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Kurzfassung

Das computergestitzte  Wirkstoffdesign ist zu einem festen Bestandteil der
Arzneimittelforschung des 21. Jahrhunderts geworden, deren Anwendung sich von der
Identifizierung erster potentieller Ausgangsverbindungen bis hin zur Optimierung schon
bestehender Leitstrukturverbindungen erstreckt. In dieser vorliegenden Arbeit wurden
unterschiedliche theoretische Methoden bei der Untersuchung der Zink-abhdngigen
Histondeacetylasen (HDACs) und der Entwicklung Subtyp-selektiver HDAC-Inhibitoren
eingesetzt. Diese epigenetischen HDAC-Enzyme gelten als vielversprechende Zielstrukturen bei
der Behandlung verschiedener Krankheiten, in deren insbesondere Subtyp-selektiven Hemmung
groRes pharmazeutisches Potential gesehen wird. Dies betrifft auch die Beseitigung
unerwlnschter Arzneimittelwirkungen aufgrund der unselektiven HDAC-Hemmung von bereits
zugelassenen Inhibitoren. Im ersten Teil wird eine neue Substanzklasse HDAC8-selektiver
Inhibitoren struktur- und computerbasiert analysiert und u. a. unter Verwendung eines erstellten
quantitativen Struktur-Wirkungsbeziehung (QSAR) Modells optimiert. In Teil 2 der Dissertation
werden Interaktionsstudien mit Hydroxamsauren vom Benzothiophentyp als HDAC6-Inhibitoren
unter Einsatz von Dockingmethoden durchgefihrt und deren Aktivitat als auch Selektivitat
versucht rational einzuordnen. Im dritten Teil wird zunachst, da bisher keine Informationen Uber
die 3D-Struktur von HDAC11 existieren, die Erstellung und Validierung eines Homologiemodells
dieses Subtyps beschrieben. Darauf aufbauend werden Ergebnisse eines virtuellen Screenings
prasentiert und  mittels  molekulardynamischen  Simulationen  sowie  weiteren
computergestltzter Studien Vorschlage fur die Optimierung von identifizierten Verbindungen
gegeben. Zusammenfassend gesagt, konnte in dieser vorliegenden Dissertation erfolgreich
gezeigt werden wie potente und selektive Inhibitoren der Histondeacetylase 8, 6 und 11 durch
die Anwendung verschiedener theoretischer computergestiitzter Methoden analysiert und

entwickelt werden konnten.
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molekulares Docking, molekulardynamische Simulation, QSAR
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1. Einleitung

1.1 Epigenetik

Die erstmalige Verwendung des Begriffes ,Epigenetik” erfolgte 1942 durch Conrad Hal
Waddington, noch bevor der strukturelle Aufbau der Desoxyribonukleinsaure (DNA) durch
Watson und Crick beschrieben wurde. [1, 2] Abgeleitet von der griechischen Vorsilbe ,epi”
(griech. emti), was Ubersetzt ,nach” oder ,zusatzlich” bedeutet, definierte er diesen Begriff als
»den Zweig der Biologie, der die kausalen Wechselwirkungen zwischen Genen und ihren
Produkten, die den Phdnotyp hervorbringen, untersucht” (Originalzitat engl. ,The branch of
biology which studies the causal interactions between genes and their products which bring the
phenotype into being”). [3] Heutzutage wird der Begriff im Allgemeinen etwas enger gefasst und
die Epigenetik als das Untersuchen von mitotisch und/oder meiotisch erblichen Verdnderungen

in der Genexpression beschrieben, die nicht in der DNA-Sequenz selbst kodiert sind. [4, 5]

Die zwei bedeutendsten biochemischen Wege auf denen epigenetische Verdanderungen
vorgenommen werden, sind die DNA-Methylierung und posttranslationale Modifikationen (PTM)
an Histon-Proteinen. [6, 7] Bei Ersterem kommt es zur direkten enzymatischen Addition von
Methylgruppen an die Nukleinbasen, wobei die Methylierung an Position C5 von Cytosin die
haufigste DNA-Modifizierung darstellt. [8] Bei Zweiterem unterliegen die Haupthistone
verschiedenen der Translation nachgeschalteten Modifizierungen, darunter Acetylierungen,
Acylierung, Methylierungen, Phosphorylierungen und bspw. Ubiquitinierungen. [9-11] Histone
sind basische Proteine, um die die DNA gewickelt ist, bestehend aus einer globuldren Domane
und einem flexiblen PTM-zugédnglichen aminoterminalen Histonschwanz. [10, 12-14] Dieser
Protein-DNA-Komplex, welcher groRtenteils aus 146 bzw. 147 Basenpaaren DNA und einem
Histon-Octamer (zwei H2A-H2B Dimere und ein H3-H4 Tetramer) zusammengesetzt ist, wird in

seiner makromolekularen Form Chromatin und in seiner kleinsten funktionellen Einheit



Nukleosom bezeichnet (Abb. 1). [15-18] Das Chromatin existiert in zwei Formen; einmal als
weniger komprimiertes Euchromatin, welches die transkriptionell aktive Form darstellt und dann
als Ublicherweise transkriptionell inaktives starker komprimiertes Heterochromatin. [10, 19]
Histonmodifikationen, welche mittels einer Vielzahl an Enzymen katalysiert werden, interagieren
miteinander und stellen so eine individuelle Chromatinstruktur dar, den sogenannten Histon-
Code. [20-22] Die epigenetischen Akteure werden unterteilt in diejenigen Enzyme, die
verschiedene chemische Verdnderungen an DNA und Histonen anfiigen (engl. writers), sie
entfernen (engl. erasers) als auch in Proteindoméanen, welche wiederum diese Modifikationen

erkennen und interpretieren (engl. readers). [23, 24]
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Abb. 1 Schematische Darstellung der Verpackung von DNA im Zellkern eukaryotischer Zellen
(wiedergegebene Abbildung nach Arrowsmith et al. [24, 25])



1983 wurde erstmalig ein abweichend epigenetischer Regulierungsmechanismus mit dem
Auftreten eines medizinisch pathologischen Erscheinungsbildes in Verbindung gebracht. [26, 27]
Heute ist bekannt, dass deregulierte epigenetische Ereignisse nicht nur zur Entstehung von Krebs
fihren kénnen [15, 24, 28-35], sondern bspw. auch mit dem Auftreten neurodegenerativer [36-
38], entzlndlicher [39], immunologischer [40], kardiovaskularer [41, 42] und metabolischer [43,
44] Krankheiten in Verbindung stehen. Da im Gegensatz zu genetischen Verdanderungen
epigenetische Anderungen reversibel sind, werden gegenwartig viele epigenetische Enzyme als
potentielle therapeutische Targetproteine in der Wirkstoffforschung untersucht, mit dem Ziel
durch das Entwickeln von zielgerichteten Inhibitoren das Ungleichgewicht wieder umzukehren

und auszugleichen. [45-47]

1.2 Histondeacetylasen (HDACs)

Eine der am meisten untersuchten Histonmodifikationen ist die Acetylierung am e-Stickstoff von
Lysin-Seitenketten, erstmalig beschrieben von Allfrey et al. im Jahre 1964. [48-53] Dabei sind die
Histon-Acetyltransferasen (HATs) und die Histondeacetylasen (HDACs) die beiden regulierenden
Enzymklassen mit entgegengesetzter Aktivitat, welche Einfluss darauf haben, wie DNA und
Histone im Chromatin gepackt vorliegen. [16, 54, 55] Bei erstgenannter Klasse der HATs werden
Acetylgruppen von der biologischen Donorverbindung Acetyl-Coenzym A auf Lysine Ubertragen
und so die positive Ladung, die diese Aminosadure bei physiologischem pH-Wert tragt,
neutralisiert. [56] Umgekehrt wird hingegen bei den HDACs Acetyllysin zum Lysin hydrolysiert,
was deren positive Ladung wiederherstellt. Eine Acetylierung von Lysin hat gegenlber
nichtsubstituiertem Lysin bedingt durch die neutrale Ladung, einer héheren molekularen Masse
und seiner starkeren Hydrophobie zur Folge, dass DNA weniger affin an den Histonkomplex
gebunden ist, wodurch RNA-Polymerasen als auch andere Transkriptionsfaktoren besseren
Zugang zu ihren jeweiligen Promoterregionen erhalten und somit die Transkription im
Allgemeinen erhoht wird. [48, 49, 55] Bei deacetyliertem Lysin bzw. niedrigerem

Acetylierungsgrad ist die Genexpression hingegen herabgesetzt, was HDACs zu



Transkriptionsrepressoren macht. [55, 57, 58] Historisch betrachtet wurde die Lysin-Acetylierung
zu Beginn ausschlielRlich an Histonen beobachtet und beschrieben. Heute ist jedoch bekannt,
dass diese posttranslationale Modifikation nicht auf diese Klasse von Proteinen beschrankt ist.
[59-61] Bekannteste Nicht-Histon-Proteine der HDACs sind u. a. das Tumorsuppressor-Protein
p53, das Chaperon-Protein Hsp90, der Transkriptionsfaktor NF-kB und das zum Cohesin-Komplex
gehorende SMC3. [62-65]

Die HDAC-Enzymklasse wird unterteilt in sogenannte Zink-abhangige Enzyme, die ein Zinkion als
Cofaktor benotigen, und in die auch als Sirtuine bezeichnete HDAC-Klasse (Klasse Ill), welche
hingegen abhangig von NAD* als Coenzym ist und strukturell als auch vom
Reaktionsmechanismus sich von Ersterem unterscheidet. [62, 66] Die klassischen Zink-
abhangigen HDAC-Enzyme werden noch einmal weiter unterteilt basierend auf ihrer
Sequenzhomologie zu Hefeproteinen, ihrer zelluldren Lokalisation, ihrem Expressionsmuster und
der enzymatischen Aktivitat. [67-69] Im Hinblick auf die klassischen HDACs, welche Gegenstand
dieser Arbeit sind, sind insgesamt vier HDAC-Klassen und elf verschiedene Subtypen bekannt
(Tabelle 1). [55] Die zur Klasse | gehorigen Subtypen HDAC1, 2, 3 und 8 sind homolog zu dem
Rpd3-Hefeprotein und hauptsachlich im Kern lokalisiert (mit Ausnahme von ebenfalls im
Zytoplasma lokalisiertem HDACS). Klasse Il HDACs zeigen Homologie zu Hdal, sind sowohl im
Kern als auch im Zytoplasma zu finden und werden nochmals untergruppiert in Klasse lla (HDAC4,
5,7 und 9) und llb (HDAC6 und 10). Die Klasse IV ist reprasentiert durch den Subtyp HDAC11 und

zeigt Ahnlichkeiten sowohl zu den Klassen | und Il. [70]



Tabelle 1 Klassifizierung Zink-abhdngiger HDAC-Enzyme

HDAC-Klassen HDAC-Subtypen
Klasse | HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS
Klasse lla HDAC4, HDACS, HDAC7, HDACS
Klasse llb HDAC6, HDAC10
Klasse IV HDAC11

Trotz der vorhandenen Klassifizierung der HDAC-Familie ist die katalytische Domaéne in ihrer
Architektur bzw. ihrem strukturellen Aufbau bei allen Zink-abhangigen HDAC-Enzymen
weitgehend ahnlich. [69, 71] Von humanen, pflanzlichen, parasitdren bis hin zu bakteriellen
HDACs, allen tiber 250 der Offentlichkeit zur Verfiigung stehenden Kristallstrukturen sind ihre
acht B-Faltblattstrukturen umgeben von einem Ensemble aus a-Helices und den jeweiligen
verbindenden flexibleren Schleifen-Elementen gemein (Abb. 2). [72, 73] Der trichterformige, ca.
11 A lange Bindungstunnel ist in allen elf HDAC-Subtypen vorzufinden und wird entsprechend
seinem Substrat Lysin-Bindungstunnel genannt. [74, 75] Er wird ausgekleidet von sieben
Schleifen, enthalt am unteren Ende das katalytische Zinkion und kann je nach HDAC-Klasse,

Subtyp bzw. gebundenen Liganden durch zusatzliche Proteintaschen erweitert sein. [76-81]



Abb. 2 Proteinfaltung von HDAC-Enzymen veranschaulicht anhand einer HDAC8-Kristallstruktur
(PDB ID 1T64). Bénderdarstellung geférbt nach Sekunddrstrukturelementen: p-Faltblétter in gelb,
a-Helices in rot und Schleifen in weifs. Das katalytische Zinkion ist abgebildet als braune Kugel.

Insgesamt sind mehrere konservierte Aminosdauren an dem katalytischen Mechanismus der
HDAC-vermittelten Deacetylierung beteiligt, von dem angenommen wird, dass er bei den HDAC-
Klassen I, llb und IV relativ ahnlich verlauft. [78, 82-84] Abb. 3 illustriert exemplarisch an dem
Subtyp HDACS8 diesen vorgeschlagenen Mechanismus im aktiven Zentrum. [85, 86] Das Carbonyl-
Sauerstoffatom der Acetylgruppe befindet sich dabei anfanglich zwischen dem Zinkion und dem
Tyr306 koordiniert. Ein Wassermolekdl, welches ebenfalls vom Zinkion gebunden ist, wird dann
von der His143-Asp183 Zweiergruppe deprotoniert und damit aktiviert fiir einen nukleophilen
Angriff an das Carbonyl-Kohlenstoffatom der Acetylgruppe. Dies hat ein tetraedrisches von
Tyr306 und dem Zinkion stabilisiertes Substrat-Zwischenprodukt zur Folge. Zuletzt wird die Lysin-
Amingruppe durch His143 protoniert, wobei das hydratisierte Intermediat wieder aufgelost wird

und als Endprodukte ein deacetyliertes Amin und ein Acetatmolekll entstehen. Bei HDACs der



Klasse lla hingegen ist nahezu keine katalytische Aktivitat vorhanden (statt des Fungierens als
Deactylierungsenzym wird eine Histon-Erkennungsfunktion vermutet [55, 68]), da das
Zwischenprodukt-stabilisierende Tyrosin im aktiven Zentrum durch ein Histidin ersetzt ist. [83,
87-89] Mittlerweile ist bekannt, dass die posttranslationale Acylierung und Deacylierung von
Lysin-Aminosauren nicht ausschlieRlich auf Acetylgruppen begrenzt ist, sondern auch eine
Vielzahl weiterer kirzerkettige als auch langerkettige Acylgruppen umfasst. [90] Trotz dieser
Erkenntnis und dem Wissen, dass posttranslationale Modifikationen nicht auf Histon-Proteine
beschrankt sind, ist und bleibt der traditionelle Name ,Histondeacetylasen (HDACs)“ der
verbreitetste Name dieser Enzymklasse und wird daher auch in dieser vorliegenden Arbeit

verwendet werden.
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Abb. 3 Katalytischer Mechanismus von HDACs der Klassen |, Ilb und IV am Beispiel des Subtyps
HDACS8 (Abbildung wiedergegeben mit Erlaubnis der Amerikanisch-Chemischen Gesellschaft ACS

[86])



HDAC8

HDACS8 ist im Jahr 2000 als 42 kDa Protein bestehend aus 377 Aminosauren identifiziert worden.
[91-93] Sie gehort zu den am meisten untersuchten HDACs und war auch die erste humane
HDAC, welche in Holoform kristallisiert wurde. [72, 75, 94-98] HDACS8 wird ubiquitar exprimiert
und ist im Gegensatz zu den anderen Klasse | HDACs sowohl im Kern als auch im Zytoplasma
lokalisiert, wo sie an zahlreichen physiologischen und pathologischen Vorgangen beteiligt ist.
[91-93, 99-102] Das Substratrepertoire erstreckt sich von Histonen mit einer Praferenz fir H3
und H4 bis zu Nicht-Histon-Proteinen, wie beispielsweise SMC3, ERRa und p53. [92, 96, 99, 103-
105] Uberexpression von HDACS findet man in adulten Krebsgeweben von u. a. Brust, Dickdarm,
Leber, Lunge, Pankreas und bei dem Neuroblastom, einer Krebserkrankung im Kindesalter mit
einer Uberlebenswahrscheinlichkeit von unter 50 %. [103, 106-112] Bei Letzterem steht HDACS8
besonders im Fokus als therapeutisches Target, da sie besonders transkriptionell Gberaktiv in der
aggressiven mit schlechten Behandlungsergebnissen in Verbindung stehenden Stufe 4 (nach
INSS-Klassifizierung engl. International Neuroblastoma Staging System) von Neuroblastom-
Patienten ist. [110] Darlber hinaus gibt es Berichte, die diesen Klasse | Subtyp bzw. deren
Deregulation in den Zusammenhang stellen mit dem T-Zell-Lymphom, mit parasitaren
Infektionen, mit dem Cornelia-de-Lange-Syndrom und der X-chromosomalen mentalen

Retardierung. [77, 99, 106, 113, 114]

HDAC6

Das 1215 Aminosaure groRe zur Klasse llb gehorige HDAC6-Protein ist der einzige HDAC-Subtyp,
der im Gegensatz zu allen anderen HDACs hauptsachlich im Zytoplasma vorzufinden ist und aus
zwei katalytischen Domanen besteht (KD1 und KD2). [115-120] Wahrend sowohl die KD1 als auch
die KD2 fiur eine bestmogliche biologische Aktivitat benotigt werden, ist es die KD2, welche fir
die Lysin-Deacetylierung verantwortlich gemacht wird. [117-122] Aufgrund der
zytoplasmatischen Lokalisation sind es besonders Nicht-Histone, wie a-Tubulin [123], Cortactin

[124], das Chaperon-Protein HSP90 [125], Peroxiredoxin [126], das Mikrotubuli-bindende Tau-



Protein [127] und Ubiquitin [128], die unter anderem als Substrate fungieren. [129-131] Um
strukturelle Informationen zu erhalten, wurde in der Vergangenheit 6fter auf Homologiemodelle
(siehe Gliederungspunkt 3.3 Seiten 21-23) zurlckgegriffen, bis 2016 eine erste
Rontgenstrukturaufnahme der KD2 von HDACG zur Verfligung stand. [82, 123, 132-135] Seitdem
sind die PDB (engl. Protein Data Bank) -Eintrdage von kristallisierten HDAC6-Strukturen stetig
ansteigend, wobei man fast ausschlielRlich von Danio rerio (Zebrabarbling) als validem und
robustem Aquivalent zum humanen Enzym Gebrauch macht (einzige humane HDAC6 PDB ID
5EDU). [73, 82, 136, 137] Zahlreiche Erkrankungen werden mit einer Uberaktivitit von HDAC6 in
Verbindung gebracht. Dies umfasst verschiedene Krebsarten (z. B. Multiples Myelom [121, 138-
140], Glioblastom [141-143], Eierstockkrebs [144, 145]), erstreckt sich aber auch auf
Autoimmunerkrankungen und neurodegenerative Stérungen. [116, 146-149] So wird bspw.
angenommen, dass HDACG6 u. a. durch das Tau-Protein als dessen Substrat an der Pathologie von
Morbus Alzheimer beteiligt ist. [150-152] Doch auch Corea Huntington und die Parkinsonsche

Krankheit wurden von Wissenschaftlern mit HDAC6 bereits in Zusammenhang gebracht. [147]

HDAC11

HDAC11 ist der zuletzt identifizierte HDAC-Vertreter und gehort alleinig zur Klasse IV der HDAC-
Familie. [153, 154] Sie besitzt eine Sequenzahnlichkeit sowohl mit den Klasse I- als auch mit den
Klasse Il HDAC-Enzymen, doch fehlen bisher genauere Informationen zur dreidimensionalen (3D)
Struktur aufgrund fehlender Rontgenstrukturaufnahmen. [136, 155-158] Mit 347 Aminosauren
bzw. einem Molekulargewicht von 39 kDa ist sie dariiber hinaus die kleinste Struktur der elf Zink-
abhangigen HDAC-Proteine. [154] Hinsichtlich der Substratspezifitdt von HDAC11 konnten drei
Forschungsgruppen unabhangig voneinander eine hohe Aktivitat fir Substrate mit mittelkettigen
(> 8 Kohlenstoffatome) Fettsdure-acylierten Lysin-Seitenketten und eine niedrige Aktivitat fur
klassisch acetylierte Substrate nachweisen. [159-161] HDAC11 ist primar im Zellkern lokalisiert
und vorwiegend in Gehirn, Testikeln, Immunzellen, Nieren, Herz und Skelettmuskeln exprimiert.
[154, 162] Uber die biologische Funktion dieser Deacylase ist noch relativ wenig bekannt. Mit

Bezug auf die Onkologie wurde eine Uberaktivitdt von HDAC11 in Krebslinien von u. a. Brust,



Dickdarm, Eierstock, Lunge und Prostata sowie bei dem Neuroblastom festgestellt. [157, 163,
164] Doch die meisten Berichte dieses Klasse IV Subtyps stehen in Verbindung mit
immunologischen Vorgangen und Erkrankungen wie bspw. der Multiplen Sklerose. [70, 159, 165-
172] Neuere Studien zeigen, dass HDAC11 auch an der Entwicklung von Adipositas, Diabetes und

allgemein an dem gesamten metabolischen Syndrom beteiligt sein kénnte. [43, 44, 157]

1.3 HDAC-Inhibitoren

Die HDAC-Enzyme rickten in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus als vielversprechende
Zielstrukturen zur Behandlung verschiedener Krankheiten. [42, 173-175] Intensive Forschungs-
und Entwicklungsarbeit mindeten im Jahr 2006 mit der Zulassung eines ersten HDAC-Inhibitors
(Vorinostat) durch die Arzneimittelbehorde der Vereinigten Staaten FDA. [176] Seitdem wurden
in den USA drei weitere HDAC-Inhibitoren zugelassen (Romidepsin 2009, Belinostat 2014,
Panobinostat 2015), aber auch in Europa (Belinostat 2012 Orphan-Status, Panobinostat 2015),
China (Chidamid 2015) und Japan (Chidamid 2021) kam es zu ersten Zulassungen (Abb. 4). [177-
181] Alle diese Wirkstoffe kommen bei Krebserkrankungen des Lymphsystems zum Einsatz; bei
dem kutanen T-Zell-Lymphom (Vorinostat, Romidepsin), dem peripheren T-Zell-Lymphom
(Belinostat, Romidepsin, Chidamid in China), dem multiplen Myelom (Panobinostat) und bei
adulter T-Zell-Leukdamie (Chidamid in Japan). Es wird angenommen, dass die Wirkung von HDAC-
Inhibitoren im Allgemeinen aufgrund der Hyperacetylierung von entsprechenden Histon- als
auch Nicht-Histon-Proteinen durch eine verstarkte Transkription proapoptotischer Gene erfolgt,
welche bei Krebszellen abnormal zu inaktiv sind. [50, 182] DarUber hinaus werden Effekte u. a.
auf den Stillstand des Zellzyklus, Hemmung der Angiogenese und DNA-Reparaturmechanismen

diskutiert. [183, 184]

10



g ;WJ% o ¢ X

° 2 P P> HN (o]
Hi ] HI o] H \©\

Vorinostat Romidepsin Belinostat Panobinostat Chidamid

(aktivierte Form)

Abb. 4 Zugelassene HDAC-Inhibitoren

Bei dem Design und der Entwicklung von HDAC-Inhibitoren wird in der Regel ein weit
verbreitetes Struktur-basiertes Pharmakophor-Modell benutzt, welches erstmalig von Jung et al.
in den 90er Jahren vorgeschlagen wurde. [185, 186] Wie in Abb. 5 anhand von Vorinostat
veranschaulicht, setzt es sich zusammen aus einer das katalytische Zinkion koordinierenden
Gruppe (Zink-bindende Gruppe), einer in den Substratbindungstunnel platzierten Gruppe
(Verknlpfungsgruppe) und einer mit der Oberflache des Proteins bzw. dem dulReren Rand des
Bindungstunnels interagierenden Gruppe (Randgruppe). Dieses klassische Modell ist
weiterentwickelt worden, was eine Klassifizierung mittels verschiedener Proteintaschen
ermoglicht (bspw. FuBtasche, Seitentasche), welche je nach HDAC-Klasse und -Subtyp durch

entsprechende Inhibitoren adressiert werden kénnen. [71, 81, 187, 188]
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Abb. 5 Vorinostat farblich gekennzeichnet entsprechend dem klassischen Pharmakophor-Modell
flir HDAC-Inhibitoren

Alle zugelassenen HDAC-Inhibitoren haben zahlreiche unerwinschte Arzneimittelwirkungen
gemein. Die beobachteten Nebenwirkungen erstrecken sich von gastrointestinalen
Beschwerden wie Appetitlosigkeit, Diarrhée und Ubelkeit, Gber Blutbildungsstérungen wie
Thrombozytopenie, Neutropenie und damit verbunden einer erhéhten Infektanfalligkeit bis hin
zu Midigkeitserscheinungen und negativen kardialen Auswirkungen. [189-197] Solche in
klinischen Untersuchungen beobachtete toxische Effekte von HDAC-Inhibitoren konnten in
Verbindung gebracht werden mit ahnlichen Nebenwirkungen bei HDAC-Knockout-Studien an
einzelnen HDAC-Subtypen. [198, 199] Mittlerweile wird in der HDAC-Klassen und -Subtyp
unselektiven Hemmung (Pan-Inhibition) zugelassenen als auch zahlreicher sich in der
Entwicklung befindender HDAC-Inhibitoren eine Hauptursache fir die beobachteten Off-Target-
Effekte und die auftretenden Toxizitdten gesehen. [55, 67, 114, 173, 200-202] Es wird daher
angenommen, dass HDAC-Inhibitoren mit verbessertem Selektivitatsprofil unerwlinschte

Arzneimittelwirkungen reduzieren und damit sicherere Verbindungen darstellen. [55, 135, 202-
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208] Dies ist und bleibt eine Herausforderung aufgrund der hohen sequenziellen und
strukturellen Ahnlichkeiten der einzelnen Vertreter untereinander und aufgrund der Tatsache,
dass fur einige HDAC-Enzyme bisher noch keine Rontgenstrukturaufnahmen fur ein Struktur-

basiertes Design zur Verfligung stehen (HDAC5, 9 und 11). [187, 200]

Wahrend alle zugelassenen HDAC-Inhibitoren sich in vitro als potente Verbindungen mit ICso-
Werten im submikromolaren Bereich erwiesen, sind die klinisch erforderlicher Dosen im
Verhiltnis dazu deutlich hoher. [209-214] Als Hauptgrund dafir wird die metabolische
Instabilitat dieser Verbindungen angefihrt. Drei der vier FDA-zugelassenen Inhibitoren besitzen
eine Hydroxamsaure als Zink-bindende Gruppe, welche einen wesentlichen Beitrag zur
Bindungsaffinitat leistet, aber auch anfallig ist fir Hydrolyse und Glucuronidierung, was
wiederum zu einer schnellen Inaktivierung der HDAC-Inhibitoren fihrt (kurze Halbwertzeiten
und niedrige maximale Plasmakonzentrationen) und damit verbunden héhere Dosisregime
erforderlich macht, um therapeutische Konzentrationen zu erreichen. [215-221] Doch der groite
Nachteil beim Einsatz von Hydroxamsauren in Arzneistoffen ist ihre Mutagenitat verursacht
durch eine im Korper stattfindende chemische Reaktion (Lossen-Umlagerung), bei welcher die
Hydroxamsaure zum Isocyanat umgewandelt wird und dieses wiederum nach einem weiteren
Zwischenschritt mit Nukleotiden der DNA reagieren kann. [76, 222, 223] Aufgrund dieser
schlechten pharmakokinetischen und mutagen Eigenschaften als auch der vielen Off-Target-
Effekte (u. a. Interaktionen mit dem hERG-Kanal) infolge der unselektiven Hemmung von HDAC-
Enzymen und weiteren Metalloenzymen (Matrix-Metalloproteasen, TNF-a konvertierendes
Enzym), ist die Identifizierung von potenten HDAC-Inhibitoren mit Nicht-Hydroxamsauren als
Zink-chelatisierende Gruppe von groRem Interesse flr Wissenschaft und Forschung. [222, 224-
230] Dies kdonnte die Behandlung auf bspw. neurodegenerative und entziindliche Indikationen
erweitern, die nicht lebensbedrohlich bzw. akut sind und teilweise Langzeiteinnahmen
erfordern. [222, 226, 231, 232] Bisher werden alle HDAC-Inhibitoren ausschlieBlich im
onkologischen Bereich angewendet, wo die unerwiinschten Nebeneffekte mit der Schwere der

Erkrankungen abgewogen werden.
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HDACS8-Inhibition

PCI-34051 gehort zu den ersten selektiven HDACS8-Inhibitoren und ist der am haufigsten
verwendete und vergleichend herangezogene HDAC8-selektive Inhibitor (Abb. 6). [94, 99, 114,
233-235] Basierend auf einem Indol als Verknlpfungsgruppe und einer Hydroxamsaure als Zink-
koordinierende Gruppe wurde mit dieser Verbindung HDAC8 mit einem ICso-Wert im
nanomolaren Bereich gehemmt. [114] Es konnte eine markante Selektivitat gegenlber anderen
HDACs (Selektivitatsindex > 200 gegenliber HDAC1, 2, 3, 6 und 10) als auch eine zelluldre Aktivitat
nachgewiesen werden. [114] PCI-34051 zeigte antiproliferative Effekte an Leberkrebszellen und
Zellen des T-Zell-Lymphoms. [114, 236] Ahnliches wird aufgrund der HDACS-Selektivitat auch
bspw. bei Neuroblastom-Zellen erwartet. [106, 107, 237, 238] Einen weiteren potenten HDACS-
Inhibitor stellt die Verbindung NCC149 dar (Abb. 6). [234, 235]

o

PCI-34051 NCC149

Abb. 6 2D-Strukturen von zwei HDACS8-selektiven Inhibitoren
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HDACG6-Inhibition

Haggarty et al. berichteten 2003 erstmalig von einem HDAC6-selektiven Inhibitor (Tubacin).
[121] Auf diesen wurde und wird oft bei dem Design und der Entwicklung von weiteren HDAD6-
Inhibitoren Bezug genommen, auch wenn Tubacin aufgrund seiner schlechten arzneistofflichen
Eigenschaften (engl. druglikeness), seiner hohen Lipophilie und aufwendigen Synthese als
Arzneistoff keine Relevanz zugeschrieben wird. [147, 148, 239] Zu den neueren Inhibitoren
gehoren u. a. Tubastatin A [133], Nexturastat A [240] und HPOB [241], welche alle eine
Hydroxamsaure als ZBG, eine aromatische Verknlpfungsgruppe und eine sperrige Randgruppe
gemeinsam haben (Abb. 7). Tubastatin A bspw. zeigte einen |Cso-Wert von 15 nM und eine 1000-
fache Selektivitat gegenliber HDAC1. [133] Mit diesem Tetrahydro-y-carbolin Analogon konnte
eine ausgepragte praklinische antitumorale Aktivitat bei Gliomen nachgewiesen werden und er
war der erste HDAC6-Inhibitor bei dem eine neuroprotektive Wirkung belegt werden konnte.

