu konnen,
wurden im Vorfeld mit der Software Catalyst 4.10 maximal 300 Konfor-
mere pro Molekiil generiert. Die Ergebnisse der Suchen mit den verschie-
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denen Modellen wurden zusammengefasst und im Anschluss die Dupli-
kate entfernt.

2.2.4 Aufbereitung der virtuellen Substanzbibliothek

Abhingig von den Umgebungsfaktoren konnen chemische Substanzen in
der Realitit verschiedene Zustinde annehmen. Dies umfasst sowohl die
strukturellen Eigenschaften (Konformere), die Tautomerisierungszustin-
de (Tautomere) als auch die elektrochemischen Eigenschaften (Ionisie-
rungszustinde). Wahrend die verschiedenen Konformere innerhalb des
Docking-Prozesses automatisch beriicksichtigt werden, ist dies fiir Tau-
tomere und lonisierungszustinde nicht moglich. Deshalb miissen diese
Molekiil-Zustinde vorher generiert und als separate Strukturen abgespei-
chert werden. Dadurch kann die virtuelle Substanzdatenbank sehr schnell
auf ein Vielfaches ihrer Ausgangsgroflie anwachsen. Fiir die Experimente
der vorliegenden Arbeit wurden die lonisierungszustinde der Molekiile
berechnet, jedoch aus Ressourcen-Griinden auf eine Tautomerisierung
verzichtet. Ferner wurden nur solche Substanzen verwendet, deren Mole-
kulargewicht unter 500 Da lag. Molekiile, die andere Atome als C, O, H,
N, S, P, F, Cl, Br oder I enthielten, wurden aussortiert. Die Generierung
der dreidimensionalen Startkonformere und die Addition von H-Atomen
entsprechend des lonisierungszustandes wurde mit der Software Corina
[http://www.mol-net.com] durchgefiihrt.

2.2.5 Docking

Das cigentliche Docking wurde mit dem Programm GOLD [VERDONK et
al., 2003] durchgefiihrt. Zum Platzieren chemischer Molekiile in der Bin-
detasche (bzw. im aktiven Zentrum) eines Proteins verwendet GOLD ei-
nen genetischen Algorithmus (siehe 1.4.3). Um die Bindetasche des Pro-
teins zu definieren, bietet GOLD verschiedene Methoden: a) durch die
Definition eines Punktes im dreidimensionalen Raum, b) ausgehend von
einem Atom oder einer Liste von Atomen, c) anhand einer Aminosdure
oder einer Liste von Aminosduren und schlieBlich d) mit Hilfe eines Re-
ferenzliganden. Fiir die vorliegenden Experimente wurde die Bindetasche
anhand eines Atoms und eines wihlbaren Radius um dieses Atom herum
definiert. Der Radius wurde so gewéhlt, dass alle Aminosduren, welche
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potentiell mit Liganden interagieren konnen, erfasst wurden. Die Parame-
ter des genetischen Algorithmus wurden so eingestellt, dass hinreichend
genaue Ergebnisse in vertretbaren Zeitrdumen erreicht wurden (siehe Ta-
belle 2.2). Um diese Parameter zu identifizieren, wurden im Vorfeld Test-
laufe mit verschiedenen Einstellungen durchgefiihrt und die Ergebnisse
verglichen. Die Docking-Experimente wurden mit den beiden in GOLD
implementierten Scoring-Funktionen (GOLDScore und ChemScore)
durchgefiihrt. Diese bewerten z. B. die Bindungsenergie von Wasser-
stoffbriicken zwischen Ligand und Protein, die Energie der Torsionsspan-
nungen oder van-der-Waals-Energien. Die ,,gedockten Liganden wurden
anhand ihrer Scoring-Werte sortiert und einer visuellen Inspektion unter-
zogen. Dabel wurde zum einen tiberpriift, ob die erzeugten Konformatio-
nen richtig waren und zum anderen, ob die erwarteten Interaktionsmuster
zwischen Ligand und Protein erfiillt wurden. Zusétzlich wurde ein manu-
elles Consensus-Scoring durchgefiihrt, d. h. es wurde besonderes Augen-
merk auf diejenigen Substanzen gelegt, welche beim Docking mit beiden
Scoring-Funktionen einen hohen Scoring-Wert erzielten.

Tabelle 2.2 Parameter des genetischen Algorithmus. Die Tabelle
gibt eine Ubersicht iiber die optimierten Parameter des genetischen

Algorithmus.
Parameter Wert
Populationsgrof3e 50
Selektionsdruck 1.125
Anzahl der Operationen 1000
Nischengrofle 2
Migrationsrate 0
Mutationsrate 100
Crossoverrate 100
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2.2.6 Ahnlichkeits- und Substruktursuchen

Um Substanzen zu identifizieren, die strukturell dhnlich zu bereits gefun-
denen aktiven Inhibitoren sind, aber eventuell eine bessere inhibitorische
Aktivitit aufweisen, wurden Ahnlichkeits- und Substruktursuchen durch-
gefiihrt. Hierfiir wurde das chemische Datenbanksystem ISIS/Base ver-
wendet. Bei Ahnlichkeitssuchen wird ein Satz von Charakteristika eines
Ausgangsmolekiils mit den Molekiilen in einer Datenbank verglichen.
Daraus resultieren Molekiile, die dem Ausgangsmolekiil chemisch dhn-
lich sind, aber durchaus einer anderen Strukturklasse angehoren konnen.
Die Suche nach Strukturfragmenten dagegen bezeichnet man als Sub-
struktursuchen. Bei dieser Art der Suche erhdlt man Molekiile, welche
das Ausgangsmolekiil als Bestandteil ihrer Struktur enthalten, aber ver-
schiedene Substituenten tragen. Die neu gefundenen Substanzen sind also
strukturell komplexer als das Ausgangsmolekiil.

2.2.7 Invitro-Messungen

Die Untersuchungen der identifizierten Substanzen auf biologische Akti-
vitit wurden am Biochemie-Zentrum der Universitdt Heidelberg von den
Arbeitsgruppen Prof. Dr. R. H. Schirmer (hGR und pfGR) und Prof. Dr.
R. L. Krauth-Siegel (Liponamid-Dehydrogenase von T. cruzi) durchge-
fithrt. Dabei wurde die Inhibition der katalytischen Aktivitit der Enzyme
in Anwesenheit der verschiedenen Substanzen gemessen. Diese Untersu-
chungen erfolgten iiber eine Messung der Absorptionsdnderung bei
340nm. Bei der GR wurde die Reduktion von GSSG unter Oxidation von
NADPH gemessen, bei der LipDH die Oxidation von Liponamid,.q unter
Reduktion von NAD".
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3 Ergebnisse

3.1 Glutathion-Reduktase

Das Enzym Glutathion-Reduktase katalysiert die Reduktion und Regene-
ration von Glutathion, einem duBlerst wichtigem Antioxidans. Da Krebs-
zellen und Plasmodien sensitiv gegeniiber oxidativem Stress sind, ist so-
wohl die humane GR als auch die GR von Plasmodium falciparum ein
validiertes Zielprotein fiir die Entwicklung von Medikamenten. Dabei ist
besonders interessant, dass auch die hGR ein Angriffspunkt von Antima-
laria-Medikamenten ist. Dies ist auf das intraerythrocytire Stadium zu-
rickzufiihren, welches die Plasmodien in ihrer Entwicklung durchlaufen.
Wihrend dieses Stadiums fiihrt eine Inhibierung der humanen Erythrocy-
ten-GR zu einem massiven Anstieg von oxidativem Stress fiir die Parasi-
ten, so dass diese in ihrer Lebensfdhigkeit eingeschriankt sind. Da Plas-
modien empfindlicher gegen oxidativen Stress sind als Erythrocyten,
reicht eine nicht vollstdndige Inhibierung des Enzyms aus, um die Parasi-
ten zu schadigen [ZHANG et al., 1988a, b; KRAUTH-SIEGEL & COOMBS,
1999].

3.1.1 Bioinformatische Tiefenanalyse

Als ein ubiquitdres Enzym kommt die Glutathion-Reduktase in Tieren,
Pflanzen, Protozoen und Bakterien vor. Ein Vergleich der Sequenzidenti-
taten der GR verschiedener Organismen zeigt dabei eine Konservierung
zwischen 27-51% bezogen auf die Gesamtsequenzliange (sieche Tabelle
3.1). Im Anschluss an den Sequenzvergleich wurde mittels Datenbanksu-
chen in Motivdatenbanken wie Pfam und PROSITE [BATEMAN et al.,
2004; HuLo et al., 2006], sowie mittels Literatursuchen eine Proteinmo-
tivanalyse durchgefiihrt. Dabei konnte ein fiir alle Klasse-1-Pyridin-
Nukleotid-Disulfid-Oxidoreduktasen charakteristisches Motiv, welches
einen Teil des aktiven Zentrums dieser Enzyme umfasst, identifiziert
werden (PROSITE Acc.-Nr.: PS00076). Dieses Motiv enthdlt auch die
redoxaktiven Cysteine (Cys59 und Cys64, Nummerierung bezogen auf
die humane GR). Weiterhin konnten die FAD- und NADPH-Bindestellen
(Gly28-Gly33 und Thr322-Asp332 bzw. Gly195-Ala200 und Met217-
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Phe227), sowie eine Dimerisierungsdomine (Cys441-Lys453) bestimmt
werden. Hierbei zeigte sich, dass die Konservierung in den funktionellen
Bereichen des Enzyms deutlich hoher liegt. So sind die Aminosduren,
welche das Motiv des aktiven Zentrums ausbilden (Gly56-Pro66), zwi-
schen allen untersuchten GR-Sequenzen fast identisch. Ahnliches gilt fiir
die FAD- und NADPH-Bindestellen. Hier liegt der Grad der Konservie-
rung jedoch etwas niedriger (siche Abbildung 3.1).

Tabelle 3.1 Sequenzidentitaten zwischen Glutathion-Reduktasen von H. sapiens, P. fal-
ciparum, D. melanogaster, A. thaliana und E. coli.

H. sa- P.falci- D.mela- A.thali- E.coli
piens parum  nogaster ana
H. sapiens 37,1 28,7 33,5 51,3
P. falciparum 26,9 29 40,8
D. melanogaster 28,2
A. thaliana
E. coli
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3.1.2 Analyse der Rontgenkristallstrukturen der GR

Derzeit (Stand: Mérz 2007) gibt es in der Proteinstrukturdatenbank PDB
[BERMAN et al., 2003] 26 Kristallstrukturen der Glutathion-Reduktase.
Dabei stammen die meisten Strukturen von Homo sapiens, einige von
Escherichia coli und eine Struktur von Plasmodium falciparum. Teilwei-
se wurden die Strukturen mit den Coenzymen FAD und NADPH, zum
Teil mit dem Substrat Glutathion, sowie mit verschiedenen Inhibitoren
co-kristallisiert. Unter den Strukturen mit Inhibitoren finden sich vier, bei
denen der Ligand das aktive Zentrum adressiert (PDB-Acc.-Nr.: 1GRH,
1BWC, 1K4Q und 2GHS5) und eine Struktur, bei welcher der Inhibitor in
der Dimer-Kavitit bindet (PDB-Acc.-Nr.: 1XAN). Die Auflosung dieser
Strukturen liegt zwischen 1,7A (0,17nm) und 3,0A (0,3nm).

Bei den Methoden des strukturbasierten Wirkstoffdesigns, wie z. B. dem
Docking, wird das Protein in der Regel starr gehalten. Dies impliziert,
dass etwaige, durch die Bindung des Inhibitors verursachte Konformati-
onsinderungen des Proteins (induced fit), nicht beriicksichtigt werden.
Die Konformationsdnderungen konnen jedoch u. U. so groB3 sein, dass sie
eine Bindung tliberhaupt erst ermoglichen. Deswegen ist es zweckmalig,
fir diese Methoden Kristallstrukturen zu verwenden, welche bereits mit
einem Inhibitor komplexiert sind. Dieser Inhibitor kann in silico entfernt
werden, und dadurch weist die Bindetasche nun geniigend Platz auf, so
dass im Rahmen von Docking-Experimenten andere Liganden an dieser
Stelle platziert werden konnen.

Abbildung 3.1 (vorherige Seite). Multiples Sequenz-Alignment von Glutathion-
Reduktase-Sequenzen verschiedener Organismen. Dieses Alignment zeigt einen Vergleich
von GR-Proteinsequenzen von H. sapiens, P. falciparum, D. melanogaster, A. thaliana und E.
coli. Verschiedene Blauténe geben den Grad der Konservierung an (dunkelblau unterlegte
Aminosduren sind am stirksten konserviert). Rot unterlegte Aminosauren sind Teil des akti-
ven Zentrums, wobei die redoxaktiven Cysteine gelb unterlegt sind. Orange und griin einge-
farbte Positionen markieren die FAD- bzw. die NADPH-Bindestellen, der violette Bereich die
Dimerisierungsdoméne. Weiterhin ist eine Insertion hervorgehoben, welche fiir die GR von P.
falciparum spezifisch zu sein scheint (tiirkis) [SARMA et al., 2003; Datenbankeintrdge aus
PROSITE und Pfam)].
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Dartiber hinaus sollte die Proteinstruktur eine moglichst hohe Auflésung
und geringe Temperaturfaktoren bei den Aminosdureresten in der Binde-
tasche aufweisen. Neben einer geeigneten Proteinstruktur ist es fiir das
Docking auBlerdem wichtig, Daten iiber bereits bekannte Inhibitoren zur
Verfiigung zu haben. Diese dienen der Kalibrierung des Docking-
Prozesses. Da die Datenlage beziiglich bekannter Inhibitoren fiir die Di-
mer-Kavitit der Glutathion-Reduktase erheblich besser ist als fiir das ak-
tive Zentrum, wurde in den weiteren Untersuchungen erstere adressiert
und die PDB-Struktur 1XAN (hGR) verwendet [SAVVIDES & KARPLUS,
1996]. Die Auflosung dieser Struktur liegt bei 2,0A (0,2nm). In dieser
Kristallstruktur ist das Protein mit einem Inhibitor (3,6-Dihydroxy-
xanthen-9-propionsdure) in der Dimer-Kavitidt komplexiert (siche Abbil-
dung 3.2). Bei der Analyse der GR-Strukturen in der PDB-Datenbank und
bei der Literatursuche nach bekannten Inhibitoren wurde festgestellt, dass
alle derzeit bekannten Substanzen, welche das aktive Zentrum der GR
angreifen, kovalent an ein redoxaktives Cystein binden. Im Gegensatz da-
zu weisen alle bekannten Liganden, welche in der Dimer-Kavitit binden,
einen nicht-kovalenten Bindungsmodus auf. Dies war ein weiteres Krite-
rium, die Dimer-Kavitit als Bindetasche fiir die Docking-Experimente zu
verwenden. Nicht-kovalente Bindungen sind in solchen Experimenten
besser adressierbar. Dagegen ist die Bewertung kovalenter Bindungen,

wie sie im aktiven Zentrum zu finden sind, deutlich schwieriger.
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Abbildung 3.2 Kristallstruktur der humanen Glutathion-Reduktase. Die Abbildung
zeigt die Kristallstruktur der humanen Glutathion-Reduktase (PDB-Acc.-Nr.: 1XAN) in Rib-
bon-Darstellung. Das Enzym liegt als Dimer vor. Loop-Regionen sind blau, a-Helices griin
und B-Faltblitter dunkelrot dargestellt. Die roten Pfeile markieren die aktiven Zentren mit
den insgesamt 4 redoxaktiven Cysteinen, der schwarze Pfeil die Dimer-Kavitét (gelbe Ober-
fliche). In der Kavitét befindet sich ein nicht-kompetitiver Inhibitor (3,6-Dihydroxy-xanthen-
9-propionsiure) [SAVVIDES & KARPLUS, 1996].

