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Abstract

Genome-wide association studies identified ADAMTS7 as a risk locus for coronary artery disease. In carotid
arteries of rats, neointima formation after balloon-mediated injury goes along with enhanced Adamts7 ex-
pression. vascular injury. Although a causal link between ADAMTS7 and coronary artery disease remains
to be proven, inhibition of ADAMTS7 represents a potential new target for intervention in this disease. The-
refore the aim of this thesis is the identification of potential effective, selective ADAMTS7 inhibitors with
in silico methods.

ADAMTS7, a member of the ‘a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs’ (AD-
AMTYS) family of proteins, contains a catalytic zinc ion in the binding site of its metalloproteinase domain.
The structure of ADAMTS7 and its inhibitors are unknown. Homology modeling was used to model a part
of the three-dimensional structure of the protein (metalloproteinase domain and disintegrin-like domain).
In a molecular dynamics simulation flexible regions were observed in the ADAMTS7 binding site. They
were modelled in a loop sampling. The conformational ensemble of ADAMTS7 consists of five binding site
conformations. These allow the modeling of the adjustments of the binding site to different (yet unknown)
ligands.

Sequences comparisons of the ADAMTS family confirmed the high conservation among family members.
A loop region (L1) in the binding site is less conserved. Despite strong sequential conservation there are
differences in the three-dimensional structures of ADAMTS proteins, especially in the L1 loop region. This
loop region represents a potential binding region for selective ADAMTS7 inhibitors.

A structure-based pharmacophore was proposed for the The ADAMTS7 binding site. In a virtual scree-
ning the pharmacophore was employed to screen a compound library. Candidate ligands were docked into
the ADAMTS7 conformational ensemble and additional filter criteria were applied to the resulting docking
poses. An enrichment of potential ADAMTS?7 inhibitors with high affinity was assumed to be in the first
5 % of compounds. This corresponds to 79 compounds with lowest docking score.

The binding affinity of these 79 compounds to the other ADAMTS proteins was tested in an inverse
screening. 18 compounds were identified to bind worse to the other ADAMTS binding sites compared to
ADAMTS7 and were therefore classified as potential selective for ADAMTS7. Also seven potential non
selective hits were identified that bind to at least nine other ADAMTS proteins equal or better compared to
ADAMTST.

Analysing the docking poses of the 79 compounds with ADAMTS7 a unique binding which explains
affinity respectively selectivity was not revealed. In nearly all of the docking poses of the 18 potential
selective hits hydrogen bonds to the L1 loop were observed. In addition a correlation betweens size and
volume of the potential ADAMTS?7 inhibitors and ADAMTS?7 selectivity was revealed.

The main contribution of this thesis is the proposal of 79 potential ADAMTS7 inhibitors. One quarter
was classified as potential selective ADAMTS7 inhibitors. Selectivity might be the result of interactions
with the less conserved L1 loop. These are the first steps toward developing a new therapeutic intervention

for coronary artery disease.






Zusammenfassung

Mittels genomweiter Assoziationsstudien konnte ADAMTS7 als Risikolokus fiir die koronare Herzkrankheit
(KHK) identifiziert werden. Tierversuche an Ratten zeigten eine erhohte Expression von Adamts7 nach einer
gezielten Verletzung der Halsschlagader. Die Inhibition der ADAMTS7-Proteinfunktion kdnnte demnach
protektiv gegen Atherosklerose und KHK wirken und ein neuer Ansatz fiir eine KHK-Therapie sein. Daher
war das Ziel dieser Arbeit die Suche nach und die Identifizierung von potenziell wirksamen, selektiven
ADAMTS7-Inhibitoren mittels in silico Methoden.

ADAMTS7 gehort zur ADAMTS-Proteinfamilie, welche eine Bindetasche mit einem katalytischen Zink-
Ion in der Metalloproteinase-Domine besitzen. Es sind keine Inhibitoren oder strukturellen Daten von AD-
AMTS7 bekannt. Ein Teil der 3D-Struktur von ADAMTS7 (Metalloproteinase- und Disintegrin-dhnliche
Doméne) konnte mit einem Homology Modeling erstellt werden. In einer Molekiildynamik-Simulationen
wurden flexible Loop-Bereiche in der ADAMTS7-Bindetasche beobachtet, welche anhand eines Samplings
modelliert wurden. Das ADAMTS7-Conformational Ensemble stellte insgesamt fiinf Konformationen der
ADAMTS7-Bindetasche dar. Dies erlaubte die Modellierung der moglichen Anpassung der Bindetasche an
verschiedene (noch unbekannte) Liganden.

Sequenzvergleiche bestitigten eine hohe Konservierung innerhalb der ADAMTS-Familie. In der Bin-
detasche wurde ein Loop-Bereich (L1) aufgedeckt, welcher vergleichsweise weniger stark konserviert ist.
Trotz hoher sequenzieller Konservierung konnten Unterschiede in der rdumlichen Struktur der ADAMTS-
Proteine, vor allem in der L1-Loop-Region, beobachtet werden. Der L1-Loop stellt eine potenzielle Binde-
region selektiver ADAMTS7-Inhibitoren dar.

Die Charakterisierung der ADAMTS7-Bindetasche wurde mithilfe eines strukturbasierten Pharmacopho-
res vorgenommen. Das ADAMTS7-Pharmacophore besteht aus sieben Features. Im Virtual Screening wurde
eine Datenbank (rund 23 Mio. Verbindungen) mit dem ADAMTS7-Pharmacophore gescreent. Die verblei-
benden Molekiile wurden in das ADAMTS7-Conformational Ensemble gedockt und die Docking-Posen
anhand weiterer Filterkriterien bewertet. Im letzten Filterschritt wurde eine Anreicherung von potenziellen
ADAMTS7-Inhibitoren mit einer hoher Bindeaffinitiit in den besten 5 % der Verbindungen prognostiziert.
Dies entspricht 79 Verbindungen mit den niedrigsten Docking-Scores.

Mithilfe eines inversen Screenings wurde die Bindeaffinitit der 79 Verbindungen zu den 18 weiteren
ADAMTS-Proteinen und somit deren ADAMTS7-Selektivitit abgeschitzt. Es gelang 18 Verbindungen zu
identifiziert, die an die anderen ADAMTS-Bindetaschen schlechter als an ADAMTS7 binden und als po-
tenziell selektiv klassifiziert wurden. Aulerdem konnten sieben potenziell nicht selektive Hits identifiziert
werden, welche an mindestens neun weitere ADAMTS-Proteine gleich gut oder besser als an ADAMTS7
binden.

Anhand der Analyse der Wechselwirkungen der 79 Verbindungen zur ADAMTS7-Bindetasche konn-
te kein eindeutiges Bindemuster auf dem eine Affinitdt bzw. Selektivitdit zu ADAMTS7 basieren konnte
aufgedeckt werden. Bei den 18 potenziell selektiven Hits zeigte sich, dass in fast allen Docking-Posen Was-
serstoffbriicken zum L1-Loop vorliegen. Zudem konnte ein Zusammenhang zwischen Gréfe und Volumen
der potenziellen Inhibitoren und der Selektivitit zu ADAMTS7 erkannt werden.

Als Resultat wurden somit 79 mogliche ADAMTS7-Inhibitoren postuliert. Etwa ein Viertel dieser wurde
als potenziell selektiv klassifiziert, wobei die Selektivitit wahrscheinlich durch das Wechselwirken mit dem
sequenziell weniger stark konservierten und strukturell differenziellen L1-Loop erreicht wird. Dies sind die

ersten Schritte zur Entwicklung einer neuen KHK-Therapie.
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1 Einleitung

Jeder Mensch kommt frither oder spiter in seinem Leben mit Medikamenten in Beriihrung. Ob bei Impfun-
gen, Kopfschmerzen oder (chronischen) Erkrankungen: Arzneimittel konnen helfen, Krankheiten vorzubeu-
gen, zu heilen oder bestimmte Symptome zu lindern. Arzneimittel sind nach § 2 des deutschen Arzneimit-
telgesetzes [1] ,,Stoffe oder Zubereitungen aus Stoffen,

1. die zur Anwendung im oder am menschlichen oder tierischen Korper bestimmt sind und als Mit-
tel mit Eigenschaften zur Heilung oder Linderung oder zur Verhiitung menschlicher oder tierischer
Krankheiten oder krankhafter Beschwerden bestimmt sind oder

2. die im oder am menschlichen oder tierischen Korper angewendet oder einem Menschen oder einem
Tier verabreicht werden konnen, um entweder

a) die physiologischen Funktionen durch eine pharmakologische, immunologische oder metaboli-
sche Wirkung wiederherzustellen, zu korrigieren oder zu beeinflussen oder
b) eine medizinische Diagnose zu erstellen.*
Das Erforschen und Finden von neuen Medikamenten und somit neuen Therapien ist eine grole Herausfor-
derung. Die Arzneimittelforschung selbst ist ein multidisziplindres Arbeitsfeld mit dem Ziel neue Substan-
zen zu finden und daraus ein wirksames Therapeutikum zu entwickeln [2, S.2].
Der Prozess der Medikamentenentwicklung umfasst viele Stufen. Von der Erforschung eines angreifbaren
Targets (hdufig Proteine) fiir eine bestimmten Erkrankung und der Suche nach potenziellen Wirkstoffen
(Liganden), tiber vorklinische Tests und klinische Studien, in denen der Wirkstoff erstmals am Menschen

getestet wird, bis zur potenziellen Zulassung vergehen im Durchschnitt etwa 13 Jahre (siehe Abb. 1.1) [3].

Wirkstoffentdeckung Vorklinik Klinische Priifungen Priifung/Zulassung | Phase-1V-Studien
: (bis zu 2 Jahre) (>2 Jahre)
%
e
Zulassung
Wirkstoffsuche Labor- und Phase I:  20-100 gesunde Freiwillige
Tierversuche = Vertrdglichkeit, Pharma-
kokinetik/Pharmakodynamik
Phase Il:  100-500 Patienten
- Sicherheit, Wirksamkeit
(Dosisfindung) i
Phase lll: 1.000-10.000 Patienten
- Wirksamkeit, Sicherheit
10.000 < 250 <5
Priifsubstanzen Priifsubstanzen Priifsubstanzen 1 Arzneimittel
durch die Zulassungs-
behdrden zugelassen
>1 Mrd. €

0 2 4 6 8 10 1|2 Jahre

Abbildung 1.1: Stufen der Medikamentenentwicklung (aus [4]).

Der klassische Weg bei der Suche nach neuen Wirkstoffen ist das Testen von vielen Substanzen auf

zellularem Gewebe. Hierzu gibt es Hochdurchsatzverfahren, in denen hunderttausende Substanzen gepriift



1 Einleitung

werden konnen [5]. Mit den Methoden der Rontgenkristallographie und der NMR-Spektroskopie ist es heute
zudem moglich, die rdumliche Gestalt von Proteinen und ihren Liganden aufzuklidren und so den Wirkme-
chanismus genau zu entschliisseln [5]. Die neusten Methoden in der Medikamentenentwicklung umfassen
auflerdem computergestiitzte Methoden, die bei der Suche nach Wirkstoffen oder bei der Entwicklung neuer
Wirkstoffe helfen [6].

Neu entwickelte Medikamente sollen gezielt wirken, moglichst keine Nebenwirkungen haben, oder eine
bessere Wirksamkeit als bekannte Arzneistoffe aufweisen. Jedoch ist die Anzahl der neu in die Therapie
eingefiihrten Wirkstoffe in den letzten Jahrzehnten stetig gesunken [2, S.2]. So wurden in den Jahren 1960-
1969 70-100 neue Wirkstoffe eingefiihrt und in den 1990er und 2000er Jahren nur noch jeweils 40-45 [2,
S.2]. Griinde dafiir sind ein bereits bestehender, hoher Therapiestandard in vielen Indikationsgebieten, ein
deutlich verstérktes Sicherheitsbewusstsein sowie zunehmende Anforderungen vonseiten des Gesetzgebers
und die steigenden Kosten fiir Forschung und Entwicklung [2, S.2]. Zusammengefasst ist die Entwick-
lung von Arzneistoffen von der Forschung bis zur Zulassung ein Jahre andauernder, teurer Prozess. Fiir ein
Medikament mit neuem Wirkstoff, welches es bis zur Zulassung schafft, muss mit Kosten von 1,0 bis 1,6
Milliarden US-Dollar gerechnet werden [3]. AuBerdem besteht in jedem Schritt das Risiko, dass sich der
Wirkstoff als nicht wirksam erweist oder unerwiinschte Nebenwirkungen auftreten, was schlussendlich zum
Abbruch des Priifverfahrens fithren wiirde.

Diese Arbeit befasst sich vor allem mit der ersten Stufe in der Medikamentenentwicklung, der Suche nach
neuen Wirkstoffen. Ziel ist es, mit in silico-Methoden Molekiile zu finden, die eine bestimmte Wirkung auf
das Proteintarget haben, welches mit Herz-Kreislauferkrankungen im Zusammenhang steht. Insbesondere
sollen im Folgenden die kardiovaskuldren Erkrankungen und der Angriffspunkt bzw. das Target, das Protein
ADAMTS7, ndher erldutert werden.

1.1 Aktueller Stand der kardiovaskuliren Genomforschung

Die koronare Herzkrankheit (KHK) und ihre schwerste Komplikation, der Myokardinfarkt (MI), sind welt-
weit eine der hiufigsten Todesursachen [8].
Bei der KHK handelt es sich um eine Durch-
blutungsstorung der Herzkranzgefde mit Ver-
dnderungen der GefdBBmuskelschicht ausgelost
durch Atherosklerose wie in Abbildung 1.2 dar-
gestellt. Der Gefa8durchmesser ist durch Plaque-
ablagerungen, die unter anderem aus Lipiden und
Blutbestandteilen bestehen, verringert. Dies fiihrt

zu einer verminderten Durchblutung. Kommt es

infolgedessen zur Sauerstoffunterversorgung des Plagueablagerungen

Herzmuskels durch einen Verschluss einer Arte-
Abbildung 1.2: KHK wird ausgeldst durch die Verkalkung

] ] der Arterien, wodurch es zu einem Verschluss und damit zu
Dle UrsaChen von KHK uIld MI Werden selt einem MI kommen kann (aus [7])

rie, kann dies einen MI zur Folge haben [9].

langem erforscht. Risikofaktoren fiir KHK und
MI sind unter anderem Rauchen, mangelnde Bewegung sowie die Erndhrungsweise, Erkrankungen wie

Diabetes oder Hypercholesterindmie und das Lebensalter [10]. Neben diesen allgemein bekannten Risi-



1.1 Aktueller Stand der kardiovaskuldren Genomforschung

kofaktoren, die ursédchlich fiir diese Art von Erkrankungen sein kdnnen, spielen auch genetische Faktoren
eine grofie Rolle [11]. So wurde friither falschlicherweise angenommen, dass es sich bei KHK und MI um
Zivilisationskrankheiten handelt. Jedoch konnten bei Untersuchungen von Mumien aus vier Regionen, die
aus Zeitrdumen zwischen 3100 v. Chr. und 1500 n. Chr. stammen, in einem Drittel dieser sicher oder wahr-
scheinlich Atherosklerose in den Arterien nachgewiesen werden [12]. Diese Ergebnisse widerlegen, dass
es sich bei der KHK und dem MI um reine Zivilisationskrankheiten handelt. KHK und MI sind komplexe
Erkrankungen [13]. Es wird geschitzt, dass eine genetische Veranlagung etwa 40 bis 60 % des KHK-Risikos
ausmacht [11].

Durch genomweite Assoziationsstudien (GWAS) konnten bereits eine Vielzahl an Genloci mit bestimm-
ten Erkrankungen assoziiert werden. Dabei werden, anhand von genetischem Material von Probanden, Va-
rianten in Genen mit dem Auftreten von bestimmten Merkmalen in Verbindung gebracht. Hierfiir wird
genetisches Material von Patienten mit gesunden Kontrollen verglichen, um SNPs (engl. single nucleotide
polymorphism) mit dem Auftreten von Krankheiten zu verkniipfen. Das Wissen um die Assoziation von
SNPs mit einer Erkrankung kann bei der Fritherkennung und der Entwicklung neuer Therapien helfen [9].
In den letzten Jahren konnten GWAS beachtliche Ergebnisse erzielen, indem unbekannte Gene oder Gen-
regionen identifiziert wurden, die mit komplexen Erkrankungen, wie z.B. KHK oder Diabetes, assoziiert
wurden [9]. Die ersten GWAS zur KHK [13, 14, 15] aus dem Jahre 2007 fiihrten unter anderem zur Identifi-
zierung eines Lokus auf Chromosom 9p21 (rs4977574) sowie weiteren Risikoloci. In den folgenden Jahren
konnten durch weitere GWAS (z. B. [16]) weitere KHK-Risikoloci aufgedeckt werden.

Der Zusammenschluss von Forschergruppen und die Bildung von grofen, internationalen Konsortien er-
moglichte im Rahmen von CARDIoGRAM [17], C4D [18] und CARDIoGRAMplusC4D [19, 20] die Un-
tersuchung von Daten hunderttausender KHK-Fille und Kontrollen. Die Meta-Analyse von 14 GWAS im
Rahmen des CARDioGRAM-Konsortiums, die rund 22 000 KHK-Fille und etwa 65 000 Kontrollen umfass-
te, ergab 13 neue KHK-Loci und bestitigte zehn der zwolf bereits bekannten KHK-Loci [17]. Die 13 neuen
Risikoloci erhohen das KHK-Risiko um 6 bis 17 % pro Allel. Innerhalb des C4D-Konsortiums wurden nicht
nur Probanden mit europdischer Abstammung untersucht. So konnten, basierend auf den genetischen Daten
von rund 15000 Individuen (Europder und Probanden mit siidasiatischer Herkunft) mit KHK und 15 000
Kontrollen, fiinf weitere KHK-Loci identifiziert werden [18]. Im Rahmen des CARDIoGRAMplusC4D-
Konsortiums [19] wurde eine noch gréBere Kohorte (etwa 64 000 KHK-Félle und 131 000 Kontrollen) unter-
sucht. Die Analysen dieses Konsortiums deckten 15 neue, genomweit signifikante KHK-Loci auf. Des Wei-
teren gelang es Nikpay und Kollegen [20] weitere zehn Risikoloci mittels einer Meta-Analyse (= 185000
KHK-Fille und Kontrollen) zu identifizieren. In den aktuellsten Studien von Webb et al. [22] (42 335 KHK-
Fille und 78 240 Kontrollen) und Howson et al. [23] (88 192 KHK-Fille und 162 544 Kontrollen) konnten,
anhand des Vergleichs des genetischen Materials, insgesamt 20 weitere SNPs mit KHK assoziiert werden.
Die GWAS sowie deren Meta-Analysen bestitigen somit bekannte Risikoloci und decken neue unbekann-
te Regionen und deren KHK-Assoziation auf. Bis Juli 2017 wurden insgesamt 75 Risikoloci genomweit
signifikant (p < 5- 10~3) durch GWAS mit KHK assoziiert (siche Abb. 1.3).

In Tabelle 1.1 sind die bisher aufgedeckten und mit KHK assoziierten GWAS-Loci aufgelistet. Hat ein
Individuum eine oder mehrere dieser Varianten, bedeutet das nicht automatisch, dass eine KHK auftreten
wird. Es heif3t lediglich, dass das Risiko dieser Person fiir KHK erhoht ist, im Vergleich zu einer Person, die
diese Variante(n) nicht trdgt. Fiir die meisten mit den Risikoloci assoziierten Gene ist auBlerdem die Patho-
physiologie noch nicht bekannt [10]. Kritikpunkt an den GWAS beziiglich KHK ist, dass die Effektstirken
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Abbildung 1.3: Circosplot mit bekannten KHK-Risikoloci sortiert nach Chromosom. Grafik erstellt mit Circos [21].

der gefunden Varianten relativ klein sind und sie bis heute wenige diagnostische oder therapeutische An-
sédtze hervorbrachten [10]. Dabei bietet die Verdnderung von genetischen Faktoren ein grof3es Potenzial zur

Risikoreduzierung [10].

Tabelle 1.1: Mit KHK assoziierte GWAS-Genloci (p < 5- 10~8) sortiert nach Chromosom. Zusitzlich aufgefiihrt sind
die assoziierten Gen(e), das Risikoallel mit Haufigkeit sowie die zugehorige Quellenangabe.

Chromosom  SNP Gen(e) in Region Risikoallel Quelle
(Héufigkeit)

1 rs1892094 ATPIBI T (0,50) [23]
rs6700559 DDX59-CAMSAP2 T (0,47) [23]
rs4845625 IL6R T (0,47) [19]
rs2820315 LMODI T (0,30) [23]
rs17465637 MIA3 C (0,74) [13]
rs11206510 PCSK9 T (0,81) [24, 25]
rs17114036 PPAP2B A (0,91) [17]
rs599839 SORTI A (0,78) [13]

2 rs6544713 ABCG5-ABCGS T (0,30) [19, 26]
rs515135 APOB G (0,83) [19]
rs1801251 KCNJ13-GIGYF2 A (0,35) [22]
rs2571445 TNS1 A (0,39) [23]
rs1561198 VAMP5-VAMPS8-GGCX A (0,45) [19]
rs6725887 WDRI12 C (0,15) [17]
1s2252641 ZEB2 G (0,46) [19]

3 rs9818870 MRAS C (0,18) [16]

4 rs1878406 EDNRA T (0,15) [19]
17692387 GUCYIA3 G (0,81) [19]
rs17087335 REST-NOA1 T (0,21) [20]

5 1246600 ARHGAP26 T (0,48) [23]
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Tabelle 1.1 (Fortsetzung): Mit KHK assoziierte GWAS-Genloci (p < 5-107%) sortiert nach Chromosom. Zusitzlich
aufgefiihrt sind die assoziierten Gen(e), das Risikoallel mit Haufigkeit sowie die zugehorige Quellenangabe.

Chromosom  SNP Gen(e) in Region Risikoallel Quelle
(Héaufigkeit)

5 rs273909 SLC22A4-SLC22A5 C (0,14) [19]

6 rs17609940 ANKSIA G (0,75) [17]
rs3130683 C2 T (0,86) [22]
rs10947789 KCNK5 T (0,76) [19]
rs12526453 PHACTRI C (0,65) [17]
1s4252120 PLG T (0,73) [19]
r$3798220 LPA C (0,02) [17,27]
rs12190287 TCF21 C (0,62) [17]

7 rs10953541 BCAP29 (7q22-Lokus) C (0,80) [18]
rs2023938 HDAC9 G (0,10) [19]
rs3918226 NOS3 T (0,06) [20]
rs10237377 PARPI2 T (0,35) [23]
111556924 ZC3HCI C (0,62) [17]

8 rs264 LPL G (0,86) [19]
1s2954029 TRIBI A (0,55) [19, 26]

9 18579459 ABO C (0,21) [17]
rs4977574 CDKN2A/B-ANRIL (9p21-Lokus) G (0,46) [13, 14, 15]

10 151746048 CXCLI2 C (0,87) [13]
rs12413409 CYP17A1-CNNM2-NT5C2 G (0,89) [17]
rs2505083 KIAA1462 C (0,38) [18]
rs1412444 LIPA T (0,42) [18]

11 rs11042937 MRVII-CTR9 T (0.49) [22]
rs12801636 PCNX3 A (0,23) [23]
rs974819 PDGFD T (0,32) [18]
rs590121 SERPINH1 T (0,30) [23]
rs10840293 SWAP70 A (0,55) [20]
rs964184 ZNF259-APOA5-APOAI G (0,13) [17]

12 1s2258287 C120rf43-HNFIA A (0,34) [23]
rs11830157 KSR2 G (0,36) [20]
rs11172113 LRP1 C(0,41) [22]
rs11057830 SCARBI A (0,15) [22, 23]
rs3184504 SH2B3 T (0,44) [17]

13 rs4773144 COL4A1-COLA4A2 G (0,44) [17]
19319428 FLTI A (0,32) [19]

14 rs2895811 HHIPLI C (0,43) [17]

15 rs3825807 ADAMTS7 A (0,57) [17, 18, 28]
rs17514846 FURIN-FES A (0,44) [19]
rs8042271 MFGES-ABHD? G (0,90) [20]
1s6494488 OAZ2, RBPMS?2 G (0,18) [23]
156062135 SMAD3 C (0,79) [20]

16 rs1800775 CETP C (0,51) [22]
rs1050362 DHX38 A (0,38) [23]

17 rs7212798 BCAS3 C (0,15) [20]
rs17608766 GOSR2 C (0,14) [23]
rs1867624 PECAM1 C (0,39) [23]
rs12936587 RAII-PEMT-RASD1 G (0,56) [17]
rs216172 SMG6 C (0,37) [17]
1846522 UBE2Z T (0,53) [17]

18 rs663129 PMAIPI-MC4R A (0,26) [20]

19 12075650 APOE-APOCI G (0,14) [26]
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Tabelle 1.1 (Fortsetzung): Mit KHK assoziierte GWAS-Genloci (p < 5-107%) sortiert nach Chromosom. Zusitzlich
aufgefiihrt sind die assoziierten Gen(e), das Risikoallel mit Haufigkeit sowie die zugehorige Quellenangabe.

Chromosom  SNP Gen(e) in Region Risikoallel Quelle
(Héaufigkeit)
19 rs1122608 LDLR G (0,75) [17,29]
rs12976411 ZNF507-LOC400684 T (0,09) [20]
20 rs867186 PROCR G (0,11) [23]
21 19982601 KCNE2 T (0,15) [25]
22 rs180803 POMI121L9P-ADORA2A G (0,97) [20]

1.2 Risikogen ADAMTS7

Bei einem der bekannten KHK-Risikogene handelt es sich um ADAMTS7. Reilley et al. [28] gelang es
im Jahre 2011 erstmals einen SNP in diesem Gen mittels GWAS als KHK-Risikolokus zu identifizieren.
In ihren Analysen verglichen sie 12393 KHK-Patienten mit 7 383 Kontrollen und konnten eine Variante
in ADAMTS7 (rs1994016, p = 4,98 - 10~13) als Risikolokus fiir KHK ausmachen. In einem weiteren Ver-
gleich von 3 644 KHK-Patienten mit einer Gruppe von 5783 KHK-Patienten, welche einen frithen MI (&':
Alter < 50 Jahre, Q: Alter < 60 Jahre) erlitten haben, konnten Reilley et al. keine signifikante Assoziation
des ADAMTS7-Lokus mit MI (p = 0,08) hergestellen. Sie postulieren, dass das Protein ADAMTS7 eine
Rolle bei der Bildung von koronarem Plaque spielen konnte und damit die Assoziation mit KHK zu erkli-
ren ist. Dass der ADAMTS7-Lokus mit KHK und nicht mit einem frithen MI assoziiert wurde, begriinden
Reilley et al. damit, dass bestimmte genetische Veranlagungen KHK fordern und andere MI [28].

Nachfolgend wurden in zwei weiteren GWAS Verbindungen zwischen KHK und Varianten (rs4380028
(p=3,71-1077), rs3825807 (p = 1,07 - 10~'?)) innerhalb und in der Nihe von ADAMTS7 [17, 18] identi-
fiziert. Im ADAMTS7-Gen wird das Hauptallel A, des signifikantesten SNPs rs3825807 mit einem um 8 %
erhohten Risiko fiir KHK assoziiert [30]. Diese aktuellen Studien zeigen basierend auf genetischen Daten
eine signifikante Assoziation von ADAMTS7 mit KHK. Jedoch konnte der Zusammenhang zwischen der

Erkrankung und dem Gen nicht aufgeklirt werden.

Anhand von Tierversuchen konnte ein Einblick in die Funktion des proteinkodierenden ADAMTS7 er-
langt werden. In Ratten konnten Wang ef al. [31] zeigen, dass nach einer gezielten Verletzung der Carotis
mit einem Ballonkatheter, welcher einen MI induziert, Adamts7 parallel zur Neointimabildung deutlich
tiberexprimiert ist. Aulerdem demonstrieren ihre Versuche, dass Adamts7 mit vaskulédren, glatten Muskel-
zellen (engl. vascular smooth muscle cells) in der neu gebildeten Neointima kolokalisiert ist. Die Neointi-
mabildung ist eine aggressive Antwort auf eine Gefdalverletzung und tritt z.B. nach der Implantation eines
Stents auf. Im Einklang dazu sind die Ergebnisse von Kessler ef al. [32]: Ihre Untersuchungen an Adamts7-
Knockout-Méusen zeigten einen Verlust der Neointimabildung nach einer gezielten Gefdlverletzung. Die-
sen Ergebnissen nach scheint ADAMTS?7 eine entscheidende Rolle bei der Intimahyperplasie, der Reaktion
eines GefidBles auf ein Trauma, nach einer Gefdverletzung zu haben. Diese beruht vermutlich auf einer
erhohten Migration von glatten GefdBmuskelzellen [30]. Der Effekt des Proteins auf die Migration von glat-
ten Muskelzellen konnte aus der Spaltung des ADAMTS7-Substrates COMP (Substrate von ADAMTS7:
siehe Abschnitt 1.3.3) hervorgehen [33]. So zeigten die Untersuchungen von Wang et al. [31] auBBerdem,
dass nach der gezielten Verletzung der Gehalt an COMP-Fragmenten und Adamts7 gleichzeitig ansteigt. Da
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die Mobilisierung der glatten Muskelzellen ein wichtiger Prozess bei der Plaquebildung und -stabilitit ist,
implizieren diese Ergebnisse, dass ADAMTS7 eine wichtige Rolle bei der Atherosklerose spielt [30].

Zur Untersuchung der Entwicklung von Atherosklerose ziichteten Bauer et al. [34] Adamts7-Knockout-
Mi:use auf den proatherogenen Mausstimmen Ldlr”~ und Apoe” . Sie versorgten die Tiere mit einer hoch-
kalorischen Diit, die bei den Ldlr” - und Apoe” -Miusen normalerweise atherosklerotische Verinderungen
induziert. Auerdem entwickeln diese beiden Mausmodelle fiir gewohnlich atherosklerotische Lésionen,
die einen dhnlichen Phinotyp wie humane Lésionen dieser Art aufweisen. Atherosklerotische Lésionen
sind Verdanderungen bei der Atherosklerose und beschreiben die Stufen der KHK. Die Plaqueansammlung
in einer Arterie ist demnach eine Lision. Die Versuche von Bauer et al. ergaben, dass die Gendeletion von
Adamts7 zu einer reduzierten Bildung dieser atherosklerotischer Lésionen fiihrt. Somit konnten sie in vivo
zeigen, dass eine direkte genetische Assoziation von Adamts7 mit Atherosklerose und KHK besteht [34].

Die Ergebnisse aus GWAS und Tierversuchen implizieren somit eine Rolle von ADAMTS7 in der Krank-
heitsentstehung der Atherosklerose. Aus diesem Schluss folgt der Ansatz, dass ein Funktionsverlust von
ADAMTS7, z. B. iiber eine Inhibition, eine Moglichkeit zum Schutz vor Atherosklerose und KHK darstel-
len konnte [30]. Alle folgenden Analysen beziehen sich auf die humanen (ADAMTS-)Proteine.

1.3 ADAMTS-Proteine

Das Protein ADAMTS7 gehort zur Familie der ADAMTS-Proteine. Die Gruppe der humanen ADAMTS-
Proteine umfasst insgesamt 19 Mitglieder. ADAMTS steht hierbei fiir a disintegrin and metalloproteinase
with thrombospondin motifs. Die ADAMTS-Gene bzw. die ADAMTS-Proteine sind von 1 bis 20 durch-
nummeriert. Mit dem Namen ADAMTSI1 wurde filschlicherweise ein Gen bezeichnet, welches schon als
ADAMTS)5 bekannt war [35]. Daher handelt es sich bei ADAMTSS um ADAMTSI11 und die Bezeichnung
ADAMTSI11 wird nicht genutzt. ADAMTS-Proteasen haben eine grof3e Bedeutung bei der Ausbildung und
Aufrechterhaltung von Gewebestrukturen [36]. Sie spielen eine Schliisselrolle beim Aufbau des Bindege-
webes, Entziindungen, Angiogenese und der Organentwicklung [37, 38].

In Abbildung 1.4 ist ein phylogenetischer Baum fiir die Proteinfamilie dargestellt. Dieser beruht auf
einem Alignment mit den kompletten Sequenzen der Proteine dieser Familie. Er stellt die Verwandtschaft
der einzelnen Familienmitglieder zueinander dar. Die ADAMTS-Proteine lassen sich anhand ihrer Sequenz

in acht Untergruppen einteilen, was sich auch in ihrer Doménenstruktur widerspiegelt [38].

| | |

-

ADAMTS20 -

ADAMTS12
ADAMTS15
ADAMTS13

ADAMTS10 |—

ADAMTS18

ADAMTS16 —

ADAMTS19

ADAMTS17 —

ADAMTS14
ADAMTS2
ADAMTS3
ADAMTS6
ADAMTS?
ADAMTS5
ADAMTSS8
ADAMTS4
ADAMTSH
ADAMTS9

Abbildung 1.4: Phylogenetischer Baum der ADAMTS-Proteine (human, komplette Sequenz, in Anlehnung an Torto-
rella et al. [38]).
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1.3.1 Doméanenstruktur

Proteine der ADAMTS-Familie gehoren unter anderem neben ADAM-Proteinen (engl. a disintegrin and
metalloproteinases) und MMPs (engl. matrix metalloproteinases) zur Gruppe der Metzinkine [39]. Met-
zinkine bilden unter den Metalloproteinasen eine Superfamilie, die sich durch eine katalytische Domine
auszeichnen. Diese katalytische Doméne, die Metalloproteinase-Doméne, zeigt bei den Metzinkinen einen
gemeinsamen Kernaufbau mit einem konservierten Zink-bindenden Motiv und einem sogenannten Met-
turn, ein Motiv mit einem konservierten Methionin [40]. Die Sequenzfolge des Zink-bindenden Motivs ist
HEXGHXXG/N/SXXH, wobei X eine beliebige Aminosédure repriasentiert. Die drei Histidin-Reste in die-
sem Motiv koordinieren ein katalytisches Zink-Ion in der Bindestelle der Metalloproteinase-Domine [41].
Acht von 21 ADAM-Proteinen (ADAM?2, -7, -11, -18, -22, -23, -29, -32) haben das Zink-Bindemotiv in
der Metalloproteinase-Doméne verloren und sind somit proteolytisch inaktiv [42]. Das Met-turn-Motiv in
C-terminaler Richtung nach dem Zink-Bindemotiv enthilt ein stark konserviertes Methionin in der Sequenz
V/IMA/S [41]. Die genaue Funktion dieses Motivs ist nicht bekannt.

Strukturell weisen MMP-, ADAM- und ADAMTS-Proteine vor allem in den N-terminalen Dominen
Ubereinstimmungen auf: Sie beinhalten alle ein Signalpeptid, eine Pro-Domine und eine Metalloprotein-
ase-Domine. Die Domaénenstrukturen von MMP-, ADAMTS- und ADAM-Proteinen unterscheiden sich
wie folgt (siehe Abb. 1.5): Die Proteine der ADAM-Familie haben, genau wie die ADAMTS-Proteine,
Disintegrin-dhnliche Dominen und Cystein-reiche Doménen. Weiterhin enthalten die MMP- und ADAM-
Proteine C-terminale Dominen, die in ADAMTS-Proteinen nicht vorkommen. Dies sind zum Beispiel
Hemopexin-Dominen in MMPs [43] und EGF (engl. epidermal growth factor)-dhnliche Dominen und zy-
tosolische Dominen in ADAM-Proteinen [44].

ADAM

rorvrs (0000000

MMP

|:| Signalpeptid . Pro-Domane . Metalloproteinase-Doméne |:| Disintegrin-ahnliche Doméne

. Thrombospondin 1-(ahnliche) Doméane . Cystein-reiche Doméane D Spacer
. EGF-ahnliche Domane . Transmembrandomane . zytosolische Doméane

Gelenksregion (engl. hinge region) |:| Hemopexin-Doméne

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Dominenstrukturen von ADAM-, ADAMTS- und MMP-Proteinen im
Vergleich (in Anlehnung an Bourboulia et al. [43], Liu [45] und Brocker et al. [46]).

Der folgende detaillierte Uberblick iiber die ADAMTS-Proteine soll die Gemeinsamkeiten und Un-
terschiede der Dominenstrukturen dieser Proteinfamilie aufzeigen. In Abbildung 1.6 sind die Doméinen-
strukturen fiir alle ADAMTS-Proteine schematisch dargestellt. Die ADAMTS-Proteinstruktur kann in eine
Proteinase-Doméne und eine Zusatz-Domine unterteilt werden. Die Proteinase-Doméne wird bei allen Pro-
teinen dieser Familie in das Signalpeptid, die Pro-Domine, die Metalloproteinase- sowie die Disintegrin-
dhnliche Domine unterteilt. Die Zusatz-Domine der ADAMTS-Proteine weist eine hohere Variabilitét als
die Proteinase-Doméne auf. Anhand der Aufteilung der Zusatz-Doméne kann die Sequenzihnlichkeit wie-
dererkannt werden (siehe hierzu Abb. 1.4). Sie besteht jeweils aus einer unterschiedlichen Anzahl an Throm-

bospondin 1-(dhnlichen) Doméinen, einer Cystein-reichen Domine sowie Spacer-Domédnen und weiteren
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speziellen Doménen in einigen ADAMTS-Proteinen. So haben ADAMTS9 und -20 eine GON-1-Doméne
und ADAMTS?2, -3 und -14 eine Prokollagen N-Propeptidase-Doméne am C-Terminus, die in ADAMTS7
nicht vorhanden ist. ADAMTSI13 hat als einziges Protein dieser Familie C-terminal eine CUB-Domiine
(engl. complement Clr/Cls). Alle ADAMTS-Proteine, bis auf ADAMTSI, -4, -5, -8, -9, -13, -15 und -20,
besitzen eine PLAC-Domine (engl. protease and lacunin) [36].

In allen ADAMTS-Proteinen kommen folgende Dominen vor: Signalpeptid, Pro-, Metalloproteinase-,
Disintegrin-dhnliche, Thrombospondin 1-(Zhnliche), Cystein-reiche und Spacer-Doméne. Diese Doménen
haben jeweils eine spezifische Funktion. Das Signalpeptid legt das Transportziel des Proteins fest und durch
die Abspaltung der Pro-Domiine entsteht aktives ADAMTS-Protein. Die Metalloproteinase-Doméne enthélt
ein konserviertes Zink-Bindemotiv sowie ein Met-furn-Motiv. Diese Motive umfassen eine Bindetasche fiir
Inhibitoren [36]. Tortorella et al. [38] vermuten, dass die Disintegrin-dhnliche Doméne fiir diese Protein-
familie vermutlich falsch benannt wurde. Es ist nicht bekannt, dass ADAMTS-Proteine, im Gegensatz zu
ADAM-Proteinen, Integrine iiber diese Doméne binden. Moglicherweise hat diese Doméne eine Funktion
bei der Enzymaktivitéit und der Substratspezifitiit. Strukturelle Daten von ADAMTS4 und -5 zeigen, dass es
eventuell zwei alternierende Konformationen der Bindestelle in diesem Bereich gibt [47]. Am C-Terminus
liegt die Thrombospondin 1-(dhnliche) Domine, die an Zell-Zell-Interaktionen, Angiogenese und Apoptose
beteiligt ist [38]. AuBerdem wird postuliert, dass die Cystein-reiche Domine fiir die Regulierung der Enzy-
maktivitdt verantwortlich sein kénnte und die Funktion der Spacer-Domiéne in der Substraterkennung und
der Proteolyse liegt [38].

Nicht in allen ADAMTS-Proteinen enthalten sind die GON1-, die CUB-, die Prokollagen N-Propeptidase-
und die PLAC-Domine [30, 36, 38, 46]. Die Aufgabe der GON-1-Doméne ist nicht bekannt. Sie kommt
nur in ADAMTSO und -20 vor und enthélt zehn konservierte Cysteine [36]. Die CUB-Doméne ist in AD-
AMTS13 am C-Terminus vorhanden und dient als Bindestelle fiir das Substrat Von-Willebrand-Faktor [46].
Die Prokollagen N-Propeptidase-Doméne reguliert die Verarbeitung von Prokollagenen und ist in AD-
AMTS2, -3 und -14 zu finden [38]. Eine weitere Doméne, die nicht in allen ADAMTS-Proteinen vorliegt, ist
die PLAC-Domine. Sie ist in 11 der 19 ADAMTS-Proteine vorhanden, unter anderem auch in ADAMTS7,

und liegt immer am C-Terminus mit sechs konservierten Cysteinen vor [36].

1.3.2 Riaumliche Gestalt der ADAMTS-Proteine anhand bekannter Kristallstrukturen

In der Protein Data Bank (PDB, www.rcsb.org) [48] sind einige Rontgenkristallstrukturen von humanen
ADAMTS-Proteinen enthalten. Von ADAMTS?7 selbst gibt es keine bekannte rdumliche Struktur. Zum
Zeitpunkt der Erstellung der Arbeit (2013-2017) existierte in der PDB auBlerdem keine komplett aufge-
16ste Struktur von einem Protein dieser Familie. Bei den vorhandenen ADAMTS-Daten in der PDB handelt
es sich um Teilstrukturen. Insgesamt sind 18 Teilstrukturen verdffentlicht, die ADAMTSI, -4, -5 und -13
umfassen.

Die einzelnen ADAMTS-Rontgenkristallstrukturen umfassen jeweils die Metalloproteinase-Domine, die
Metalloproteinase- und die Disintegrin-dhnliche Doméne oder den Bereich der Disintegrin-&dhnlichen bis zur
Spacer-Domine. Von ADAMTSI (z.B. PDB-ID: 2V4B [49]) und ADAMTS4 (z. B. PDB-ID: 2RJP [47],
siehe Abb. 1.7a) sind Strukturen, welche die Metalloproteinase- bis zur Disintegrin-dhnlichen Doméine wi-
derspiegeln, bekannt. Die ADAMTSS5-Rontgenkristallstrukturen repriasentieren die rdumliche Struktur der
Metalloproteinase-Doméne (z. B. PDB-ID: 3HYG [50]), wobei eine Struktur (PDB-ID: 2RJQ [47]) auch

die Disintegrin-dhnliche Doméane abdeckt. Die Metalloproteinase-Doméne dieser Strukturen besteht aus
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GON-1-Doméane CUB-Doméne . Prokollagen N-Propeptidase-Doméne

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Doménen der humanen ADAMTS-Proteine (in Anlehnung an Kel-
wick et al. [36] und Liu [45]). Die ADAMTS-Strukturen konnen in eine Proteinase-Doméne und eine Zusatz-Doméne
unterteilt werden. Die Proteinase-Domaine ist in allen ADAMTS gleich aufgebaut. Die Zusatz-Doméne unterliegt einer
hoheren Variabilitit.
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1.3 ADAMTS-Proteine

fiinf a-Helices und fiinf (3-Faltblittern, sowie der Bindetasche fiir das Zink-Ion. Im Vergleich dazu hat
die Disintegrin-dhnliche Doméne weniger stabilisierende Sekundirstrukturen (zwei o-Helices und fiinf 3
Faltblitter), dafiir liegen ldngere Loop-Bereiche vor [47].

Die bekannten raumlichen Strukturen von ADAMTSI13 (z. B. PDB-ID: 3GHM [51]) umfassen die Dis-
integrin-dhnliche bis zur Spacer-Domine (siehe Abb. 1.7b). Der C-terminale Teil der Cystein-reichen Do-
mine hat eine ungeordnete Raumstruktur. Wohingegen der N-terminale Teil aus einer o-Helices sowie zwei
antiparallelen 3-Faltblittern besteht. Dieser ist mit der Spacer-Domiine, welche sich aus zehn (3-Faltblittern
zusammensetzt, iiber den C-terminalen Bereich der Cystein-reichen Doméne verbunden. Die Disintegrin-

dhnliche Domine ist iiber die Thrombospondin 1-Doméne mit den C-terminalen Dominen verkniipft [51].

(a) ADAMTS4 (PDB-ID:2RJP) (b) ADAMTS 13 (PDB-ID: 3GHM)

Abbildung 1.7: Rontgenkristallstrukturen von ADAMTS4 und -13. In (a) ist die Metalloproteinase-Domine von AD-
AMTS4 samt Bindestelle mit gebundenem Liganden 886 (in Stick-Darstellung) sowie die Disintegrin-ghnliche Do-
méine (transparent) dargestellt (PDB-ID: 2RJP, Kette A [47]). (b) prisentiert die Disintegrin-dhnliche Domine bis
zu Spacer-Doméne von ADAMTS13 (PDB-ID: 3GHM [51]). Die Proteine sind in Cartoon-Darstellung dargestellt.
Sofern nicht anders angegeben, wurden Bilder von Proteinstrukturen mit PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics
System, Version 1.7.0, Schrodinger, LLC) generiert.