[133, 242]

¢ N\/\/ o
Nl
H'i' o Hril o Hl“il o
OH OH OH
Tubastatin A Nexturastat A HPOB

Abb. 7 2D-Strukturen von drei HDAC6-selektiven Inhibitoren
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HDAC11-Inhibition

Die inhibitorischen Aktivitaten von verschiedenen an HDAC11 getesteten Verbindungen sind
teilweise sehr uneinheitlich und erschweren den Vergleich bzw. die Beurteilung potentieller
HDAC11-Inhibitoren. [156, 243] Bspw. stellten sich bisher als HDAC11-aktiv angesehene
Verbindungen unter Verwendung eines neuartigen in vitro-Testverfahrens und eines neuen auf
der HDAC11-spezifischen Deacylierung beruhenden Substrates als inaktiv heraus. [243] Eine
erste umfassende Verbindungsserie an potenten und selektiven HDAC11-Inhibitoren waren die
2018 veroffentlichen N-Hydroxy-2-arylisoindolin-4-carboxamide mit dessen Leitverbindung
FT895 (Abb. 8). [244] Weiterhin gibt es Berichte von N-Alkylhydraziden als HDAC11-Inhibitoren
mit signifikantem Selektivitatsprofil (Selektivitatsindex der Leitverbindung SIS17 > 120 gegenUber
HDACL, 4 und 8). [245]

FT895 SIS17

Abb. 8 2D-Strukturen von zwei HDAC11-selektiven Inhibitoren
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2. Zielstellung der Arbeit

Die Inhibition Zink-abhangiger HDAC-Enzyme ist eine vielversprechende therapeutische
Strategie zur Behandlung verschiedener Krankheiten. Da in der unselektiven Hemmung
zugelassener HDAC-Inhibitoren eine Hauptursache fir unerwinschte Arzneimittelwirkungen
gesehen wird, war ein Hauptziel dieser Arbeit die computergestitzte Untersuchung potenter
und selektiver HDAC-Inhibitoren mit Hilfe verschiedener theoretischer Verfahren. Die
computergestitzten Studien sollten zum einen die Interaktion der Inhibitoren mit ihrem Target
darlegen und zum anderen Hinweise fur die Optimierung dieser Verbindungen geben. In dem
ersten Teil der Arbeit galt es eine neue Substanzklasse HDAC8-selektiver Inhibitoren struktur-
und computerbasiert zu analysieren, ein QSAR-Modell zu erstellen und unter dessen
Verwendung eine fragmentbasierte Leitstrukturverbesserung erfolgreich voranzubringen. Im
zweiten Teil sollte anhand von Dockingstudien die Aktivitdt sowie Selektivitat identifizierter
Hydroxamsauren vom Benzothiophentyp als HDAC6-Inhibitoren ndaher untersucht und erldutert
werden. Im dritten und letzten Teil war es zunachst Ziel aufgrund fehlender Informationen Uber
die 3D-Struktur des Targetproteins HDAC11 ein Homologiemodell zu erstellen, dieses zu
validieren und von diesem ausgehend ein virtuelles Screening durchzufihren. Mittels weiterer
computergestitzter Studien sollten daraufhin die identifizierten HDAC11-Inhibitoren optimiert
werden. Dabei kamen verstarkt molekulardynamische Simulationen zum Einsatz um die
ermittelten Dockingposen verifizieren zu kdonnen. Alle in diese Arbeit Eingang gefundenen
computerbasierten Methoden wurden zuvor falls vorhanden an Kristallstrukturen getestet. Ein
Augenmerk bei der Entwicklung sowie Beschreibung Subtyp-selektiver Inhibitoren in allen drei
Hauptteilen lag auf der detaillierten Analyse von Gemeinsamkeiten und Unterschiede des
Bindungstunnels der HDAC-Proteine. Die computergestitzten Experimente wurden in enger
interdisziplindrer Kooperation mit Mitarbeitern der Abteilung Medizinische Chemie und anderen
Forschungsgruppen erbracht, welche u. a. die chemische Synthese und biochemische Testung

durchfuhrten.
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3. Methoden

Das Feld des computergestitzten Wirkstoffdesigns (engl. computer-aided drug design) ist zu
einem festen Bestandteil der Arzneimittelforschung des gegenwartigen Jahrhunderts geworden.
GrolRere pharmazeutische Unternehmen unterhalten langst separate Abteilungen dieser an
Bedeutung zunehmenden Disziplin. [246-249] Es gibt mittlerweile zahlreiche Beispiele an
zugelassenen Arzneistoffen, die unter Beteiligung von in silico-Methoden entwickelt wurden.
[250-252] Als erster groRer Erfolg wird hierflr oft der ACE-Hemmer Captopril angefiihrt, der
erste Wirkstoff mit Wirkung auf das Renin-Angiotensin-System. [250, 251, 253-255] Auch heute
noch zahlt die Klasse der ACE-Hemmer zu den zweithdufigst verordneten Antihypertensiva in
Deutschland. [256] Als erstes Arzneimittel, welches aus der experimentell ermittelten
Rontgenstruktur seines Zielproteins hervorgegangen ist, gilt der bei der Behandlung des
Offenwinkelglaukoms angewandte Carboanhydrasehemmer Dorzolamid. [251, 257, 258]
Weiterhin sei noch bspw. auf die Mitte der 90er Jahre auf den Markt gekommenen und seither
die AIDS-Todesfélle reduzierenden HIV-Proteaseinhibitoren (Ritonavir, Indinavir, Saquinavir)
verwiesen, bei deren Entwicklung struktur- und computerbasierte Methoden eine Schltsselrolle
zukam. [259-262] Doch von der Anwendung chemoinformatischer Methoden hat nicht nur die
Arzneimittelforschung profitiert, auch die Kosmetikindustrie, Lebensmittelchemie und
agrochemische Industrie verwenden teilweise dhnliche Technologien. [263-265] Besonders in
dem letzten Jahrzehnt seit der Novellierung der EU-Chemikalienverordnung (REACH-
Verordnung) und der Basler Deklaration fordern Zulassungsbehorden verstarkt die Umsetzung
der 3R-Prinzipien zur Verfeinerung, Verminderung und Vermeidung von Tierversuchen, wodurch

alternativen Methoden (wie z. B. QSAR-Modelle) wichtigere Bedeutung zukommt. [266-272]

Die Anwendung der computergestltzten Wirkstoffentwicklung erstreckt sich im Allgemeinen
von der Identifizierung erster potentieller Ausgangsverbindungen bis hin zur Optimierung schon
bestehender Leitstrukturverbindungen. Die dabei in dieser Arbeit hauptsachlich angewendeten

Methoden werden in diesem Abschnitt kurz vorgestellt und beschrieben. Sie beinhalten das
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virtuelle Screening, die fragmentbasierte Leitstrukturoptimierung, die Homologiemodellierung,
das molekulare Docking, molekulardynamische Simulationen, das Berechnen freier
Bindungsenthalpien, die Entwicklung und Selektion von QSAR-Modellen als auch zuletzt einen
kurzen Uberblick Gber in vitro-Testverfahren. Zur Visualisierung als ein wichtiger Bestandteil

dieser Methoden wurden v. a. die Softwarepakete Pymol und MOE verwendet. [273-276]

3.1 Virtuelles Screening

Beim Virtuellen Screening (VS) werden entgegen dem klassischen experimentellen
Hochdurchsatz-Screening, als eines der am haufigsten verwendeten Verfahren der
Arzneimittelforschung in den letzten Jahrzehnten [277], elektronische Substanzdatenbanken
mittels computerbasierter Methoden nach Verbindungen mit bspw. erwinschten
pharmakologischen, pharmakokinetischen und/oder toxikologischen Eigenschaften durchsucht.
[278, 279] Dabei wird die biologisch-experimentelle Testung nicht ersetzt, sondern sie wird
vielmehr erganzt dahingehend, dass durch eine in silico-Vorauswahl potentieller Kandidaten Zeit-
und Kostenressourcen reduziert werden kénnen. [280] Externe Datenbanken und sogar noch
nicht synthetisierte Verbindungen kénnen dadurch Berlcksichtigung finden bei der Suche nach
neuen Leitstrukturen fir die Wirkstoffentwicklung. Sowohl der ligandenbasierte Ansatz (LBVS)
als auch der strukturbasierte Ansatz (SBVS) wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet. Die
strukturbasierende Methodik beruht auf der Verfligbarkeit einer 3D-Struktur des Targetproteins,
sei es bspw. durch Rontgenstrukturaufnahme oder auch durch Homologiemodellierung, und
findet vor allem beim molekularen Docking seine Anwendung; dort hat es schon vielfach zur
erfolgreichen Identifizierung von neuen Verbindungen beigetragen. [251, 281-285] Beim
ligandenbasierenden VS stehen aufbauend auf der Annahme, dass dhnliche Verbindungen
geneigt sind eine &hnliche biologische Wirkung zu zeigen, schon bekannte Liganden im
Mittelpunkt der Forschung und dienen als Vorlage bei der Durchfithrung von Ahnlichkeitssuchen.
[286-288] Ein zusatzlich haufig angewendeter Filter bei beiden Ansatzen ist Lipinskis ,5er-Regel”,

welche bei Verbindungen mit einem Molekulargewicht Uber 500 Da, einem Octanol-Wasser-
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Verteilungskoeffizienten (logP) Gber 5, mehr als 5 Wasserstoffbriickendonatoren und mehr als
10 Wasserstoffbrickenakzeptoren tendenziell schlechte Absorptions- und

Permeationseigenschaften nach oraler Administration erwarten lasst. [289, 290]

3.2 Fragmentbasierte Leitstrukturoptimierung

Das fragmentbasierte Wirkstoffdesign (FBDD von engl. fragment-based drug design/discovery)
ist neben dem klassischen Hochdurchsatz-Screening eine Methode um Wirkstoffkandidaten zu
identifizieren und zu optimieren. Sie hat in den letzten beiden Jahrzehnten an Bedeutung
zugenommen und bereits zu zugelassenen Arzneistoffen gefiihrt. [291-297] Der Name leitet sich
davon ab, dass die Suche bzw. Optimierung von niedermolekularen Verbindungen ausgeht,
welche einen grolReren chemischen Raum abdecken. [298, 299] In den meisten Fallen werden
Leitstrukturen bruchstickhaft erweitert mit dem Ziel zusatzliche Wechselwirkungen mit dem
Protein zu schaffen. [292, 300, 301] Dabei wird unter anderem die Messgrofie Ligandeffizienz
(LE), die die Wirkstadrke einer Verbindung in das Verhaltnis zu deren Anzahl an Atomen (ohne
Wasserstoff) stellt, verwendet, um einen solchen Prozess zu begleiten. [302, 303] Im
durchgeflihrten  computergestitzten Ansatz des FBDD wurde ausgehend von
Standardbedingungen in wassriger Umgebung die LE mit dem Softwareprogramm MOE und

folgender Gleichung errechnet [274, 302-305]:

LE=1,37 plCso / N Nicht-Wasserstoffatome (Gleichung 1)

Da man wahrend der Optimierung bestrebt ist die Wirksamkeit zu steigern, ohne dabei alleinig
die Lipophilie zu erhéhen, wurde in dieser Arbeit (Gliederungspunkt 4.1) eine um diese
Eigenschaft erweiterte MessgrolRe verwendet, die lipophile Ligandeffizienz (LLE), bei welcher die
Grole des Molekiils keinen Einfluss hat. [305-307] Berechnet wurde die LLE aus dem plCso-Wert
und dem Verteilungskoeffizienten clogP ebenfalls in MOE [274, 302-305]:
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LLE = plCso — cLogP (Gleichung 2)

Wadhrend des FBDD gilt es im Allgemeinen als akzeptabel fur die LE einen Wert gréRer als 0,3
kcal/mol beizubehalten und fir die LLE den Wert zu erh6hen. [302, 303, 305, 308]

3.3 Homologiemodellierung

Alle strukturbasierenden Methoden des computergestitzten Wirkstoffdesigns bauen auf
Informationen Uber die 3D-Struktur der Zielstruktur, in den allermeisten Fallen Proteinen, auf.
Diese werden vor allem durch Rontgenstrukturanalyse, aber auch durch NMR-Spektroskopie und
Kryoelektronenmikroskopie erhalten und sind in der weltweit gréRten Proteindatenbank fir 3D-
Strukturen hinterlegt und abrufbar. [73, 137] Trotz derzeit ca. 180.000 Eintragen gibt es eine
Vielzahl von Proteinen, deren 3D-Struktur noch nicht bestimmt wurde, exemplarisch z. B. daran
sehend, dass sich die Zahl der Eintrdge in der Proteinsequenzdatenbank Uniprot auf tber
500.000 belauft. [309, 310] Neben dem Kostenfaktor ist die teilweise mit technischen
Herausforderungen verbundene Strukturermittlung eines einzigen Proteins, welche sich Uber
einen Zeitraum von Uber einem Jahr erstrecken kann, einer der Hauptgriinde fir die Diskrepanz
zwischen den zur Verfligung stehenden Primérstrukturen und Tertidrstrukturen von Proteinen
und zeitgleich der Grund warum Homologiemodelle zur Vorhersage von 3D-Proteinstrukturen
angewendet werden. [310, 311] Basierend auf der Annahme, dass sequenziell und funktionell
verwandte Proteine in ihrer 3D-Struktur hohe Ubereinstimmungen zeigen, ist die
Grundvoraussetzung fir das Erstellen von Homologiemodellen das Vorhandensein einer
Aminosauresequenz der zu modellierenden Struktur (Zielstruktur) zusammen mit einer
experimentell bestimmten 3D-Struktur eines entsprechend dhnlichen Proteins (Vorlagestruktur).
[310, 312-316] Ungeachtet der verwendeten Softwareprogramme kann das auch als
komparative Modelling bezeichnete Verfahren in die folgende 4 Schritte unterteilt werden [314,

317):
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1. Identifizierung eines bzw. mehrerer Vorlageproteine
2. Sequenzausrichtung von Zielstruktur und Vorlagestruktur(en)
3. Erstellung des Homologiemodells

4. Validierung ggf. Anpassung des Homologiemodells

Fir die in dieser Arbeit beschriebene Erstellung eines HDAC11-Homologiemodells wurde zu
Beginn mittels der Uniprot-Datenbank zunachst die Aminosauresequenz fir HDAC11 abgerufen
(ID Q96DB2), womit ein BLAST (engl. basic local alignment search tool) -Suchlauf auf der
Webseite des Nationalen Zentrums flr Biotechnologieinformation (USA) durchgefihrt wurde.
[309, 318, 319] PDB-Strukturen aus der Enzymfamilie der humanen HDACs mit der hdchsten
sequenziellen Ubereinstimmung wurden daraufhin als Vorlageproteinstrukturen ausgewahlt
(nur  Wildtypen  bericksichtigt). [73, 136] Als  Auswahlkriterium  wurde der
Ubereinstimmungsscore herangezogen, welcher nicht nur die Sequenzidentitit berlicksichtigt,
sondern auch die Ahnlichkeit der Aminosduren untereinander im Hinblick auf deren
physikochemischen Eigenschaften inklusive auftretender Licken miteinbezieht. BLASTP war

dabei der angewandte Algorithmus. [320, 321]

Im zweiten Schritt, welcher auch als der Wichtigste und Entscheidendste der
Homologiemodellierung angesehen wird, erfolgte die Sequenzausrichtung von Zielstruktur und
Vorlagestruktur. [312, 317, 322, 323] Wahrend mit BLAST die Ausrichtung alleinig auf
Informationen zur Sequenz beruht, wurde auch das Protein-Ausrichtungstool der Software MOE,
wo zusatzlich strukturelle Aspekte (Sekundarstrukturmerkmale) Bericksichtigung fanden,
benutzt. [274] Dabei wurde eine Mehrfach-Sequenzausrichtung von homologen HDAC-Subtypen

verwendet, fr welche bereits eine experimentell bestimmte 3D-Struktur vorlag. [313, 324]
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Der Sequenzausrichtung folgte die eigentliche Erstellung des Homologiemodells mittels dem
Programm MODELLER (Version 9.11). [314, 325, 326] Die 3D-Struktur wird dabei erhalten durch
ein bestmogliches Erfillen raumlicher Beschrankungen, welche sich von der Sequenzausrichtung
ableiten. Zehn Modelle wurden dabei generiert und anhand des DOPE (engl. discrete optimized

protein energy) -Scores u. a. bewertet.

3.4 Molekulares Docking

Das Molekulare Docking ist die bestimmende Methodik auf Seiten des strukturbasierenden
Wirkstoffdesigns. Sie wurde seit jeher gerne mit einem Schlissel-Schloss-Prinzip veranschaulicht,
bei dem ein Ligand in eine Bindetasche einpasst und dessen Bindungsstarke zur Zielstruktur
bewertet wird. [327, 328] In neuerer Zeit wird es auch mit einem Hand-Handschuh-Bild in
Verbindung gebracht um ggf. Proteinflexibilitat und gegenseitige Anpassungsfiahigkeit von Ligand
und Protein zu betonen. [329, 330] In diesem Kontext ist auch die Verwendung des Begriffes
Docking in dieser vorliegenden Arbeit zu verstehen, als Einpassung eines Liganden in eine
vordefinierte Bindungstasche eines Proteins. Es soll nicht unerwdhnt bleiben, dass mittlerweile
auch makromolekulare Dockingstudien an RNA bzw. DNA, Protein-Protein-Dockings und Protein-
Polysaccharid-Dockings moglich sind. [331-334] Alle heute zur Verflgung stehenden
Dockingprogramme flr das Protein-Liganden-Docking kénnen nach ihrem zu Grunde liegenden
Algorithmus fur die Ermittlung des Bindungsmodus vom Liganden in der Bindetasche eingeteilt

werden. Im Wesentlichen sind dies 3 Gruppen [335]:
- Stochastische Methoden
- Fragmentbasierende Methoden

- Konformationsraum-durchsuchende Methoden
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Bei den stochastischen Methoden erfolgt die konformatorische Abtastung des Liganden in der
Bindungstasche zufallsbasiert und ist daher niemals vollstandig reproduzierbar. Das 1990
erstmalig prasentierte Programm AutoDock ist ein Vertreter dieser Gruppe. [336, 337] Bei den
fragmentbasierenden Methoden werden die durch Zerlegung an den drehbaren Bindungsstellen
des Liganden erhaltenen Fragmente zunachst einzeln in die Bindetasche eingebaut, um dann
dort zum vollstandigen Liganden wieder zusammengesetzt zu werden. FlexX ist eines der
Softwarepakete, welches auf diesem Ansatz beruht und reproduzierbare Ergebnisse liefert. [338]
Das in dieser Arbeit verwendete Programm Glide basiert dagegen auf dem Konformationsraum-
durchsuchenden Algorithmus und hat bereits in einer Vielzahl von unterschiedlichen Projekten
seine gute Leistungsfahigkeit gegenliber anderen Dockingsoftwares unter Beweis gestellt. [339-
345] Auch fur Modellingstudien an der HDAC-Enzymfamilie wurde es bereits viele Male

erfolgreich eingesetzt. [76, 77, 94]

Neben der Bestimmung der Bindungsgeometrien vom Liganden in der Bindetasche ist die
Ermittlung der korrekten Bindungsstarke von entscheidender Bedeutung wahrend des gesamten
Dockingprozesses. [346] Dies erfolgt mittels sog. Scoringfunktionen, mathematische
Beschreibungen dieser nicht-kovalenten Protein-Liganden-Wechselwirkungen. Auch diese

kédnnen im Allgemeinen in 3 Kategorien unterteilte werden [335]:
- Kraftfeldbasierende Scoringfunktionen
- Wissensbasierende Scoringfunktionen

- Empirische Scoringfunktionen

Glide beruht auf einer Kombination einer kraftfeldbasierten Scoringfunktion mit einer
empirischen Scoringfunktion. Mittels dem OPLS-Kraftfeld (engl. optimized potentials for liquid
simulations) wird zu Beginn eine systematische Suche in Bezug auf glinstige Konformationen,

Orientierungen und Positionen des Liganden im Raum der Bindungstasche durchgefiihrt. Eine
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Endauswahl erfolgt schlielich anhand der empirischen Scoringfunktion ChemScore in einer

erweiterten Form (GlideScore). [342]

Ist eine experimentell ermittelte 3D-Struktur eines Protein-Liganden-Komplexes (Holoprotein)
verflgbar, kann die Beurteilung von Dockingverfahren durch Ermittlung des Abstandes der
Koordinaten der Atome eines co-kristallisierten Liganden (bei Rontgenstrukturaufnahmen) mit
den Koordinaten der Dockinglésung desselbigen Liganden erfolgen (Redocking). Ist diese als
RMSD (engl. root-mean-square deviation) -Wert bezeichnete RichtgroRe kleiner als 2 A fiir die
bestplatziertesten Dockingposen, gilt das Dockingverfahren im Allgemeinen als validiert
(berechnet fiir Nicht-Wasserstoffatome). [347-349] Daneben stehen Validierungsmethoden zur
Verfligung, welche das Dockingverfahren hinsichtlich seiner Empfindlichkeit und Genauigkeit

bewertet (ROC-Kurve, Anreicherungsfaktor). [350, 351]

Die Ligandenvorbereitung flr die in dieser Arbeit durchgefiihrten Dockingstudien wurde mit
verschiedenen Programmen vorgenommen. Bei verfligbaren Datenbanken wurden die 3D-
Strukturen in der Regel ausgehend von ihrem SMILES-Code (engl. simplified molecular-input line-
entry system) mit der Software MOE erzeugt um zufallige Ausgangskonformationen zu
gewadhrleisten. [274] Elektronisch noch nicht existierende Liganden wurden zundchst im selbigen
Programm manuell generiert. Weitere Vorbereitungsschritte wurden mit Hilfe des LigPrep-
Moduls der Schrodinger-Software durchgeflhrt. [352] Dies beinhaltete die Erstellung der
verschiedenen Protonierungsstufen bei pH 7,0 mittels des Epik-Moduls und das Erzeugen von
Tautomeren, gefolgt von einer Energieminimierung unter Einsatz des OPLS-Kraftfeldes.
SchlieBlich wurde mittels Confgen eine Konformationsbibliothek mit jeweils maximal 64

Konformeren pro vorbereitem Molekll generiert (Standardeinstellung). [353-359]

Die jeweilig verwendeten Proteinstrukturen wurden entweder von der Proteindatenbank-

Webseite RCSB-PDB heruntergeladen oder durch Homologiemodellierung erzeugt. [73, 136,
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137] Die Proteinvorbereitung wurde mit dem daflr zur Verfigung stehenden Modul der
Schrodinger-Software durchgefihrt. [360-362] Dabei erfolgte zunachst falls vorhanden die
Entfernung von geldsten lonen und sonstigen Molekil-Artefakten, welche vor allem dem
Kristallisationsvorgang entstammten. Dann wurden Bindungsordnungen zugeordnet,
Wasserstoffatome hinzugefligt und das Protonierungsnetzwerk bei pH 7,0 ermittelt. Schliel8lich
wurde auch die Proteinstruktur einer leichten Energieminimierung (OPLS-Kraftfeld) unterzogen,
mit einem maximal erlaubten RMSD-Wert von 0,3 A fur die Abweichung von den
Ausgangsatomkoordinaten. [363] Die Bindungsstelle wurde mit dem in Schrodinger
implementierten Rezeptorgitter-Erzeugungsmodul (engl. receptor grid generation) definiert und
das Zentroid des jeweiligen co-kristallisierten Liganden als Zentrum der Bindungstasche

festgelegt.