Aus der Kristallstruktur ldsst sich ableiten, dass die Bindung in der Di-
mer-Kavitét v. a. iiber n-n-stacking-Interaktionen zwischen Phe78/Phe78’
und dem Liganden sowie iiber Wasserstoftbriickenbindungen zu
Asn71/Asn71’°, His75/His75 und Wassermolekiilen erfolgt (sieche Abbil-
dung 3.3).
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AN |

Abbildung 3.3 Dimer-Kavitat der humanen Glutathion-Reduktase. Die Dimer-Kavitét der
hGR, welche im Zentrum des Enzyms lokalisiert und aus Aminoséuren beider Untereinheiten
aufgebaut ist, dient als Bindestelle zahlreicher Inhibitoren. Die Bindung dieser Substanzen

erfolgt v. a. iiber m-n-stacking-Interaktionen zu zwei Phe-Resten sowie iiber Wasserstoftbrii-
ckenbindungen zu zwei Asparagin- bzw. Histidin-Resten und Wassermolekiilen. Der Inhibitor
XAN (3,6-Dihydroxy-xanthen-9-propionséure) ist in Atomfarben (C: grau, O: rot, H: weil}),
die Aminoséuren in orange und die Wassermolekiile in blau dargestellt. Wasserstoffbriicken-

bindungen sind in hellblau und die Sekundérstruktur des Enzyms in weifl abgebildet.

Uber die funktionelle Bedeutung der Dimer-Kavitt ist zurzeit nichts be-
kannt. Bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich, dass die
Kavitédt neben zwei Kanilen, die zu den jeweiligen aktiven Zentren fiih-
ren, Uiber zweil weitere Kandle mit der Oberfldche des Proteins verbunden
ist und somit Zugang zum umgebenden Medium hat. Ein Vergleich der
Sequenzbereiche, welche die Dimer-Kavitidt der hGR und pfGR ausbil-
den, ldsst vermuten, dass aufgrund des Konservierungsgrades eine Inhi-
bierung beider Enzyme durch einen Inhibitor erreicht werden kann (siche
Abbildung 3.4): 9 von 21 Aminoséuren (dies entspricht 43%), welche die
Dimer-Kavitit der pfGR ausbilden sind identisch mit Aminosiuren in der
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Kavitdt der hGR. Auch eine Betrachtung der chemischen Eigenschaften
dieser Bindestellen zeigt, wie dhnlich die beiden Enzyme sind. In Bezug
auf das Lipophilie-Potential ergeben sich kaum Unterschiede (siche Ab-
bildung 3.5), bei dem elektrostatischen Potential sind nur leichte Unter-
schiede in der Ladung zu erkennen. Dabei ist die Kavitidt der hGR eher
negativ und die der pfGR eher neutral [SARMA et al., 2003].
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Abbildung 3.4 Paarweises Sequenz-Alignment der Glutathion-Reduktase-Sequenzen von
P. falciparum und H. sapiens. In diesem Alignment sind neben der Konservierung (blau)
auch strukturelle und funktionelle Bereiche des Enzyms markiert: das aktive Zentrum (rot)
und die Dimer-Kavitit (griine Kugeln). Die Aminoséuren des aktiven Zentrums sind identisch,
wogegen in der Dimer-Kavitit nicht alle Aminoséduren konserviert sind [SARMA et al., 2003].
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3.1.3 Pharmakophor-Modelle der humanen Glutathion-Reduktase

Fiir die Erstellung der Pharmakophor-Modelle der humanen Glutathion-
Reduktase wurde die Software Catalyst 4.10 verwendet. Mit dieser Soft-
ware ist es moglich, ligandbasierte Pharmakophor-Modelle abzuleiten
und anschlieBend mit diesen Modellen virtuelle Substanzbibliotheken zu
durchsuchen. Der Vorteil der ligandbasierten Modelle liegt darin, dass
verschiedene chemische Eigenschaften strukturell diverser Liganden in
thnen abgebildet werden konnen.
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Abbildung 3.5 Lipophilie-Potential der Dimer-Kavitaten der hGR und pfGR im Ver-
gleich (vorherige Seite). Ein Vergleich des Lipophilie-Potentials beider Kavititen zeigt, dass
diese sehr dhnlich sind (blau: hydrophile Bereiche, rot: lipophile Bereiche). Die Kavitit der
hGR (A) ist etwas groBer und leicht lipophiler als die Kavitit der pfGR (B). Beide Kavititen
sind iiber Kanile mit den jeweiligen aktiven Zentren (rechts und links im Bild) sowie mit der
Oberflache der Proteine verbunden (Kanéle nach vorne und hinten, angeschnitten). Zur besse-
ren rdumlichen Visualisierung wurden die ibrigen Bereiche farblich abgeschwicht.
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Die vorliegenden Modelle wurden auf Basis von 32 Inhibitoren erstellt,
welche in der Dimer-Kavitit der hGR binden. Diese wurden mittels einer
Literaturanalyse identifiziert und in einer ISIS-Datenbank abgelegt. Da
die Substanzen unterschiedliche Aktivititen aufwiesen, wurden sie in
zwel Gruppen eingeteilt: hochaktive und schwicher aktive Inhibitoren.
Bei der Erstellung der Pharmakophor-Modelle wurden die chemischen
Eigenschaften hochaktiver Strukturen (siche Abbildung 3.6) stirker in die
Modelle miteinbezogen wurden, als die Eigenschaften von etwas schwé-
cher aktiven Substanzen.

Die aus diesen Substanzen abgeleiteten Modelle (siehe Abbildung 3.7)
enthalten chemische Eigenschaften wie Wasserstoffbriickenakzeptoren,
positiv geladene und positiv ionisierbare Gruppen, aromatische Ringsys-
teme, aliphatische oder aromatische hydrophobe Gruppen sowie allge-
meine hydrophobe Gruppen in unterschiedlicher Anzahl und rdumlicher
Anordnung. Sie lassen sich aufgrund der abgebildeten Eigenschaften in 3
Kategorien einteilen: Modelle der Kategorie 1 (obere Reihe) suchen u. a.
nach aromatischen Ringsystemen, Modelle der Kategorie 2 (mittlere Rei-
he) u. a. nach aromatischen oder aliphatischen Gruppen und Modelle der
Kategorie 3 (untere Reihe) u. a. nach allgemeinen hydrophoben Gruppen.

Abbildung 3.6 (vorherige Seite) Auswahl hochaktiver hGR-Inhibitoren. Diese Abbildung
zeigt eine Auswahl von hochaktiven hGR-Inhibitoren, die zur Erstellung der ligandbasierten
Pharmakophor-Modelle verwendet wurden. Die Bezeichnungen beziehen sich auf verschie-
dene Synthese-Serien und sind den Publikationen von BECKER et al., 1990; SCHONLEBEN-
JANAS et al., 1996; SARMA et al., 2003; LUOND et al., 1998 sowie GRELLIER et al., 2001 ent-

nommen.
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Abbildung 3.7 Ligandbasierte Pharmakophor-Modelle der humanen Glutathion-
Reduktase. Anhand von 32 bekannten hGR-Inhibitoren wurden 10 ligandbasierte Pharma-
kophor-Modelle erstellt. Diese Modelle bilden die chemischen Eigenschaften der Substanzen
im dreidimensionalen Raum ab (griin: Wasserstoftbriickenakzeptoren, rot: positiv geladene
und positiv ionisierbare Gruppen, orange: aromatische Ringsysteme, hellblau: aliphatische
oder aromatische hydrophobe Gruppen, cyan: allgemeine hydrophobe Gruppen). Aufgrund
der abgebildeten chemischen Eigenschaften lassen sich die Modelle in 3 Kategorien einteilen,
die jeweils in einer Reihe zusammengefasst sind.

Um die Pharmakophor-Modelle zu validieren, wurde untersucht, wie gut
die Strukturen aktiver und nicht aktiver Substanzen geometrisch auf die
Modelle passen (sieche Abbildung 3.8). Zur Quantifizierung wurde dabei
ein ,,best fit“-Wert berechnet, der angibt, wie viele Merkmale des Modells
von einer Substanz getroffen werden und in welcher Giite. Dabei zeigte
sich, dass hoch aktive Substanzen einen hohen Wert erzielten (=5) und
schlecht bzw. nicht aktive Substanzen einen niedrigen Wert (<1) und die
Modelle somit fiir hGR-Inhibitoren spezifisch sind.
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A&.

Abbildung 3.8 Validierung der Pharmakophor-Modelle der humanen Glutathion-
Reduktase. Teil A der Abbildung zeigt exemplarisch die Uberlagerung eines hochaktiven
Inhibitors der humanen Glutathion-Reduktase (ICso: 11 uM) mit einem ligandbasierten Phar-
makophor-Modell. Man kann erkennen, dass die Vektoren, die von den Atomen des Inhibitors
ausgehen, jeweils in die Mitte der Sphéiren des Pharmakophor-Modells weisen. Dies verdeut-
licht die sehr gute geometrische Passform des Inhibitors zum Modell (,,best fit“-Wert: 5,8).
Teil B der Abbildung zeigt exemplarisch die Uberlagerung eines sehr schlechten Inhibitors
(ICsp: 72uM) mit dem identischen Pharmakophor-Modell (Ansicht gedreht). Hierbei weisen
die Vektoren nicht in die Mitte der Sphéiren, was eine sehr schlechte geometrische Passform
veranschaulicht (,,best fit“-Wert: 0,8). (Modelle: griin: Wasserstoffbriickenakzeptoren, rot:
positiv geladene und positiv ionisierbare Gruppen, hellblau: aliphatische oder aromatische
hydrophobe Gruppen; Molekiile: schwarz: C, blau: N, rot: O, grau: H).

Nach der Validierung der Pharmakophor-Modelle wurden diese fiir die
Identifizierung neuer potentieller Inhibitoren der hGR verwendet. Hierzu
musste eine virtuelle Substanzbibliothek, die ca. 2 Millionen kommerziell
verfiigbare Molekiile enthielt, zuvor in das Catalyst-Format iiberfithrt und
Konformere fiir die einzelnen Strukturen generiert werden. Im Anschluss
wurden mit jedem einzelnen Pharmakophor-Modell geeignete Substanzen
identifiziert. Nach der Suche wurden die Ergebnisse der einzelnen Model-
le zusammengefasst, um keine Substanzen zu verlieren. Tabelle 3.2 zeigt
die Anzahl der mit den einzelnen Modellen gefundenen Substanzen.
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Tabelle 3.2 Ergebnisse der Pharmakophor-Suchen in einer virtuellen Substanzbib-
liothek mit ca. 2 Millionen Strukturen.

Pharmakophor-Modell Kategorie Anzahl der Treffer
1 1 89932
2 1 90271
3 1 90385
4 1 77082
3 2 90566
6 2 90129
7 2 88907
8 o) 90925
9 3 108446
10 3 113679

Wie die Anzahl der Treffer zeigt, sind die Modelle der Kategorien 1 und
2 etwas stringenter als die Modelle der Kategorie 3. Nach dem Entfernen
der Duplikate wurde aus dem zusammengefassten Strukturdatensatz mit
dem Programm BCUT [MASON & BENO, 2000] ein hochdiverser Auszug
mit 5391 Substanzen erstellt. Dieser Schritt war notwendig, da zu diesem
Zeitpunkt die Hardware fiir ein Hoch-Durchsatz-Docking-Experiment (z.
B. ein Linux-Cluster) noch nicht zur Verfiigung stand und ein virtuelles
Screening mit dem Docking-Ansatz somit nicht in vertretbaren Zeitriu-
men durchfiihrbar gewesen wire.

3.1.4 Optimierung und Validierung des Docking-Setups

Zu Beginn eines jeden Docking-Experimentes ist es notwendig, die Pa-
rameter des Docking-Programms fiir das jeweilige Zielprotein zu optimie-
ren, sodass in vertretbarer Zeit ausreichend genaue Ergebnisse produziert
werden. Dies beinhaltet auch die Auswahl einer geeigneten Scoring-
Funktion, welche einerseits die Interaktionen zwischen Protein und Li-
gand bewertet und andererseits auch die generierten Ligandkonformatio-
nen im Protein optimiert. Dabei muss diejenige Scoring-Funktion identi-
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fiziert werden, welche fiir die Bewertung und Reproduktion des jeweili-
gen Bindungsmodus am zweckmaBigsten ist. Im Falle der hGR musste
die Scoring-Funktion sowohl hydrophobe Interaktionen des Liganden mit
Phe-Resten als auch Wasserstoftbriicken zu Asn- und His-Resten des Pro-
teins (sieche Abbildung 3.3) beriicksichtigen. Eine addquate Methode um
die Docking-Parameter zu optimieren und geeignete Scoring-Funktionen
zu identifizieren, ist das Redocking. Bei diesem Ansatz wird ein Ligand,
der in einer Proteinstruktur co-kristallisiert ist, aus dieser extrahiert, an-
schlieBend minimiert und danach mit Hilfe der Docking-Software wieder
in das Protein eingepasst. Es wird also iiberpriift, ob die Software in der
Lage ist, die native Ligandkonformation im Protein zu reproduzieren.
Diese Prozedur wird mehrmals durchgefiihrt und dabei jedes Mal die Do-
cking-Parameter veridndert bis zufriedenstellende Ergebnisse erzielt wer-
den. Das Ergebnis des Redockings ist in Abbildung 3.9 gezeigt. Nach der
Optimierung der Parameter und unter Verwendung einer geeigneten Sco-
ring-Funktion ist die Software GOLD in der Lage, die in der Kristall-
struktur vorliegende Ligandkonformation zu reproduzieren. Wie auf der
Abbildung zu erkennen ist, spielt die Auswahl der richtigen Scoring-
Funktion eine sehr wichtige Rolle. So produziert die ChemScore-
Funktion hier eine Ligandkonformation, die von der nativen Konformati-
on abweicht (oberer Teil der Abbildung), wohingegen die GOLDScore-
Funktion hier sehr gute Ergebnisse liefert (unterer Teil der Abbildung). In
den folgenden Docking-Versuchen zeigte sich jedoch, dass mithilfe der
ChemScore-Funktion eine bessere Trennung von hochaktiven und schwi-
cher aktiven Substanzen bei gleichzeitiger Generierung plausibler Ligan-
denkonformationen erreicht werden konnte. Deswegen wurden sowohl
die ChemScore- als auch die GOLDScore-Funktion fiir die nachfolgen-

den Experimente verwendet.
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Um die Abweichung der ,,gedockten Konformationen von der nativen
Konformation zu quantifizieren, wurden RMSD-Werte berechnet (root
mean square deviation). Diese stellen ein Mal} fiir die Genauigkeit des
Dockings dar. RMSD-Werte <0,2 nm (2 A) gelten dabei als sehr gut
[FERRARA et al., 2004]. Vor der Optimierung der Parameter lagen die er-
mittelten RMSD-Werte zwischen 0,5 und 0,6 nm (5 und 6 A), nach der
Optimierung bei 0,086 nm (0,86 A). Es konnte also eine deutliche Ver-
besserung der Genauigkeit erzielt werden.