Bei 13 der 15 bekannten ADAMTS-Strukturen, welche die Metalloproteinase-Domine abdecken, han-
delt es sich um Protein-Inhibitor-Komplexe. Die Inhibitoren in diesen Strukturen koordinieren alle das be-
reits erwahnte katalytische Zink-Ion, welches in jeder ADAMTS-Bindetasche gebunden ist. Anhand der
ADAMTSS-Rontgenkristallstruktur (PDB-ID: 3HYG [50]), welche mit einem Liganden (099) kokristalli-
siert ist, wird dies in Abbildung 1.8b beispielhaft verdeutlicht. Das Zink-Bindemotiv umfasst drei Histidine,
His410, His414 und His420, die das Zink-Ion koordinieren. Des Weiteren wird das Zink-Ion iiber eine
Zink-bindende Gruppe des Liganden 099 koordiniert. Typische Verbindungen mit Zink-bindenden Gruppen
sind Carbonsduren, Hydroxamséuren und Thiole [52]. Tortorella ef al. [38] postulieren, dass die Koordinie-
rung des katalytischen Zink-Ions eine mogliche Strategie fiir die Inhibition von ADAMTS(7)-Proteinen sein
konnte.

Mosyak et al. [47] untersuchten Kristalle von ADAMTS4 und -5 (Metalloproteinase-Doméne und Dis-
integrin-dhnliche Domine). Sie konnten zeigen, dass die Teilstrukturen dieser beiden Proteine die glei-

che Tertidrstruktur (Doménenstruktur und rdaumlicher Aufbau) aufweisen. Die Bindetaschen beider Proteine
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‘His410 L1
Hi? M
(a) ADAMTS5 (PDB-ID: 3HYG) (b) ADAMTS5-Bindetasche (PDB-ID: 3HYG)

Abbildung 1.8: ADAMTSS5-Rontgenkristallstruktur mit Inhibitor 099. In (a) ist die gesamte Metalloproteinase-
Domine (Cartoon-Darstellung) von ADAMTSS mit gebundenem Liganden (in Stick-Darstellung) dargestellt (PDB-
ID: 3HYG, Kette A [50]). (b) zeigt das katalytischen Zink-lons sowie den Inhibitor 099 in der Bindetasche
(Oberfldachendarstellung) der Metalloproteinase-Domine. Das Zink-Ion ist als graue Kugel dargestellt, die Zink-
koordinierenden Bindungen als grau gestrichelte Linien.

haben die gleiche Anordnung. Auflerdem stellten sie fest, dass die Bindestelle in der Metalloproteinase-
Domine zwei unterschiedliche Konformationen, je nachdem ob ein Ligand gebunden ist oder nicht, anneh-
men kann. Der L1-Loop (sieche Abb. 1.8b) in der Bindetasche kann sich demnach einem Liganden anpassen.

Die bekannten (Teil-)Strukturen ermdglichen einen Uberblick iiber die rdumliche Struktur der Proteine
dieser Familie, vor allem im Bereich der Metalloproteinase-Domine. Anhand dieser konnen Gemeinsam-
keiten im dreidimensionalen Aufbau ausgemacht werden und die Bindung von Inhibitoren in der Proteinbin-
detasche lokalisiert werden. Das Vorhandensein von ADAMTS-Rontgenkristallstrukturen bietet auSerdem
eine Grundlage fiir die Modellierung des Targetproteins ADAMTS?7.

1.3.3 Substrate und Inhibitoren der ADAMTS-Proteine und assoziierte Erkrankungen

Alle ADAMTS-Proteine sind proteolytisch aktiv [45]. Fiir ADAMTS7 und ADAMTS12 ist bekannt, dass
sie das Protein COMP (engl. cartilage oligomeric matrix protein), welches auch als Thrombospondin-5
bezeichnet wird, spalten konnen [33, 53]. ADAMTS7 bindet weiterhin o;-Makroglobulin [45] und CTGF
(engl. connective tissue growth factor) [54]. Fiir die meisten der anderen ADAMTS-Proteine konnten eben-
falls Substrate identifiziert werden, sodass eine weitere Unterteilung der ADAMTS-Proteine anhand der
Substrate vorgenommen werden kann: Die Aggrekanasen oder Proteoglykanasen (ADAMTSI, -4, -5, -8,
-9, -15, -20) bilden eine Untergruppe neben den Prokollagen N-Propeptidasen (ADAMTS?2, -3, -14), den
COMP-spaltende Proteinasen (ADAMTS7- und -12) und der Von-Willebrand-Faktor-spaltenden Proteinase
(ADAMTS13) [35]. Fiir die sechs Proteine ADAMTS6, -10, -16, -17, -18 und -19 ist aktuell kein Substrat
bekannt. Schaut man sich die Substrate in Verbindung mit der Sequenzihnlichkeit der ADAMTS-Proteine
an, wird deutlich, dass die dhnlicheren Proteine, welche Untergruppen der ADAMTS-Proteine bilden, die
gleichen Substrate binden [36] (siehe Abb. 1.9 und Tabelle 1.2).

Inhibitoren sind fiir 7 der 19 ADAMTS-Proteine bekannt (siche Tabelle 1.2). Guo et al. [55] konnten in

vitro und an Zellkulturen aus menschlichen Knorpelzellen zeigen, dass das Protein GEP (engl. granulin-
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ADAMTS10 |—
ADAMTS15

ADAMTS18

ADAMTS16 +—

ADAMTS19

ADAMTS17 | —

ADAMTS14
ADAMTS2
ADAMTSS3
ADAMTS6
ADAMTS5
ADAMTSS8
ADAMTS4
ADAMTSH1
ADAMTS9

Abbildung 1.9: Phylogenetischer Baum der ADAMTS-Proteine (in Anlehnung an Tortorella et al. [38]) sowie deren
Unterteilung anhand der bekannten Substrate [36]: Aggrekanasen sind gelb markiert, Prokollagen N-Propeptidasen
griin, COMP-spaltende Proteinasen blau und Von-Willebrand-Faktor-spaltende Proteinasen rot.

epithelin precursor) an ADAMTS7 und -12 bindet und den Abbau von COMP kompetitiv inhibiert sowie
inhibitorisch auf die ADAMTS7- und ADAMTS12-Expression wirkt. Sie schlussfolgern, dass GEP an die
Substratbindestelle der beiden Proteine und nicht an die Bindetasche in der Metalloproteinase-Doméne bin-
det. Die Arbeit von Luan et al. [56] zeigt, dass a>-Makroglobulin nicht nur ein Substrat von ADAMTS7
und -12 ist, sondern ebenfalls einen endogenen Inhibitor dieser beiden Proteine darstellt: a;-Makroglobulin
inhibitiert konzentrationsabhingig die COMP-Spaltung und koénnte einen KHK-Therapieansatz darstel-
len [30, 56]. Die vier TIMP-Proteine (tissue inhibitors of metalloproteinases), endogene Inhibitoren der
MMP-Familie, binden an die Zusatz-Domine von vier ADAMTS-Proteinen und wirken auf diese inhibito-
risch (ADAMTSI, -2, -4 und -5) [36].

Tabelle 1.2: Humane ADAMTS-Gene/Proteine sowie deren bekannte Substrate und Inhibitoren nach [35, 36, 44, 45].
Zusitzlich sind die Erkrankungen angegeben, welche mit Verdanderungen in den ADAMTS-Genen assoziiert sind.

Gen/Protein ~ Bekannte Substrate Bekannte Inhibitoren Assoziierte Erkrankungen
ADAMTSI1 u. a. Aggrecan, Versikan TIMP-2, TIMP-3 Krebs
ADAMTS2 Prokollagen Type [-Illlund V. TIMP-3, Papilin Dermatosparaxis
ADAMTS3 Prokollagen Typ II, Biglykan
ADAMTS4 u. a.. Aggrecan, Versikan ar-Makroglobulin, TIMP-3,  Arthitis
C-terminus von Fibronektin

ADAMTSS u. a. Aggrecan, Versikan ar-Makroglobulin, TIMP-3  Arthitis
ADAMTS6
ADAMTS7 ap-Makroglobulin, COMP, ar-Makroglobulin, KHK

CTGF GEP KHK
ADAMTSS Aggrecan
ADAMTS9 Aggrecan, Versikan Krebs
ADAMTS10 Weill-Marchesani-Syndrom
ADAMTSI12  «a,-Makroglobulin, Aggrecan,  ¢p-Makroglobulin, Krebs

COMP GEP
ADAMTS13  Von-Willebrand-Faktor Thrombin Thrombotisch-thrombozytopenische

Purpura
ADAMTS14  Prokollagen Typ I
ADAMTS15  Aggrecan, Versikan Krebs
ADAMTS16 Hypertonie
ADAMTS17 Weill-Marchesani-dhnliches Syndrom
ADAMTS18 Mikrokornea-myopische chorioretinale
Atrophie-Telekanthus-Syndrom

ADAMTS19
ADAMTS20  Aggrecan, Versikan
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Mutationen in ADAMTS-Genen oder die Dysregulation dieser sind assoziiert mit einer Reihe von Erkran-
kungen (siehe Tabelle 1.2). Neben der Assoziation von ADAMTS7 mit KHK, sind ADAMTS4 und -5 mit
Arthritis; ADAMTSI, -9, -12 und -15 mit Krebs und ADAMTS16 mit Hypertonie assoziiert [36]. Die Inak-
tivierung von ADAMTS? fiihrt zu Dermatosparaxis, einer Bindegewebserkrankung [36]. Mutationen in AD-
AMTSI0 bzw. ADAMTS17 fithren zum Weill-Marchesani-Syndrom bzw. zum Weill-Marchesani-dhnlichen
Syndrom [36]. ADAMTS18-Mutationen verursachen das Mikrokornea-myopische chorioretinale Atrophie-
Telekanthus-Syndrom [36]. Rezessive Mutationen in ADAMTSI13 fithren zu Thrombotisch-thrombozyto-
penischen Purpura. Bei dieser Erkrankung geht die Funktionsweise zur Spaltung des Von-Willebrand-Fak-
tors verloren und es kommt zur Blutplittchenaggregation und zum GeféBverschluss [57].

Die zunehmende Anzahl an Erkrankungen, die mit ADAMTS-Genen assoziiert bzw. durch Mutationen in
diesen ausgelost werden, ldsst ADAMTS-Proteine als attraktives Target fiir neue Therapienansitze erschei-
nen [35]. Bis heute gibt es keine Behandlung, die auf spezifischen ADAMTS-Inhibitoren, welche auf die
Bindestelle bzw. das aktive Zentrum in der Metalloproteinase-Doméne zielen, beruht [35]. Im Allgemei-
nen ist die Suche nach spezifischen Inhibitoren fiir Metalloproteasen, zu denen ADAM-, ADAMTS- und
MMP-Proteine gehoren, eine grole Herausforderung, da sich die Bindetaschen dieser Proteine sehr dhnlich
sind [35].

1.4 ADAMTS7

Das humane ADAMTS7-Gen liegt auf Chromosom 15 und hat fiinf Transkripte. Eines dieser Transkripte ist
proteinkodierend, besteht aus 5490 Basenpaaren und 24 Exons. Dieses Transkript kodiert fiir das Protein
ADAMTS7, welches aus insgesamt 1 686 Aminosduren besteht. Strukturelle Daten iiber dieses Protein sind
zum Zeitpunkt der Arbeit (2013-2017) nicht bekannt. ADAMTS7 wird in fast allen humanen Geweben
exprimiert. Es konnte unter anderem in Herz, Gehirn, Haut, Lunge, Leber, Skelettmuskulatur, Niere und
Bauchspeicheldriise nachgewiesen werden [58, 59].

ADAMTS7 wurde zuerst von Hurskainen und Kollegen [60] im Jahre 1999 ,entdeckt”. Spiter stellte
sich heraus, dass es sich bei dem von ihnen bestimmte Protein um eine verkiirzte Form von ADAMTS7
handelte. Das komplette ADAMTS7-Protein wurde 2004 als ADAMTS7B veroffentlicht [61] und stellt das
eigentliche funktionelle Protein dar. Einige Jahre spéter konnten Liu ef al. [33] zeigen, dass ADAMTS7
das Protein COMP spaltet. COMP ist ein nicht-kollagenes Matrix-Protein des Knorpels bestehend aus 757
Aminosduren. Das Glykoprotein COMP setzt sich aus fiinf identischen Untereinheiten zusammen. Liu et
al. [33] postulierten weiterhin, dass COMP an den C-terminalen Thrombospondin 1-dhnlichen Doménen
von ADAMTS?7 bindet und dass die Angriffsstelle fiir die COMP-Spaltung die EGF-Doméne von COMP
ist. Zusétzlich zeigen ihre Versuchen, dass die ADAMTS7-Enzymaktivitit pH-abhédngig (pH: 7,5 —9,5) und
das Vorhandensein von Zink-Ionen nétig ist. ADAMTS7 und ADAMTSI12 teilen den identischen Aufbau
der Doménenstruktur (sieche Abb. 1.6) und bilden eine Untergruppe der ADAMTS-Proteine, aufgrund der
gleichen Struktur und des gleichen Substrats, COMP. Im Unterschied zu ADAMTS7 kann ADAMTS12 in
vitro auch Aggrekan spalten [45].

Bai et al. [62] untersuchten die proteolytische Aktivitit von ADAMTS7 in Abhéngigkeit von der Mutati-
on zweier der drei konservierten Histidine (p.H388L und p.H392G) im Zink-bindenden Motiv der Metallo-
proteinase-Domine. Sie konnten nachweisen, dass COMP vom Protein, mit den beiden mutierten Amino-

sduren, nicht gespalten wird. Folglich ist dieses konservierte Motiv essenziell fiir den Umsatz von COMP
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durch ADAMTS?7, auch wenn das Substrat nicht an diese Doméne bindet. Des Weiteren untersuchten Bai et
al. [62] die Abhidngigkeit der enzymatischen Aktivitdt bezogen auf die Proteinldnge. Der Verlust der vier
C-terminalen Thrombospondin 1-dhnlichen Doménen, die notwendig fiir die COMP-Bindung sind, fiihrt
zu einer drastischen Reduktion der Enzymaktivitit (auf etwa 20 %). Das ADAMTS7-Teilprotein bestehend
aus Signalpeptid, Pro-Doméne und Metalloproteinase-Domine zeigt schlieBlich nur noch eine Aktivitét von
etwa 10 % im Vergleich zum gesamten ADAMTS7-Protein. Demzufolge ist die Zusatz-Doméne von AD-
AMTS7 an der Regulation der Enzymaktivitit beteiligt und wichtig fiir diese [62].

Der mit KHK-assoziierte, nicht synonyme SNP rs3825807 in ADAMTS7 resultiert in einer Serin-zu-
Prolin-Substitution an der 214. Stelle des Proteins [17]. Diese Mutation liegt in der Pro-Doméne des Pro-
teins, welche bei der Aktivierung des Proteins abgespalten wird. Pu ef al. [63] postulierten in ihrer Arbeit,
dass der nicht synonyme SNP rs3825807 einen Einfluss auf die Proteinreifung von ADAMTS7, die COMP-

Spaltung sowie die Migration der glatten GefaBmuskelzellen hat.

1.5 Zielsetzung

ADAMTST7 ist nach den aktuellen Erkenntnissen ein potentielles Target fiir die Suche nach neuen therapeu-
tischen Ansétzen in der KHK-Therapie [30]. Experimentelle Versuche an Tieren [34] lassen vermuten, dass
der Verlust der Proteinfunktion und somit auch die Inhibition dieses Proteins protektiv gegen Atherosklerose
und KHK wirken konnte. Bisher ist weder eine 3D-Struktur von ADAMTS7 bekannt noch sind Wirkstoffe
publiziert, welche potenzielle ADAMTS7-Inhibitoren darstellen [30]. Folglich war das Hauptziel der vor-
liegenden Arbeit die Suche nach und die Identifizierung von potenziell wirksamen ADAMTS7-Inhibitoren.

Ein Ziel war daher die Berechnung einer raumlichen ADAMTS7-Struktur mit computerbasierten Metho-
den, um die Funktionsweise und die Struktur-Wirkungs-Beziehungen im Target zu untersuchen. Aus diesen
Ergebnissen sollten Kriterien fiir affine und selektive ADAMTS7-Inhibitoren abgeleitet werden. Ist es mog-
lich anhand eines ADAMTS7-Modells, Verbindungen zu finden, die eine hohe Bindeaffinitit zu ADAMTS7
aufweisen?

Ein weiteres Ziel bei der Suche nach ADAMTS7-Inhibitoren war es, moglichst selektive Verbindungen zu
identifizieren. Mit dieser Bedingung sollte garantiert werden, dass Inhibitoren moglichst spezifisch wirken
und bestenfalls keine Nebenwirkungen auslosen. Zu diesem Zweck sollten sequenzielle und strukturelle Un-
tersuchungen der ADAMTS-Familie nicht konservierte bzw. strukturell differenzielle Bereiche aufdecken,
die selektive Wechselwirkungen mit méglichen Inhibitoren eingehen konnten. Kénnen Bereiche dieser Art
gefunden werden und konnen, basierend auf den bekannten Bindemustern von ADAMTS-Protein-Ligand-
Komplexen, Interaktionen aufgedeckt werden, welche fiir die Bindung an ADAMTS7 essenziell sein konn-
ten? Diese Erkenntnisse sollten als Filter fiir die Suche nach Inhibitoren in grofen Datenbanken dienen.

So stellte sich weiter die Frage, ob es moglich ist, potenzielle Inhibitoren von ADAMTS7 mithilfe ei-
nes Virtual Screenings zu identifizieren. Kann aus den erlangten Ergebnissen ein Pharmacophore fiir AD-
AMTST7 erstellt werden, welches essenzielle Eigenschaften von potenziellen Inhibitoren abdeckt und zur
Filterung einer groBen Datenmenge an Liganden genutzt werden kann? Gelingt es anhand von Filterkriteri-
en die Protein-Liganden-Interaktion addquat zu bewerten? Lisst sich ein Muster bei den Wechselwirkungen
zwischen Bindetasche und potenzielle Inhibitoren im ADAMTS7-Protein erkennen? Im Weiteren sollte die
Bindeaffinitit von potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren in den anderen ADAMTS-Proteinen untersucht wer-

den. Lassen sich mittels dieses Ansatzes Aussagen iiber die Selektivitit dieser Molekiile tatigen?
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Zusammengefasst ist das Ziel dieser Arbeit iiber die Strukturmodellierung von ADAMTS7 einen rium-
lichen Einblick in die Bindetasche und somit in die Funktion dieses Proteins sowie die Moglichkeiten der
Hemmung dieser zu bekommen. Die Analysen sollten mogliche selektive ADAMTS7-Inhibitoren aufde-
cken, die in experimentellen Untersuchungen iiberpriift werden sollen. Die erlangten Ergebnisse sollen
zukliinftige in vitro- bzw. in vivo-Versuche unterstiitzen und langfristig bei der Entwicklung einer neuen
Therapie fiir KHK helfen.
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Mittels der computergestiitzten Analyse von Proteinen und deren Bindetasche(n) ist es moglich, eine Vor-
hersage iiber potentielle Liganden dieser zu treffen. Hierbei erméglichen in silico-Untersuchungen z. B. die
Abschitzung der Bindeaffinitit von einer Vielzahl an Verbindungen zu einem Protein und bendtigen im
Vergleich zu experimentellen Versuchen wenig Zeit. Bei der Suche nach Liganden fiir die Arzneimittel-
entwicklung konnen in silico-Methoden helfen, die Auswahl an Verbindungen, die potenzielle Wirkstoffe
sein konnten, einzugrenzen. Mit in silico-Methoden sollten in dieser Arbeit potenzielle Inhibitoren fiir AD-
AMTSY7 identifiziert werden. Ziel dieser Methoden ist es, die in vitro-und in vivo-Versuche zu unterstiitzen
bzw. deren Aufwand zu verkleinern [6].

Wichtige Methoden dieses Gebiets umfassen unter anderem die Berechnung von Proteinstrukturen sowie
die Modellierung von Protein-Protein- bzw. Protein-Ligand-Wechselwirkungen. Die Proteinmodellierung
und die Abschétzung der Bindeaffinitédt von Liganden werden in dieser Arbeit eine iibergeordnete Rolle ein-
nehmen. In diesem Kapitel sollen daher die fiir diese Arbeit wichtigen Methoden erldutert werden. Bevor
die Erstellung eines Proteinmodells aus einer Aminosiduresequenz, dessen Validierung sowie die Erstel-
lung verschiedener Konformationen dargestellt wird (3D-Strukturmodellierung, siche Abschnitt 2.3 sowie
Abschnitt 2.4), werden Methoden des Sequenzvergleichs (siehe Abschnitt 2.1) und die Sekundérstrukturvor-
hersage fiir Proteine (siehe Abschnitt 2.2) dargelegt. AnschlieBend werden in Abschnitt 2.5 die Methoden
der Molekiilmechanik — Kraftfelder (siche Abschnitt 2.5.1) und Energieminimierung (siehe Abschnitt 2.5.2)
— erldutert. AuBlerdem wird die Molekiildynamik (MD)-Simulation (siche Abschnitt 2.5.3) beschrieben so-
wie die Validierungmoglichkeiten dieser Methode (siehe Abschnitt 2.5.4).

AnschlieBend wird auf die in silico-Methode der Pharmacophoremodellierung (sieche Abschnitt 2.6) sowie
das Docking (Abschnitt 2.7) und das Virtual Screening (sieche Abschnitt 2.8) eingegangen. Diese Methoden
dienen der Charakterisierung von Proteinbindetaschen und Liganden sowie der Abschitzung von Bindeaffi-

nititen.

2.1 Sequenzvergleich

Miteinander verkniipfte Aminosduren bilden die Aminosduresequenz eines jeden Proteins und damit die
Primirstruktur dieses. Anhand dieser Sequenzinformation kdnnen Vergleiche zwischen Proteinen berechnet
werden, die als Alignment bezeichnet werden. Anhand eines Alignments wird die Ahnlichkeit von Sequen-
zen bewertet. Diese Bewertung spielt eine wichtige Rolle, da im Allgemeinen davon ausgegangen wird,
dass eine hohe Sequenzidentitét oder -dhnlichkeit bei Proteinen eine dhnliche Funktion und/oder Struktur
impliziert [64]. So ermdglicht der Sequenzvergleich in bioinformatischen Untersuchungen phylogenetische
Analysen, d. h. Aussagen iiber die Verwandtschaft von Proteinen sowie funktionelle und strukturelle Vor-
hersagen, basierend auf der Aminosiuresequenz [65].

Zur Bewertung der Sequenzidentitéit oder -dhnlichkeit mit einem Alignment werden Bewertungsmatri-
zen (z. B. PAM, BLOSUM) genutzt [66]. Der Austausch von Aminosduren ist nicht fiir jede Aminoséure
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gleich wahrscheinlich. Mit den Bewertungsmatrizen wird fiir jede Kombination von Aminosduren eine Be-
wertung festgelegt: ein positiver, hoher Wert fiir identische Aminosduren oder Aminosduren mit dhnlichen
chemischen oder physikalischen Eigenschaften, welche aufgrund dieser Eigenschaften eine hohe Mutati-
onswahrscheinlichkeit haben. Im Gegensatz dazu werden undhnliche Aminosduren niedriger oder negativ
bewertet. Des Weiteren erfolgt eine Bewertung von Liicken (engl. gaps) im Alignment sowie der Léinge
dieser Liicken [66].

Es existieren globale und lokale Aligmentmethoden, die je nach Anwendung Vor- und Nachteile haben.
Mit den lokalen Methoden werden dhnliche Teilsequenzen in den Primérstrukturen gesucht, in den globalen
Algorithmen werden Sequenzen einander iiber die gesamte Linge angepasst. Lokale Methoden haben den
Vorteil, dass z.B. bei der Suche nach homologen Proteinen nur in begrenzten Bereichen nach @hnlichen
Teilsequenzen gesucht wird. Proteine sind meist aus strukturellen bzw. funktionellen Einheiten (Dominen)
aufgebaut, sodass diese Methode das Auffinden solcher Strukturmerkmale erlaubt [67]. Ein Beispiel fiir ei-
ne globale Methode ist der Needleman-Wunsch-Algorithmus [68]. Der Smith-Waterman-Algorithmus [69]
stellt eine lokale Methode dar. Beide Alignmentmethoden sind sehr rechenaufwendig [70]. Zur Approxima-
tion des Smith-Waterman-Algorithmus wurden die Methoden BLAST [71] und FASTA [72] entwickelt, die
einfachere, heuristische Verfahren fiir lokale Alignments darstellen [70]. Beide Methoden eignen sich fiir
die Suche nach dhnlichen Sequenzen z. B. in Datenbanken.

Der PSI-BLAST-Algorithmus (engl. Position-Specific Iterated BLAST) [71] stellt eine Erweiterung des
BLAST-Algorithmus dar. Bei diesem Algorithmus handelt es sich um eine multiple Sequenzalignmentme-
thode. Bei dieser Methode werden z. B. bei der Suche nach homologen Proteinen, iterativ aus Treffern einer
BLAST-Suche positionsspezifische Bewertungen anhand der Treffer extrahiert und so ein Profil erstellt. Im
nichsten Suchdurchlauf wird dieses Profil gegen die Sequenzdatenbank abgeglichen. So kdnnen die Infor-
mationen von mehreren Sequenzen bei der Suche genutzt werden, was im Gegensatz zu einer ,,einfachen*
BLAST-Suche, genauere Ergebnisse nach sich zieht, da durch diese Vorgehensweise eine hohere Emp-
findlichkeit erreicht wird [71]. In dieser Arbeit wird PROMALS3D [65], ein multiples Sequenzalignment-
programm, welches auf PSI-BLAST beruht, verwendet.

2.2 Sekundirstrukturvorhersage

Die Primiérstruktur eines Proteins bildet durch rdaumliche Wechselwirkungen, z. B. Wasserstoffbriickenbin-
dungen, eine Sekundérstruktur aus [73, S. 5]. Diese besteht aus bestimmten Strukturmotiven: den Helices,
Faltbldttern, Schleifen und “Random-Coil’-Strukturen. Letzteres Motiv wird auch als Loop bezeichnet und
stellt eine flexible Schleife dar, die aufgrund fehlender geordneter Wechselwirkungen keine definierte Se-
kundérstruktur aufweist. Sowohl Helices als auch Faltblétter und Schleifen zeichnen sich durch geordnete
Wasserstoffbriicken im Proteinriickgrat aus, welche fiir die speziellen Geometrien dieser geordneten Struk-
turen sorgen. Die rdumliche Anordnung der Sekundérstrukturen bilden die Tertidrstruktur des Proteins. Ein
erster moglicher Schritt in der Vorhersage der Tertidirstruktur einer bekannten Sequenz besteht darin, die
Sekundirstruktur des Proteins abzuschitzen [74].

Die Vorhersage der Sekundérstruktur eines Proteins basiert auf bekannten rdaumlichen Daten von Prote-
inen sowie dem Wissen iiber das gehédufte Auftreten von bestimmten Aminosduren in den jeweiligen Se-
kundirstrukturmotiven. Im Allgemeinen wird anhand von homologen Proteinen mit bekannter Struktur, die

Wahrscheinlichkeit von Sekundérstrukturen iiber die Sequenz bestimmt [75]. Die Sekundirstrukturvorher-
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2.3 3D-Proteinstrukturen und deren Modellierung

sage ermoglicht, auch bei geringeren Sequenzidentititen Strukturhomologien zwischen der Targetsequenz
und bekannten 3D-Strukturen zu erkennen. Dabei handelt es sich um eine wichtige Information z. B. bei der
Modellierung von Proteinstrukturen, wenn keine homologen Proteinstrukturen vorliegen [74]. Jedoch ist es
mit dieser Methode nicht moglich, die rdumliche Anordnung der Sekundérstrukturen zu schitzen. Hiermit
ist nur eine lokale Bewertung der Interaktionen zwischen den Aminoséuren realisierbar [76].

Es gibt eine Vielzahl an Programmen zur Sekundirstrukturvorhersage. In dieser Arbeit wird genau wie
fiir die Alignments PROMALS3D [65] genutzt, welches fiir die Vorhersage der Sekundirstrukturen auf
PSIPRED [74], einen Maschinenlernalgorithmus, welcher kiinstliche neuronale Netze nutzt, zuriickgreift.
Die Genauigkeit von Sekundarstrukturvorhersage kann je nach Methode bei bis zu 80 % liegen [77]. Fiir
PSIPRED konnte in zwei Studien eine Genauigkeit von 76,4 % [78] bzw. 81,4 % [79] nachgewiesen werden.

2.3 3D-Proteinstrukturen und deren Modellierung

Wie im vorigen Abschnitt erwihnt, bezeichnet die Tertidrstruktur eines Proteins die raumliche Anordnung
der Sekundarstruktur, die durch bestimmte Wechselwirkungen, wie z. B. Disulfidbriicken oder Wasserstoff-
briicken stabilisiert wird. Die Tertidrstruktur eines Proteins wird aus einer zusammenhédngenden Amino-
sdurekette gebildet. Die Zusammenlagerung von mehreren (eventuell verschiedenen) Proteinketten wird als
Quartirstruktur bezeichnet. Die Kenntnis von rdumlichen Proteinstrukturen schafft die Voraussetzung fiir
vielfiltige (in silico-) Analysen, unter anderem iiber den Einfluss von Mutationen auf die Struktur oder die
Identifikation von Bindetaschen und somit der Entwicklung von Liganden fiir diese. Strukturelle Daten er-
moglichen somit das Verstandnis der Proteine, z. B. in Bezug auf deren Funktionsweise [48]. Mit diesem
Wissen kann die Proteinfunktion, z. B. durch einen Inhibitior, beeinflusst werden.

Es besteht die Moglichkeit die 3D-Struktur eines Proteins experimentell zu bestimmen. Bei der Ront-
genkristallografie kann anhand eines Kristalls des Zielproteins die raumliche Struktur berechnet werden.
Mittels NMR-Spektroskopie kann die Proteinstruktur in Losung bestimmt werden. Ist es moglich, die 3D-
Struktur mittels der Kristallstrukturanalyse oder der NMR-Spektroskopie aufzuklidren, kénnen diese Daten
fiir in silico-Analysen genutzt werden. Hierbei hingt die Giite der Struktur von vielen Faktoren, wie z. B.
der Auflosung bei Rontgenkristallstrukturen oder der Abdeckung im Vergleich zur Sequenz des Proteins,
ab [80]. NMR- oder Rontgenkristallstrukturen liefern somit ein Bild tiber die rdumliche Gestalt des Prote-
ins. In der Proteindatenbank PDB (www.rcsb.org) [48] sind die dreidimensionale Strukturen von Proteinen,
Nukleinsduren sowie deren Komplexenhinterlegt, welche vor allem mittels der Kristallstrukturanalyse oder
NMR-Spektroskopie aufgelost wurden. Aktuell beinhaltet die PDB etwa 132 500 Proteinstrukturen (Stand:
August 2017), wovon der GroBteil Rontgenkristall- (= 118 500 Strukturen) und NMR-Strukturen (=~ 12000
Strukturen) sind.

Es besteht jedoch eine groBe Liicke zwischen der grolen Anzahl an bekannten Proteinsequenzen und der
geringen Anzahl an bekannten rdumlichen Daten dieser [81]. Die experimentelle Bestimmung von Prote-
instrukturen unterliegt einigen Einschrinkungen. Viele Proteine sind zu grof fiir eine NMR-Analyse und
konnen nicht fiir die Rontgenkristallographie kristallisiert werden [64]. Auerdem sind diese Verfahren sehr
kosten- und zeitaufwendig. Ist man dennoch an der Struktur eines Proteins interessiert, kann diese unter
bestimmten Voraussetzungen mittels in silico-Methoden modelliert werden. Diese Methoden basieren auf
der Annahme, dass die 3D-Struktur des Proteins durch die Aminosiuresequenz vorgegeben ist und die na-

tive raumliche Struktur das Energieminima dieser darstellt [82]. Grundvoraussetzung fiir die Modellierung
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ist somit das Vorliegen der Sequenz des Zielproteins, auch Targetprotein genannt. Es existieren drei ver-
schiedene Ansitze fiir die Modellierung von Proteinstrukturen: ab initio-Strukturvorhersagen, Threading
und Homology Modeling, was auch komparative Modellierung genannt wird.

Die drei Methoden unterscheiden sich grundlegend anhand ihrer Anforderungen. Ein Homology Mode-
ling zur Modellierung eines Zielproteins kann nur vorgenommen werden, wenn homologe Proteine, die eine
gemeinsame Abstammung mit dem Target haben, mit bekannter raumlicher Struktur vorliegen. Dies basiert
auf der Annahme, dass sequenziell dhnliche Proteine auch einen dhnlichen rdumlichen Aufbau besitzen [83].
Gleichzeitig gilt, dass die rdumliche Struktur in einer Familie konservierter ist als die Proteinsequenz [84].
Bei dieser Methode wird das 3D-Modell basierend auf einem Alignment zwischen Zielprotein und dem
bzw. den sequenziell homologen Protein(en), die Template(s) genannt werden, erstellt [85]. Liegen fiir eine
Proteinsequenz keine homologen, aber strukturell dhnliche Proteine (z. B. bestimmt durch eine Sekundér-
strukturvorhersage) vor, kann ein Threading vorgenommen werden. Die Sequenz des Zielproteins wird auf
die Riickgratatome des Templates aufgefidelt. Diese Methode ist jedoch durch die Konformationen der vor-
handenen Strukturen sowie die Unsicherheit durch die geringe Sequenzihnlichkeit limitiert [86, 87]. Die ab
initio-Strukturvorhersage findet Anwendung, wenn keine homologen oder annihernd dhnliche Proteine mit
bekannter 3D-Struktur vorliegen. Nur anhand der Sequenz wird ein Modell des Targetproteins erstellt und
das Energieminimum anhand einer Energiefunktion gesucht [84]. Die ab initio-Strukturvorhersage ist je-
doch die unsicherste und ungenauste Methode, da bis heute nicht genau gekldrt werden konnte, wie nur aus
der Proteinsequenz auf die Faltung dieser und somit auf die Proteinstruktur geschlossen werden kann [86].

Das Homology Modeling stellt von den drei Methoden zur Proteinmodellierung, angesichts der zugrunde
liegenden experimentelle Daten sowie Annahmen, die zuverlidssigste dar [84]. In dieser Arbeit wurde zur
Modellierung von Proteinstrukturen die Methode des Homology Modelings genutzt. Daher wird im Folgen-

den diese Methode genauer erliutert.

2.3.1 Homology Modeling

Die Grundlage fiir ein Homology Modeling bilden zum Targetprotein homologe Proteine, die eine bekann-
te 3D-Struktur haben. Diese konnen in dem Verfahren als Template genutzt werden und sind somit jene
Strukturen, auf denen die Modellierung basiert. Fiir das Homology Modeling muss daher ein Template aus-
gewihlt werden. Dieses wird basierend auf der Sequenzidentitit zum Target bestimmt. Zusétzlich kénnen
mehrere 3D-Strukturen fiir unterschiedliche Bereiche des Targetproteins als Template genutzt werden. Dies
kann z. B. mit der unterschiedlichen Abdeckung der Proteinsequenz oder strukturellen Parametern begriin-
det sein. Bei einem solchen Modell spricht man von einem zusammengesetzten Modell (engl. composite
model). Dabei wird empfohlen, nur homologe Proteine als Template zu nutzen, die eine Sequenzidentitét
von mindestens 30 % zum Target haben [86]. Unter diesem Prozentsatz ist ein Alignment unzuverléssig
ebenso wie eine Aussage iiber die gleiche Faltung von Target und Template.

Die Giite des Homologiemodells hingt neben der Sequenzidentitéit auch von der Template-Struktur ab.
Daher werden mogliche Templates (z. B. bei gleicher Sequenzidentitit) anhand verschiedener Kriterien be-
wertet, um das beste Template auszuwihlen. Hierbei spielen strukturelle Parameter eine Rolle, wie z. B. die
Auflosung, die R- und Ryg.-Werte sowie der B-Faktor. Diese Parameter werden fiir Rontgenkristallstruktu-
ren erhoben und ermdglichen eine Aussage iiber deren Qualitéit. Die Auflosung einer Rontgenkristallstruktur
enthilt die Information liber die Genauigkeit der Position der Atome in der erhaltenen Struktur. Je niedriger

die Auflosung des Templates ist desto besser sind die experimentellen Daten der Struktur, was wiederum
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auf ein besseres bzw. genaueres Modell schlieBen ldsst. Die R- und Rg..-Werte geben Aufschluss iiber die
Zuverlassigkeit der Rontgenkristallstruktur im Vergleich zu den experimentellen Daten. Typisch sind Werte
um 0,2 fiir R und 0,26 fiir Rgee. Der B-Faktor gibt einen Hinweis auf Ungenauigkeiten in den Atompositio-
nen. So deuten hohe Werte (iiber 50 A2) auf eine hohe Flexibilitit und Ungenauigkeit hin. Der Mittelwert
des B-Faktors fiir eine Struktur wird mit dem durchschnittlichen B-Faktor beschrieben [88]. Die Gesamt-
heit dieser strukturellen Parameter sowie die Sequenzidentitit ermdglichen die Abschitzung der Giite von
bekannten Proteinstrukturen im Hinblick auf die Nutzung dieser als (mogliche) Templates beim Homology
Modeling.

Es gibt eine Vielzahl an Homology Modeling-Programmen, welche frei verfiigbar oder kommerziell er-
hiltlich sind. Fiir den Nutzer ist dabei oft nicht auf den ersten Blick klar, was diese Programme voneinander
unterscheidet. Wichtig ist vor allem, dass zuverldssige Modelle z. B. fiir Docking-Studien erstellt werden
konnen, wenn keine Rontgenkristall- oder NMR-Daten des Targets vorliegen. Die Studie von Nayeem [89],
in der verschiedene Homology Modeling-Programme (u. a. Schrodinger Prime und SWISS-MODEL) ver-
glichen wurden, zeigte, dass die Ergebnisse der getesteten Programme bei einer Sequenzidentitit tiber 40 %
zwischen Target und Template alle dhnlich gute Resultate hervorbrachten. Bei einer Identitit unter 19 %
zeigte nur Schrodinger Prime zufriedenstellende Ergebnisse. Ahnliche Resultate deckte die Studie von Do-
lan et al. [90] auf. YASARAs Homology Modeling Programm zeigte bei CASPS, einem Wettbewerb bei
dem die aktuellen Methoden zur Proteinstrukturvorhersage getestet werden, gute Vorhersageergebnisse und
realistische Homologiemodelle [91]. Oshiro et al. [92] untersuchten, inwieweit sich die Ergebnisse von
Docking-Studien zwischen Modellen und Réntgenkristallstrukturen unterscheiden. Dabei konnten sie zei-
gen, dass mit Homologiemodellen bei einer Sequenzidentitit iiber 50 % zwischen Target und Template im
aktiven Zentrum, fiinfmal mehr aktive Verbindungen identifiziert werden als durch Zufall. Die Ergebnisse
mit Homologiemodellen sind somit vergleichbar mit den erlangten Resultaten mit Rontgenkristallstrukturen
und folglich ein guter Ansatz fiir das Target ADAMTS?7 in dieser Arbeit. Aus diesen Studien geht zudem
hervor, dass es nicht DAS beste Programm fiir die Erstellung von Homologiemodellen gibt.

Fiir diese Arbeit standen drei verschiedene Softwarepakete fiir das Homology Modeling zur Verfiigung.

Sie werden im Folgenden jeweils genauer erldutert.

SWISS-MODEL

SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org) [93] ist ein automatischer Server fiir das Homology Mo-
deling und gleichzeitig von den drei genutzten Programmen das einzig kostenfreie. Als Startpunkt der Mo-
dellierung dient entweder nur die Proteinsequenz des Targets oder das Alignment zwischen Target und
Template. Dann wird das Riickgrat und die Seitenketten mit dem Programm PROMOD?3 [94] erstellt. An-
schlieBend erfolgt die Erstellung der Loops basierend auf einer Datenbank, mit welcher passende ,,Templa-
tes* fiir die Erstellung der Loop-Regionen gefunden werden. Fehlende Seitenketten werden auf Basis des
SCWRL4-Algorithmus [95] modelliert. Die Modellqualitit wird anhand der Parameter GMQE [96] (Abk.
Global Model Quality Estimation) und QMEAN [97, 98] (Abk. Global Model Quality Estimation) gepriift.
Das finale Modell wird mit dem Kraftfeld CHARMM?27 [99, 100] energieminimiert.

Es ist mit SWISS-MODEL nicht moglich, dass Target basierend auf verschiedenen Templates zu model-

lieren.
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YASARA

Ein weiteres Programm, welches in dieser Arbeit Anwendung fand, ist YASARA (www.yasara.com) [64,
91]. Innerhalb des Programms kann entweder auf eine PSI-BLAST-Suche [71] nach Template-Strukturen
genutzt werden oder ein Template sowie Alignment vorgegeben werden. Die Modellerstellung lauft folgen-
dermafBen ab: Anhand des Alignments wird das Proteinriickgrat modelliert, welches auf den Koordinaten des
Templateriickgrats basiert. Fiir zwischen Target- und Templatesequenz identische Aminosduren werden die
Koordinaten der Seitenketten iibernommen. AnschlieBend werden die fehlenden Seitenketten des Modells
mit dem SCWRL-Algorithmus [101] berechnet. Liicken im Alignment werden als Loops modelliert [101].
Die Modellierung der Loops erfolgt wissensbasiert. Hierfiir wird in der PDB nach bekannten Loops mit ma-
ximaler Sequenzéhnlichkeit als Template gesucht. Es folgt die Optimierung des Modells durch eine Ener-
gieminimierung zur Korrektur von Fehlern. Hierbei stehen verschiedene Kraftfelder zur Verfiigung. Das
Modell wird anhand des Z-Scores (WHAT_CHECK) [102] validiert und bei einer negativen Validierung
werden vorangegangene Schritte der Modellierung wiederholt [64, 85].

StandardmiBig kann beim YASARA Homology Modeling nicht mehr als ein Template ausgewihlt wer-
den. Jedoch konnen Modelle mit den einzelnen Templates erstellt werden und diese im Nachhinein alignt

und manuell zu einem zusammengesetzten Modell verkniipft werden.

Schréodinger Prime

Einen weiteren Algorithmus zur Proteinstrukturvorhersage biete die Software Schrodinger Prime [103]. Fiir
das Homology Modeling konnen Alignments zwischen Template und Target basierend auf Sequenz und
Sekundarstrukturinformationen erstellt werden oder vorgegeben werden. Das Prime Homology Modeling
beinhaltet die folgenden Schritte: Fiir das Modell werden die Koordinaten des Proteinriickgrats von den zu-
geordneten Aminosduren sowie die Seitenketten von konservierten Aminoséduren kopiert. Die Seitenketten
werden optimiert und die nicht konservierten Seitenketten basierend auf der Auswertung eines Datensat-
zes der PDB abgeschitzt und modelliert. Die nicht konservierten Reste werden zusitzlich energiemini-
miert. Das dabei genutzte Kraftfeld kann individuell gewihlt werden, wobei in dieser Arbeit das Kraftfeld
OPLS2005 [104] zur Berechnung der Energie genutzt wurde. Insertionen im Alignment werden ab initio
modelliert. Loops, welche nicht Template-basiert sind, konnen auBerdem einer Verfeinerung unterzogen

werden (Loop-Refinement).

2.3.2 Conformational Sampling

Proteinstrukturen sind (in bestimmten Bereichen) flexibel und konnen fiir verschiedene Funktionalititen
unterschiedliche Konformationen einnehmen [105]. Ein Beispiel hierfiir sind flexible Regionen in Binde-
taschen, die der Anpassung an verschiedene Liganden dienen. Dies kann z. B. in NMR-Studien beobachtet
werden, in denen die 3D-Struktur in Losung untersucht wird und verschiedene Konformationen aufgedeckt
werden konnen [106]. Im Gegensatz dazu stellt ein Modell oder eine Rontgenkristallstruktur nur eine Kon-
formation der Proteinstruktur dar. Die Charakterisierung aller moglichen Konformationen eines Proteins
oder der Bindetasche ist wichtig fiir die Vollstdndigkeit der folgenden Analysen. Einen Losungsansatz zur
Modellierung der verschiedenen Konformationen bestimmter Bereiche im Protein bietet das Conformatio-
nal Sampling. Daher wird hier diese Methode erldutert. In dieser Arbeit wurden Conformational Samplings

von Loop-Regionen mit Schrodinger Prime [103] durchgefiihrt.
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Das Conformational Sampling mit Prime basiert auf einer ab initio-Vorhersage und umfasst vier Schritte:
Zuallererst wird der Loop modelliert bzw. viele Kandidaten-Konformationen dieses Loops. Dabei wird der
Konformationsraum des Loops mithilfe einer Diederwinkel-basierten Prozedur umfassend abgetastet. Nach-
folgend wird durch das Clustern dieser Loop-Konformationen eine Auswahl von reprisentierenden Konfor-
mationen des Loops ermittelt. Im Anschluss folgt eine Optimierung der Seitenkette sowie eine Energie-
minimierung der verschiedenen Loop-Konformationen. Die vorhergesagten Loop-Konformationen werden
nach ihrer Energie geordnet. Das Ergebnis des Samplings sind demnach unterschiedliche Konformationen,

welche auch als Conformational Ensemble bezeichnet werden.