Zuletzt erfolgte der eigentliche Dockingschritt der vorbereiteten dreidimensionalen Konformere
des Liganden in die vorbereitete Proteinstruktur. [339-342] Daflir stand ein Computercluster mit
insgesamt ca. 50 Prozessoren zur Verfligung. Ein leicht von den Standardeinstellungen variiertes
Dockingprotokoll wurde dabei angewendet. Zunachst wurde die Zahl der maximal ausgegebenen
Bindungsposen je Ligand von 1 auf 3 erhéht und nur Bindungsmodi als Ergebnis ausgegeben,
welche eine Wechselwirkung mit dem Zinkion zeigten. Wahrend des dem Docking
nachgeschalteten Minimierungsschrittes wurde auch dort die zu berlcksichtigende
Losungsanzahl je Ligand erhoht (von 5 auf 10). Alle Dockingstudien wurden mit der
Scoringfunktion Glide in Standardprazision durchgefihrt. Auf ggf. projektbezogene individuelle

Einstellungen und Einzelheiten wird im Text spater eingegangen.
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3.5 Molekulardynamische Simulation

Ganz allgemein gesprochen wird bei der Molekulardynamik (MD) die Bewegung von Teilchen
innerhalb eines definierten Systems als Funktion der Zeit simuliert. Bezogen auf das Fachgebiet
der Biologie ist es die relative Veranderung der Positionen von Atomen in einem Protein oder
einer Desoxyribonukleinsdure, welche untersucht werden. [364] Basierend auf Kraftfeldern,
welche die Wechselwirkungen der Atome untereinander beschreiben, werden die Newtonschen
Axiome angewendet, um die Beweglichkeit der Atome zu bericksichtigen. Das
Anwendungsspektrum dieser computergestitzten Methodik ist vielseitig und reicht von der
Feinoptimierung von durch Rontgenstrukturaufnahmen erhaltenen Proteinstrukturen [365, 366]

bis hin zu Anwendungen wie sie in dieser Arbeit Eingang gefunden haben:
- Stabilitatsuntersuchungen von durch Docking erzeugten Protein-Ligand-Konformationen
- Validierung von Homologiemodellen

- Berechnung freier Bindungsenthalpien

Zur Vorbereitung und Durchfihrung der MD-Simulationen wurde das Softwarepaket AMBER16
angewendet. [367] Zundchst wurden Proteine parametrisiert mit dem AMBER Kraftfeld ff03.r1;
Liganden mittels GAFF (engl. general AMBER force field) sowie den Modulen Antechamber und
Parmcheck. [368-370] AM1-BCC (engl. Austin Model 1 with bond charge correction) war dabei
die verwendete Methodik zur Bestimmung der Liganden-Partialladungen. [371] AnschlieRende
Vorbereitungsschritte des Liganden-Protein-Komplexes und deren Koordinaten erfolgte mit dem
Modul LeaP, um unter anderem einer moglichst realistischen Beschreibung des umgebenden
Losungsmittel gerecht zu werden. Dazu wurden Gegenionen (Na* oder CI) zur
Systemneutralisierung hinzugeflgt und eine komplette Solvatisierung mittels des TIP3P-
Wassermodells (zu Validierungszwecken auch Verwendung des SPC/E-Wassermodells) in einer
oktaedrischen Box mit einem Seitenrand von 10 A als Puffer vorgenommen. [372, 373] Zur

Parametrisierung des zweiwertig geladenen Zinkions wurde das 12-6-4 Lennard-Jones (LJ)
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Potential verwendet (zu Validierungszwecken auch Verwendung der lonenmodelle 12-6 LJ, 12-
6-HFE LJ und 12-6-10D LJ). [374-379] Daraufhin erfolgte eine zweistufige Energieminimierung des
Gesamtsystems unter Einsatz von 3000 Zyklen (1000 Zyklen nach dem Verfahren des steilen
Abstiegs gefolgt von 2000 Zyklen nach dem Verfahren der konjugierten Gradienten). Protein-
und Ligandenatome sowie das Zinkion waren dabei arretiert, wahrend sich
Losungsmittelmolekile und Gegenionen frei bewegen konnten. Um sterische Zusammenstofie
in der urspringlichen Geometrie des Proteins zu entfernen, wurde eine weitere
Energieminimierung durchgefthrt, diesmal des gesamten Systems ohne jegliche Einschrankung
in 4000 Zyklen (2000 Zyklen nach dem Verfahren des steilen Abstiegs gefolgt von 2000 Zyklen
nach dem Verfahren der konjugierten Gradienten). AnschlieBend wurde das System mit
arretierten Protein- und Ligandenatome sowie arretiertem Zinkion Uber eine Zeitspanne von 100
ps von 0 K auf 300 K erhitzt und eine erste kurze Simulation von 100 ps zur Aquilibrierung des
Gesamtsystems durchgefiihrt. Die eigentliche MD-Simulation erfolgte dann mit AMBERs
Grafikprozessoren-beschleunigten Version pmemd (engl. Particle Mesh Ewald molecular
dynamics), welche unter anderem eine genauere Betrachtung von elektrostatischen
Interaktionen groRerer Reichweite ermdglicht. [380-384] Wahrend der Aquilibrierung und MD-
Simulation wurden die Systeme bei einer konstanten Temperatur von 300 K gehalten. Dies
erfolgte mit einem Langevin-Thermostat (Kollisionsfrequenz von 2 ps™). [385] Periodische
Randbedingungen und isotrope Positionsskalierung wurden verwendet um den Druck konstant
bei 1 Bar zu halten (Erholungszeitintervall 2 ps). Bei MD-Simulationen mit anschlieender
Berechnung freier Bindungsenthalpien wurde zuletzt noch einmal eine abschlielende
Energieminimierung Uber 4000 Zyklen (2000 Zyklen nach dem Verfahren des steilen Abstiegs
gefolgt von 2000 Zyklen nach dem Verfahren der konjugierten Gradienten) durchgefihrt. Mit
einer Kraftkonstanten von 10 kcal*mol**A2 erfolgte jegliche Arretierung von Protein- und
Ligandenatome sowie des Zinkions. Zur Fixierung von Bindungen, welche Wasserstoff enthalten,
wurde der Algorithmus SHAKE angewandt. [386] Der Grenzwert fir nicht kovalente
Wechselwirkungen betrug 10 A und das Zeitintervall in allen aufgefihrten Arbeitsschritten
betrug 2 fs. Fir Auswertungen wurde unter anderem das in AMBER integrierte CPPTRAJ

Programm verwendet. [387]
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3.6 Berechnung freier Bindungsenthalpien

Wie bereits erwdhnt, werden beim molekularen Docking einmal Bindungsposen vorhergesagt
und dann entsprechend Bindungsaffinitdten abgeschatzt. [346] Mittels verschiedener
Dockingalgorithmen und -programme wurden bereits erfolgreich kristallographische
Bindungsgeometrien von Liganden in ihren jeweiligen Bindetaschen reproduziert. [342, 388] Die
Abschatzung der entsprechenden Bindungsstarken anhand von Scoringfunktionen ist dagegen
meist ungenauer und fehleranfilliger. [388-390] Aus diesem Grund kam in dieser Arbeit das
Berechnen freier Bindungsenthalpien, ein Docking nachgeschalteter Schritt zur

(Wieder)beurteilung der Bindungsstarke, zur Anwendung.

Die zur Abschdtzung von Liganden-Protein-Bindungsaffinitaten erfolgreich beschriebenen MM-
PB/GBSA (engl. molecular mechanics Poisson—Boltzmann/Generalized-Born surface area)
Berechnungsmethoden wurden durchgefiihrt mit dem Softwarepaket AMBER16 und dessen
Skript MMPBSA.py. [367, 391-401] Es handelt sich um eine Endpunktmethode, in welcher
klassische ~ molekulare ~ Mechanik  basierend auf  Kraftfeldern mit  impliziten

Solvatisierungmodellen verbunden wird. [402]

Im Allgemeinen kann die Affinitat eines Liganden zu einem Protein errechnet werden aus den
Differenzen zwischen der freien Energie des Liganden-Protein-Komplexes und der Summe der

freien Energien der beiden Einzelkomponenten (Ligand und Protein) [403]:

AG Bindung = G Ligand-Protein-Komplex — (G Ligand T G Protein) (Gleichung 3)

Dabei werden Energieveranderungen im Vakuum, Verdanderungen der Solvatisierungsenergie
und Veranderungen der Konfigurationsentropie bei der Ausbildung des Liganden-Protein-

Komplexes berlcksichtigt. Da die Ermittlung der Entropie aber sehr rechenaufwendig ist und in
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den meisten Fallen, in denen gleichartige Verbindungen untersucht werden, die Einbeziehung
dieser ZustandsgrofRe nicht zur Verbesserung der Ergebnisse fihrt, wurde sie nicht mit
herangezogen. [395, 404-407] Aufgrund dessen wird nur die freie Bindungsenthalpie betrachtet.
Die absolute freie Bindungsenthalpie jedes der Teilbetrdage von Gleichung 3 kann daher wie folgt

abgeschatzt werden [408-414]:

AH = AH Gas t AH Solvatisierung (G|EiChung 4)

Fir weiterfihrende Beschreibungen der theoretischen Grundlagen ist auf entsprechende

Literatur verwiesen. [402, 403, 413]

Verschiedene Radiuszusammenstellungen (GBHCT (igh=1), GB®BC (igh=2), GB®B%? (igh=5) und GBn
(igh=8); Poison Boltzmann mbondi, bondi und PARSE), lonenmodelle (12-6 LJ und 12-6-4 LJ) und
das Wassermodell TIP3P wurden angewandt zur Berechnung der freien Bindungsenthalpien.
[373-376, 415-421] Die Dielektrizitatskonstante fir den Innenbereich des Proteins betrug 1; die
Dielektrizitdtskonstante des umgebenden Losungsmittels 80. Flr andere Parameter wurden die
Standardeinstellungen beibehalten. Die Berechnungen erfolgten sowohl nach einer ersten
Energieminimierung des Liganden-Protein-Komplexes als auch nach unterschiedlichen
Intervallen einer molekulardynamischen Simulation von 200 ps (Protokoll siehe

Gliederungspunkt 3.5 Seiten 27-28).
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3.7 Entwicklung und Selektion von QSAR-
Modellen

Quantitative Struktur-Wirkungsbeziehung (engl. quantitative structure-activity relationship;
QSAR) Modelle werden verwendet, um quantitative Zusammenhange in Form von Gleichungen
zwischen der molekularen Struktur einer Verbindung und im Kontext dieser vorliegenden Arbeit
seiner biologischen Aktivitat herzustellen. [269, 422-424] Das wesentliche Hauptziel dieser
Modelle heutzutage ist die Vorhersage biologischer Aktivitditen von neuen noch nicht
synthetisierten Verbindungen. Es wurde die in MOE implementierte PLS (engl. Partial Least
Square) Methodik daflir benutzt unter Verwendung von ermittelten Dockingscores, berechneten
freien Bindungsenthalpien als auch zweidimensionalen (2D) Deskriptoren, um Korrelationen mit
den plCso-Werten herzustellen. [274] Die besten Modelle wurden anhand des
Korrelationskoeffizienten r? (> 0,6) und des LOO (engl. leave-one-out) -Kreuzvalidierungs g% (>
0,5) ausgewahlt. Bei einem ausreichend grofRen und im Vergleich zum Training-Set gleichartigen
Datensatzes erfolgte abschlieRend zusatzlich eine externe Validierung an Verbindungen, welche
nicht bei der Erstellung des QSAR-Modells verwendet wurden (Testset). Z-Werte (ebenfalls
berechnet in MOE) wurden herangezogen, um Ausreiller zu ermitteln. [394, 425] Diese Werte
geben die absolute Differenz wieder zwischen den experimentell bestimmten Aktivitaten und

berechnete Aktivitaten dividiert durch die Quadratwurzel des mittleren quadratischen Fehlers.

3.8 In vitro-Testung

Die Vorteile des computergestitzten Wirkstoffdesigns sind unter anderem Zeit- und
Kostenersparnisse bei der biochemischen Testung dadurch, dass die Anzahl der experimentell zu
bestimmenden Verbindungen im Voraus reduziert werden kdnnen. Verbindungen, fir die eine
Wirksamkeit vorhergesagt wird, konnen dann durch biologische Testung entsprechend

Uberprift bzw. moglichst bestatigt werden. Solch ein Koppeln von computerbasierenden
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Entwicklungsmethoden mit experimentellen Verfahren wird vielfach erfolgreich und
routinemallig in der Wirkstoffforschung eingesetzt. Nachfolgend sollen die Detektionsprinzipien
zum Erhalt der in dieser Arbeit Eingang gefundenen biochemischen Daten kurz dargelegt

werden.

HDAC1,3,6und 8

Flr Inhibierungstests an humaner HDAC1, 3 und 6 wurden zunéchst die rekombinanten Enzyme
von dem Biotechnologieunternehmen BPS Bioscience erworben. Durchgeflhrt wurden die Tests
mit 10,5 uM ZMAL (Z-(Ac)Lys-AMC) als Substrat (Abb. 9). Dafur wurden die zu untersuchenden
Verbindungen mit ZMAL und dem Enzym fir 90 Minuten bei 37 °C inkubiert. 60 uM eines zweiten
Enzyms, welches als Entwicklungssubstanz (hier Trypsin, welches den deacetylierten
Metaboliten ZML aber nicht die acetylierte Ausgangssubstanz ZMAL als Substrat akzeptiert)

fungierte, wurde hinzugefigt und fir weitere 20 Minuten inkubiert. [426]
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N arregung = 390 nm /\©
A Emission = 460 nm
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Abb. 9 Detektionsprinzip des Assays fiir HDAC1, 3 und 6 unter Verwendung von ZMAL und Trypsin
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Inhibierungstests humaner HDAC8 dagegen wurden unter Verwendung des handelsiblichen
Fluor de Lys®-Testsets (BML-KI178) von Enzo Life Sciences vorgenommen; durch eine zweistufige
Bestimmung mittels der Kombination aus Fluor de Lys®-Substrat und Fluor de Lys®-
Entwicklungsreagenz (BML-KI176) (Abb. 10). Verwendet wurde ein synthetisiertes Tetrapeptid,
welches an Aminomethylcumarin (AMC) gebunden war (HzN-Arg-His-Lys(Ac)-Lys(Ac)-AMC).
Inkubation der zu testenden Verbindungen, des Substrats (50 uM) und des hergestellten
rekombinaten Enzyms [427] wurde fir 90 Minuten bei 37 °C durchgefihrt. 50 uL der
Entwicklungssubstanz, deren genaue Zusammensetzung vom Hersteller nicht veroffentlicht ist,

wurde anschlieRend zur Reaktion hinzugefligt und fur weitere 45 Minuten inkubiert. [428]

Peptid Peptid

HDACS w ‘(‘\\
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N

Fluor de Lys®-Substrat

Acetyliertes
Lysin

HDAC Inhibitor
+ Fluor de Lys®-Entwicklungsreagenz

Peptid
A Anregung = 390 nm
A Emission = 460 nm
NH3

Abb. 10 Detektionsprinzip des HDAC8-Assays unter Verwendung des Fluor de Lys®-Testsets

Bei den Inhibierungstests an HDAC1, 3, 6 und 8 wurde Trichostatin A (2 uM) verwendet, um die

Reaktion zu stoppen, wahrend mittels eines Mikrotiterplatten-Lesegerats (BMG Polarstar) bei
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einer Anregungswellenlange von 390 nm und einer Emissionswellenldange von 460 nm die
Fluoreszenz gemessen wurde. Die biologische Testung an HDAC1, 3 und 6 erfolgte in der
Arbeitsgruppe von Prof. M. Jung in Freiburg. HDAC8-Inhibitionstests wurden von Patrik Zeyen
(AG Prof. W. Sippl) durchgefihrt.

HDAC11

Fir die HDAC11-Testungen wurde ein neues in der Arbeitsgruppe Prof. M. Schutkowskis am
Institut flr Biochemie und Biotechnologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
entwickeltes Verfahren verwendet mit einem Substrat, welches fluoreszenzbasierend eine
direkte und kontinuierliche Bestimmung der HDAC11-spezifischen Deacylierung ermdglicht.
[243] Als Fluorophor fungierte eine 2-Aminobenzoyl-Gruppe, welche aufgrund seiner Sperrigkeit
fir HDAC-Enzyme der Klasse | und Il nicht zugdnglich ist (Abb. 11). Gebunden war sie an die
Fettsdure 11-Aminoundecansdure in dem THFa-abgeleiteten Substrat. In diesem wurde die
Aminosaure Threonin mit 3-Nitro-L-Tyrosin ersetzt, was der Fluoreszenzléschung von nicht
HDAC-umgesetzten Substrats diente. Das Enzym (20 nM) wurde zusammen mit dem Substrat
(15 uM) und den zu untersuchenden Verbindungen fir 60 Minuten bei 25 °C inkubiert und die
Fluoreszenzveranderung bei 310 nm  (Anregungswellenlange) und 405 nm

(Emissionswellenlange) gemessen.
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Abb. 11 Detektionsprinzip des HDAC11-Assays
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Struktur- und computerbasierte Analyse
von Aminosaurederivaten als selektive HDACS8-
Inhibitoren

Dieser Arbeit ging ein virtuelles Screening verschiedener Datenbanken (Chembridge,
ChembDiverse, Enamine, Princeton) am Target HDAC8 voraus, welches den Ausgangspunkt fir die
in diesem Kapitel beschriebenen selektiven HDAC8-Inhibitoren bildete. Unter den ca. 50
Treffern, welche kauflich erworben und deren biologische Aktivitdt gemessen wurde, befanden
sich neben der lGberwiegenden Mehrheit von Hydroxamsauren drei Aminosaurederivate. Die
aktivste Verbindung unter ihnen (Z1449912890) zeigte einen ICso-Wert von 2,0 uM an der HDAC8
(Abb. 12), zusammen mit einer sehr guten Selektivitdt gegenlber eines anderen Subtyps
derselben HDAC-Klasse (HDAC1 mit 16,9 % Inhibition bei 10 uM) und gegenlber einem Vertreter
der Klasse llb (HDAC6 mit 34,7 % Inhibition bei 10 uM). Solch ein exzellentes Selektivitatsprofil
(> 150-fache Selektivitat gegeniiber HDAC1, 2 und 6) von Aminosaurederivaten wurde auch von
Whitehead et al. gezeigt, welche als Erstes von dieser Verbindungsklasse als HDAC8-Inhibitoren

berichteten. [429]

Wie bereits einleitend erwahnt, kdnnen HDAC-Inhibitoren durch ein Pharmakophor-Modell im
Allgemeinen gut beschrieben und eingeteilt werden (siehe Gliederungspunkt 1.3 Seiten 11-12).
[71, 187] In Abb. 12 ist die Zinkion-koordinierende Gruppe (Zink-bindende Gruppe), die in den
Substratbindungstunnel platzierte Gruppe (Verknipfungsgruppe) und die Oberflache des
Proteins bzw. den duRReren Rand des Bindungstunnel interagierende Gruppe (Randgruppe) des
durch virtuelles Screening identifizierten Ausgangsverbindung 271449912890 farblich

gekennzeichnet. Ebenfalls hervorgehoben und in diesem Kapitel thematisiert ist die in die
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Klassifizierung des erweiterten Pharmakophor-Modells aufgenommene FuRtaschen-

adressierende Gruppe (FT-Gruppe).

o Randgruppe

Verkniipfungsgruppe
N

o=<
et NH, Zink-bindende Gruppe

Abb. 12 Durch virtuelles Screening identifizierte Verbindung 21449912890 farblich
gekennzeichnet entsprechend einem erweiterten Pharmakophor-Modell fiir HDAC-Inhibitoren

Die in diesem Kapitel beschriebenen Versuche wurden mit den zu Beginn des Projekts zur
Verfligung stehenden 14 Wildtyp-HDACS8-Kristallstrukturen der Proteindatenbank RCSB-PDB
durchgefiihrt (PDB IDs 1T64, 1767, 1769, 1VKG, 1W22, 2V5X, 3F07, 3FOR, 3RQD, 3SFF, 3SFH,
3MZ3, 5FCW, 5VI6); zwei davon co-kristallisiert mit Aminosaurederivaten (PDB IDs 3SFF und
3SFH). [73, 136, 137] Solch eine Ahnlichkeit zwischen co-kristallisierten Liganden und zu
untersuchenden Verbindungen erhoht die Zuverlassigkeit der Ergebnisse einer struktur- und
computerbasierten Optimierung bspw. von durch molekularem Docking erzeugten
Bindungskonformationen. [430] Leider konnte aufgrund geringer Elektronendichte bei diesen

beiden Kristallstrukturen eine den Bindungstunnel seitlich angrenzende Schleife (Schleife S2 von
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GIn84 bis Glu106) von den Kristallographen nicht dargestellt werden. Diese nicht aufgeldsten
und fehlenden Atomkoordinaten der Aminosauren von Schleife S2 wurden daher von den zwdlf
Ubrigen HDAC8-Kristallstrukturen (alle Ketten bericksichtigt) in die beiden mit Aminosaure-
Liganden kristallisierten HDAC8-Strukturen eingefligt und anhand der Atomkoordinaten von
Aspl101 in drei Gruppen eingeteilt. Der erste Schritt wurde mittels der Software MOE
durchgefthrt; der zweite mit Schrodingers ,,Conformer Cluster” Tool unter Verwendung der
Standardeinstellungen. [274, 431] Die Aminosaure Asp101 wurde ausgewahlt, da sie sich in
unmittelbarer Nahe zum Bindungstunnel befindet und eine groRe Variabilitdt beobachteter

Konformationen aufweist (Abb. 13).

Abb. 13 Uberlagerung verfiigbarer Wildtyp-HDACS-Kristallstrukturen. Die Schleife S2 ist griin
hervorgehoben; andere Sekunddrstrukturelemente grau. Die strukturell flexible Aminosdure
Asp101 ist ndher herangezoomt. Zwei konservierte Aminosduren des Bindungstunnels sind zum
Vergleich mit abgebildet.
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4.1.1 Redockingstudien von Aminosaure-Liganden in HDAC8

Molekulare Dockingstudien wurden angewandt um die Optimierung der Ausgangsverbindung
721449912890 zu lenken und zu steuern. Zundchst wurden zu Validierungszwecken
Redockingstudien (siehe Gliederungspunkt 3.4 Seite 25) an den beiden mit Aminosdurederivaten
co-kristallisierten  Kristallstrukturen  PDB  IDs 3SFF und 3SFH durchgefihrt. Die
Aminosaurederivate binden das katalytische Zinkion in zweizahniger Form ahnlich wie die
Hydroxamsauren mit pseudo-tetraedrischer Koordinierung via des Carbonylsauerstoffs und der
neutralen Aminogruppe. Das erstgenannte Zinkion wird koordiniert von den Aminosauren
Asp178, His180 und Asp267. Das Carbonylsauerstoffatom des Liganden zeigt zusatzlich eine
Wasserstoffbriickenbindung zu einem konservierten Wassermolekil und die Aminofunktion
bildet eine Wasserstoffbrickenbindung mit der Seitenkette des His142 aus. Auch fir den Rest
des Liganden konnten die experimentell ermittelten Bindungskonformationen reproduziert
werden mit RMSD-Werten von 0,50 A (PDB ID 3SFF) und 0,35 A (PDB ID 3SFH) fiir jeweils die

bestplatziertesten Dockingposen (Abb. 14).
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Q NH, | % - o

HDAC1 | HDAC2 | HDAC6 | HDAC8 HDAC1 | HDAC2 HDAC6 | HDACS8

<30 M I >30 pM | >30 pM | 200 nM 1,7 uyM | 3,9 uM |>30|1M | 90 nM

Abb. 14 Bindungsposen vom Redocking in die PDB IDs 3SFF (links) und 3SFH (rechts) mit
publizierten ICso-Werten der co-kristallisierten Aminosdurederivate. Co-kristallisierte Liganden
sind orange abgebildet; re-gedockte Posen tiirkis. Entscheidende Seitenketten-Aminoséuren im
aktiven Zentrum sind zu sehen als graue Linien; das katalytische Zinkion als braune Kugel und ein
konserviertes Wassermolekiil als rote Kugel.
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4.1.2 Validierung molekulardynamischer Simulationen

Fir spatere molekulardynamische Untersuchungen wurde zu Validierungszwecken die
Kristallstruktur PDB ID 3SFH unter Verwendung verschiedener lonen- und Wassermodelle
simuliert. Um zu beurteilen, ob sich die Gesamtstruktur Gber die beobachtete Zeitspanne von 50
ns stabil verhalt oder von den Ursprungskoordinaten signifikant abweicht, wurden RMSD-Werte
(berechnet fur Nicht-Wasserstoffatome), Einzelabstdnde zu den Zinkion-koordinierenden
Ligand-Atomen und ein visueller Vergleich von Momentaufnahmen des Protein-Liganden-
Komplexes herangezogen. Das weitverbreitete 12-6 Lennard-Jones (LJ) Potential wurde dabei
sowohl in Kombination mit dem als Standard geltenden Wassermodell fir MD-Simulationen von
Biomolekilen TIP3P simuliert als auch mit dem SPC/E-Modell (Abb. 15). [372, 373, 377-379] In
beiden Fallen wurden groRe Ungenauigkeiten beobachtet; die zweizdhnige Chelatisierung der
Hydroxamsaure-ZBG zum Zinkion ging verloren (nach 5 ns bei Verwendung von TIP3P siehe
Einzelabstandsprofil Zink-Aminstickstoff) und der Ligand (ca. 4 A bei Verwendung von TIP3P)
sowie zentrale Aminosduren der Bindungstasche (z. B. His143 und His180) entfernten sich
merklich von den urspriinglichen Koordinaten der Kristallstruktur. Auch mit dem neueren von Li
et al. entwickelten Parameter-Set 12-6-HFE (engl. hydration free energy) waren die Ergebnisse
der MD-Simulation gleichermallen nicht zufriedenstellend (Abb. 16). [374-376] Bei dem
lonenmodell 12-6-I0D (engl. ion-oxygen distance) sowie dem insbesondere zur besseren
Untersuchung von zwei- und héherwertigen Metallionen weiterentwickelten 12-6-4 LJ-Modell
blieb der Ligand hingegen wahrend der gesamten Simulationszeit stabil in der
Porteinbindungstasche gebunden. [374-376, 432] Zudem waren wichtige Ligand-Protein
Interaktionen wie bspw. die Koordinierung des Zentralions via des Carbonylsauerstoffs und der
neutralen  Aminogruppe  durchgangig zu beobachten. Basierend auf diesen
Validierungsuntersuchungen wurde aufgrund der zeit- und rechenintensiven Simulationen fir
die weitere Verwendung ein Wassermodell (TIP3P) und ein Potential (12-6-4 Lennard-Jones)

genutzt.
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Abb. 15 MD-Simulationen von PDB ID 3SFH unter Verwendung zwei verschiedener
Wassermodelle (TIP3P und SPC/E). Reihe 1: Bindungsmodus des co-kristallisierten Liganden vor
(dunkelorange gefdrbt) und Bindungsmodi nach (hellorange gefdrbt) einer MD-Simulation von 50
ns. Reihe 2: RMSD-Diagramme flir Proteinatome, Ligandatome und Zinkion (berechnet fiir die
Nicht-Wasserstoffatome). Reihe 3: Einzelabstandsprofile des Carbonylsauerstoffatoms zum
Zinkion. Reihe 4: Einzelabstandsprofile des Aminstickstoffatoms zum Zinkion.
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Abb. 16 MD-Simulationen von PDB ID 3SFH unter Verwendung verschiedener lonenmodelle. Reihe
1: Bindungsmodus des co-kristallisierten Liganden vor (dunkelorange gefdrbt) und Bindungsmodi
nach (hellorange gefdrbt) einer MD-Simulation von 50 ns. Reihe 2: RMSD-Diagramme fiir
Proteinatome, Ligandatome und Zinkion (berechnet fiir die Nicht-Wasserstoffatome). Reihe 3:
Einzelabstandsprofile des Carbonylsauerstoffatoms zum Zinkion. Reihe 4: Einzelabstandsprofile

des Aminstickstoffatoms zum Zinkion.