Weiterhin wurde untersucht, wie sich die Geschwindigkeit des Dockings
auf die Genauigkeit der erzielten Ergebnisse auswirkt. Hierzu wurde ein
Testdatensatz mit 135 Substanzen verwendet, der sowohl hochaktive als
auch schwicher aktive hGR-Inhibitoren enthielt. Damit war es einerseits
moglich, zu tberpriifen, ob das Docking-Programm in der Lage ist, zwi-
schen hochaktiven und schwécher aktiven Substanzen zu differenzieren
und andererseits eine Korrelation zwischen Geschwindigkeit und Genau-
igkeit abzuleiten. Bei diesen Experimenten wurden beide Scoring-
Funktionen (ChemScore und GOLDScore) und drei Geschwindigkeitsstu-
fen des genetischen Algorithmus (langsam, mittel, schnell) tiberpriift. Die
Abbildungen 3.10 und 3.11 zeigen Korrelationen der Platzierungen der
hochaktiven und schwécher aktiven Substanzen, die bei den verschiede-
nen Geschwindigkeitsstufen erzielt wurden, jeweils unter Verwendung
der beiden Scoring-Funktionen. Unter der Annahme, dass die langsamste
Geschwindigkeitsstufe die genauesten Ergebnisse erzielt, kann man er-
kennen, dass die mittlere Stufe hinreichend genaue Losungen produziert,
wohingegen die schnellste Stufe deutlich schlechter abschneidet. Fiir die
weiteren Screening-Versuche wurde die mittlere Stufe verwendet, welche
gute Ergebnisse in akzeptablen Zeitrdumen ermoglichte.

Abbildung 3.9 (vorherige Seite). Reproduktion der nativen Ligandkonformation in der
Kristallstruktur der hGR durch Redocking. Teil A der Abbildung zeigt Docking-
Losungen, die mit der ChemScore-Funktion erzielt wurden (rot), Teil B die Losungen, die mit
der GOLDScore-Funktion gewonnen wurden (griin). Als Referenz dient der Ligand aus der
Kristallstruktur. Bei diesem Liganden ist nur die GOLDScore-Funktion in der Lage, die nati-
ve Konformation des Liganden zu reproduzieren. Wie sich in weiteren Experimenten zeigte,
ist jedoch auch die ChemScore-Funktion in der Lage, plausible Ligandenkonformationen zu

produzieren.

66



ERGEBNISSE

Cs

CS gegen CS_mittel

160

140 ~

120 ~

100 ~

80 -

60 -

40 ~

20

80 100 120
CS_mittel

140 160

Cs

B

CS gegen CS_schnell

160

140 ~

120 ~

100 +

80 -

60 -

40 -

20

80
CS_schnell

160

Abbildung 3.10 Korrelationen der Platzierungen hochaktiver und schwécher aktiver
hGR-Inhibitoren (Docking mit ChemScore). Teil A der Abbildung zeigt die Platzierungen

der Substanzen, die mit der langsamen Geschwindigkeitsstufe und unter Verwendung von

ChemScore gedockt wurden (CS) gegen die Platzierungen der mittleren Geschwindigkeitsstu-

fe (CS_mittel). Teil B der Abbildung vergleicht die langsame mit der schnellen Geschwindig-

keitsstufe (CS_schnell). Hochaktive Substanzen sind in pink, schwécher aktive Substanzen in

blau dargestellt.
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Abbildung 3.11 Korrelationen der Platzierungen hochaktiver und schwécher aktiver
hGR-Inhibitoren (Docking mit GOLDScore). Teil A der Abbildung zeigt die Platzierungen

der Substanzen, die mit der langsamen Geschwindigkeitsstufe und unter Verwendung von

GOLDScore gedockt wurden (GS) gegen die Platzierungen der mittleren Geschwindigkeits-

stufe (GS_mittel). Teil B der Abbildung vergleicht die langsame mit der schnellen Geschwin-

digkeitsstufe (GS_schnell). Hochaktive Substanzen sind in pink, schwécher aktive Substanzen

in blau dargestellt.
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Dariiber hinaus kann man erkennen, dass die ChemScore-Funktion etwas
besser in der Lage ist, hochaktive von schwécher aktiven Substanzen zu
trennen: es werden mehr hochaktive Substanzen bei den niedrigen Plat-
zierungen angereichert als bei der GOLDScore-Funktion.

3.1.5 Virtuelles Screening

Nach der Identifizierung der optimalen Parameter fiir die Docking-
Experimente wurde der in 3.1.3 beschriebene hochdiverse Auszug auf po-
tentielle Interaktionen mit der humanen Glutathion-Reduktase iiberpriift.
Dazu wurde der Datensatz mit der Docking-Software GOLD unter Ver-
wendung der in 3.1.4. beschriebenen Parameter in die Dimer-Kavitit des
Proteins eingepasst. Zur Uberpriifung der Anreicherung wurden 59 hoch-
aktive Substanzen unter den Auszug gemischt, woraus ein Datensatz mit
5450 Molekiilen resultierte.

Anreicherung hochaktiver Substanzen
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Abbildung 3.12 Anreicherung von hochaktiven Substanzen. Die Abbildung zeigt einen
Vergleich der beiden Anreicherungskurven, die mit der ChemScore- und der GOLDScore-
Funktion erzielt wurden. Beide Scoring-Funktionen liefern Anreicherungen, die deutlich iiber
der Zufallsverteilung (dunkelblau) liegen. Die ChemScore-Funktion (griin) lieferte eine besse-
re Anreicherung als die GOLDScore-Funktion (cyan).
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Wie in Abbildung 3.12 zu erkennen ist, konnte mit beiden Scoring-
Funktionen eine sehr gute Anreicherung erreicht werden. Die ChemSco-
re-Funktion lieferte dabei leicht bessere Ergebnisse, was sich schon in
den Validierungsversuchen (siche Abbildung 3.10) abzeichnete. So konn-
ten in den oberen 10% des nach den Scoring-Werten sortierten Datensat-
zes ca. 76% der hochaktiven Substanzen wieder gefunden werden, in den
oberen 20% des Datensatzes sogar ca. 88%. Um die Docking-Ergebnisse
auf ihre Plausibilitdt zu iiberpriifen, wurden die gedockten Konformatio-
nen von ca. 300 Substanzen, welche die hochsten Scoring-Werte erziel-
ten, visuell inspiziert. Dabei wurde auch Uberpriift, ob die in 3.1.2. abge-
leiteten Interaktionen (siehe Abbildung 3.3) wiedergefunden und neue po-
tentielle Interaktionen identifiziert werden konnten. Da mit beiden Sco-
ring-Funktionen richtige Konformationen erzielt werden konnten, wurde
fiir die Auswahl der Substanzen, welche in vitro getestet werden sollten,
ein manuelles Consensus-Scoring durchgefiihrt. Bei dieser Vorgehens-
weise wurden diejenigen Substanzen identifiziert, welche in beiden ver-
wendeten Scoring-Funktionen gute Werte und richtige Konformationen
erzielten. Fiir die in vitro-Versuche wurden insgesamt 40 Substanzen se-
lektiert, die beispielsweise Strukturklassen wie substituierten Thiazolen,

Benzothiazolen, Benzoxazolen und Thienopyrimidinen angehdren (siche
Abbildung 3.13).

G O U

Abbildung 3.13 Substanzklassen, die fur in vitro-Tests ausgewahlt wurden. Fiir die in

vitro-Tests auf Inhibierung der hGR wurden u. a. substituierte Thiazole, Benzothiazole, Ben-

zoxazole und Thienopyrimidine selektiert (v. L. n. r.).
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3.1.6 Invitro-Test der selektierten Substanzen

Vor der Verwendung in den in vitro-Experimenten wurden die 40 selek-
tierten Substanzen mittels LC/MS-Messungen auf Reinheit und ihre Iden-
titdt tiberpriift. Diese Messungen wurden von Liane Walther (Lead Dis-
covery/Compound Logistics, Intervet Innovation GmbH, Schwabenheim)
durchgefiihrt. Im Anschluss daran wurden die Substanzen am Biochemie-
Zentrum der Universitidt Heidelberg von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
R. H. Schirmer auf Inhibierung der hGR getestet. Dabei wurde iiber De-
tektion der Absorptionsdnderung bei 340nm die von der Glutathion-
Reduktase katalysierte Reaktion (NADPH + GSSG + H™ = NADP' + 2
GSH) in Anwesenheit der potentiellen Inhibitoren gemessen. Von den 40
getesteten Substanzen konnten 5 Inhibitoren die hGR-Aktivitdt signifi-
kant hemmen. Sie erreichten ICs-Werte zwischen 16 und 37uM (siehe
Tabelle 3.3). Dabei ist zu beachten, dass fiir die Dimer-Kavitdat der hGR
keine nanomolaren Inhibitoren zu erwarten sind und die bislang besten
Inhibitoren, die aus der Literatur bekannt sind, ebenfalls im ein- bis zwei-

stelligen mikromolaren Bereich liegen.

Tabelle 3.3 1Cso-Werte (in vitro-Tests) der im virtuellen Screening
identifizierten hGR-Inhibitoren.

Substanz I1Cso [UM]
1 19
2 37
3 24
4 27,5
5 16

3.1.7 Struktur-Aktivitats-Beziehungen
Nach der Bestitigung der inhibitorischen Wirkung in den in vitro-

Experimenten wurden mithilfe von chemischen Ahnlichkeitsanalysen
weitere potentielle Inhibitoren identifiziert. Dazu wurden sowohl Ahn-
lichkeitssuchen als auch Substruktursuchen auf Basis von Substanz 5
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verwendet (sieche Tabelle 3.3). Eine solche Ermittlung von dhnlichen Sub-
stanzen ist sinnvoll, da die Testergebnisse dieser Substanzen in den in
vitro-Experimenten wertvolle Informationen tiber Struktur-Aktivitits-
Beziechungen liefern kénnen. Ahnlichkeitssuchen identifizieren Substan-
zen, die dhnliche chemische Eigenschaften wie das Ausgangsmolekiil
aufweisen, aber durchaus einer anderen Strukturklasse angehoren konnen.
Substruktursuchen dagegen stellen eine Suche nach Strukturfragmenten
dar. Es werden Molekiile identifiziert, welche das Ausgangsmolekiil als
Teil ithrer Struktur enthalten, aber weitere Substituenten besitzen. Mit die-
sen Methoden wurden 16 Substanzen ausgewdhlt, welche ebenfalls mit
der Docking-Software GOLD in die Dimer-Kavitit der hGR eingepasst
(siche 3.1.5) und mittels in vitro-Tests auf ihre biologische Wirksamkeit
gepriift wurden (siehe 3.1.6). Dabei zeigten weitere 6 Substanzen eine
sehr gute Inhibierung des Enzyms (siche Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4 1Cs-Werte der mit Ahnlichkeits- und Substruktursu-
chen identifizierten Substanzen.

Substanz ICso [UM]
6 17
7 60
8 35
9 14,5
10 26
11 23

Als Ausgangsmolekiil fiir die Ahnlichkeits- und Substruktursuchen
wurde Substanz 5 (siehe Tabelle 3.3) verwendet.

Die durch die Ahnlichkeitsanalysen identifizierten Substanzen weisen
groBtenteils vergleichbare Aktivititen wie die mit den Docking-
Versuchen gefundenen Molekiile auf. Dies gilt auch fiir Substanz 9, wel-
che jedoch einer anderen Strukturklasse angehort. Diese Substanz zeigt
die hochste Aktivitit aller hier untersuchten Inhibitoren.

72



ERGEBNISSE

In einem nachfolgenden Experiment wurde {iberpriift, ob es durch eine
Analyse der gedockten Konformationen dieser Inhibitoren moglich war,
Abschétzungen iiber Struktur-Aktivitdts-Beziehung zu treffen und Korre-
lationen zwischen dem Bindungsmodus und der inhibitorischen Aktivitat
abzuleiten. Die Abbildungen 3.14 und 3.15 zeigen die gedockten Kon-
formationen der Substanzen 6-9.
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Die Docking-Losung von Substanz 6 (para-Brom-Substitution am Phe-
nylring) zeigt, dass das Molekiil eine Wasserstoffbriickenbindung zu
Asn71 sowie n-m-stacking-Interaktionen zu Phe78/Phe78’ eingehen kann.
Dartiiber hinaus bildet die Substanz eine Wasserstoffbriickenbindung mit
Tyr407 aus. Eine Interaktion mit Tyr407 ist insofern neu, da der co-
kristallisierte Inhibitor XAN (sieche Abbildung 3.3) keine Wechselwir-
kung mit diesem Aminosdure-Rest zeigt. Die Kombination der Interakti-
onen des Inhibitors mit den Aminosduren Phe78/Phe78’, Asn71 bzw.
Tyr407 resultieren in einem sehr guten ICso-Wert von 17uM.

Die Nitrogruppe der Substanz 7, welche sich in meta-Position am Phenyl-
ring befindet, veranlasst das Molekiil eine ungiinstige Position einzuneh-
men. Das aromatische Ringsystem ist nicht mehr parallel zu den beiden
Phe-Resten ausgerichtet, sodass m-m-stacking-Interaktionen nicht mehr
stattfinden konnen. Desweiteren konnen weder Wasserstoffbriicken zu
den Asn- und Tyr-Resten noch zu Wassermolekiilen ausgebildet werden,
da die Interaktionspartner zu weit entfernt liegen. Da in diesem Fall die
fiir Substanz 6 auftretenden Wechselwirkungen mit dem Protein ausblei-
ben, hemmt der Inhibitor 7 die hGR-Aktivitat deutlich schlechter (1Cso-
Wert: 60uM).

Abbildung 3.14 (vorherige Seite) Gedockte Konformationen der Substanzen 6 und 7. Zur
besseren Ubersicht wurde die Ansicht im Vergleich zur Abbildung 3.3 um 115° in der x-
Achse zum Betrachter hin und um 15° in der y-Achse gegen den Uhrzeigersinn gedreht. Sub-
stanz 6 (A) hat einen ICsy-Wert von 17uM. Substanz 7 (B) nimmt eine fiir Interaktionen mit
dem Protein ungiinstige Position ein. Dies resultiert in einem deutlich schlechteren 1Cso-Wert
(60uM). Wichtige Aminosduren der Dimer-Kavitdt sind in Atomfarben, der Inhibitor in rot
und das Riickgrat des Proteins in weil3 dargestellt.
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Substanz 8, welche eine para-methoxy-Substitution am Phenylring be-
sitzt, nimmt im Vergleich zu Substanz 7 eine fiir Interaktionen mit dem
Protein glinstigere Position ein. Das aromatische Ringsystem liegt fast pa-
rallel zu den beiden Phe-Resten, sodass n-m-stacking-Interaktionen statt-
finden konnen. Jedoch bildet das Molekiil nur eine Wasserstoffbriicke zu
Tyr407 aus, die Wasserstoffbriickenbindung zum Asparaginrest unter-
bleibt. Folgerichtig hemmt die Substanz 8 das Enzym deutlich besser als
Substanz 7 (ICsp-Wert: 60uM), aber schlechter als Substanz 6 (ICs,-Wert:
17uM). Der fiir Substanz 8 gemessene 1Cs,-Wert betragt 35uM.