2.4 3D-Proteinstrukturen und deren Validierung

Um die Giite von (Homologie-)Modellen von Proteinen zu bewerten, gibt es eine Vielzahl an Methoden.
Diese haben den Zweck, die Qualitidt der Modelle zu beurteilen. Dies hilft eventuelle Fehler zu erkennen

sowie abzuschitzen, ob es sich bei den Proteinmodellen um native rdumliche Strukturen handelt.

Eine mogliche Fehlerquelle beim Homology Modeling sind Kompatibilitétsfehler, die durch ein falsches
Alignment entstehen konnen und auf eine Diskrepanz zwischen Proteinsequenz und -struktur hindeuten.
Zur Bestimmung dieser Fehler kann mithilfe von wissensbasierten Energiefunktionen die Kompatibilitét
zwischen der Aminosduresequenz und der rdumlichen Struktur abgeschitzt werden [107]. Hierbei erfolgt
eine Unterscheidung in lokale und globale Kompatibilititsfehler fiir die Analyse iiber die Sequenz und die
Proteinstruktur. In dieser Arbeit wird das Programm ProSa2003 [107, 108] und der Meta-Server MetaM-
QAPII [109] zur Erkennung und Visualisierung dieser moglichen Fehler genutzt.

ProSa2003 gibt einen lokalen Aufschluss iiber die Qualitit des Modells anhand der Darstellung der Ener-
gie iiber die Sequenz. Weiterhin kann mittels des Z-Scores eine globale Abschitzung der Qualitit von raum-
lichen Proteindaten in Abhiingigkeit von der Sequenzlénge vorgenommen werden. Die Z-Scores umfassen
paarweise Interaktionen/Energien (engl. pair), Oberflichenenergien (engl. surface) und einen kombinierten
(engl. combined) Wert [108]. Dies ermoglicht im Vergleich die Abschitzung, ob die Struktur der nativen

Faltung der jeweiligen Aminosduresequenz entsprechen kann.

MetaMQAPII ist ein Meta-Server, welcher ebenso die Qualitit von Proteinmodellen abschitzt. Zwei Wer-
te sind dabei wichtig: GDT_TS und RMSD [109]. RMSD ist in diesem Fall nicht die konkrete Differenz
zwischen zwei Strukturen, wie sie in Abschnitt 2.5.4 erldutert wird, sondern die Abschitzung der Abwei-
chung des Modells zur nativen Struktur des Proteins in Angstrém. Der GDT_TS ist eine globale Abschit-
zung der Qualitit des Modells im Vergleich zur (unbekannten) rdaumlichen Struktur. Je hoher dieser Wert

und je niedriger der RMSD, desto besser ist das Modell zu bewerten.

Eine weitere Fehlerquelle in Modellen sind sterische Fehler. Hiermit sind Unstimmigkeiten in der rdum-
lichen Struktur gemeint, die nicht auf dem Alignment beruhen, wie z.B. falsch orientierte Seitenketten
oder Loop-Regionen, die nicht der nativen Konformation entsprechen kénnen. Mithilfe eines Ramachandran
Plots, wie er im Programm PROCHECK [110] enthalten ist, konnen solche Fehler identifiziert werden. Der
Ramachandran Plot ist eine Darstellung der Dieder- bzw. Torsionswinkel des Proteinriickgrats. Diese Win-
kel der Aminosduren kommen nur in bestimmten Kombinationen vor und erlauben daher eine Aussage iiber
die Qualitit eines Proteinmodells. So lassen sich Fehler aufdecken, wenn diese Winkel im Modell in nicht

erlaubten Bereichen vorkommen. Mithilfe von Energieminierungen und/oder Molekiildynamik-Simulation
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besteht die Moglichkeit sterische Fehler zu korrigieren. Diese Methoden werden in Abschnitt 2.5.2 bzw.
Abschnitt 2.5.3 erldutert.

2.5 Molekiilmechanik

Ein Ansatz der molekularen Modellierung ist es, ausgehend von den physikalischen Naturgesetzen mit
moglichst genauen Rechenverfahren realistische 3D-Molekiilstrukturen zu erstellen und zu untersuchen [2,
S.226]. Dabei werden zwei Verfahren unterschieden: quantenmechanische Verfahren und Kraftfeldrech-
nungen. Quantenmechanische Verfahren berechnen die elektronische Struktur von Molekiilen anhand der
Schrodingergleichung. Mit diesen Verfahren ist es z. B. méglich chemische Reaktionen zu simulieren. Quan-
tenmechanische Verfahren sind sehr rechenintensiv und wesentlich aufwendiger als Kraftfeldverfahren [86].
Daher werden sie in dieser Arbeit nicht weiter behandelt. Erste Entwicklungen der Kraftfeldverfahren, auch
Molekiilmechanik genannt, gab es Mitte des 20.Jahrhunderts. Der Grundgedanke war, dass die Berech-
nung der Van-der-Waals-Wechselwirkungen, Bindungsstreckung und Winkeldeformation ausreichen, um
die Struktur und Energie von Molekiilen zu beschreiben [2, S. 228]. Die Molekiilmechanik gewann erst

durch die Verfiigbarkeit von Computern an Bedeutung [111, 112].

2.5.1 Kraftfelder

Kraftfelder sind Funktionen, welche die potenzielle Energie von Molekiilen beschreiben. Dabei vernach-
lassigen Methoden, die auf Kraftfeldern basieren, die Elektronenbewegung (im Gegensatz zu quantenme-
chanischen Verfahren) und die Energie eines Systems wird nur anhand der Position der Atomkerne kalku-
liert. Kraftfelder sind demnach Funktionen mit anpassbaren Parametern, welche die kovalenten und nicht-
kovalenten Krifte, die zwischen Atomen wirken, darstellen. Dabei gilt die Annahme, dass Bindungsldngen
und -winkel in Molekiilen Standardwerte annehmen [113].

Die Energie eines Molekiils setzt sich aus mehreren Komponenten zusammen: der Bindungslédnge /;, dem
Bindungswinkel 6;, dem Torsionswinkel @ sowie den nicht-kovalenten Wechselwirkungen [113]. Diese

wesentlichen Bestandteile eines Kraftfeldes sind in Abbildung 2.1 dargestellt.

- N 5 /

(a) Bindungslénge (b) Bindungswinkel (c) Torsionswinkel

(d) Ungebundene (e) Ungebundene Interaktionen

Interaktionen (elektrostatische) (Van-der-Waals-Kréfte)

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der auf ein Kraftfeld wirkenden, wesentlichen Bestandteile nach Leach [114,
S.166]: (a) Bindungslinge /;, (b) Bindungswinkel 6;, (c) Torsionswinkel @ sowie (d) und (e) ungebundene Interaktio-
nen (elektrostatisch, Van-der-Waals-Krifte).
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2.5 Molekiilmechanik

Anhand einer beispielhaften Potenzialfunktion eines Kraftfeldes (siehe Formel (2.1)) [112, 113] soll ein
Uberblick iiber den generellen Aufbau eines Kraftfeldes gegeben werden. Die potenzielle Energie E . (R)
eines Molekiils mit N Atomen, deren Positionen r; € R® mit 1 <i < N und R = (r{,r2,...,ry), R € R*N

kann folgendermalen abgebildet werden:

E pot (R ) :EBindungsliinge + EBindungswinkel + ETorsion 1 Enicht kovalent

_ ka2 ko o g V2
- Z ) (lz lz,O) + Z ) (61 91,0)

Bindungen Bindungswinkel

+ ) %(H—cos(na)—y)) 2.

Torsionswinkel

N N 12 6
+Y Y (4 <”> _<U> I L
i=1 j=it1 Tij Tij 4meorij

Der erste Term der Formel (2.1) modelliert die Interaktion zwischen Paaren gebundener Atome mittels
eines harmonischen Potentials, welches ansteigt, wenn die Bindungslinge /; von der Referenzlinge [ ; ab-
weicht. Der zweite Term stellt einen Vergleich iiber alle im Molekiil vorkommenden Winkel 6; zwischen drei
Atomen, die miteinander verbunden sind, und einem Referenzparameter 6; dar. Im dritten Term wird die
Verdanderung der Energie modelliert, wenn um eine Bindung gedreht wird, wobei @ den Torsionswinkel dar-
stellt. Der vierte Term in Formel (2.1) stellt die Energie der ungebundenen Interaktionen dar. Sie wird zwi-
schen allen Atompaaren, die in unterschiedlichen Molekiilen oder im gleichen Molekiil durch mindestens
drei andere Bindungen getrennt sind, modelliert. Gewdhnlich wird dieser Term durch ein Lennard-Jones-
Potential fiir Van-der-Waals-Interaktionen (erster Summand im vierten Term) und ein Coulomb-Potential fiir
elektrostatische Interaktionen (zweiter Summand im vierten Term) dargestellt. r;; beschreibt den Abstand
zwischen dem i-ten und dem j-ten Atomen, ¢; Ladung und & die Dielektrizitdtskonstante des Vakuums. Bei

ka,ke,li0,6i0, Vs, & und 0;; in Formel (2.1) handelt es sich um Parameter.

Die erlduterten Komponenten der Energiefunktion spiegeln die intra- und intermolekularen Krifte ei-
nes Molekiils wider. Alle in in silico-Analysen genutzten Kraftfelder bestehen aus mindestens diesen vier
Termen von (2.1). Zusitzlich konnen sie noch weitere Terme, welche z. B. die atomare Polarisierbarkeit be-
riicksichtigen, beinhalten [113]. In dieser Arbeit wird beim Homology Modeling mit YASARA das Kraftfeld
YASARAZ2 [91] genutzt, mit SWISS-MODEL das Kraftfeld CHARMM?27 [99, 100]. Fiir alle Methoden mit
der Schrodinger Software wurde das Kraftfeld OPLS2005 [104] verwendet.

2.5.2 Energieminimierung

Eine Proteinstruktur kann mehrere lokale Energieminima annehmen, jedoch existiert nur ein globales Ener-
gieminimum fiir jede Struktur. Modelle eines Proteins stellen nicht automatisch die energetisch giinstigste
Konformation dieser Struktur dar. Jedoch wird bei der Proteinmodellierung nach jener Struktur mit der ge-
ringsten potenziellen Energie gesucht. Dies beruht auf der Annahme, dass diese den nativen Zustand des
Proteins darstellt. Mit einer Energieminimierung kann das Proteinmodell optimiert werden. Dies geschieht
iiber eine iterative Anpassung der Atompositionen, wodurch sterische Fehler im Modell reduziert werden.
Dadurch wird die Struktur verfeinert, was eine Minimierung der potenziellen Energie nach sich zieht. Die
Methode der Energieminimierung kann eine optimierte Struktur ermitteln, welche aber nicht zwangslédufig
das globale Minimum darstellt [115].
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In dieser Arbeit wurden Minimierungsalgorithmen von YASARA, SWISS-MODEL und Schrodinger ver-
wendet. Diese sollen im Folgenden kurz erldutert werden. Das Ergebnis der Energieminimierung ist bei
allen Algorithmen mafigeblich abhingig von der Startstruktur, da es sich um lokale Optimierungsmethoden
handelt [2, S. 229].

Mit dem Minimierungsalgorithmus von YASARA [116] wird die 3D-Struktur einer simulierten Abkiih-
lung (engl. simulated annealing minimization), einem heuristischen Minimierungsverfahren, unterzogen.
Der Minimierungsprozess startet mit dem Verfahren des steilsten Abstiegs (engl. steepest decent), eine gro-
be Nédherungsmethode, welches schnell in die Nihe eines Energieminimums E des Modells fiihrt. Anschlie-
Bend erfolgt die simulierte Abkiihlung, bei der die Simulationsbox schrittweise auf 0 K herunter gekiihlt
wird, wobei die Atomgeschwindigkeiten iterativ mit dem Faktor 0,9 skaliert werden. Dieser Schritt wird bis
zur Konvergenz von E,, fortgefiihrt [117].

Die Minimierung der Homologiemodelle im SWISS-MODEL-Verfahren geschieht iterativ [118]. Hierbei
wird in jedem Schritt, genau wie bei YASARA, das Verfahren des steilsten Abstiegs genutzt, gefolgt von
einem konjugierten Gradientenverfahren (engl. conjugate gradient). Beim Verfahren des steilsten Abstiegs
wird iterativ in Richtung des negativen Gradienten der Energiefunktion gegangen bis ein Minimum erreicht
wird. Das konjugierte Gradientenverfahren hingegen ist eine effizientere Methode, da in jeden Schritt ei-
ne Abstiegsrichtung bestimmt wird, sodass alle alten Richtungen keine Verbesserung mehr bringen. Die
Optimierung der Struktur wird fortgefiihrt bis keine stereochemischen Fehler mehr vorliegen.

Die Minimierungen mit der Software Schrodinger wurden mit MacroModel durchgefiihrt. Als Minimie-
rungsmethode wurde die Polak-Ribiere Conjugate Gradient (PRCG)-Methode genutzt (Abbruchkriterium:
Norm des Gradienten < 0, 05).

2.5.3 Molekiildynamik-Simulation

Proteinstrukturen, unabhingig davon ob es Modelle oder experimentell erlangte Daten sind, spiegeln ei-
ne starre Konformation wider. MD-Simulationen erlauben es die Dynamik dieser Strukturen zu untersu-
chen. Diese rechnergestiitzte Methode dient der Abschitzung von Molekiilbewegungen und ermoglicht das
Verhalten von Molekiilen oder grofleren Systemen unter verschiedenen Bedingungen nachzuahmen. MD-
Simulationen liefern somit Informationen iiber die zeitliche Abhiingigkeit von Eigenschaften des Systems
und iiber strukturelle Verdnderungen der Konformation [119]. Dabei werden die Bewegungen der Atome
bzw. Molekiile unter Einwirken eines Kraftfeldes verfolgt. Es gilt die Annahme, dass die Wechselwirkun-
gen zwischen den Teilchen den Regeln der klassischen Mechanik, also den Newtonschen Gesetzen, gehor-
chen [120]. Die Newtonschen Gesetze [114, S. 353] konnen folgendermalien spezifiziert werden:
1. Ein Korper bewegt sich geradlinig in eine Richtung mit konstanter Geschwindigkeit, es sei denn eine
Kraft wird auf ihn ausgeiibt.
2. Kraft ist gleich der zeitliche Anderung des Impulses. Bei konstanter Masse gilt daher:
F = %p:m%v:ma.
3. Jede Aktion erzeugt gleichzeitig eine gleich grof3e Reaktion (Gegenkraft), die auf den Verursacher der
Aktion zuriickwirkt.
Die MD-Simulation des zu analysierenden Molekiils erfolgt, wie bei der Energieminimierung, in einer
Simulationsbox, welche mit einer Losung, z. B. Wassermolekiilen, gefiillt ist und unter periodischen Rand-
bedingungen [2, S. 233]. Zur Neutralisierung der Ladung endstidndiger Aminosiduren werden dem Modell

ungeladene Gruppen, sogenannte cap termini, angefiigt. Die initialen Geschwindigkeiten der Atome in der
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Simulation werden anhand einer Boltzmannverteilung bestimmt [2, S. 233]. Die Position r; und die Ge-

dr;
dt

dem zweiten Newtonschen Gesetz (F = ma) ergibt, berechnet werden:

schwindigkeit eines Atoms =t kann durch die Losung der gewohnlichen Differentialgleichung, die sich aus

d*l  F(r])
W_ - . 2.2)

Die Formel (2.2) beschreibt die Bewegung eines Teilchens mit Masse m; entlang einer Koordinate rl.j mit
Jj=(x,y,2z), wobei F (r{ ) die Kraft beschreibt, die auf das Teilchen in diese Richtung wirkt. Wéhrend
der MD-Simulation wird in einem fest definierten Zeitintervall mithilfe der Newtonschen Bewegungsglei-
chung (2.2) die néichste Position jedes Teilchens berechnet [120]. Die Entwicklung der Bewegung wird iiber
mehrere Nanosekunden verfolgt und in Form einer Trajektorie aufgezeichnet. In dieser Arbeit wurde das
Programm Desmond [121] fiir MD-Simulationen genutzt.

Eine MD-Simulationen besteht dabei aus zwei Phasen. Die erste Phase wird auch Aquilibrierungsphase
genannt und bezeichnet den Zeitraum, in welchem das System beginnend mit der Startkonfiguration in einen
Gleichgewichtszustand gebracht wird. AnschlieBend startet die Produktionsphase [122]. Eine 10ns lange
MD-Simulation kann bereits ausreichend sein, um Bewegungen der Seitenketten oder sogar Proteindoménen
zu verfolgen [112].

Proteine sind keine starren Komplexe wie es den Anschein durch Rontgenkristallstrukturen oder die Er-
stellung eines Modells haben konnte. Anhand von Simulationen kann ein realistisches Bild iiber die Fle-
xibilitit von Proteinen, d. h. ihre native Bewegung bestimmt werden. Zu starke strukturelle Abweichungen
vom Startmodell deuten hierbei auf Unstimmigkeiten in diesem hin [123]. Erhebliche Verdnderungen in der
Proteinstruktur wiren ein Hinweis darauf, dass das Modell keiner native Konformation entspricht. Nach
einer kurzen Aquilibierungsphase sollte das Protein einen stabilen Zustand annehmen und keine groBen
strukturellen Verdnderungen auftreten. Die Giite einer MD-Simulation wird mittels verschiedener Metho-

den beurteilt. Eine Moglichkeit zur Bewertung bietet der im Folgenden beschriebene RMSD.

2.5.4 Methoden zum Strukturvergleich: RMSD und RMSF

Zum Vergleich der Verinderung einer Struktur iiber die Zeit bei einer MD-Simulation oder zweier Docking-
Posen eines Liganden gibt es eine globale und eine lokale Vergleichsmethode. Der RMSD stellt dabei die
globale, der RMSF die lokale Methode dar [124]. Beide Verfahren werden im Folgenden beschrieben.

Der RMSD steht fiir die mittlere quadratische Abweichung (engl. root-mean-square deviation) und ist
eine Methode zum Vergleich zweier Strukturen S und P. Dafiir werden die beiden Strukturen iibereinander
gelegt (engl. align) und die Koordinaten ihrer Atome anhand von Formel (2.3) verglichen. Hierbei ist N die
Anzahl an Atomen, die sowohl in S als auch in P vorkommen, darstellt. s; = (s¥, s}, s?) bzw. p; = (p}, p}, p})
beinhaltet fiir 1 <i < N die Koordinaten des jeweils i-ten Atoms der jeweiligen Sequenz. Der RMSD wird

in Angstrém angegeben, wobei 1A=0,Inm=10""9m entspricht.

N
RMSD(S, P) = \/ S Y (s PP (] = PP+ (55— p)P) @3
i=1

Zum Vergleich zweier Strukturen kann der RMSD-Wert iiber die C,-Atome der Aminoséuren, die als Teil
des Proteinriickgrats die Position der Aminosduren priasentieren, berechnet werden. Fiir diesen Fall werden

in Formel (2.3) nur die Koordinaten der C,-Atome beriicksichtigt.
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Von groBer Wichtigkeit ist der RMSD bei MD-Simulationen: Wird der RMSD fiir alle in der Trajektorie
gespeicherten Molekiile bezogen auf die Koordinaten des Molekiils zum Zeitpunkt t = 0, d. h. der Start-
struktur, berechnet, lédsst sich die Stabilitit bzw. die Schwingung der rdumlichen Struktur wihrend der MD-
Simulation abschitzen. Je geringer die absolute Differenz der RMSD-Werte zwischen zwei Zeitpunkten ¢
und 7 + 1 ist, desto weniger schwingt das Molekiil wihrend der MD-Simulation. Daraus kann geschlossen
werden, dass es sich bei der Konformation dieses Molekiils wahrscheinlich um eine native, stabile Konfor-
mation handelt. Als stabil wird ein Zeitabschnitt einer MD-Simulation bezeichnet, wenn sich der RMSDc,
um einen bestimmten Mittelwert in ein Gleichgewicht einpendelt [123]. Dies ldsst darauf schlieen, dass
keine globalen Anderungen in der Konformation geschehen.

Eine weitere Methode zur Beurteilung der Giite der MD-Simulation ist der RMSF. Die mittlere quadrati-
sche Schwankung (RMSF, engl. root-mean-square fluctuation) ermoglicht einen Vergleich der durchschnitt-
lichen Position der Atome eines Molekiils iiber die Zeit. Dafiir wird die Position von Atomen eines Refe-
renzzeitpunktes (meist # = 0) mit der Position der Atome zu bestimmten Zeitpunkten der Simulation vergli-
chen. Der RMSF des Atoms i der Struktur P (p; = (p;, pft D, )) zum (Zeit-)Punkt r wird nach Formel (2.4)
berechnet, indem mit der Position des i-ten Atoms zum Referenzzeitpunkt 7,.r (Pim_f = (me " p,ym " Pfre f))

gemittelt wird. Dabei sei n, mit 1 < < n, die Anzahl an gemessenen Zeitpunkten.

1 n
RMSF; = \/ Y (P = 2+ ()~ P (- ) (2.4)
=1

Wird der durchschnittliche RMSF fiir die Aminosédurereste eines Molekiils iiber eine MD-Simulation
berechnet, ldsst sich eine Aussage iiber Schwankungen bzw. die Flexibilitit in bestimmten Bereichen im
Molekiil iiber die Simulationszeit treffen. Je geringer der RMSF eines Aminosaurerestes, desto geringer ist
demnach die Schwingung des betrachteten Systems wéhrend der MD-Simulation [124]. Hohe Fluktuationen
werden in MD-Simulationen vorwiegend in Loop-Regionen beobachtet und sind ein normales Verhalten
dieser. Diese Methode ermdglicht somit die Identifizierung von lokalen Verdnderungen wihrend der MD-

Simulation.

2.6 Pharmacophoremodellierung

Fiir die Suche nach Substanzen, die in einer Proteinbindetasche binden konnten, gibt es im Allgemeinen
zwei Ansitze: Liegen Informationen iiber bekannte Liganden und deren Bindemuster vor, kann basierend
auf diesen Informationen nach neuen, dhnlichen Liganden gesucht werden. Ist hingegen nur die rdumliche
Struktur des Proteins oder mindestens die Struktur der Bindetasche vorliegend, kann strukturbasiert nach
neuen potenziellen Liganden gesucht werden [5]. Ist nicht bekannt, an welcher Position sich die Bindetasche

an der Proteinoberfldche befindet, kann diese computerbasiert identifiziert werden [5].

2.6.1 Definition und Charakterisierung der Proteinbindetasche

Die Bindetasche eines Proteins ist eine Vertiefung in dessen Oberfliche an die ein Ligand binden kann. Bei
der strukturbasierten Suche nach Liganden ist das Wissen um die Position der Proteinbindetasche sowie die
Charakterisierung der Eigenschaften der Tasche ein wichtiger Schritt. Gleiches gilt fiir das Finden und Cha-
rakterisieren von allosterischen Bindestellen. Allosterische Bindestellen sind Regionen, bei denen es sich

nicht um die aktiven Bindetaschen handelt, an die jedoch Liganden binden und die Funktion indirekt (z. B.
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durch Verdnderung der rdumlichen Struktur) inhibieren konnen. Die Lage von Bindetaschen am Protein
kann mittels bestimmter Algorithmen in silico aufgedeckt werden [5].

In dieser Arbeit wird fiir die Definition und die Charakterisierung der ADAMTS-Bindetaschen das Schro-
dinger-Programm SiteMap [125, 126] genutzt. Bei dieser Methode handelt es sich um einen energiebasierten
Ansatz zur Findung von Hohlrdumen. Anhand von drei Schritten werden mogliche Bindetaschen identifi-
ziert:

1. Detektion von Hohlen,

2. Charakterisierung der Hohlen und

3. Evaluierung der charakterisierten Hohlen.
Zur Beschreibung der identifizierten Bindestellen werden die Taschen anhand dreidimensionaler, hydropho-
ber und hydrophiler (aufgeteilt in Wasserstoftbriickenakzeptor, -donor und metallbindende Region) Karten
dargestellt. Anhand dieser ist es im Anschluss moglich, Eigenschaften potenzieller Liganden abzuleiten.

Es gibt weitere Methoden und Ansétze zur Findung von Proteinbindetaschen, wie z. B. SURFNET [127],
ein geometriebasiertes Programm. Auf diese soll hier nicht weiter eingegangen werden, da nur SiteMap in

dieser Arbeit genutzt wurde.

2.6.2 Pharmacophore

Ein Pharmacophore beschreibt die rdumliche Anordnung funktioneller Gruppen oder Interaktionstypen,
welche wesentlich fiir die biologische Aktivitit von Wirkstoffen eines Targets sind [128]. Somit reprisentiert
ein Pharmacophore das Interaktionsmuster von bioaktiven Molekiilen mit ihrem Target iiber Interaktions-
typen wie z. B. Wasserstoffbriicken oder hydrophobe Wechselwirkungen [129]. Pharmacophore-Modelle
werden z.B. fiir Virtual Screenings (siehe Abschnitt 2.8) oder dem de novo-Design von Liganden ein-
gesetzt [130]. Ein Pharmacophore-basiertes Virtual Screening hat das Ziel, aus einer Ligandendatenbank
Molekiile herauszufiltern, die wahrscheinlich eine hohe Aktivitit (in experimentellen Tests) zeigen [129].
In dieser Arbeit wurde Schrodinger Phase [131] fiir die Erstellung der Pharmacophore-Modelle ge-
nutzt. Es gibt sechs mogliche Pharmacophore-Features, die innerhalb dieser Methode zur Beschreibung
der Eigenschaften potenzieller Liganden bestimmt werden konnen: Wasserstoffbriickendonoren (D) und
-akzeptoren (A), aromatischer Ring (R), negativ (N) und positiv (P) ionisierbare (engl. ionizable) sowie hy-
drophobe (H) Features. Das Pharmacophore enthélt dazu Informationen iiber die Distanzen, die Winkel und

die Koordinaten der definierten Eigenschaften sowie iiber das Volumen der Bindetasche.

2.6.3 e-Pharmacophore-Methode

Wie oben bereits erwihnt, gibt es zwei Ansitze fiir die Erstellung von Pharmacophore-Modellen, je nach
Informationslage zum Target und Liganden: liganden- und strukturbasierte Pharmacophore-Modelle [132].
Erstere basieren auf bekannten Liganden eines Proteins. Diese werden alignt und die gemeinsamen Pharma-
cophore-Punkte identifiziert. Hierbei gilt die Annahme, dass die gemeinsamen Features essenziell fiir die
Bindung zum Target sind [129]. Liegen keine Liganden und keine bekannten Protein-Ligand-Konformation-
en fiir ein Targetprotein vor, besteht die Moglichkeit der strukturbasierten Pharmacophoremodellierung. Es
gibt mehrere Moglichkeiten fiir die Erstellung eines strukturbasierten Pharmacophores. Sind Protein-Li-
gand-Komplexe verdffentlicht, kann aus diesen das Interaktionsmuster abgeleitet werden. Ist nur die Binde-

tasche bekannt, kann ein auf den Daten der Bindetasche basierendes Pharmacophore erstellt werden [129].
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Das letztere Vorgehen wurde in dieser Arbeit angewendet. Das ADAMTS7-Pharmacophore wurde mit der
e-Pharmacophore-Methode nach Loving und Salam [133, 134] und Schrodinger Phase [131] erstellt.

Die e-Pharmacophore-Methode dient dazu essenzielle Interaktionsbereiche fiir Liganden in der Bindeta-
sche zu identifizieren. Hierbei wird eine bestimmte Menge an Fragmenten in die Bindetasche des Proteins
eingepasst (Docking: siehe Abschnitt 2.7), um die potenziellen Interaktionsbereiche ausfindig zu machen.
Die von Schrodinger bereitgestellte Glide Fragmentdatenbank [135], die 667 Fragmente enthélt, wird hier-
fir genutzt. Diese Datenbank enthilt Fragmente, welche aus Molekiilen aus der medizinischen Chemie
abgeleitet sind. Die vorbereiteten Fragmente werden mit Schrodinger Glide [136] in die Bindetasche des
Proteins gedockt. Das Docking wird mit extra precision (XP) und flexibel gehaltenen Fragmenten durchge-
fiihrt. Es werden maximal 100 Posen pro Ligand ausgegeben, welche zusitzlich einer Energieminimierung
unterzogen werden. Die daraus resultierenden Docking-Posen werden als Grundlage zur Erstellung des

Pharmacophores genutzt.

Mit der e-Pharmacophore-Methode wird das Pharmacophore folgendermaBen erstellt: Die gedockten
Fragment-Posen bzw. die 2000 Posen mit den besten Docking-Scores werden in 15 Cluster anhand ihrer
Volumeniiberlappungen gruppiert. Schrodinger Phase wird anschlieBend zur Definition der Pharmacophore-
Features genutzt. Fiir jedes Cluster werden Features definiert, die bewertet werden. Die Bewertung basiert
auf der Summe der jeweiligen Docking-Scores der Atome, welche zu dem Feature passen. So wird eine
Rangfolge der Pharmacophore-Feature basierend auf diesen Energien erstellt. Das Pharmacophore wird mit
der gewiinschten Anzahl an Features erstellt, wobei die minimale Distanz zwischen unterschiedlichen Fea-
tures 2 A und die minimale Distanz zwischen gleichen Features 4 A betrigt. Weiterhin postulieren Loving et
al. [134] anhand ihrer Untersuchungen von bekannten Protein-Ligand-Komplexen, dass Pharmacophore mit

drei bis sieben Features die angemessensten Hypothesen darstellen.

2.7 Docking und Scoring

Die Bestimmung des Bindungsmodus und der Bindeaffinitit zwischen Protein und Liganden bei der Mo-
lekiilerkennung ist wichtig fiir das Verstindnis der Interaktionsmechanismen und fiir die Entwicklung von
therapeutischen Interventionen [137]. Docking ist eine in silico-Methode zur Vorhersage der Bindung ei-
nes Liganden an ein Protein sowie der Wechselwirkungen zwischen Ligand und Protein. Diese Methode
ermoglicht die Abschitzung der Bindeaffinitdt sowie der Bindungspose von chemischen Verbindungen in
Proteinen bzw. deren Bindetasche sowie die Protein-Ligand-Interaktionen [138]. Eine Voraussetzung fiir
das Docking ist die 3D-Struktur des Proteins bzw. der Bindetasche und des Liganden, ob experimentell

bestimmt oder modelliert.

Beim Docking wird der Ligand in die Proteinbindetasche eingepasst. Dazu wird die 3D-Struktur des Li-
ganden, wenn nicht vorhanden, erzeugt und mogliche Konformere generiert, wenn es sich um ein flexibles
Molekiil handelt. Anschlieend wird das Molekiil in die Proteinbindetasche eingesetzt. Fiir den Fall, dass das
Molekiil aus sterischen Griinden nicht in die Tasche passt, wird das Docking abgebrochen. StandardméBig
werden bei einem Docking eine Vielzahl an Docking-Posen erzeugt. Diese Posen werden anhand ihrer Bin-
dungsgeometrie bewertet, um die Affinitdt abzuschitzen [137]. Die Evaluation von Docking-Ergebnissen
wird anhand von Scoring-Funktionen vorgenommen, welche die Bindungsenergie der Docking-Posen ap-

proximiert. Hierbei wird die Protein-Ligand-Interaktion bewertet und diejenige Docking-Pose mit dem bes-
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ten Score als bester Treffer oder als Hit bezeichnet [137]. Scoring-Funktionen konnen in drei Kategorien

eingeteilt werden: kraftfeldbasierte, wissensbasierte und empirische Scoring-Funktionen.

Typischerweise sind Protein und Ligand flexibel und kénnen somit ihre Konformation veridndern, um
aneinander zu binden. In den meisten Docking-Programmen werden die Liganden als flexibel betrachtet, die
Proteine hingegen als ,,starr. Dies hat den Grund, dass ein flexibles Protein bzw. eine flexible Bindetasche
sehr rechen- und damit zeitaufwendig wire. Eine Moglichkeit ein flexibles Protein zu betrachten ist das
Conformational Ensemble-Docking. Hierbei werden unterschiedliche Konformationen des Proteins fiir die
Versuche genutzt, die z. B. auf experimentell bestimmten Strukturen oder Modellen (siehe Abschnitt 2.3.2)
beruhen [111].

Die verschiedenen Docking-Algorithmen nutzen unterschiedliche Ansitze fiir das Finden von Protein-
Ligand-Posen. Die Auswahl eines Programms zum Docking, welches die besten Ergebnisse fiir das jewei-
lige Target liefert, ist nicht trivial. Daher wird zur Testung empfohlen, die Pradiktion der Bindeaffinitit bei
verwandten Proteinen oder dhnlichen Verbindungen zu vergleichen [138]. Diese Methode zur Evaluation
von Docking-Algorithmen wird als Redocking bezeichnet. Unter Nutzung von bekannten Protein-Ligand-
Posen, z. B. kokristallisierte Rontgenkristallstrukturen, werden diese Liganden in die Bindetasche des Pro-
teins gedockt. Der strukturelle Vergleich mittels RMSD (siehe Abschnitt 2.5.4) dient dazu, die Ahnlichkeit
zwischen gedockter und bekannter Pose zu bestimmen. Je kleiner der RMSD, desto besser wurde die na-
tive Konformation des Liganden gefunden [136]. Ziel ist es, diejenige Dockingmethode zu identifizieren,
welche die Pose identifiziert, die der nativen Protein-Ligand-Konformation moglichst nahe kommt. Diese
Methode kann zum allgemeinen Vergleich der Giite von Docking-Algorithmen sowie zur Feststellung des
besten Docking-Algorithmus fiir ein Protein bzw. eine Proteinklasse fiir weitere Experimente wie ein Virtual

Screening genutzt werden.

In dieser Arbeit standen die folgenden vier Docking-Programme zur Verfiigung: AutoDock4 [139], Au-
toDockVina [140], PLANTS [141] und Schrodinger Glide [136]. Die hier genutzten Docking-Programme,
auBer AutoDock4, nutzen eine im Vorhinein definierte Bindetasche, welche als Grid bezeichnet wird. Im
Folgenden sollen die vier verschiedenen Algorithmen sowie deren Scoring-Funktionen kurz erldutert wer-

den.

2.7.1 Docking mit AutoDock4 und AutoDockVina

AutoDock ist ein Softwaretool, welches die beiden freien Docking-Programme AutoDock4 [139] und Au-
toDockVina [140] beinhaltet.

AutoDock4 basiert auf einem Lamarck’schen genetischen Algorithmus [142], welcher beim Docking eine
Anzahl an Konformationen zwischen Protein und Ligand erzeugt und diese anhand ihrer Bindungsenergie
bewertet. In weiteren Schritten werden die Konformationen mit der niedrigsten Energie ausgewdhlt und
iterativ leicht verdndert sowie miteinander rekombiniert: Hierbei wird in den einzelnen Konformationen
der lokale Konformationsraum nach einem lokalen Minimum abgesucht und diese Information an spitere

Generationen weiter geben [139].
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AutoDock4 beinhaltet eine kraftfeldbasierte Scoring-Funktion [142], welche auf dem Kraftfeld AMBER
beruht [142]:

Aij By Cj Dy i

AGbind = AGvdWZ M " +AGhbond ZE(I) , — ! +Ehbond +AGeleCZ 4
2.6 27 10 e(rij)rij

iy \Tij ij ij A N )

ij ij
+AGso Y SiVe 75129 4 AG orNior.
ic,J
Die einzelnen Terme beinhalten die Bewertung der Van-der-Waals-Wechselwirkungen, der Wasserstoff-
briickenbindungen, der elektrostatischen Wechselwirkungen, der Desolvation und der Torsionswinkel. Die
Summationen erfolgen iiber die i Ligandatome und die j Proteinatome.
Im Gegensatz zu AutoDock4 basiert die Scoring-Funktion, welche mit AutoDockVina genutzt wird, auf

der Kombination einer empirischen und einer wissensbasierten Funktion:

Cinter

G =
g( mter) 1+ @No; (2.6)

mit Cipger = Weaussl1 fgaussl + WgausstgaussZ +Wrepulsionfrepulsion + Whydrophobicfhydrophobic + Whbond./hbond-

Basierend auf den intermolekularen Wechselwirkungen wird die freie Bindeenergie der Docking-Pose abge-
schitzt. cipeer beschreibt dabei eine Summation iiber alle Atompaare, die sich zueinander bewegen konnen.
Wobei w; die Gewichtung fiir die verschiedenen Terme und N, die Anzahl rotierbarer Bindungen im Ligand
darstellt [140].

Beim Docking mit AutoDockVina wird ein Quasi-Newton-Verfahren zur lokalen Optimierung verwen-
det: Der Wert der Scoring-Funktion sowie ihr Gradient werden genutzt, um die Position und Orientierung
des Liganden zu bewerten. In mehreren Durchldufen wird anhand einer zufilligen Startkonformation die
bestbewertete Protein-Ligand-Konformation ermittelt [140].

Die Docking-Programme AutoDock4 und AutoDockVina unterscheiden sich folglich in der lokalen Such-
funktion sowie der Parametrisierung der Scoring-Funktion zur Bewertung der Docking-Posen. Weiterhin
ist der Algorithmus von AutoDockVina im Vergleich zu AutoDock4 zeitoptimiert und zeigt eine hohere
Genauigkeit in Docking-Studien. Wihrend bei einem Redocking mit 190 Protein-Ligand-Komplexen mit
AutoDockVina 78 % der Liganden mit einem RMSD unter 2 A im Vergleich zum nativen Komplex gedockt

werden konnten, waren es mit AutoDock4 49 % [140].

2.7.2 Docking mit PLANTS

PLANTS steht fiir Protein-Ligand ANT System und stellt einen stochastischen Suchalgorithmus dar [141].
Eine kiinstliche Ameisenkolonie sucht dabei nach einer minimalen Energiekonformation (minimum energy
conformation) des Liganden in der Proteinbindetasche [141]. Der PLANTS-Algorithmus stellt zwei ver-
schiedene Scoring-Funktionen bereit: PLANTSpy p (engl. piecewise linear potential) und PLANTScHEMPLP-

Im PLANTS-Suchalgorithmus werden Protein und Ligand als flexibele Strukturen behandelt. Es wird
ein Minimierungsproblem geldst, welches die Freiheitsgrade von Ligand (Translation, Rotation und Dieder-
winkel) und Protein (Diederwinkel) beriicksichtigt. Der verwendete Algorithmus ist an das Verhalten von
Ameisen(-kolonien) angelehnt, die Pheromone nutzen, um den kiirzesten Weg zu einer Nahrungsquelle zu
markieren. Innerhalb des Verfahrens wird die Scoring-Funktion minimiert, wobei der Suchraum durch die

Freiheitsgrade des Liganden und des Proteins bestimmt wird und die Ameisen ihre Losungen anhand eines
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Simplex-Verfahrens [143] optimieren. In dem Verfahren wird von jeder ,,Ameise‘ ein Wert fiir jeden Frei-
heitsgrad gewihlt und in jedem Iterationsschritt wird die beste Losung mit Pheromonen ,,markiert™ [141].

Im PLANTS-Algorithmus stehen, wie oben erwihnt, die empirischen Scoring-Funktionen PLANTSp; p
und PLANTScuemprp zur Verfiigung. Die PLP-Scoring-Funktion hat die Form:

fPLP = fplp + ftors—lig + fclash—lig + 0) 3 fscore—prot - 207 0. (2-7)

Der Term f,, modelliert die sterischen Interaktionen zwischen Protein und Ligand, wobei auch Metall-
Ionen in der Proteinbindetasche beachtet werden. Die drei weiteren Summanden bewerten intramolekulare
Interaktionen. Ein Kollisionsterm (fciash-lig) verhindert, dass sich die Atome des Liganden zu nahe kommen,
und eine Bewertung des Torsionspotenzials wird vorgenommen ( fiors-lig). Der Term ficore-pror bewertet die
Interaktionen im Protein mit einem Seitenketten-Kollisions-Term. Die Scoring-Funktion CHEMPLP hat

folgende Form:

fCHEMPLP = fplp + fchem—hb + ftors—lig + fclash—lig + 07 3 fscore—prot - 207 0. (2-8)

Der erste Summand der Funktion fcgemprp ist der Gleiche wie in der fpp p-Scoring-Funktion, jedoch mit ver-
dnderten Parametern. AuBBerdem beinhaltet diese Scoring-Funktion im Gegensatz zur Funktion in (2.7) den
Term fchem-hb, Welcher Wasserstoffbriickenbindungen und Metall-Akzeptor-Interaktionen zwischen Prote-
in und Ligand bewertet. Bei den weiteren intramolekularen Termen handelt es sich in beiden Scoring-
Funktionen um die gleichen [141].

Im Vorhinein kann nicht abgeschitzt werden, welche der beiden Funktionen die Eigenschaften eines Pro-
teins besser charakterisiert. Daher sollten zur Validierung beide bzw. die zur Verfiigung stehenden Scoring-

Funktionen hinsichtlich des jeweiligen Targets getestet werden.

2.7.3 Docking mit Schrodinger Glide

Ein weiterer Docking-Algorithmus, welcher in dieser Arbeit Anwendung fand, ist Schrodinger Glide [136].
Dieser stellt drei verschiedene Docking-Prisizionen sowie zwei unterschiedliche Scoring-Funktionen bereit.

Der Glide-Dockingalgorithmus nutzt eine Reihe hierarchischer Filter, um mégliche Bereiche fiir den Li-
gand in der Proteinbindetasche zu identifizieren. Es werden initiale Ligandenkonformationen erstellt, die
Minima der Liganden (Winkel) darstellen. Diese Ligandenkonformationen werden in der Bindetasche ein-
gepasst, um mogliche Liganden-Posen einzugrenzen. Beziiglich dieser Posen wird der Ligand in der Binde-
tasche energieminimiert. Die so erhaltenen drei bis sechs Posen mit der niedrigsten Energie werden mittels
eines Monte Carlo Samplings, in welchem die Torsionswinkel in einer gewissen Umgebung tiberpriift wer-
den, verbessert. Die erhaltenen Posen werden durch die Bewertung mit einer Scoring-Funktion klassifiziert.
Da das Protein in diesem Algorithmus als starr betrachtet wird, werden im letzten Schritt die Van-der-Waals-
Radien der Atome reduziert, um den Platz in der Bindetasche zu vergréBern und die Flexibilitdt des Proteins
zu simulieren [136].

Das Programm Glide bietet drei verschiedene Prizisionen: high throughput virtual screening (HTVS),
standard precision (SP) und extra precision (XP). HTVS-Docking eignet sich fiir das schnelle Screening
einer groen Anzahl von Liganden, wobei ein eingeschrinktes Sampling der Ligandenkonformation statt-
findet. SP-Docking ist der Standard beim Glide-Docking. Beim HTVS- und SP-Docking wird der gleiche

Algorithmus sowie die gleiche Scoring-Funktion genutzt. Der Unterschied liegt hier im Sampling. XP-
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Docking ist (zeit-)aufwendiger als die beiden anderen Verfahren (HTVS, SP). Es wird ein noch umfangrei-
cheres Sampling vorgenommen sowie eine verbesserte Scoring-Funktion zur Bewertung der Docking-Posen
genutzt. Ein XP-Docking eignet sich zur Verfeinerung von gut bewerteten SP-Docking-Posen [144, 145].
Die Bindeaffinitit wird im Glide-Algorithmus je nach gewihlter Prazision mit zwei unterschiedlichen
Funktionen geschitzt. Die Prizisionen HTVS und SP haben, wie oben erwéhnt, beide die gleiche Scoring-

Funktion. Diese hat folgende Form:

AGping = Clipo-lipo Z f (I" lr) + (Chb—neut-neut + Chb—neut—charged + Chb—charged-charged) Zg (AI" )/’l(AO{)
+ Cinax-metal-ion Zf (r lm) + CrotoHrot + Cpolar-phob Vpolar-phob (29)

+ CeoulEcoul + CvawEvaw + solvation terms.

Der erste Term bewertet Interaktionen zwischen den hydrophoben Atomen von Ligand und Protein und
der zweite Term bewertet Wasserstoffbriickenbindungen in der Pose. AnschlieBend folgen in der Scoring-
Funktion (2.9) Bewertungsterme unter anderem fiir Wechselwirkungen mit Metall-Ionen sowie Van-der-
Waals-Interaktionen. Die Scoring-Funktion ist eine Erweiterung der empirischen ChemScore-Funktion von
Eldridge et al. [146]. Diese Funktion ist addquat fiir das Screenen von Datenbanken und reduziert falsch

negative Ergebnisse. Die Scoring-Funktion fiir das Glide XP-Docking setzt sich folgendermallen zusammen:

Score =Ecoul + Evaw + Ebind + Epenalty
mit Ebind :Ehyd_enclosure + Ehb_nn_motif + Ehb_cc_motif + EPI + Ehb_pair + Ephobic_pair (2‘ 10)

und Epenalty =Eqgesolv + Eligand_strain-

Im Vergleich zu (2.9) beinhaltet diese Scoring-Funktion ,,Bestrafungsterme® (engl. penalty), z.B. fiir zu

geringe Abstdnde zwischen Atomen (Ejigand_strain)> Und einen Term fiir 7-7-Wechselwirkungen (Epy) [145].