4.1.3 Uberblick zur fragmentbasierten Leitstrukturoptimierung von 721449912890

Ausgehend von der Ausgangsverbindung Z1449912890 wurde von uns eine strukturelle
Optimierung in die Wege geleitet, wobei hauptsachlich versucht wurde die Leitstruktur
bruchstiickhaft zu erweitern als auch deren GrundgeruUste zu variieren, um eine Datenbank mit
unterschiedlichen Derivaten zu erstellen. Dafiir wurden verfigbare MedChem Transformationen
der Software MOE verwendet und deren implementierte Fragment-Datenbanken durchsucht,
wobei nur Vorschlage ausgegeben wurden, welche einem Filter fur allgemeine
Arzneistoffeigenschaften entsprachen (Molekulargewicht < 500 Da, TPSA zwischen 40 A? und
140 A2, Entfernung reaktiver Gruppen). [274, 433-435] Dariiber hinaus wurde nach Analoga mit
Hilfe des SwissSimilarity Webservers (Schweizerisches Institut flr Bioinformatik SIB) gesucht.
[436] Dies ergab eine Vielzahl von Vorschlagen, die mittels des validierten Docking-Protokolls in

die HDAC8-Substratbindungstasche gedockt wurden.

4.1.4 Beschreibung von verwendeten QSAR-Modellen

Assistiert von QSAR-Modellen wurden Aktivitaten von Verbindungen, welche einen guten
Dockingscore aufwiesen, basierend auf dem zur jeweiligen Zeit zur Verfligung stehenden
Trainingsdatensatz vorhergesagt. Von den drei Cluster-Vertretern (PDB IDs 1T64.A, 2V5W.A,
3F07.A) des eingefligten Schleifenabschnittes (siehe Seite 36/37) zeigte die Kristallstruktur mit
dem PDB Code 3F07 (eingeflgt in PDB ID 3SFH) die besten QSAR-Ergebnisse. Dieses Modell,
welches die 26 gekauften bzw. synthetisierten und getesteten Verbindungen enthélt (Tabelle 2),
verwendet Schrodingers Standard-Scoringfunktion um experimentell bestimmte Aktivitaten und
berechnete Aktivitaiten mit einem Korrelationskoeffizienten r? von 0,69 (RMSE 0,38 kcal/mol)
und einem LOO-Kreuzvalidierungs g®> von 0,63 (RMSE 0,42 kcal/mol) in gegenseitige
Wechselbeziehung zu stellen. [340-342, 431] Weiterfihrende Studien unter Verwendung
verschiedener Berechnungsmethoden der freien Bindungsenthalpie (bspw. MM-PB/GBSA
Methoden) fiihrten zu keiner Verbesserung des Modells; im Gegensatz zur gangigen Praxis 2D-

Deskriptoren miteinzubeziehen. [394, 425, 437] Das in Betracht ziehen von verflgbaren 2D-
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Deskriptoren in MOE erwies sich als niitzlich, um das urspriingliche Modell zu verbessern (Inter-
Korrelation von Deskriptoren wurde ausgeschlossen anhand von Berechnungen in MOE). R?
konnte auf 0,80 und g2 konnte auf 0,75 gesteigert werden, indem der 2D-Deskriptor SlogP_VSA9
einbezogen wurde (RMSE wurde auf jeweils 0,31 kcal/mol und 0,34 kcal/mol verringert) (Abb.
17). Hinter dem Deskriptor SlogP_VSA9 verbirgt sich eine logP-Abschadtzung nach Crippen et al.
und eine angenaherte Berechnung der gesamten van der Waals-Oberfldche pro Atom. [438] Mit
dieser Grofle kommt u. a. der Loésungsmittel-zuganglichen Oberflache eine starkere Gewichtung
zu bei der Berechnung der plCso-Werte und die hauptsachlich auf Ligand-Protein-Interaktionen
beruhenden Dockingscores konnten in diesem Fall positiv erganzt werden. So konnten
besonders bei Randgruppen-enthaltenden Verbindungen, bei denen die Substitutionen teilweise
aus der Bindungstasche herausragten, Verbesserungen bei den Vorhersagen beobachtet
werden. Bei diesen 7 Verbindungen (siehe Gliederungspunkt 4.1.8 Seiten 52-55) war die
durchschnittliche Differenz zwischen den experimentell ermittelten und den vorhergesagten
plCso-Werten bei dem 2-Deskriptor-Modell 0,17, hingegen bei dem 1-Deskriptor-Modell 0,27. Im
Vergleich dazu zeigten Verbindungen ohne Randgruppen fast identische Differenzwerte bei
beiden Modellen (2-Deskriptor-Modell 0,36 und 1-Deskriptor-Modell 0,37). Z-Werte fur alle
Inhibitoren waren kleiner als 2,0 mit Ausnahme einer Verbindung, welche diese Marke leicht
Uberschritt (PS31 mit 2,04). Die Gleichung des QSAR-Modells mit den besagten Deskriptoren, die

zur Vorhersage von plCso-Werten verwendet wurde, lautet wie folgt:

PICs0 vorhergesagt = — 0,602 * Dockingscore + 0,0068 * SlogP_VSA9 — 2,247 (Gl. 5)
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Tabelle 2  Experimentell bestimmte [Cso-Werte, umgewandelte plCso-Werte und unter

Verwendung des erstellten QSAR-Modells vorhergesagte plCso-Werte mit deren Z-Werte

Name ICs0 gemessen (M) PICs0 gemessen PICs0 vorhergesagt Z-Werte
71449912890 2,0 +/-0,24%* 5,70* - -
CB65876343 14,7 +/-3,1 4,83 5,11 0,91
CB78195180 2,470 +/- 0,305 5,61 5,18 1,38
EN300-61595 52,2+/-3,2 4,28 4,83 1,78

PS1 3,22 +/-0,57 5,49 6,05 1,82
PS4 2,50+/-0,23 5,60 5,80 0,65
PS6 4,10 +/- 0,63 5,39 5,68 0,97
PSS 3,16 +/- 0,45 5,50 5,70 0,66

PS10 0,964 +/- 0,121 6,01 5,54 1,54

PS14 0,643 +/- 0,167 6,19 6,05 0,45

PS15 1,553 +/- 0,329 5,81 5,43 1,22

PS16 1,072 +/- 0,264 5,97 5,88 0,28

PS17 0,663 +/- 0,130 6,18 6,13 0,17

PS18 0,677 +/- 0,082 6,17 5,94 0,74

PS19 0,203 +/- 0,061 6,69 6,46 0,76

PS20 0,892 +/- 0,174 6,05 6,06 0,02

PS23 0,389 +/- 0,074 6,41 6,38 0,10

PS24 0,461 +/- 0,056 6,34 6,35 0,04

PS25 0,364 +/- 0,038 6,44 6,58 0,46

PS26 0,662 +/- 0,085 6,18 6,18 0,00

pPS27 0,158 +/- 0,027 6,80 6,23 1,88

PS28 0,336 +/- 0,046 6,47 6,28 0,62

PS29 0,348 +/- 0,034 6,46 6,39 0,21

PS31 1,564 +/- 0,360 5,81 6,43 2,04

PS35 95,528 +/- 22,656 4,02 4,11 0,28

PS38 0,205 +/- 0,027 6,69 6,89 0.64

*gemessen als Racemat (deshalb nicht mit berticksichtigt)
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Abb. 17 Graphische Darstellung der Korrelation zwischen experimentell bestimmten plCso-Werten
(X-Achse) und vorhergesagten plCso-Werten (Y-Achse)
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4.1.5 Variationen der HDACS8 Fulstaschen-adressierenden Gruppe

Anhand der Dockingergebnisse sollten die ersten Variationen von 21449912890, welche die
FulRtaschen-adressierende Gruppe betreffen, analysiert werden. Wie man an Aminoanilid-
basierenden Verbindungen wie dem zugelassenen HDAC-Inhibitor Chidamid sehen kann, ist es
moglich durch entsprechende Strukturelemente, die diese innere Proteintasche binden, eine
Selektivitdt fir HDAC-Enzyme der Klasse | zu erreichen. [81, 439-445] Das Hinzufligen zweier
Chlorsubstituenten an die Benzylgruppe (ortho- und para-stiandig) von 21449912890 erwies sich
nicht als vorteilhaft; die Aktivitat sank von 2,0 uM auf 3,22 uM (PS1; Tabelle 3). Diese 2,4-
Dichlorbenzylgruppe konnte mit einer fast identischen Konformation (RMSD 0,30 A) wie die
gleiche FT-Gruppe des co-kristallisierten Liganden aus der PDB ID 3SFH gedockt werden, mit
Wechselwirkungen, wie sie bereits beschrieben wurden (n-H-Interaktionen mit Gly304, mn-m-
Interaktionen mit Trpl41l und van der Waals-Wechselwirkungen in der hauptsachlich
hydrophoben Umgebung der Proteintasche). [429] Gestartet wurde mit monozyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen, gefolgt von bizyklischen Verbindungen wie PS16 und PS18.
Deren Zunahme an Aktivitat (auf jeweils 1,07 uM und 0,68 uM) kann groRtenteils verstarkten -
n-Wechselwirkungen aufgrund der bizyklischen Ringstruktur (sechsgliedriger Benzolring anelliert
an ein finfgliedriges aromatisches Ringsystem) der FT-Gruppen Benzothiophen und Methylindol
zugeschrieben werden (siehe Methylindol PS58 in Abb. 21 Seite 59). Darlber hinaus ist die
Methylgruppen-Substitution des Methylindols verantwortlich flr eine optimale Nutzung des
hydrophoben Taschenvolumens und eine Wasserstoffbriickenbindung mit Gly303; Interaktionen
die nicht ausgebildet werden von der demethylierten FT-Gruppe in PS20 und infolgedessen den
ICso-Wert von 0,89 uM auf 0,20 uM verringert. Noch grofBere Gruppen wie Naphthalen und
Biphenyl erwiesen sich hingegen als abtraglich fur die Ligandenbindung, mit ICso-Werten von

2,50 uM fir PS4 und 94,53 uM fir PS35.
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Tabelle 3 Variationen der HDACS8 Fufstaschen-adressierenden Gruppe

N
o
et NH
N
o
e NH,

o

Name FT-Gruppe 1C50 (puM) pIC50 plC50 LE LLE
gemessen gemessen | vorhergesagt
71449912890 2,0 +/- 5,67 - 032 3,15
0’24 [gemessen als
{gemessen als Racemat)
Racemat)
PS1 3,22 +/- 5,49 6,05 0,28 1,76
c 0,57
I
PS4 2,50 +/- 5,60 5,80 0,27 1,87
OQ 0,23
Psle = 1,072 +/- 5,97 5,88 0,30 2,37
0,270
Psi1s = 0,677 +/- 6,18 5,94 0,30 2,90
N 0,082
Name FT-Gruppe ICso (M) plCso piCso LE LLE
gemessen  gemessen | vorhergesagt
PS17 — 0,663 +/- 6,18 6,13 0,38 2,80
0,130
PS19 — 0,203 +/- 6,69 6,46 0,39 364
0,061
~
PS20 — 0,892 +/- 6,05 6,06 0,37 3,38
" 0,174
pS23 0,389 +/- 6,41 6,38 041 2,89
cl 0,074
I
PS35 94,528 +/- 4,02 4,11 0,22 -0,24
22,656



4.1.6 Struktur-Wirkungsbeziehungen gemessener HDAC Subtyp-Selektivitdten

Das Selektivitdtsprofil der durch virtuelles Screening identifizierten Ausgangsverbindung konnte
flr die getesteten Vertreter der Aminosaurederivate bestatigt werden (Tabelle 4). Unterschiede
in den Aminosduren, welche die mafigeblichen Schleifen fur die FuRtasche bilden (Schleifen S1,
S2, S3 und S7), sind der Hauptgrund hinter der gemessenen Selektivitat gegenliber HDAC6 und
HDAC1. Der bedeutendste Unterscheid in HDAC6 ist das Vorhandensein eines Glycins direkt
gefolgt von einem Prolin (Pro608) anstatt eines Tryptophans an Position 141 von Schleife S3
(HDACS), welches fiur eine geschlossene Fulitasche verantwortlich ist und dementsprechend fir
mehr Platz beanspruchende aromatische Ringsysteme unzuganglich ist (Abb. 18 links). In HDAC1
ist die FuBtasche hingegen gedffnet, doch deren Form und physikochemische Natur ist durch ein
Leucin anstatt des Trp141 (HDAC8) und eines hervorstehenden Methionins anstatt eines Lys33
(HDACS8) verandert (Abb. 18 rechts). In diesen beiden strukturellen Unterschieden liegt
hochstwahrscheinlich der Grund flr die herabgesetzte Bindungsaffinitdt von den hier
beschriebenen Aminosaurederivaten in HDAC1. Abb. 18 veranschaulicht, wie die 2,4-
Dichlorbenzylgruppe sowohl mit Prolin in HDAC6 als auch mit Methionin in HDAC1 sterisch
kollidieren wirde. Zusatzlich sind in HDAC1 mit Leu139 keine m-mti-Interaktionen moglich, wie sie
mit Trp141 (HDAC8) beobachtet werden kénnen. Zusammengefasst stellt Methylindol eine gute
FT-Gruppe fir Aminosaurederivate dar, welche bisher publizierte FT-Gruppen wie 3-Chlorpheny!

und 2,4-Dichlorphenyl im Hinblick auf deren gemessenen Aktivitaten Uberlegen ist. [429, 446]
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Tabelle 4 Selektivititsprofil der gemessenen Aminoséurederivate

Name HDAC6 % Hemmung bei 10 uM HDAC1 % Hemmung bei 10 uM
21449912890 34,7 16,9
CB65876343 0,4 15,5
CB78195180 0 13,3

PS1 0 11,0

pPS14 14,9 49,2

PS18 44,7 25,1

PS19 14,0 37,8

3 (HDACS) ‘
s3 (HDACe)7/ A

Abb. 18 Uberlagerung von HDACS (PDB ID 3SFH) mit HDAC6 (PDB ID 5EDU) und HDAC1 (PDB ID
5ICN). Hauptunterschiede der FufStaschen-auskleidenden Seitenketten-Aminoséuren sind bei
HDAC6 gelb und bei HDAC1 magenta hervorgehoben.
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4.1.7 Variationen der Verknlpfungsgruppe

Ein weiterer Fokus war die Analyse der Dockingergebnisse fur Variationen von 21449912890, die
die VerknUpfungsgruppe betreffen. Als Ergebnis zeigte sich, dass der aromatische Ring der
optimierten Isoindolingruppe von PS14 und PS19 mit den Aminosauren Phe152 und Phe208 des
Substratbindungstunnels m-mt-Wechselwirkungen eingeht (siehe Isoindolin PS58 in Abb. 21 Seite
59), wahrend hingegen Piperidin, das urspringliche Verbindungselement von PS4 und PS18, nur
mit einem Phenylalanin (Phe208) auf diese Weise interagiert. Die Aktivitaten verbesserten sich
von 2,5 uM (PS4) auf 0,64 uM (PS14) und von 0,68 uM (PS18) auf 0,20 uM (PS19) ohne dabei
lediglich die Lipophilie zu steigern; veranschaulicht in Tabelle 5 durch einen Anstieg der LLE-
Werte. Das Tetrahydrochinolin von PS31 (1,56 uM), auf der anderen Seite, war im Vergleich zu
der Isoindolingruppe (0,20 uM; PS19) durch ihr nichtplanares, weniger rigides und groleres
Ringsystem benachteiligt. Zusatzlich zu ihrem Wirkstarke-steigernden Potential an HDAC8
konnte die Isoindolingruppe auch zur Selektivitat gegentiber HDAC1 beitragen, da sperrige
zyklische Verknipfungsgruppen im Allgemeinen bevorzugt HDAC6- und HDACS8-selektiv sind
(447, 448], im Gegensatz zu schlanken Alkyl-, Vinyl- und Zimtsaure-abgeleiteten
Verbindungselementen, welche vor allem charakteristisch sind flr klassische Pan-HDAC-
Inhibitoren [81, 226, 449-451]. Die Tatsache, dass die Isoindolin-Verknipfungsgruppe am

glinstigsten ist, bestatigt die Ergebnisse von Whitehead et al. und Greenwood et al. [429, 446]
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Tabelle 5 Variationen der Verkniipfungsgruppe

Name Verkniipfungsgruppe | 1Cso (uM) plCsg plCsp LE LLE
gemessen  gemessen | vorhergesagt

[=]
Verkniipfungsgruppe
& P54 2,50 +/- 5,60 5,80 0,27 1,87
(o} 0,23
'—NHZ N
g
:NE

O P514 0,643 +/- 6,19 6,05 0,36 2,67
Q 0,167
&
Name Verknapfungsgruppe | 1Cso (UM) plCso plCso LE LLE

gemessen gemessen | vorhergesagt

Ps18 0,677 +/- 6,18 5,94 0,30 2,90
0,318
Verkniipfungsgruppe

é

0,
P519 0,203 +/- 6,69 6,46 0,39 3,64
0,061
-0

¢

P531 1,563 +/ 581 6,43 0,33 2,66

0,360

4.1.8 Variationen der Randgruppe

Eine weitere mogliche Strategie nach dem klassischen Pharmakophor-Modell fir HDAC-

Inhibitoren ist die Modifizierung der Randgruppe, welche mit der Oberflache des Proteins bzw.



dem &ulBeren Rand der Bindungstasche wechselwirken kann. Theoretisch gesehen ist es das
aussichtsreichste Designmerkmal, da die untereinander an sich sehr ahnlichen HDAC-Subtypen
in dieser peripheren Region am unterschiedlichsten sind hinsichtlich ihrer Aminosauresequenz
und Sekundarstruktur, und sich dadurch verschiedenartige Interaktionsmuster erwarten lassen,
welche man sich bei der Entwicklung von selektiven HDAC-Verbindungen zu Nutzen machen
konnte. Doch unter praktischen Gesichtspunkten sind Studien an und mit Randgruppen ein
herausforderndes Unterfangen, da aufgrund der hohen Plastizitat der Proteinoberflache
Wechselwirkungen zwischen Ligand und Bindungstasche vielseitig und schwierig abzuschatzen
sind. Ausgehend von PS19 mit einem Methylindol als optimierte FT-Gruppe und einem
Isoindolin-Verknipfungsstick wurden zusatzliche Verbindungen vorgeschlagen, synthetisiert
und getestet, wobei nur Substitutionen an Position 5 des Isoindolinringes Bericksichtigung
fanden (Tabelle 6); Substitutionen an Position 4 wurden vorab aufgrund schlechter
Dockingergebnisse ausgeschlossen. Flr PS24 und PS25 konnten die Aktivitaten nicht verbessert
werden und die ICso-Werte stiegen auf jeweils 461 nM bzw. 364 nM, obwohl bei protoniertem
proximalen Piperazin-Stickstoff der beiden Verbindungen eine Wasserstoffbriickenbindung mit
Asp101 von Schleife S1 in den Dockingposen beobachtet wurde, eine tautomere Form die
allerdings nur zu ungefahr 25 % unter physiologischen Bedingungen existiert. Fir PS27, die
einzige Verbindung aus der ersten Serie an Randgruppenmodifizierungen mit verbesserter
Aktivitat (ICso-Wert von 158 nM) im Vergleich zu PS19, deutet die ermittelte Dockingpose als
auch eine 50 ns lange MD-Simulation darauf hin, dass der relativ rigide angehdngte
Methylpiperazin-Rest aus der Bindungstasche heraus ragt, wo sein positiv geladenes
Stickstoffatom mit umgebenen Wassermolekilen interagiert (Abb. 19). Diese Beobachtung
zusammen mit der Feststellung, dass PS26-29 und PS38 keine direkten Interaktionen zwischen
ihren Randgruppen und benachbarten Aminosauren zeigen, konnte eine Erklarung dafir sein,
warum interessanterweise die hydrophilste Verbindung die aktivste Verbindung ist aus dieser

Serie der Randgruppen-enthaltenen Verbindungen (LLE 4,27).
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Tabelle 6 Variationen der Randgruppe

Name Randgruppe ICso (UM) plCso plCso LE LLE
gemessen gemessen | vorhergesagt
PS24 {\N/ 0,461 +/- 6,34 6,35 0,28 3,67
\) 0,056
/7
§
PS25 {\N 0,364 +/- 6,44 6,58 0,24 1,98
) 0,038
/
Randgruppe H
PS26 0,662 +/- 6,18 6,18 0,29 1,13
0,085
PS27 E'!j 0.158 +/- 6,80 6,23 0,31 4,27
! 0.027
§
0.
PS28 E j 0,336 +/- 6,47 6,28 0,30 3,90
N 0,046
§
PS29 Py 0,348 +/- 6,46 6.39 035 341
H 0,034
PS38 (—<\:© 0,205 +/- 6,69 6,89 0,22 1,52
E j 0,027
N
3

54



I ! T

@ Ligand
4+ @ Protein _
@ Zinkion

RMSD (A)

Zeit (ns)

T T 1
Abstand Abstand |

Zn-0 ‘I Zn—N (primare Aminogruppe) |
[

I |
) W-»A'vwm-,w,wmuwwmwmwmu

RMSD (A)

: wanUAWWWW.ﬂNW,'WMM%WW

RMSD (A)

|
|
|
| — . .
£

20 £ e [0 0 w
Zeit (ns) Zeit (ns)

Abb. 19 Links: Bindungsmodus der Verbindung PS27 vor (cyan gefdrbt) und nach (hellorange
geférbt) einer molekulardynamischen Simulation von 50 ns. Rechts oben: RMSD-Diagramm fiir
Proteinatome, PS27-Ligandatome und Zinkion (berechnet fiir die Nicht-Wasserstoffatome).
Rechts unten: Einzelabstandsprofile der beiden Zinkion-bindenden Ligandatome.

4.1.9 Externe Validierung des verwendeten QSAR-Modells

Eine letzte Serie von synthetisierten und getesteten Verbindungen wurde als Testdatensatz
benutzt, um das verwendete QSAR-Modell neben der bereits erfolgten internen auch mittels
einer externen Validierung zu Uberprifen (Tabelle 7). [266, 267, 452] Dabei handelte es sich um
weitere Analoga verschiedener Randgruppen. Um die Vorhersagequalitdt zu bewerten, wurde
die Differenz zwischen den experimentell ermittelten und vorhergesagten plCso-Werten
errechnet. [425] Im Durchschnitt lagen die vorhergesagten plCso-Werte unter denen der
gemessenen, was v. a. darin begrindet ist, dass die Aktivitdten aller 6 neuen Verbindungen (<
0,2 uM) sich auRerhalb des Bereiches befanden, welcher von dem zur Erstellung des QSAR-

Modells verwendeten Trainingsdatensatz abgedeckt wird (0,2 uM bis 95,5 uM). Dennoch lag die
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absolute Differenz zwischen gemessenen und vorhergesagten plCso-Werten bei 5 der 6
Verbindungen unter 0,7 log-Einheiten (entspricht < 10-fachen Unterschied der ICso-Werte). Auch
die Verteilung der einzelnen Molekile entlang der Regressionslinie kann als externe Bestatigung
des QSAR-Modells eingeordnet werden (Abb. 20). Dabei kdnnen die hoheren Aktivitaten (plCso >
6,8) der Carbonsdureamid-substituierten Randgruppen (PS54, PS57-59) strukturell
moglicherweise mit einer beobachteten Wasserstoffbriickenbindung zu Asp101 erklart werden,
eine Wechselwirkung, welche bei den anderen Randgruppen-Variationen nicht zu erkennen ist
(Abb. 21). Diese Erklarung ist allerdings vage. So blieb bspw. bei MD-Simulationen diese
Interaktion nicht erhalten. Alles in allem ist PS58 mit seiner (4-Methoxyphenyl)acetamid-
Substitution an Position 5, seiner Isoindolin-Verknipfungsgruppe und seiner Methylindol FT-
Gruppe die aktivste Verbindung der getesteten Aminosdurederivate mit einer mittleren

inhibitorischen Konzentration von 68 nM.
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Tabelle 7 Randgruppen-Analoga verwendet als Testdatensatz zur externen Validierung des QSAR-
Modells

Name Randgruppe 1Csp (UM) plCso plCso | pIC50 gemessen —
gemessen gemessen | vorhergesagt plC50 vorhergesagt|

\ /
Ps43 0,200 +/- 6,70 6,98 0,28
0,020

(

n
Randgruppe \ 7/
PS48 0,140 +/- 6,85 6,58 0,27
I/ 0,000

PS54 o 0,100 +/- 7,00 6,38 0,62
0,010
N
|
PS57 2 0,078 +/- 7,11 6,60 0,51
S 0,007

i

PS58 0,067 +/- 7,17 6,04 1,14

0,004

Cl
o
Ci
1

|
PS59 0,144 +/- 6,84 6,73 0,11
] 0,014
N’
i
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Abb. 20 Graphische Darstellung der Korrelation zwischen experimentell bestimmten plCso-Werten
(X-Achse) und vorhergesagten plCso-Werten (Y-Achse) fiir den Trainingsdatensatz (schwarze
Punkte) zusammen mit der als Testdatensatz (graue Punkte) verwendeten letzten Serie an
Randgruppen-Analoga.
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Abb. 21 Dockingpose der aktivsten Verbindung PS58 (tirkis gefdrbt) in der HDACS-
Bindungstasche. Wasserstoffbriickenbindungen/Koordination zum Zinkion sind dargestellt als
blau gestrichelte Linien; rt-ri/m-H-Wechselwirkungen als griin gestrichelte Linien.

4.1.10 Weiterfihrende Experimente

Da eine Uberexpression der HDACS vielfach im Zusammenhang steht mit der Tumorprogression
des Neuroblastoms, wurden abschlieend Leitverbindungen des Datensatzes in einem BE(2)-C
Zellkolonie Assay weiter untersucht (Experimente erfolgten in der Arbeitsgruppe von Prof. O.

Witt). Eine Verbindung zeigte dabei verglichen mit dem am haufigsten verwendeten und
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vergleichend herangezogenen HDACS8-selektiven Inhibitor PCI-34051 einen starker
inhibierenden Effekt auf die Wachstumskapazitat der Tumorzellen. Zeitgleich konnte anhand der
Zelllinie HEK293 mehrheitlich nur eine relativ schwache Zytotoxizitdt insbesondere der
nanomolar aktiven Inhibitoren nachgewiesen werden. Eine Western Blot-Analyse bestatigte auf
zelluldrer Ebene die zuvor in vitro gemessenen und anhand von komparativen Dockingstudien
beschriebenen HDACS8-Selektivitaten gegenlber einem anderen Vertreter derselben HDAC-

Klasse (HDAC1) sowie gegenlber einem Vertreter der Klasse Ilb (HDACG6).
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4.2 Dockingstudien an Hydroxamsauren vom
Benzothiophentyp als HDAC6-Inhibitoren

Hydroxamsauren vom Benzothiophentyp wurden in der Arbeitsgruppe Medizinische Chemie

synthetisiert und deren in vitro-Aktivitat an verschiedenen HDACs gemessen (Tabelle 8). Die

Verbindungen stellten sich besonders als potente HDAC6-Inhibitoren heraus (ICsp = 24-111 nM)

mit Uber 25-facher Selektivitat (KH23) gegentber der HDAC1 und der HDACS.