Wihrend die Substanzen 6-8 und 10-11 einer chemischen Strukturklasse
angehoren, stellt Substanz 9 eine Variation dieser Strukturklasse dar. Hier
1st der Phenylring, welcher in meta-Position mit Chlor substituiert ist, iib-
er ein Oxadiazol mit dem aromatischen Ringsystem verbunden. Das Mo-
lekiil nimmt ebenfalls eine fiir Interaktionen mit dem Protein sehr giinsti-
ge Position ein. So ist das aromatische Ringsystem, dhnlich wie bei Sub-
stanz 8, fast parallel zu den Phe-Resten orientiert. Zusétzlich werden zwei
weitere Wasserstoftbriicken zu umgebenden Wassermolekiilen ausgebil-
det (diese sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit in Abbildung 3.15 nicht
gezeigt). Diese Wechselwirkungen fithren zu einer sehr guten Hemmung
des Enzyms. Mit einem ICso-Wert von 14,5uM handelt es sich um den
besten Inhibitor, der im Rahmen dieser Arbeit identifiziert wurde.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Substanzen mit der para-
Brom- und der meta-Chlor-Substitution am Phenylring die hochsten Ak-
tivititen aufweisen. Fiir die Affinitit der Bindung sind =-m-stacking-
Interaktionen und Wasserstoffbriicken von entscheidender Bedeutung.
Auffillig ist, dass die Ergebnisse der in vitro-Versuche sehr schon mit
den in silico Docking-Experimenten korrelieren.

Abbildung 3.15 (vorherige Seite) Gedockte Konformationen der Substanzen 8 und 9.
Substanz 8 (A) kann Wechselwirkungen mit dem Protein eingehen, bildet jedoch nur eine
Wasserstoffbriickenbindung zu Tyr407 aus. Die Kombination der Wechselwirkungen resul-
tiert in einem ICsp-Wert von 35uM. Die Konformation von Substanz 9 (B) erlaubt ebenfalls
gute Interaktionen mit dem Protein. Dariiber hinaus werden zwei Wasserstoffbriickenbindun-
gen zu umgebenden Wassermolekiilen ausgebildet (nicht gezeigt). Die Substanz gehort einer
anderen Strukturklasse an. Der ICso-Wert liegt bei 14,5uM.
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3.1.8 Glutathion-Reduktase von Plasmodium falciparum

Da die Dimer-Kavitét der Glutathion-Reduktase von Plasmodium falcipa-
rum Ahnlichkeiten zur Kavitit der hGR aufweist (siche 3.1.2), wurde ver-
sucht, Molekiile zu identifizieren, welche in der Lage sind, beide Enzyme
zu inhibieren. Dazu wurden die Substanzen 6 bis 11 in in vitro-
Experimenten auf potentielle Inhibition der pfGR untersucht. Anschlie-
Bend wurden die Ergebnisse in Docking-Experimenten nachvollzogen.

3.1.8.1 In vitro-Test von hGR-Inhibitoren auf pfGR

Ein in vitro-Test der Substanzen 6 bis 11 zeigte, dass 5 der Inhibitoren,
welche die hGR hemmen, auch die pfGR inhibierten (sieche Tabelle 3.5).
Die Unterschiede im Grad der Inhibierung sind auf die verschiedenen
Geometrien der Dimer-Kavitidten beider Enzyme sowie die unterschiedli-
chen chemischen Eigenschaften zuriickzufiihren. So fehlen bei der pfGR
z. B. die beiden parallel angeordneten Phe-Reste, welche bei der hGR die
Inhibitormolekiile umschlieen und n-m-stacking-Interaktionen mit dem

Ligand eingehen kénnen.

Tabelle 3.5 ICs-Werte (pfGR) der mit Ahnlichkeits- und Sub-
struktursuchen identifizierten Substanzen 6-11.

Substanz ICso [uM]
6 40
7 nicht aktiv
8 38
9 50
10 45
11 28
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3.1.8.2 Struktur-Aktivitats-Beziehungen bei pfGR-Inhibitoren

Im Anschluss an die in vitro-Experimente wurde versucht, die Ergebnisse
mit in silico-Versuchen nachzuvollziehen. Hierzu wurden die Substanzen
6 bis 11 aus 3.1.7 mit Hilfe des Docking-Algorithmus in die Kristallstruk-
tur der pfGR (PDB-Acc-Nr.: 10NF) eingepasst. Dabei zeigte sich, dass
die meisten der gedockten Konformationen plausible Bindungsmodi dar-
stellten und die Molekiile gute Scoring-Werte erreichten. Die Abbildun-
gen 3.16 und 3.17 zeigen die gedockten Konformation der Substanzen 8,
9und 11.
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Die Docking-Losung von Substanz 8 (para-methoxy-Substitution am
Phenylring) zeigt, dass das aromatische Ringsystem in einen hydropho-
ben Bereich des Proteins ragt. Zuséatzlich kann eine Wasserstoftbriicke zu
Ser55 ausgebildet werden, was fiir eine gute Interaktion zwischen Inhibi-
tor und Ligand sorgt. Dies resultiert in einer guten inhibitorischen Aktivi-
tit und einem 1Csop-Wert von 38uM.

Wie die gedockte Konformation von Substanz 9 (meta-Chlor-Substitution
am Phenyl-Ring) zeigt, sind hier, bedingt durch zu grofle Abstinde, we-
der hydrophobe Interaktionen noch Wasserstoffbriickenbindungen zwi-
schen Protein und Ligand moglich. Dies fiihrt dazu, dass diese Substanz,
die im in vitro-Test auf die hGR die beste Aktivitit aufwies (ICso-Wert:
14,5uM) im Falle der pfGR nur eine niedrige Aktivitat zeigt (ICsp-Wert:
50uM).

Abbildung 3.16 (vorherige Seite) Gedockte Konformationen der Substanzen 8 und 9.
Substanz 8 (A) nimmt eine fiir Interaktionen mit dem Protein geeignete Position ein. Es kann
eine Wasserstoffbriicke zu Ser55 ausgebildet werden. Die Substanz hat einen ICsy-Wert von
38uM. Die Konformation von Substanz 9 ist fiir Interaktionen mit dem Protein weniger gut
geeignet. Durch die Position des Liganden sind keine Wechselwirkungen mit hydrophoben
Aminosduren moglich. Dariiber hinaus kénnen keine Wasserstoffbriickenbindungen ausgebil-
det werden. Der ICsp-Wert dieser Substanz liegt bei 50uM. Wichtige Aminosduren der Di-
mer-Kavitét sind in Atomfarben, der Inhibitor in rot und das Riickgrat des Proteins in gelb
dargestellt.
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Abbildung 3.17 Gedockte Konformation der Substanz 11. Die Konformation dieser Sub-
stanz erlaubt gute Wechselwirkungen mit den Aminosduren des Proteins. Einerseits wird der

hydrophobe Bereich des Proteins durch den Phenyl-Ring adressiert, andererseits konnen zwei
Wasserstoffbriicken zu Ser55/Ser55’ ausgebildet werden. Diese guten Interaktionsmdglichkei-
ten korrelieren mit der guten Aktivitdt von 28uM (ICsp-Wert).

Die gedockte Konformation dieser Substanz, welche keine Substitution
am Phenyl-Ring trigt, lasst auf sehr gute Interaktionsmoglichkeiten mit
dem Protein schlieBen. Ahnlich wie bei Substanz 8, ragt hier der Phenyl-
Ring in einen hydrophoben Bereich des Proteins. Dariiber hinaus konnen
zwel Wasserstoffbriicken mit Ser55 und Ser55° ausgebildet werden. Die-
se Wechselwirkungen fiihren zu einer guten biologischen Aktivitat (1Cs-
Wert: 28uM), welche mit der Aktivitit dieser Substanz auf der hGR ver-
gleichbar ist.

Bei allen diesen Docking-Experimenten war eine gute Korrelation zwi-
schen den vorgeschlagenen Bindungsmodi und den gemessenen Aktiviti-
ten zu beobachten. Es konnte somit nachvollzogen werden, warum einige

Inhibitoren die pfGR hemmen und andere nicht.
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3.2 Trypanothion-Reduktase

Ein weiterer Vertreter der hier untersuchten Klasse 1 der Pyridin-
Nukleotid-Disulfid-Oxidoreduktasen ist die Trypanothion-Reduktase
(TR). Sie katalysiert die Reduktion von Trypanothion, dem wichtigsten
Antioxidans in Trypanosomen und Leishmanien. Ahnlich wie Plasmodien
sind auch Trypanosomen und Leishmanien sehr empfindlich gegeniiber
oxidativem Stress, weshalb die Trypanothion-Reduktase ein sehr attrakti-
ves Zielprotein fiir die Medikamentenentwicklung darstellt. Dariiber hin-
aus scheint das Trypanothion/Trypanothion-Reduktase-System auf Proto-
zoen beschriankt zu sein, was seine Attraktivitét als Angriffspunkt fiir try-
panozide Medikamente erh6ht, da wenig Nebenwirkungen fiir den Wirts-
organismus zu befiirchten sind [KRAUTH-SIEGEL et al., 2003].

3.2.1 Suche nach subversiven Substraten

Neben kompetitiven und nichtkompetitiven Inhibitoren stellen auch die
subversiven Substrate eine wichtige Gruppe von Inhibitoren der Disul-
fidreduktasen dar. Diese Substanzen werden in einem FEinelektronen-
schritt zu einem Radikal reduziert, welches — sofern das Redoxpotential
niedrig genug ist — im Anschluss nichtenzymatisch von molekularem
Sauerstoff reoxidiert wird. Dabei entstehen sehr reaktive Superoxidradi-
kale. Dariiber hinaus werden die Substrate der Disulfidreduktasen nicht
mehr oder nur eingeschrinkt reduziert. Durch die Radikalbildung und den
Mangel an Antioxidantien steigt der oxidative Stress in der Zelle massiv
an. Abbildung 3.18 zeigt zwei in der Literatur beschriebene subversive
Substrate der TR und die durch die Einelektronenreduktion entstehenden
Radikale. Bei den gezeigten Strukturklassen handelt es sich um Nitrofu-

rane und Chinone.
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Abbildung 3.18 Subversive Substrate der Trypanothion-Reduktase. Nitrofuran- und Chi-
non-Derivate (A und B) werden von der TR in einem Einelektronenschritt zu Radikalen (A’

und B’) reduziert. Diese Radikale werden von molekularem Sauerstoff reoxidiert, was zur

Bildung von Superoxidradikalen fithrt [BLUMENSTIEL et al., 1999; KRAUTH-SIEGEL et al.,

2005].

Auf Basis dieser Substanzen wurden mit Substruktur- und Ahnlichkeits-

suchen weitere potentielle subversive Substrate identifiziert. Dabei wurde

versucht, potentiell relevante chemische Komponenten (hydrophobe und

reduzierbare Gruppen) beizubehalten. Im Falle der Nitrofurane wurde aus

Griinden der Toxizitdt zusitzlich versucht, bioisostere Substanzen mit ge-

ringerer Toxizitit zu finden (siehe Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.19 Auswahl an potentiellen subversiven Substraten der TR. Diese Abbil-
dung zeigt eine Auswahl an potentiellen subversiven Substraten der TR, darunter Substanzen,

welche zu den Nitrofuranen bioisoster sind, wie Nitroimidazole und Nitrothiophene.

Als bioisostere Alternativen zu den Nitrofuranen wurden Nitroimidazole
und Nitrothiophene identifiziert. Da nicht klar ist, welche Bindungstasche
durch die subversiven Substrate adressiert wird (Dimer-Kavitit und evtl.
auch das aktive Zentrum der TR) wurden zusitzlich auch Substanzen 1d-
entifiziert, welche Strukturelemente von Inhibitoren enthalten, die be-
kanntermaflen im aktiven Zentrum binden (z. B. Azepine). Ferner wurde
die Klasse der Chinone, welche als subversive Substrate bekannt ist, mit
Nitrogruppen verkniipft um mehrere reduzierbare Gruppen zur Verfiigung
zu stellen. Diese subversiven Substrate wurden nach theoretischen Ge-
sichtspunkten ausgewdhlt. Die biologische Aktivitdit muss in entspre-

chenden in vitro-Experimenten nachgewiesen werden.
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3.2.2 Homologie-Modell der TR von Leishmania donovani

Im Rahmen dieser Arbeit sollte durch einen in silico-Vergleich der TR
von T. cruzi und L. donovani abgeschétzt werden, ob potentielle Inhibito-
ren, die gegen T. cruzi entwickelt wurden, auch die TR von L. donovani
hemmen koénnen. Zu diesem Zweck wurde zuerst eine bioinformatische
Analyse von TR-Sequenzen verschiedener Trypanosomatiden durchge-
filhrt. Es zeigte sich, dass die Sequenzen einen sehr hohen Konservie-
rungsgrad aufweisen. So liegt die Vermutung nahe, dass Substanzen,
welche die Trypanothion-Reduktase von Trypanosomen inhibieren, auch
das Potential besitzen, das Enzym von Leishmanien zu hemmen. Um die-
se Hypothese weiter zu liberpriifen und anhand von 3D-Informationen ei-
ne bessere Abschitzung treffen zu konnen, wurde auf Basis einer Kris-
tallstruktur der TR von T. cruzi (PDB-Acc.-Nr.: 1GXF) ein Homologie-
Modell fiir die TR von Leishmania donovani erstellt. Diese Kristallstruk-
tur wurde als Templat fiir die Modellierung ausgewéhlt, da die korrelie-
rende Aminosduresequenz einen sehr hohen Konservierungsgrad (66%
identische und 79% &hnliche Aminoséduren) und die Struktur eine relativ
gute Auflosung (2,7A (0,27nm)) aufwies. Dariiber hinaus ist ein Inhibitor
in der Struktur co-kristallisiert, sodass diese eine fiir die Aufnahme von
Liganden geeignete Konformation aufweist. Zu Beginn wurde ein Align-
ment der TR-Sequenz von L. donovani mit der Sequenz der Templat-
Struktur erstellt und dieses manuell korrigiert. Anhand dieses Alignments
wurden 10 Homologie-Modelle generiert. Nach der Modellierung wurde
mittels verschiedener Parameter wie z. B. Verletzungen der Wahrschein-
lichkeits-Dichte-Funktionen (probability density functions, PDFs) und der
Gesamtenergie die Qualitdt der berechneten Modelle tiberpriift. PDFs be-
schreiben rdaumliche Beschrankungen geometrischer Eigenschaften wie z.
B. Bindungsldngen, Bindungswinkel, Diederwinkel, van der Waals-Ab-
stofungen und Disulfidbriicken. Zur Ableitung dieser Beschrankungen
wurden Datenbanken mit Referenzproteinstrukturen verwendet [SALI &
OVERINGTON, 1994.]. Die Abbildung 3.20 zeigt die Superposition des
besten Modells mit der Templat-Struktur.
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Abbildung 3.20 Homologie-Modell der Trypanothion-Reduktase von Leishmania dono-
vani. Die Abbildung zeigt die Sekundérstruktur des berechneten Homologie-Modelles (oran-
ge) und die Sekundérstruktur des Templates (transparent blau) von Trypanosoma cruzi (PDB-
Acc.-Nr.: 1GXF). In der Superposition der beiden Strukturen kann man erkennen, dass diese
anndhernd deckungsgleich sind.