2.7.4 Inverses Screening

Eine weitere Anwendung des Dockings ist die Methode des Inverse Screenings, oder auch Counterscreening
genannt [147]. Die Idee hinter dieser Docking-Anwendung ist, spezielle chemische Verbindungen in eine
Gruppe von Proteinstrukturen zu docken. Dies dient unter anderem dazu unbekannte, potenzielle Targets
fiir bekannte Verbindungen aufzudecken oder Liganden innerhalb einer Familie von Proteinen zu identi-
fizieren. In dieser Arbeit spielt das inverse Screening als Methode zur Selektivitdtsbestimmung eine Rol-
le. Diese spezielle Art des Screenings eignet sich zur Abschidtzung der Selektivitit von potenziellen Hits
in einer Proteinfamilie anhand der Docking-Posen. Auf Grundlage des Docking-Scores sowie bestimm-
ter Protein-Ligand-Wechselwirkungen kann postuliert werden, ob Liganden nur an ein bestimmtes Protein
binden. In einer Proteinfamilie mit &hnlichen Bindetaschen kann so abgeschitzt werden, ob potenzielle Li-
ganden in homologe Proteine besser oder schlechter binden und es zu Kreuzreaktionen kommen kann. In
der Medikamentenentwicklung hilft diese Methode nicht gewollte Nebenwirkungen und Toxizitit auszu-
schliefen [147, 148].

Die Bewertung der Docking-Posen erfolgt auch im inversen Screening anhand des Docking-Scores. Die
Docking-Scores von Posen einer Verbindung in unterschiedlichen Proteinstrukturen sind nicht notwendig
vergleichbar und konnen einen Bias beinhalten [149]. Liegen experimentelle Daten tiber die Bindeener-
gien vor, konnen anhand dieser die Docking-Scores normalisiert und verglichen werden. Existieren keine

experimentellen Daten, kann mittels des durchschnittlichen Docking-Scores fiir jeden Liganden eine Nor-
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malisierung vorgenommen werden [150]. So kann eine Vergleichbarkeit innerhalb des inversen Screenings
iberpriift und sichergestellt werden. In dieser Arbeit wurde die Normalisierung der Docking-Scores nach
dem MACS-Verfahren (engl. multiple active site correction) von Vigers und Rizzi [151] durchgefiihrt. Die
MACS-Methode umfasst folgende Berechnungen zur Anpassung des orginalen Scores Score;; vom i-ten

Liganden in der j-ten Bindetasche:

u; =Y Score;; /N mit j=1,..,N (2.11)
J
o? =Y (Score;; — ;)*/ (N —1) mit j=1,..,N (2.12)
J
Score;j = (Score;; — ;) /o; (2.13)

u; und o; definieren den Mittelwert bzw. die Standardabweichung des Docking-Scores fiir den i-ten Ligan-

den. Score! ; steht fiir den normalisierten Docking-Score im inversen Screening.

2.8 Virtual Screening

High-Throughput Screening wird ein experimentelles Verfahren genannt, welches vor allem in der Phar-
maforschung genutzt wird und das Auffinden neuer Wirkstoffe zum Ziel hat [5]. Analog zu dieser ,,wet
lab*“-Methode gibt es die in silico-Methode des Virtual Screenings. Dabei handelt es sich um das computer-
gestiitzte Durchsuchen und Filtern von Datenbanken mit Millionen an Substanzen zur Identifizierung von
potenziellen Liganden des Targets [152].

Fiir das Virtual Screening wird eine selbstgewihlte Menge an Liganden genutzt und gefiltert. Hierbei
kann z. B. auf interne oder 6ffentliche Datenbanken mit chemischen Substanzen zuriick gegriffen werden.
Es stehen mehrere 6ffentliche Datenbanken, aus denen Verbindungen mit den gewiinschten Eigenschaften
bezogen werden konnen, zur Verfiigung, so z. B. PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), DrugBank
(www.drugbank.ca) oder die ZINC-Datenbank (zinc.docking.org) [153]. Letztere wurde in dieser Arbeit
genutzt.

Beim Virtual Screening werden im Allgemeinen zwei Ansétze unterschieden: Der ligandenbasierte An-
satz nutzt bekannte Informationen iiber aktive bzw. inaktive Verbindungen, um daraus eine Struktur-Ak-
tivitits-Beziehung vorherzusagen, die es ermdglicht, Strukturen mit unbekannter Aktivitit in aktive bzw.
inaktive Substanzen zu unterteilen [5]. Fiir diesen Ansatz sind keine Informationen iiber die Proteinstruktur
notwendig. Beim ligandenbasierten Virtual Screening werden lokale sowie globale Methoden unterschie-
den. Globale Ansitze nutzen z. B. Fingerprints (siehe Abschnitt 2.8.2) und somit die gesamte Struktur der
Liganden zur Abschitzung der Ahnlichkeit und der moglichen Bindeaffinitiit [154]. Lokale Ansitze hinge-
gen, z. B. Screenings mit einem Pharmacophore (siche Abschnitt 2.6), schitzen die biologische Aktivitit
anhand bestimmter chemischer Gruppen ab. Im Allgemeinen zeichnet sich der ligandenbasierte Ansatz im
Gegensatz zum strukturbasierten Ansatz durch einen geringeren Zeit- und Rechenaufwand aus. Dieser An-
satz ist jedoch nicht geeignet, um neue Strukturmerkmale zu identifizieren. Dies beruht auf der Tatsache,
dass Liganden basierend auf der Ahnlichkeit bzw. dhnlicher chemischer Eigenschaften der bereits bekannten
Verbindungen gefiltert werden [129].

Der zweite Ansatz wird als strukturbasiertes Virtual Screening bezeichnet. Hierbei wird die Information

tiber die rdumliche Struktur des Targets genutzt, um potenzielle Liganden zu identifizieren. Die Grund-
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lage bildet eine experimentell bestimmte Struktur oder ein Modell des Targets genutzt werden. Mithilfe
eines Dockings werden die Liganden in das Targetprotein eingepasst und die Bindeaffinitit (vergleiche Ab-
schnitt 2.7) und somit die Aktivitit der Verbindungen abgeschétzt [155]. Ergebnisse eines strukturbasierten
Virtual Screenings sind vielfiltiger, gleichzeitig ist dieser Ansatz zeitaufwendiger als der ligandenbasierte.
Die Vielfiltigkeit der Hits ist jedoch mal3geblich abhingig von der genutzten Screening-Datenbank [132].
Je nach vorhandenen Daten zur jeweiligen Fragestellung kann einer dieser beiden Ansitze oder eine Kom-

bination aus beiden Anséitzen realisiert werden.

Des Weiteren ist es moglich, in einem Virtual Screening weitere Vor - und Nachfilterschritte einzuschlie-
Ben. So kann die Liganden-Datenbank im erstem Schritt mittels verschiedener Methoden, z. B. anhand eines
Pharmacophores (siehe Abschnitt 2.6) oder weiterer Kriterien (Rule of 5 (siehe Abschnitt 2.8.1), bestimmte
funktionelle Gruppen etc.), gefiltert werden. Nach dem Docking-Schritt in einem strukturbasierten Virtual
Screening konnen zusitzliche (optionale) Filterungen der Docking-Posen stattfinden. Diese konnen z. B. auf
bekannten Interaktionen zwischen Ligand und Protein basieren, welche essenziell fiir die Interaktion sind.

Die Art, die Anzahl und die Reihenfolge der Filterschritte bei diesem Ansatz kann variieren.

Ziel eines Virtual Screenings ist das Anreichern von aktiven Liganden, sogenannte richtig positive Hits.
Sind aktive bzw. inaktive Verbindungen des Targets bekannt, kann die Giite eines Virtual Screenings z. B.
mithilfe des Anreicherungsfaktors EF (engl. enrichment factor) abgeschitzt werden [156, S. 97]. Der EF
bemisst, ob bekannte, aktive Liganden unter den bestbewerteten Hits auftreten und nicht zufillig in der
Rangliste des Virtual Screenings verteilt sind. So kann abgeschitzt werden, ob Virtual Screening-Pipeline

sowie die Bewertungsmethode, nach welcher die Hits gerankt sind, ein ansprechendes Ergebnis zeigt.

Das Virtual Screening dient folglich dazu Verbindungen mit bestimmten Eigenschaften zu ermitteln, um
den Umfang von potenziellen Liganden (Datenbank) um ein Vielfaches zu verkleinern. Der Zweck dieser
Methode ist es demnach den Aufwand von experimentellen Screenings zu verringern, da diese in silico-
Methode in den Aspekten Zeit- und Kostenoptimierung eindeutige Vorteile bietet [132]. In dieser Arbeit
wird der strukturbasierte Ansatz des Virtual Screenings genutzt, weil strukturelle Daten des Targets aber
keine Informationen iiber Liganden zur Verfiigung standen. Die Ergebnisse solcher Virtual Screenings, die

potenziellen Hits, miissen anschlieSend experimentell validiert werden.

2.8.1 Rule of 5

Die Wahl von Substanzen fiir ein Virtual Screening unterliegt mehreren Kriterien. Neben der Verfiigbar-
keit fiir spétere biologische Testungen muss zudem sicher gestellt sein, dass Verbindungen getestet werden,
welche als Wirkstoff dienen konnten. Diese Stoffe miissen vom Organismus aufgenommen werden kon-
nen. Hier gibt es einige Ansitze, welche die Bioverfiigbarkeit von chemischen Verbindungen abschétzen.
Einer davon ist die Rule of 5 von Lipinski [157, 158]. Diese kann als Filterkriterium im Virtual Screening

angewendet werden.
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Die Rule of 5 umfasst vier Regeln, welche aus Erfahrungswerten abgeleitet sind und fiir die Klassifi-
zierung von chemischen Verbindungen genutzt werden kénnen. So haben Molekiile, welche diesen Ansatz
erfiillen, folgende Eigenschaften:

1. Nicht mehr als 5 Wasserstoftbriicken-Donorgruppen.
2. Nicht mehr als 10 Wasserstoffbriicken-Akzeptorgruppen.
3. Molekulargewicht < 500g/mol.

4. Verteilungskoeffizient logP < 5.

Die ZINC-Datenbank enthélt einen Datensatz an Substanzen, welche die Rule of 5 erfiillen. Dieser ist als

Drug-Like gekennzeichnet.

2.8.2 Diversitit von Liganden

Ein weiteres mogliches Filterkriterium im Virtual Screening ist die Diversitit von Liganden. Um die Ahn-
lichkeit bzw. Diversitit von Liganden zu bestimmten, existieren unterschiedliche Methoden [156, S. 126f.]:
Es gibt 2D-Ansitze, welche auf einem Vergleich der Substrukturen basieren, sowie 3D-Methoden. Diese
Ansitze bieten die Moglichkeit chemisch dhnliche Verbindungen aufzudecken. Nur ein 3D-Ansatz ermog-
licht zusitzlich die Abschiitzung der riumlichen Ahnlichkeit.

In dieser Arbeit wurden 2D-Vergleiche genutzt. Hierfiir werden fiir Liganden sogenannte strukturelle
Fingerprints [154] generiert. Fingerprints kodieren dabei die chemischen Eigenschaften eines Liganden in
einem Bitvektor. Fingerprints wurden in dieser Arbeit mit Schrodinger Canvas [159, 154] erstellt und im
MOLPRINT2D-Format [160] genutzt.

Die Ahnlichkeit zwischen Liganden wird anhand der Fingerprints basierend auf Vergleichsmetriken be-

rechnet. In dieser Arbeit wurde der Tanimoto-Koeffizient [154] genutzt:

Nag

T=—
Na + N — Nag

(2.14)

Na bzw. Np ist die Anzahl an Features in Ligand A bzw. B und Nap die Anzahl an Features, welche in beiden
Liganden vorkommen. Der Tanimoto-Koeffizient T nimmt Werte zwischen null und eins an. Je dhnlicher
zwei Liganden, desto groBer ist dieser Wert.

Der Vergleich von Liganden kann z. B. genutzt werden, um aktive Liganden aus einer Datenbank basie-

rend auf der Ahnlichkeit herauszufiltern oder die Diversitit von Datensitzen zu bestimmen.
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3 Ergebnisse und Diskussion: Modellierung der
ADAMTS7-Proteinstruktur

Bis heute gibt es keine Informationen iiber Inhibitoren oder Strukturen des ADAMTS7-Proteins. Strukturelle
Informationen iiber ADAMTS?7 kénnen dennoch mittels Homology Modeling gewonnen werden. Bereits in
Abschnitt 1.3.2 wurden bekannte raumliche Daten von ADAMTS-Proteinen dargestellt. Folglich liegen ex-
perimentell bestimmte 3D-Daten von homologen Proteinen vor, welche die Grundlage fiir die Modellierung
von ADAMTS?7 bilden. Fiir die Erstellung des ADAMTS7-Homologiemodells musste dementsprechend
ein geeignetes Template (siche Abschnitt 3.1) ermittelt werden, sodass im Anschluss die Modellierung mit
verschiedenen Programmen erfolgen konnte (siehe Abschnitt 3.2). Zur Identifizierung des besten Modells
wurde die Qualitdt anhand mehrerer Validierungskriterien untersucht (siehe Abschnitt 3.3). Um die Flexi-
bilitit der Bindetasche zu beriicksichtigen, wurden zusitzlich Modellierungsschritte vorgenommen (siehe
Abschnitt 3.4).

Die Ergebnisse der Modellierung der rdumlichen ADAMTS7-Struktur erlaubten im Anschluss die Iden-

tifizierung von moglichen Inhibitoren mittels eines strukturbasierten Ansatzes (siehe Kapitel 5).

3.1 Wahl des/der Template(s)

Zum Zeitpunkt des ADAMTS7-Homology Modelings (Dezember 2013) standen in der PDB [48] insge-
samt 15 Teilstrukturen von vier humanen ADAMTS-Proteinen zur Verfiigung (siche Tabelle 3.1). Bei die-
sen handelt es sich um Rontgenkristallstrukturen der Proteine ADAMTSI, -4, -5 und -13. Es lagen keine
NMR-Daten sowie keine komplett aufgeloste ADAMTS-Rontgenkristallstruktur vor. Die bekannten Ront-
genkristallstrukturen umfassen die Bereiche der Metalloproteinase-Doméne bis zur Disintegrin-dhnlichen
Doméne (ADAMTSI, -4 und -5) bzw. der Disintegrin-dhnlichen bis zur Spacer-Doméne (ADAMTS13).
Bis auf jeweils eine Struktur von ADAMTS1 (PDB-ID: 2V4B) und ADAMTS4 (PDB-ID: 3B2Z7) sind die
Metalloproteinase-Doménen mit einem Inhibitor kokristallisiert. Der Inhibitor befindet sich bei allen Struk-
turen in rdumlicher Ndhe zum katalytischen Zink-Ion, welches durch drei Histidin-Reste des Rezeptors und
den jeweiligen Inhibitor koordiniert wird.

Zur Berechnung eines ADAMTS7-Homologiemodells wurden die Sequenzen der 15 Rontgenkristall-
strukturen mit der Sequenz des Targets mit dem Programm PROMALS3D [65] (Substitutionsmatrix: BLO-
SUMS62) verglichen (siche Anhang A.1.1, Abb. A.1). Die Identitiit zwischen den Sequenzen (siche Tabel-
le 3.1) wurde mit dem SIAS Webservice [161] bestimmt. Mogliche ADAMTS7-Templates wurden anhand
der hochsten Sequenzidentitit identifiziert. Die Modellierung des Targets ADAMTS7 hatte zum Ziel, ein
Modell mit groBtmoglicher Abdeckung der Aminosduresequenz zu erstellen. Wichtig war in diesem Schritt,
dass die Metalloproteinase-Doméne und die darin enthaltene Bindetasche modelliert werden kann. Folg-
lich musste ein Template aus den ADAMTS-Strukturen fiir das Homology Modeling ausgewihlt werden,

welches neben sequenziellen und strukturellen Kriterien auch dieses erfiillt.
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3.1 Wahl des/der Template(s)

Die drei ADAMTS13-Rontgenkristallstrukturen weisen jeweils eine Sequenzidentitéit von unter 30 % zu
ADAMTST7 auf. Im Allgemeinen wird empfohlen, nur Strukturen mit einer Sequenzidentitit von mindestens
30 % als Template zu nutzen [162], andernfalls kann in den meisten Féllen nicht von dem gleichen struk-
turellen Aufbau ausgegangen werden. Folglich konnte der Bereich der Thrombospondin 1-Doméne bis zur
Spacer-Doméne fiir ADAMTS7 nicht modelliert werden, weil die ADAMTS13-Rontgenkristallstukturen
nicht als Template genutzt wurden. Die anderen bekannten ADAMTS-Rontgenkristallstrukturen decken
diese Doménen nicht ab. Fiir die weiteren 12 bekannten ADAMTS-Strukturen, die alle auch die Metallo-
proteinase-Domine umfassen, ergaben die Analysen jeweils eine Sequenzidentitit von iiber 40 % zu AD-
AMTS?7. Uberdies zeigte die Auswertung, dass ADAMTS7 im Vergleich die hochste Ubereinstimmung in
der Sequenzidentitit (zwischen 42,5 % und 43,3 %) zu den sechs ADAMTS5-Rontgenkristallstrukturen auf-
weist. Die Strukturen von ADAMTS 1 und -4 zeigen bis zu 2,5 Prozentpunkte weniger Ubereinstimmung auf
sequenzieller Ebene. Aufgrund der hochsten sequenziellen Ubereinstimmung wurde aus den ADAMTS5-

Rontgenkristallstrukturen das passende Template ausgewéhlt.

Die ADAMTSS-Struktur mit der PDB-ID 2RJQ umfasst als einzige von den sechs ADAMTSS5-Strukturen
die Disintegrin-ihnliche Doméine und zeigt eine Auflésung von 2,6 A. Zusitzlich hat 2RJQ unter den be-
kannten ADAMTS-Rontgenkristallstrukturen, welche die Metalloproteinase- und die Disintegrin-dhnliche
Domine abdecken, die hochste Sequenzidentitit zu ADAMTS7. Im Gegensatz dazu betrigt die Auflosung
der fiinf ADAMTSS5-Strukturen, welche nur die Metalloproteinase-Doméne umfassen, zwischen 1,40 A und
2,02 A. Die beste Auflésung zeigen die beiden ADAMTSS5-Rontgenkristallstrukturen 3B8Z und 3HYG mit
1,40 A. Von diesen beiden Strukturen weist 3HYG die niedrigeren und damit besseren strukturellen Werte
bei den Parametern R, Rgee und durchschnittlicher B-Faktor (siche Tabelle 3.1, Erlduterung: siehe Ab-
schnitt sec:HomologyModelling) auf. Die Rontgenkristallstruktur 3HYG enthilt zwei Proteinketten, A und
B, welche jeweils die gleiche ADAMTSS5-Sequenz raumlich darstellen. Anhand von Ramachandran-Plots
(PROCHECK [110], Erlduterung: siche Abschnitt 2.4) konnte gezeigt werden, dass die Kette A des Proteins
keine Aminosduren im nicht erlaubten Bereich aufweist (siehe Tabelle 3.2). In der Kette B hingegen liegen

1,5% der Aminoséuren in dieser energetisch ungiinstigen Region.

Tabelle 3.2: Ergebnisse der Ramachandran Plots (PROCHECK) fiir die ADAMTSS5-Rontgenkristallstrukturen 2RJQ
und 3HYG (aufgeschliisselt nach Kette).

Protein PDB-ID Kette Ramachandran-Plot
bevorzugt erlaubter  zusitzlich erlaubter  erlaubter  nicht erlaubter
Bereich Bereich Bereich Bereich
ADAMTSS 2RJQ A 90,7 % 8,5 % 0,4 % 0.4 %
3HYG A 89,9 % 10,1 % 0,0 % 0,0 %
3HYG B 92,5 % 6,0 % 0,0 % 1,5%

Neben der Sequenzidentitit zu ADAMTS7 und den strukturellen Parametern der Rontgenkristallstruktu-
ren spielt fiir das Homology Modeling ebenfalls die Sekundirstrukturiibereinstimmung zwischen Template
und Target eine wichtige Rolle. Fiir die Sekundirstrukturvorhersage von ADAMTS7 wurde ebenfalls das
Programm PROMALS3D [65] verwendet. Es zeigte sich, dass das Targetprotein ADAMTS7 hauptséchlich
aus [>-Faltblittern und o-Helices aufgebaut ist, welche iiber Schleifenregionen miteinander verbunden sind
(siehe Anhang A.1.1, Abb. A.2). Mittels der Sekundirstrukturvorhersage konnte gezeigt werden, dass sich
ADAMTS?7 und die beiden Rontgenkristallstrukturen 3HYG und 2RJQ durch eine sehr groBe Ubereinstim-

mung der Sekundérstrukturen auszeichnen.
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3 Ergebnisse und Diskussion: Modellierung der ADAMTS7-Proteinstruktur

Aus den angegebenen Griinden wurde die Rontgenkristallstruktur 2RJQ als Template zum Homology
Modeling der Disintegrin-dhnlichen Domine genutzt. 2RJQ besteht aus einer Proteinkette (vergleiche Tabel-
le 3.2), sodass diese zur Modellierung genutzt wurde. Fiir die Modellierung der Metalloproteinase-Domiine
wurde die Polypeptidkette A der Rontgenkristallstruktur 3HYG als Template ausgewéhlt. Ist im Folgenden
von 3HYG die Rede, ist immer die Kette A dieser Struktur gemeint. Die Nutzung von zwei (oder mehr)
Templates fiir die Modellierung eines Proteins ist per se moglich, die modellierte Struktur wird dann als
zusammengesetztes Modell (siehe Abschnitt 2.3.1) bezeichnet.

Zusammengefasst wurden nach den Vergleichen mit den 15 bekannten ADAMTS-Rontgenkristallstruk-
turen (Stand: Dezember 2013) zwei als Templates fiir die Modellierung der ADAMTS7-Struktur ausge-
wihlt: 3HYG zur Modellierung der Metalloproteinase-Doméne und die Disintegrin-dhnliche Doméne von
2RJQ als Template fiir die korrespondierende Domédne von ADAMTS?7. Diese Templates ermoglichten die
Erstellung eines ADAMTS7-Modells, was im folgenden Kapitel erldutert wird.

3.2 Modellerstellung

Wie bereits im Abschnitt 2.3.1 erwihnt, gibt es drei verschiedene Methoden (ab initio-Strukturvorhersagen,
Threading, Homology Modeling) zur Modellierung von rdumlichen Proteinstrukturen. Das Homology Mo-
deling stellt beim Vorliegen von homologen Proteinstrukturen fiir das Targetprotein die sicherste Methode
dar [84] und fand daher in dieser Arbeit Anwendung. Das ADAMTS7-Homologiemodell wurde mit den
folgenden drei, zur Verfiigung stehenden Programmen

¢ Schrodinger Prime [103],

* SWISS-MODEL [93] und

* YASARA [91]
berechnet. Die Vorgehensweise und die Ergebnisse der Modellerstellung mit diesen Programmen wird im
Folgenden beschrieben und diskutiert. Die Grundlage fiir alle Modellierungen stellte das mit PROMALS3D
berechnete Alignment zwischen ADAMTS7 und den Template-Sequenzen (siehe Anhang A.1.1, Abb. A.2)
dar. Dies ermdglicht eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse.

Sofern es mit dem jeweiligen Programm moglich war, wurden zusammengesetzte Modelle von AD-
AMTS7 mit beiden gewihlten Templates (siche Abschnitt 3.1) angefertigt. Fiir den Fall, dass keine zu-
sammengesetzten Modelle erzeugt werden konnten, wurde entweder nur 3HYG oder 2RJQ als Template
genutzt. Das Modell mit der Struktur 2RJQ als einziges Template wurde zum Vergleich der strukturellen
Parameter der Modelle angefertigt. Es wurde aber davon ausgegangen, dass die Modelle mit 3HYG als
Template fiir die Metalloproteinase-Doméne, aufgrund der besseren Auflosung der Rontgenkristallstruktur,
eine bessere Qualitit aufweisen wiirden. Mit dem Programm SWISS-MODEL (vergleiche Abschnitt 2.3.1)
war es zum Zeitpunkt des Homology Modelings (Dezember 2013) nicht moglich ein zusammengesetztes
Modell zu erstellen. Demzufolge wurden mit diesem Programm zwei ADAMTS7-Modelle, basierend auf
dem Sequenzvergleich mit 2RJQ und 3HYG mit Standardparametern berechnet, welche anschlieffend mit
dem Kraftfeld CHARMM?27 [99, 100] energieminimiert wurden.

Im Gegensatz zu SWISS-MODELL erlaubt das Programm YASARA (vergleiche Abschnitt 2.3.1) Mo-
delle im Anschluss an das Homology Modeling manuell zu verbinden. Aus diesem Grund wurden zwei
ADAMTS7-Modelle jeweils basierend auf dem Template 3HYG bzw. 2RJQ mit Standardparametern be-

rechnet. Im Optimierungsschritt wurden beide Modelle mithilfe eines strukturellen Alignments manuell ver-
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3.2 Modellerstellung

kniipft. Zur Reduktion sterischer Fehler wurde das zusammengesetzte Modell zusétzlich mit dem Kraftfeld
Yasara2 [91] energieminimiert. Die Minimierung wurde beendet, wenn sich die Energie in 200 Iterationen

um weniger als 0,05 kJ/mol pro Atom verbesserte.

Das dritte genutzte Programm Schrodinger Prime (Version 3.3) (vergleiche Abschnitt 2.3.1) ermoglicht
die Berechnung eines zusammengesetztes Modells wihrend der Homology Modeling-Prozedur. Hierbei
kann mehr als ein Template gewéhlt und fiir die Modellierung der jeweiligen Bereiche des Targetproteins
definiert werden. In dieser Arbeit wurde mit Schrodinger Prime ein ADAMTS7-Modell basierend auf den
zwei Template-Strukturen modelliert. Es wurden die Standardeinstellungen genutzt, wobei fehlende Ami-
nosdurenseitenketten in den Templates im Gegensatz zu den Programmen SWISS-MODEL und YASARA
mit einer ab initio Prozedur im Targetprotein modelliert wurden. Modellierte Regionen des Targetprote-
ins, welche nicht von den Template-Strukturen abgedeckt werden, wurden einem Loop-Refinement (Prime,
Version 3.3) mit Standardeinstellungen unterzogen. Dies betraf die folgenden Regionen: Gln260-GIn262,
Ala349-Arg352, Cys405-Pro412, Lys454-Asp458 und Thr494-Thr501. AnschlieBend wurde das Modell zur
Vermeidung sterischer Fehler, wie bereits bei den anderen beiden Programmen erwihnt, energieminimiert
(Abbruchkriterium: Norm des Gradienten < 0,05). Dabei wurde das Kraftfeld OPLS2005 [104] verwendet.

Die Koordinierung des Zink-Ions in der Bin-

detasche der ADAMTS-Proteine mittels drei-
er Histidin-Reste (iiber den Imidazolring) ist
hinldnglich bekannt [44]. In der Studie von
Harding [167], in welcher die Koordinierung
von Metallionen in Proteinstrukturen aus der

PDB untersucht wurde, wurde beobachtet, dass

N,
His398

*

*d(Zn-N) =2,03+0,05 A

/ N
* , NES

’ N
N1/ \N)

His388 His392

der durchschnittliche Abstand zwischen Zink- Abbildung 3.1: Darstellung der Bedingung fiir den Abstand

zwischen Zink-Ion und Imidazolring der Histine in Protein-
strukturen fiir ADAMTS7 nach Harding [167].

Ionen und dem Stickstoff des Imidazolrings
2,03A (mit einer Standardabweichung von
0,05 A) (sieche Abb. 3.1) betrdgt. Aus diesem
Grund wurden dem Modell beim Homology Modeling mit Schrodinger Prime vor der Energieminimierung
zero-order bonds, welche die Interaktion und den Abstand zwischen den Zink-koordinierenden Histidin-
Resten His388, His392 und His398 zum Zink-Ion definieren, hinzugefiigt. Dies sollte die Koordinierung
des Zink-Ions in der ADAMTS7-Bindetasche im Modell sicherstellen.

Zusammengefasst konnten mit den drei Programmen SWISS-MODEL, YASARA und Schrédinger Prime
vier ADAMTS7-Homologiemodelle erstellt werden, welche entweder die Metalloproteinase-Doméne oder
die Metalloproteinase- und die Disintegrin-dhnliche Doméne abdecken. Das Programm SWISS-MODEL
erlaubt keine Berechnung von Modellen basierend auf mehreren Rontgenkristallstrukturen. Die erhaltenen
SWISS-MODEL-Modelle umfassen die Aminosduren Ser239 bis Ile457 (Template: 3HYG) und Ser239
bis Pro529 (Template: 2RJQ). Das mit YASARA berechnete Modell umfasst die Aminosidure Pro229 bis
Gly539. und das mit Schrodinger Prime erstellte ADAMTS7-Modell deckt die Aminosduren Lys240 bis
Pro529 ab. Somit konnte mit dem Programm YASARA ein ADAMTS7-Homologiemodell erstellt werden,
welches 311 Aminoséduren umfasst und somit die grofite Abdeckung der berechneten Modelle zeigt (ver-
gleiche Tabelle 3.3).
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3 Ergebnisse und Diskussion: Modellierung der ADAMTS7-Proteinstruktur

3.3 Modellvalidierung der ADAMTS7-Modelle

Im Folgenden wurde die Qualitdt der Modelle untersucht. Die vier erstellten ADAMTS7-Modelle wur-
den einer Validierung unterzogen, um das ,,beste” Modell, welches der nativen ADAMTS7-Proteinstruktur
wahrscheinlich am ndchsten kommt, zu bestimmen und die Plausibilitdt der Modelle zu verifizieren. Die
Modelle wurden anhand der nachfolgend aufgelisteten Kriterien untersucht und bewertet, um die Giite zu
priifen:

* Abdeckung der Sequenz und rdumliche Struktur,

* Disulfidbriicken,

» Zink-Koordinierung und

* die globale und lokale Qualitiit.
Zur Priifung der globalen und lokalen Qualitit wurden folgende Programme genutzt: ProSa2003 [107],
PROCHECK [110] und MetaMQAPII [109] (sieche Abschnitt 2.4).

3.3.1 Abdeckung der Sequenz und Strukturvergleich

In Tabelle 3.3 sind die erstellten Homologiemodelle von ADAMTS?7 sortiert nach Template sowie die Gro-
Be der Modelle aufgefiihrt. Alle erstellten Modelle erhalten der Ubersichtlichkeit wegen ein Kiirzel aus
genutzter Software (YA steht fiir YASARA, SM fiir SWISS-MODEL und SP fiir Schrédinger Prime) und
fortlaufender Nummer. Das mit dem Template 3HYG erstellte Modell (SM1) weist von allen die geringste
sequenzielle Abdeckung (12,9 %) zum ADAMTS7-Proteins auf, was auf die GroB3e der Rontgenkristall-
struktur zuriickzufiihren ist. Das nur basierend auf dem Template 2RJQ (291 Aminosduren lang) erstellte
Modell (SM2) und die zusammengesetzten Modelle (SP1, YA1) decken C-terminal je nach Modell weitere
60-80 Aminoséduren des Targetproteins ab und bilden somit zwischen 17,1 % (SP1) und 18,4 % (YA1) des
Proteins ab.

Tabelle 3.3: ADAMTS7-Homologiemodelle sowie (prozentuale) Abdeckung der Sequenz mitsamt Vergleich der Bin-
detaschen der Modelle anhand des RMSDc,. Die Modelle erhalten zur Ubersicht ein Kiirzel aus Abkiirzung der
genutzten Software (YA - YASARA, SM - SWISS-MODEL, SP - Schrddinger Prime) sowie fortlaufender Nummerie-
rung. AS - Aminosiure(n).

Template  Modell Abdeckung Modellierter Anteil  Bindetaschenvgl. (RMSD¢, A)
(PDB-ID) des Proteins (%) SM1 SM2 SP1 YAL1

3HYG SM1 Ser239-11e457 12,9 % (219 AS) 0 1,53 3,85 1,98

2RJQ SM2 Ser239-Pro529 17,2% (291 AS) 1,53 0 3,17 2,08

3HYG + 2RJQ SP1 Lys240-Pro529 17,1 % (290 AS) 3,85 3,17 0 3,63
3HYG + 2RJQ YAl Pro229-Gly539 18,4 % (311 AS) 1,98 2,08 3,63 0

Der Vergleich der globalen Struktur der Modelle zeigte, dass diese sich in den Sekundirstrukturen in
der Metalloproteinase-Doméne nicht unterscheiden (Modelle nicht abgebildet). Alle Modelle bilden fiinf
o-Helices und fiinf B-Faltbldtter aus. In der Disintegrin-dhnlichen Domine zeigen die Modelle SM2, SP1
und YA alle eine o-Helix, die Anzahl an [3-Faltblittern variiert. Wéhrend SP1 drei Faltblitter aufweist,
enthalten SM2 sowie YA1 jeweils fiinf 3-Faltblitter.

Die Bindetasche des Proteins spielt in dieser Arbeit eine iibergeordnete Rolle, daher wurde der strukturel-
le Unterschied der Bindetasche in den Modellen analysiert. Die ADAMTS7-Bindetasche wurde dafiir durch
das -Faltblatt S4 (ADAMTS7: Met350-Met365) sowie die o-Helix H4 (ADAMTS7: Leu380-Gly400) und
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3.3 Modellvalidierung der ADAMTS7-Modelle

die Loop-Region L1 (ADAMTS7: Ser401-Arg430) definiert (siche Abb. 3.2). Bei diesen drei Regionen
handelt es sich um die Bereiche, welche in rdumlicher Ndhe zum Zink-Ion und somit die Bindetasche von
ADAMTS?7 bilden. Vergleicht man die Strukturen anhand des RMSD der C,-Atome in diesem Bereich
(siehe Tabelle 3.3) zeigen alle Modelle eine Differenz zwischen 1,53 A und 3,85 A. Dieser Unterschied ist
durch die Loop-Region in der Bindetasche zu erkldren, welche in allen Modellen aufgrund der Flexibili-
tat unterschiedlich modelliert wurde. Somit zeigen die Modelle bis zu einem gewissen Grad strukturelle

Unterschiede.

Abbildung 3.2: Beispielhafte Darstellung und Charakterisierung der ADAMTS7-Bindetasche in cross-eye-Darstellung
anhand des Modells SP1. Die drei Bereich der Tasche sind farbig kodiert: der Bereich um (-Faltblatt S4 (Met350-
Met365) beige, die Region um a-Helix H4 (Leu380-Gly400) pastellgriin und die Loop-Region L1 (Ser401-Arg430)
rosé. Das Protein ist in Cartoon-Darstellung, die Zink-koordinierenden Histidine als Linien veranschaulicht. Das Zink-
Ion ist als graue Kugel zu erkennen und die Zink-koordinierenden Bindungen als grau gestrichelte Linien.

3.3.2 Disulfidbriicken

In den Rontgenkristallstrukturen der ADAMTS7-Templates 3HYG und 2RJQ wurde beobachtet, dass die
Strukturen durch Disulfidbriicken stabilisiert werden. Diese kovalente Bindung ist in den Rontgenkristall-
strukturen von 3HYG und 2RJQ zwischen den Seitenketten folgender Cystein-Reste ausgebildet: Cys342-
Cys394, Cys371-Cys376, Cys388-Cys471 und Cys426-Cys455. Die Rontgenkristallstruktur 2RJQ bildet,
aufgrund der hoheren sequenziellen Abdeckung und somit groBeren Proteinstruktur, zusitzlich noch vier
weitere Disulfidbriicken aus: Cys497-Cys519, Cys508-Cys529, Cys514-Cys548 und Cys542-Cys553. An-
hand des Alignments der Metalloproteinase- und Disintegrin-dhnlichen Dominen der ADAMTS-Proteine
(siehe Anhang A.1.2, Abb. A.3) wird deutlich, dass insgesamt fiinf der acht Cystein-Aminosdurepaare, die
in den ADAMTSS5-Strukturen Disulfidbriicken bilden, in den ADAMTS-Proteinen konserviert sind. Die-
se korrespondieren in ADAMTS7 zu: Cys318-Cys372, Cys347-Cys354, Cys366-Cys447, Cys485-Cys503
und Cys516-Cys527. Aus diesem Grund wurden alle erstellten Modelle auf das Vorhandensein von Di-
sulfidbriicken zwischen den konservierten Cysteinen untersucht. Alle konservierten Disulfidbriicken sind
in allen vier berechneten ADAMTS7-Modellen ausgebildet. Dieses Kriterium wurde demzufolge in allen
Modellen, unabhéngig von der genutzten Software und gewéhltem Template, erfiillt und stellte somit kein

Entscheidungsmerkmal dar.
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3 Ergebnisse und Diskussion: Modellierung der ADAMTS7-Proteinstruktur

3.3.3 Zink-Koordinierung

Das katalytische Zink-Ion in der ADAMTS7-Bindetasche ist ein wichtiges Merkmal, genau wie die Koor-
dinierung dieses Metall-Ions iiber drei konservierte Histidine (His388, His392, His398). In den mit SWISS-
MODEL erstellten Modellen wurden keine Zink-Ionen in die Homologiemodelle eingefiigt, da dies zum
Zeitpunkt der Modellierung mit dem Programm nicht moglich war. Daher ist die Zink-Koordinierung in den
Modellen SM1 und SM2 nicht vorhanden. In den Modellen SP1 und YA1 wurde die Zink-Koordinierung
beobachtet.

3.3.4 Globale und lokale Qualitiit

Anschliefend wurde die globale sowie die lokale Qualitit der ADAMTS7-Modelle untersucht. In Tabel-
le 3.4 sind die Ergebnisse des Ramachandran-Plots (PROCHECK) fiir die erstellten Homologiemodelle von
ADAMTST7 sortiert nach Template aufgefiihrt. Anhand des Ramachandran-Plots wird deutlich, dass SM1
und SM2 Aminoséuren mit Torsionswinkeln in energetisch ungiinstigen Regionen aufweisen. Die beiden

zusammengesetzten Modelle YA1 und SP1 zeigen hingegen keine Auffilligkeiten im Ramachandran-Plot.

Tabelle 3.4: Modellvalidierung der erstellten ADAMTS7-Modelle anhand des mit PROCHECK erstellten
Ramachandran-Plots.

Template ~ Modell Ramachandran-Plot
(PDB-ID) bevorzugt erlaubter  zusitzlich erlaubter  erlaubter  nicht erlaubter
Bereich Bereich Bereich Bereich
3HYG SM1 84,2 % 12,6 % 2,1% 1,1%
2RJQ SM2 86,6 % 11,9 % 0,4 % 1,2 %
3HYG + 2RJQ SP1 83,3 % 15,5 % 1,2 % 0,0 %
3HYG + 2RJQ YA1 81,5 % 17,8 % 0,7 % 0,0 %

Die Validierung mit ProSa2003, einem Programm, welches die Kompatibilitit der Proteinmodelle mit der
Aminosiuresequenz untersucht, zeigt in allen erstellten ADAMTS7-Modellen keine Auffilligkeiten (siehe
Tabelle 3.5). Die ProSa2003-Ergebnisse bewerten somit alle Modelle als plausibel.

Die Analysen mit MetaMQAPII (Tabelle 3.5) zeigen nicht fiir alle ADAMTS7-Modelle optimale Werte
(siehe Abschnitt 2.4 fiir Erlduterung der MetaMQAPII-Werte). Fiir das YASARA-Modell YA1 ergab die
Analyse einen GDT_TS-Wert unter 45. Auch der RMSD-Wert dieses Modells (4,3 A), welcher die Ab-
weichung zur wirklichen Struktur schétzt, deutet auf strukturelle Unstimmigkeiten in dem Modell hin. Die
GDT_TS- (> 64,7) und die RSMD-Werte (< 2,51&) der Modelle SM1, SM2 und SP1 hingegen weisen auf
plausible Modelle hin.

Tabelle 3.5: Modellvalidierung der erstellten ADAMTS7-Modelle mit MetaMQAPII und ProSa2003.

Template  Modell MetaMQAPII Z-Scores (ProSa2003)
(PDB-ID) GDT_TS-Wert RMSD (A) Combined  Pair Surf
3HYG SM1 71,6 2,3 -7,71 -6,12  -5,56
2RJQ SM2 64,7 2,4 -8,02 -594  -597
3HYG + 2RJQ SP1 65,4 2,4 -7,80 -583  -5,78
3HYG + 2RJIQ YA1 43,4 4,3 -7,48 -6,16  -5,29

Zusammengefasst zeigen die Untersuchungen mit PROCHECK im Vergleich die besseren strukturellen
Werte fiir die Modelle YA1 und SP1. In den Modellen SM1 und SM2 wurden nicht nur die Zink-Ionen nicht
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3.3 Modellvalidierung der ADAMTS7-Modelle

modelliert, sondern es konnten auch energetisch ungiinstige Regionen anhand des Ramachandran-Plots auf-
gezeigt werden (siehe Tabelle 3.4). Des Weiteren konnte mit den MetaMQAPII-Analysen (siehe Tabelle 3.5)
gezeigt werden, dass das YASARA-Modell YA1 schlechtere Werte (RMSD, GDT_TYS) fiir die Wahrschein-
lichkeit einer guten Priadiktion der ADAMTS7-Struktur als die anderen drei Modelle aufweist. Der RMSD
ist bis zu 2,01& hoher als bei SP1, SM1 und SM2. Weiterhin ist der GDT_TS-Wert im Vergleich um iiber
20 Punkte niedriger als bei den anderen drei Modellen. Die Kombination aller Ergebnisse brachte zum Vor-
schein, dass drei (SM1, SM2, YA1) der vier Modelle in mindestens einer Analyse Defizite aufweisen. Somit
zeigte das Schrodinger Prime-Modell SP1 als einziges Modell keine Defizite in der Modellvalidierung und

kommt der nativen ADAMTS7-Struktur wahrscheinlich am nichsten.

(a) (b)

Abbildung 3.3: ADAMTS7-Modell (SP1) basierend auf den ADAMTSS-Templates 3HYG und 2RJQ erstellt mit
Schrodinger Prime. (a) Modell anhand von Metalloproteinase- (blau) und Disintegrin-dhnlicher Doméne (grau) ver-
schieden eingefirbt. Das Protein ist in der Cartoon-Darstellung, die Zink-koordinierenden Histidine als Linien veran-
schaulicht. Das Zink-Ion ist als graue Kugel zu erkennen, die Zink-koordinierenden Bindungen als grau gestrichelte
Linien. (b) Ist eine VergroBerung von (a) um 15° nach oben gedreht mit Darstellung der Oberfliche zur Verdeutlichung
der ADAMTS7-Bindetasche.

Abbildung 3.3a zeigt das ADAMTS7-Homologiemodell SP1 mit unterschiedlicher Kolorierung der zwei
modellierten Doménen. Deutlich zu erkennen ist die Bindetasche mit dem, von den drei Histidinen koordi-
nierten, Zink-Ion. In Abbildung 3.3b ist die ADAMTS7-Bindetasche vergroBert veranschaulicht und durch
die Oberflichendarstellung entsteht ein rdumlicher Eindruck der Hohle.

3.3.5 MD-Simulation des ADAMTS7-Modells

Um das Verhalten der ADAMTS7-Proteinstruktur unter physiologischen Bedingungen besser zu verstehen,
wurde das ,,beste” Modell, SP1 (siche Abb. 3.4a), einer MD-Simulation unterzogen. Die MD-Simulation
eines Proteins bietet die Moglichkeit, die Wechselwirkungen innerhalb der Struktur tiber einen definierten
Zeitraum bei bestimmten Bedingungen (z. B. konstantem Druck und konstanter Temperatur) zu untersuchen
(siehe Abschnitt 2.5.3). Die MD-Simulation des erstellten Modells der Metalloproteinase- und Disintegrin-
dhnlichen Domine von ADAMTS?7 sollte folglich sicherstellen, dass es sich um eine realistische Struktur
des Proteins handelt.
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3 Ergebnisse und Diskussion: Modellierung der ADAMTS7-Proteinstruktur

(a) ADAMTS7-Modell SP1

S1 H1 H2 S2 H3 S3 S4 S5 H4 L1 H5 Hé S6 S7S8
om0 e — ) O — ——— () —a_ 0 -

RMSF¢, (A)

0
240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520
Aminoséaure-Position

(b) Auswertung der lokalen Schwingungen in MD-Simulation

Abbildung 3.4: Darstellung der Sekundirstrukturen im ADAMTS7-Homologiemodell und Untersuchung der Stabilitit
dieser iiber die MD-Simulation. (a) Sekundérstrukturen im ADAMTS7-Homologiemodell. Das Modell SP1 ist in
der Cartoon-Darstellung, die Zink-koordinierenden Histidine als Linien veranschaulicht. Das Zink-Ion ist als graue
Kugel zu erkennen, die Zink-koordinierenden Bindungen als grau gestrichelte Linien. Die Sekundérstrukturen des
Modells SP1 sind vom N- zum C-Terminus durchnummeriert und eingeférbt: a-Helices rot, 3-Faltblitter gelb und
Loop-Regionen griin. (b) Stabilitit der Sekundirstrukturen in der MD-Simulation. RMSFc,, iiber die stabile Zeit der
ADAMTS7-Simulation (14,5 ns bis 20 ns). Stabile Sekundirstrukturen iiber den Auswertungszeitraum sind als gelbe
(B-Faltblatt) bzw. rote (a-Helix) Markierungen dargestellt. Zum Vergleich ist die Sekundérstruktur des Modells SP1
aus (a) iiber der Grafik verdeutlicht.