Tabelle 8 Gemessene ICso-Werte von N-Hydroxy-5-(4-methylpiperazin-1-yl)-1-benzothiophen-2-

carboxamiden

k/ o
HN—OH
Name R-Gruppe HDACES ICso (nM) HDAC1 ICso (nM) HDACS ICso (nM)
KH21 Indol-3-yl 56 +/-9 1100 +/- 50 491 +/- 68
KH22 Benzothiophen-3-yl 102 +/- 21 6600 +/- 300 1692 +/- 680
KH23 1-Methylindol-3-yl 24 +/-5 610 +/- 30 630 +/- 80
KH24 4-Fluorphenyl 49 +/-9 2400 +/- 100 770 +/- 185
KH25 4-Chlorphenyl 111 +4/-18 1700 +/- 100 350 +/- 100
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4.2.1 Re- und Crossdocking von mit Hydroxamsauren co-kristallisierten HDAC6/1/8-
Kristallstrukturen

Um die erhaltenen Aktivitaten rational einzuordnen, wurden Dockingstudien unter Verwendung
von HDAC6, HDAC1 und HDAC8 Kristallstrukturen durchgeflhrt. Die angewendeten
Dockingmethoden und -konfigurationen wurden zuvor an den entsprechenden
Proteinstrukturen mittels Redocking validiert. Da HDAC6 der einzige HDAC-Subtyp ist bei der die
co-kristallisierten Hydroxamsaure-Liganden zwei verschiedene Koordinierungsgeometrien
(monodentat und bidentat) aufweisen, wurden diese getrennt untersucht. Von den Strukturen
mit zweizahniger Hydroxamsdure-Zink-Koordinierung (PDB IDs 5EEI, SEEK, 5EEN, 5EFB, 5GOH,
S5WGI, 5WGL, 6CSP, 6CSQ, 6CSR, 6CSS, 6DVO, 6PZR, 6Q0Z, 6PZ0O Kette B, 6PZU) wurde die
Kristallstruktur mit der PDB ID 6Q0Z aufgrund der Ahnlichkeit zwischen dem co-kristallisierten
Liganden (5-gliedriger Ring als VerknUpfungsgruppe) und den zu untersuchenden Verbindungen
(ebenfalls 5-gliedriger Ring als VerknUpfungsgruppe anniliert an Benzol) fur die Dockingstudien
ausgewahlt. Der Bindungsmodus des Liganden 2-(4-Bromophenyl)-N-hydroxy-1,3-oxazol-4-
carboxamid konnte dabei mit einem RMSD-Wert von 0,30 A mittels der gewéhlten
Dockingmethode reproduziert werden (Abb. 22 links). Bei der Untersuchung von
Kristallstrukturen mit einzéahnig koordinierenden Hydroxamsauren wurden aufgrund der hohen
Einheitlichkeit der gebundenen Liganden (alles Benzhydroxamsaure co-kristallisierte Strukturen
bis auf PDB ID 5WGM) Re- als auch Crossdocking-Experimente fiir den Auswahlprozess
durchgefihrt (Abb. 23). Das Einpassen in die Bindungstasche von PDB ID 5WGM und PDB ID
5W5K zeigte hierbei sehr gute Redocking-Ergebnisse (RMSD < 0,65 A). Die finale Auswahl erfolgte
unter in Betrachtziehung des Crossdockings, einer Methode bei der Liganden in unterschiedliche
mit anderen Liganden co-kristallisierte Proteinstrukturen gedockt werden um dann abschlieSend
mit deren nativen Bindungskonformationen abgeglichen zu werden. Fast ausnahmslos konnte
die Hydroxamsaure-Gruppe als ZBG das Zinkion in der experimentell urspringlichen
monodentaten Form koordinieren und die Phenylgruppe im Substratbindungstunnel zwischen
Phe583 und Pheb43 eingepasst werden (Nummerierung Danio rerio HDAC6-Struktur entspricht
Phe620 und Phe680 in humaner HDAC6-Struktur PDB ID 5EDU). Die Hohe der RMSD-Werte war

hauptsachlich der Flexibilitat der Randgruppenkonformationen geschuldet, wobei insgesamt die
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PDB ID 5W5K die Ursprungskonformationen der 5 cross-gedockten Liganden am besten
reproduzieren konnte. Fur die HDAC6-Dockingstudien wurden die Liganden der jeweilig
ausgewahlten Kristallstrukturen (PDB ID 6Q0Z und 5W5K) verwendet. Diese wurden (fur
monodentates Docking ebenfalls das fur die Zink-Koordinierung essentielle Wassermolekdl mit
Ubertragen) in die einzige humane HDAC6-Kristallstruktur PDB ID 5EDU eingefligt, was gefolgt
war von einer leichten Energieminimierung der Gesamtproteinstruktur (maximal erlaubter
RMSD-Wert fir die Abweichung von den Ausgangsatomkoordinaten 0,3 A). Bei HDAC1 wurde
die PDB ID 5ICN als einzige Kristallstruktur in Holoform flr die in silico-Untersuchungen
verwendet (RMSD-Wert Redocking 1,21 A siehe Abb. 22 mittig). Fiir Dockingexperimente an
HDAC8 wurden Kristallstrukturen mit vollstdndig intakter S2-Schleife (keine fehlenden
Atomkoordinaten aufgrund geringer Elektronendichte) herangezogen, deren co-kristallisierte
Liganden mit RMSD-Werten von 0,29 A (PDB ID 1T64), 0,85 A (PDB ID 3F07) und 0,69 A (PDB ID

3FOR siehe Abb. 22 rechts) gut reproduziert werden konnten.

D101

Abb. 22 Bindungsposen vom Redocking in die HDAC6-Kristallstruktur PDB ID 6QO0Z (links), die
HDACI1-Kristallstuktur PDB ID 5ICN (mittig) und die HDAC8-Kristallstruktur PDB ID 3FOR (rechts).
Co-kristallisierte Liganden sind orange abgebildet; re-gedockte Posen tlirkis. Entscheidende
Seitenketten-Aminosduren im aktiven Zentrum sind zu sehen als graue Linien; das katalytische
Zinkion als braune Kugel.
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Abb. 23 Links: Tabellarische Zusammenfassung vom Re- und Crossdocking an HDAC6-
Kristallstrukturen (jeweils A-Ketten untersucht) mit einzéhniger Hydroxamsdure-Zink-
Koordinierung. Abgebildet sind die RMSD-Werte zwischen den Atomkoordinaten der co-
kristallisierten Ligandposen und den mittels Docking ermittelten Bindungsposen. Redocking-
Ergebnisse sind schwarz eingerahmt. Rechts: Bindungspose vom Redocking in die HDAC6-
Kristallstruktur PDB ID 5W5K. Der co-kristallisierte Ligand ist orange abgebildet; die re-gedockte
Pose tiirkis. Entscheidende Seitenketten-Aminosduren im aktiven Zentrum sind zu sehen als graue
Linien; das katalytische Zinkion als braune Kugel.

4.2.2 Dockingstudien an HDAC6

Von den zwei in HDAC6 bekannten Koordinierungsgeometrien Zink-bindender Gruppen wiesen
die Benzothiophen-verknipften Hydroxamsduren eine deutliche Tendenz zur zweizahnigen
Chelatisierung des Zinkions gegenlber der einzdahnigen auf. Da die einzdhnige Bindung
vorwiegend in Fallen beobachtet wird, wo sperrige Randgruppen verzweigt angeordnet sind (an
hauptsichlich Phenyl-Verkniipfungsgruppen), steht dieses Ergebnis in Ubereinstimmung mit der
Literatur. [453, 454] Mit einem kleineren 5-gliedrigen Ring als Verknlpfungsgruppe und einer
allgemein linearen Anordnung des gesamten Liganden ist es dagegen moglich, die
Zinkbindungsregion tief genug zu erreichen, was eine zweizahnige Koordinierung des Zinkions

zur Folge hat. [455] Zusatzlich bildet die Hydroxamsdure-Gruppe wesentliche
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Wasserstoffbriickenbindungen mit His610, His611 und Tyr782 in der Nahe des Zinkions aus
(veranschaulicht in Abb. 24 anhand von KH23). Des Weiteren ist der Benzothiophen-Teil in der
aromatischen Spalte zwischen Phe620, Phe680 und His651 fest eingekeilt und zeigt glinstige
parallel angeordnete n-m-Wechselwirkungen mit diesen Aminosauren. Die zunehmende Anzahl
an hochaufgeldsten Kristallstrukturen lasst erkennen, dass die Randgruppen der meisten HDAC6-
Inhibitoren alle die gleiche Region an der Oberflache des Proteins binden; eine Bindungstasche
am aulleren Rand des Bindungstunnels zwischen Schleife S1 und S2 gelegen. [453-455] GroRere
hydrophobe Gruppen wie Indol (KH21), Benzothiophen (KH22), Methylindol (KH23) als auch
para-halogenierte Phenylgruppen (KH24, KH25) sind bevorzugte Randgruppen, um diese S1-S2
Tasche zu binden, da sie van der Waals-Interaktionen mit wichtigen Aminosauren wie His500,
Pro501, Phe620, Leu749 und n-m-Wechselwirkungen (T-férmig) mit His500 eingehen kénnen. In
dieser Vielzahl an beobachteten Interaktionen werden Grinde liegen fir die gemessenen hohen

HDACG6-Aktivitaten.

Abb. 24 Dockingpose von KH23 (tiirkis geférbt) in der Bindungstasche von HDAC6 (PDB ID 5EDU).
Wasserstoffbriickenbindungen/Koordination zum Zinkion sind dargestellt als blau gestrichelte
Linien; r-rt/m-H-Wechselwirkungen als griin gestrichelte Linien. S1-S2 Tasche-formende Schleifen
und deren entsprechenden Aminosduren sind gelb (Schleife S1) und griin (Schleife S2) eingefirbt.

65



4.2.3 Dockingstudien an HDAC1

Die Selektivitat gegentber der HDAC1 kann zunachst dem engeren Substratbindungstunnel von
HDAC1 im Vergleich zu HDAC6 zugeschrieben werden (Abb. 25). Benzothiophen-verknipfte
Hydroxamsauren waren in den HDAC1-Dockingstudien folglich nicht imstande das katalytische
Zinkion mafgeblich zu erreichen und zu chelatisieren. Dariber hinaus ist die S1-S2 Tasche, trotz
der Tatsache, dass alle Zink-abhangigen HDAC-Enzyme eine gemeinsame katalytische Domane
mit hoher Sequenzidentitat ihrer Aminosaduren teilen, ein spezifisches strukturelles Merkmal von
HDACS6, welches einen zusatzlichen Beitrag zum Selektivitatsprofil leistet. [55, 67, 173, 201, 453,
456] Bei den Klasse | HDACs 1, 2 und 3 ist diese Tasche erheblich verkleinert, was es schwieriger
und unwahrscheinlicher macht, dass Randgruppen dort binden kénnen. Eine Uberlagerung der
ermittelten Bindungskonformation von KH23 in HDAC6 mit dem Oberflachenprofil von HDAC1
zeigt deutlich ein sterisches Kollidieren mit den Aminosauren Glu98 und Asp99 von Schleife S2

(Abb. 26 links).

Substratbindungstunnel

Abb. 25 Oberfldchenprofil von HDAC6 (PDB ID 5EDU) und HDAC1 (PDB ID 5ICN). Wichtige
Substratbindungstunnel-formende  Schleifen sind  farblich gekennzeichnet. HDAC1 st
charakterisiert durch einen engeren Bindungstunnel im Vergleich zu HDAC6 mafsgeblich aufgrund
einer gednderten S2/S5 Schleifen-Konformation.
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HDAC1 HDACS8

Abb. 26 Oberfldchenprofil von HDAC1 (PDB ID 5ICN) und HDACS (PDB ID 3FOR). Uberlagerung
mit der ermittelten Bindungskonformation von KH23 in HDAC6 veranschaulicht sterisches
Kollidieren mit Aminosduren, welche die Ausbildung einer HDAC6-Ghnlichen S1-S2 Tasche in
HDAC1 und HDAC8 verhindern.

4.2.4 Dockingstudien an HDACS8

Bei der HDACS sind es die Aminosauren Lys33 und Tyr100, welche die Ausbildung einer solchen
wie in HDAC6 beobachteten S1-S2 Tasche verhindern und infolgedessen bspw. Randgruppen
beim Binden dieser von den Schleifen S1 und S2 definierten Region erheblich beeintrachtigen
(Abb. 26 rechts). Dockingstudien der Hydroxamsauren vom Benzothiophentyp an HDACS zeigten

aber, dass die Randgruppen auf eine spezifische HDAC8-selektive Seitentasche ausgerichtet sind,
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welche von dem Tyrosin im aktiven Zentrum und Aminosaduren der Schleifen S1 und S6 gebildet
wird. [72, 77,94, 198, 457] Eine nichtsdestotrotz vorhandene signifikante Selektivitat (> 25-fach
bei KH23) gegentber HDACS8 im Vergleich zu HDAC6 kdnnte im Zusammenhang stehen mit der
Tatsache, dass durch die Substitution an Position 6 des Benzothiophenrings der Ligand nicht die
notwendige L-Form zur Bindung des HDACS8-typischen Beckens aufweist, wie sie in einigen
Kristallstrukturen von HDACS8-selektiven Inhibitoren (PCI-34051, NCC149 und andere meta-
substituierte Benzhydroxamsauren, ortho-substituierte Zimthydroxamsauren) beobachtet wird

(Abb. 27).[77,94, 114, 188, 198, 234, 457-460]

Abb. 27 Dockingpose von KH23 (tiirkis gefdrbt) in der HDAC8 (PDB ID 3FOR) -Bindungstasche
(Oberfldchenprofil) berlagert mit dem HDACS8-selektiven Inhibitor PCI-34051 (links, orange
gefdrbt; PDB ID 6HSF) und der HDACS8-selektiven meta-substituierten Benzhydroxamsdure
NCC149 (rechts; orange gefdrbt, PDB ID 6HSG), welche beide die notwendige L-Form zur
optimalen Bindung der HDAC8-spezifischen Seitentasche zwischen Schleife S1 und S6 aufweisen.
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4.3 Kombinierung von Homologie-
modellierung, virtuellem Screening und
molekulardynamischen Simulationen zur
Entwicklung von selektiven HDAC11-Inhibitoren

4.3.1 Erstellung eines HDAC11-Homologiemodells

Da bisher keine 3D-Struktur von der HDAC11 existiert, wurde ein entsprechendes
Homologiemodell (HM) generiert. Der anfangliche BLAST-Suchlauf (siehe Gliederungspunkt 3.3
Seite 22) ergab die zur Klasse lla gehdrige HDAC6 KD2 als die HDAC mit dem hochsten
Ubereinstimmungsscore von 82,4, gefolgt von den Klasse | HDACs (79,0 — 72,4) und Klasse Ilb
HDACs (65,9 — 61,2) (Tabelle 9). Die sequenzielle Abdeckung, welche ein Richtwert ist fur die
Anzahl an Aminosduren fir die sich beim spateren Bau des Homologiemodells auf Rickgrat-
Koordinaten des Vorlageproteins bezogen werden kann, liegt fir die HDAC6 mit 75 % tGber dem

empfohlenen Richtwert von 70 %. [317]

Tabelle 9 Humane HDAC-Subtypen (fiir die PDB-Strukturen verfiigbar sind) geordnet nach
sequenzieller Ubereinstimmung zur Aminosduresequenz von HDAC11 (Uniprot ID Q96DB2)
mittels BLAST

Name Ubereinstimmungsscore Sequenzidentitat
HDAC6 KD2 82,4 25,4 %
HDACS8 79,0 25,9 %
HDAC1 78,2 30,7 %
HDAC2 76,3 27,3 %
HDAC3 72,4 24,6 %
HDAC4 65,9 23,7 %
HDAC7 61,2 25,3 %
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Der Schritt der Sequenzausrichtung ist von entscheidender Bedeutung fiir ein spateres moglichst
fehlerarmes zuverlassiges HDAC11-Homologiemodell. [312, 317, 322, 323] Je nach Autor und
untersuchten Proteinklasse schwankt die empfohlene Mindest-Sequenzidentitdt, sodass es
keinen festen einheitlichen Richtwert gibt. [312, 313, 317, 323, 461, 462] Wahrend fir kirzere
Peptidsequenzen deutlich héhere Ubereinstimmungen vorliegen miissen, sind fir langere
Sequenzen auch mit relativ niedriger Sequenzidentitaten verlassliche Strukturvorhersagen
moglich. [312, 323] So fallt nach Krieger et al. bspw. eine relativ niedrige 25-prozentige
Sequenzidentitat von HDAC6 zur 347 Aminosadure-langen HDAC11-Sequenz noch in den
sogenannten sicheren Bereich der Homologiemodellierung. [312] Wie bei der Proteinklasse der
GPCRs ist auch die HDAC-Enzymfamilie trotz geringer Sequenzidentitdten gepragt von
gemeinsamen Sekundarstrukturelementen und konservierten Bereichen, welche durch eine
Mehrfach-Sequenzausrichtung besser erkannt werden kénnen und die Fehleranfalligkeit bedingt
durch die geringe sequenziellen Ubereinstimmung gut kompensiert. [313] Diese simultane
Ausrichtung der HDAC11-Sequenz mit allen der Offentlichkeit zur Verfiigung stehenden
humanen HDAC-Sequenzen, flir die bereits eine Kristallstruktur vorliegt, ist in Abb. 28
wiedergegeben. Daraus wird ersichtlich, dass Aminosauren, die flir den katalytischen
Mechanismus von HDACs im Allgemeinen verantwortlich gemacht werden, in der HDAC11
konserviert sind wie in allen anderen Subtypen. Auch ist aus dem Alignment bereits zu erkennen,
dass ein zu Schleife S5 gehdriges Phenylalanin (F680 in HDAC6) in der HDAC11 durch ein
physikochemisch  sehr  dhnliches  Tyrosin  ersetzt ist. Bei der Analyse der
Substratbindungstaschen-auskleidenden Schleifen S1-7 konnen erste Rickschlisse zur zu
erwartenden Struktur gemacht werden und die anfangliche Vorauswahl der Vorlagestruktur
mittels BLAST bestéatigt oder ggf. angepasst werden. Mit Blick auf die Schleife S1 und auf
insbesondere deren zwei zentrale Aminosduren der Bindetasche Histidin und Prolin (H500 und
P501 in HDAC6) ist eine klare Homologie der Subtypen untereinander zu erkennen, mit
Ausnahme von HDACS. Dieser offenkundige Unterschied von HDAC8 im Vergleich zu allen
anderen HDAC-Subtypen inkl. der HDAC11-Sequenz lasst den Schluss zu, dass eine deutlich
verkurzte bisher nur fir HDACS8 beschriebene S1-Schleife auch bei der HDAC11 nicht zu erwarten
ist. [427] Was die Schleife S2 anbelangt, musste an der Stelle, an der sich in Klasse Ila HDACs

Aminosauren fir ein zusatzliches zweites Zinkbindungsmotiv befinden, zur Uberbriickung hoher
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Variabilitat in HDAC1-3, 6, 8 und 11 sogenannte Leerstellen (engl. gaps) eingefligt werden. [208,
463] Beim Vergleich der Sequenzausrichtung von Schleife S3 fiel die Ahnlichkeit der HDAC11-
Aminosaureabfolge zur Familie der Klasse | HDACs auf. Subtypen dieser HDAC-Klasse sind u. a.
charakterisiert durch das Vorhandensein einer zusatzlichen Proteintasche, der sogenannten
FulRtasche, welche maRgeblich durch Aminosauren dieser Schleife gebildet werden. [71, 81, 187,
429, 444] Wie fir den zur Klasse | gehorigen HDAC8-Subtyp ist auch fir HDAC11, wie einleitend
bereits erwdhnt, eine Fettsdure-Deacylaseaktivitdt beobachtet worden. [159-161, 464] Daher
wird bei diesem bisher noch nicht kristallisierten Subtypen auch von einer existierenden
FulRtasche ausgegangen, in welcher dann langere aliphatische Fettsdurereste unterkommen
kdnnen. [160] Aufgrund der Beobachtungen bei der Sequenzausrichtung und den bereits
vorhandenen wissenschaftlichen Erkenntnissen bezogen auf die zu erwartende Struktur von
HDAC11 wurde fiir den Bereich um Schleife S3 nicht HDACG6 als Vorlageprotein ausgewahlt (N600
— H611), sondern stattdessen diente eine HDAC8-Struktur als Vorlage (K132 — H143 siehe Abb.
29). Dieser Ansatz, mehrere Vorlagen fir ein Homologiemodell zu verwenden und somit gut
Ubereinstimmende Bereiche aus verschiedenen Vorlageproteinstrukturen fir ein Modell zu
kombinieren (engl. multiple template modeling), wurde bereits vor Uber 20 Jahren beim CASP
(engl. critical assessment of protein structure prediction) -Wettbewerb erfolgreich eingesetzt und
gehort mittlerweile zum Standardrepertoire bspw. von Swiss-Model, einem vollautomatischen
Webserver zur Homologiemodellierung. [312, 462] Was die weitere Betrachtung der
Sequenzausrichtung angeht, sind bei der HDAC11 auf Hohe von Schleife S5 zwei Llcken
erkennbar, was eine etwas kilrzere Schleife zur Folge hat. Weitere Leerstellen bzw. Einflgungen
in Ziel- als auch Vorlagesequenz befinden sich in Schleifenbereichen aufRerhalb der
Bindungstasche; keine in Bereichen von B-Faltblattern oder a-Helices. Die Uberlagerung aller
anderen Schleifen in der Nahe der Bindungstasche zeigt keine grofRen Auffalligkeiten. Vor der
eigentlichen Erstellung des Homologiemodells wurden Leerstellen bedingt durch die Mehrfach-
Sequenzausrichtung bspw. in Schleife S2 entfernt. Die finale Sequenzausrichtung mit der HDAC6
(M1 —R131 und C144 — P349) und der HDAC8 (G132 — H143) als multiple Vorlagesequenzen ist
dargestellt in Abb. 29.
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51

HDAC11 MLATTOLYOHVPETRWPIVYSPRYNITFMGLEKLHPFDAGE WGV INFLEEEKLLSDSMLVEAREASEEDLLVVHIRR 78

HDORCEe FD2 ALAMAOTNAARSRTGL-——VYDONMMNECHLWDSHHFEVPORILEIMCRLEELGLAGRCITLTPREPATERFILTCHSAE 543
HDACH —-——-MEEPEEFPADSGOSLVEVYIYSEEYVSMCDSLAK I PERASMVHS L IEAYAT HEQOMR TVEPFVASMER 74
HOACLI &~ ———————————— e REKVCYYYDEDVEN Y Y GOGHEMEPHE TRMTHN L LLNY GLYRFME T YRPHERNAE 71
HORCZ &~ —————————— CEEKVCYYYDGDIGH Y Y GOGHEMEPHE TRMTHN L LINYGLYRFME T YRPHEATAER 74
HORCZ @~ ARTVAYEYDPDVGNEFHYGAGHEMEPHE LALTHSLVLHYGLYEFMIVEEPYQRSOHDMCRFHSED &5
HODAC4 ———-—————PFRFTTGLVY DT IMLEHOCTCGS 55 5HPEHAGE TS TWSRLOETGLRGECECTRGREATLEELOQTVHSER 74
HOARCT ———-—————LPFTTGLIYDSVHLEHOCSCGDNSRHFEHAGR IO IWSRLOERGLRSQCECLEGREASLEELOSVHSER 584
*%
52
HDACI11 YLNELFWSFAVATITEIPPVIF-——-——=————————————=LENF LVOREVLRPLRTOTGGTIMAGKLAVER---GHA 134
HODACE EDZ2 YVGHLEATEFRMETRELHRESSHN------—-——=—=——————FLSIYVICPSTFACAROLATGALRCRLVEAVL.SGEVLNGA 602
HDACH YLOHLQEVSQEGDDDHPFDSTE-Y¥GL-—-—————————————GYDCPATEGI FDYRARTGGATITARQC-LIDGMCEVA 134
HOACL YIEKFLESIRPONMSEY SEQMORFNV-————-———————————GEDCEFVFDGLEEFCQLE TGS VASAVE-LNFQQTDIA 132
HOACZ YIEFLESIRPONMSEY SEQMORFNV-—————————=—————GEDCEVFDGLFEFCQLS TGS VAGAVE-LNRQQTDMA 137
HOARCS YIDFLORVSPTNMOGEFTES LNAFNV-———————————————GLDDCEFVEPGLEEFCSRYTGAS LOGATO-LNNFICDIA 126
HOARC4 HI-LLYGINPILNERQFLDSFELLGSLAS-VFVELPCGGVGVDSDT IWHEVHSAGRARTAVGCVVELVEEVATGELFNGE 150

HDACT HV-LLYGTNPLSRLELDNGE L AGLIAQRMFVMLECGEVGVDI DT INELHS SHARRWAAGSVT DLAFKVASRELKNGE 661
*
53 54
HDAC11 INVGEEEEHECSSDRGEEFCAVADITIATHFLFERVEGT SRAT I TDLDAHQGNGHERDFMDDKRY Y TMIVY——-NRHTY 209
HDLCE EKD2 AVVRPPGHHAEQDARCGFCFENSVAVARRHAQTISGHALRILIVDIDVEHGNGTQEMFEDDPSYLYVSLHRYDHGTIEF 680
HDACH INWSGEVHHARKDEASGFCYTNDAVLGT LRLRRKF ——~ERT L VD LDLHHGDGVEDAF SFT SEVMT 208
HDACL VNWAGGLEHARKSEASGFCY NDIVLAILELLKYH---QRVL Y IDI DIHHGDGVEEAFY TTDRVIMTVS: 205
HDAC2 VNWAGGLEHARKSEASGFCY NDIVLAILELLKYH---QRVL Y IDI DIHHGDGVEEAFY TIDRVITVSE 210
HDAC3 INWAGGLHHARKFEASGFCYVNDIVIGILELLKYH-—FPRVLYIDIDIHHGDGVQEAFYLTDRVMTVSE 200
HDAC4 AVVRPPGHHAEESTEMGFCYFNSVAVARYLLOQQRLS-VSEIL IVDOVERGNGTQQAFY SDESVL VM 227
HDACT AVVRPPGHHADHSTAMGFCFFNSVATACROLOQOSK-ASKIL IVDDVERGHGTQQTFYQDPSYL Y ISLHRHDDGNEF 738
ik ik * *
55 s6
HDAC11 P—GDRFAKOATRR--————KVELEW-—————GTEDDEYLDEVERN TKESL.OEHLEDVVVYHAGT DT LEGDR--LGGLS 272
HDACE ED2 PMGDEGASSQIGRAAGTGFTVNVAWNG---FRMGDADYLAAWHRLVLEIAYEFNPELVLVSAGFDARRGDP--LGGCO 753
HDACH P--GTEDVSDVELEKGRY YSVIVEI0-——-DGI0DERY YQICESVLKEY Y QAFNFKAVY LOLGADT IAGDP--1CSEl 278
HDACL P--GTGDLRDIGAGEGKY YAVNYPLR--—-DGIDDE SYEAT FKFVHSKVMEMFQPSAVVLOCGSDSLSGDR--LGCEN 275
HDACZ P--GTEDLRD I GAGKGHY YAVIE BMR———-DGIDDESYGOI FRPI T SHVIMEMYQEPSAVY LOCGADSLSGDR--LECET 280
HDAC3 P--GTEDMYEVGAESGRY YCLIVELR--—-DGI DDQSYHELE QFV TNV VDEYQFTCTVLOCGADSLECDR-~LGCEN 270
HDAC4 P--GSGAPDEVGETGPGVEFNVEMAF TEELDPPMGDAEYLAAFRTVVMP IR SEFAPDVVLVSSGFDAVEGHPTELGEYN 303
HDACT P--GSGAVDEVGAGSGEGFNVNVANAGGLDPPMGDPEYLAAFRTVVMP TAREFSPILVLVSAGFDAAEGHPAPLGEYH 814
* *h
57
HDAC11 ISPAGIVERDELVERMVRGRRVEILMVTSGGEYO-FRTARI TADSI L LFGLELIGPESPSVSAONSDTPLLPFAVE-~ 347