Wie die Abbildung 3.20 zeigt, weist das Homologie-Modell der TR von
L. donovani auf Sekundirstrukturebene eine sehr hohe Ahnlichkeit mit
der Templat-Struktur von T. cruzi auf. Dies gilt fiir die a-helikalen Be-
reich, die B-Faltblitter und auch fiir die Loop-Regionen. Abgesehen von
leichten Verschiebungen (rechts im Bild) sind die Strukturen fast de-
ckungsgleich. Um eine Abschétzung iiber die potentielle Bindung von In-
hibitoren der TR von T. cruzi an die TR von L. donovani treffen zu kén-
nen, ist neben der Sekundérstruktur natiirlich die Ausrichtung der Amino-
sdureseitenketten der beiden potentiellen Bindungsstellen (Dimer-Kavitit

und aktives Zentrum) von besonderem Interesse.
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Abbildung 3.21 Aminosauren der Dimer-Kavitit der TR. Die Abbildung zeigt einen Ver-
gleich der wichtigsten Aminosduren der Dimer-Kavitdt im Homologie-Modell (orange) und
im Templat (blau). Die Kavitét setzt sich aus Aminoséuren beider Untereinheiten zusammen.
Man kann erkennen, dass die Seitenketten sehr dhnliche Konformere einnehmen. Die roten
Pfeile markieren einen Austausch von Asn433 zu Ser433.

Abbildung 3.21 zeigt im Vergleich die Ausrichtung der Seitenketten der
Aminosduren in der Dimer-Kavitdt der beiden Enzyme. Zum einen kann
man erkennen, dass die Aminosduren bis auf einen Austausch von
Asn433 (TR von T. cruzi) zu Ser433 (TR von L. donovani) (siche rote
Pfeile) identisch sind und zum anderen sehr dhnliche Konformere ein-
nehmen. Minimale Verschiebungen sind bei einigen Histidinen, Prolinen
und Phenylalaninen zu erkennen.

Eine Analyse des aktiven Zentrums der Enzyme zeigt ein dhnliches Bild
(siehe Abbildung 3.22). Auch hier nehmen die Seitenketten sehr dhnliche
rdumliche Ausrichtungen ein. Allerdings fehlt Arg287 im Enzym von L.
donovani. Zusitzlich weist dieses Protein einen Austausch (Phel98 zu
Tyr198, siehe roter Pfeil) auf.
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Abbildung 3.22 Aminosauren im aktiven Zentrum der TR. In dieser Abbildung sind die
wichtigsten Aminosduren dargestellt, welche das aktive Zentrum der beiden Enzyme bilden
(Farbgebung wie in Abbildung 3.21). Rechts im Bild erkennt man einen Austausch von
Phe198 zu Tyr198 (roter Pfeil) sowie Arg287, welches im Enzym von L. donovani fehlt. Die
beiden redoxaktiven Cysteine sind in ball-and-stick-Darstellung abgebildet.

Der Vergleich der TR von T. cruzi und von L. donovani zeigt, dass die
beiden Enzyme sowohl auf Struktur-, als auch auf Sequenzebene sehr
groBe Ahnlichkeiten aufweisen.

3.3 Liponamid-Dehydrogenase

Das letzte in dieser Arbeit untersuchte Enzym ist die Liponamid-
Dehydrogenase (LipDH) von Trypanosoma cruzi. Es katalysiert die Oxi-
dation von proteingebundenem Liponamid und ist Bestandteil mehrerer
Multienzymkomplexe, wie z. B. des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes
und des a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplexes. Somit spielt es eine
sehr wichtige Rolle im Stoffwechsel. Weiterhin ist die Liponamid-
Dehydrogenase am Wirkmechanismus von Nifurtimox beteiligt, welches
als subversives Substrat dient. Dieses Medikament wird zur Therapie der
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akuten Phase der Chagas-Krankheit eingesetzt [BLUMENSTIEL et al.,
1999].

3.3.1 Analyse der Rontgenkristallstrukturen der LipDH

Von dem Enzym Liponamid-Dehydrogenase sind zurzeit 13 Kristallstruk-
turen dffentlich zuginglich. AuBer NAD" und FAD sind keine weiteren
Molekiile wie z. B. Inhibitoren co-kristallisiert. Neben Strukturen von
Homo sapiens und Saccharomyces cerevisiae sind auch Strukturen von
Bakterien in den Proteinstruktur-Datenbank PDB hinterlegt. Die Auflo-
sungen bewegen sich zwischen 2,08A (0,208nm) und 8,0A (0,8nm). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. G. Klebe,
Institut fiir pharmazeutische Chemie der Universitdt Marburg, eine Kris-
tallstruktur der LipDH von Trypanosoma cruzi zur Verfiigung gestellt.
Diese hat eine Aufldsung von 2,0A (0,2nm).

Bei der Analyse dieser Struktur zeigte sich, dass auch hier eine Dimer-
Kavitit zu finden ist. Diese ist, anders als bei der Glutathion- und Trypa-
nothion-Reduktase, jedoch nicht mit den jeweiligen aktiven Zentren, son-
dern nur mit der Oberfldche des Proteins verbunden. Aufgrund ihrer Gro-
BBe ist sie jedoch ebenfalls in der Lage, potentielle Inhibitormolekiile auf-
zunehmen. Eine Betrachtung der chemischen Eigenschaften zeigte, dass
die Kavitit eher hydrophob ist, wihrend die Kanéle, die zur Oberflache
fiihren eher hydrophil sind. Die Abbildung 3.23 zeigt die Dimer-Kavitit
der Liponamid-Dehydrogenase. Zur Orientierung ist die gedockte Kon-
formation eines potentiellen Inhibitormolekiils in der Kavitat dargestellt.
Eine Untersuchung des elektrostatischen Potentials zeigte, dass die Kavi-

tit leicht negativ geladen ist.
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Abbildung 3.23 Dimer-Kavitéat der Liponamid-Dehydrogenase von T. cruzi. Die Kavitét
ist Uiber zwei Kanile mit der Oberfldche des Proteins verbunden. In der Kavitit befindet sich

ein potentieller Inhibitor (gedockte Konformation, rot). Hydrophile Bereiche der Oberfliche
sind blau, lipophile Bereiche braun eingefarbt.

3.3.2 Virtuelles Screening

Vor dem eigentlichen Screening wurde der inzwischen zur Verfiigung
stehende Linux-Cluster anhand verschiedener in-house-Datensitze fiir
das virtuelle Hochdurchsatz-Screening validiert und die Parameter des
Docking-Algorithmus fiir diese Zwecke optimiert. Die Uberpriifung die-
ser Optimierung erfolgte durch die Bestimmung von RMSD-Werten und
mit Hilfe von Anreicherungsraten (siehe 3.1.4 und 3.1.5). Mit diesem va-
lidierten und optimierten Setup wurde das virtuelle Screening zur Identi-
fikation von potentiellen Inhibitoren der Liponamid-Dehydrogenase von
Trypanosoma cruzi durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine virtuelle Substanz-
bibliothek mit 132532 Substanzen verwendet und mit der Docking-
Software GOLD unter Verwendung der ChemScore- und GOLDScore-
Funktionen in das Protein eingepasst. Da jedoch, abgesehen von Melar-
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senoxid, Carmustine und einigen subversiven Substraten, bis heute keine
Inhibitoren fiir dieses Enzym bekannt sind, konnte das Setup im Vorfeld
nicht speziell auf dieses Zielprotein optimiert werden. Nach dem Scree-
ning wurden die gedockten Konformationen nach den Scoring-Werten
sortiert und visuell auf Plausibilitit {iberpriift. Anhand dieser Uberprii-
fung wurde eine Priorisierung und Selektion von 16 Substanzen vorge-
nommen, welche mittels in vitro-Tests auf ihre Fahigkeit getestet werden
sollten, die LipDH von T. cruzi zu inhibieren. Die Abbildung 3.24 zeigt
die gedockte Konformation eines potentiellen Inhibitors.

Abbildung 3.24 Gedockte Konformation eines potentiellen Inhibitors in der Dimer-
Kavitét der LipDH von T. cruzi. Die Kavitit dieses Enzyms bietet sowohl hydrophobe Inter-
aktionsmoglichkeiten (z. B. Methionine) als auch hydrophile Interaktionspunkte (z. B. Histi-

dine). Von der gedockten Substanz (rot) werden vor allem die hydrophoben Aminoséuren ad-
ressiert. Die Sekundarstruktur des Enzyms ist in cyan und ausgewéhlte Aminosduren der Di-
mer-Kavitét sind in Atomfarben dargestellt.

92



ERGEBNISSE

3.3.3 Invitro-Test der selektierten Substanzen

Nach einer Qualititskontrolle (siche 3.1.6) wurden die selektierten Sub-
stanzen am Biochemie-Zentrum der Universitit Heidelberg in der Ar-
beitsgruppe von Prof. Dr. R. L. Krauth-Siegel auf Inhibierung der LipDH
getestet. Dabei wurde {iber Detektion der Absorptionsdnderung bei
340nm die von der Liponamid-Dehydrogenase katalysierte Reaktion
(NAD" + Dihydroliponamid = NADH + H" + Liponamid) in Anwesen-
heit der potentiellen Inhibitoren gemessen. Unter den Assay-Bedingungen
waren nur 5 der 16 Substanzen 16slich. Dies lag sicherlich daran, dass im
Vorfeld relativ hydrophobe Substanzen ausgewihlt wurden. Von den 5
getesteten Substanzen zeigten 3 eine primére Aktivitit (siehe Tabelle
3.6).

Tabelle 3.6 In vitro-Tests der priméaren Aktivitat der gefundenen
LipDH-Inhibitoren.

Substanz Inhibierung [%] (Crunibitor)
12 11% (40uM)
13 37% (100uM)
14 9% (100uM)

In Anbetracht der Tatsache, dass im Vorfeld keine Optimierung des Do-
cking-Algorithmus durchgefiihrt werden konnte, da keine Substanzen mit
inhibitorischer Wirkung auf die LipDH von T. cruzi existieren, liefern
diese Ergebnisse wertvolle Hinweise fiir die zukiinftige Suche nach po-
tentiellen Inhibitoren.

3.4 ldentifizierte Substanzen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mit verschiedenen in silico-
Methoden Inhibitoren fiir die humane Glutathion-Reduktase, die Glu-
tathion-Reduktase von Plasmodium falciparum, die Trypanothion-
Reduktase und die Liponamid-Dehydrogenase von Trypanosoma cruzi
identifiziert. Die Tabelle 3.7 gibt eine Ubersicht der interessantesten
hGR-, pfGR- und LipDH-Inhibitoren sowie deren biologischen Aktivité-
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ten. In Abbildung 3.19 sind vielversprechende Substanzen gezeigt, die als
subversive Substrate der TR identifiziert wurden.

Tabelle 3.7 Interessante Inhibitoren der hGR, pfGR und LipDH.

ICsy  Inhibierung
[uM]  [%] (Cran)

N
(L M
o~ Yo pfGR 40
Br
N
NP WL N
O N hGR 60
7 o o) -
N
8

Nr. Struktur Enzym

pfGR inaktiv

(0]

(0]
N
X N o
O N hGR 35
8 (@] O -

pfGR 38

O
N/N
. O\>\Q hGR 14,5 _
O PN . pfGR 50
. /5 hGR 23 ]
N pfGR 28

13 LipDH 37%
N N> N 1
N
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4 Diskussion

4.1 Glutathion-Reduktase

Die Glutathion-Reduktase ist ein validiertes Zielprotein fiir die Entwick-
lung von Antimalaria- und Antikrebs-Medikamenten. In diesem Zusam-
menhang haben bereits mehrere Forschungsgruppen an diesem Enzym
gearbeitet mit dem Ziel, kleine chemische Molekiile zu finden, welche die
Aktivitit des Proteins inhibieren [SEEFELDT et al., 2005; DEPONTE et al.,
2005]. Diese konnen als Vorstufen zur Entwicklung von Medikamenten
dienen. Besonders interessant ist, dass neben der pfGR auch die hGR ein
Zielprotein zur Entwicklung von Antimalaria-Medikamenten ist [ZHANG
et al., 1988a, b; KRAUTH-SIEGEL & COOMBS, 1999]. Dies liegt daran, dass
der Plasmodium-Erreger sich wéihrend einer Phase seiner Entwicklung in
den menschlichen Erythrocyten authédlt und eine Inhibierung der hGR so
zu einem erhdhten oxidativen Stress flir den Parasiten fiihrt. Die humanen
Erythrocyten haben durch eine Inhibierung der hGR eine verringerte Le-
bensdauer. Da sie jedoch fortwédhrend nachproduziert werden, stellt dies
fiir den Menschen kein grof3eres Problem dar [SARMA et al., 2003]. Auf-
grund dieser Tatsache scheint es sinnvoll, beide Enzyme, also die hGR
und die pfGR, mit einer Substanz gleichzeitig zu inhibieren. Dabei kon-
nen synergistische Effekte auf die Hemmung des Parasitenwachstums
erwartet werden, was u. U. auch zu einer langsameren Resistenzentwick-
lung bei den Plasmodien fithren kann [SCHIRMER et al., 1995; KRAUTH-
SIEGEL & COOMBS, 1999].

4.1.1 Insilico-Analyse der GR

Eine Analyse der GR verschiedener Organismen auf Sequenzebene ergab
einen niedrigen bis mittleren Konservierungsgrad (zwischen 27% und
51%). Diese Werte sind jedoch auf die Gesamtsequenzlidnge bezogen. Be-
trachtet man die funktionellen Bereiche des Enzyms oder auch die Dimer-
Kavitat separat, ist die Konservierung deutlich hoher. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass eine Inhibierung beider Enzyme durch einen Inhi-
bitor erreicht werden kann. Dies konnte z. B. bereits fiir Flavin-Analoga
nachgewiesen werden [BECKER et al., 1990].
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Fiir ein virtuelles Screening mit dem Docking-Ansatz ist es wichtig, eine
Auswahl an bekannten Inhibitoren zur Optimierung des Algorithmus zur
Verfiigung zu haben. Dariiber hinaus benétigt man eine geeignete Prote-
instruktur mit hoher Auflosung und niedrigen Temperaturfaktoren. Diese
dienen als ein MaB fiir die Flexibilitit der Aminosdurenseitenketten [Gao
& Peng 1999] und konnen so, zusammen mit der Auflosung der Struktur,
die Genauigkeit des Docking-Prozesses sehr stark beeinflussen. Idealer-
weise existieren von dem zu untersuchenden Zielprotein mehrere Kris-
tallstrukturen mit verschiedenen co-kristallisierten Inhibitoren. Dann ist
es moglich, die unterschiedlichen Interaktionen, die das Protein mit ver-
schiedenen Liganden eingehen kann, abzuleiten und diese Informationen
fiir das virtuelle Screening zu nutzen. Zudem bewirkt eine Co-Kristall-
1sation eines Inhibitors mit dem Protein, dass die Aminosduren in der
Bindetasche in Konformationen vorliegen, die fiir die Liganden-Bindung
geeignet sind. Dies kann u. U. fiir ein erfolgreiches virtuelles Screening
entscheidend sein. Im Falle der hGR existiert leider nur eine einzige Kris-
tallstruktur (PDB-Acc.-Nr.: 1XAN), bei der sich ein Ligand in der Dimer-
Kavitdt des Proteins befindet [SAVVIDES & KARPLUS, 1996]. Wichtige In-
teraktionen, die aus der Kristallstruktur 1XAN abgeleitet werden konnten,
waren Wasserstoftbriickenbindungen zu Asn71/Asn71’°, His75/His75’
und zu Wassermolekiilen, sowie n-m-stacking-Interaktionen zwischen
Phe78/Phe78” und dem Liganden. Die Verwendung der Information iiber
diese Interaktionen bedingt evtl. eine Tendenz der mit dem Docking iden-
tifizierten Liganden zu dhnlichen Strukturklassen hin, da die Konformati-
onen der Aminosduren nur die Bindung dieses einen Liganden widerspie-
geln.