48



3.3 Modellvalidierung der ADAMTS7-Modelle

Die Simulation erfolgte mit dem Desmond-Paket [121] (Desmond Molecular Dynamics System, Version
3.6; Maestro-Desmond Interoperability Tools, Version 3.6) mit Standardeinstellungen und dem Kraftfeld
OPLS2005 [104]. Das ADAMTS7-Modell SP1 als Startstruktur wurde in einer orthorhombischen Box mit
jeweils mindestens 10 A Abstand zum Protein simuliert. Die Losung in der Box wurde mittels des SPC
(ADbk. fiir single point charge)-Wassermodells [168], zur Beschreibung der Wassermolekiile, definiert und
physiologische Bedingungen wurden durch eine 0,15 M NaCl-Konzentration erzeugt. Des Weiteren wurde
das System mit elf Natrium-Ionen neutralisiert. Die 20 ns lange MD-Simulation wurde bei einer Temperatur
von 300K und 1bar Druck durchgefiihrt. Sie erfolgte somit unter thermodynamischen Gleichgewichtsbe-

dingungen bei konstantem Druck und konstanter Temperatur (NPT-Ensemble).

Betrachtet man den RMSDc,, iiber die Simulationszeit (sieche Abschnitt 2.5.4 und Abb. A.4 im Anhang)
wird ersichtlich, dass in der ersten Nanosekunde der Simulation der RMSD¢,, auf etwa 2A ansteigt. Die
MD-Simulation nimmt nach 14,5 ns einen stabilen Gleichgewichtszustand ein und der RMSD¢,, konvergiert
gegen 2,8 +0,5 A. Folglich zeigen die C,-Atome des Proteinmodells zwischen 14,5ns und 20ns keine
signifikanten Anderungen im Vergleich zur Startstruktur. Daher kann davon ausgegangen werden, dass das

Modell global einen stabilen Zustand eingenommen hat.

Um zu untersuchen, ob Bereiche des Proteins gro3en Fluktuationen unterliegen, wurde der RMSF(, iiber
alle Aminosduren des Modells fiir den stabilen Auswertungszeitraum (14,5 -20ns) berechnet. In Abbil-
dung 3.4b ist der RMSF,, liber diesen Zeitraum sowie die stabilen Sekundirstrukturen des Modells, welche
in mehr als 70 % des Auswertungszeitraums ausgebildet sind, dargestellt. Der Vergleich zwischen den Se-
kundirstrukturen des Modells und der MD-Simulation zeigen, dass diese speziellen Motive (S1 bis S5, H1
bis H5) in der Metalloproteinase-Doméne stabil sind. Im Bereich der Disintegrin-dhnlichen Doméne kommt
es wihrend der MD-Simulation zur Ausbildung zweier zusitzlicher (3-Faltblitter und zur Entfaltung des
S6-Faltblattes. Nach Takeda [35] sind die Sekundérstrukturen der Disintegrin-dhnlichen Domine so wie
im ADAMTS7-Homologiemodell vorliegend konserviert. Daher wurde davon ausgegangen, dass die Ver-
dnderungen in der Sekundirstruktur wihrend der MD-Simulation auf fehlende Interaktionen mit den nicht

modellierbaren Dominen begriindet sein konnten.

Weiterhin konnten in Loop-Regionen stirkere Schwankungen (RMSF¢, > 1,5 A) beobachtet werden. Dies
betrifft die Loops zwischen Helix H3 und Faltblatt S3, zwischen den Faltblédttern S3 und S4 (Bindeta-
sche), zwischen den Helices H4 und HS5 (L1-Loop, Bindetasche) sowie zwischen H6 und S6. Die Regionen
mit ausgebildeten Sekundirstrukturen weisen keine hohen Abweichungen (RMSF¢, > 1,5 A) auf. In Loop-
Regionen liegt kein ,,festes* Interaktionsschema iiber Wasserstoffbriicken vor. Daher sind hohere RMSF-
Werte in diesen Regionen im Vergleich zu Regionen mit o-Helix- oder (-Faltblattstruktur, die durch ein
Wasserstoffbriicken-Muster stabilisiert werden, nicht ungewd6hnlich (siehe Abschnitt 2.5.4). Loop-Regionen
zeigen im Allgemeinen erhohte RMSF-Werte aufgrund ihrer Flexibilitét, die mit dem Fehlen der Stabilisie-
rung des Proteinriickgrats begriindet ist. Die Beobachtungen in der Simulation deuten auf ein natives Ver-
halten der jeweiligen Regionen des Proteins hin. Jedoch sollte die beobachtete Flexibilitdt der ADAMTS7-
Bindetasche in den weiteren Untersuchungen beachtet werden, da sie eine entscheidende Rolle bei der

Ligandenbindung, wie bereits in Abschnitt 1.3.2 erwihnt, einnehmen kénnte .

Anhand der MD-Simulation konnte gezeigt werden, dass das ausgewihlte ADAMTS7-Modell SP1 eine
stabile Konformation aufweist und somit ein potenziell natives Modell fiir das hier untersuchte Zielprotein
darstellt.
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3 Ergebnisse und Diskussion: Modellierung der ADAMTS7-Proteinstruktur

3.4 Conformational Ensembles von flexiblen Regionen in
ADAMTS7-Bindetasche

Die MD-Simulation des ADAMTS7-Modells (siehe Abschnitt 3.3.5) hat gezeigt, dass in der Bindetasche
sehr flexible Bereiche in den Loop-Regionen vorliegen. Dies konnte entscheidend fiir die Ligandenbindung
und damit fiir die Suche nach potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren sein. Um dies genauer zu untersuchen,
wurden die bekannten ADAMTS-Proteine sowie die zugehorige Literatur hinsichtlich der Flexibilitéit der
Bindetasche analysiert, um dieser gegebenenfalls Rechnung zu tragen. Flexible Regionen in der ADAMTS7-
Bindetasche miissten unter Umstéinden zur Verbesserung der Proteinstruktur modelliert und in die weiteren

Analysen mit einbezogen werden.

In der Literatur [47, 164, 165] wurde bereits gezeigt, dass ADAMTS-Proteine in der Bindetasche fle-
xible Loop-Regionen aufweisen, die sich der Ligandenstruktur anpassen konnen. Moysak et al. [47], die
die (nicht vollstindigen) Rontgenkristallstrukturen der Proteine ADAMTS4 (PDB-ID: 2RJP, 3B27) und -5
(PDB-ID: 2RJQ) experimentell bestimmten, konnten zeigen, dass die Inhibitor-Bindestellen dieser Proteine
unterschiedliche Konformationen einnehmen. Die miteinander eng verwandten Proteine zeigen grundsitz-
lich den gleichen strukturellen Aufbau (Sekundérstruktur) [47], jedoch sind Unterschiede in den S1’- und
S2’-Loops zu erkennen. Die Aminoséurereste His389-Pro403 in ADAMTS4 bzw. Arg437-Pro451 in AD-
AMTSS umfassen den S1’-Loop. Der S2’-Loop enthilt die Aminosiduren Cys322-Leu330 in ADAMTS4
und Cys371-Leu379 in ADAMTSS. Die Unterschiede im S2’-Loop werden durch den Vergleich zwischen
der apo (3B2Z) und der Inhibitor-gebundenen (2RJP) ADAMTS4-Struktur deutlich. In Abbildung 3.5 sind
2RJP und 3B2Z strukturell alignt dargestellt: Es ist zu erkennen, wie sich der S2°-Loop in der apo Struktur

(a) (b)

Abbildung 3.5: Vergleich des S2’-Loops anhand der ADAMTS4-Rontgenkristallstrukturen 2RJP (Inhibitor 886 gebun-
den, dunkelblau) und 3B2Z (apo, hellblau). Der S2’-Loop ist lila eingefidrbt. Die ADAMTS4-Rontgenkristallstrukturen
sind in Cartoon-Darstellung, die Zink-koordinierenden Histidine als Linien dargestellt, genau wie die mit dem Inhi-
bitor wechselwirkenden Aminoséuren (in 2RJP). Der Inhibitor 886 wird durch Stibchen dargestellt und das Zink-Ion
ist als graue Kugel zu erkennen. Zink-koordinierende Bindungen sind durch graue gestrichelte Linien dargestellt,
Wasserstoffbriicken durch gelb gestrichelte Linien. (a) Gesamte Rontgenkristallstrukturen. (b) Zoom auf Bindetasche.

in den Bereich des Inhibitors 886 verschoben hat. Moysak et al. [47] postulieren, dass dieser Loop im apo

Zustand (3B2Z) eine geschlossene Konformation einnimmt. Wohingegen sich der S2’-Loop in der Ront-
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3.4 Conformational Ensembles von flexiblen Regionen in ADAMTS7-Bindetasche

genkristallstruktur 2RJQ dem Liganden anpasst. In der restlichen Konformation unterscheiden sich die zwei

Strukturen nicht.

Sieh et al. [164] zeigten in ihren Untersuchungen der ADAMTSS5-Struktur (PDB-ID: 3B8Z) im Vergleich
mit den ADAM33- (PDB-ID:1R55) und MMP3- (PDB-ID: 1D7X) Strukturen, dass sich die Metalloprotei-
nase-Domiénen in der globalen Struktur dhneln, aber sich der S1’-Loop visuell zwischen den drei Proteinen
stark unterscheidet und flexibel ist. In einer weiteren Arbeit von Sieh et al. [165], in welcher die Bin-
detaschen der ADAMTSS5-Rontgenkristallstrukturen 3B8Z und 3LJT verglichen wurden, konnte bestitigt
werden, dass der S1°-Loop in diesem Protein flexibel ist und seine Konformation gréeren Inhibitoren an-
passen kann. In Abbildung 3.6 ist diese konformelle Anderung zwischen den zwei Strukturen dargestellt. Es
ist zu erkennen, dass sich die Konformation des S1’-Loops in Abhingigkeit vom Inhibitor an diesen (hier:

LA3 oder 294) anpasst. Zusammenfassend lassen die Ergebnisse vermuten, dass die Flexibilitdt des S1°-

(a) (b)

Abbildung 3.6: Vergleich des S1’-Loops in den ADAMTSS-Rontgenkristallstrukturen 3LJT (rot) und 3B8Z
(rosé). Der S1’-Loop ist braun eingefirbt. ADAMTS5-Rontgenkristallstrukturen in Cartoon-Darstellung, die Zink-
koordinierenden Histidine als Linien dargestellt, genau wie die mit dem Inhibitor wechselwirkenden Aminosiuren.
Der Inhibitor (in 3LJT: LA3, in 3B8Z: 294) wird durch Stdbchen dargestellt und das Zink-Ion ist als graue Kugel zu
erkennen. Zink-koordinierende Bindungen sind durch graue gestrichelte Linien dargestellt, Wasserstoffbriicken durch
gelb gestrichelte Linien. (a) Gesamte Rontgenkristallstrukturen. (b) Zoom auf Bindetasche.

und S2’-Loops einen Einfluss auf die Bindung sowie auf die Selektivitit von ADAMTS-Inhibitoren haben

konnte.

Aufgrund der Homologien in der ADAMTS-Proteinfamilie konnte angenommen werden, dass die er-
wihnten Bereiche im ADAMTS7-Protein ebenfalls flexibel sind. Betrachtet man die entsprechenden S1°-
und S2’-Loops (ADAMTS7: S1’-Loop: Phe413-Thr427; S2’-Loop: Cys347-Leu357) im Targetprotein (sie-
he Abb. 3.7), liegt der S1’-Loop in rdumlicher Ndhe zum Zink-Ion in der Bindetasche von ADAMTS7 und
ist Teil des L1-Loops. Der S2°-Loop liegt im oberen Bereich der Bindetasche, ragt aus der Bindetasche
heraus und liegt vor dem S4-Faltblatt. Die MD-Simulation des ADAMTS7-Modells (siche Abschnitt 3.3.5)
zeigte, dass der S1°- und S2’-Loops hohe strukturelle Abweichungen wihrend der Simulationszeit aufwei-
sen (vergleiche Abb. 3.4b). Dies bestitigt somit die Vermutung, dass es sich bei diesen beiden Bereichen
um flexible Regionen in der ADAMTS7-Bindetasche handelt. Das erstellte ADAMTS7-Modell konnte so-

mit nur eine mogliche Konformation der Bindetasche darstellen.
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3 Ergebnisse und Diskussion: Modellierung der ADAMTS7-Proteinstruktur

Abbildung 3.7: S1’-Loop (braun) und S2’-Loop (lila) im ADAMTS7-Homologiemodell in cross-eye-Darstellung. Pro-
tein in Cartoon-Darstellung, die Zink-koordinierenden Histidine als Linien veranschaulicht. Das Zink-Ion ist als graue
Kugel zu erkennen. Zink-koordinierende Bindungen sind durch graue gestrichelte Linien dargestellt.

Um die Flexibilitit des S1°- und S2’-Loops in die weiteren Analysen integrieren zu kénnen, wurde ein
Loop-Sampling durchgefiihrt. Die dadurch erhaltenen Konformationen sollten helfen den gesamten Kon-
formationsraum der Bindetasche abzudecken. Dies sollte sicherstellen, dass die Flexibilitit der ADAMTS7-
Bindetasche bei den weiteren Analysen, vor allem bei einem Virtual Screening zur Geltung kommt.

Fiir das Loop-Sampling des S1’-Loops wurde ein Loop-Refinement (Prime, Version 3.3, Schrédinger,
LLC, New York, NY, 2013) [103] (sieche Abschnitt 2.3.2) durchgefiihrt. Aus dieser Analyse resultierten
zwoOlf verschiedene Konformationen des S1’-Loops, die mit einem RMSD¢, von 5, 15A — 7, 12A oder
mehr von der S1’-Loop-Region des Homologiemodells abwichen. Mittels Clustern wurden Konforma-
tionen dieser Region zusammengefasst, die sich um weniger als 2 A im RMSDc¢, unterschieden. Bilde-
ten mehrere Konformationen ein Cluster, wurde eine Durchschnittsstruktur ermittelt, die anschlieBend mit
dem Kraftfeld OPLS2005 energieminimiert wurde. Somit konnten durch die Clusteranalyse, ausgehend von
zwoOlf S1°-Loop-Konformationen, vier weitere Konformationen dieses Loops vorhergesagt werden. In Tabel-
le 3.6 sind die strukturellen Abweichungen zwischen dem ADAMTS7-Homologiemodell und den jeweili-
gen Sampling-Konformationen aufgefiihrt. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Loop-Konformationen
liegen zwischen 2,57 A und 7,12 A. Mittels dieser Vorgehensweise kann die Flexibilitit der ADAMTS7-

Bindetasche modelliert und ein grofler Bereich des Konformationsraums abgedeckt werden.

Tabelle 3.6: Strukturvergleich der fiinf S1°-Loop-Konformationen von ADAMTS7 anhand des RMSD¢, in A. HM -
ADAMTS7-Homologiemodell, K1-K4 bezieht sich auf die vier S1°-Loop-Konformationen.

RMSDc, (A) HM K1 K2 K3 K4

HM 0 7,12 5,15 556 6,69
K1 712 0 5,88 5,65 2,57
K2 515 5388 0 6,19 4,63
K3 556 5,65 5,57 0 5,33
K4 6,69 257 6,19 5,33 0

Ein Sampling des S2’-Loop nach gleichem Vorgehen wie fiir den S1’-Loop ergab keine weitere Konfor-
mationen, die mehr als 2 Avom ADAMTS7-Homologiemodell abwichen. So konnte keine Verdnderung in
dieser Region nachgewiesen werden, welche die Flexibilitdt der Bindetasche beeinflusst. Aus diesem Grund

wurde das Loop-Sampling des S2’-Loops verworfen.
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3.5 Zusammenfassung

In Abbildung 3.8 ist das ADAMTS7-Homologiemodell sowie die vier weiteren Konformationen des S1°-
Loops dargestellt. Die verschiedenen Konformationen unterscheiden sich im Volumen der Bindetasche, wel-
ches mit Schrodinger SiteMap (Version 2.9) [125, 126] berechnet wurde. Das Bindetaschenvolumen des
Homologiemodells ist dabei mit rund 319 A3 am GroBten. Die Volumen der vier weiteren Konformationen
sind geringer und liegen im Bereich von 135 A3 bis 213 A3. Die Flexibilitit des S1’-Loops konnte fiir die
Anpassung an mogliche Liganden von Bedeutung sein.

Abbildung 3.8: Sampling des S1°-Loops von ADAMTS7 (Phe413-Thr427). ADAMTS7-Homologiemodell (blau) und
vier Konformationen des S1°-Loops (grau) in Cartoon-Darstellung. Die Zink-koordinierenden Histidine sind als Linien
veranschaulicht. Das Zink-Ion ist als graue Kugel zu erkennen.

Insgesamt konnten neben dem ADAMTS7-Homologiemodell vier weitere Konformationen der Bindeta-
sche vorhergesagt werden, die die Flexibilitdt des S1’-Loops beriicksichtigen. Diese verschiedenen Kon-
formationen der Proteinbindetasche werden auch als Conformational Ensemble bezeichnet. Die nun ins-
gesamt fiinf Strukturen der ADAMTS7-Bindetasche sollten fiir die weiteren Analysen bei der Suche nach
ADAMTS7-Inhibitoren Anwendung finden.

3.5 Zusammenfassung

Ausgehend von 15 bekannten ADAMTS-Rontgenkristallstrukturen konnten zwei mogliche Template-Struk-
turen fiir das Homology Modeling von ADAMTS?7 identifiziert werden. Unter Nutzung dreier verschiedener
Programme wurden vier Modelle erstellt. Durch die Beurteilung der Qualitit der Homologiemodelle mit-
tels einer Modellvalidierung war es moglich, ein ADAMTS7-Modell zu identifizieren, welches der nativen
ADAMTS7-Struktur vermutlich am nachsten kommt. Dabei handelt es sich um das Modell SP1, welches
mit Schrédinger Prime erzeugt wurde. Eine MD-Simulation des Modells bestitigte die Ergebnisse der Mo-
dellvalidierung. Wird im Folgenden das ADAMTS7-Modell betitelt, ist immer das ausgewihlte Modell SP1
gemeint.

Die MD-Simulation des ADAMTS7-Homologiemodells zeigte zudem, dass die Bindetasche flexible Be-
reiche besitzt. Publizierte Arbeiten [47, 164, 165] zu ADAMTS4 und ADAMTSS und strukturelle Verglei-
che der Konformationen bestitigten diese Ergebnisse: Es wurde postuliert, dass sich zwei Loop-Bereiche
(S1°- und S2’-Loop) in den ADAMTS4- und ADAMTSS5-Bindetaschen dem jeweiligen Inhibitor bei der
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3 Ergebnisse und Diskussion: Modellierung der ADAMTS7-Proteinstruktur

Bindung anpassen konnen. Daher wurde angenommen, dass sich ein dhnliches Verhalten auch bei AD-
AMTS7 zeigen konnte. Ein Loop-Sampling fiir ADAMTS?7 ergab vier weitere Konformationen des S1°-
Loops und keine weitere Konformation des S2’-Loops.

Das ADAMTS7-Homologiemodell sowie die vier weiteren Konformationen (aus dem Loop-Sampling)
charakterisieren somit die fiir die folgenden Analysen essenzielle ADAMTS7-Bindetasche. Das Modell
des Targetproteins ADAMTS7 sowie das Conformational Ensemble bilden die Grundlage fiir die anschlie-
Benden Screening-Analysen. Diese sollten die Suche nach potenziellen Inhibitoren, die in die ADAMTS7-
Bindetasche binden, ermdglichen.
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4 Ergebnisse und Diskussion: Untersuchungen der
ADAMTS-Familie

Die ADAMTS-Familie zeichnet sich durch einen dhnlichen Aufbau aus und alle Proteine beinhalten eine
Metalloproteinase-Doméne mit einer Bindetasche (siehe hierzu Abschnitt 1.3). Um bei der Suche nach
ADAMTS7-Inhibitoren Kreuzreaktionen und unerwiinschte Nebenwirkungen zu vermeiden, war das Ziel
dieser Arbeit potenzielle, selektive Inhibitoren vorherzusagen. Aus diesem Grund sollten Sequenz- und
Strukturanalysen durchgefiihrt werden, um Gemeinsamkeiten und vor allem Unterschiede innerhalb der
ADAMTS-Familie aufzudecken. Diese Ergebnisse sollten im Anschluss im ADAMTS7-Virtual Screening
(siehe Kapitel 5) Anwendung finden.

Zum Zeitpunkt der Arbeit waren nur Rontgenkristallstrukturen der Metalloproteinase-Doméne von drei
ADAMTS-Proteinen bekannt. Somit sollte im ersten Schritt die Diskrepanz an fehlenden experimentellen
Daten der Metalloproteinase-Doméne bei 16 der 19 ADAMTS-Proteine durch Homologiemodelle (siche
Abschnitt 4.1) kompensiert werden. Ein Sequenzvergleich der ADAMTS-Proteine (siehe Abschnitt 4.2)
sowie im Speziellen der Metalloproteinase-Domine (siehe Abschnitt 4.2.1) sollte Aufschluss tiber die Kon-
servierung der Proteine untereinander und vor allem iiber den Konservierungsgrad der Binderegion von
Inhibitoren geben. Anhand der Sequenz- und Strukturanalysen der ADAMTS-Bindetaschen (siehe Ab-
schnitt 4.2.2) sollten Eigenschaften von potenziellen, selektiven ADAMTS7-Inhibitoren abgeleitet werden.
AuBlerdem wurden bekannte ADAMTS-Protein-Inhibitor-Komplexe untersucht (siehe Abschnitt 4.3), um
mogliche essenzielle Wechselwirkungen mit Aminoséduren in den ADAMTS-Bindetaschen aufzudecken. So
sollten erste Folgerungen dariiber, welche Eigenschaften selektive Inhibitoren ausmachen konnten bzw. wie
selektive Inhibitoren gefunden werden kdnnten, gezogen werden. Diese Informationen sollten in ein Virtual
Screening einflieBen und eine Anreicherung von potenziellen, selektiven ADAMTS7-Inhibitoren ermogli-

chen.

4.1 ADAMTS-Modelle

Ein Strukturvergleich der Bindetaschen der ADAMTS-Proteine setzt voraus, dass fiir alle Proteine dieser
Familie raumliche Daten vorhanden sind. Jedoch liegen nur fiir ADAMTS], -4 und -5 experimentelle Daten
fiir die Metalloproteinase-Doméne vor. Daher wurden zur Analyse und fiir den Vergleich Modelle der Pro-
teine ohne bekannte 3D-Struktur, insbesondere deren Metalloproteinase-Domine, benétigt, um das Defizit
an fehlenden rdumlichen Daten auszugleichen.

Bevor die ADAMTS-Proteine ohne bekannte rdumliche Struktur der Metalloproteinase-Doméne model-
liert werden sollten, galt es fiir ADAMTSI, -4 und -5 représentative Strukturen auszuwéhlen. Kriterium fiir
die Wahl der reprisentativen experimentellen Struktur war zuallererst die Auflosung. Bei gleicher Auflo-

sung wurde jene Struktur, die als Inhibitor-Protein-Komplex vorliegt, gewéhlt. Beinhaltet die ausgewihlte
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4 Ergebnisse und Diskussion: Untersuchungen der ADAMTS-Familie

Rontgenkristallstruktur mehrere Proteinketten, wurde anhand der sequenziellen Abdeckung und strukturel-

ler Parameter (B-Faktor und Ramachandran Plot) jene mit den besseren Werten bestimmt.

Fiir die ADAMTS1-Struktur wurde die Rontgenkristallstruktur mit dem PDB-ID 2V4B, aufgrund der
genausten Auflésung von 2,0 A aller Strukturen dieses Proteins, ausgewihlt. Die Rontgenkristallstruktur
beinhaltet zwei Proteinketten, wobei die besseren strukturellen Werte fiir Kette B bestimmt wurden (sie-
he Tabelle 4.1). Diese Proteinkette beinhaltet keine Aminosduren in energetisch ungiinstigen Bereichen.
Folglich ist diese 3D-Struktur als stellvertretende ADAMTSI1-Struktur genutzt worden. Als ADAMTS4-

Tabelle 4.1: Ergebnisse des Ramachandran-Plots (PROCHECK) fiir die ADAMTS 1-Rontgenkristallstruktur 2V4B
(aufgeschliisselt nach Kette).

Protein PDB-ID Kette Ramachandran-Plot
bevorzugt erlaubter  zusitzlich erlaubter  erlaubter  nicht erlaubter
Bereich Bereich Bereich Bereich
ADAMTS1 2V4B A 93,3 % 6,3 % 0,0 % 0,4 %
2V4B B 90,0 % 9,2 % 0,8 % 0,0 %

Vergleichsstruktur wurde 2RJP ausgewihlt. Beide zum Zeitpunkt der Analysen bekannten ADAMTS4-
Strukturen haben eine Aufldsung von 2,8 A und beinhalten jeweils eine mutierte Aminosiure, sodass sie
nicht dem Wildtyp entsprechen. Schlussendlich wurde die mit einem Inhibitor kokristallisierte Struktur
2RJP fiir die weiteren Analysen genutzt. Die Rontgenkristallstruktur 2RJP hat insgesamt vier Ketten. Die
grofite Abdeckung der Sequenz haben die Ketten A und C, wobei Kette C den niedrigeren B-Faktor auf-
weist. Die strukturellen Untersuchungen mit PROCHECK zeigten, dass in Kette C nur eine Aminosidure
(Cys467) im nicht erlaubten Bereich liegt (siehe Tabelle 4.2). Diese befindet sich nicht in der Bindetasche.

Tabelle 4.2: Ergebnisse des Ramachandran-Plots (PROCHECK) fiir die ADAMTS4-Rontgenkristallstruktur 2RJP
(aufgeschliisselt nach Kette).

Protein PDB-ID  Kette Ramachandran-Plot
bevorzugt erlaubter  zusétzlich erlaubter  erlaubter  nicht erlaubter
Bereich Bereich Bereich Bereich
ADAMTS4 2RJP A 89,6 % 10,0 % 0,0 % 0,4 %
2RJP B 89,4 % 9,8 % 0,4 % 0,4 %
2RJP C 87.5% 11,7 % 0.4 % 0.4 %
2RJP D 90,5 % 8,7 % 0,9 % 0,0 %

Die mutierte Aminosidure GIn362 in dieser Rontgenkristallstruktur wurde mit dem Programm Schrédin-
ger Maestro (Version 9.5) in die Wildtyp-Aminosdure Glu362 umgewandelt und die Struktur anschlie3end
mit dem Kraftfeld OPLS2005 energieminimiert (MacroModel, Version 10.3). Somit konnte die erhaltenen

Struktur fiir die weiteren Analysen verwendet werden.

Als Modell-Struktur fir ADAMTSS wurde 3HYG (Kette A) gewdhlt. Diese Struktur hat eine Auflo-
sung von 1,4 A auf, ist mit einem Inhibitor kokristallisiert und weist die genauesten strukturellen Parameter
der ADAMTSS5-Strukturen auf (siche Tabelle 3.1). Daher wurde diese, analog zur Wahl des Templates fiir
das ADAMTS7-Homology Modeling (siehe Abschnitt 3.1), als reprisentative ADAMTSS5-Struktur fiir die
weiteren Analysen genutzt. In Tabelle 4.3 sind die ADAMTS-Proteine mit bekannten 3D-Strukturen der
Metallproteinase-Domine und die jeweils fiir die folgenden Analysen der Bindetasche genutzte 3D-Struktur

aufgefiihrt und dementsprechend markiert.
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4.1 ADAMTS-Modelle

Fiir die 15 ADAMTS-Proteine ohne bekannte 3D-Struktur wurden, analog zum Vorgehen beim Homo-
logy Modeling von ADAMTS?7 (siehe Kapitel 3), Modelle mit Schrodinger Prime (Version 3.3) erstellt.
In diesem Schritt wurde auf die Anfertigung von zusammengesetzten Modellen verzichtet, weil lediglich
die Metalloproteinase-Doménen sowie die
Bindetaschen der Proteine dieser Fami-
lie verglichen werden sollten. Aus diesem  pypejje 4.3: ADAMTS-Proteine (auer ADAMTS?) und genutzte
Grund spielte eine groBtmogliche Abde- Template-Strukturen fiir das Homology Modeling sowie die Se-

quenzidentititen zwischen Target und Template. * - Fiir diese Pro-

ckung der Proteinsequenz keine Rolle. Zu- 177 . i
teine liegen strukturelle Daten der Metalloproteinase-Doméne vor.

sétzlich ist aus dem vorigen Kapitel bereits

] ) Protein Template Kette  Sequenz-
bekannt, dass keine komplette Struktur eines (PDB-ID) identitit
ADAMTS-Proteins vorliegt und die kom- ADAMTS1* V4B B 999
plette Struktur von ADAMTS7 nicht model- ADAMTS2  3LJT (ADAMTSS) A 30%

) ADAMTS3 3HYG (ADAMTSS) A 30 %
liert werden konnte, was demzufolge auch ADAMTS4* 2RJP C 99 %
fiir die anderen ADAMTS-Proteine gilt. ADAMTS5* 3HYG A 99 %

ADAMTS6 3HYG (ADAMTSS) A 40 %

ADAMTSS 2V4B (ADAMTSI1) B 56 %

ADAMTSY9 2V4B (ADAMTS1) B 51%

. . ADAMTSI10 2V4B (ADAMTS1) B 39 %

Als poten21elle Templates (31ehe Tabel- ADAMTS12  2V4B (ADAMTS1) B 41 %
le 3.1 fiir die Eigenschaften der Rontgenkris- ADAMTSI13  2V4B (ADAMTS1) B 31%

. . ADAMTS14  2V4B (ADAMTS1) B 31%
tallstrukturen) kamen, wie beim Homology ADAMTS15  2V4B (ADAMTSI) B 65 %
Modeling von ADAMTS7, die ADAMTS1- ADAMTS16  2V4B (ADAMTS1) B 36 %

ADAMTS17  2V4B (ADAMTSI) B 35%
Strukturen 2JIH, 2V4B, 3Q2G und 3Q2H; ADAMTSI8  2V4B (ADAMTS1) B 359%
die ADAMTS4-Strukturen 2RJP und 3B2Z; ADAMTSI9  2V4B (ADAMTS1) B 33%
ADAMTS20 2V4B (ADAMTSI) B 47 %

sowie die bekannten ADAMTSS5-Strukturen
2RJQ, 3B8Z, 3HY7, 3HYY9, 3HYG und
3LJT infrage. Die publizierten ADAMTS13-
Rontgenkristallstrukturen waren auch bei

diesen Modellierungen als mogliche Templates nicht geeignet, da sie nicht die gesuchte Doméne umfas-
sen. Die Wahl des jeweiligen Templates erfolgte anhand der Analyse der Sequenzidentitit zwischen Protein
und Rontgenkristallstrukturen, die wie bei der Auswahl des ADAMTS7-Templates iiber ein multiples Se-
quenzalignment mit PROMALS3D berechnet wurde. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die einzelnen
Alignments hier nicht aufgefiihrt. Es konnte fiir jede zu modellierende ADAMTS-Struktur ein Template mit
einer Sequenzidentitidt von mindestens 30 % gefunden werden. Lagen mehrere mogliche Templates mit iden-
tischer, maximaler Sequenzidentitit vor, wurden als weitere Kriterien die Auflosung der Rontgenkristall-
strukturen sowie der durchschnittliche B-Faktor beriicksichtigt. Beinhalten gewéhlte Template-Strukturen
mehrere Proteinketten wurde jene Kette mit den besseren strukturellen Parametern bestimmt. Mogliche
fehlende Aminosduren sowie eine Evaluation mit ProSa2003 und PROCHECK wurden dann zur Analy-
se herangezogen. Die Auflosung der ADAMTS4-Rontgenkristallstrukturen ist mit 2.8A vergleichsweise
niedrig, sodass ein Template mit einer besseren Auflosung moglicherweise ein genaueres Modell liefert.
Daher wurde zusitzlich ein Sonderfall beriicksichtigt: Handelte es sich bei einer der ADAMTS4-Rontgen-
kristallstrukturen um jene mit der hochsten Sequenzidentitit, wurde die Struktur mit der zweithdchsten
Sequenzidentitédt als Template gewihlt (unter der Bedingung: Sequenzidentitiit > 30%). Diese Sonder-
regel wurde bei ADAMTS12, -13, -17, -18 und -19 angewendet. Fiir diese fiinf Targetstrukturen wurde
die ADAMTS1-Rontgenkristallstruktur 2V4B als Template gewahlt, welche eine Auflosung von 2,0 A hat.
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4 Ergebnisse und Diskussion: Untersuchungen der ADAMTS-Familie

Der Unterschied in der Sequenzidentitidt zwischen Target und der ADAMTS4-Rontgenkristallstruktur bzw.
2V4B lag jeweils zwischen 0,3 % (ADAMTS12) und 1,1 % (ADAMTS17).

Die fiir die jeweiligen Modelle genutzten Templates sind in Tabelle 4.3 aufgelistet. Die Templatesu-
che fiir ADAMTS3 und ADAMTSG6 ergab die hochste Sequenzidentitidt mit den ADAMTSS5-Rontgenkris-
tallstrukturen 3HYG und 3B8Z, welche die gleiche Auflosung haben. Als Template wurde 3HYG (Kette
A), analog zur ADAMTS7-Modellierung gewihlt (sieche Abschnitt 3.1). Alle weiteren ADAMTS-Modelle
der Metalloproteinase-Domine, auBer ADAMTS?2, -3 und -6, wurden mit der ADAMTS1-Rontgenkristall-
struktur 2V4B (Kette B) als Template berechnet. Von 2V4B ist, analog zur Wahl der repriasentativen Struk-
tur von ADAMTSI, die Kette B aufgrund der strukturellen Parameter (siche Tabelle 4.1) als Template zur
Modellierung herangezogen worden. Die ADAMTS2-Domaéne hat 3LJT, eine ADAMTSS5-Rontgenkristall-
struktur, als Template.

Alle ADAMTS-Modelle wurden einer Modellvalidierung mit PROCHECK unterzogen. In Tabelle 4.4
sind die Ergebnisse des Ramachandran-Plots fiir jedes Homologiemodell sowie der Bereich, den jedes Mo-

dell fiir das jeweilige Protein abdeckt, aufgefiihrt. 14 der 15 Modelle zeigen einen geringen Anteil (bis zu

Tabelle 4.4: Modellvalidierung der erstellten ADAMTS-Homologiemodelle anhand des mit PROCHECK erstellten
Ramachandran-Plots. Zusitzlich ist die sequenzielle Abdeckung der Modelle angegeben.

Homologiemodell Abdeckung Ramachandran-Plot
des Proteins bevorzugt erlaubter  zusétzlich erlaubter  erlaubter  nicht erlaubter
Bereich Bereich Bereich Bereich
ADAMTS2  Asp263-Pro476 88,8 % 10,1 % 0,5 % 0,5 %
ADAMTS3  Asn254-Pro466 89.4 % 10,1 % 0,0 % 0,5 %
ADAMTS6  T1e248-Asp472 87.4 % 10,6 % 1,0% 1,0 %
ADAMTS8  Ala218-Glu519 85,8 % 11,8% 1,2% 1,2%
ADAMTS9  Pro292-Pro584 87.4 % 11,9% 0,4 % 0,4 %
ADAMTS10  Glu238-Phe539 83,0 % 16,3 % 0.4 % 0,4 %
ADAMTS12  Glu245-Pro538 82,5 % 16,7 % 0.4 % 0,4 %
ADAMTS13 11e79-Thr378 83,8 % 15,4 % 0,8 % 0,0 %
ADAMTS14  Ser258-GIn547 87,0 % 10,9 % 1,6 % 0,4 %
ADAMTS15  Pro217-Arg507 84,2 % 13,8 % 0,8 % 1,2%
ADAMTSI16  Glu289-Gly581 85,3 % 13,1% 1,2 % 0,4 %
ADAMTS17  Glu231-Pro539 82,6 % 14,4 % 2,2 % 0,7 %
ADAMTS18  Gly292-Gly584 81,2 % 15,6 % 2,4 % 0,8 %
ADAMTSI19  Glu324-Pro632 81,8 % 15,3 % 1,8 % 1,1 %
ADAMTS20  Pro258-Thr552 88,2 % 9.8 % 1,6 % 0,4 %

1,2 % bei ADAMTSS und -15) an Aminosduren mit Torsionswinkeln in energetisch ungiinstigen Regionen.
Die wenigen Aminoséduren mit einer moglicherweise nicht nativen Konformation sind jedoch unerheblich
fiir die weiteren Untersuchungen der Bindetasche, da sie nicht in diesem Bereich liegen. Die Validierung mit
MetaMQAPII (siche Tabelle 4.5) zeigte fiir alle Modelle RMSD-Werte um 4 A und GDT_TS-Werte > 40.
Das heiBt, die Modelle weichen vermutlich um rund 4 A von den nativen Strukturen ab (siehe Abschnitt 2.4).
Die Validierung mit ProSa2003, einem Programm, welches die Kompatibilitit der Proteinmodelle mit der
Aminosiuresequenz untersucht, zeigt in allen erstellten ADAMTS-Modellen keine Auffalligkeiten (siehe
Tabelle 4.5). Aus diesem Grund wurden die Ergebnisse als plausibel bewertet, sodass die 15 ADAMTS-
Modelle bzw. 19 raumliche ADAMTS-Strukturen fiir den strukturellen Vergleich zur Verfiigung standen.
Die raumlichen Daten der Metalloproteinase-Doméinen und insbesondere deren Bindetasche sollten vor
allem dazu dienen, Bereiche in der ADAMTS7-Bindetasche zu identifizieren, die Unterschiede aufweisen.

Diese Informationen galt es, bei der Suche nach selektiven ADAMTS7-Inhibitoren gezielt zu nutzen. Aus
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4.2 Sequenz- und Strukturvergleich

Tabelle 4.5: Modellvalidierung der erstellten ADAMTS-Homologiemodelle mit MetaMQAPII und ProSa2003.
Homologiemodell MetaMQAPII Z-Scores (ProSa2003)

des Proteins GDT_TS-Wert RMSD (A) Combined Pair  Surf

ADAMTS2 45,9 4,1 -6,48 -6,74 4,25
ADAMTS3 44,2 4,5 -6,30 -4,65  -4,75
ADAMTS6 44,7 4,0 -7,60 -427 6,15
ADAMTSS 46,4 4,1 -9.34 -7,60  -6,55
ADAMTS9 46,5 3,8 -9.09 -744  -6.46
ADAMTS10 43,6 4,2 -8,15 -6,10  -5,97
ADAMTS12 442 4,0 -7,62 -6,32  -5,54
ADAMTS13 46,4 4,1 -8,27 -6,82  -5,87
ADAMTS14 47,3 3,7 -7,56 6,45 -527
ADAMTS15 45,0 4,1 -8,82 -7,98  -6,03
ADAMTS16 45,8 39 -8,03 -6,48 -5,96
ADAMTS17 45,3 4,5 -9,07 -6,82  -6,75
ADAMTS18 45,3 4,2 -8,07 -6,16  -6,16
ADAMTS19 444 4,5 -8,34 -7,11  -5,87
ADAMTS20 44,6 4,0 -8,69 -7,06 -6,33

diesem Grund war die Modellierung der unbekannten ADAMTS-Metalloproteinase-Doménen ein weiterer
Schritt auf der Suche nach selektiven ADAMTS7-Inhibitoren.

4.2 Sequenz- und Strukturvergleich

Um sequenzielle und strukturelle Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede der 19 ADAMTS-Proteine zu identi-
fizieren, wurden auf sequenzieller Ebene multiple Alignments mit PROMALS3D [65] (Substitutionsmatrix:
BLOSUMG62) und auf struktureller Ebene mit Schrodinger Maestro durchgefiihrt. Die Sequenzidentititen
zwischen den 19 Proteinen wurden im Gesamten sowie fiir die Metalloproteinase-Doménen und die Binde-
taschen mit dem Programm SIAS [161] bestimmt.

Ein Vergleich iiber die gesamte Sequenzlinge der ADAMTS-Proteine gibt einen ersten Ansatz iiber den
Grad der sequenziellen Konservierung innerhalb dieser Proteinfamilie. Auf die Auffithrung des komplet-
ten multiplen Alignments wird hier aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet. In Tabelle 4.6 sind die
paarweisen Sequenzidentititswerte fiir die ADAMTS-Proteinfamilie aufgefiihrt. Die hochste Sequenziden-
titdt besteht mit 60,7 % zwischen ADAMTS6 und -10, die niedrigste mit 17,6 % zwischen ADAMTS13
und -19. Die mittlere Sequenzidentitét aller Vergleiche betrdgt 29,4 % mit einer Standardabweichung von
7,7 %. Anhand dieser Werte wird deutlich, dass die Sequenzidentitdt unter den ADAMTS-Proteinen eine
hohe Spannweite hat. ADAMTS7 weist iiber die gesamte Sequenz mit 44,5 % die hochste Sequenzidenti-
tit zu ADAMTS12 auf und mit 21,2 % die niedrigste zu ADAMTS13. Strukturvergleiche fiir die gesamten
ADAMTS-Proteine waren nicht moglich, da keine vollstindigen experimentellen 3D-Daten fiir Proteine

dieser Familie vorliegen.

4.2.1 Vergleich der Metalloproteinase-Doméine

Bevor die Bindetaschen der ADAMTS-Proteine im Detail untersucht werden sollten, wurden die Metallo-
proteinase-Dominen hinsichtlich ihrer Sequenz und Struktur verglichen. Dies sollte eine differenziertere

Auskunft iiber den genauen Grad der Konservierung dieses Bereichs ermoglichen.
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4 Ergebnisse und Diskussion: Untersuchungen der ADAMTS-Familie

Tabelle 4.6: Paarweiser Vergleich der Sequenzidentititen der kompletten ADAMTS-Proteine in Prozent. Die Identi-
tatswerte sind farbkodiert: 100 % identisch - orange, 0 % identisch - weil3.