HOARCe EFDZ2 VEPEGYAHLTHLLMGLAS---GRIILILEGGYNLISISESMAACTRSLLG----DFPFPLLT--RFPLSGALASITET- 823
HOARCSH MITPVGIGKCLEY ILQWOL-———ATLILGGEGY N LANTARCN TYLTGVILGKILSSEIFDHEFFIAYGPDYVLEITPSC 352

HOACL LT IEGHARCVEFVESFNL-—--FMLMLGGEEEY T IFNVARCH TYETAVALDTETFNELFYNDYFEYFGPDEELHISESH 349

HORCZ LIVEGHAFCVEVVET FNL-—--PLLMLGGEEY T IFNVARCH TYETAVALDCETFNELFYNDYFEYFGPDEELHISESH 354

HDAC3 LSIRGHGECVEYVESFNI-—--FPLLVLGGEEY TVENVARCHTYETSLLVEEATSEELFYSEYFEYFAPDEFTLHPDIVST 344

HOARC4 LEARCFGYLTEQLMGLAG-—-GRIVIALEGGHDLTAICDASEACVSALLGNEL-DEFLFEEVLOORPNANAVREMEEV - 376

HDACT VEARCFGYMTQOULMNLAG-—--GAVV L ALEGGHDLTAICDASEACVARLLGNRV-DFLSEEGWEQEPNLNATRSLEAV - 886
*hk

Abb. 28 Mehrfach-Sequenzausrichtung der HDAC11-Sequenz mit PDB-zugdnglichen humanen
HDAC-Subtypen. Rot gefdrbte Aminosduren zeigen Identitét an; gelbe Markierungen zeigen
Aminosduren mit dhnlichen physikochemischen Eigenschaften an. Mit Sternchen hervorgehobene
Markierungen kennzeichnen zentrale Aminoséuren der Bindungstasche.
Substratbindungstaschen-auskleidende  Schleifen  sind  iber der Sequenzausrichtung
durchnummeriert.
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HDAC11 MLHTTQLYQHVEETRWPIVYSPRYNITFMGLERLHFFDAGEN G NFLFEEELLSDSMLVEARERSEEDLLVVHTRE 78

HDRCE ALARLROTNARRSRTGL-—-VYDQMNMMNHCNLIWDSHHFPEVEQRTL CRLEELGLAGRCLTLTPRPATEAFLLTCHSAE 543
ok
52 53
HDAC11 YINELFEWSFAVATITEIFEVIFLE CREVLEPLRTOTGGET IMAGELAVER———GWATNVGGGFHHCSSDRGGERC 153
HORACGE/S B YVGHLEATERMETRELHRESSNED CESTFACROLATGAACRLVEAVL.SCEVLKVATNWSGGWHHLECQDARCCFC 621
* ek *k

54 55
HDAC11 AVADITLATFFLFERVEGISEATITDL.DAHOGHGHERDFMDDERY DVY—-——-NRHIYP-GDRFARCATRR—————— 221
HLDACE FFNSVAVAREHAQTI SGHALRILIVDWDVHHGNGTQHMFEDDESV. SLHRYDHGTFFEMGLDEGRSSOIGRAAGTGE £99

* *

56
HDAC11 EVELEW-——GITEDDEYLDEVERNIEKESLOEHLEDVV AGTDILEGDRLGGLS [SPAGIVERDELVFRMVEGERVEL 296
HDRCE TV AWNGERMGDAD Y LARNHRLVLPIAYEFNFELV AGFDARRGDPLGGCOVSPEGYRHLTHLIMGLAS———GRI 774
* ok
57

HDAC11 TSGEYO-FRTARITADSILNLFGLGLIGPESESVSAONSDTPLLEPAVE—— 347

HOACE LEGGYNLTSISESMAACTRSLLG———-DEPPLLT—-RPPLEGALASITET- 823
ok k

Abb. 29 Finale Sequenzausrichtung basierend auf HDAC6 (M1 — R131 und C144 — P349) und
HDACS8 (grau hinterlegter Bereich G132 — H143) als multiple Vorlagesequenzen. Rot geférbte
Aminosduren zeigen Identitdt an; gelbe Markierungen zeigen Aminosduren mit dhnlichen
physikochemischen Eigenschaften an. Mit Sternchen hervorgehobene Markierungen
kennzeichnen zentrale Aminosduren der Bindungstasche. Substratbindungstaschen-auskleidende
Schleifen sind lber der Sequenzausrichtung durchnummeriert.

Die Kristallstruktur der PDB ID 5EDU als einziger humaner HDAC6-Subtyp diente als
Hauptvorlageproteinstruktur. Davon abweichend wurde, wie im vorherigen Abschnitt erldutert,
fir den Bereich um die zu erwartende Fulitasche (Aminosduresequenz G132 — H143) eine
HDACS8-Kristallstruktur verwendet. Zum Zeitpunkt der Erstellung des Homologiemodells standen
14 dreidimensionale Strukturen dieses Klasse | HDAC-Enzyms (humane Wildtypen) in der PDB-
Datenbank zur Verfigung (PDB IDs 1764, 1T67, 1T69, 1VKG, 1W22, 2V5X, 3F07, 3FOR, 3RQD,
3SFF, 3SFH, 3MZ3, 5FCW, 5VI6). Davon ausgewahlt wurde die Struktur mit dem PDB-Code 5FCW,
da sie eine gute Auflosung (1,98 A), kein aus der Bindungstasche herausgeflipptes Tyr306 (bisher
nur bei mit Aminosaure-Liganden co-kristallisierten HDAC8-Strukturen und zwei schistosomalen

HDACS8-Strukturen beobachtet) und aufgrund der Konformation von Trp141 eine gut zugédngliche
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FuRtasche aufwies. Als Ligand-Vorlagenstruktur diente die PDB ID 1T64 mit dem Pan-
Hydroxamsaure-Inhibitor Trichostatin A. Uberlagerung aller zehn generierter Modelle
veranschaulichte eine hohe Ubereinstimmung der B-Faltblatter und a-Helices (Abb. 30). Auch
die sieben Schleifen, die den Bindungstunnel ausmachen, zeigten, da es bei der
Sequenzausrichtung keine Einfigungen in der Vorlagestruktur in diesem Bereich gab und somit
keine strukturelle Informationen dort fehlten, eine grolRe Gleichheit untereinander. Daher wurde
in diesem Fall keine sogenannte Schleifen-Modellierung vorgenommen. [465] Die erzeugten
Homologiemodelle wichen lediglich in Schleifenbereichen auRerhalb der Bindungsdomane
voneinander ab, was in Ubereinstimmung war mit dort befindlichen Einfligungen in der HDAC6-
Vorlagesequenz. Das Modell mit dem DOPE-Score von -35.927 wurde ausgewahlt zur weiteren

Verwendung.

Abb. 30 Uberlagerung der zehn generierten Homologiemodelle.  Variationen in
Schleifenbereichen aufSerhalb des Bindungstunnels sind farblich rot hervorgehoben.
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4.3.2 Validierung des Homologiemodells

Zur Uberpriifung der Richtigkeit und Zuverldssigkeit des erstellten Homologiemodells wurde es
zunachst einer stereochemischen Analyse in MOE unterzogen. [274, 461, 466] Da die
Polypeptidbindung in ihrer Planaritat und Rigiditat lediglich Rotationsfreiheit um die beiden vom
a-Kohlenstoff ausgehenden Bindungen zeigt und diese wiederum aufgrund der
Seitenkettenanordnungen nur ganz bestimmte Winkel einnehmen kénnen, ist die graphische
Darstellung dieser beiden als Phi () und Psi () bezeichneten Torsionswinkel eine sehr
verbreitete und aussagekraftige Methode zur Qualitatskontrolle von Proteinen, sowohl fir
experimentell bestimmter als auch durch HM erzeugter. [467-469] Diesem allgemeinen
Ramachandran-Diagramm kann entnommen werden (fir Glycine und Proline gelten eigene
Diagramme), dass 94,1 % der Wertepaare der Ruckgrat-Aminosauren sich in Bereichen befinden,
welche, basierend auf der Analyse von Torsionswinkeln existierender Strukturen, den
stereochemisch giinstigen zugeordnet werden kénnen (Abb. 31 links). [470-472] Entsprechend
kénnen 5,6 % den zuséatzlich erlaubten Regionen zugeordnet werden und bei einer Aminosaure
wurde eine unerlaubte Konformation festgestellt (Thr229). Dieser AusreilRer befindet sich jedoch

mehr als 15 A entfernt von der Substratbindungstasche (Abstand a-Kohlenstoff — Zinkion).

Des Weiteren wurde eine vergleichende statistische Analyse mit verfligbaren Proteinstrukturen
mittels der Webserver-Version von ProSA durchgefiihrt. [473] Dieses Programm wurde zu
Anfang im Zuge der starken Zunahme an hinterlegten PDB-Strukturen vor allem als schnelles
zuverldssiges diagnostisches Werkzeug zur Erkennung von fehlerhaften Proteinstrukturen, aber
auch zur Qualitatsbeurteilung von Homologiemodellen, entwickelt. ProSA, welches lediglich die
Koordinaten der a-Kohlenstoffatome  benotigt, beruht auf  wissensbasierenden
Molekularfeldern, mit denen die Energieverteilung eines gefalteten Proteins beurteilt werden
kann und somit falschgefaltete Strukturen erkannt werden kénnen. [474] Der allgemeine
Qualitatsscore des Homologiemodells liegt mit einem ProSA Z-Wert von -6,2 bei einer
Peptidlange von 347 Aminosduren innerhalb des nativen Bereiches von experimentell

bestimmten und in der PDB hinterlegten Proteinstrukturen (Abb. 31 rechts). [73]
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Abb. 31 Links: Allgemeines Ramachandran-Diagramm. Bildet die Kombinationen der Phi und Psi
Torsionswinkel graphisch ab. 94,1 % der Wertepaare des HMs liegen in glinstigen Bereichen
(griine Kreise); 5,6 % in erlaubten Bereichen (gelbe Kreise). Bei einer Aminosdure wurde eine
unerlaubte Konformation festgestellt (rotes Pluszeichen). Rechts: ProSA Z-Werte aller
experimentell bestimmter und in der PDB hinterlegter Proteinstrukturen im Verhdltnis zur
Peptidldnge (nur Peptidketten < 1000 Aminosduren mit ProSA Z-Werten < 10 graphisch
abgebildet). Durch Roéntgenstrukturanalyse erhaltene Strukturdaten sind hellblau eingefdrbt;
durch NMR-Spektroskopie erhaltene dunkelblau. Mit einem ProSA Z-Wert von -6,2 liegt das HM
im nativen Bereich von Proteinen gleicher Gréfse.

Die Stabilitat des erzeugten Homologiemodells wurde anhand von MD-Simulationen untersucht.
[79, 394, 475] Dafiir wurde das Protein zunachst in Apoform Uber 100 ns wie im Methodenteil
beschrieben (Gliederungspunkt 3.5 Seiten 27-28) simuliert. Als MessgroRe diente hierfir
insbesondere der bei der Analyse von Proteindynamiken vielfach verwendete RMSD-Wert,
welcher Abweichungen von den urspriinglichen Koordinaten einer Struktur in Zeitdbhangigkeit
graphisch abbildet. [476, 477] Aus diesem Diagramm ist ersichtlich, dass sich der RMSD-Wert
(berechnet fiir Nicht-Wasserstoffatome) nach einer kurzen Aquilibrierungsphase in dem er

starker ansteigt, bei ca. 3 A stabilisiert (Abb. 32). Auch die visuelle Begutachtung des Trajektorie-
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Verlaufs zeigte im Allgemeinen eine stabile Struktur mit erwartungsgemall grofReren
Fluktuationen in den Schleifenbereichen. Nur wenige konservierte Aminosduren des

Bindungstunnels (z. B. Tyr304) wiesen eine verstarkte Flexibilitat auf.
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Abb. 32 RMSD-Diagramm fiir eine molekulardynamische Simulation des HDAC11-
Homologiemodells in Apoform (berechnet flir Nicht-Wasserstoffatome)

4.3.3 Analyse des HDAC11-Bindungstunnels

Ein Vergleich der durch Homologiemodellierung generierten 3D-Struktur von HDAC11 mit vier
verschiedenen HDAC-Subtypen bestéatigte und vervollstandigte die Analyse, die bereits anhand
der Sequenzausrichtung begonnen wurde (Abb. 33). Dafir wurden zwei Vertreter der Klasse |
HDAC-Enzymklasse (HDAC1 und HDACS8) herangezogen und jeweils einen Vertreter der Klasse lla
(HDAC4) als auch llb (HDAC6). Das katalytische Zinkion, welches sich am Ende des katalytischen
Substrattunnels befindet, nimmt in der HDAC11 erwartungsgemald die gleiche Position ein wie
in anderen HDACs, koordiniert von der in allen Subtypen konservierten Aminosaure-Triade

Asp181, His183 und Asp261.
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Ein anfanglicher Vergleich mit der Hauptvorlagekristallstruktur HDACG6 zeigte einen RMSD-Wert
von 1,27 A (Nicht-Wasserstoffatome) und ein hohe Ahnlichkeit in der Bindungstunnelregion.
Diese wird in HDAC11 ausgekleidet durch Gly151 und zwei aromatische Aminosauren Phel52
und Tyr209. Wahrend die beiden erstgenannten Aminosauren in HDAC6 und allen anderen
HDAC-Strukturen auch vorhanden sind, liegt Tyrosin sonst durch Phenylalanin ersetzt vor
(Phe680 in HDAC6, Phe208 in HDAC8, Phe205 in HDAC1, Phe871 in HDAC4). Auch fir parasitare
HDACs ist diese Substitution beschrieben. Doch wird der Versuch, sich diesen Unterschied bei
der Entwicklung selektiver Verbindungen zu Nutze zu machen, von Melesina et al. als gering
eingeschatzt, da die Hydroxygruppe des Tyrosins aus der Bindungstasche herausragt und somit
kein Interaktionspotential bietet. [79] Ahnliches gilt fir die von Schleife S2 am Nichsten zum
Bindungstunnel befindliche Aminosadure Asn103, deren hohe physikochemische Verwandtschaft
zu Ser568 in HDAC6 ein rationales Design von selektiven Verbindungen erschwert (Asp99 in
HDAC1, Thr760 in HDAC4). Der grofite Unterschied der HDAC11 zu HDAC6 befindet sich analog
zum Vergleich von HDAC8 mit HDAC6 (siehe Seite 50) im Bereich der als inneren Vertiefung
bezeichneten Fufltasche. Drei Aminosauren formen dessen oberen Abschnitt. Zwei dieser
Aminosauren sind konserviert und relativ starr (Cys153 und Gly302), wahrend die andere
Aminosaure durch ihre Variabilitat und Flexibilitat mafRgeblich die Substrat- bzw.
Inhibitorzuganglichkeit beeinflusst (Phel41). In HDAC6 befindet sich hingegen direkt hinter
einem Glycin (Gly607) ein Prolin (Pro608), welches wie eine Art Mauer die Ausbildung dieser

internen Bindungstasche verhindert (Pro800 in HDAC4).

Bei einem Vergleich des HDAC11-HMs mit Kristallstrukturen von HDAC8 lasst sich am
deutlichsten die verkirzte Schleife S1 dieses Klasse | Enzyms erkennen. Auch die ebenfalls den
Bindungstunnel mitformende Schleife S2 hat teilweise eine andere Konformation, auch wenn
Asp101 (HDAC8) und dessen ungeladenes Derivat Asn103 (HDAC11) sehr gut Uberlagert sind.
Mit Blick auf die senkrecht zum Substrattunnel befindliche interne Tasche sind es bei beiden
Subtypen aromatische hydrophobe Aminosauren (Try141 in HDAC8 und Phel41 in HDAC11),
welche als eine Art Pfortner (engl. gatekeeper) fungieren. Zuletzt sei noch auf das Met274

hingewiesen, welches vergleichbar den Klasse || HDACs in HDAC11 mit Leu268 substituiert ist.
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Beim Vergleich der HDAC11 zu HDAC1 sind es neben den bereits erwahnten Unterschieden eines
Asn103 anstatt eines Asp99 und eines Tyr209 anstatt eines Phe205, ein Phel41 anstatt eines
Leul39, welche die sonst sehr dhnlichen Subtypen voneinander etwas differenziert. Darlber
hinaus scheint die Fulltasche in der HDAC11 etwas kleiner zu sein als in der HDAC1. Einer der
Hauptgrinde daflr liegt beim Vorhandensein des sperrigen Phe37 an Stelle eines kleineren
Met30 in HDAC1, welches sich direkt hinter dem Phel52 (HDAC11) befindet und die hintere

Mauer dieser internen Nebentasche bildet.

Die visuelle Betrachtung von HDAC11 im Vergleich zu Klasse Ila Kristallstrukturen bestatigte den
anfanglichen BLAST-Suchlauf, dass die Ubereinstimmung mit dieser HDAC-Klasse am geringsten
ist. So enthalt HDAC11 Tyrosin (Tyr304) und kein Histidin (His976 in HDAC4) im katalytischen
Zentrum, wie es bei HDAC4, 5, 7 und 9 der Fall ist. Dieses Tyrosin, welches charakteristisch ist fur
alle anderen HDAC-Klassen (1, llb, 1V), ist essentiell fir den katalytischen Prozess und das Fehlen
dieser Aminosaure der Hauptgrund fir die sehr geringe intrinsische Deacetylaseaktivitat von
HDACs der Klasse lla. [478] Auf weitere Unterschiede wurde bereits in den vorherigen

Abschnitten an anderer Stelle Bezug genommen (Asn103, Phe209).

Doch lassen sich Proteinstrukturen nicht nur allein daran vergleichen, ob und wie die
Aminosduren voneinander variieren bzw. ob sie unverdndert sind, sondern auch indem man
verschiedene Konformationen von konservierten Aminosauren analysiert. Bspw. stellt sich die
von Schleife S6 am Nachsten zum Bindungstunnel befindliche Aminosaure Leu268 bei genauerer
Betrachtung aller Leucin-enthaltenden Klasse Il Kristallstrukturen (Leu934 in HDAC4: 2VvQl,
2VQM, 2VQW, 4CBT, 4CBY, 5A2S, 6FYZ, 5200, 5Z0P, 6FYZ; Leu749 in HDAC6: 5EDU, 5EEI, 5EEK,
SEEN, 5EF7, 5EF8, 5EFB, 5FOH, 5GO0I, 5G0J, 5W5K, 5WGI, 5WGK, SWGL, 5WGM, 6CGP, 6CSP,
6CSQ, 6CSR, 6CSS, 6CW8, 6DVL, 6DVM, 6DVN,6DVO, 6PZR, 6Q0Z 6PZ0, 6PZS, 6PZU, 6VNR;
Leu810 in HDAC7: 3ZNR, 3ZNS, 3C0OY, 3C0Z, 3C10) als relativ flexibel heraus. Der Abstand
zwischen dem gamma-Kohlenstoffatom dieses Leucins zum bspw. alpha-Kohlenstoffatom von

Pro501 (HDAC4-Nummerierung) variiert um bis zu 2,7 A (6,3 A in PDB ID 6DVM; 9,0 A in PDB
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3ZNS und 3ZNR). Solche konformativen Spannbreiten sind begriindet in der Proteinfaltung und
vor allem abhangig von gebundenen Liganden. [78, 79] Eine Aminosadure deren zwei beobachtete
Konformationen sogar zu einer eigenen Terminologie geflhrt hat, ist das den Bindungstunnel
auskleidende Phenylalanin (Phe152 in HDAC11), doch ist die sogenannte herausgeflippte Form
nur in schistosomalen HDAC8-Kristallstrukturen beobachtet worden und in keiner der humane
HDACs. Folglich kann dies auch mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit fir die humane
Proteinstruktur HDAC11 angenommen werden, wo sich ebenfalls wie in anderen humanen
HDACs hinter diesem Phenylalanin eine sperrige Aminosaure befindet, was als Hauptgrund
angefihrt wird, warum in humanen Kristallstrukturen solch eine Konformationsveranderung

nicht beobachtet wird. [427]
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Abb. 33 Bindungstunnel-Nahansicht der Uberlagerung des HDAC11-HMs mit HDAC6 (PDB ID
5EDU), HDACS (PDB ID 1W22), HDAC1 (PDB ID 5ICN) und HDAC4 (PDB ID 5A2S). Unterschiede der
Seitenketten-Aminosduren sind als Stébchen dargestellt; konservierte Aminoséuren als Linien.
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4.3.4 Dockingstudien mit publizierten HDAC11-Inhibitoren

Neben den bereits aufgefihrten Validierungsschritten wurde das Homologiemodell einem
weiteren Test unterzogen, indem publizierte HDAC11-Inhibitoren in die Bindungstasche gedockt
wurden. Abgesehen von vereinzelten Verweisen auf Verbindungen mit HDAC11-Aktivitat, waren
es 2018 Martin et al., welche erstmalig eine umfangreiche Verbindungsserie an potenten und
selektiven HDAC11-Inhibitoren veroffentlichten. [244] Dabei handelte es sich um verschieden
anellierte Benzhydroxamsauren mit ICso-Werten von 3 nM bis 10 uM. Alle 21 Verbindungen
konnten in das HDAC11-HM gedockt werden und zeigten grotenteils einheitliche Bindungsmodi
mit einer typischen Positionierung der Hydroxamsaure-Funktion am Zinkion-befindlichen
unteren Ende der Tasche (Abb. 34). Die Substitutionen an der Phenylgruppe besetzten
hauptsdchlich eine fir HDAC8-Strukturen beschriebene Seitentasche zwischen Schleife S1 und

S6.

O—=

Abb. 34  Links: N-Hydroxy-1,1-dimethyl-2-[6-(trifluormethyl)pyrimidin-3-yl]-2,3-dihydro-1H-
isoindol-4-carboxamid (FT895) zeigte eine inhibitorische Aktivitét von 3 nM an HDAC11. Rechts:
Dockingpose von FT895 (tiirkis gefdrbt) in der Bindungstasche von HDACII.
Wasserstoffbriickenbindungen/Koordination zum Zinkion sind dargestellt als blau gestrichelte
Linien; r-r/m-H-Wechselwirkungen als griin gestrichelte Linien.
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Nach anfangs durchgeflihrten MD-Simulationen der freien Form des HDAC11-Modells ohne
gebundenen Liganden wurde nun das Homologiemodell in Komplex mit einer der aktivsten
Verbindung FT895 mittels MD-Simulationen weiter untersucht (Abb. 35). Das RMSD-Profil des
Proteins dieses HDAC11-FT895 Komplexes war vergleichbar der freien Form von HDAC11. Mit
Blick auf das RMSD-Profil des Inhibitors zeigte sich zundchst ein Anstieg des RMSD-Wertes auf
ca. 3,5 A wahrend der ersten 5 ns, welcher sich daraufhin bis zum Ende der Simulation zwischen
2,8 A und 3,2 A stabilisierte (Abb. 35 rechts oben). Die urspringliche Dockingpose und die
Bindungskonformation nach der durchgefiihrten MD-Simulation wiesen im Hinblick auf die
Komplexierung des Zinkions, der beobachteten Wasserstoffbriickenbindungen und der
besetzten Seitentasche eine erkennbare Uberlagerung auf (Abb. 35 links). Dariiber hinaus wurde
die Chelatisierung der Hydroxamsdure-Gruppe mittels Einzelabstandsmessung der beiden
Sauerstoffatome zum Zinkion Uberwacht und konnte beide Male mit einem Wert von 2,1 A tiber

die gesamte Simulationsdauer durchgehend bestéatigt werden (Abb. 35 rechts unten).
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Abb. 35 Links: Bindungsmodus der Verbindung FT895 vor (cyan gefdrbt) und nach (hellorange
gefdrbt) einer molekulardynamischen Simulation von 50 ns. Rechts oben: RMSD-Diagramm flir
Proteinatome, FT895-Ligandatome und Zinkion (berechnet fiir die Nicht-Wasserstoffatome).
Rechts unten: Einzelabstandsprofile der beiden Hydroxamsdure-Sauerstoffatome zum Zinkion.
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Vergleichend wurde Ahnliches bei bspw. zwei mittels MD-Simulationen untersuchten HDACS-
Kristallstrukturen beobachtet, wo sich die Kopfgruppen der co-kristallisierten Liganden
gleichermalen orientiert zwischen den Schleifen S1 und S6 befanden (Abb. 36). Nach einem
dhnlich schnellen Anstieg des RMSD-Wertes auf ca. 3 A (besonders bei PDB ID 60DC) stabilisierte
sich der Ligand bei etwa 2 A. Beim Vergleich des Gesamtprotein-RMSD-Profils mit dem von
HDAC11 (Abb. 32 S. 75 und Abb. 35) kann man erkennen, dass trotz umfangreicher Uberpriifung
und Validierung es sich bei dem erstellten HDAC11-Modell nicht um eine Proteinstruktur von
gleich hoher Qualitat wie die von Kristallstrukturen handelt. Homologiemodelle enthalten Fehler,

welche folglich groRere Abweichungen von den Ursprungskoordinaten bedingen.
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Abb. 36 MD-Simulationen von PDB ID 60DC (links) und PDB ID 60DB (rechts). Reihe 1:
Bindungsmodi der co-kristallisierten Liganden vor (dunkelorange gefirbt) und nach (hellorange
gefdrbt) einer molekulardynamischen Simulation von 50 ns. Reihe 2: RMSD-Diagramme fiir
Proteinatome, Ligandatome und Zinkion (berechnet fiir die Nicht-Wasserstoffatome). Reihe 3:
Einzelabstandsprofile der beiden Hydroxamsdure-Sauerstoffatome zum Zinkion.
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Es stellte sich aullerdem die Frage, ob es mit dem erzeugten HM moglich war Uber die
gleichartige Verbindungsserie der anellierten Benzhydroxamsduren von Martin et al.
guantitative Aussagen zu treffen (Abb. 37 links). Dafiir wurden die biologischen Aktivitaten
zunachst anhand der Standard-Scoringfunktion von Glide abgeschatzt, womit es aber nicht
moglich war zwischen potenten und weniger potenten bzw. nicht aktiven Verbindungen zu
unterscheiden. Daher wurde die Bindungsstarke der am besten eingestuften Dockingposen
durch das Berechnen von freien Bindungsenthalpien weiterfihrend beurteilt. Die MM-GBSA
Methode (GB8, 12-6 LJ Potential) fihrte zu einer stlickweisen Verbesserung des gegenseitigen
in Verbindungsetzens zwischen experimentell ermittelten und berechneten Daten, was nach
Entfernung von drei Ausreilern (Benzoxazole) ein QSAR-Modell mit einem
Korrelationskoeffizient r? von 0,72 (RMSE 0,65 kcal/mol) und einem LOO-Kreuzvalidierungs g*
von 0,63 (RMSE 0,75 kcal/mol) hervorbrachte (Abb. 37 rechts). Die Berechnungen der freien
Bindungsenthalpien der Ligand-Protein-Komplexe basierte dabei auf den letzten 50
Einzelaufnahmen (jede flinfte Einzelaufnahme davon zur Berechnung herangezogen) einer 200

ps langen MD-Simulation. Folgender Gleichung lag das QSAR-Modell zu Grunde:
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Abb. 37 Links: Von Martin et al. an HDAC11 getestete Benzhydroxamsduren mit ICso-Werten von
3 nM — 10 uM. Rechts: Graphische Darstellung der Korrelation zwischen gemessenen plCso-
Werten (X-Achse) und vorhergesagten plCso-Werten (Y-Achse) dieser Verbindungsserie (n = 18).
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4.3.5 Docking von HDAC11-Substraten