Uber eine Funktion der Dimer-Kavitit ist zurzeit nichts bekannt, ebenso
wenig iiber die Wirkungsweise der dort bindenden Inhibitoren [KARPLUS
et al., 1989]. Ein struktureller Vergleich des Apoenzyms mit der co-
kristallisierten Form zeigte keine nennenswerten Anderungen in der Ge-
samtstruktur. Dies steht im Einklang mit Ergebnissen von SAVVIDES &
KARPLUS, 1996, wo ebenfalls nur sehr leichte Verschiebungen des Prote-
inriickgrates detektiert werden konnten. Daher kann eine allosterische In-
hibierung des Proteins weitgehend ausgeschlossen werden. Eine weitere
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Moglichkeit, wonach die Bindung eines Liganden in der Dimer-Kavitit
den Elektronenfluss vom NADPH {iber FAD zum Substrat GSSG behin-
dern soll, ist aufgrund der Lage der Kavitit ebenfalls unwahrscheinlich.
Wie in dieser Arbeit bestdtigt werden konnte, ist die Kavitit, neben den
Kanilen zu den beiden aktiven Zentren, iiber zwei weitere Kandle mit der
Oberflache verbunden [SALMON-CHEMIN et al., 2001]. Ein Inhibierungs-
mechanismus konnte sein, dass ecines der beiden Produkt-Molekiile
(GSH) das Protein iiber das aktive Zentrum verldsst, das andere jedoch
iber die Kanéle und die Dimer-Kavitidt. Wenn nun ein Ligand diese Kavi-
tat blockiert, kann GSH die GR nicht mehr verlassen und es kommt zu
einer Hemmung. Diese Theorie konnte iiber entsprechende kristallografi-
sche Studien liberpriift werden, in denen kontrolliert werden kann, ob sich
GSH-Molekiile in den Kanélen befinden, welche die aktiven Zentren mit

der Dimer-Kavitit verbinden.

4.1.2 Pharmakophor-Modelle der GR

Um aus einer groflen virtuellen Substanzbibliothek diejenigen Molekiile
zu extrahieren, die eine hohe Interaktionswahrscheinlichkeit mit dem
Zielprotein aufweisen, wurden anhand von bekannten Inhibitoren der
hGR Pharmakophor-Modelle erstellt. Mit diesen Modellen ist es méglich,
virtuelle Substanzbibliotheken zu filtern und zielproteinspezifische Aus-
ziige (,,focussed libraries) aus ihnen zu erstellen [GOTO et al., 2006]. Im
Falle der hGR ist es sinnvoll, ligandbasierte Pharmakophor-Modelle zu
verwenden, da nur eine einzige Kristallstruktur mit co-kristallisiertem In-
hibitor, aber viele diverse Inhibitoren bekannt sind. Diese Modelle kon-
nen chemische Eigenschaften vieler, strukturell unterschiedlicher Ligan-
den abbilden. Bei der Erstellung der ligandbasierten Modelle wurden ne-
ben den hochaktiven auch mittelaktive Substanzen miteinbezogen, um die
Diversitdt der in den Modellen abgebildeten chemischen Eigenschaften
zu erhohen. Um die Trennschirfe der Modelle jedoch nicht negativ zu
beeinflussen, wurden die Eigenschaften der mittelaktiven Substanzen
schwicher gewichtet. Die bei der Validierung der Modelle berechneten
,best fit“-Werte zeigten, dass die erstellten Modelle fiir Inhibitoren der
hGR spezifisch sind. Diese erreichten hohe Werte, wohingegen schwach-
aktive und nichtaktive Substanzen niedrige Werte erzielten. Anhand un-
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terschiedlicher Eigenschaften wurden die Modelle in drei Kategorien ein-
geteilt. Bei der Filterung einer virtuellen Substanzbibliothek lieferten die-
jenigen Modelle, die u. a. nach allgemeinen hydrophoben Eigenschaften
(Kategorie 3) suchten, mehr Treffer als die Modelle, bei denen die hydro-
phobe Eigenschaft auf aromatische Ringsysteme (Kategorie 1) bzw. aro-
matische oder aliphatische Gruppen (Kategorie 2) eingeschrinkt war.
Dies ist zu erwarten, da mit den allgemeinen hydrophoben Eigenschaften
natiirlich auch aromatische und aliphatische Gruppen erfasst werden.
Daraus konnen, wenn die anderen Eigenschaften der Substanzen ebenfalls
gut auf die jeweiligen Modelle passen, Duplikate resultieren. Diese wur-
den im Anschluss aus dem Datensatz entfernt. Eine Alternative zu den
ligandbasierten Modellen sind die protein-ligandbasierten oder proteinba-
sierten Modelle. Solche Modelle sind jedoch im Fall der GR aufgrund der
Datenlage weniger sinnvoll. Protein-ligandbasierte Modelle kénnten nur
auf Basis einer einzigen Kristallstruktur abgeleitet werden, wodurch evtl.
nicht alle potentiell moglichen Interaktionen mit dem Protein erfasst wer-
den. Bei den rein proteinbasierten Modellen dagegen besteht die Gefahr,
die relevanten nicht von den irrelevanten Interaktionen unterscheiden zu
konnen.

4.1.3 Validierung der Docking-Versuche und virtuelles Screening zur
Identifizierung von hGR-Inhibitoren

Vor dem eigentlichen virtuellen Screening wurde eine Optimierung und
Validierung des Docking-Setups durchgefiihrt. Dies ist notig, um die Pa-
rameter des Algorithmus auf die Gegebenheiten der jeweiligen Bindeta-
sche im Protein anzupassen. Aus diesen Gegebenheiten leiten sich be-
stimmte Interaktionsmoglichkeiten zwischen Protein und Ligand ab, die
mit den unterschiedlichen Scoring-Funktionen des Docking-Programms
jeweils besser oder schlechter bewertet werden kdnnen [BISSANTZ et al.,
2000]. Es muss also diejenige Bewertungsfunktion identifiziert werden,
welche fiir die Bewertung des jeweiligen Bindungsmodus am besten ge-
eignet ist. Dazu bietet sich das Redocking an. Dabei wird der co-
kristallisierte Ligand zuvor aus der Proteinstruktur entfernt und dann mit
Hilfe des Docking-Programms wieder in selbige eingepasst. Stimmen die
native Konformation des Liganden und die gedockte Konformation anni-
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hernd iiberein, kann man davon ausgehen, dass die passende Bewertungs-
funktion identifiziert wurde. Bei der hGR war die GOLDScore-Funktion
in der Lage, die native Konformation des co-kristallisierten Inhibitors
ziemlich genau zu reproduzieren. Dies zeigte sich auch in dem berechne-
ten RMSD-Wert von 0,086 nm (0,86 A); RMSD-Werte <0,2 nm (2 A)
gelten dabei als sehr gut [FERRARA et al., 2004]. Die ChemScore-
Funktion dagegen zeigte bei diesem Liganden deutlich schlechtere Er-
gebnisse. Dies kann daran liegen, dass bei dem Bindungsmodus dieser
Substanz polare und hydrophile Wechselwirkungen eine groere Rolle
spielen, als unpolare und hydrophobe Interaktionen. Erstere konnen mit
der GOLDScore-Funktion besser adressiert werden, letztere mit der
ChemScore-Funktion [WANG et al., 2004]. Bei weiteren Experimenten
wurde festgestellt, dass auch mit der ChemScore-Funktion bei vielen Li-
ganden plausible Ergebnisse erzielt werden konnten, was dadurch erklar-
bar ist, dass bei diesen Substanzen die hydrophoben Wechselwirkungen
einen groBere Anteil an der Bindung zum Protein hatten.

Soll ein virtuelles Screening durchgefiihrt werden, ist es weiterhin von
entscheidender Bedeutung, die Geschwindigkeitsparameter des Algo-
rithmus zu optimieren. Dabei muss sichergestellt werden, dass trotz Stei-
gerung der Geschwindigkeit noch akkurate Ergebnisse produziert werden.
Dazu wurden die Platzierungen hochaktiver und schwécher aktiver Sub-
stanzen bei verschiedenen Geschwindigkeitseinstellungen tberpriift und
miteinander korreliert. Dabei zeigte sich erwartungsgemail3, dass bei der
schnellsten Einstellung deutliche Abweichungen zu der langsamsten Ein-
stellung, welche jedoch die exaktesten Ergebnisse liefert, auftraten. Die
mittlere Geschwindigkeitseinstellung erwies sich als ein guter Kompro-
miss zwischen Zeitaufwand und Genauigkeit der Ergebnisse. Bei diesen
Experimenten zeichnete sich bereits ab, dass die ChemScore-Funktion
etwas bessere Anreicherungsraten von bekannten aktiven Substanzen lie-
ferte als die GOLDScore-Funktion. Dies konnte bei dem virtuellen
Screening der 5450 Substanzen bestétigt werden. Nachdem die gedockten
Substanzen nach den erzielten Scoring-Werten sortiert wurden, konnten
in den oberen 10% des Datensatzes ca. 76% und in den oberen 20% sogar
ca. 88% der bekannten hochaktiven Substanzen wieder gefunden werden.
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Dies zeigt, dass das Docking-Programm, nach einer entsprechenden Op-
timierung, in der Lage ist, sehr hohe Anreicherungen zu erzielen und so-

mit aktive von nicht aktiven Substanzen zu trennen.

4.1.4 In vitro-Test der identifizierten Substanzen

Auf Basis des erfolgreichen virtuellen Screenings wurden 40 Substanzen
selektiert und am Biochemie-Zentrum der Universitdt Heidelberg (Ar-
beitsgruppe Prof. Dr. R. H. Schirmer) auf ihre biologische Wirksamkeit
tiberpriift. Dabei zeigten mehrere Substanzen eine Inhibition der hGR. 5
Substanzen wiesen sogar einen ICsp-Wert <40uM auf. Innerhalb dieser
Substanzen konnten z. B. Benzocumarine, Benzothiazole und Dibenzo-
azepine als neue Strukturklassen mit inhibitorischer Wirkung auf die hGR
identifiziert werden. Hierbei war auffillig, dass die Substanzen, trotz ih-
rer strukturellen Diversitdt, immer ein aromatisches Ringsystem aufwie-
sen. Dies deutet darauf hin, dass die n-n-stacking-Interaktionen zwischen
Phe78/Phe78’ und dem Liganden eine sehr wichtige Rolle spielen, wie
auch schon SARMA et al., 2003 postulierten. Insgesamt belegen die Er-
gebnisse der in vitro-Tests sehr schon, dass es mit in silico-Methoden
moglich ist, neuartige chemische Substanzen zu finden, die als Vorstufen

zur Medikamentenentwicklung dienen konnen.

4.1.5 Struktur-Aktivitats-Beziehungen

Zur Ableitung von Struktur-Aktivitits-Beziehungen wurde nach weiteren
Substanzen mit potentiell inhibitorischer Wirkung auf die hGR gesucht.
Dazu wurden sowohl Ahnlichkeits- als auch Substruktursuchen auf Basis
der aktivsten Substanz (ICso-Wert: 16uM) aus den in 4.1.4 beschriebenen
Experimenten durchgefiihrt. Die so bestimmten Substanzen wurden eben-
falls mittels in vitro-Tests und Docking-Versuchen untersucht. Dabei
zeigte sich eine sehr gute Korrelation zwischen den aus den gedockten
Konformationen ableitbaren Interaktionen und der tatséchlichen biologi-
schen Aktivitit der Substanzen. Letztere konnte zum groBBen Teil sogar
mit den erzielten Scoring-Werten korreliert werden, was dafiir spricht,
dass das Docking-Setup sehr gut fiir die untersuchte Bindetasche opti-
miert ist. So kann z. B. Substanz 6 zwei Wasserstoftbriicken zu Amino-
sdauren des Proteins ausbilden und =w-m-stacking-Interaktionen eingehen.
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Dies resultiert in einer hohen Aktivitit (ICso-Wert: 17uM) und in hohen
Scoring-Werten (GOLDScore: 51,17 und ChemScore: 25,12). In diesem
Zusammenhang ist zu beachten, dass ChemScore-Werte immer niedriger
sind als GOLDScore-Werte. Substanz 7 dagegen kann keine ausgeprigten
Wechselwirkungen mit dem Protein eingehen und erreicht nur einen 1Csy-
Wert von 60uM. Wahrscheinlich ist die polare Nitrogruppe, welche fiir
eine Umorientierung des Molekiils in der Bindetasche sorgt, fiir die un-
glinstige Position des Molekiils verantwortlich. Dies wird von beiden
Scoring-Funktionen erfasst und resultiert in niedrigeren Werten (GOLD-
Score: 37,52 und ChemScore: 23,11). Die Suche nach dhnlichen Substan-
zen fiihrte auch zu einer Variation in der Strukturklasse: Bei Substanz 9
ist der Phenylring anstatt {iber ein Amidhydrazon tiber ein Oxadiazol mit
dem aromatischen Ringsystem verbunden. Diese Substanz nimmt ebenso
eine flir Interaktionen mit dem Protein sehr giinstige Position ein: Neben
Wasserstoffbriicken zu Wassermolekiilen kann sie ebenfalls hydrophobe
Wechselwirkungen in Form von zn-n-stacking-Interaktionen mit dem Pro-
tein eingehen. Dadurch erreicht die Substanz einen ICs,-Wert von
14,5uM und ebenfalls sehr hohe Scoring-Werte (GOLDScore: 70,48 und
ChemScore: 30,29). Dartiber hinaus ist die Substanz chemisch stabiler als
die Derivate, die das Amidhydrazon als Linker besitzen [KOVALENKO et
al., 2000]. Je mehr mogliche Interaktionspunkte adressiert wurden, desto
hoher war bei den untersuchten Substanzen die Aktivitit. Dabei scheinen
halogene Substituenten am Phenylring giinstiger fiir eine hohe Aktivitét
Zu sein, als polare Substituenten.