Sequenzidentitit
ADAMTS1
ADAMTS?2
ADAMTS3
ADAMTS4
ADAMTS5
ADAMTS6
ADAMTS7
ADAMTSS8
ADAMTS9
ADAMTS10
ADAMTS12
ADAMTS13
ADAMTS 14
ADAMTS15
ADAMTS16
ADAMTS17
ADAMTS18
ADAMTS19
ADAMTS20

ADAMTS1 26,7 26,1 50,1 39,4 28,2 29,4 46,3 35,9 28,1 28,2 21,2 24,7 48,3 28,7 26,6 28,4 25,9 34,7
ADAMTS2 26,7 26,0 26,8 26,5 25,2 28,3 25,4 26,8 22,7 20,3 29,1 26,4 25,9 26,0 23,4 23,2
ADAMTS3 26, 1 25,0 25,8 27,4 24,4 26,9 23,7 26,1 23,1 18,7 27,6 25,6 24,6 26,2 21,8 22,2
ADAMTS4 50,1 26,0 25,0 37,2 30,3 29,7 41,5 37,2 30,2 28,9 21,6 25,0 44,1 28,7 27,2 28,7 27,2 35,6
ADAMTS5 39,4 26,8 25,8 37,2 29,1 29,0 39,8 34,4 28,8 27,1 19,7 26,3 39,1 27,4 25,6 26,1 26,1 32,9
ADAMTS6 28,2 26,5 27,4 30,3 29,1 35,6 29,0 32,7 33,9 21,1 26,2 30,3 34,2 28,9 35,2 30,2 29,3
ADAMTS7 29,4 25,2 24,4 29,7 29,0 35,6 30,3 24,2 35,4 44,5 21,2 24,5 31,3 31,9 29,8 31,7 28,3 23,2
ADAMTSS 46,3 28,3 26,9 41,5 39,8 29,0 30,3 38,1 27,9 27,6 22,2 26,7 45,0 27,4 26,3 27,6 25,9 36,7
ADAMTS9 35,9 25,4 23,7 37,2 34,4 32,7 24,2 38,1 31,3 24,3 21,0 24,0 39,6 27,5 25,6 27,8 23,9 43,9 _ 100
ADAMTSI10 28,1 26,8 26,1 30,2 28,8 35,4 27,9 31,3 32,2 21,8 26,0 30,9 32,9 27,8 33,3 27,9 29,7
ADAMTS12 28,2 22,7 23,1 28,9 27,1 33,9 44,5 27,6 24,3 32,2 19,6 22,6 28,4 30,8 28,6 31,1 27,8 24,0
ADAMTS13 21,2 20,3 18,7 21,6 19,7 21,1 21,2 22,2 21,0 21,8 19,6 19,7 22,5 20,8 22,3 20,4 17,6 22,1 || 7°
ADAMTS14 24,7 25,0 26,3 26,2 24,5 26,7 24,0 26,0 22,6 19,7 26,8 25,3 25,7 24,8 22,7 22,3
ADAMTSI5 48,3 29,1 27,6 44,1 39,1 30,3 31,3 45,0 39,6 30,9 28,4 22,5 26,8 29,7 26,6 29,2 28,1 36,7 || 50
ADAMTS16 28,7 26,4 25,6 28,7 27,4 34,2 31,9 27,4 27,5 32,9 30,8 20,8 25,3 29,7 28,3 26,6 25,5
ADAMTS17 26,6 25,9 24,6 27,2 25,6 28,9 29,8 26,3 25,6 27,8 28,6 22,3 25,7 26,6 28,3 29,0 25,8
ADAMTSI18 28,4 26,0 26,2 28,7 26,1 35,2 31,7 27,6 27,8 33,3 31,1 20,4 24,8 29,2 29,0 26,7 26,4 || 2
ADAMTS19 25,9 23,4 21,8 27,2 26,1 30,2 28,3 25,9 23,9 27,9 27,8 17,6 22,7 28,1 26,6 26,7 24,0
ADAMTS20 34,7 23,2 22,2 35,6 32,9 29,3 23,2 36,7 43,9 29,7 24,0 22,1 22,3 36,7 25,5 25,8 26,4 24,0 Uy

Sequenzidentitit (%)

Der Sequenzvergleich der Metalloproteinase-Doménen konnte auerdem einen ersten Ansatz fiir nicht
konservierte Aminosiuren in der Bindetasche geben, welche mogliche Interaktionspartner fiir selektiven Li-
ganden darstellen konnten. In Anhang A.2.1 in Abbildung A.5 befindet sich das multiple Sequenzalignment
der 19 Metalloproteinase-Doménen der ADAMTS-Proteine. Anhand dieses Alignments und der daraus
resultierenden paarweisen Sequenzidentititen (siehe Tabelle 4.7) konnen Aussagen iiber die Gleichartig-
keit dieser Domine getitigt werden. Die paarweisen Sequenzidentititen der ADAMTS-Metalloproteinase-
Doménen liegen zwischen 28,0 % (ADAMTSS und -13) und 86,8 % (ADAMTS2 und -3). Der durch-
schnittliche Sequenzidentitit betrigt bei diesem Vergleich 41,8 % 11,3 %. Anhand des Alignments konnte
somit ein hoher Konservierungsgrad der Metalloproteinase-Doménen aufgezeigt werden. Folglich ist die
Metalloproteinase-Doméne der ADAMTS-Proteine im Vergleich zur gesamten Sequenz stéirker konserviert.
Die hochste Sequenzidentitit zu ADAMTS7 weist erneut ADAMTS12 mit 76,8 % auf. Die niedrigste Se-
quenzidentitét zeigt ADAMTS13 mit 35,7 % zu ADAMTST.

Die Sequenzanalyse wurde durch einen Strukturvergleich der Metalloproteinase-Doménen ergénzt. Fiir
den Vergleich der experimentellen sowie der modellierten Daten der ADAMTS-Metalloproteinase-Domi-
nen wurden diese mit Schrodinger Maestro alignt und anhand des RMSDc,, verglichen. In Tabelle 4.8 sind
die paarweisen Vergleichswerte fiir alle Mitglieder der ADAMTS-Familie aufgefiihrt. Es sind deutliche
strukturelle Unterschiede in der Metalloproteinase-Doméne zu erkennen. Der durchschnittliche RMSDc,,
liegt bei 8,3A +4,1A. Der grofte Unterschied zeigt sich zwischen ADAMTS4 und -19 mit 16,7 A. Der
niedrigste Unterschied konnte zwischen ADAMTS16 und -18 mit 1,1 A beobachtet werden. ADAMTS7 hat
eine durchschnittliche Abweichung von 7,3 A+ 3, 1A zu den C,-Atomen der 18 ADAMTS-Proteine.
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4.2 Sequenz- und Strukturvergleich

Tabelle 4.7: Paarweiser Vergleich der Sequenzidentititen der ADAMTS-Metalloproteinase-Doménen in Prozent. Die
Identitdtswerte sind farbkodiert: 100 % identisch - orange, 0 % identisch - weif3.

Sequenzidentitit

ADAMTSI1
ADAMTS2
ADAMTS3
ADAMTS4
ADAMTSS
ADAMTS6
ADAMTS7
ADAMTSS
ADAMTS9
ADAMTSI10
ADAMTSI12
ADAMTS13
ADAMTS14

ADAMTSI15
ADAMTSI16
ADAMTS17
ADAMTSI18
ADAMTSI19
ADAMTS20

ADAMTS1
ADAMTS2
ADAMTS3
ADAMTS4
ADAMTSS
ADAMTS6
ADAMTS7
ADAMTSS
ADAMTS9
ADAMTSI10
ADAMTS12
ADAMTS13
ADAMTS14
ADAMTSI15
ADAMTS16
ADAMTS17
ADAMTSI18
ADAMTS19
ADAMTS20

39,5
32,7 36,6
34,6 36,6
49,0 40,8

42,4
37,1
36,1
45,5
43,3

39,0
36,1
35,1
39,8
37,1

41,4
34,6
33,2
42,7
39,0

29,5
31,2
31,2
31,9
28,0
34,3
35,7
28,5
29,5
32,9
33,3

30,2
31,2
30,7

31,2 33,7 35,1
34,1 35,1
50,2
46,9
34,6
39,8 49,8

31,2
32,7
36,6
37,1
33,7
35,1
36,1
34,6
31,2

30,7
34,6
36,6
36,1
34,1
35,1
35,1
33,2
31,2

31,7
33,7
39,1
37,1
34,2
39,1
38,1
35,6
32,2

49,0
40,8
45,5

39,5
42,4

39,5 1)
43,3
34,6
46,9
37,1
39,0
28,0 34,3
33,7 39,1
42,9
34,5 48,5
34,3 41,6
34,0 35,4 45,6
32,4 42,0 40,3 29,4 33,8
43,5 41,6 47,8 47,4

39,8
49,8

34,1
48,3

37,9
50,2
39,8
42,7
31,9
31,7

39,0
41,4
29,5
30,2
37,6
37,6
32,7

34,1 48,3
37,9

28,5 29,5
34,2 39,1

35,7
37,1
49,0
35,0 45,6
34,1 38,2

32,9
38,1
42,4
48,1

33,3
35,6
45,7

32,2
29,5
33,0
41,6 42,2 30,9
50,0 31,1 36,6
40,6 43,6 28,5 32,2
39,2 47,4 33,8 37,1

35,1
35,6
31,2

34,7
37,1
34,7

35,4
31,0
35,0 40,0 38,5 38,8
30,5 31,2 30,2 34,1
46,9 34,6 35,6 45,5

38,3

36,0 41,2

35,4
37,6
35,6
38,3
34,5
48,5

31,0
32,7
31,2
36,0
34,3
41,6
41,2
34,1
38,2
41,6
42,2
30,9
34,7
36,2

35,0
40,0
38,5
38,8
34,0

30,5 46,9
31,2 34,6
30,2 35,6
34,1 45,5
32,4 43,5
42,0 41,6
40,3 47,8
29,4 47,4
33,8
40,6 39,2
43,6 47,4
28,5 33,8
32,2 37,1
34,8 45,5
45,6 38,3
36,8
46,1 40,3
32,5
32,5 00}

37,6
35,1

42,9
49,0
35,0
45,6
48,1

35,4
45,6
42,4 50,0
45,7

29,5

I 100

33,0 75

37,1

31,1
36,6
39,3 50
36,2
39,3
34,8
45,5

46,6

Sequenzidentitit (%)

46,6 25

45,6
38,3 36,8

46,1
40,3

Tabelle 4.8: Strukturvergleich der Metalloproteinase-Domiinen der ADAMTS-Proteine anhand des RMSDc, in A. Die
strukturellen Unterschiede zwischen den Proteinen sind mittels eines Farbverlaufs dargestellt: Von 0 A Unterschied -
blau zu 10 A Unterschied - weil3 bis 20 A Unterschied - rot. * - Rontgenkristallstruktur.

RMSDcy

ADAMTSI1*
ADAMTS2
ADAMTS3
ADAMTS4*
ADAMTS5*
ADAMTS6
ADAMTS7
ADAMTSS
ADAMTS9
ADAMTSI10
ADAMTSI12
ADAMTS13
ADAMTS 14

ADAMTSI15
ADAMTS16
ADAMTS17
ADAMTS18
ADAMTSI19
ADAMTS20

ADAMTS1*
ADAMTS2
ADAMTS3

ADAMTS4*

ADAMTS5*
ADAMTS6
ADAMTS7
ADAMTSS
ADAMTS9

ADAMTS10

ADAMTS12

ADAMTS13

ADAMTS14

ADAMTS15

ADAMTS16

ADAMTS17

ADAMTS18

ADAMTS19

ADAMTS20

=
oo

12,0 6,3
12,2 6,5

12,3 13,6

12,1 13,3

13,1 6,6
6,9 13,1
13,1 6,6
6,6 13,0

12,9 6,6
7,0 12,9 14,1 14,4

12,8 6,6 [42] 6,7

6,7 12,9 14,1 14,3

14,0 13,8 14,1

14,0 13,8 14,0

12,2 13,1 6,9 13,1 6,6 12,2
6,6 13,1 6,6 13,0

11,9 12,9 7,0 12,8 6,7 11,9 20

6,6 12,9 6,6 12,9.

14,142 14,1

7,9 6,8 14,4 6,7 14,3 8,1 .
10

13,8 14,7

13,9 14,8
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4 Ergebnisse und Diskussion: Untersuchungen der ADAMTS-Familie

Die minimale Distanz zu ADAMTS7 zeigt ADAMTS12 (RMSD¢, =2, OA). Die maximale Differenz zu
ADAMTS7 wurde fiir ADAMTS 17 mit einem RMSD¢,, von 13,1 A berechnet. Die strukturellen Unterschie-
de in den Metalloproteinase-Doméinen befinden sich dabei in den Loop-Regionen der Proteine. Die Bereiche
mit ausgebildeten Sekundirstrukturen zeigen optisch nur geringe strukturelle Abweichungen (nicht abge-
bildet).

Der Sequenzvergleich der Metalloproteinase-Doménen bestitigt die hohe Konservierung dieser Domine
(durchschnittlich 41,8 %) in der ADAMTS-Familie. Im Gegensatz dazu sind grof3e strukturelle Unterschiede
(vergleiche Tabelle 4.8) in dieser Proteindomine identifiziert worden. Es kann demzufolge nicht von der
starken Konservierung auf eine strukturelle Ahnlichkeit geschlossen werden. Die strukturellen Unterschiede
der Metalloproteinase-Dominen sind daher ein erster Ansatz, der auf Diversitit in diesem Bereich trotz

hoher sequenzieller Konservierung hindeutet.

4.2.2 Vergleich der Bindetasche

Aufgrund des hohen Konservierungsgrades der Metalloproteinase-Doménen, stellt sich die Frage, ob die
Bindetaschen der ADAMTS-Proteine ebenfalls hoch konserviert sind. Um das zu untersuchen, wurde die
Bindetasche in drei Bereiche unterteilt (vergleiche Abschnitt 3.3.1) und diese einzeln betrachtet. Dabei
handelt es sich um die Bereiche um das $3-Faltblatt S4 (ADAMTS7: Met350-Met365), die a-Helix H4
(ADAMTS7: Leu380-Gly400) und die Loop-Region L1 (ADAMTS7: Ser401-Arg430). Ist im Folgenden
von den Regionen bzw. Bereichen um S4, H4 und L1 die Rede, sind diese definierten Teilsequenzen bzw. -
strukturen gemeint. In der Abbildung 4.1a sind die Bereiche, welche die Tasche beschreiben, im ADAMTS7-
Homologiemodell dargestellt.

Zur Analyse der sequenziellen Konservierung wurde das multiple Alignment iiber diese Bereiche be-
trachtet, welches in Abbildung 4.1b dargestellt ist. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind an dieser Stelle in
Tabelle 4.9 nur die Sequenzidentititen der drei Bindetaschenregionen im Vergleich zu ADAMTS7 aufge-
fiihrt. Die vollstindigen paarweisen Sequenzidentititen der ADAMTS-Familie iiber die drei betrachteten
Bereiche sind im Anhang A.2.1 in den Tabellen A.1-A.3 dargestellt.

Anhand des Alignments zeigt sich bereits visuell eine hohe sequenzielle Ubereinstimmung in einem
Teilbereich der Helix H4 (Ala383-Gly400), welcher auch das Zink-bindende Motiv umfasst. Der Ver-
gleich der Sequenzidentititen in den Bereichen verdeutlicht diese Feststellung. Die Bereiche um S4 und
H4 sind iiber die ADAMTS-Familie mit einer durchschnittlichen Sequenzidentitit von 46,5% +17,9%
bzw. 63,3 % + 10,9 % stark konserviert. Im Gegensatz dazu ist die Region des L1-Loops mit einer durch-
schnittlichen Sequenzidentitédt von 25,2 % + 12,9 % weniger stark konserviert. Die hochsten Sequenziden-
titditen zu ADAMTS?7 in den drei betrachteten Regionen weist erneut ADAMTS 12 mit 82,4 % (S4-Bereich),
95,2 % (H4-Bereich) bzw. 66,7 % (L1-Loop) auf. Die niedrigste Sequenzidentitit zu ADAMTS7 weisen
ADAMTS13 im S4-Bereich (18,8 %), ADAMTS8 und ADAMTS14 im H4-Bereich (52,4 %) und AD-
AMTS1 und ADAMTS4 mit je 16,7 % im L1-Loop auf. Somit stellt die L1-Loop-Region aufgrund der
geringsten sequenziellen Konservierung, im Gegensatz zu den Bereichen um H4 und S4, einen moglichen
~Angriffspunkt® fiir Interaktionsbereiche mit selektiven Inhibitoren dar. Hier bestitigt sich zudem, dass
ADAMTSS zu ADAMTS7 die hochsten Sequenzidentitéiten, im Vergleich zu den ADAMTS-Proteinen mit
bekannten Rontgenkristallstrukturen, aufweist.

Um einen Einblick in die Struktur der ADAMTS-Bindetaschen zu erhalten, wurde ein Vergleich dieser
anhand der bekannten experimentellen ADAMTS-Daten sowie der erstellten ADAMTS-Homologiemodelle
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4.2 Sequenz- und Strukturvergleich

(a) Einteilung der ADAMTS7-Bindetasche

Bereich um S4 Bereich um H4 Loop-Bereich L1

Bereiche | ] [ | ]

365 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430
ADAMTS1 O A FNagE TRV LEE VENNIPEBIDAKQCASLNGVNQ . DSHMUIASMLSN . . LDHSQP[EP
ADAMTS2 @GD..EVR.LGSIMEELVQA. .AFHRFHIER
ADAMTS3 @GD..ETA.MGSVUMSLVOA . . AFHRYHISR
ADAMTS4 O SyANauN A PNEE) LERE ViGN LIEBN SKPC I SLNGP LS TSRHVIUENIVMAH . . VDPEEP|IEP
ADAMTSS | H A PNauN v YSEha) T (€38 T, LEL SiEMBD SKFCEETFGSTE . DKRLIMISSILTS . . IDASKPEK
ADAMTS6 | G S INNEPNERD) T (€I NIIEYINERIE T GNS@IGT . KGHE . AAKLIMMAHTITA . . NTNPF S[IE|A
ADAMTS7 | P 7, /NaN VaNEha) 1,(€321 S jal€] T Ql:BBlE{S GND[®EP . . VGK . RPFIMSEQLLY . . DAAP LTIER
ADAMTSS LN L(€REIV L SUP|D SKPCTRLFGPMG . KHHVIWNELFVH . . LNQTLP|ifs|P
ADAMTS9 | S T/ANgREPNE6a] 1 €NE | VIgIN)UPEBDNNK CKEE . GVKS . PQHVIUENET LNF . . Y TNP WMIEIK
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ADAMTS15 7P S /ANaEE T/aVaha) L€ VigINIUP BN VKVCEEVEGKLR . ANHMUSIETLIQ . . IDRANPJIEIA
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ADAMTS19 KDEP[lE V(e TENY L S[EV | ffN L SghssSshaiM(eRsN M{e| T NiESND HP S[§JAD . . GLHIMISGEWIKGONLGDVS|IER
ADAMTS20 . KEK@NMMELSYLETI |iT SESakluw-vetsl Liehs| T LEV QB DNP RCKE . . MKVT . KYHVIUNGALSF . . HMS P W S|IEIN

0000000000 =
sS4 H4 L1

(b) Alignment der Bindetaschenregion

Abbildung 4.1: Zoom in die ADAMTS7-Bindetasche sowie Sequenzalignment der ADAMTS-Bindetaschen. (a)
ADAMTS7-Bindetasche dargestellt anhand der drei definierten Regionen, welche farbig markiert sind: Bereich um
B-Faltblatt S4 (Met350-Met365) beige, Region um o-Helix H4 (Leu380-Gly400) pastellgriin und Loop-Region L1
(Ser401-Arg430) rosé. Das Protein ist in Cartoon-Darstellung, die Zink-koordinierenden Histidine als Linien veran-
schaulicht. Das Zink-Ion ist als graue Kugel zu erkennen, Zink-koordinierende Bindungen als grau gestrichelte Li-
nien. (b) Ausschnitt aus dem multiplen Sequenzalignment der Metalloproteinase-Doménen aller ADAMTS-Proteine
zur Darstellung des Bereichs der Bindetasche. Konservierte Aminosduren sind grau hinterlegt. Die Sequenzen der
ADAMTS-Domiénen stammen aus der UniProt-Datenbank [169]. Die Nummerierung des Alignments sowie die Ein-
teilung der Bereiche iiber dem Alignment beziehen sich auf ADAMTS7. Das Gleiche gilt fiir die Markierung der
Sekundérstrukturelemente in diesen Bereichen unter dem Alignment.

durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die ADAMTS-Bindetaschen alignt und anhand ihrer Koordina-
ten verglichen. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind die kompletten paarweisen Vergleiche der ADAMTS-
Strukturen iiber die drei Bereiche im Anhang A.2.1 in den Tabellen A.4-A.6 aufgefiihrt. Die drei strukturel-
len Analysen der ADAMTS-Proteine im Vergleich zum Target ADAMTS?7 sind in Tabelle 4.10 zusammen-
gefasst.

Es zeigte sich, dass der Bereich um die a-Helix H4 dhnlich in allen ADAMTS-Proteinen ist. Der durch-
schnittliche RMSDc,, betriigt 1,3A +0,9A fiir diesen Bereich. Der RMSDc, reicht von 0,5 A bei AD-
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4 Ergebnisse und Diskussion: Untersuchungen der ADAMTS-Familie

Tabelle 4.9: Paarweiser Vergleich der Sequenzidentititen der drei Bereiche, welche die Bindetasche definieren, im
Vergleich zu ADAMTS7 (in Prozent). Zur Vereinfachung sind die betrachteten Bereiche der ADAMTS7-Bindetasche
folgendermallen abgekiirzt: ADAMTS7-S4 (Met350-Met365), ADAMTS7-H4 (Leu380-Gly400) und ADAMTS7-L1
(Ser401-Arg430). Die Identitdtswerte sind farbkodiert: 100 % identisch - orange, 0 % identisch - weil3.

ADAMTS7-S4 ADAMTS7-H4 ADAMTS7-L1

ADAMTS 1 40,0 16,7

ADAMTS2 38,5 30,0

ADAMTS3 38,5 26,7

ADAMTS4 35,7 16,7

ADAMTS5 40,0 26,7

ADAMTS6 23,3

ADAMTS7

ADAMTSS 31,3 20,0

ADAMTS9 37,5 26,7 = 100
ADAMTS10 23,3

ADAMTS 12 _
ADAMTS13 18,8 17,9 (S
ADAMTS 14 50,0 26,7 g
ADAMTS15 46,7 23,3 so 5
ADAMTS16 35,7 5
ADAMTS17 35,3 27,6 g
ADAMTS 18 35,7 12 &
ADAMTS19 41,2 24,1

ADAMTS20 37,5 23,3 Uy

AMTSS8 und ADAMTS15 bis 1,7 A bei ADAMTS5 und ADAMTS12 (siehe Tabelle A.5). Die hohe struktu-
relle Ahnlichkeit kann mit der konservierten Sekundir struktur begriindet sein. Hierbei bildet ADAMTS10
jedoch eine Ausnahme: Mit einem RMSDc,, bis zu 4,1 A im Vergleich zu ADAMTS16 weicht der Bereich
um die Helix H4 deutlich von den anderen ADAMTS-Proteinen ab. Das gleiche Ergebnis spiegelt sich auch
wider, wenn nur die ADAMTS7-Vergleiche betrachtet werden: Die maximale strukturelle Abweichung zu
ADAMTS7 weit ADAMTS10 mit 3,8 A auf. Die durchschnittliche Abweichung des Bereiches um H4 zu
ADAMTS7 betriigt 1,0A 40,7 A, was somit mit der hohen sequenziellen Identitit im Einklang ist.

Im Gegensatz dazu zeigen die beiden Regionen S4 und L1 innerhalb der Proteinfamilie groBer strukturelle
Unterschiede. Die durchschnittlichen RMSD¢,-Werte betragen 6, 2A+ 4,3 A fiir die S4-Region (siehe Ta-
belle A.4)und 6,2 A=+2,3 A fiir die Region um den L1-Loop (siche Tabelle A.6) fiir alle Vergleiche. Folglich
sind die groBten, gleich verteilten Unterschiede im L1-Loop-Bereich vorhanden. Werden nur die Vergleiche
zu ADAMTS?7 betrachtet, zeigen diese eine durchschnittliche strukturelle Abweichung von 5,0A +4,0A
fiir die Region um S4 und 6,1 A+1,7A fiir den L1-Loop. Die strukturellen Unterschiede zu ADAMTS7
bestehen in der Region um S4 vor allem zu ADAMTS2 (RMSD¢, = 10,2 A), -3 (RMSD¢, = 10,5 A) und
-14 (RMSD¢,= 16,8 A). Die weiteren paarweisen Vergleiche betragen zwischen 1,3 A und 6,1 A. Im Be-
reich L1 liegen die Vergleichswerte zwischen 3,3 A (ADAMTS3) und 11,4A (ADAMTS4). Somit sind die
strukturellen Unterschiede im L1-Loop zu allen ADAMTS-Proteinen dhnlich bzw. dhnlicher als in der S4-
Region. Der L1-Loop ist sequenziell weniger stark konserviert als die restliche Bindetasche, was ein Grund
fiir die beobachteten strukturellen Unterschiede sein konnte. Die strukturelle Diversitit in dieser Region
sollte die Moglichkeit bieten selektive ADAMTS7-Inhibitoren zu entwickeln bzw. Eigenschaften fiir solche

abzuleiten.
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4.3 Bindemuster von bekannten Inhibitoren in ADAMTS-Proteinen

Tabelle 4.10: Strukturvergleich der drei Bereiche, welche die Bindetasche definieren, im Vergleich zu ADAMTS7
anhand des RMSD¢y, in A. Zur Vereinfachung sind die betrachteten Bereiche der ADAMTS7-Bindetasche folgender-
malen abgekiirzt: ADAMTS7-S4 (Met350-Met365), ADAMTS7-H4 (Leu380-Gly400) und ADAMTS7-L1 (Ser401-
Arg430). Die strukturellen Unterschiede zwischen den Proteinen sind mittels eines Farbverlaufs dargestellt: Von
0 A Unterschied - blau zu 10 A Unterschied - weiB bis 20 A Unterschied - rot. * - Rontgenkristallstruktur.

RMSDc, ADAMTS7-S4 ADAMTS7-H4 ADAMTS7-L1

ADAMTS1*
ADAMTS2
ADAMTS3

ADAMTS4*

ADAMTS5*
ADAMTS6
ADAMTS7
ADAMTS8
ADAMTS9

ADAMTS10

ADAMTS12

ADAMTS13

ADAMTS 14

ADAMTSI15

ADAMTS16

ADAMTS17

ADAMTS18

ADAMTSI19

ADAMTS20

20

=)
RMSDcy, (A)

Sequenz- sowie Strukturvergleiche der Bindetaschen der ADAMTS-Proteine konnten aufdecken, dass der
Bereich um die Helix H4 nicht nur sequenziell hoch konserviert ist, sondern aulerdem strukturell geringe
Abweichungen aufweist (im Vergleich zu ADAMTS7 maximal 3,8 A zu ADAMTS10). Dieser Bereich bie-
tet somit wahrscheinlich keinen Angriffspunkt fiir selektive Eigenschaften. Die Regionen um S4 und L1
zeigen stirkere Abweichungen. Vor allem in der Loop-Region L1 weisen alle ADAMTS-Proteine dhnlich
groB3e strukturelle Abweichungen (RMSD¢,) zu ADAMTS7 auf, was auf eine vielversprechende Region im

Hinblick auf selektive Interaktionen hindeutet.

4.3 Bindemuster von bekannten Inhibitoren in ADAMTS-Proteinen

Neben dem Wissen um strukturelle Unterschiede konnten bekannte Bindemuster in ADAMTS-Proteinen
weitere Aufschliisse iiber Eigenschaften von Inhibitoren in dieser Proteinfamilie geben. Daher wurden be-
kannte Protein-Ligand-Komplexe untersucht, um deren Interaktionen aufzuschliisseln. Ziel war es, Auf-
schluss iiber wichtige nicht selektive Wechselwirkungen sowie die Bindung im Allgemeinen in ADAMTS-
Proteinen zu erhalten.

In der ADAMTS Proteinfamilie sind kokristallisierte Strukturen von ADAMTSI1, -4 und -5 veroffent-
licht. In den Abbildungen 4.2a-4.2j sind die zehn ADAMTS-Rontgenkristallstrukturen mit den jeweiligen
Inhibitoren und deren Wasserstoffbriicken dargestellt. In den bekannten Strukturen binden die ADAMTS-
Inhibitoren in die Bindetasche der Metalloproteinase-Domine, in welcher ein katalytisches Zink-Ion iiber
drei Histidine gebunden ist. Aulerdem wird deutlich, dass die ADAMTS-Bindetaschen einen ,,Graben*
bilden, in dem die Inhibitoren an das katalytische Zink-Ion koordinieren. Dies ist in den Abbildungen A.6a-

A.6j im Anhang, welche eine Oberflichendarstellung der Bindetaschen beinhalten, veranschaulicht. Die
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4 Ergebnisse und Diskussion: Untersuchungen der ADAMTS-Familie

kokristallisierten Inhibitoren beinhalten entweder eine Carboxygruppe (—COOH) (ADAMTS4) oder die
funktionelle Gruppe der Hydroxamsduren (—CO—NHOH) als Zink-Bindemotiv.

Eine detaillierte Analyse der drei ADAMTS1-Bindemuster (siehe Abb. 4.2a-4.2c) zeigte, dass in allen ei-
ne Wasserstoffbriicke zwischen einem Sauerstoffatom des Inhibitors (2JIH: Carbonylgruppe (C=0); 3Q2G,
3Q2H: Sulfonylgruppe (—SO,—)) und Leu370-N (ADAMTS7: Leu357) ausgebildet ist. Zusétzlich liegt bei
2JIH und 3Q2G eine weitere Wasserstoffbriicke zu Gly371-O bzw. Gly371-N (ADAMTS7: Gly358) vor.
Leu370 und Gly371 befinden sich in der Faltblattstruktur analog zu ADAMTS7-S4. Bis auf hydrophobe
Wechselwirkungen sind in den Strukturen 3Q2G und 3Q2H keine weiteren Interaktionen zwischen Protein
und Inhibitor beobachtet worden (vergleiche Abb. A.6b und Abb. A.6¢c im Anhang). In der Rontgenkristall-
struktur 2JIH hingegen liegen weitere Wechselwirkungen vor. Der Inhibitor 097 interagiert mit Ser432-O
(ADAMTST7: Pro417) und Leu434-N (ADAMTS7: Leud419) iiber Wasserstoffbriicken. Ser432 und Leu434
liegen in dem Loop-Bereich, welcher analog zum ADAMTS7-L1-Loop ist. Aulerdem bildet Glu402-O,
(ADAMTS7: Glu389) eine Wasserstoffbriicke zur Zink-bindenden Gruppe des Inhibitors 097 aus. Den In-
hibitoren der Rontgenkristallstrukturen von 3Q2G und 3Q2H fehlen in diesem Bereich Protonendonoren

bzw. -akzeptoren zur Ausbildung dieser Wechselwirkungen.

Der Inhibitor 886 in der ADAMTS4-Rontgenkristallstruktur (siehe Abb. 4.2d) bindet neben dem Zink-
Ion iiber drei Wasserstoffbriicken an die Bindetasche. Die Wasserstoffbriicken wurden zwischen der Car-
boxygruppe bzw. der Sulfonylgruppe des Inhibitors und Gly331-N, Leu330-N und GIn362-N. beobachtet.
Die drei interagierenden Aminosduren Gly331 (ADAMTS7: Gly358), Leu330 (ADAMTS7: Leu357) und
GIn362 (ADAMTS7: Glu389) befinden sich im [3-Faltblatt analog zu ADAMTS7-S4 bzw. der a-Helix ana-
log zu ADAMTS7-H4. Zusitzlich stabilisieren aromatische Wechselwirkungen zwischen Phe357 und dem
Inhibitor sowie hydrophobe Wechselwirkungen mit dem ADAMTS7-L1-Loop-Analogon die Bindung (sie-
he Abb. A.6d im Anhang). Der Inhibitor weist keine Protonendonoren bzw. -akzeptoren in diesem Bereich

auf, sodass keine Wasserstoffbriicken in dieser Loop-Region ausgebildet werden.

Die Inhibitoren in den sechs ADAMTS5-Bindemustern (siehe Abb.4.2e-4.2j) zeigen neben der Zink-
Koordinierung alle Wasserstoffbriicken zu Leu379-N (ADAMTS7: Leu357), Gly380-O (3B8Z zusitzlich
Gly380-N) (ADAMTS7: Gly358) und Glu411-O; (ADAMTS7: Glu389). Die Interaktionen mit den Ami-
nosduren Gly380 und Glu389 bilden sich iiber das Zinkbindemotiv der Inhibitoren aus. Die Wasserstoff-
briicke zu Leu379 wurde entweder iiber eine Sulfonylgruppe oder eine Carbonylgruppe des jeweiligen Inhi-
bitors ausgebildet. AuBBerdem liegen in allen Strukturen, auler 3B8Z, eine oder mehrere Wasserstoftbriicken
zum ADAMTS7-L1-Loop-Analogon. Eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Inhibitor und Ser440-O (AD-
AMTS7: Ser416) wurde in 3HY9 und 3HYG beobachtet. Diese Interaktion zwischen Inhibitor und Ser441-
O (ADAMTST7: Pro417) lag in allen ADAMTSS, aufler 3B8Z, vor und eine Wasserstoffbriicke zu Leu443-N
(ADAMTS7: Leu419) ist in 2RJQ, 3HY7, 3HY9 und 3LIJT vorhanden. Beim Inhibitor 294 von 3B8Z fehlt
in dieser Loop-Region ein Donor bzw. Akzeptor zur Ausbildung einer Interaktion dieser Art. Die Inhibito-
ren von 2RJQ und 3HY7 wechselwirken zusitzlich iiber Asp377-O bzw. Asp377-O5 (ADAMTS7: Glu355)
mit der Proteinbindetasche. Den weiteren vier ADAMTSS5-Inhibitoren fehlt in diesem Bereich eine entspre-

chende funktionelle Gruppe zur Ausbildung einer Wasserstoffbriicke.

Insgesamt wurden folgende Gemeinsamkeiten in den ADAMTS-Bindemustern aufgedeckt: Neben der
Zink-Koordinierung der Liganden sind im Bereich um das Zink-Ion Wasserstoffbriicken vorhanden, wel-
che die Koordination stabilisieren kénnten. Die in diesem Bereich wechselwirkenden Aminosduren alignen
in ADAMTS7 zu Leu357, Gly358 und Glu389. In insgesamt acht von zehn Strukturen der ADAMTS-
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4.3 Bindemuster von bekannten Inhibitoren in ADAMTS-Proteinen
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Abbildung 4.2: Bindemuster der bekannten mit Inhibitor kokristallisierten ADAMTS-Rontgenkristallstrukturen. Die
Zink-koordinierenden Histidine sind als Linien veranschaulicht, genau wie die jeweils mit dem Inhibitor wechselwir-
kenden Aminosduren des Proteins. Die Inhibitoren werden durch Stibchen dargestellt und die Zink-Ionen sind als
graue Kugeln zu erkennen. Zink-koordinierende Bindungen sind durch grau gestrichelte Linien dargestellt, Wasser-
stoftbriicken durch gelb gestrichelte Linien. Die zu der Bindetasche von ADAMTS7 analogen Bereiche (Regionen um
H4, S4 und L1-Loop) sind in transparenter Cartoon-Darstellung visualisiert.
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4 Ergebnisse und Diskussion: Untersuchungen der ADAMTS-Familie

Komplexe findet sich eine Wasserstoffbriicke zur Seitenkette des Glu389-Analogons von ADAMTS7. Ein
Blick auf das ADAMTS7-Homologiemodell zeigt, dass in diesem Modell iiber die Seitenkette der konser-
vierten Aminosidure Glu389 das Zink-Ion koordiniert wird. Somit ist unwahrscheinlich, dass eine zusatzli-
che Wasserstoffbriicke von diesem Aminosdurerest zu Liganden in ADAMTS?7 vorliegen wird. Eine Was-
serstoffbriicke zeigen alle Bindemuster zwischen Inhibitor und dem Leu357-N-Analogon von ADAMTS7.
Diese Aminosidure ist konserviert in 13 ADAMTS-Proteinen, auller in ADAMTS?2, -3, -13, -14, -17 und
19. In sieben der zehn Strukturen, welche alle ADAMTSS5-Rontgenkristallstrukturen sowie die ADAMTS1-
Rontgenkristallstruktur 2JIH einschlieft, liegt eine Wasserstoftbriicke zum Gly358-0O-Analogon vor. Alter-
nativ liegt in zwei Strukturen (3Q2G, 2RJP) eine Wasserstoftbriicke zum Gly358-N-Analogon vor. Die-
se Aminosdure ist iiber alle ADAMTS-Proteine hinweg sequenziell konserviert. Leu357 und insbesondere
Gly358, liegen in geringer Distanz zum Zink-Ion im (3-Faltblatt S4 von ADAMTS?7. Eine Wasserstoffbriicke
konnte eine wichtige Wechselwirkung fiir die Protein-Ligand-Interaktion neben der Zink-Koordinierung

sein.

Die Interaktionen in der zum Zink-Ion abgewandten Seite der Bindetasche sind differenzieller. Hier
wechselwirken die ADAMTS7-L1-Loop-Analoga mit einigen Inhibitoren liber unterschiedliche Aminoséu-
ren. Im L1-Bereich ist in zwei, fiinf bzw. sechs Rontgenkristallstrukturen eine Wasserstoffbriicke zwischen
dem ADAMTS7-Ser416-Analogon, dem ADAMTS7-Leu419-Analogon bzw. dem Serin-Rest, welcher zu
Pro417 in ADAMTS?7 alignt, zum Liganden vorhanden. Die drei Aminoséduren sind iiber die ADAMTS-
Proteine nicht konserviert. Interaktionen in dieser Region konnten somit eine selektive Bindung in den
ADAMTS-Proteinen ermdéglichen, weil, wie oben bereits beschrieben wurde, dieser Bereich strukturell am
wenigsten dhnlich zwischen den Bindetaschen ist. Vier weitere Liganden zeigen keine Interaktion in diesem
Bereich iiber Wasserstoftbriicken, da ihnen entsprechende funktionelle Gruppen fehlen. Bei diesen stabili-

sieren hydrophobe Wechselwirkungen die Bindung in diesem Bereich.

Die Analyse von bekannten ADAMTS-Inhibitor-Komplexen zeigt, dass neben der Zink-Koordinierung
Wasserstoffbriicken in der Umgebung des Zink-Ions scheinbar fiir eine Stabilisierung dieser Bindung an
das Protein sorgen. Aulerdem treten hiufig Wasserstoffbriicken zwischen Ligand und Protein im Bereich
der L1-Loop-Region auf. Dieser Bereich wurde im vorigen Abschnitt bereits als strukturell differenziell
in dieser Proteinfamilie identifiziert. Da der L1-Loop-Bereich auch sequenziell weniger stark konserviert
ist als die restliche Bindetasche, konnten iiber Wechselwirkungen mit nicht konservierten Aminoséduren in

diesem Bereich die geforderte selektive Bindung von ADAMTS7-Inhibitoren erreicht werden.

4.4 Zusammenfassung

Sequenzielle und strukturelle Untersuchungen der ADAMTS-Familie brachten erste Aufschliisse iiber Ge-
meinsamkeiten und Unterschiede in diesen Proteinen. Der ADAMTS-Sequenzvergleich zeigt iiber die ge-
samte Sequenz fiir 7 der 171 Vergleiche bereits Identititen iiber 50 % (z. B. ADAMTS6 und ADAMTS10).
In der detaillierten Analyse der Metalloproteinase-Doméne konnten fiir 33 der 171 Vergleich Sequenziden-
titdten liber 50 % ausgemacht werden. So hat z. B. die ADAMTS7-Metalloproteinase-Domine eine Sequen-
zidentitédt von 76,8 % zu ADAMTSI12. Die detaillierte Untersuchung der Sequenzidentitit der ADAMTS-
Bindetasche zeigt eine niedrigere Konservierung im Bereich des L1-Loops. Es wurde postuliert, dass dieser
Bereich fiir die selektive Inhibiton von ADAMTS?7 eine wichtige Rolle spielen konnte.
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4.4 Zusammenfassung

Es gelang aulerdem das Defizit an raumlichen ADAMTS-Strukturen durch Homology Modeling auszu-
gleichen. Somit war es moglich, die 3D-Strukturen der ADAMTS-Proteinfamilie hinsichtlich ihrer Gemein-
samkeiten und Unterschiede zu untersuchen. Der Vergleich der Metalloproteinase-Doménen der ADAMTS-
Proteine zeigte erste Unterschiede: Strukturelle Abweichungen von 1,1 A bis 16,7 A (Durchschnitt: 8,3 A)
wurden gemessen, wobei innerhalb der ausgebildeten und konservierten Sekundérstrukturen nur geringe
Abweichungen vorliegen. Die detaillierte Untersuchung der ADAMTS-Bindetaschen ergab auflerdem, dass
sich aus dem L1-Loop vermutlich potenzielle Eigenschaften fiir selektive ADAMTS7-Inhibitoren ableiten
lassen. Strukturelle Abweichungen zwischen den ADAMTS-Proteinen wurden hauptsichlich in dieser Re-
gion, welche keine definierte Sekundirstruktur aufweist, beobachtet.

Eine zusitzliche Analyse bekannter Protein-Inhibitor-Komplexe der ADAMTS-Familie lieferte neue Er-
kenntnisse iiber Eigenschaften von bzw. Wechselwirkungen mit Inhibitoren bzw. der ADAMTS7-Bindeta-
sche. So kann postuliert werden, dass Wasserstoffbriicken in der Umgebung des Zink-Ions die Ligandenbin-
dung stabilisieren konnten und es sich dabei um eine nicht selektive Interaktion, welche in der ADAMTS-
Proteinfamilie essenziell sein konnte, handelt. Weiterhin konnten Wechselwirkungen mit nicht konservierten
Aminoséduren im Bereich des L1-Loops identifiziert werden. Folglich bestitigte auch diese Analyse, dass
sich anhand des L1-Loops vermutlich Eigenschaften fiir selektive ADAMTS7-Inhibitoren ableiten lassen.
Die erhaltenen Ergebnisse ergaben wichtige Informationen und Anhaltspunkte fiir das im folgenden Kapitel

thematisierte Virtual Screening.
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S5 Ergebnisse und Diskussion: ADAMTS7-Virtual

Screening

In den vorangegangenen Kapiteln 3 und 4 wurde die Berechnung einer 3D-Struktur fiir ADAMTS7 sowie
die Identifizierung von sequenziellen und strukturellen Gemeinsamkeiten und Unterschieden innerhalb der
ADAMTS-Proteinfamilie dargestellt. Basierend auf diesen Ergebnissen sollte die Anreicherung von poten-
ziellen ADAMTS7-Inhibitoren in einer Datenbank mithilfe eines Virtual Screenings fiir das Targetprotein
untersucht werden. Hierfiir wurde anhand des Homologiemodells die ADAMTS7-Bindetasche durch ein
Pharmacophore charakterisiert (siehe Abschnitt 5.1). Ein Pharmacophore bietet die Moglichkeit, eine grof3e
Anzahl an Liganden hinsichtlich deren Eignung als potenzieller Bindungspartner eines Proteins abzuschét-
zen bzw. zu filtern. Hier galt es auSerdem die Informationen iiber essenzielle und selektive Interaktions-
punkte in der Bindetasche, welche bereits in Kapitel 4 erlangt wurden, einflieBen zu lassen.

Des Weiteren sollte fiir das ADAMTS7-Virtual Screening mit einem Redocking die Giite von verschie-
denen Docking-Programmen hinsichtlich der Vorhersage bekannter nativer ADAMTS-Protein-Inhibitor-
Komplexe iiberpriift werden (siehe Abschnitt 5.2). Hierdurch sollte sichergestellt werden, dass das ausge-
wihlte Programm die Bindung an ADAMTS7 prognostizieren kann. Im Anschluss wird die Durchfiihrung
des ADAMTS7-Virtual Screenings (Abschnitt 5.3) beschrieben. Hierbei wurden mittels des Pharmacopho-
res und Docking-Studien Filter zur Identifizierung von potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren angewandt.

5.1 ADAMTS7-Pharmacophore

Eine Methode zur Charakterisierung von Ligandeneigenschaften, die wichtig fiir die Interaktion bzw. Bin-
dung in eine Proteinbindetasche sein konnen, ist die Darstellung mittels eines Wechselwirkungsmodells,
welches hier anhand eines Pharmacophores (siehe Abschnitt 2.6) dargestellt wird. Das Pharmacaophore
wurde in dieser Arbeit anhand der Targetstruktur, demnach strukturbasiert, ermittelt.

Es gibt mehrere Moglichkeiten fiir die Erstellung eines strukturbasierten Pharmacophores. In dieser
Arbeit wurde das ADAMTS7-Pharmacophore nach der e-Pharmacophore-Methode von Loving und Sa-
lam [133, 134] erstellt (siehe Abschnitt 2.6.3). Fiir dieses Verfahren werden Docking-Posen von Liganden
im Zielprotein benétigt. Da keine publizierten Inhibitoren und damit keine bekannten Protein-Inhibitor-
Konformationen existieren, sollte eine Gruppe an Verbindungen gedockt werden, um die potenziellen In-
teraktionsbereiche in der Bindetasche ausfindig zu machen. Hierfiir wird von Schrédinger die Glide Frag-
mentdatenbank [135], die 667 Fragmente beinhaltet, zur Verfiigung gestellt. Die zu dockenden Fragmente
wurden mit Schrodinger LigPrep (Version 2.8) vorbereitet und anschlieBend mit Schrodinger Glide (Versi-
on 6.1) [136] (siehe Abschnitt 2.7.3) in die Bindetasche des ADAMTS7-Homologiemodells gedockt. Die
Bindetasche wurde vorher anhand eines Grids definiert. Als Zentrum des Grids wurde das erste Histidin
(His388) des Zink-Bindemotivs definiert. Die Kantenlinge der Grid-Box betrug 25 A. Es wurde ein Docking

mit extra precision (XP) und flexibel gehaltenen Fragmenten analog zum Vorgehen von Loving et al. [134]
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5 Ergebnisse und Diskussion: ADAMTS?7-Virtual Screening

durchgefiihrt. Es wurden maximal 100 Posen pro Ligand ausgegeben. Die Posen wurden anschlieend einer
Minimierung unterzogen und die daraus resultierenden Docking-Posen als Grundlage zur Erstellung des
ADAMTS7-Pharmacophores genutzt.