Bereits in den Abschnitten zur Erstellung des HDAC11-Homologiemodells und beim Vergleich mit
Kristallstrukturen anderen HDAC-Subtypen wurde auf die Ahnlichkeit zu HDACs der Klasse | und
dessen in der Literatur vielfach als Fulltasche bezeichneten inneren Hohlraum Bezug genommen.
Bisher war HDAC8 die einzig bekannte Zink-abhdngige HDAC, bei der neben der
Deacetylaseaktivitat eine Fettsdure-Deacylaseaktivitat festgestellt wurde. [464] 2018 entdeckten
dann drei Forschungsgruppen unabhédngig voneinander eine Fettsdure-Deacylaseaktivitdt auch
bei der bisher weniger erforschten HDAC11. [159-161] Doch wadhrend bei HDACS die Entfernung
langkettiger Acylgruppen (> 8 Kohlenstoffatome) von Lysin-Seitenketten mit ungefahr ahnlicher
katalytischer Effizienz ablauft wie die Entfernung von Acetylgruppen, zeigte sich bei HDAC11 eine
Uber 10.000-fache Praferenz fir die Deacylierung langkettiger Fettsduren gegeniber der
Deacetylierung. [159, 464] Daher sollte des Weiteren untersucht werden, ob die Bindung solcher
Fettsdaure-enthaltenen Substrate anhand des Homologiemodells reproduziert werden konnte
und bei der Optimierung zu selektiveren HDAC11-Inhibitoren behilflich sein konnte. Dafir wurde
die tripeptidischen Struktur Gly-[Lys-Myristoyl]-Phe, welche abgeleitet war von dem von Kutil et
al. verwendeten Test-Substrat, herangezogen. [160] Die Myristinsdure wurde ausgewahlt, da sie
die Fettsaure war flr die die hochste katalytische Effizienz gemessen wurde. Gedockt wurde das
Tripeptid mit gekappten Aminosdureenden, um nicht durch unphysiologisch vorliegende
Ladungsverteilungen artifiziell falsche Bindungsmodi zu erhalten. [159, 160] Abb. 43 links (Seite
101) zeigt einen moglichen Bindungsmodus des myristoylierten Substrats in HDAC11, mit einem
Ausschnitt von der duBeren Proteinoberflache wo das Phenylalanin und Glycin bindet, mit dem
Hauptbindungstunnel der vom Lysin eingenommen wird und mit dem inneren Hohlraum

(FuBtasche), in dem der lange Fettsaurerest unterkommt.
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4.3.6 Virtuelles Screening

Mit dem Ziel neben den bisher wenigen bekannten HDAC11-Inhibitoren weitere Verbindungen
zu identifizieren, wurde ein VS mit der durch Homologiemodellierung erzeugten Proteinstruktur
durchgefihrt. Als Datenbank wurde ZINC mit seinen ca. 10 Millionen Verbindungen (Download
1. Mai 2014) verwendet, welche Arzneistoff-Eigenschaften besitzen (engl. drug-like). [479-481]
Die frei zugangliche ZINC-Datenbank ist eine aufbereitete Sammlung kommerziell verfigbarer
Verbindungen mit 3D-Strukturen der jeweils biologisch relevanten Protonierungsstufen
versehen mit Eigenschaften wie bspw. dem Molekulargewicht, dem LogP-Wert und der Anzahl
an rotierbaren Bindungen. ZINC wurde auf enthaltene Hydroxamsauren vorgefiltert, was einen
Datensatz von 1432 Verbindungen ergab, welcher zusammen mit einer internen Datenbank aus
169 eigenen chemischen Substanzen unter Verwendung der Scoringfunktion Glide in
Standardprézision in die Bindungstasche von HDAC11 gedockt wurde. Unter den am besten
eingestuften VS-Treffern befanden sich interessanterweise einige Benzhydroxamsauren mit
einheitlicher Grundgeriststruktur. Vier der zehn Verbindungen mit den besten Dockingscores
waren an Position 3 und 4 substituierte Benzhydroxamsauren mit ahnlichen Bindungsposen; drei

dieser vier Verbindungen 3-Benzamido-benzhydroxamsauren (Abb. 38).
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Rang Name LogP MW Dockingscore

(Da) (kcal/mol)
1 7INC11638439 1,2 250 -11,39
2 7INC19835266 1,8 211 411,31 i ‘ §
3 TB4 1,9 193 411,22 @ o
4 ZINC39134246 0,6 428 -11,18 Q : b "
5 TH120 3,6 347 -11,16 "I b
6 ZINC82769554 0,9 188 -11,09
7 ATTS 3,6 403 -11,08 H
8 ZINC11649166 2,0 290 -11,04 N
9 TH39 1,8 286 -11,02 R
10 ZINC12560957 2,1 247 -10,99 ) (0] R
11 ZINC19802707 1,0 183 -10,99 L
12 TH142 2,0 337 -10,96 .
13 7INC82769738 1,4 232 -10,96 H ril 0 :f
14 7INC11638298 0,8 236 -10,95 o wm
15 ATT3 4,4 392 -10,91 : b
16 7INC39112184 1,3 190 -10,90 o L.
17 TBS3 2,7 364 -10,90 é
18 TH125 1,3 326 -10,89 " "
19 ZINC19484191 0,7 179 -10,88
20 TH66 2,2 300 -10,88

Abb. 38 Links: Namen und Dockingscores mit LogP-Werten und Molekulargewicht der ersten 20
Treffer eines Struktur-basierten virtuellen Screenings mit dem Homologiemodell von HDAC11.
Rechts: Mehrere 3-Benzamido-benzhydroxamsduren waren unter den am besten eingestuften
Treffern. Grundgertiste bzw. Verbindungen anderer Treffer zum Vergleich mit abgebildet.

Die finale Auswahl fiir die biochemische Testung basierte auf dieser durch den Struktur-basierten
VS-Ansatz erhaltenen vielversprechenden Leitstruktur (3-Benzamido-benzhydroxamsaure) und
enthielt acht solcher Verbindungen aus einer hausinternen Datenbank. Mehrere dieser
Verbindungen zeigten eine sehr gute inhibitorische Aktivitdt im nanomolaren Bereich an der
HDAC11. AT6 mit einem ICso-Wert von 45 nM war davon die potenteste Substanz. Basierend auf
AT6 wurden kleinere strukturelle Variationen vorgeschlagen, synthetisiert und getestet. Die

Entfernung des para-Substituenten (Verbindung RA14) fuhrte dabei zu einer leichten
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Verstarkung der inhibitorischen Potenz an HDAC11 (28 nM) und verbesserten
Selektivitdtswerten bei fast allen gemessenen HDAC-Subtypen (Tabelle 10). HDAC1-4 konnten
als eindeutig inaktiv eingestuft werden (ICsp > 20 uM). Aulerdem wurde an der HDAC6 nur noch
eine moderate Aktivitat gemessen (Abnahme des ICso-Wertes um den Faktor 11 von 0,14 uM auf

1,6 uM).

Tabelle 10 Gemessene ICso-Werte von RA14

HDAC1 > 20 uM (SI>100)
HDAC2 > 20 uM (SI>100)
Klasse |

o HDAC3 | >20puM (S > 100)
0 HDACS 0,55 uM (Sl 19)
Cl

Klasse lla HDAC4 > 60 uM (S| > 100)

Zzx
Q

Klasse llb | HDAC6 1,6 UM (S 57)

Klasse IV | HDAC11 0,028 uM

Erste solche meta-substituierten Benzhydroxamsauren als HDAC-Inhibitoren wurden von
Krennhrubec et al. beschrieben. [188] Deren 3-Biphenylhydroxamsaure zeigte eine moderate
Aktivitdt an HDAC8 mit einem ICso-Wert von 20 uM und einer Selektivitdt gegentber HDAC1 und
HDACS6 (ICso-Werte > 100 uM). Auch wenn zu dieser Zeit noch keine Rontgenstrukturaufnahmen
von solchen Inhibitoren vorlagen, stellten die Autoren erste Vermutungen zur mdglichen
Bindung solcher meta-substituierten Gruppen auf und postulierten eine Art Seitentasche in
HDACS. Weitere Studien mit direkt in meta-Position verknlpften aromatischen Gruppen wurden
von Suzuki et al. durchgefiihrt. [234, 235] Deren Leitstruktur NCC149 (2D-Struktur siehe Abb. 6
Seite 14) mit einem Phenylthiomethyltriazol-Substituenten war ebenfalls HDACS8 aktiv (ICso = 70
nM) und zeigte Selektivitat gegentiber HDAC1 (> 500-fach), HDAC2 (> 1400-fach), HDAC4 (> 600-
fach) und HDAC6 (> 34-fach). Tang et al. hingegen publizierten erstmalig Benzhydroxamsauren,

die nicht direkt in meta-Position mit Aryl-Gruppen verknUpft waren. [460] Sowohl Amid-
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verknlpfte als auch Hydrazid-verknlipfte Benzhydroxamsauren stellten sich dabei als duale
Inhibitoren der HDAC6 und HDACS heraus, welche markante Selektivitaten gegenliber anderen
Subtypen aufwiesen. [77, 94, 233, 448, 482] SchlieRlich wurde 2016 in der Arbeitsgruppe
Medizinische Chemie (MLU Halle-Wittenberg) ausgehend von einem virtuellen Screening eine
Vielzahl von HDAC6/8-selektiven 3-Benzamido-benzhydroxamsauren entwickelt und optimiert,
welche dadurch Teil der beim HDAC11-Screening verwendeten internen Datenbank wurden.
Zusammenfassend gesagt, zeigen alle publizierten meta-substituierten Benzhydroxamsauren
hohe Selektivitsindices gegenliber HDAC1-3 und gegenlber HDAC4. Bei nicht direkt in meta-
Position mit Aryl-Gruppen substituierten Benzhydroxamsauren wird Uberwiegend eine HDAC-
Klassen Ubergreifende zweifache Aktivitdt an HDAC6 (Klasse Illb) und HDAC8 (Klasse )
beobachtet. Auch RA14, die identifizierte Verbindung mit HDAC11-Aktivitdt, zeigte
erwartungsgemal als 3-Benzamido-benzhydroxamsaure hohe Selektivitatswerte (> 100-fach) an

HDAC1-3 und HDAC4 und niedrigere ICso-Werte an HDAC6 und HDACS.

4.3.7 Dockingstudien und MD-Simulationen mit identifizierten Leitstruktur RA14

Es sollten strukturelle Einflussfaktoren flr die gemessenen Aktivitdaten u. a. durch das Ermitteln
von Bindungsposen mittels Dockingstudien bestimmt werden und Optimierungsbemihungen
computergestltzt begleitet werden. Daher wurde die Leitstruktur RA14 zusammen mit analogen
Benzhydroxamsauren zunachst in die Bindetasche von HDAC11 gedockt (Abb. 39). Dabei zeigten
die gedockten Substanzen ein dhnliches Interaktionsmuster ihrer Zink-bindenden Gruppe
(Hydroxamsaure) und ihrer Verknlpfungsgruppe (Phenylgruppe). Die Hydroxamsaure-Funktion
war in der Lage das Zinkion wie in den allermeisten Fallen aller HDAC-Subtypen in zweizdhniger
Art und Weise zu chelatisieren mit der typischen Wasserstoffbriicken-Triade zu den beiden
benachbarten Histidinen (His142, His143) und der katalytischen Tyrosin-Seitenkette (Tyr304).
Die Phenylgruppe war indes wie bei Rontgenstrukturaufnahmen, die mit Benzhydroxamsauren
co-kristallisiert wurden, im Substratbindungstunnel zwischen dem Phenylalanin (Phel52) und
Histidin (His183) eingekeilt, wo es mit beiden Seitenketten zu jeweils m-Interaktionen kam. RA14

enthalt darlUber hinaus in meta-Position des Benzolringes eine [(3,4-
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Dichlorphenyl)methoxy]benzamid-Struktur, welche als sogenannte Randgruppe fungiert.
Randgruppen stellen im Allgemeinen mit Blick auf das klassische Pharmakophor-Modell von
HDAC-Inhibitoren den Teil dar, der groRen Anteil daran hat wenn Verbindungen Selektivitat(en)
aufweisen. [71, 187] Dies ist darin begriindet, dass wenn man die verschiedenen HDAC-Subtypen
untereinander vergleicht, der dufRere Rand des Bindungstunnels bzw. die Oberflache des
Proteins strukturell am unterschiedlichsten ist. Doch aufgrund der erhéhten Plastizitat und
Flexibilitat in dieser Region ist es im Gegensatz zur ZBG und VerknlUpfungsgruppe teilweise
schwierig zuverlassige korrekte Bindungsmodi fir Randgruppen vorherzusagen. Mit Bezug auf
das Docking der Leitstruktur RA14 in das HDAC11-HM waren es letztlich 3 Hauptcluster an
moglichen Randgruppenkonformationen. In Gruppe 1 war der Benzamid-Substituent
ausgerichtet auf Schleife S1 und S6 (Abb. 40), in Gruppe 2 auf Schleife S1 und S2 (Abb. 41) und
in Gruppe 3 auf Schleife S2 und S5 (Abb. 42). Um die Richtigkeit der ermittelten Dockingposen
besser beurteilen zu konnen, wurde u. a. deren Stabilitat mittels molekulardynamischer

Simulationen untersucht.

91



Abb. 39 Dockingpose von RA14 (tiirkis gefdrbt) in der Bindungstasche von HDAC11 mit auf
Schleife S1 und S6 ausgerichteter Randgruppe (Bindungsmodus 1).
Wasserstoffbriickenbindungen/Koordination zum Zinkion sind dargestellt als blau gestrichelte
Linien; rt-it/m-H-Wechselwirkungen als griin gestrichelte Linien.

Bindungsmodus 1 zeigte dabei relative Stabilitdt mit einem RMSD-Wert von ca. 3 A im Vergleich
zur urspringlichen Dockingpose (Abb. 40). Die Randgruppe verblieb in Richtung Schleife S1 und
S6 orientiert wahrend der 50 ns Simulationszeit. Neben van der Waals-Wechselwirkungen in der
eher hydrophoberen Aminosdure-Umgebung wurden m-H-Interaktionen mit den beiden

jeweiligen Phenylringen beobachtet; zu Leu268 von Schleife S6 (proximale Phenylgruppe) und zu
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Pro36 von Schleife S1 (distale Phenylgruppe). Je nach verwendetem Dockingsetting wurde bei
Einbeziehung des in einigen HDAC-Kristallstrukturen Gber dem His183 (HDAC11-Nummerierung)
befindlichen Wassermolekils noch eine Wasserstoffbriickenbindung zum Sauerstoffatom der
Amidgruppe beobachtet (Abb. 39 ohne Wassermolekdil). Die Chelatisierung des katalytischen

Zinkions blieb im Verlauf der Simulationsdauer konstant erhalten (Abb. 40 rechts unten).
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Abb. 40 Links: Zwischen Schleife S1 und S6 ausgerichteter Bindungsmodus der [(3,4-
Dichlorphenyl)methoxy]benzamid-Randgruppe von RA14 vor (cyan gefdrbt) und nach (hellorange
geférbt) einer 50 ns langen molekulardynamischen Simulation. Rechts oben: RMSD-Diagramm fiir
Proteinatome, RA14-Ligandatome und Zinkion (berechnet fiir Nicht-Wasserstoffatome). Rechts
unten: Einzelabstandsprofile der beiden Hydroxamsdéure-Sauerstoffatome zum Zinkion.
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Dementgegen deutete die MD-Simulation von Bindungsmodus 2, wo die Dichlorphenylgruppe in
Richtung Schleife S1 und S2 ausgerichtet war, auf eine eindeutige Instabilitat hin (Abb. 41). Nach
ca. 30 ns kam es zu einer fast 180°-Neuausrichtung dieser distalen Phenylrandgruppe.

Interessanterweise stabilisierte sich dieser Verbindungsteil vergleichbar dem Bindungsmodus 1

nahe den Schleifen S1 und S6 (Abb. 41 links).
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Abb. 41 Links: Zwischen Schleife S1 und S2 ausgerichteter Bindungsmodus der [(3,4-
Dichlorphenyl)methoxy]benzamid-Randgruppe von RA14 vor (cyan geférbt) und nach (hellorange
geférbt) einer 50 ns langen molekulardynamischen Simulation. Die letzte MD-Einzelaufnahme
(hellorange gefdrbt) zeigt einen in Richtung Schleife S1 und S6 orientierten Bindungsmodus.
Rechts oben: RMSD-Diagramm fiir Proteinatome, RA14-Ligandatome und Zinkion (berechnet fiir

Nicht-Wasserstoffatome). Rechts unten: Einzelabstandsprofile der beiden Hydroxamsdure-
Sauerstoffatome zum Zinkion.
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Auch Bindungsmodus 3 zeigte in der MD-Simulation bereits nach 10 ns hohe Abweichungen im
Vergleich zur ermittelten Dockingpose und einen hohen RMSD-Wert (> 6 A) (Abb. 42 rechts
oben). Diesmal bewegte sich der Benzamid-Substituent von seiner Ausrichtung zwischen Schleife
S2 und S5 zu einer Endkonformation (ab ca. 25 ns) umgeben von Aminosauren der Schleifen S5
und S6 (Abb. 42 links). Solch ein auf diese beiden Schleifen ausgerichteter Bindungsmodus ist
allerdings in keiner der Gber 100 HDAC-Holoform-Kristallstrukturen zu sehen (Ligand in PDB ID
2V5X konnte als Ausnahme angefiihrt werden). Die zweizahnige Komplexierung des Zinkions
durch die Hydroxamsadure-ZBG war indes stabil im Verlauf der gesamten MD-Simulation (sowohl
bei Bindungsmodus 2 als auch Bindungsmodus 3) und unterstrich, dass die ausgepragten

Fluktuationen primar von verdanderten Randgruppenkonformationen herrihrten.
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Abb. 42 Links: Zwischen Schleife S2 und S5 ausgerichteter Bindungsmodus der [(3,4-
Dichlorphenyl)methoxy]benzamid-Randgruppe von RA14 vor (cyan gefdrbt) und nach (hellorange
gefdrbt) einer 50 ns langen molekulardynamischen Simulation. Die letzte MD-Einzelaufnahme
(hellorange gefdrbt) zeigt einen in Richtung Schleife S5 und S6 orientierten Bindungsmodus.
Rechts oben: RMSD-Diagramm flir Proteinatome, RA14-Ligandatome und Zinkion (berechnet fir
Nicht-Wasserstoffatome). Rechts unten: Einzelabstandsprofile der beiden Hydroxamséure-
Sauerstoffatome zum Zinkion.
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4.3.8 Untersuchung von HDAC Subtyp-Selektivitaten

Dockingstudien an Kristallstrukturen von HDAC8 (PDB ID 1T64), HDAC6 (PDB ID 5EDU, 5W5K,
6Q0Z) und HDAC1 (PDB ID 5ICN) wurden sowohl prospektiv vor der biochemischen Testung als
auch retrospektiv angewandt (Validierung mittels Re- und Crossdockingexperimente siehe

Gliederungspunkt 4.2.1 Seiten 62-64).

Das Einpassen des Leitstruktur-Verbindungssatzes in HDACS8, dem Subtyp an dem die Verbindung
RA14 (ICsp = 0,55 uM; SI = 19 Selektivitatsindex HDAC11 gegenliber HDACS8) ebenfalls recht aktiv
ist, zeigte ein flr meta-substituierte Benzhydroxamsduren typisches Binde- und
Interaktionsmuster. Die Hydroxamsaure wechselwirkte mit His142, His143, Tyr306 und dem
Zinkion; die Phenylgruppe befand sich zwischen Phel52 und Phel80; und die [(3,4-
Dichlorphenyl)methoxy]benzamid-Gruppe war ausgerichtet auf eine durch die katalytische
Tyrosin-Seitenkette und die beiden S1 und S6 Schleifen ausgekleidete sowie bisher nur bei
HDACS8-Subtypen beobachtete Seitentasche (Bindungstunnel HDAC8 siehe Abb. 33 Seite 81). [71,
72, 77, 94, 427] Auch wenn vorwiegend anhand von schistosomalen HDAC8-Kristallstrukturen
beschrieben, existiert mittlerweile auch eine durch H292M-Mutation humanisierte
Rontgenstrukturaufnahme (PDB ID 6HSG) einer meta-substituierten Benzhydroxamséaure, in
welcher diese Untertasche deutlich sichtbar durch den Liganden adressiert und gebunden wird.
Vergleichbar mit den dort anzutreffenden Bindungskonformationen zeigten die Dockingstudien,
dass der Benzamid-Substituent aufgrund der kiirzeren Schleife S1 von HDACS8 (Abb. 33 Seite 81)
und damit dem gréReren Platzangebot annahrend 90° gedreht zur Phenyl-Verknipfungsgruppe
gebunden wurde, wahrend bei dem fir HDAC11 am wahrscheinlichsten angesehener

Bindungsmodus 1 der Ligand tberwiegend Koplanaritat aufwies (Abb. 39 Seite 92).

Auch an HDAC6 wurde erwartungsgemald fir nicht direkt in meta-Position mit Aryl-Gruppen
substituierte Benzhydroxamsduren noch eine Aktivitdt gemessen (RA14 ICso = 1,6 uM), auch

wenn bereits mit ausgepragter Selektivitat (RA14 Sl = 57) gegenlber der potenten Inhibition an
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HDAC11 (RA14 ICso = 0,028 uM). Wahrend der Dockingversuche wurde wie bei HDAC6-
Strukturen Ublich sowohl einzéahnige und zweizdhnige Koordinierung der ZBG berlcksichtigt und
untersucht. Da in Bezug auf HDAC6 (und HDAC10 als zweiter Subtyp der Klasse Ilb HDACs) bisher
nur kristallographische Informationen von in para-Position substituierten Benzhydroxamsauren
vorliegen, ist es schwierig eine korrekte Aussage zum Chelatisierungsmuster meta-substituierter
Benzhydroxamsduren zu machen. Die Dockingversuche zeigten, dass die Verbindungen die
Zinkbindungsregion ohne Probleme tief genug fir eine bidentate Bindung erreichten, doch auch
ein monodentates Bindungsmuster ist moglich. Die Randgruppen interagierten am dulleren Rand
des Bindungstunnels zwischen den Schleifen S1 und S2 vor allem mit His500 und Pro501, aber
auch mit Phe620 (Schleife S3) und Leu749 (Schleife S6), vergleichbar mit den kristallographisch
ermittelten Bindungsmodi der meisten HDAC6-Inhibitoren (Bindungstunnel HDACG6 siehe Abb.
33 Seite 81). Im Gegensatz zum HDAC11- und HDAC8-Docking wurden selten Bindungsposen
zwischen den Schleifen S1 und S6 erhalten. Marek et al. stellten die Hypothese auf, dass
Aminosauren dieser beiden Schleifen miteinander in Wechselwirkung stehen und eine Art
Schloss Uber dem katalytischen Tyrosin bilden, welches die Ausbildung einer Seitentasche, wie
sie in HDAC8 beobachtet wird, bei HDAC6 verhindert und diesen Bereich unzugédnglich macht fir
die Ligandenbindung. [94] Bei HDAC11 hingegen scheint, wie bereits in vorherigen Abschnitten
ausgeflhrt, trotz bspw. ahnlicher Lange und Beschaffenheit von Schleife S1 der Bindungsmodus
des Benzamid-Substituenten zwischen Schleife S1 und S6 praferiert. Moglicherweise sind es
kleinere sequenzielle Unterschiede bei Schleife S6, wie bspw. ein weniger Platz in Anspruch
nehmendes Arg267 in HDAC11 anstatt eines Pro748 in HDACG6 direkt hinter dem Leu268 (Leu749
in HDAC6) oder konformative Unterschiede des Leu268 (siehe Seite 79/80), die diesen

Bindungsmodus in HDAC11 begiinstigen.

Das Docking von RA14 und analoger Verbindungen in HDAC1 zeigte, dass die Hydroxamsaure-
Gruppe das katalytische Zinkion nur in unginstiger Art und Weise koordinierte. Der Abstand des
Carbonyl-Sauerstoffs zum Zinkion bspw. lag mit 3,8 A fast doppelt so weit entfernt wie bei
Verbindungen mit ordnungsgeméaRer Zinkchelatisierung (ca. 2,1 A). Bereits in mehreren

Publikationen wurde von dhnlichen Dockingergebnissen berichtet und als Begriindung auf den
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engeren Bindungstunnel von HDAC1 verwiesen, welcher letztlich fir die HDAC1-Inaktivitat von
meta-substituierten Benzhydroxamsauren verantwortlich ist (RA14 ICso > 20 uM; SI > 100). [77,
94, 233, 234, 448, 482, 483] Gleiches gilt auch fir HDAC2 und HDAC3, wo ebenfalls aufgrund der
kompakteren Beschaffenheit des Substratbindungstunnels Liganden mit groBeren zyklischen
VerknUpfungsgruppen das katalytische Zentrum nicht richtig erreichen bzw. chelatisieren

konnen und folglich an diesen HDAC-Subtypen nicht aktiv sind (RA14 ICso > 20 uM; SI > 100). [94]

An HDAC4 wurden keine in silico-Versuche durchgefthrt. HDACs der Klasse Ila besitzen bedingt
durch die Tyrosin-Histidin-Substitution im katalytischen Zentrum (siehe Abb. 33 Seite 81)
allgemein eine sehr geringe intrinsische Deacetylaseaktivitat und jegliche Inhibitoren mit einer
Hydroxamsaure als ZBG zeigen Inaktivitat. [478] Dementsprechend fiel auch das biochemische

Messergebnis von RA14 aus mit einem |Cso-Wert von Gber 60 uM (SI > 100).