Insgesamt bewegten sich die Aktivititen der mit den Ahnlichkeits- und
Substruktursuchen bestimmten Molekiile im selben Bereich wie die der
mit Docking-Methoden gefundenen Substanzen. Bessere Aktivitdten kon-
nen wahrscheinlich erzielt werden, wenn alle relevanten Interaktionsmdog-
lichkeiten, welche die Dimer-Kavitit bietet, durch einen Inhibitor adres-
siert werden, so auch die Wasserstoffbriickenbindungen zu His75 und
His75” [SAVVIDES & KARPLUS, 1996]. Dies war bei dieser Substanzklasse
nicht der Fall, wie eine Analyse der gedockten Konformationen zeigte.
Eine Moglichkeit dies zu erreichen, ist das manuelle Editieren von Phar-
makophor-Modellen, bei dem Eigenschaften hinzugefiigt, weggenommen
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oder rdumlich anders angeordnet werden konnen. So kénnte auch die neu
identifizierte Wasserstoffbriickenbindung zu Tyr407 (siehe 3.1.7) in die
Modelle miteinbezogen werden. Ferner besteht die Moglichkeit, die Ei-
genschaften verschiedener Pharmakophor-Modelle in einem neuen Mo-
dell zu vereinigen. Eine weitere Moglichkeit, moglichst viele relevante
Interaktionsmdglichkeiten zu adressieren, ist das de novo-Design. Bei
dieser Methode werden verschiedene funktionelle Gruppen (,,building
blocks*) tiber diverse Linker-Fragmente miteinander verbunden [SCHNEI-
DER et al., 2000; BOHM et al., 2002]. Durch Austausch der funktionellen
Gruppen konnen diejenigen identifiziert werden, welche die hochste Af-
finitit zu dem Interaktionspartner im Protein aufweisen. Durch Selektion
verschiedener Linker kann schlieflich die fiir die Interaktion mit dem
Protein optimale Abstandsbeziehung zwischen den funktionellen Grup-
pen ermittelt werden. Der Vorteil dieser Methode, die nicht von bekann-
ten Inhibitoren ausgeht, ist die Moglichkeit, schnell viele strukturell di-
verse Substanzen zu finden, die eine groBe Wahrscheinlichkeit haben, mit
dem Zielprotein zu interagieren. Da im Falle der hGR nun viele Interakti-
onspunkte in der Dimer-Kavitit bekannt sind, diirfte ein gezieltes de no-
vo-Design von Inhibitoren zu einer Aktivititssteigerung derselben fiihren.

4.1.6 Inhibierung der pfGR durch hGR-Inhibitoren

Aufgrund der hohen Sequenzidentititen zwischen der Dimer-Kavitit der
hGR und der pfGR ist es moglich, Inhibitoren zu finden, die beide Enzy-
me hemmen. Um neben den bereits bekannten Flavin-Analoga [BECKER
et al., 1990] weitere Strukturen mit diesem Potential zu identifizieren,
wurden die Substanzen, die mit den Ahnlichkeits- und Substruktursuchen
gefunden wurden, auch auf Inhibierung der pfGR getestet und mit Do-
cking-Experimenten untersucht. Dabei zeigte sich, dass die meisten der
untersuchten Substanzen auch die pfGR hemmten. Die erzielten Aktivi-
tatswerte lagen dabei jedoch etwas unter den Werten fiir die hGR. Dies
war zu erwarten, da die Kavititen trotz ihrer Ahnlichkeiten auch einige
Unterschiede aufweisen [SARMA et al., 2003] und die Inhibitoren durch
den Pharmakophor-Screening- und Docking-Prozess fiir eine Inhibierung
der hGR selektiert worden waren. Neben der unterschiedlichen Geometrie
der beiden Kavititen ist vermutlich das Fehlen der beiden Phe-Reste bei
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der pfGR ein entscheidender Unterschied. Dadurch konnen keine m-m-
stacking-Interaktionen zwischen Ligand und Protein stattfinden. Diese
Interaktionen haben jedoch einen sehr groflen Anteil an dem Bindungs-
mechanismus der hGR-Inhibitoren. Eine Korrelation der Aktivititen auf
beiden Enzymen mit den Strukturen zeigt, dass halogene Substitutionen
am Phenylring die pfGR schlechter hemmen als die hGR. Dies ist ver-
mutlich darauf zuriickzufiihren, dass die Halogene, bedingt durch ihren
Platzbedarf, die Substanzen zu einer Konformation zwingen, die fiir wei-
tere Interaktionen mit dem Protein eher ungiinstig ist. Dieses Ergebnis
stimmt mit Erkenntnissen von SARMA et al., 2003 iiberein, wo ein Aryl-
isoalloxazin-Derivat mit einer Trifluormethyl-Gruppe zu den schlechtes-
ten Inhibitoren der pfGR gehorte (K;-Wert: >1000uM), die hGR dagegen
gut hemmte (K;-Wert: 9,3uM). Unpolare Substitutionen am Phenylring
filhren zu dhnlichen Aktivitdten bei pfGR und hGR. Sind die Substituen-
ten jedoch polar, wird bei beiden Enzymen eine schlechte bzw. keine In-
hibierung erzielt. Ahnliches konnte ebenfalls von SARMA et al., 2003 fiir
positive Ladungen der Substituenten beobachtet werden. Wie bei der
hGR konnten auch bei der pfGR die gedockten Konformationen plausible
Erklarungen fiir die gemessenen Aktivititen liefern. Erwartungsgemaf
war bei den Docking-Ergebnissen der pfGR jedoch keine gute Korrelation
zwischen Scoring-Werten und Aktivititen zu erkennen, was dadurch er-
klarbar ist, dass das Docking-Setup auf die Verhiltnisse in der Dimer-
Kavitit der hGR optimiert worden war. Insgesamt zeigen diese Ergebnis-
se, dass es aufgrund der Unterschiede in den Kavititen beider Enzyme
relativ schwer ist, Inhibitoren zu finden, welche die hGR und die pfGR
gleichzeitig mit hoher Aktivitit hemmen. Da jedoch aus der Hemmung
beider Enzyme eine synergistische Wirkung auf den Parasiten resultieren
kann, ist dies u. U. nicht n6tig. Um dennoch eine starke Inhibition beider
Enzyme zu erreichen, konnten Kombinationspriparate, welche jeweils
einen hochaktiven Inhibitor der hGR und der pfGR beinhalten, verwendet
werden. Weiterhin ist es moglich, Substanzen zu finden, welche das akti-
ve Zentrum der GR adressieren. Auf Sequenzebene ist dieser Bereich
zwischen der hGR und der pfGR identisch, was darauf schlieBen l&sst,
dass hier der Bindungsmodus von potentiellen Inhibitoren sehr &hnlich ist
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und mit einer Substanz eine starke Inhibierung beider Zielproteine er-
reicht werden kann. Dabei ist jedoch zu beachten, dass alle derzeit be-
kannten Inhibitoren kovalent in das aktive Zentrum binden und ggf. auf-
grund ihrer Reaktivitit noch weitere Enzyme inhibieren und so uner-
wiinschte Nebenwirkungen verursachen konnen [FUKUSHIMA et al.,
1990].

Neben den Inhibitoren, welche das aktive Zentrum oder die Dimer-
Kavitit adressieren und den subversiven Substraten, gibt es noch eine
weitere Moglichkeit die pfGR und hGR zu hemmen und zwar mit Hilfe
von Dimerisierungsinhibitoren [NORDHOFF et al., 1997]. Diese syntheti-
schen Peptide blockieren die Dimerisierung und Faltung der GR. Auf-
grund der Tatsache, dass sich die beiden aktiven Zentren der GR aus Res-
ten beider Untereinheiten zusammensetzen, zeigen GR-Monomere keine
katalytische Aktivitit und werden sehr schnell proteolytisch abgebaut.
Bedingt durch die Sequenzédhnlichkeit zwischen beiden Enzymen ist es
moglich, Peptide zu synthetisieren, die sowohl die Faltung und Dimeri-
sierung der hGR als auch der pfGR inhibieren konnen [KRAUTH-SIEGEL
et al., 2005]. Der stirkste Inhibitor beider Enzyme, ein Peptid aus 16 Am-
osduren, erreicht dabei einen 1Cso-Wert von 100nm. Da Peptide einer
sehr schnellen proteolytischen Degradation unterliegen, eignen sich diese
nicht sehr gut als Medikamente [DE BONT et al., 1999]. Insofern wire es
ideal, wenn man die Wirkung dieser Peptide durch kleine chemische Mo-
lekiile nachbilden konnte. Derartige Substanzen bezeichnet man auch als
Peptidomimetika. Solche Ansédtze wurden bereits erfolgreich fiir Blocker
von spannungsabhingigen Calciumkanilen durchgefiihrt [TEDFORD et al.,
2004]. Um Peptidomimetika zu finden, welche die gleichen Eigenschaf-
ten wie die bioaktiven Peptide aufweisen, konnen beispielsweise in silico-
Methoden wie Pharmakophor-Suchen verwendet werden.

Eine weitere Moglichkeit, die GR-Aktivitit voriibergehend zu senken, ist
die therapeutische RNAi (RNA interference) [BAIGUDE et al., 2007]. Da-
bei bewirken kleine RNA-Fragmente (siRNA, small interfering RNA) die
Degradation der mRNA und verhindern so die Translation des Zielprote-
ins [HUTVAGNER & ZAMORE, 2002]. Eine vollstindige Inhibierung der
Translation wird jedoch meist nicht erreicht, was im Falle der hGR auch
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sinnvoll erscheint. Je nach Sequenzihnlichkeit zum jeweiligen Zielprote-
in wiére es durch die Auswahl der RNA-Fragmente sogar denkbar, entwe-
der die Translation von hGR und pfGR oder die Translation der pfGR al-
leine zu inhibieren.

4.2 Trypanothion-Reduktase

Auch die Trypanothion-Reduktase ist ein validiertes Zielprotein zur Ent-
wicklung von Medikamenten. Wie die Glutathion-Reduktase bei dem
Malariaerreger ist dieses Enzym von sehr grofler Bedeutung fiir die Try-
panosomatiden [JOCKERS-SCHERUBL et al., 1989]. Die Tatsache, dass das
Enzym in den Wirtsorganismen dieser Parasiten nicht vorkommt, macht
es als Zielprotein sehr attraktiv, da somit eine Entwicklung spezies-
spezifischer Inhibitoren deutlich einfacher und das Risiko von Nebenwir-
kungen fiir den Wirtsorganismus geringer ist [KRAUTH-SIEGEL et al.,
2003].

4.2.1 ldentifizierung von TR-Inhibitoren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden potentielle subversive Substrate fiir die
TR von T. cruzi identifiziert. Diese Substanzen werden von der TR in ei-
nem Einelektronenschritt reduziert und sorgen im weiteren Verlauf durch
Superoxidradikalbildung fiir eine Erhohung des oxidativen Stresses. Da-
bei werden sie reoxidiert und stehen wieder fiir eine erneute Reaktion zur
Verfligung. Zusétzlich wird Trypanothion, das eigentliche Substrat, nicht
mehr oder nur noch eingeschrankt reduziert. Leider ist fiir die subversiven
Substrate weder die Bindestelle, noch der Bindungsmodus bekannt. Es ist
denkbar, dass sie sowohl im aktiven Zentrum, als auch in der Dimer-
Kavitit binden [VEGA-TEIDO et al., 2006; CENAS et al., 1994]. Aus die-
sem Grund ist es nicht sinnvoll, Methoden wie Docking oder Pharma-
kophor-Suchen zur Identifizierung solcher Molekiile zu verwenden, da
bei diesen Verfahren die Bindetasche bekannt sein muss bzw. die Sub-
stanzen die selbe Bindetasche adressieren miissen. Stattdessen wurden in
dieser Arbeit Ahnlichkeits- und Substruktursuchen auf Basis der als sub-
versive Substrate bekannten Nitrofurane und Chinone verwendet [SAL-
MON-CHEMIN et al., 2001; BLUMENSTIEL et al., 1999]. Bei der Analyse
dieser Strukturen fiel auf, dass neben einer reduzierbaren Gruppe auch
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immer hydrophobe Komponenten vorhanden sind. Deswegen wurde ver-
sucht, diese Komponenten bei den Ahnlichkeits- und Substruktursuchen
beizubehalten. Eine Klasse von subversiven Substraten, die Nitrofurane,
ist aufgrund ihres mutagenen und karzinogenen Potentials in Verruf gera-
ten und wird nur noch selten als Bestandteil von Medikamenten verwen-
det. In Medikamenten, die zur Behandlung Lebensmittel liefernder Tiere
verwendet werden, sind Nitrofurane mittlerweile sogar verboten
[http://www.bfr.bund.de/cm/208/nitrofurane in lebensmitteln.pdf]. Um
die Verwendung dieser Substanzklasse zu umgehen und dabei aber trotz-
dem den ,,subversiven Charakter beizubehalten, wurden innerhalb der
vorliegenden Analysen Nitroimidazole und Nitrothiophene als bioisostere
Substanzen identifiziert. Diese Substanzen besitzen das Potential als sub-
versive Substrate zu fungieren, jedoch gibt es vereinzelt Hinweise, dass
die Nitroimidazole nicht oder nur abgeschwicht eine subversive Wirkung
zeigen. Sie scheinen stattdessen in erster Linie die mitochondrialen Re-
spirationsprozesse zu inhibieren und fiir eine Verarmung an Trypanothion
zu sorgen [MAYA et al., 2003]. Dadurch wird der Thiolstoffwechsel des
Parasiten gestort. Insgesamt wurden in dieser Arbeit 25 potentielle sub-
versive Substrate der TR 1identifiziert. Um die biologische Aktivitét dieser
Substanzen zu iiberpriifen, miissen diese mittels in vitro-Methoden getes-
tet werden. Entsprechende Modelle stehen am Biochemie-Zentrum der
Universitdt Heidelberg (Arbeitsgruppe Prof. Dr. R. L. Krauth-Siegel) zur
Verfiigung.

In diversen Arbeiten wurde gezeigt, dass Inhibitoren, die gegen Trypano-
somen entwickelt wurden, auch die sehr nah verwandten Leishmanien
hemmen kénnen [LUQUE et al., 2000; STEPHENS et al., 2003]. Um diesen
Sachverhalt speziell fiir die Trypanothion-Reduktase zu tiberpriifen, wur-
den die TR von T. cruzi und das Enzym von L. donovani in einer bioin-
formatischen Analyse verglichen und im Anschluss ein Homologie-
Modell des Leishmanien-Enzyms erstellt. Dabei zeigte sich, dass beide
Enzyme auch strukturell einen sehr hohen Konservierungsgrad aufwei-
sen. Durch eine Analyse der beiden Ligandbindestellen konnte nachge-
wiesen werden, dass die Aminosduren der Dimer-Kavitit bis auf einen

Austausch identisch und rdumlich fast deckungsgleich angeordnet sind.

106



DISKUSSION

Ahnliches gilt fiir die Aminosiuren des aktiven Zentrums. Aufgrund die-
ser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass die meisten Inhibitoren, die
gegen die TR von T. cruzi entwickelt werden, auch die TR von L. dono-
vani hemmen konnen. Diese Theorie kann durch in vitro-Tests tiberpriift
werden. So konnte beispielsweise der co-kristallisierte Inhibitor QUM
(Quinacrine Mustard; N,N-bis(2-chloroethyl)-N'-(6-chloro-2-methoxy-
acridin-9-yl)pentan-1,4-diamin) aus der PDB-Struktur 1GXF (TR von T.
cruzi) [SARAVANAMUTHU et al., 2004] auf Inhibierung des Leishmanien-
Enzyms getestet werden. Dieser Ligand adressiert das aktive Zentrum der
TR. Aufgrund der rdumlichen Ausdehnung dieser Bindetasche und den
gegebenen Interaktionsmoglichkeiten binden zwei Inhibitor-Molekiile je
Monomer. Der K;-Wert dieses Inhibitors liegt mit 41uM eher im mittle-
ren Bereich. Ein entsprechendes Modell fiir einen in vitro-Test steht mo-
mentan leider noch nicht zur Verfiigung.