Nach Loving et al. [134] wird das Pharmacophore durch die vier bestbewerteten Features sowie ausge-
nommenem Volumen (gelbe Kugeln) basierend auf der Proteinbindetasche definiert. In Tabelle 5.1 sind die
vier Features fiir ADAMTS7 mit Scores und assoziierten Aminosduren aufgefiihrt sowie in Abbildung 5.1a
visuell dargestellt. Es handelt sich um die drei Wasserstoffbriickendonor-Features D1, D2 und D3 sowie das
Wasserstoffbriickenakzeptor-Feature Al. Feature D3 liegt in rdumlicher Nihe zum Zink-Ion in der Binde-

tasche, die anderen drei Features sind in der L1-Loop-Region lokalisiert.

Tabelle 5.1: Ergebnis der e-Pharmacophore-Methode nach Loving und Salam [133, 134] fiir ADAMTS?7. Fiir jedes
Feature sind Rang, Score, Quelle des Scores und die assoziierte Aminosdure angegeben.

Rang Feature Score  Quelle fiir Score assoziierte Aminoséure
1 D1 -2,17  Wasserstoftbriicke ~ Ser416 (Proteinriickgrat)
2 Al -1,69  Wasserstoftbriicke  Leu420 (Proteinriickgrat)
3 D2 -1,49  Wasserstoffbriicke Asp422 (Seitenkette)
4 D3 -0,91  Wasserstoffbriicke Glu389 (Seitenkette)

Mit der e-Pharmacophore-Methode wird das Volumen der Bindetasche iiber sogenannte ausgenomme-
nen Volumen [134] im Pharmacophore charakterisiert. Diese dienen dazu, die rdiumliche Ausdehnung der
Bindetasche zu definieren. Die ausgenommenen Volumen werden iiber Proteinatome lokalisiert, die in einer
20A grofen Umgebung bzw. Tasche um die 15 rdumlich am weitesten entfernten Fragmente bzw. Posen
liegen. Der Radius dieser Volumen wird festgelegt als die Hilfte des van der Waals-Radius des jeweiligen
Atoms. Da das Pharmacophore anhand des ADAMTS7-Homologiemodells erstellt wurde, fand bisher das
Sampling des S1°-Loops (siehe Abschnitt 3.4) keine Beriicksichtigung in der Charakterisierung der Bin-
detasche. Aus diesem Grund wurde das ADAMTS7-Pharmacophore manuell angepasst. Die vier weiteren
Konformationen des S1°-Loops wurden iiber die ausgenommenen Volumen gelegt und in dem Fall, dass
eine Konformation mehr Raum in der Bindetasche hat, wurden die entsprechenden Volumen entfernt. In der
Abbildung 5.1b ist diese manuelle Anpassung zu erkennen. Diese Anpassung erlaubt die Beriicksichtigung
der Flexibilitit der Bindetasche im ADAMTS7-Pharmacophore.

5.1.1 Evaluierung der ADAMTS7-Pharmacophore-Features

Zur Findung von selektiven Inhibitoren sollten die vier Features des ADAMTS7-Pharmacophores moglichst
Wechselwirkungen bzw. Eigenschaften selektiver Liganden widerspiegeln. Aus diesem Grund wurde unter-
sucht, ob die zu den Features korrespondierenden Aminosiuren in der ADAMTS7-Bindetasche iiber die
ADAMTS-Proteine konserviert sind. Eine nicht konservierte Aminosédure wire ein Hinweis auf eine po-
tenziell selektive Interaktionsmoglichkeit. Da bereits in den vorigen Analysen eine hohe sequenzielle Kon-
servierung beobachtet wurde, sollten die Features auch raumlich im Vergleich zu den ADAMTS-Proteinen
betrachtet werden.

Der Wasserstoffbriickendonor D1 liegt in rdumlicher Nihe zum Sauerstoffatom des Proteinriickgrats der
Aminosdure Ser416. D2 befindet sich nahe der der Carboxygruppe der Asp422-Seitenkette. Das dritte
Wasserstoffbriickendonor-Feature D3 liegt in rdumlicher Nédhe zur Carboxygruppe in der Glu389-Seiten-

kette. Das Wasserstoffbriickenakzeptor-Feature A1l ist nahe dem Stickstoffatom des Proteinriickgrats der
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5.1 ADAMTS7-Pharmacophore
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Abbildung 5.1: Ergebnis der e-Pharmacophore-Methode fiir ADAMTS7. (a) ADAMTS7-Bindetasche (grau, Car-
toondarstellung) sowie die vier am besten bewerteten Features (fettgedruckt) der angewendeten Methode. Die
Wasserstoffbriickendonor-Features sind als blaue Kugeln dargestellt, das Akzeptor-Feature als rote Kugel. Die gel-
ben und griinen Kugeln stellen das ausgenommene Volumen, die Begrenzung der Tasche, dar. Die griinen Kugeln
sind dabei die Volumen, die mit Konformationen des S1’-Loops kollidieren. (b) Um die Flexibilitit des S1°-Loops zu
beriicksichtigen, wurden die ausgenommenen Volumen entsprechend angepasst und die griinen Kugeln entfernt.

Aminosdure Leu420 lokalisiert. Die Aminosduren Leu420, Ser416 und Asp422, somit die assoziierten Ami-
nosduren der Features A1, D1 und D2, sind in der ADAMTS-Familie nicht konserviert (siche Anhang A.2.1,
Abb. A.5). D3 ist das einzige der vier Features, dessen assoziierte Aminosédure iiber die ADAMTS-Protein-
familie sequenziell konserviert ist. Daraus folgt, dass die drei Features D1, D2 und Al in der ADAMTS7-
Bindetasche Bereiche als Interaktionspunkte definieren, welche eine Selektivitit aufweisen konnten. Gleich-
zeitig liegen diese drei Features strukturell im Bereich des L1-Loops, welcher in den vorigen Analysen
(vergleiche Abschnitt 4.2) strukturelle Unterschiede zwischen den ADAMTS-Proteinen zeigte. Glu389 hin-
gegen liegt in der Helix H4, welche iliber die ADAMTS-Proteinfamilie nicht nur sequenziell konserviert

sondern auch strukturell dhnlich ist.

Zwei der drei Features (D1 und A1), deren assoziierte Aminosduren nicht konserviert sind, leiten sich aus
Interaktionen mit dem Proteinriickgrat ab, welche somit unabhingig von der sequenziellen Konservierung
sind. Daher wurde im Folgenden anhand der rdumlichen Strukturen der ADAMTS-Bindetaschen untersucht,
ob an der Position der vier Features in den anderen ADAMTS-Proteinen die gleichen Eigenschaften vorlie-
gen. Hierfiir wurden die Rontgenkristallstrukturen bzw. die ADAMTS-Homologiemodelle aus Abschnitt 4.1
genutzt. Die ADAMTS-Bindetaschen wurden zu diesem Zweck strukturell und visuell mit Schrodinger Si-
teMap (Version 2.9) [125, 126] charakterisiert. In Abbildung 5.2 ist die SiteMap beispielhaft fiir ADAMTS7
dargestellt.

Die erstellten SiteMaps der ADAMTS-Proteine sowie das ADAMTS7-Pharmacophore wurde basierend
auf den Proteinstrukturen alignt. So konnte verglichen werden, ob die vier ADAMTS7-Pharmacophore-
Features in den anderen ADAMTS-Proteinen an den gleichen Stellen vorliegen. Dieser Vergleich zeigte fiir
das Wasserstoftbriickendonor-Feature D2, dass nur noch in der ADAMTS14-Bindestelle in dieser Umge-
bung eine Donor-Region vorliegt. Das Wasserstoffbriickenakzeptor-Feature A1 kommt ebenfalls nur noch
in einer anderen ADAMTS-Bindestelle vor, nimlich ADAMTS6. Im Gegensatz dazu ist das Feature D3 an
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5 Ergebnisse und Diskussion: ADAMTS?7-Virtual Screening

Abbildung 5.2: Beispielhafte cross-eye-Darstellung der SiteMap fir ADAMTS7. Protein (grau) in Cartoon- mit
Oberflichendarstellung. Zink-koordinierende Histidine sind als Linien, Zink-Ion als dunkelgraue Kugel und Zink-
koordinierende Bindungen durch grau gestrichelte Linien dargestellt,. Rote Fldche - Wasserstoffbriickenakzeptor-
Region, blaue Fliche - Wasserstoffbriickendonor-Region, griine Fliche - hydrophobe Region.

seiner Position in allen ADAMTS-Proteinen zu finden. Das Feature D1 liegt an dieser Stelle ebenfalls in
den Bindetaschen von ADAMTSI, -2, -3, -5, -6, -8, -13, -15, -16 und -18 vor.

Zusammengefasst sind die assoziierten Aminosduren der Features D1, D2 und A1 nicht konserviert und
liegen in einer strukturell diversen Region. Im Gegensatz dazu ist die assoziierte Aminosiure von D3 kon-
serviert und auch strukturell findet sich diese Eigenschaft in allen ADAMTS-Bindetaschen. Asp422, die mit
D2 assoziierte Aminosdure, ist verglichen mit den alignten Aminoséuren, die hydrophob oder gréfer sind,
hydrophil. ADAMTS-Aminoséuren, die mit Leud420 (A1) alignt sind, sind kleiner und/oder polar. Die mit
D1 assoziierte Aminosdure ist nicht konserviert, jedoch lie3 sich strukturell zeigen, dass eine Donorstelle
in zehn ADAMTS-Proteinen in diesem Bereich vorhanden ist. Réumlich konnte zudem nachgewiesen wer-
den, dass die Features D2 und A1l an ihrer Position in nur jeweils einem anderen ADAMTS-Protein und
in der strukturell diversen L1-Loop-Region in der ADAMTS7-Bindetasche vorliegen. Diese Beobachtun-
gen deuten darauf hin, dass die Features A1 und D2 in dem ADAMTS7-Pharmacophore Interaktionspunkte
beschreiben, die von groBer Bedeutung fiir die Selektivitdt von ADAMTS7-Liganden sein konnten.

5.1.2 Erweiterung des ADAMTS7-Pharmacophores

Ein Schwachpunkt der e-Pharmacophore-Methode bzw. von Schrodinger Phase ist, dass die Koordinierung
von Metall-Ionen bzw. entsprechende Features nicht detektiert werden [131]. Daher sollten Eigenschaften
fiir die Zink-Koordinierung in der ADAMTS7-Bindetasche manuell in das Pharmacophore hinzugefiigt wer-
den. AuBlerdem galt es, den Erkenntnisse aus der Analyse der bekannten ADAMTS-Bindemuster (vergleiche
Abschnitt 4.3) Rechnung zu tragen.

Zur Charakterisierung der Wechselwirkungen zum Zink-Ion wurden in das ADAMTS7-Pharmacophore
basierend auf dem Liganden des ADAMTS7-Templates (PDB-ID: 3HYG (ADAMTSS)) Features hinzuge-
fligt. Hierfiir ist die Rontgenkristallstruktur mit dem ADAMTS7-Modell strukturell alignt worden und die
Features der Zink-bindenden Gruppe des Liganden dem 4-Punkt-Pharmacophore hinzugefiigt worden. In-
folgedessen fand eine Erweiterung des ADAMTS7-Pharmacophores um zwei weitere Features statt. Dabei
handelt es sich um die zwei Akzeptor-Features A2 und A3 (siehe Abb. 5.3a). Denn ein spezielles Metall-
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5.2 Redocking zur Evaluierung von Dockingmethoden

Interaktions-Feature stellt das Programm Schrodinger Phase, welches fiir die Erstellung der Pharmacophore-
Hypothesen genutzt wurde, nicht zur Verfiigung.

Eine weitere Anpassung wurde zusitzlich am ADAMTS7-Pharmacophore vorgenommen: Wie bereits
erwihnt (siehe Abschnitt 4.3) haben 70 % bzw. 20 % der bekannten Rontgenkristallstrukturen, welche mit
einem Inhibitor kokristallisiert sind, eine Wasserstoffbriicke zwischen dem jeweiligen Inhibitor und dem
Sauerstoff- bzw. Stickstoffatom des Aminosaurerests, welcher in ADAMTS7 zu Gly358 alignt. Im Ali-
gnment (siche Anhang A.2.1, Abb. A.5) zeigt sich, dass Gly358 iiber alle ADAMTS-Proteine sequenziell
konserviert ist. Aktuell gibt es keine wissenschaftliche Literatur, die dariiber Aufschluss gibt, ob diese In-
teraktion notwendig fiir die Bindung an die ADAMTS-Bindestelle ist oder ob diese eine nicht spezifische
Inhibition zur Folge haben konnte. Dies ist eine Fragestellung, die anhand weiterfithrender Experimente
geklidrt werden muss. Trotzdem besteht die Annahme, dass eine Wasserstoffbriicke zwischen Ligand und
Gly358 essenziell fiir die Protein-Inhibitor-Interaktion in der ADAMTS-Proteinfamilie sein konnte. Aus
diesem Grund wurde dem ADAMTS7-Pharmacophore ein weiteres Feature hinzugefiigt. Dabei handelt es
sich um das Wasserstoftbriickendonor-Feature D4. Das Feature D4 liegt in rdumlicher Ndhe zu Gly358-O
in der 3-Faltblattstruktur S4 (siehe Abb. 5.3b).

5.1.3 Beschreibung des ADAMTS7-Pharmacophore-Modells

Final besteht das ADAMTS7-Pharmacophore aus sieben Features (siehe Abb. 5.3c). Diese stellen mogli-
che wichtige chemische Eigenschaften potenzieller ADAMTS7-Inhibitoren dar. Auf Basis der genutzten
e-Pharmacophore-Methode wurden die besten vier Features selektiert sowie drei manuell erstellte Features
hinzugefiigt. Die Features A2, A3, D3 und D4 liegen in der Umgebung des Zink-Ions, die weiteren drei
Features A1, D1 und D2 auf der Zink-abgewandten Seite im L.1-Loop. Die Features A2 und A3 stehen fiir
die Zink-Koordination, A1 und D2 moglicherweise fiir die Selektivitidt und D4 fiir die potenziell essenzielle
Interaktion zur Aminosédure Gly358.

Die Radien der Pharmacophore-Features betragen 2 A. Die Begrenzung der Bindetasche ist in dem Phar-
macophore mittels ausgenommenen Volumen definiert worden. Die Radien dieser Volumen betragen die
Hilfte der van der Waals-Radien der assoziierten Atome. Ausgewihlte Distanzen zwischen den Pharmaco-
phore-Features sind in Abbildung 5.3c dargestellt.

Yang [130] postuliert in seiner Arbeit, dass mehr als sieben Features in einem Pharmacophore ungeeignet
wiren bzw. ein Zuviel an Features ein Virtual Screening zu stark einschrinken konnte. Somit bietet das hier
erstellte ADAMTS7-Pharmacophore eine Ausgangsbasis zur Filterung von potenziellen Inhibitoren, wel-
che in einem Virtual Screening angewendet werden sollte, um fiir die Inhibition von ADAMTS7 passende

Liganden zu finden.

5.2 Redocking zur Evaluierung von Dockingmethoden

Im Abschnitt 2.7 wurde bereits erldutert, dass Redocking eine Methode zur Evaluierung verschiedener
Algorithmen hinsichtlich deren Giite beziiglich des Auffindens der nativen Protein-Ligand-Konformation
und deren Interaktionen ist. In dieser Arbeit sollte das Redocking dazu dienen die vier zur Verfiigung ste-
henden Docking-Programme und deren Scoring-Funktionen im Hinblick auf ADAMTS-Proteine zu ver-

gleichen. Es sollte jenes Programm gefunden werden, welches die bekannten ADAMTS-Protein-Inhibitor-
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Abbildung 5.3: Finales ADAMTS7-Pharmacophore. (a) Sieben Features (fettgedruckt) plus ausgenommene Volumen.
Die Wasserstoffbriickendonor-Features sind als blaue Kugeln dargestellt, das Akzeptor-Feature als rote Kugel. Die
gelben Kugeln stellen das ausgenommene Volumen dar. (b) ADAMTS7-Pharmacophore ohne die ausgenommenen
Volumen, aber mit den zu den jeweiligen Features (fettgedruckt) assoziierten Aminosduren in Linien-Darstellung.
(c) Die sieben ADAMTS7-Pharmacophore-Features sowie Darstellung ausgewihlter Distanzen (in A) zwischen den
Features als violett gestrichelte Linien.

Konformationen korrekt vorhersagen kann und sich somit wahrscheinlich am Besten fiir die Abschitzung
der Bindung in ADAMTS-Protein eignet.
Zum Zeitpunkt der Arbeit waren die folgenden zehn Protein-Inhibitor-Komplexe (vergleiche Tabelle 3.1)

bekannt:

* die ADAMTSI1-Strukturen 2JIH, 3Q2G und 3Q2H,

* die ADAMTS4-Struktur 2RJP,

* die ADAMTSS5-Strukturen 2RJQ, 3B8Z, 3HY7, 3HY9, 3HYG und 3LJT.
Diese wurden fiir das Redocking genutzt. Gedockt wurde immer in die Proteinkette A. Die Rontgenkris-
tallstrukturen wurden fiir die folgenden Analysen mit dem Schroédinger Protein Preparation Wizard (Schro-
dinger Suite 2013-2; Epik Version 2.5; Impact Version 6.0; Prime Version 3.5) [170] folgendermallen vor-
bereitet: Wassermolekiile wurden entfernt, fehlende Seitenketten wurden hinzugefiigt bzw. modelliert, die

Bestimmung von Wasserstoffbriicken wurde optimiert sowie eine eingeschriankte (engl. restrained) Mini-
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mierung [170] durchgefiihrt. Wéhrend einer eingeschrinkten Minimierung werden die Wasserstoffatome
frei minimiert, wobei die Bewegung von schweren Atomen soweit erlaubt ist, dass nicht native Bindungen,
Winkel und Zusammenstdfe vermieden werden. Dies dient dazu kleine Fehler in den Rontgenkristallstruk-
turen vor dem Redocking zu korrigieren.
Folgende Docking-Programme (siehe Abschnitt 2.7) standen zur Verfiigung und wurden getestet:

¢ AutoDock4 [139],

¢ AutoDockVina [140],

e PLANTS [141] mit den Scoring-Funktionen PLANTScygmpLp sowie PLANTSp; p und

* Schrodinger Glide [136].
Das Zentrum der Bindetaschen der Proteine wurden in allen Programmen durch den jeweils ersten Histidin-
Rest des Zink-Bindemotivs (ADAMTS1: His401, ADAMTS4: His361, ADAMTSS: His410) definiert. Pa-
rameter fiir die Grid-Erstellung und das Redocking mit AutoDock4 sowie AutoDockVina sind im An-
hang A.3.1 aufgefiihrt, genau wie das genutzte Skript zum Docken mit PLANTS. Fiir Schrodinger Glide
wurden die Standardparameter genutzt. Im Rahmen der Redocking-Prozedur wurden die jeweiligen Ligan-
den in die zehn Kristallstrukturen der bekannten ADAMTS-Proteinstrukturen gedockt. Die Evaluierung der
vier Programme erfolgte anhand des RMSD (siehe Abschnitt 2.5.4) zwischen der nativen Pose des Inhibitor
in der Rontgenkristallstruktur im Vergleich zur basierend auf der jeweiligen Scoring-Funktion bestbewerte-
ten Docking-Pose. Die Ergebnisse des Redockings sind in Abbildung 5.4 grafisch sowie im Anhang A.3.1

in Tabelle A.7 in numerischer Form aufgefiihrt.
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Abbildung 5.4: Redockingergebnisse fiir die jeweiligen ADAMTS-Protein-Inhibitor-Komplexe. Fiir jeden Komplex
ist der RMSD zwischen nativer und gedockter Pose angegeben sowie die Mittelwerte iiber alle Komplexe fiir das
jeweilige Programm.

Die Docking-Studie ergab die hochsten RMSD-Werte (zwischen 39A (BHY7) und 13,4 A (2RJP)) der
getesteten Programme bei sechs Strukturen (3Q2H, 2RJP, 3HYG, 3HY7, 3HY9, 3B8Z) fiir AutoDock4. Au-
toDockVina zeigte beim Redocking von zwei der zehn Rontgenkristallstrukturen (2JTH (RMSD = 3,3 A),
3LJIT (RMSD = 5,0A)) im Vergleich die schlechtesten Ergebnisse. PLANTS mit der Scoring-Funktion
PLANTS cuempLp dockte den Inhibitor von 2RJQ (RMSD =7, 1 A) am ungenausten und das Redocking von
3Q2G mit PLANTS und der Scoring-Funktion PLANTSp; p zeigte im Vergleich das schlechteste Ergebnis
(RMSD = 4,3 A). Glide hingegen zeigt bei keinem der zehn Redockings das schlechteste Ergebnis. Insge-
samt wurde mit AutoDock4 das schlechteste Docking-Ergebnis (RMSD = 6,0 A) beim Redocking fiir die
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ADAMTS-Proteine von den genutzten Docking-Programmen beobachtet. Genauer offenbarte sich, dass der
Docking-Algorithmus von AutoDock4 im Mittel etwa um das 5-fach schlechtere Ergebnisse als der Schro-
dinger Glide-Algorithmus, welcher durchschnittlich das beste Ergebnis zeigte (RMSD = 1,3 A), erreichte.
Die Dockings mit PLANTS und den Scoring-Funktionen PLANTScypmprLp und PLANTSpp sowie Auto-

DockVina ergaben im Durchschnitt Abweichungen von rund 3 A zur nativen Pose. Somit scheint AutoDock4

nicht die (anndhernd) korrekte Pose von ADAMTS-Inhibitoren abschétzen zu konnen. Inhibitor-Posen sind
mit diesem Programm unter anderem um 180° gedreht gedockt (2RJP). Im Gegensatz dazu dockt Schro-
dinger Glide acht (3Q2G, 3Q2H, 2JIH, 2RJP, 3LJT, 3HY7, 3B8Z, 2RJQ) der zehn getesteten ADAMTS-
Inhibitoren mit dem niedrigsten RMSD-Wert (zwischen 0,3 A (2LJT) und 3,6 A (3Q2H)) im Vergleich zu
den anderen Programmen. PLANTS erreichte die genauste Vorhersage fiir den 3HYG- (RMSD = 0,5 A)
und den 3HY9-Komplex (RMSD = 1,4 A), jeweils einmal mit der Scoring-Funktion PLANTScygmpLp und
einmal mit der Scoring-Funktion PLANTSpp.

Die Redockingergebnisse zeigen innerhalb der bekannten, genutzten Komplexe keine Abhingigkeit von
der Auflésung der Struktur. Zwar ist der maximale RMSD von 13,4 A beim Redocking mit AutoDock4 fiir
die Struktur 2RJP, welche die niedrigste Auflssung (2,8 A) aller getesteten Strukturen aufweist, ermittelt
worden. Jedoch betragen die Abweichungen zwischen nativer Struktur und Docking-Pose fiir die vier wei-
teren genutzten Programme im Durchschnitt 2,0 A fiir diesen Protein-Inhibitor-Komplex. Dieser Wert ist
vergleichbar mit dem Redocking von der Struktur mit der hochsten Auflosung (3BHYG, Auflosung: 1,4 A),
welches eine durchschnittliche Abweichung von 1,7 A zeigt. Auch die Anzahl an rotierbaren Bindungen
(11) oder die Grofie des Liganden von 2RJP (vergleiche Abb. 4.2) scheint keine Erkldrung fiir das schlechte
AutoDock4-Docking dieser Rontgenkristallstruktur zu sein. Denn 2RJQ, 3Q2G und 3Q2H zeigen deut-
lich bessere Ergebnisse beim Docking mit AutoDock4 bei vergleichbaren strukturellen Parametern (Anzahl
rotierbarer Bindungen: 12, 10, 10). Folglich hat die Auflésung der Rontgenkristallstrukturen sowie die Gro-
Be und Flexibilitit der Liganden in diesen Versuchen keinen belegbaren Einfluss auf die Genauigkeit der

Dockingergebnisse.

Aus dem ADAMTS-Redocking resultierte, dass der Schrodinger Glide-Docking-Algorithmus fiir die be-
kannten ADAMTS-Komplexe bei acht von zehn Vorhersagen die geringste Abweichung zur nativen Konfor-
mation zeigte. Die am besten bewerteten Docking-Posen von Schrédinger Glide sind nahezu gleich der nati-
ven Protein-Inhibitor-Konformationen. Daher kann davon ausgegangen werden, dass der Glide- Algorithmus
fiir dhnliche Strukturen gute bis sehr gute Ergebnisse liefern wird und die Bindung zwischen ADAMTS-
Proteinen und Inhibitoren potenziell am besten vorhersagen kann. Aus diesem Grund wurde im Folgenden
fiir das ADAMTS7-Virtual Screening bzw. die weiteren Docking-Studien im Rahmen dieser Arbeit Schro-
dinger Glide genutzt.

5.3 Virtual Screening

Nach der Erstellung des Pharmacophores und der Beurteilung der Docking-Programme bestand das nichste
Ziel in der Suche und Identifizierung von potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren aus einer groen Datenbank.
Die gesamte Virtual Screening-Pipeline ist in der Abbildung 5.5 dargestellt. Im Folgenden werden die ein-

zelnen Schritte genauer erldutert.
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Filter Zink-Koordinierung und
Wasserstoffbriicke zu Gly358-O
1574 potenzielle Hits (6,8 - 1073 %)
Selektion der besten 5 %
79 potenzielle Hits
(3,4-107* %)

Abbildung 5.5: Virtual Screening-Route fiir ADAMTS?7. In jedem Schritt ist die verbleibende Anzahl an Verbindungen
und in Klammern der prozentuale Anteil an Verbindungen im Vergleich zur Ausgangsmenge aufgefiihrt.

5.3.1 Datenbank

Die Grundlage bzw. Ausgangsmenge fiir die Suche nach ADAMTS7-Inhibitoren sollte eine moglichst
groBBe Anzahl an unterschiedlichen Molekiilen sein, die hinsichtlich ihrer Eigenschaften und der potenzi-
ellen Bindung an ADAMTS7 gescreent werden sollte. Es gibt einige offentliche Datenbanken, in denen
eine Vielzahl an Verbindungen gespeichert sind, die so z. B. fiir in silico-Analysen zugénglich sind. Die
ZINC-Datenbank [153] ist eine solche Datenbank, die als frei verfiigbare Ressource aufgebaut wurde und
kommerziell erhiltliche Stoffe fiir Virtual Screenings enthélt. In dieser Datenbank sind Verbindungen auf-
grund ihrer Eigenschaften in verschiedene Untergruppen, z.B. Drug-Like, Lead-Like und Fragment-Like,
aufgeteilt. Die Untergruppen der ZINC-Datenbank werden aulerdem nach ihrer Verfiigbarkeit oder anderen
Eigenschaften weiter unterteilt in Standard, Clean, In Stock und Boutique. Standard enthélt die grofite Varia-
bilitdt an Verbindungen. Aus dem Clean-Datensatz wurden Verbindungen herausgefiltert, die eine potenziell
problematische Funktionalitit aufweisen konnten. In Stock umfasst Verbindungen, die sofort lieferbar sind
und Boutique beinhaltet teure Verbindungen (> 100$ pro Probe), die in keiner der drei anderen Gruppen
vorhanden sind [153].

Die ZINC-Datenbank wurde in dieser Arbeit als Grundlage fiir die Suche nach ADAMTS7-Inhibitoren
genutzt. Dabei wurde sich auf eine Untergruppe an Verbindungen beschrénkt: die Drug-Like Verbindungen.
Bei der Suche nach ADAMTS7-Inhibitoren wird nicht nur nach Molekiilen gesucht, welche die Protein-
funktion inhibieren. Diese Stoffe miissen ebenfalls bestimmte Eigenschaften erfiillen, um vom Organismus
aufgenommen werden zu konnen. Die Gruppe der Drug-Like Verbindungen erfiillen alle die Lipinski Rule
of 5 (siehe Abschnitt 2.8.1). Da diese Untergruppe der ZINC-Datenbank somit wirkstoffartige Molekiile
enthilt, fiel die Wahl auf diese. In dieser Arbeit wurde der Clean- und der Boutique-Teil der Drug-Like-
ZINC-Datenbank fiir das Virtual Screening genutzt (im dreidimensionalen mol2-Format). Dabei handelte es

sich zum damaligen Zeitpunkt um etwa 23 Millionen Molekiile.
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Fiir das Virtual Screening wurden die zu nutzenden Daten der Molekiile in einer eigenen Datenbank
gespeichert. Hierfiir wurde die Schrodinger Software genutzt. Die Daten aus der ZINC-Datenbank sind be-
reits mit Schrodinger LigPrep vorbereitet. Mit Schrodinger Phase (Version 3.7) [131] wurde eine weitere
Vorbereitung der ZINC-Verbindungen durchgefiihrt. Dabei wurden den potenziellen Inhibitoren metallbin-
dende Zustinde (engl. metal binding states) hinzugefiigt, welche die potenzielle Interaktion zum Zink-Ion
ermoglichen sollten sowie Konformere der Verbindungen (maximal 100) erzeugt.

Die rund 23 Millionen Verbindungen bilden somit die Basis fiir das Virtual Screening bei der Suche nach
Inhibitoren von ADAMTS7.

5.3.2 Pharmacophore-Screening

Ein Docking mit einer Datenbank von mehreren Millionen Verbindungen in die Proteinbindetasche wire
sehr rechen- und zeitaufwendig. Somit erfolgte im zweiten Schritt die Filterung der Datenbank basierend
auf dem ADAMTS7-Pharmacophore (vergleiche Abschnitt 5.1). Anhand dieses ersten Filterschritts soll-
ten jene Molekiile selektiert werden, welche die Eigenschaften des Pharmacophores erfiillen und somit an
ADAMTS?7 binden konnten. In diesem Schritt sollten ebenso Verbindungen herausgefiltert werden, die auf-
grund ihrer Grofe nicht in die ADAMTS7-Bindetasche passen wiirden und somit als ADAMTS7-Inhibitoren
ausgeschlossen werden konnen.

Fiir das Pharmacophore-Screening (Schrodinger Phase, Version 3.7) wurden die rund 23 Millionen Ver-
bindungen aus der erstellten Datenbank mit dem Pharmacophore verglichen. Dabei gilt die Annahme, dass
Liganden, die Eigenschaften des Pharmacophores aufweisen, potenziell auch an die Bindetasche binden.
Um keine zu starre Filterung vorzunehmen, wurden nicht alle sieben Features des Pharmacophores (verglei-
che Abb. 5.3c) als Pflichtbedingung fiir die Molekiile gesetzt. Dies konnte die chemische Variabilitit des
Ergebnisses einschrianken, was im schlechtesten Fall auch zu keinem Resultat fithren konnte. Daher wurde
zwischen ,,Muss®- und ,,Kann“-Bedingungen unterschieden. Verbindungen wurde aus dem Datensatz aus-
sortiert, wenn keine Zink-bindende Gruppe enthalten, also die Features A2 und A3 nicht erfiillt wurden.
Auferdem mussten potenzielle Inhibitoren das Feature D4 fiir die Wasserstoftbriicke zu Gly358-O vorwei-
sen. Von den iibrigen vier Features (A1, D1, D2, D3) musste mindestens ein weiteres Feature, neben A2, A3
und D4, zutreffen. Hier wurde nicht strenger gefiltert, um nicht zu viele mogliche Kandidaten zu verlieren.
Insgesamt musste jeder Ligand mindestens vier Features erfiillen, um in diesem Schritt nicht aussortiert zu
werden.

Durch das Pharmacophore-Screening wurde die Datenbank an chemischen Verbindungen, welche ins-
gesamt etwa 23 Millionen Verbindungen ausmachten, auf etwa 160000 Verbindungen reduziert. Dies ent-
spricht einer Verkleinerung des Datensatzes der moglichen Hits um etwa 99,3 %. Der so reduzierte Datensatz

sollte im Anschluss anhand von Docking-Studien auf seine Bindeaffinitiit zu ADAMTS7 getestet werden.

5.3.3 Ensemble Docking

Im nichsten Schritt wurden die verbleibenden Verbindungen mit einem Docking in die Bindetasche ein-
gepasst und mittels einer Scoring-Funktion bewertet. Somit konnte die Affinitét der potenziellen Hits zur
ADAMTS7-Bindetasche abgeschitzt werden. Folglich wurden die iibrigen 160 000 Verbindungen, welche
im Pharmacophore-Screening nicht aussortiert wurden, in das ADAMTS7-Homologiemodell sowie in die
vier Konformationen der ADAMTS7-Bindetasche gedockt. Dieser Schritt diente dazu, die Liste an potenzi-

ellen Liganden von ADAMTS?7 weiter zu reduzieren, da trotz Erfiillung der Pharmacophore-Eigenschaften
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nicht alle Liganden eine gute Bindeaffinitit zum Target aufweisen wiirden. Des Weiteren gilt die Annahme,
dass unter den bestbewerteten Verbindungen und ihren Docking-Posen eine Anreicherung von ADAMTS7-
Inhibitoren vorliegt.

Fiir das Docking wurden Grids, welche die Bindetasche definieren, analog zu Abschnitt 5.2 erstellt. Das
Gridzentrum stellte die Aminosidure His388, erstes Histidin im Zink-Bindemotiv, dar und die Box hatte
eine Kantenldnge von 25 A. Weitere Parameter wurden fiir die Erstellung des Grids nicht veridndert. Mit
diesen Grids wurde das Docking anhand des Virtual Screening Workflows mit Schrodinger Glide (Ver-
sion 6.2) durchgefiihrt. Der Schrodinger Virtual Screening Workflow ermoglicht das Screenen von einer
Vielzahl an Verbindungen in mehreren Proteinstrukturen, wie es hier der Fall war, bei einer Vergleichbarkeit
der Ergebnisse. In diesem Arbeitsschritt wurde folgendermal3en vorgegangen: Als Docking-Kraftfeld wurde
OPLS2005 gewihlt, wie bereits bei der ADAMTS7-MD-Simulation. Zuerst wurden die Liganden mit einem
HTVS-Docking in die Bindetasche gedockt. Die Liganden wurden flexibel gehalten und die Docking-Posen
anschliefend minimiert. Dabei wurde fiir jede Verbindung nur die beste Pose, ausgehend vom Docking
Score, analysiert. Nach diesem Schritt wurde von den rund 160 000 Verbindungen nur das beste 1 % der
Posen, gemessen am Docking-Score, weiter betrachtet. Dieses beste Prozent wurde erneut in die Bindeta-
sche mit einem XP-Docking eingepasst. Der zweite Docking-Schritt (XP) stellt eine Verfeinerung der ersten
Abschitzung der Bindung dar. Die Liganden wurden wie im vorigen Docking-Schritt flexibel gehalten. Es
wurden maximal zehn Posen pro Verbindung generiert, die anschlieBend energieminimiert wurden. Fiir die
jeweiligen Dockings wurden keine Bedingungen gesetzt. Diese Docking-Schritte wurden fiir jedes Confor-
mational Ensemble innerhalb des Workflows separat durchgefiihrt. Das Verfahren, bei dem ein Datensatz
in mehrere Proteinstrukturen gedockt wird, wird auch Ensemble Docking genannt. Diese Methode und Vor-
gehensweise trigt der Flexibilitdt der Bindetasche Rechnung, die im Docking allgemein als starr betrachtet
wird.

Insgesamt lagen nach dem Ensemble Docking 8 093 Posen von 5 747 Verbindungen vor. Dabei handelt es
sich jeweils um die bestbewerteten Posen in den jeweiligen Konformationen der ADAMTS7-Bindetasche.
Da jede Verbindung in jede Konformation gedockt wurde, liegen mehr Posen als Verbindungen vor. In
den folgenden Untersuchungen wurde nur die bestbewertete Pose jeder Verbindung unabhingig von der
ADAMTS7-Konformation untersucht, welche anhand des Docking-Scores bestimmt wurde. Im weiteren

Verlauf der Arbeit wurden die erhaltenen Docking-Posen visuell analysiert und gefiltert.

5.3.4 Screening und Filterung der Docking-Posen

Nach der Durchfiihrung des Ensemble Dockings wurden die Docking-Posen der chemischen Verbindungen
in den Bindetaschen untersucht. Nicht nur der Docking-Score spielt eine wichtige Rolle bei der Abschitzung
der Bindeaffinitdt der Liganden. Ebenso sind bestimmte Interaktionsmuster, wie die Zink-Koordinierung,
wahrscheinlich essenziell fiir die Bindung von ADAMTS-Inhibitoren (vergleiche Abschnitt 4.3). Daher wur-

de eine Filterung die erhaltenen Docking-Posen nach weiteren Kriterien vorgenommen.

Filter Zink-Koordinierung

Bereits im Vorhinein wurde auf die Wichtigkeit der Zink-Koordinierung von ADAMTS-Inhibitoren hinge-
wiesen. Mithilfe des Pharmacophores wurden Strukturen identifiziert, welche ein Zink-Bindemotiv enthal-
ten. Folglich musste im niichsten Filterschritt iiberpriift werden, ob die Liganden in ihren Docking-Posen

das Zink-Ion koordinieren. Als Grenzwert fiir die Koordinierung des Zink-Ions wurde ein Abstand von bis
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zu 3 A zwischen Zink-Bindemotiv und Zink-Ion festgelegt. Nach Harding [171], der die Geometrie von
Metall-Ligand-Interaktionen in experimentell bestimmten Strukturen untersuchte, betrigt der Abstand zwi-
schen Zink-Ionen und interagierenden Ligand-Atomen zwischen 1,9A und 2,5A. Hu und Shelver [172]
zeigten ferner fiir MMPs, dass die Distanz zwischen Zink-Ion und Zink-koordinierenden Atomen der Li-
ganden zwischen 1,8A und 3,0 A liegt. In den bekannten, kokristallisierten ADAMTS-Strukturen betrigt
der maximale Abstand zwischen Bindemotiv des Liganden und Zink-Ion etwa 2,6 A. Um keine potenziellen
Hits zu verwerfen, wurde daher ein maximaler Abstand von 3 A zwischen Bindemotiv und Zink-Ion gewdhlt.
Insgesamt erfiillten 4 309 Docking-Posen bzw. Molekiile dieses Kriterium iiber alle ADAMTS7-Strukturen.

Die Startdatenbank konnte bis zu diesem Schritt bereits um 99,081 % reduziert werden.

Filter Zink-Koordinierung und Wasserstoffbriicke zu Gly358-O

Eine wichtige Rolle bei der Bindung von potenziellen ADAMTS(7)-Inhibitoren spielt vermutlich die Ami-
nosdure Gly358, welche iiber das Sauerstoffatom in der Lage ist eine Wasserstoftbriicke zum Liganden
auszubilden. Vorangegangene Untersuchungen (sieche Abschnitte 4.3 und 5.1.2) deuten darauf hin, dass die-
se Wechselwirkung essenziell fiir die Bindung von ADAMTS(7)-Inhibitoren sein konnte. Aus diesem Grund
wurden in einem weiteren Filterschritt die verbleibenden Docking-Posen auf das Vorhandensein einer Was-
serstoffbriicke zwischen dem Ligand und Gly358-O untersucht. Von den 4 309 Zink-koordinierenden Li-
ganden zeigen 1574 jene Wasserstoffbriicke zu Gly358-O und wurden somit als potenzielle ADAMTS7-
Inhibitoren selektiert.

In Abbildung 5.6 sind die Docking-Scores dieser 1574 potentiellen Hits, aufsteigend sortiert darge-
stellt. Der niedrigste Docking-Score liegt bei -10,67 (ZINC48847273) und deutet somit auf die hochste
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Abbildung 5.6: Docking-Scores der Verbindungen, welche die Zink-Koordinierung und die Wasserstoffbriicke zu
Gly358-0 in ADAMTS7 aufweisen, aufsteigend sortiert. Die Grenze der besten 79 Verbindungen ist mit einer griinen,
vertikalen Linie markiert.

potenzielle Affinitédt der Verbindung ZINC48847273 zu ADAMTS7 hin. Nach einem sprunghaften Anstieg
der Docking-Scores kommt es bei -8 zur Stagnation bzw. einem nur noch leichten Anstieg. Den hochsten
Docking-Score (-2,49) und damit die potenziell schlechteste Affinitdt zu ADAMTS7 weist ZINC03995494
auf. Es wird davon ausgegangen, dass sich die potenziellen Inhibitoren unter den bestbewerteten Verbindun-
gen mit den niedrigsten Docking-Scores befinden. Da keine bekannten ADAMTS7-Inhibitoren vorliegen,
konnte diese Annahme hier nicht tiberpriift werden. Aufgrund der Stabilisierung der Docking-Scores und

unter Beriicksichtigung des Arbeitsumfangs des Konsortiums CVgenes @target wurden die besten 5 % der
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potenziellen 1 574 Hits, basierend auf dem Docking-Score, zur experimentellen Testung vorgeschlagen. Die
besten 5 % sind 79 chemische Verbindungen, welche einen Docking-Score von -8,366 oder niedriger auf-
weisen. Dies ldsst auf eine gute Bindeaffinitdt zwischen ADAMTS7 und Verbindung schlie3en. Die 79 Ver-
bindungen sind im Anhang A.3.2 mit Strukturformeln aufgelistet. Zusitzlich sollte diese Auswahl weiteren
Analysen unterzogen werden, um deren potenziell selektive Wirkung fiir ADAMTS7 weiter zu untersuchen
(siehe Kapitel 6).

Zusammengefasst ergab das Filtern der Posen aus dem Ensemble Docking etwa 1 600 Verbindungen, die
in der ADAMTS7-Bindetasche das Zink-Ion koordinieren und eine Wasserstoftbriicke zu Gly358 ausbilden.
Sortiert nach Docking-Score wurde ein Grenzwert bei 5 % der Liganden festgelegt und diese zur experimen-
tellen Testung vorgeschlagen. Somit konnte im Virtual Screening eine Datenbank von rund 23 Millionen
Strukturen auf 79 Verbindungen reduziert werden, die potenzielle Inhibitoren von ADAMTS7 darstellen
(siehe Abb. 5.5).

5.4 Zusammenfassung

Auf Grundlage der sequenziellen und strukturellen Analysen der vorigen beiden Kapitel gelang es, die Bin-
detasche von ADAMTS7 zu charakterisieren und ein Pharmacophore-Modell fiir ADAMTS7 abzuleiten,
welches insgesamt sieben Features enthilt und die potenziellen Eigenschaften von ADAMTS7-Inhibitoren
reprasentiert. Diese Ergebnisse konnten bereits in [173] publiziert werden. Mit einem Redocking galt es zu-
dem aus vier Programmen, das beste Dockingprogramm fiir ADAMTS-Proteine zu identifizieren. Mit dem
Docking-Programm Glide von Schrodinger konnten im Redocking die dhnlichsten Ergebnisse im Vergleich
zu den nativen Konformationen bekannter ADAMTS-Protein-Inhibitor-Komplexe erzielt werden. Daher
wurde davon ausgegangen, dass Glide sich am besten dafiir eignet, die riumliche Lage von ADAMTS7-
Inhibitoren vorherzusagen und deren Bindeaffinitiit abzuschétzen.

AnschlieBend konnte ein Virtual Screening zur Identifizierung von ADAMTS7-Inhibitoren durchgefiihrt
werden. In diesem gelang es, die Ausgangsdatenbank ZINC (Drug-Like) [153] mit etwa 23 Millionen Wirk-
stoffkandidaten auf eine Auswahl von 79 potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren zu reduzieren. Die Filter-
schritte umfassten das Screening mit dem ADAMTS7-Pharmacophore sowie Dockings. Die erhaltenen
Docking-Posen wurden anhand des Docking-Scores sowie zwei weiterer Kriterien (Zink-Koordinierung
und Wasserstoffbriicke zu Gly358-0) auf ihre Bindungseigenschaften zu ADAMTS7 getestet. Da keine
ADAMTS7-Inhibitoren oder Liganden, welche an diese Bindetasche binden, bekannt sind, konnte die Giite
der ADAMTS7-Virtual Screening-Pipeline nicht validiert werden. Die verbliebenen 79 Verbindungen wur-
den zur weiteren experimentellen Testung vorgeschlagen. Die Ergebnisse standen bis zur Fertigstellung der

Arbeit noch aus.
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6 Ergebnisse und Diskussion: Weiterfiihrende
Untersuchungen der potenziellen
ADAMTS7-Inhibitoren

Mithilfe des Virtual Screenings konnten 79 potenzielle ADAMTS7-Inhibitoren identifiziert werden (Ka-
pitel 5). Die Docking-Posen dieser 79 Hits wurden hinsichtlich ihrer Interaktionen in ADAMTS7 unter-
sucht. So sollte ein Wechselwirkungsmuster ausgehen von den 79 potenziellen Inhibitoren abgeleitet wer-
den, welches die vorhergesagte Bindeaffinitét der potenziellen Inhibitoren zu ADAMTS?7 erklart (siehe Ab-
schnitt 6.1).