4.3.9 Weitere Struktur-Wirkungsbeziehungen von RA14

Anhand der durchgefihrten Dockingstudien sollte ein Einblick und ein besseres Verstandnis
dafir gefunden werden, dass die urspringliche Entfernung der para-standigen Methylgruppe
von AT6 (ergab RA14) zu keiner Verschlechterung, sondern zu einer — wenn auch nicht
signifikanten — Verbesserung der HDAC11-Aktivitat fuhrte (AT6 ICso = 45 nM = RA14 ICso = 28
nM). Da bei Untersuchungen von Heimburg et al. zu 3-Benzamido-benzhydroxamsauren bei den
gemessenen Subtypen HDAC1, 6 und 8 immer die Beobachtung gemacht wurde, dass die in para-
Position substituierten Verbindungen niedrigere [Cso-Werte aufwiesen als das para-
unsubstituierte Pendant, wurde dies grundsatzlich auch bei HDAC11 erwartet. [77] Und durchaus
bestatigte sich das bei den Benzhydroxamsaurederivaten fur HDAC1 (AT6 ICso = 8,6 uM = RA14
ICs0 = 20 uM), HDAC6 (AT6 ICs0 = 0,14 uM = RA14 ICsp = 1,6 uM) und teilweise HDACS8 (da noch
nicht publiziert, Daten in der Arbeit nicht enthalten). Als Erklarung wurde von den Autoren auf
die Kristallstruktur PDB ID 5FUE verwiesen. Dort nimmt die para-unsubstituierte 3-Benzamido-

benzhydroxamsaure eine Konformation ein, in der beide Phenylringe sich nicht in derselben
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Ebene befinden. Durch eine Substitution in para-Position wird diese Konformation noch
beglnstigter, da der para-Substituent und die Amid-Carbonylgruppe in meta-Position sich bei
koplanarer Anordnung sonst sterisch behindern wirden. Dass hingegen bei HDAC11 die para-
substituierte Verbindung AT6 keine hohere Aktivitat aufweist als das para-unsubstituierte RA14,
kann versucht werden mit Verweis auf den von uns am wahrscheinlichsten angesehenen
Bindungsmodus 1 zu erklaren. Die Benzamid-Randgruppe ist dort auf die Schleifen S1 und S6
ausgerichtet. Bedingt durch die langere Schleife S1 bei der HDAC11 und dem damit verbundenen
geringeren Platzangebot zwischen Schleife S1 und S6 ist nur eine gewissermaRen koplanare
Anordnung moglich (Torsionswinkel ¢ = 29° und { = 19°; Winkelzuordnung siehe Anhang Abb.
A1l Seite 141), in welcher wiederum wie bereits erwahnt bspw. eine Methylgruppe in para-
Position (AT6) sterisch unvorteilhaft zur Carbonylgruppe in meta-Position in Kontakt stehen
wurde. Darlber hinaus sei erwahnt, dass solch einer koplanaren Positionierung im Allgemeinen
zugute kommt, dass delokalisierte Elektronen dann besser konjugiert vorliegen. Dass Asn103,
welches generell die nachstgelegene Aminosaure zu Substituenten in para-Position ist, Einfluss
hat auf unterschiedliche Bindungsmodi und Aktivitaten, scheint aufgrund der weitgehenden
Uberlagerung und physikochemischen Verwandtschaft dieses Asparagins zu Aminosauren
anderer HDAC-Subtypen in diesem Falle unwahrscheinlich (siehe Abb. 33 Seite 81). Ungeachtet
dieser Hypothese sei an dieser Stelle angemerkt, dass wie bei allen Ligand-Protein-
Bindungsvorgangen immer auch schwer abschatzbare entropische Effekte eine Rolle bei der

Betrachtung von Struktur-Wirkungsbeziehungen spielen konnen. [7, 394, 484]

4.3.10 Modifikation der Hydroxamsdaure als Zink-bindende Gruppe

Wie bereits erwahnt (siehe Gliederungspunkt 4.3.5 Seite 86) und mittels Dockingexperimenten
erfolgreich nachgebildet (Abb. 43 links), vermag die HDAC11 langkettige Fettsaure-Acylgruppen
mit einer aulRergewohnlichen Effektivitdt von Lysin-Seitenketten zu hydrolysieren. Es wurde
postuliert, dass das Hinzufligen entsprechend hydrophober Reste zu der 3-Benzamido-
benzhydroxamsdure-Verbindungsserie einen zuséatzlich positiven Effekt einmal auf die Aktivitat

und/oder Selektivitat haben kdnnte als auch eine Moglichkeit bote, die vielfach mit unglinstigen
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pharmazeutischen  Eigenschaften in  Verbindung gebrachte  Hydroxamsadure als
Zinkbindungsgruppe zu ersetzen (siehe Gliederungspunkt 1.3 Seite 13). Daflir wurden an dem
Stickstoffatom der Hydroxamsaure verschiedene Alkylgruppen substituiert (Abb. 43 rechts
oben), dhnlich den von Simoben et al. bei einem Struktur-basierten virtuellen Screening
identifizierten inversen N-substituierten Hydroxamsauren. [76] Fir die Dockingstudien wurde als
Ligand-Vorlagestruktur das inverse N-Alkylhydroxamsaure-Derivat der PDB ID 6FU1 verwendet,
welches in das HDAC11-Homologiemodell eingefligt wurde und gefolgt war von einer leichten
Energieminimierung der Proteinstruktur (maximal erlaubter RMSD-Wert fiir die Abweichung von
den Ausgangsatomkoordinaten 0,3 A). Rand- als auch Verknipfungsgruppen nahmen im
Vergleich zu der Verbindungsserie der klassisch N-unsubstituierten Hydroxamsauren relativ
deckungsgleiche Dockingposen ein (Abb. 43 rechts mittig vs. Abb. 39 Seite 92) und die N-
Alkylgruppen wurden erwartungsgemal analog zum Fettsdure-acylierten Tripeptiddocking in der
FuRtasche eingebettet. Im Hinblick auf die veranderte Zinkbindungsgruppe konnte weiterhin wie
bei klassischen Hydroxamsduren Uber das Carbonyl-Sauerstoffatom und das Hydroxy-
Sauerstoffatom das Metallion zweizahnig chelatisiert werden, doch kam es durch die N-
Alkylierung nicht zur Wasserstoffbriickenbindung mit His143 wie es Ublicherweise bei HDAC-
Hydroxamsaure-Strukturen beobachtet wird (Abb. 43 rechts). In dieser fehlenden zusatzlichen
Stabilisierung als auch bedingt dadurch, dass keine langerkettigen Alkylketten untersucht
wurden, kénnten Griinde liegen, dass bei der spateren biologischen Testung nur moderate
Aktivitat (drei Verbindungen ICso > 6 uM siehe Anhang Abb. A2 Seite 141) bzw. Inaktivitat (11
Verbindungen ICsp > 20 uM siehe Anhang Abb. A2 Seite 141) gemessen wurde. Marek et al.
berichteten gleichermalien von einer N-methylierten Hydroxamsaure, welche im Gegensatz zu
dessen N-unsubstituierten Analogon in einem zellularen HDAC-Inhibitionstest ebenfalls keine

Aktivitat zeigte. [485]
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Abb. 43 Links: Gly-[Lys-Myristoyl]-Phe Tripeptid Dockingpose in HDAC11. Der den inneren
Hohlraum (Fufstasche) bindende Fettsdurerest ist gelb hervorgehoben. Rechts oben: Allgemeine
2D-Struktur  gedockter,  synthetisierter —und getesteter  N-alkylierter — 3-Benzamido-
benzhydroxamsduren. Rechts mittig: Dockingpose von N-propyliertem AT6 in der Bindungstasche
von HDAC11. Die Fufstasche-bindende  Propylgruppe ist gelb  hervorgehoben.
Wasserstoffbriickenbindungen/Koordination zum Zinkion sind dargestellt als blau gestrichelte
Linien; m-r/m-H-Wechselwirkungen als griin gestrichelte Linien. Rechts unten: Interaktions-
Schema N-alkylierter Hydroxamséuren (HDAC11 Aminoséure-Nummerierung). 3 Verbindungen
zeigten moderate Aktivitit (ICso > 6 uM) und 11 Verbindungen Inaktivitét (ICso > 20 uM) an
HDAC11.
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In den letzten Jahren sind neben bspw. inversen Hydroxamsduren, auf die im letzten Abschnitt
Bezug genommen wurde, fernerhin viele weitere funktionelle Gruppen als alternative ZBGn
beschrieben und untersucht worden. [99, 486-492] Besonders Hydrazid-basierende HDAC-
Inhibitoren sind dabei immer wieder hochgelobt in Fachzeitschriften in Erscheinung getreten.
[210, 225, 232, 493-496] 2019 wurde diese Klasse von Verbindungen auch erstmalig mit HDAC11
in Verbindung gebracht. Son et al. berichteten von N-Alkylhydraziden als HDAC11-Inhibitoren mit
ausgepragtem Selektivitatsprofil (z. B. SIS17 ICso > 100 uM an HDAC1, 4 und 8), welche u. a. mit
Hilfe der vorliegenden 3D-Proteinstruktur (Homologiemodell) zundchst ndher untersucht
wurden. [245] Da bisher keine kristallographischen Informationen zur Zinkbindung von
Hydraziden in HDAC-Strukturen vorliegen, sollten Dockingstudien mit dieser publizierten
Verbindungsserie vorerst mehr Aufschluss geben Uiber den Bindungsmodus dieser neueren ZBG.
Die Leitverbindung N-Hexadecylthiophen-2-carbohydrazid (SIS17) zeigte, wie auch deren
Derivate, einen bidentaten Koordinierungsmodus Uber das Carbonyl-Sauerstoffatom und das
distale Amino-Stickstoffatom zum katalytischen Zinkion; darlber hinaus eine zusatzliche
Stabilisierung durch weitere Interaktionen in Form von Wasserstoffbriickenbindungen (His142 —
Wasserstoffatom vom distalen Stickstoff, His143 — Wasserstoffatom vom proximalen Stickstoff,
Tyr304 — Carbonyl-Sauerstoffatom) (Abb. 45A). Auch wenn eine Arbeitsgruppe einen
allosterischen Bindungsmodus von Hydraziden bei der HDAC-Enzymklasse fir moglich halt,
betonen doch die Mehrheit der Autoren mit Verweis auf Ergebnisse ihrer durchgefihrten
Dockingstudien die Zink-chelatisierende Eigenschaften der Hydrazidgruppe im aktiven Zentrum
der Substratbindungstasche. [210, 225, 232, 493, 494, 496, 497] Die ersten
Rontgenstrukturaufnahmen von N-substituierten Hydraziden zusammen mit der ebenfalls
Metall-abhangigen Histondemetylase (PDB IDs 6ETS, 6ETV, 6ETW, 6ETE, 6ETG, 6ETU) bestatigten
diese Annahme von der Hydrazidgruppe als potentielle Metallbindungsgruppe. [498] Die
Alkylkette wurde wie schon bei den N-alkylierten Hydroxamsauren und den Fettsdure-acylierten
Tripeptiden in der hydrophoben Fulitasche von HDAC11 gebunden, wahrend die jeweilige
Verknilpfungsgruppe sich im Substratbindungstunnel zwischen Phel52 und His183 befand.
Dieser in Abb. 45A am Beispiel von SIS17 noch einmal zusammengefasste Bindungsmodus war
auch wahrend einer gesamten molekulardynamischen Simulation von 50 ns stabil (RMSD Ligand

ca. 1,7 A siehe Abb. 44). Auch die RMSD-Einzelabstiande der Hydrazid-ZBG zeigten durchgéngig
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konstante Werte (Zink — Carbonylsauerstoff ca. 2,2 A, Zink — distaler Stickstoff ca. 2,5 A,
His142[H1] — Wasserstoffatom distalen Stickstoff ca. 2,0 A, His143[H1] — Wasserstoffatom
proximaler Stickstoff ca. 2,2 A). Weitere in silico-Modellierungsstudien gaben uns zusatzlich
Aufschluss Gber die N-alkylierten Hydrazide als HDAC11-Inhibitoren. Bspw. wurde bei dem nicht
alkylierten Thiophen-2-carbohydrazid im Gegensatz zum alkylierten Pendant das Zinkion
lediglich Gber ein Atom gebunden und es fehlte die sonst zu beobachtende zusatzliche
Interaktion zum His143 (Abb. 45B). Dies spiegelte sich im Allgemeinen auch in den Dockingscores
wieder. Wahrend bspw. die nicht-alkylierte Variante von SIS17 lediglich einen DS von -9,3
kcal/mol aufwies, lag er bei SIS17 indes bei -11,1 kcal/mol. Dariber hinaus zeigten RMSD-
Diagramme unsubstituierter Hydrazide starkere Fluktuationen. Dies alles unterstrich die
Wichtigkeit der Alkylierung nicht nur zur Adressierung der HDAC11-FulStasche und den damit
verbundenen gemessenen Selektivitditen gegeniber anderen HDAC-Subtypen, sondern
verdeutlichte auch, dass die Alkylierung ein essentielles Strukturelement fir eine optimale

Ausrichtung der Hydrazidgruppe in der Zinkbindungsdomane ist.

103



5 . : : : - : : :

@ Lligand
2 @ Protein a
@ Zinkion

¥ 4" My b A

. L
2
0 0 Zeit (ns) 30 40 50
~—r . ! o
Abstand i Abstand
Zn - O (Carbonylsauerstoff) | 4 Zn — N1 (Zink-bindender Stickstoff)
2 =, ]
g | [ D b A AN sl
g R L e -3 _‘“ ‘l’M
% % % I T—
Zeit (ns) Zeit (ns)
Abstand [i 5 Abstand

H142(H1) - N1 (Zink-bindender Stickstoff) | ° H143(H1) - N2

WMMMMMMNMM: E WMMWM'MMMM

RMSD (A)
MSD (A)

i) ' ) 3 w £ 1 0 3 o £
Zeit (ns) Zeit (ns)

Abb. 44 Links: Bindungsmodus der Verbindung SIS17 vor (cyan geférbt) und nach (hellorange
geférbt) einer molekulardynamischen Simulation von 50 ns. Rechts oben: RMSD-Diagramm fiir
Proteinatome, SIS17-Ligandatome und Zinkion (berechnet fiir die Nicht-Wasserstoffatome).
Rechts unten: Einzelabstandsprofile der Hydrazid-ZBG.

Auf der Grundlage dieser Voruntersuchungen wurde die Hydroxamsaure der Leitverbindung
RA14 und deren Analoga mit der Hydrazid-ZBG unter Beibehaltung der restlichen chemischen
Struktur ersetzt. Dabei wurden sowohl 3-Benzamido-benzohydrazide mit langerkettigen und
kirzerkettigen N-Alkylgruppen als auch nicht-alkylierte Hydrazidderivate analysiert. Die

Bindungsposen dhnelten im Bereich der Verknlpfungs- als auch Randgruppenelementen den
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urspringlichen gedockten Hydroxamsauren (Abb. 45C vs. Abb. 39 rechts Seite 92). Unter den
besten Dockingergebnissen befand sich ein N-hexyl Derivat von RA14 mit einem Dockingscore
von -10,8 kcal/mol. Nicht-alkylierte Hydrazidderivate der Verbindungsreihe (Abb. 45D) zeigten
hingegen, wie bereits aufgrund der durchgefihrten Dockingstudien an den Thiophen-2-
carbohydraziden vermutetet worden war, deutlich niedrigere Dockingscores (unter -9 kcal/mol).
Zum Abschluss soll u. a. unter Bezugnahme der Referenzverbindung SIS17 eine biochemische
Testung erfolgen. Insbesondere durch das Einflgen der aliphatischen Ketten erwarten wird eine
verbesserte Selektivitat gegeniiber HDAC6, bedingt durch die geschlossene und damit fur die
Alkylgruppen nicht zugangliche FulStasche dieses Subtyps. Darlber hinaus kann angenommen
werden, dass mit dieser Hydroxamsaure-Hydrazid-Substitution die pharmakokinetischen als
auch toxikologischen Eigenschaften der Inhibitoren allgemein verbessert werden. Denn
Hydrazide sind auf der einen Seite hydrolytisch stabiler, werden nicht so schnell glukuronidiert
und haben hodhere maximale Plasmakonzentrationswerte, hohere AUC-Werte sowie langere
Halbwertzeiten im Vergleich zu Hydroxamsauren. [210, 496, 499] Auf der anderen Seite werden
Hydrazid-enthaltende Verbindungen sowohl als Antidepressiva als auch als Antibiotika gegen
Tuberkulose seit Jahrzehnten mit gutem Sicherheitsprofil eingesetzt und es kann daher davon
ausgegangen werden, dass, auch wenn bisher noch kein auf dieser neuartigen ZBG-basierender
HDAC-Inhibitor zugelassen ist, diese Gruppe an Inhibitoren in vivo besser vertragen werden als

Hydroxamsaure-basierende Inhibitoren. [494, 500-502]
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Abb. 45 A: Allgemeine 2D-Struktur und Interaktions-Schema von Son et al. publizierter N-
Alkylhydrazide als HDAC11-Inhibitoren. Dockingpose (tiirkis geférbt) in der Bindungstasche von
HDAC11, Dockingscore und ICso-Werte der Leitverbindung N-Hexadecylthiophen-2-carbohydrazid
SIS17. Die Fufstasche-bindende Alkylgruppe ist gelb hervorgehoben.
Wasserstoffbriickenbindungen/Koordination zum Zinkion sind dargestellt als blau gestrichelte
Linien; rt-rt/m-H-Wechselwirkungen als griin gestrichelte Linien. B: Dockingpose (tlirkis gefdrbt) in
der Bindungstasche von HDAC11 und Interaktions-Schema des nicht-alkylierten Pendants von
SIS17 (Thiophen-2-carbohydrazid). Wasserstoffbriickenbindungen/Koordination zum Zinkion sind
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dargestellt als blau gestrichelte Linien; r-ri/m-H-Wechselwirkungen als griin gestrichelte Linien.
C: Allgemeine 2D-Struktur der Leitverbindung RA14 und deren Analoga als N-Alkylhydrazid.
Dockingpose (tiirkis geférbt) in der Bindungstasche von HDAC11 und Dockingscore eines N-hexyl
Hydrazidderivats von RA14. Die FufStasche-bindende Alkylgruppe ist gelb hervorgehoben.
Wasserstoffbriickenbindungen/Koordination zum Zinkion sind dargestellt als blau gestrichelte
Linien;  m-ri/mt-H-Wechselwirkungen als griin  gestrichelte Linien. D: Nicht-alkylierte
Hydrazidderivate der Verbindungsreihe zeigten Dockingscores unter -9 kcal/mol.
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5. Schlussausfiihrung

Ein Hauptziel dieser vorliegenden Arbeit war das computergestitzte Untersuchen potenter und
selektiver HDAC-Inhibitoren mit Hilfe verschiedener theoretischer Verfahren. Begonnen wurde
mit der struktur- und computerbasierten Analyse einer neuen Substanzklasse HDAC8-selektiver
Inhibitoren. Ausgangspunkt war eine mittels virtuellem Screening identifizierte Verbindung mit
einem ICso-Wert von 2,0 uM an der HDACS8. Zunachst wurden dazu die in diesem Teil der Arbeit
angewandten Methoden an Kristallstrukturen validiert. Ein QSAR-Modell wurde erstellt. Unter
dessen Verwendung wurden quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen naher erlautert und
Verbindungsteile entsprechend dem klassischen Pharmakophor-Modell nach Jung et al. variiert
als auch deren Leitstruktur bruchstickhaft erweitert. Mit dem zuletzt verwendeten Modell
konnten experimentell bestimmte Aktivitditen und berechnete Aktivitditen mit einem
Korrelationskoeffizienten r> von 0,80 und einem LOO-Kreuzvalidierungs g* von 0,75 in
gegenseitige Wechselbeziehung gestellt werden. Am Ende lagen mehrere Verbindungen vor,
deren ICso-Werte unter Beibehaltung einer allgemeinen Ligandeffizienz tber 0,3 kcal/mol und
unter Steigerung der lipophilen Ligandeffizienz im nanomolaren Bereich lagen (aktivste
Verbindung ICsp = 68 nM). Verglichen mit publizierten Aminosdurederivaten als HDACS-
Inhibitoren konnte sowohl die Fulitaschen-adressierende Gruppe als auch die Randgruppe
computerbasiert optimiert werden. Ausgangspunkt im zweiten Teil dieser Arbeit waren bereits
identifizierte HDAC6-Inhibitoren mit Selektivitat gegentiber HDAC1/8, deren ICso-Werte anhand
von Dockingstudien rational eingeordnet und erklart wurden. Dabei wurde u. a. auf Subtyp-
spezifische Proteinbindungstaschen ndher eingegangen. Im dritten und letzten Teil dieser
Dissertationsschrift war es das Ziel neben den bisher wenigen bekannten HDAC11-Inhibitoren
weitere Verbindungen mit Hilfe computergestitzter Methoden zu identifizieren. Daflr war es
anfanglich notwendig ein entsprechendes Homologiemodell des Enzyms HDAC11 zu generieren,
da bisher keine Informationen Uber die 3D-Struktur dieses Subtyps existieren. Basierend auf den
Beobachtungen bei der Mehrfach-Sequenzausrichtung und den bereits vorhandenen
wissenschaftlichen Erkenntnissen wie bspw. einer beobachteten Fettsdure-Deacylaseaktivitat

HDAC11s wurde die HDAC6 als Hauptvorlageproteinstruktur und die HDACS als Vorlagestruktur
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fir den Bereich um die zu erwartende Fulltasche ausgewahlt. Die Validierung des
Homologiemodells erfolgte durch eine stereochemischen Analyse anhand des Ramachandran-
Diagramms, durch eine statistische Analyse mit verfigbaren Proteinstrukturen mittels der
Webserver-Version  von  ProSA, durch  Stabilitatsuntersuchungen  anhand  von
molekulardynamischen Simulationen in Apo- und Holoform sowie durch das Docken und das
gegenseitige in Verbindungsetzen berechneter mit experimentell ermittelter Aktivitaten einer
publizierten HDAC11 Inhibitoren-Verbindungsserie. Die durch Homologiemodellierung erzeugte
Proteinstruktur wurde mit Subtypen der anderen drei HDAC-Klassen verglichen. Dabei wurden
Gemeinsamkeiten und Unterschiede des Bindungstunnels ausgearbeitet. Bei einem
anschlieRenden virtuellen Screening gegen eine Hydroxamsaure-vorgefilterte ZINC-Datenbank
als auch einer internen Datenbank aus eigenen chemischen Verbindungen befanden sich
mehrere 3-Benzamido-benzhydroxamsduren unter den am besten eingestuften Treffern. Die
aktivste Verbindung aus der ersten Runde der biochemischen Testung zeigte eine mittlere
inhibitorische Konzentration von 45 nM an der HDAC11 mit Selektivitdtsindices > 100 gegenlber
HDAC1-4, doch wurden auch Aktivitdaten an HDAC6 und HDAC8 nachgewiesen. Daher sollten
strukturelle Einflussfaktoren fir die gemessenen ICso-Werte u. a. durch das Ermitteln von
Bindungsposen mittels Dockingstudien bestimmt werden und Hinweise fir die Verbindungs-
Optimierung erhalten werden. Um die Richtigkeit der ermittelten Dockingposen insbesondere
im Hinblick auf die teilweise schwierig vorherzusagenden Randgruppenkonformationen besser
beurteilen zu kdnnen, wurde u. a. deren Stabilitdt mittels molekulardynamischen Simulationen
untersucht, wobei sich die Ausrichtung des Benzamid-Substituenten zwischen Schleife S1 und S6
als die favorisierteste und wahrscheinlichste herausstellte. Es wurden schliel8lich basierend auf
den struktur- und computerbasierten Experimente strukturelle Variationen vorgeschlagen mit
dem Bestreben besonders das Selektivitatsprofil noch zu verbessern. So vermuten wir, dass sich
durch das Einfligen aliphatischer Ketten die Préferenz von HDAC11 flr Fettsdure-enthaltene
Substrate gut nachahmen lasst und sehen in dem Ersetzen der Zink-bindenden Gruppe der 3-
Benzamido-benzhydroxamsadure-Verbindungen mit N-Alkylhydraziden eine aussichtsreiche
Moglichkeit dies umzusetzen. Zusammenfassend gesagt, konnten verschiedene theoretische
Methoden erfolgreich bei der Analyse und Optimierung Subtyp-selektiver Inhibitoren der

Histondeacetylase 8, 6 und 11 angewendet werden. Doch der weitere Weg von einem potenten
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Liganden zu einem zuklnftigen Arzneistoff ist wie allgemein bekannt ein sehr beschwerlicher mit
so oft ohne erfolgreichem Ausgang. Die Griinde sind vielfaltig und oft schwer abzuschatzen. So
beruht bspw. die durchgefiihrte Suche nach selektiven HDAC-Inhibitoren ausschlieBlich auf der
katalytischen Aktivitdt von HDAC-Enzymen und ldsst auller Acht, dass HDAC-Subtypen mit
anderen nuklearen sowie zytoplasmatischen Proteinen Multiproteinkomplexe bilden kénnen,
die viele weitere Transkriptions- und Signalereignisse in vivo kontrollieren. [503] Weiterhin
kommt hinzu, dass es neben den HDAC-Enzymen auch andere Metalloproteine gibt und dass
eine Lysin-Acetylierung mittlerweile an tGber 1000 Proteinen beobachtet wird, wodurch bei einer
HDAC-Inhibition unerwartete physiologische Vorgdange moduliert werden konnten. [504] Auch
die in dieser Arbeit verwendeten computergestiitzten Methoden sind nicht ohne Grenzen und
Schwaéchen. So sind z. B. Homologiemodelle letztlich nur Modelle, welche Fehler enthalten. Mit
relativ niedrigen Sequenzidentitdten zwischen Ziel- und Vorlageproteinen ist es gut moglich, dass
trotz durchgefthrter Mehrfach-Sequenzausrichtung und einer Vielzahl an Validierungsschritten,
das HDAC11-Homologiemodell und deren a-Kohlenstoffatome mit einem RMSD-Wert von 2 A°
oder darlber von der tatsachlichen experimentellen Struktur abweicht. [505, 506] Auch scheint
sich seit dem CASP-Wettbewerb 2018 ein Paradigmenwechsel bei der Vorhersage von
Proteinstrukturen im Allgemeinen anzudeuten von komparativen auf Vorlagestrukturen-
basierenden Techniken zu Deep Learning-basierten Methoden. [507-510] Auch beim
molekularen Docking kann es trotz vorhandener 3D-Struktur des Proteins nicht nur wie bereits
erwahnt zu ungenauen bzw. fehlerhaften Abschdtzungen von Bindungsstarken kommen,
insbesondere mit der Tendenz, dass hohermolekulare Verbindungen geneigt sind bessere
Dockingscores zu zeigen, sondern auch zu Fehlern bei der Vorhersagen von Bindungsgeometrien.
[388-390, 511] Die dem Docking innewohnenden Vereinfachungen wie bspw. das nicht
Bericksichtigen der Proteinflexibilitdt durch das Docken in rigide Bindetaschen und das nicht
Einbeziehen von Desolvatisierungsprozesse sowie entropischen Effekten mdgen einige der
Grinde dafiir sein. [7, 79, 394, 484] Mit Bezug auf das Systemverhalten bei den in dieser Arbeit
angewandten molekulardynamischen Simulationen kénnte angebracht werden, dass die 50 ns
bzw. 100 ns langen MD-Simulationen nicht ausreichend waren, um die Strukturdynamik der
Protein-Ligand-Komplexe vollstandig zu untersuchen. Doch noch ist es der erforderliche

Rechenaufwand, der diese Methode stets zu einem Abwagen macht zwischen der Lange der
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Simulation und der Auswahl an zu simulierenden Komplexen. Trotz einiger aufgefihrter
Unzuldnglichkeiten konnte in dieser vorliegenden Dissertation erfolgreich gezeigt werden wie
potente und selektive Inhibitoren der Histondeacetylase 8, 6 und 11 durch das Anwenden
verschiedener theoretischer computergestitzter Methoden untersucht und entwickelt werden

konnten.
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