4.3 Liponamid-Dehydrogenase

Ein weiteres Zielprotein zur Entwicklung von Antitrypanosomiasis-
Medikamenten ist die Liponamid-Dehydrogenase [KRAUTH-SIEGEL &
SCHONECK, 1995]. Als Bestandteil mehrerer Multienzymkomplexe spielt
es eine sehr wichtige Rolle im Stoffwechsel und ist am Wirkmechanis-
mus von Nifurtimox beteiligt, einem Medikament zur Therapie der aku-
ten Phase der Chagas-Krankheit. Wie die Trypanothion-Reduktase und
Glutathion-Reduktase besitzt auch dieses Enzym eine Dimer-Kavitit,
welche in der Lage ist, potentielle Inhibitoren aufzunehmen. Diese Kavi-
tat ist jedoch, im Gegensatz zu den anderen beiden hier untersuchten
Zielproteinen, nicht mit den aktiven Zentren des Enzyms verbunden, son-
dern nur mit der Oberfldche. Da fiir die LipDH bis auf Carmustine, Mel-
arsenoxid und einige subversive Substrate bis heute keine Inhibitoren be-
kannt sind [BLUMENSTIEL et al., 1999; SALMON-CHEMIN et al., 2001;
KRAUTH-SIEGEL & SCHONECK, 1995], wurde im Rahmen dieser Arbeit

versucht, erste Substanzen mit inhibitorischem Potential zu identifizieren.

107



DISKUSSION

4.3.1 Virtuelles Hochdurchsatz-Screening zur Identifizierung von
LipDH-Inhibitoren

Um ein virtuelles Hochdurchsatz-Screening mit dem Linux-Cluster
durchfithren zu kénnen, musste die Hardware zuerst fir diesen Zweck
validiert werden. Dies war nétig, da das Docking-Programm bis zu die-
sem Zeitpunkt unter dem IRIX-Betriebssystem auf SGI-Hardware ver-
wendet wurde und ein Wechsel auf das Linux-Cluster durchaus Einfluss
auf die Docking-Ergebnisse haben kann. Die Validierung wurde anhand
verschiedener in-house-Datensédtze durchgefiihrt. Dabei wurde auch die
optimale Geschwindigkeitseinstellung fiir ein Hochdurchsatz-Screening
ermittelt. Nach der Optimierung konnten mit Hilfe des Linux-Clusters
durch die massive Parallelisierung in sehr viel kiirzeren Zeitrdumen (ca.
Faktor 85) Ergebnisse erzielt werden, die qualitativ mit den Ergebnissen
vergleichbar waren, die auf der zur Verfiigung stehenden SGI-Umgebung
erreicht wurden. Der Vergleich der Docking-Losungen erfolgte tiber die
Bestimmung von RMSD-Werten. Die Abweichung zwischen den Ergeb-
nissen, die auf der SGI-Hardware und dem Linux-Cluster erzielt wurden,
lag dabei unter 1A (0,1nm). Leider konnte im Falle der LipDH keine fiir
das Zielprotein spezifische Optimierung des Docking-Algorithmus
durchgefiihrt werden, da nur zwei Substanzen mit inhibitorischer Wir-
kung bekannt sind und keine Kristallstruktur mit co-kristallisiertem Inhi-
bitor zur Verfiigung steht. So konnte z. B. keine passende Bewertungs-
funktion ausgewéhlt werden, die zum einen fiir eine Anreicherung von
bekannten aktiven Substanzen und zum anderen fiir eine korrekte Platzie-
rung der Substanzen in der Bindetasche sorgen wiirde, da die dafiir noti-
gen Daten nicht verfiigbar sind. Mit dem fiir das Hochdurchsatz-
Screening optimierten Setup wurden in silico 132532 Substanzen auf eine
Interaktion mit der LipDH untersucht und 16 Strukturen fiir einen in
vitro-Test selektiert. Diese Tests wurden am Biochemie-Zentrum der Uni-
versitidt Heidelberg (Arbeitsgruppe Prof. Dr. R. L. Krauth-Siegel) durch-
gefiihrt. Unter den Assay-Bedingungen waren jedoch, aufgrund ihres hyd-
rophoben Charakters, nur 5 Substanzen 16slich. In den in vitro-Tests wie-
sen drei der 5 loslichen Strukturen eine biologische Aktivitit auf. Eine

Analyse der gedockten Konformationen zeigte, dass von den ausgewihl-
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ten Substanzen vor allem die hydrophoben Aminosduren der Bindetasche
adressiert werden. Diese bietet jedoch auch viele hydrophile Interakti-
onsmoglichkeiten. Das ldsst darauf schlieBen, dass mit Substanzen, die
beide Interaktionstypen adressieren, evtl. hohere Aktivititen erzielt wer-
den konnen. Um solche Substanzen zu finden, konnten anhand der oben
erwahnten Strukturen Pharmakophor-Modelle erstellt werden und diese
manuell um hydrophile Eigenschaften erweitert werden. Dariiber hinaus
wiren auch Ahnlichkeits- und Substruktursuchen auf Basis dieser Sub-
stanzen denkbar. Somit liefern diese Experimente erste wertvolle Hinwei-
se fuir die weitere Suche nach Inhibitoren der LipDH von T. cruzi.

4.4 Ausblick

Die hier durchgefiihrte bio- und chemoinformatische Charakterisierung
der GR liefert wertvolle Informationen fiir die zukiinftige Identifizierung
von Leitstrukturen, die noch bessere Inhibitionswerte aufweisen und das
Potential besitzen, das Enzym des Wirtes und das Pendant im Parasiten
parallel zu inhibieren. Gleichzeitig geben die Analysen Anhaltspunkte,
welche zur Entwicklung spezies-spezifischer Inhibitoren genutzt werden
konnen. Aufgrund der detaillierten Kenntnisse der Bindetaschen beider
Enzyme sollte es moglich sein, Substanzen zu identifizieren, welche die
pfGR stirker hemmen als die hGR. Dies wire eine Mdoglichkeit, die Ne-
benwirkungen fiir den Wirt zu verringern und trotzdem eine synergisti-
sche Wirkung auf den Parasiten zu erzielen. Aufgrund der Tatsache, dass
intrazelluldres GSSG, neben der enzymatischen Reduktion durch die GR,
auch nichtenzymatisch durch Thioredoxin reduziert werden kann [KAN-
zoOK et al., 2000], wire auch die gleichzeitige Inhibierung der pfGR und
der Thioredoxin-Reduktase des Parasiten (pfTrxR) eine attraktive Thera-
piemoglichkeit. Dadurch wére ebenfalls eine synergistische Wirkung zu
erwarten. Zudem sollte tiberpriift werden, ob in der GR noch weitere po-
tentielle Ligandenbindungsstellen existieren, die bisher noch nicht adres-
siert wurden. Eine Detektion solcher Bindestellen wire mit entsprechen-
den Programmen wie z. B. SiteID [http://www.tripos.com] durchfiihrbar.

Um die in dieser Arbeit erstellten in silico-Vorhersagen tiber Bindungs-
modi zu bestdtigen, sind in vitro-Experimente wie Rontgenstruktur-

109



DISKUSSION

Aufklarungen notwendig. Erste Soaking- und Strukturaufkldrungsversu-
che der hGR mit einem hier identifizierten Inhibitor (Substanz 5) werden
derzeit in Zusammenarbeit mit dem Max-Planck-Institut fiir medizinische
Forschung (Heidelberg) und dem Biochemie-Zentrum der Universitit
Heidelberg durchgefiihrt. Diese Ergebnisse werden wertvolle Hinweise
fiir die weitere experimentelle Vorgehensweise liefern. Neben den in
vitro-Aktivitdtsdaten, die im Rahmen dieser Arbeit erhoben wurden, ist es
sinnvoll, die Aktivitdt der hier gefundenen Inhibitoren im Zielorganismus
zu tberpriifen. Dazu miissen in vivo-Tests mit P. falciparum sowie hu-
manen Zellen durchgefiihrt werden. Ein weiteres zweckméBiges An-
schlussexperiment wére der Test der Inhibitoren auf humanen Krebszell-
linien. Im Erfolgsfall konnten die Substanzen als Vorstufen fiir Anti-
krebs-Medikamente validiert werden. Da fiir in vivo-Versuche hohere
Hiirden als fiir in vitro-Tests zu iiberwinden sind (z. B. Membrangéngig-
keit der Substanzen), konnten diese zuerst durch in silico-Vorhersagen
priorisiert werden. Beispielsweise konnten ADMET-Parameter bestimmt
werden, womit Aussagen iiber die Bioverfiigbarkeit und Toxizitdt mog-
lich sind [NORINDER & BERGSTROM, 2006].

Ahnlich wie bei der GR, miissen auch bei der TR die subversiven Sub-
strate, nach entsprechenden in vitro-Untersuchungen, mittels in vivo-Tests
auf Aktivitit im Zielorganismus getestet werden. Daraus lieen sich In-
formationen ableiten, die wiederum fiir eine in silico-Identifizierung von
potentiell aktiveren Substanzen verwendet werden konnten. Eine Identifi-
kation von Inhibitoren, die in das aktive Zentrum der TR binden, ist mit
rein proteinstrukturbasierten Methoden aufgrund der raumlichen Ausdeh-
nung dieser Bindetasche eher schwierig. In dieser existieren zahlreiche
Interaktionsmoglichkeiten und die Liganden konnen viele verschiedene
Bindungsmodi einnehmen. Dies zeigt auch die Kristallstruktur 1GXF, in
der zwei Inhibitormolekiile in unterschiedlicher Orientierung im aktiven
Zentrum liegen. Um dieses Problem zu adressieren, konnte aus den Inter-
aktionen der beiden Inhibitormolekiile mit dem Protein ein gemeinsames
Pharmakophor-Modell erstellt werden. Erste Experimente hierzu wurden
bereits durchgefiihrt. Wenn ein in vitro-Modell fiir die TR von L. dono-
vani zur Verfiigung steht, wiirde ein Test von Inhibitoren der TR von T.
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cruzi auf dieses Enzym eine Validierung des in dieser Arbeit erstellten
Homologie-Modells ermoglichen. Aus den leichten Unterschieden zwi-
schen den beiden Enzymen und den evtl. daraus resultierenden Aktivi-
tatsunterschieden lassen sich u. U. Hinweise auf den Bindungsmodus von
Liganden ableiten.

Auch die Substanzen, die eine Inhibierung der LipDH zeigten, konnen als
Ausgangsstrukturen flir die Suche nach weiteren Inhibitoren verwendet
werden. Dabei sollten jedoch auch die hydrophilen Interaktionsmdglich-
keiten der Bindetasche adressiert werden. Dariiber hinaus wire es denk-
bar, mit Hochdurchsatz-Methoden eine bessere Datenlage zu schaffen,
die eine Optimierung des Docking-Setups ermdoglichen wiirde. Dann
konnte mit den hier verwendeten in silico-Methoden versucht werden,
Liganden zu identifizieren, die eine mit den hGR-Inhibitoren vergleichba-

re Aktivitat aufweisen.
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5 Zusammenfassung

Die Methoden der Bio- und der Chemoinformatik sind heutzutage aus der
modernen Wirkstoffforschung nicht mehr wegzudenken. Dies belegen
zahlreiche Erfolgsbeispiele wie Gleevec® oder Tamiflu®, bei deren
Entwicklung solche in silico-Methoden maBgeblich beteiligt waren. Da
die dabei durchgefiihrten Berechnungen sehr ressourcenintensiv sind,
werden leistungsfahige Computer benétigt. Neben den Grid-Computing-
Systemen bieten Linux-Cluster eine probate Moglichkeit, die bendtigten
Ressourcen zur Verfiigung zu stellen. Im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit wurde eine Linux-Cluster-Umgebung fiir virtuelles Hochdurchsatz-
Screening validiert und das Setup optimiert. Mit diesem System konnten
im Anschluss sowohl Literaturdaten reproduziert, als auch neue bioaktive
Inhibitoren identifiziert werden. Dariiber hinaus konnte eine bemerkens-
werte Geschwindigkeitssteigerung bei gleicher Qualitidt der Ergebnisse
gegeniiber der bisher verwendeten Hardware erzielt werden.

Tropische Infektionskrankheiten wie Malaria, Trypanosomiasis und Lei-
shmaniose, welche durch Protozoen der Gattungen Plasmodium sp., Try-
panosoma sp. und Leishmania sp. hervorgerufen werden, haben massive
Auswirkungen auf die Gesundheit des Menschen sowie auf den
Wohlstand vieler Lander. Sie fordern pro Jahr mehrere Millionen Todes-
opfer. Da viele der zurzeit zugelassenen Medikamente fiir die Betroffenen
nicht erschwinglich sind und sie zudem aufgrund von stdrker werdenden
Resistenzen immer mehr an Wirkung verlieren, ist die Entwicklung neuer
Medikamente zur Behandlung dieser Krankheiten dringend notwendig.
Die Tatsache, dass die o. g. Protozoen sehr empfindlich gegeniiber oxida-
tivem Stress sind, macht die Hauptkomponenten ihrer antioxidativen
Netzwerke zu hervorragenden Angriffspunkten fiir Chemotherapeutika.
Dabei sind auch die antioxidativen Netzwerke der Wirtsorganismen von
besonderem Interesse, da eine Inhibierung derselben ebenfalls zu erhoh-
tem oxidativen Stress fiir den Parasiten fithrt. Die Hauptkomponenten
dieser Netzwerke sind u. a. die Glutathion-Reduktase und die Trypa-
nothion-Reduktase. Ein weiteres Enzym, welches kein Bestandteil dieser
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Netzwerke ist, aber dennoch fiir die Entstehung von oxidativem Stress
sorgen kann, ist die Liponamid-Dehydrogenase.

Um weitere Vorstufen fiir die Entwicklung neuer Medikamente gegen
Malaria, Trypanosomiasis und Leishmaniose bereit zu stellen, wurden in
dieser Arbeit mit in silico-Methoden neue Inhibitoren dieser Enzyme id-
entifiziert. Hierzu wurde ein Grofteil der aus der Literatur bekannten In-
hibitoren in einer Datenbank erfasst und aus diesen Liganden Pharma-
kophor-Modelle abgeleitet. Mit Hilfe dieser Modelle wurden im An-
schluss virtuelle Substanzbibliotheken dahingehend gefiltert, dass die re-
sultierenden Substanzen eine hohe Wahrscheinlichkeit haben, mit dem
Zielprotein zu interagieren. Die so erhaltenen Molekiile wurden nun unter
Verwendung eines zuvor validierten und optimierten Docking-Setups in
das Zielprotein eingepasst und die chemischen Interaktionen zwischen
Protein und Ligand bewertet. Eine Auswahl an Substanzen konnte dann
mittels in vitro-Tests auf ihre biologische Wirksamkeit {iberpriift werden.
Dabei zeigte sich, dass die Aktivitit einiger Inhibitoren mit den besten
aus der Literatur bekannten Substanzen vergleichbar war. Anhand dieser
Daten war es moglich Struktur-Aktivitits-Beziehungen abzuleiten, die
deutliche Hinweise fiir die Optimierung der identifizierten Inhibitoren lie-
fern. Bei allen hier durchgefiihrten Docking-Experimenten konnte eine
gute Korrelation zwischen den vorgeschlagenen Bindungsmodi und den
gemessenen biologischen Aktivitidten der Inhibitoren beobachtet werden,
was eine weitere Bestdtigung fiir die Funktionalitidt der hier angewende-
ten Methode liefert. Die vorliegenden Ergebnisse stellen eine wertvolle
Grundlage fiir die zukiinftige Entwicklung neuer Wirkstoffe gegen Mala-
ria, Trypanosomiasis und Leishmaniose dar.
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