Wie bereits in Kapitel 4 festgestellt wurde, sind sich die Proteine der ADAMTS-Familie sequenziell
sowie strukturell dhnlich. Es ist daher nicht auszuschlieen, dass potenzielle ADAMTS7-Inhibitoren auch
an die anderen ADAMTS-Proteine binden. Dies konnte im Hinblick auf das Ziel selektive Inhibitoren fiir
ADAMTS?7 zu finden, zu Kreuzreaktionen und unerwiinschten Nebenwirkungen fiihren. Aus diesem Grund
sollte mit einem inversen Screening (Abschnitt 6.2) die Affinitét der 79 potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren
zu den 18 weiteren ADAMTS-Proteinen abgeschiitzt und die Selektivitit der ADAMTS7-Hits bewertet
werden (siehe Abschnitte 6.2.1 und 6.2.2).

Im Anschluss galt es zu ermitteln, ob ein Zusammenhang zwischen Linge, Volumen und der Selektivitit
von potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren besteht (siehe Abschnitt 6.3.1). Aulerdem wurden die Wechsel-
wirkungen der identifizierten selektiven und nicht selektiven Inhibitoren mit dem ADAMTS7-Protein im
Detail untersucht (siehe Abschnitte 6.3.2 und 6.3.3). AbschlieBend sollte die Stabilitdt der Bindung der
potenziell selektiven Hits anhand ihrer Docking-Posen mittels MD-Simulationen validiert werden (siche
Abschnitt 6.3.4).

6.1 Wechselwirkungen zwischen ADAMTS7-Bindetasche und potenziellen

Inhibitoren

Nach der Identifizierung von potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren wird hier eine genauere Analyse der
Docking-Posen dieser Verbindungen im Virtual Screening vorgenommen. Die Untersuchungen konzentrie-
ren sich auf die 79 potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren und deren Wechselwirkungen in der ADAMTS7-
Bindetasche.

Interessant bei der Auswertung der Docking-Posen ist, ob die Wirkstoffkandidaten bestimmte Interak-
tionen (gehduft) bei der Bindung an die Bindetasche eingehen. Dies hat den Zweck, zu analysieren, ob
bestimmte Wechselwirkungen fiir die guten Docking-Scores in den 79 Posen und somit fiir eine wahr-
scheinlich hohe Bindeaffinitit zu ADAMTS7 sorgen. Hierzu wurden die Wasserstoftbriickenbindungen,
hydrophobe sowie aromatische Interaktionen in den Docking-Posen zwischen Bindetasche und jeweiligem

potenziellen Inhibitor untersucht. Die Analysen erfolgten mit dem jeweiligen Hit in der Bindetasche, in der
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das jeweilige Docking-Ergebnis gemessen wurde. Demnach wurden die Untersuchungen im ADAMTS7-

Homologiemodell oder einem der vier Conformational Ensembles durchgefiihrt.

Zuerst erfolgt die Auswertung der Wasserstoffbriickenbindungen in den Docking-Posen. In Tabelle 6.1
sind diejenigen Aminosduren aufgefiihrt, welche iiber Wasserstoffbriicken mit den Liganden interagie-
ren sowie deren Hiufigkeit in den 79 Docking-Posen. 22 verschiedene Interaktionen dieser Art wurden
beobachtet. Die Wasserstoffbriicke zu Gly358-O (Pharmacophore-Feature D4) ist aufgrund des Filterkri-
teriums in allen Docking-Posen zu finden. Acht Wasserstoffbriicken sind nur bei jeweils einem Ligan-
den zu finden (Hiufigkeit 1,3 %) und daher ligandspezifisch einzuschitzen und nicht kennzeichnend fiir

spezifische ADAMTS7-Inhibitoren. Vergleicht man
die Haufigkeit der Wasserstoffbriicken mit dem
Tabelle 6.1: Wasserstoffbriickenbindungen zwischen erstellten ADAMTS?7-Pharmacophore (vergleiche
den 79 potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren und der Abschnitt 5.1) sind die Features D1 (Ser416-O)

ADA.l\/[TS7.—Bin.detascl.1e sowie der.en Hﬁuﬁgkeit. Grau und D3 (Glu389-0,;, Glu389-0,,) bzw. dic Was-
markiert sind jene Bindungen zwischen Liganden und

Aminosiureseitenketten. serstoffbriicken mit den assoziierten Aminosiu-
Aminosiure  Atom  Hiufigkeit ren mit jeweils 19,0 % bzw. 8,9 % am Haufigs-
Glu355 o 10.1% ten zu finden. Die Pharmacophore-Features Al
Thr356 O 1,3% (Leud420-N) und D2 (Asp422-Oz,) bzw. Interak-
Thr356 Oy 38% . . o .
Leu357 N 13% tionen mit den Aminosduren wurden nicht bzw.
Gly358 1(\)1 11(;(3)3 bei zwei Posen beobachtet. Basierend auf den
0
Ser360 O 13% Pharmacophore-Untersuchungen wurde postuliert,
Thr385 Oy 8,8 % dass die Features Al und D2 fiir die Selektivitit
His388 Ne2 1,3 % o ..
Glu3g9 O, 6.3% von ADAMTS7-Inhibitoren stehen konnten (ver-
Oc2 25% gleiche Abschnitt 5.1). In den 79 Docking-Posen
Glyd09 N 13% A . .
Phe413 0 51% sind die Merkmale bzw. Interaktionen nicht bzw.
lle414 O 8,9 % selten identifiziert worden. Jedoch liegen die Hélf-
Ser416 (0] 19,0 % . . .
o, 13% te der Wasserstoffbriicken zwischen den potenziel-
Pro417 O 6,3 % len Inhibitoren und Aminoséuren des L1-Loops vor,
GIn418 N 3,8 % . . ..
0 2.5% sodass in diesem Fall wahrscheinlich generell Was-
Leud20 O 1,3 % serstoffbriickenbindungen mit dem L1-Loop fiir ei-
Tyr421  OH 2,5% . _ .
Aspd22  Ogy 25% ne Bindeaffinitit und Selektivitit stehen konnten.

Des Weiteren ist bei der Analyse der Wasserstoff-
briicken vor allem interessant, ob Wasserstoffbriicken mit nicht konservierten Seitenketten ausgebildet wer-
den. Dies konnte auf Interaktionen hindeuten, die auf Selektivitiit schlieBen lassen, da sie in den anderen
ADAMTS-Proteinen nicht ausgebildet werden konnen. Es konnten innerhalb der 79 Docking-Posen Was-
serstoffbriicken zu sieben Seitenketten ausgemacht werden, die in Tabelle 6.1 grau markiert sind. Bei den
interagierenden Aminosiuren handelt es sich um Thr356, Thr385, His388, Glu389, Ser416, Tyr421 und
Asp422. Nicht konserviert iiber die ADAMTS-Proteine sind dabei die drei Aminosduren Ser416, Tyr421
und Asp422, welche im L1-Loop lokalisiert sind. Da jedoch die Wasserstoffbriicken zwischen den Seiten-
ketten und potenziellen Inhibitoren in nur 1-2 Verbindungen vorkommen, sind sie kein Hinweis auf po-
tenziell spezifische ADAMTS7-Interaktionen. Auf die mogliche Wichtigkeit der Aminoséduren Ser416 und
Asp422 wurde schon im Rahmen des ADAMTS7-Pharmacophores hingewiesen bzw. auf die Wichtigkeit

des L1-Loops im vorigen Absatz.
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6.1 Wechselwirkungen zwischen ADAMTS7-Bindetasche und potenziellen Inhibitoren

Ein weiterer Aspekt in den Docking-Posen sind hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Protein und
potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren. Hydrophobe Wechselwirkungen zidhlen im Gegensatz zu Wasserstoff-
briicken zu den schwachen Wechselwirkungen. Zu zwolf Aminoséduren in der ADAMTS7-Bindetasche wur-
de diese Art der Interaktion festgestellt. Diese sind in Tabelle 6.2 aufgelistet.
Bei etwa 46% bzw. 41% aller potenziellen
ADAMTS7-Inhibitoren wurden hydrophobe Wech-
selwirkungen zu Leu357 bzw. Phe384 beobachtet.  mypejie 6.2 Hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
Rund 37 % aller Liganden zeigen Wechselwirkun- den 79 potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren und der
gen zu Pro417 und 29 % zu Leu419. Zwischen 15 % ADAMTS7-Bindetasche sowie deren Héufigkeit.
und 12,7% der Liganden zeigen hydrophobe Wech- Aminosdure Haufigkeit

. . . Ala348 2,5 %
selwirkungen mit Pro381, Tyr421 und Leu359. Mit Lewss?  45.6%
den Aminosduren Ala348, Val362, Val408, Ile414 Leu359 12,7%
Val362 5,1 %
Pro381 15,2 %
gen hydrophobe Wechselwirkungen. Folglich sind Phe384  40,5%
Val408 2,6 %
Ile414 1,3%
tionen dieser Art beteiligt. Von diesen sieben Ami- Pro417  36,7%
nosduren sind Leu359, Pro417 und Leu419 nicht Leud19 29.1%
Leu420 1,3%
konserviert iiber die ADAMTS-Proteine. Von den Tyr421 12,7%

und Leu420 zeigen maximal 5 % der 79 Verbindun-

sieben der zwolf Aminosiduren hédufig bei Interak-

zwoOlf Aminoséuren, welche hydrophobe Wechsel-

wirkungen eingehen, sind insgesamt zehn nicht konserviert (Leu359, Val362, Pro381, Val408, Ile414,
Pro417, Leud19, Leud20, Tyr421). Die hydrophoben Interaktionen konnten ein wichtiger Aspekt fiir ei-
ne gute (selektive) Bindeaffinitit an ADAMTS?7 darstellen.

Die letzten Wechselwirkungen, welche genauer betrachtet wurden, sind aromatische Wechselwirkungen.
In den 79 Docking-Posen wurden wenige aromatische Interaktionen beobachtet. Dies liegt vor allem an der
Tatsache, dass nur eine geringe Anzahl an aromatischen Aminosduren in der ADAMTS7-Bindetasche vor-
liegt. In Tabelle 6.3 sind die Aminoséduren, welche diese Art der Wechselwirkung mit den 79 Verbindungen
aufweisen, mit der Haiufigkeit des Auftretens in den  Docking-Posen  aufgelistet.
Alle aromatischen Interaktionen haben eine Hé&u-
figkeit von unter 11 %. Damit sind aromatische
Wechselwirkungen wahrscheinlich nicht ausschlag- Tabelle 6.3: Aromatische Wechselwirkungen zwischen den
gebend fiir die Docking-Scores bzw. die Bindeaf- 79 potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren und Aminosiure-
finitit dieser Verbindungen zu ADAMTS7. AuBer- ;ellt(er.lfetten der ADAMTS7-Bindetasche sowie deren Hiu-

. L . . gkeit.
dem sind die vier Aminosduren Phe384, His388, — - -
Aminosdure  Héaufigkeit
His392 und His398 iiber die ADAMTS-Proteine
Phe384 1,3 %

konserviert. His388, His392 und His398 sind zu- His388 10,1 %
His392 1,3 %
His398 6,3 %

dem jene Histidin-Reste, welche das Zink-Ion
in den ADAMTS-Proteinen koordinieren. Folglich
sind diese Aminosduren und aromatische Interak-
tionen wahrscheinlich kein Kriterium, welches fiir die Bindeaffinitit bei den ADAMTS7-Inhibitoren sorgt.

Die Wechselwirkungen zwischen ADAMTS7 und den 79 Verbindungen zeichnen in den Docking-Posen
ein vielfiltiges Bild an Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophoben sowie aromatischen Interaktionen. In

diesem Fall konnte basierend auf diesen Ergebnissen keine eindeutige Schlussfolgerung iiber ein einheit-
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liches Interaktionsmuster zwischen Protein und Liganden fiir diese 79 Verbindungen ausgemacht werden,

welches eine gute Bindeaffinitit an ADAMTS7 garantiert.

6.2 Inverses Screening

Im nédchsten Schritt sollte untersucht werden, ob es sich bei den ausgewéhlten, bestbewerteten 79 Verbin-
dungen moglicherweise um potenziell selektive oder nicht selektive ADAMTS7-Inhibitoren handelt. Es
stellte sich die Frage, ob die potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren zu den 18 anderen Proteinen der Familie
eine dhnliche Bindeaffinitit haben. Diese Information ist ein Hinweis beziiglich der ADAMTS7-Selektivitiit
der Verbindungen. Mithilfe eines inversen Screenings (siehe Abschnitt 2.7.4) wurde dieser Fragestellung
auf den Grund gegangen. Dafiir wurden die 79 Verbindungen aus dem ADAMTS7-Virtual Screening in
die Metalloproteinase-Domine der 18 weiteren ADAMTS-Proteine gedockt, um die Bindeaffinitit und die
Wechselwirkungen zu vergleichen.

Fiir diese Untersuchungen wurden die bekannten raumliche Strukturen von ADAMTS-Proteinen sowie
die bereits erstellten Homologiemodelle (sieche Abschnitt 4.1) jener ADAMTS-Proteine ohne bekannte 3D-
Struktur genutzt. Fiir drei der 18 ADAMTS-Proteine (ADAMTSI1, -4 und -5) lag zum Zeitpunkt des inversen
Screenings mehr als eine experimentell bestimmte Struktur, welche die Metalloproteinase-Doméne abdeckt,
vor. Aus diesem Grund wurde anhand der folgenden Kriterien, basierend auf der Studie (inverses Screening
von Kinase-Inhibitoren) von Santiago et al. [174], jeweils eine beispielhafte Struktur ausgewihlt:

1. Strukturen mit kokristallisiertem Liganden wurden apo Strukturen vorgezogen.

2. Strukturen mit der hochsten Auflosung wurden gewihlt.

3. Besteht eine Struktur aus mehreren Proteinketten, wurde diejenige mit den besten strukturellen Para-
metern gew#hlt (anhand des B-Faktors und der Vollstiandigkeit).

4. (Moglichst) keine fehlenden Aminoséuren in der Proteinbindetasche.

In Tabelle 6.4 sind die ausgewihlten, im inversen Screening das jeweilige Protein reprisentierenden, Ront-
genkristallstrukturen aufgelistet. Fiir ADAMTSI ist die gewéhlte Rontgenkristallstruktur 2JIH. Bei den

Tabelle 6.4: ADAMTS-Rontgenkristallstrukturen, welche fiir das inverse Screening ausgewdihlt wurden. Fiir jedes
Protein ist die PDB-ID der gewihlten Struktur sowie Auflosung, Proteinkette und Abdeckung der Proteinsequenz
angegeben. Die Auswahl fand im Oktober 2014 anhand der damals bekannten Strukturen statt.

Protein Struktur Auflosung  Kette Abdeckung

(PDB-ID) (A)
ADAMTS1 2JIH [49] 2,10 A Ser256-Lys548
ADAMTS4  2RJP [47] 2,80 C Ala214-His508
ADAMTSS 3HYG [50] 1,40 A Ser264-11e480

ADAMTS4- (2RJP) und ADAMTS-5-Strukturen (3HYG) handelt es sich um jene, die bereits bei den struk-
turellen Untersuchungen der ADAMTS-Bindetaschen als repréisentative Strukturen sowie als Template beim
Homology Modeling genutzt wurden.

Wie bereits in Abschnitt 4.1 erwihnt, ist eine Aminosédure in der Bindetasche der ausgewéhlten Ront-
genkristallstruktur 2RJP von ADAMTS4 mutiert (Glu362GlIn). Diese Aminosdure wurde in die Wildtyp-
Aminosiure umgewandelt (Maestro, Version 9.5) und mit dem Kraftfeld OPS2005 energieminimiert (Ma-
croModel, Version 10.3). Alle Proteinstrukturen, die fiir das inverse Screening ausgesucht wurden, wurden

einer Vorbereitung mit dem Schrodinger Protein Preparation Wizard (Schrodinger Suite 2014-1) [170] unter-
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zogen, analog zum Vorgehen beim Redocking (siehe Abschnitt 5.2). Die 15 ADAMTS-Homologiemodelle,
welche alle die Metalloproteinase-Domine umfassen, standen aus vorausgegangenen Analysen (sieche Ab-
schnitt 4.1) zur Verfiigung und wurden wie vorliegend verwendet. Sie wurden bereits einem Loop-Refine-

ment sowie einer Energieminimierung unterzogen.

Es muss bei der Nutzung von Modellen in den folgenden Analysen beachtet werden, dass die ADAMTS-
Homologiemodelle eine Vorhersage der raumlichen Struktur sind und keine 100 %ige Aussage zur Genau-
igkeit getroffen werden kann, da diese Fehler enthalten konnen. Im gleichen Atemzug konnen Rontgenkris-
tallstrukturen je nach Auflosung ebenso Ungenauigkeiten und somit Fehler aufweisen. Durch die Anwen-
dung bestimmter Methoden, wie z. B. der Energieminimierung, wurde versucht in den Modellen und den

Rontgenkristallstrukturen jene Fehler zu minimieren.

Nach der Auswahl der rdumlichen Proteinstrukturen wurden die Bindetaschen der 18 Strukturen mit ei-
nem Grid mit Schrodinger Glide (Version 6.2) charakterisiert. Die Grids haben jeweils die zum His388
von ADAMTS7 korrespondierenden Aminoséure als Zentrum, um die Vergleichbarkeit zu den ADAMTS7-
Docking-Studien zu gewihrleisten. AuBBerdem wurden die Grids mit einer Kantenlidnge von 25 A definiert
und erlauben die Rotation von Hydroxyl- und Thiolgruppen auf Proteinseite. Das inverse Screening wur-
de analog zum letzten Docking-Schritt beim ADAMTS7-Virtual Screening (siehe Abschnitt 5.3.3) durch-
gefiihrt. Beim inversen Screening wurde somit ausschlielich ein pridzises Docking mit extra precision
(XP) mit den 79 Verbindungen in die 18 ADAMTS-Grids durchgefiihrt sowie deren Bindeaffinitit mittels
Docking-Scores vorhergesagt.

Wie im Abschnitt 2.7.4 angedeutet, sind Docking-Scores einer Verbindung in unterschiedlichen Protein-
strukturen nicht notwendigerweise vergleichbar. In dem hier betrachteten Fall liegen keine experimentellen
Daten zur Bindung der Liganden vor, sodass keine Validierung vorgenommen werden konnte. Daher wurden
die Docking-Scores aus dem inversen Screening sowie die Scores aus dem ADAMTS7-Virtual Screening fiir
die 79 Verbindungen nach der MACS-Methode (siehe Abschnitt 2.7.4 bzw. [151]) normalisiert. Die MACS-
Methode ermdglicht die Vergleichbarkeit der Docking-Scores innerhalb des inversen Screenings. Fiir den
folgenden Vergleich der Bindeaffinitdten wurden die angepassten Scores (Berechnung: siehe Formel (2.13)
in Abschnitt 2.7.4) herangezogen. Im Anhang in Tabelle A.9 sind die normalisierten Docking-Scores auf-

gelistet.
Um herauszufinden, ob die Verbindungen in den Strukturen der ADAMTS-Familie dhnlich wie in AD-

AMTS7 binden, wurden zur Auswertung des inversen Screenings die Docking-Posen anhand der gleichen

bzw. entsprechend angepassten Kriterien des ADAMTS7-Virtual Screening bewertet:

1. Ist eine Zink-Koordinierung vorhanden?

2. Wird eine (moglicherweise essenzielle) Wasserstoffbriicke zwischen Inhibitor und der zu Gly358-O
(ADAMTS7) korrespondierenden Aminoséure in dem jeweiligen Protein ausgebildet?

3. Zusitzlich wurden die Docking-Posen anhand des Docking-Scores klassifiziert. Hierbei wird fiir jeden
Liganden der normalisierte Docking-Score des ADAMTS7-Virtual Screenings als Grenzwert gesetzt.
Im Folgenden wird von einem ,,guten* Docking-Score geschrieben, wenn der Docking-Score des
Liganden in der jeweiligen Bindetasche j im inversen Screening gleich oder niedriger als der Grenz-
wert ist (d. h. Docking-Scorey jo,nq j < Docking-Scorey jy,0q Apamrs7)- Andernfalls wird der Docking-
Score als ,,schlecht” bezeichnet (d.h. Docking-Scorey 5, ; > Docking-Scorey jo,ng Apamrs7)- Dies
ist in der Erwartung begriindet, dass Docking-Posen, die gleich oder besser bewertet werden als die
ADAMTS7-Pose eine ,,gute* Bindeaffinitit, dhnlich wie zu ADAMTS7, aufweisen und ansonsten im
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Vergleich zu ADAMTS?7 ,,schlechter* an das jeweilige Protein binden. Letzteres lidsst darauf schlie-
Ben, dass die Bindeaffinitit zu ADAMTS7 hoher sein konnte.

Es wurde fiir jeden Liganden nur die beste Docking-Pose je Protein, basierend auf dem Docking-Score,
analysiert. In Abbildung 6.1 ist das Ergebnis des inversen Screenings fiir die 18 ADAMTS-Proteine zu-
sammengefasst. Deutlich wird, dass in den ADAMTS-Proteinen zwischen 3,8 % (ADAMTS3) und 36,7 %
(ADAMTS1) der untersuchten Verbindungen alle drei oben genannten Kriterien fiir eine potenziell gute
Bindung bzw. Bindeaffinitit erfiillen. Im Durchschnitt liegt der Anteil bei 16,6 %. Aulerdem betriigt der
Anteil der Liganden, die das Zink-Ion koordinieren und dabei einen guten Docking-Score unter dem Grenz-
wert des ADAMTS7-Virtual Screenings aufweisen zwischen 0 % (ADAMTS19) und 49,9 % (ADAMTS1)
(Durchschnitt: 15,8 %). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass in dem Datensatz potenzieller ADAMTS7-
Inhibitoren nicht nur selektive Verbindungen zu finden sind. Gleichzeitig zeigt sich, dass zwischen 1,3 %
(ADAMTS1) und 49,4 % (ADAMTS12 und ADAMTS17) der Liganden das Zink-Ion koordinieren, eine
Wasserstoffbriicke zum Gly358-O-Analog ausbilden, aber eine geringere Bindeaffinitit als zu ADAMTS7
aufweisen (Durchschnitt: 24,9 %). Durchschnittlich 35,8 % (zwischen 4,5 % (ADAMTS1) und 64,7 % (AD-
AMTS14) der getesteten Verbindungen weisen im inversen Screening lediglich eine Zink-Koordinierung
zum ADAMTS-Protein auf, jedoch keine Wasserstoftbriicke zum Gly358-O-Analog sowie eine schlechte
Bindeaffinitit zum jeweiligen Protein. Auferdem zeigt sich, dass nur in ADAMTSS5 2,5 % der getesteten
Liganden im inversen Screening unter Fehlen der Zink-Koordinierung und der Wasserstoffbriicke eine gu-
te Bindeaffinitdt zu den ADAMTS-Proteinen aufweisen. In allen anderen ADAMTS-Proteinen erfiillt kein

Ligand dieses Kriterium.

Es stellten sich die folgenden Fragen: Konnen aus den Ergebnissen des inversen Screenings und den
Sequenz- und Strukturvergleichen der ADAMTS-Bindetaschen aus Abschnitt 4.2.2 Riickschliisse auf die
Bindeaffinitidt der 79 Verbindungen gezogen werden? Lisst sich ein Unterschied in der Bindeaffinitét der
Liganden zu Proteinen erkennen, die zu ADAMTS7 weniger dhnlich bzw. strukturell diverser sind? Den
geringsten Anteil an Verbindungen, die alle drei Kriterien erfiillen, zeigt ADAMTS3 mit 3,8 %. Das Pro-
tein ADAMTS3 ist im Vergleich zu ADAMTS?7 in der Bindetasche weniger stark konserviert als die an-
deren ADAMTS-Proteine (vergleiche Tabelle 4.9): Die Sequenzidentitidt zur S4-Region betrdgt 38,5 %
(ADAMTS-Durchschnitt: 46,5 %), zur H4-Region 57,1 % (ADAMTS-Durchschnitt: 63,3 %) und zum L1-
Loop 26,7 % (ADAMTS-Durchschnitt: 25,2 %). Strukturell zeigt das S4-Faltblatt-Analogon in ADAMTS3
eine Differenz von 10,5 A zu ADAMTS7 und im L1-Loop unterscheidet sich ADAMTS3 um 3,3 A zu AD-
AMTST7 (siehe Tabelle 4.10). Diese sequenziellen und strukturellen Unterschiede zwischen der ADAMTS3-
Bindetasche zu ADAMTS?7 konnten fiir den vergleichsweise geringen Anteil an Docking-Posen, welche
die drei Kriterien erfiillen, ursdchlich sein. Den hochsten Anteil an Verbindungen, die die drei Kriterien
erfiillen, zeigte ADAMTS1 (36,7 %). Die ADAMTS1-Bindetasche weist eine durchschnittliche Sequenzi-
dentitdt zu ADAMTS7 (auBer im L1-Loop) im Vergleich zu den weiteren ADAMTS-Proteinen auf (verglei-
che Tabelle 4.9): Die Sequenzidentitit zur S4-Region betridgt 40,0 % (ADAMTS-Durchschnitt: 46,5 %),
zur H4-Region 61,9 % (ADAMTS-Durchschnitt: 63,3 %) und zum L1-Loop 16,7 % (ADAMTS-Durch-
schnitt:25,2 %). Eine hohe Konservierung ist daher nicht verantwortlich fiir dieses Ergebnis. Der RMSD¢,
des L1-Loops betriigt 6,8 A zwischen ADAMTS1 und ADAMTS?7, was etwa der durchschnittlichen struktu-
rellen Abweichung dieser Region zu ADAMTS7 (6,1 A) entspricht (siehe Tabelle 4.10). Trotz dieser durch-
schnittlichen sequenziellen und strukturellen Unterschiede weisen etwa zwei Fiinftel der getesteten Verbin-
dungen eine dhnliche Bindeaffinitit zu ADAMTS1 wie zu ADAMTS?7 auf. Die Docking-Posen der poten-
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6 Ergebnisse und Diskussion: Weiterfithrende Untersuchungen der potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren

ziellen ADAMTS7-Inhibitoren in ADAMTS12, das zu ADAMTS7 sequenziell und strukturell dhnlichste
Protein (vergleiche Abschnitt 4.2.2), erfiillen nur zu 19,0 % die drei Kriterien. Es wurde jedoch beobachtet,
dass etwa die Hilfte der 79 Verbindungen in ADAMTS12 Zink-koordiniert sind und eine Wasserstoffbriicke
zum Gly358-O-Analogon ausbilden. Folglich sind zwei Kriterien erfiillt, wobei die Bindeaffinitit im Ver-
gleich zu ADAMTS?7 schlechter ist.

Die Auswertung des inversen Screenings zeigte, dass unter den Verbindungen, welche als potenzielle
ADAMTS7-Inhibitoren identifiziert wurden, einige Verbindungen ebenfalls an die anderen 18 getesteten
ADAMTS-Proteine unter den gewihlten Filterkriterien mit einer dhnlichen Affinitit binden. Folglich muss
die Selektivitdt der Verbindungen genauer untersucht werden. Es konnte nicht gezeigt werden, dass von ei-
ner sequenziellen und strukturellen Ahnlichkeit bzw. Unihnlichkeit der ADAMTS-Bindetaschen (vergleiche
Abschnitt 4.2) auf eine dhnlich affine bzw. eine weniger affine Bindung der 79 potenziellen ADAMTS7-
Inhibitoren geschlossen werden kann. Eine Frage stellt sich besonders nach der vorausgegangenen Ana-
lyse: Gibt es Verbindungen, die im inversen Screening alle bzw. keines der Kriterien in allen getesteten
ADAMTS-Proteinen erfiillen?

6.2.1 Potenziell nicht selektive Hits

Zur Beantwortung der gestellten Frage wurde zuerst gepriift, ob es ADAMTS7-Hits gibt, die im inver-
sen Screening gut, d. h. unter Erfiillung der drei oben genannten Kriterien, an die 18 getesteten Strukturen
binden. Wenn Verbindungen in mindestens einer anderen Bindetaschen an das Zink-Ion koordiniert sind,
eine Wasserstoffbriicke zum Gly358-0-Analogon ausbilden und einen normalisierten Docking-Score klei-
ner gleich dem Score des ADAMTS7-Virtual Screenings aufweisen, kann davon ausgegangen werden, dass
die Bindung @hnlich affin wie zu ADAMTS?7 ist. Dies wire ein Hinweis darauf, das jene Verbindungen
womdglich keine spezifischen Inhibitoren fiir ADAMTS7 sein kdnnten und auch auf andere Proteine dieser
Familie eine Wirkung haben konnten. Daher sind diese ADAMTS7-Hits wahrscheinlich nicht selektiv.
Gibt es Strukturen, die in allen ADAMTS-Proteinen die drei Kriterien erfiillten? Auf keine der 79 ge-
dockten Verbindungen trifft dies zu (vergleiche Tabelle A.9 im Anhang). Folglich zeigt keiner der 79 po-
tenziellen ADAMTS7-Inhibitoren eine Affinitit zur gesamten Proteinfamilie. Es zeigte sich, dass die unter-
suchten Verbindungen in maximal 10 weiteren ADAMTS-Proteinen die oben genannten Kriterien erfiillen:
Fiinf Verbindungen (ZINC00895294, ZINC05131990, ZINCO08551175, ZINC45076864, ZINC71186797)
zeigen (im Vergleich zu ADAMTS7) zu zehn ADAMTS-Proteinen eine gute Bindeaffinitit, zwei Ver-
bindungen (ZINC03869786, ZINC18141652) zu neun ADAMTS-Proteinen. Im Gegensatz dazu konnte
bei elf Verbindungen (ZINC37374946, ZINC37414218, ZINC40536338, ZINC42430101, ZINC48858643,
ZINC49571689, ZINC49974870, ZINC52011629, ZINC62424078, ZINC62424080, ZINC62468257) eine
dhnliche Bindeaffinitit wie zu ADAMTS7 nur bei einem weiteren ADAMTS-Protein beobachtet werden.
Es wurde davon ausgegangen, dass Liganden, deren beste Docking-Pose in mindestens 50 % der geteste-
ten Strukturen (entspricht neun ADAMTS-Proteinen) die drei Kriterien erfiillen, nicht zu den selektiven
ADAMTS7-Inhibitoren gezihlt werden konnen. Auf sieben der 79 Verbindungen trifft dies zu. Die sieben
Verbindungen stammen aus dem Clean-Datensatz der Drug-Like ZINC-Datenbank. In Abbildung 6.2 sind
die Strukturformeln dieser Verbindungen dargestellt. Die Auflistung der Strukturformeln zeigt, dass sich
unter den sieben Verbindungen zwei Enantiomerenpaare befinden (ZINC00895294 (siehe Abb. 6.2a) und
ZINCO08551175 (siehe Abb. 6.2d); ZINC03869786 (siehe Abb. 6.2b) und ZINC05131990 (siehe Abb. 6.2¢)).
Bis auf ZINC71186797 zeigen die Verbindungen einen sehr dhnlichen strukturellen Aufbau: Sechs Verbin-
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Abbildung 6.2: Strukturformeln der sieben potenziell fiir ADAMTS7 nicht selektiven Inhibitoren.

dungen (auBer ZINC71186797 (siche Abb. 6.2g)) setzen sich aus kurzen, linearen Kohlenstoffketten zusam-
men, welche jeweils eine —COOH-Gruppe sowie vier bis fiinf —OH-Gruppen aufweisen. ZINC71186797
hingegen ist eine Verbindung mit zwei —OH-Gruppen sowie einer Phenylgruppe. Dass sechs der sieben
Verbindungen (sehr) dhnlich zueinander sind, zeigt auch der Vergleich der Strukturen mittels Fingerprints
(Schrodinger Canvas, Version 1.9, Tanimoto similarity, MOLPRINT2D Fingerprints) in Tabelle 6.5. Durch
ihren Aufbau konnen sich diese Molekiile alle in die ldnglichen Vertiefungen der ADAMTS-Bindetaschen
ein- bzw. anpassen. Daher ist zu erwarten, dass sie wahrscheinlich in die meisten ADAMTS-Bindetaschen

unter Erfiillung der gesetzten Kriterien binden. Auf das genaue Bindemuster der sieben Substanzen im

ADAMTS7-Protein wird spiter in Abschnitt 6.3.2 eingegangen.

Tabelle 6.5: Ahnlichkeitsmatrix (Tanimoto-Koeffizient) der sieben potenziell nicht selektiven ADAMTS7-Hits anhand
von Fingerprints. Die Ahnlichkeitswerte sind farbkodiert.

Ahnlichkeit

ZINC00895294
ZINC03869786
ZINC05131990
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ZINC45076864
ZINC71186797
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ZINC00895294
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ZINC05131990
ZINC08551175 0,1 0,5
ZINC18141652 0,5 0,5 0,5 0,5 0,0

ZINC45076864 0,5 0,5 0,5 0,5 0,3 0,1

ZINC71186797 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0
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6 Ergebnisse und Diskussion: Weiterfithrende Untersuchungen der potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren

Somit konnte postuliert werden, dass es sich bei Verbindungen mit kurzen, linearen Kohlenstoffketten
und mehreren —OH-Gruppen vermutlich nicht um selektive ADAMTS7-Inhibitoren handelt. Die sieben
untersuchten, nicht selektiven Verbindungen sind wenig komplex und kénnen wahrscheinlich auf Basis

dieser Ergebnisse in die meisten ADAMTS-Bindetaschen bei gleichzeitig hoher Affinitét binden.

6.2.2 Potenziell selektive Hits

Die interessantere Frage, welche durch das inverse Screening beantwortet werden sollte, ist, ob es unter
den 79 Verbindungen Molekiile gibt, die bezogen auf die 18 getesteten ADAMTS-Strukturen nie alle drei
Filterkriterien (Zink-Koordinierung, Wasserstoffbriicke zur Gly358-O analogen Aminosdure und normali-
sierter Docking-Score < normalisierter ADAMTS7-Docking-Score) auf einmal erfiillen. Insgesamt weisen
18 der 79 Strukturen des ADAMTS7-Virtual Screenings im inversen Screening keine Bindeaffinitit zu den
getesteten ADAMTS-Strukturen auf (vergleiche Tabelle A.9 im Anhang). Somit kann davon ausgegangen
werden, dass es sich bei den 18 Verbindungen um potenziell selektive ADAMTS7-Inhibitoren handelt. 15
der 18 Verbindungen stammen aus dem Boutique-Teil der Drug-Like ZINC-Datenbank, die {ibrigen drei
(ZINC86853423, ZINC94569517 und ZINC94569992) aus der Clean-Untergruppe.

In Abbildung 6.3 sind die 2D-Strukturen dieser Verbindungen dargestellt. Im Vergleich zu den sieben
potenziell nicht selektiven Verbindungen (siehe Abschnitt 6.2.1), enthalten die Strukturen der 18 potenziell
selektiven Hits nicht ausschlieBlich —OH-Gruppen. Sie weisen weitere funktionelle Gruppen auf und sind
damit groBer und komplexer: Bei den 18 Verbindungen ist jeweils mindestens ein (aromatischer) Carbocy-
clus oder Heterocyclus vorhanden. Des Weiteren finden sich Aminogruppen und Gruppen mit Schwefel-
Atomen in den Molekiilen. 13 der 18 Verbindungen beinhalten eine Peptidbindung. Daher wurde postuliert,
dass diese komplexeren Liganden sich nicht an jede der ADAMTS-Bindetaschen einpassen konnen und da-
her vermutlich eine Selektivitét fiir das ADAMTS7-Protein postuliert werden kann. Auf die Bindemuster
im ADAMTS7-Protein wird in Abschnitt 6.3.3 eingegangen.

Ein Vergleich der 18 Strukturen mittel sogenannter Fingerprints (Schrédinger Canvas, Version 1.9, Tani-
moto similarity, MOLPRINT2D Fingerprints) sollte Aufschluss dariiber geben, wie @hnlich sich die poten-
ziellen Hits sind (vergleiche Abschnitt 2.8.2). Im Tabelle 6.6 sind die Ahnlichkeitswerte fiir die untersuchten
Verbindungen dargestellt. Die Analyse zeigte, dass die 18 Verbindungen nicht sehr dhnlich zueinander sind:
Die hochste Ahnlichkeit zueinander weisen die Verbindungen ZINC52012042 und ZINC52012291 mit 0,7
auf. Die weiteren Ahnlichkeitswerte liegen zwischen 0,0 und 0,5, wobei der Durchschnitt 0,1 betrigt. Die
Unterschiedlichkeit der Strukturen ermoglicht die Abdeckung eines grolen chemischen Raumes bei der
Suche nach ADAMTS7-Inhibitoren.

Im inversen Screening wurden 18 Verbindungen ausgemacht, welche zu den untersuchten ADAMTS-
Proteinen eine schlechtere Bindeaffinitidt als zu ADAMTS7 aufzeigten. Diese 18 Verbindungen sind daher
unter den 79 ausgewihlten Verbindungen aus dem ADAMTS7-Virtual Screening potenziell selektive Ver-
bindungen und ermoglichen einen ersten Ansatz fiir die Charakterisierung der Selektivitit von Inhibitoren
fir ADAMTS?7.
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Abbildung 6.3: Strukturformeln der 18 fiir ADAMTS?7 potenziell selektiven Inhibitoren.

95



6 Ergebnisse und Diskussion: Weiterfithrende Untersuchungen der potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren

Tabelle 6.6: Ahnlichkeitsmatrix (Tanimoto-Koeffizient) der 18 potenziellen ADAMTS7-Hits anhand von Fingerprints.
Die Ahnlichkeitswerte sind farbkodiert.

ZINC31961806
ZINC37707318
ZINC40470996
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ZINC48847183
ZINC48847273
ZINC49571688
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ZINC52012042
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ZINC70254898
ZINC75953566
ZINC80583404
ZINC86853423
ZINC94569517
ZINC94569992

Ahnlichkeit

ZINC31961806 0,0
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ZINC40558343 0,1 0,0 0,0

ZINC40603395 0,0 0,0 0,0 0,5 :
ZINC48847183 0,1 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0
ZINC48847273 0,1 0,0 0,1 0,2 0,2 0,5 0,0
ZINC49571688 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,1
ZINC49587694 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
ZINC52012042 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,0 0,0
ZINC52012291 0,0 0,0 0,0 0,2 0,3 0,4 0,4 0,1 0,0 0,0
ZINC52329369 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0

ZINC70254898 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1
ZINC75953566 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0

ZINC80583404 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 0,2 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1
ZINC86853423 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,1 0,3 0,0 0,0 0,1
ZINC94569517 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0
ZINC94569992 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,1 0,2 0,0 0,0
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6.3 Wechselwirkungen zwischen ADAMTS7-Bindetasche und potenziell

(nicht) selektiven Inhibitoren

Bevor die Docking-Posen der potenziell nicht selektiven bzw. der potenziell selektiven ADAMTS7-Inhibi-
toren untersucht wurden, um zu analysieren welche Bereiche bzw. Interaktionen zum ADAMTS7-Protein
wahrscheinlich fiir eine gute Bindeaffinitit bzw. Selektivitit sorgen, sollten die Verbindungen hinsichtlich

ihrer Lange und ihres Volumens verglichen werden.

6.3.1 Analyse des Zusammenhangs zwischen Linge, Volumen und Selektivitiit von
potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren

Die strukturellen Daten der 7 nicht selektiven bzw. 18 selektiven Hits (siche Abschnitte 6.2.1 und 6.3.3)
lieBen bereits vermuten, dass die potenziell selektiven Inhibitoren gréBer sind als die nicht selektiven. Diese
Feststellung sollte validiert werden. Hierfiir wurde die maximale Linge der Liganden in den ADAMTS7-
Docking-Posen gemessen sowie das Volumen, welches die Verbindungen in den Docking-Posen einnehmen,
berechnet.

In Abbildung 6.4 sind die Linge-Volumen-Daten fiir die 25 Verbindungen aufgetragen und je nach Grup-
penzugehorigkeit farblich markiert. Hierbei ist zu erkennen, dass die nicht selektiven Hits kleiner sind
<18 A) und dementsprechend auch ein kleineres Volumen (< 191 A3) einnehmen als die potenziell se-
lektiven ADAMTS?7-Inhibitoren, deren Linge mindestens 7,7 A und Volumen mindestens 178 A3 betriigt.

Basierend auf den Datenpunkten wurde davon ausgegangen, dass die beiden Gruppen linear trennbar sind.
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Abbildung 6.4: Lingen- und Volumenvergleich der potenziell nicht selektiven und selektiven ADAMTS7-Hits.

Aus diesem Grund wurde mittels einer Support Vector Machine (SVM) [175] eine Gerade bestimmt, wel-
che die beiden Gruppen moglichst gut trennen kann. Hierfiir wurde mit R [176] (Skript: siche Anhang A.4.2)
eine Klassifikation vorgenommen. Das Resultat ist die folgende Klassifikationsgerade: 1,038 -x+ 0,024 -
y—12,514 = 0, wobei x die Linge (A) und y das Volumen (A?) des Liganden bezeichnen. Die Gerade
ist in Abbildung 6.4 dargestellt. Nur ein potenziell selektiver Inhibitor wird anhand dieser Trenngeraden
falsch klassifiziert und als nicht selektiv eingeordnet. Fiir die weiteren 24 Verbindungen wird eine korrekte
Einordnung vorgenommen. Folglich kann ein Zusammenhang zwischen Linge, Volumen und potenzieller
Selektivitat fiir die ADAMTS7-Bindetasche postuliert werden.

Es ist somit wahrscheinlich, dass lingere Liganden mit einem gréBeren Volumen eher selektiv an AD-
AMTS7 binden als kleinere Liganden. Dies bestitigt die These, dass sich kleinere Liganden besser in un-
terschiedliche groBe ADAMTS-Bindetaschen einpassen konnen und somit wahrscheinlich keine selekti-
ven Bindemuster aufweisen. Somit ist die Grof3e bzw. das Volumen von potenziellen ADAMTS7-Liganden
wahrscheinlich ein wichtiges Merkmal. Dabei muss ebenso beachtet werden, dass die potenziell selektiven

Inhibitoren neben der GroBe vielfiltigere funktionelle Gruppen aufweisen als die nicht selektiven.

6.3.2 Wechselwirkungen der potenziell nicht selektiven Hits

Im Folgenden werden die Wechselwirkungen der sieben potenziell nicht selektiven ADAMTS7-Hits anhand
der Docking-Posen des Virtual Screenings ausgewertet. Ziel ist es, Gemeinsamkeiten und Unterschiede in
den Bindemustern auszumachen, um eventuell essenzielle Eigenschaften aufzudecken. Zu diesem Zweck
sind in den Abbildungen 6.5a-6.5g die Docking-Posen der potenziellen, nicht selektiven Inhibitoren mit
ADAMTS?7 dargestellt. Diese zeigen die Wechselwirkungen iiber Wasserstoftfbriicken. Im Anhang in den
Abbildungen A.7a-A.7g sind die Inhibitor-Posen mit den Bindetaschen in Oberflichendarstellung visuali-
siert. Dies ermoglicht einen raumlichen Eindruck der Docking-Posen sowie die Darstellung der Eigenschaf-
ten der Bindetasche.

Ein Blick auf die sieben Docking-Posen zeigt, dass in allen Posen der Inhibitor an das Zink-Ion ko-
ordiniert sowie die Wasserstoffbriicke zwischen Gly358-O und Inhibitor vorhanden ist. Alle Verbindun-
gen koordinieren das Zink-Ion iiber ihre —COOH-Gruppe, bis auf den Liganden ZINC71186797. Dieser
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(a) ZINC00895294 (b) ZINC03869786
Docking-Score: -8,77 Docking-Score: -9,74

(c) ZINC05131990 (d) ZINCO08551175
Docking-Score: -9,44 Docking-Score: -8,52

(e) ZINC18141652 (f) ZINC45076864
Docking-Score: -8,68 Docking-Score: -8,82

(g) ZINC71186797
Docking-Score: -8,41

Abbildung 6.5: Docking-Posen der sieben potenziell nicht selektiven ADAMTS7-Inhibitoren. Die Zink-
koordinierenden Histidine sind als Linien dargestellt, genau wie die jeweils mit dem Liganden wechselwirkenden
Aminosduren. Die Liganden werden durch orange Stidbchen dargestellt und die Zink-Ionen sind als graue Kugeln zu
erkennen. Zink-koordinierende Bindungen sind durch grau gestrichelte Linien dargestellt, Wasserstoffbriicken durch
gelb gestrichelte Linien. Die ADAMTS7-Bindetasche (Bereiche um S4, H4 und L1-Loop) ist in Cartoon-Darstellung
visualisiert.
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koordiniert das Zink-Ion iiber eine —OH-Gruppe. Alle Wasserstoffbriicken, bis auf jene zu Gly358-O in
ZINC71186797, werden iiber die —OH-Gruppen der Liganden ausgebildet. Die Wasserstoffbriicke zwi-
schen ZINC71186797 und Gly358-O wird iiber N2 in der —NH,-Gruppe ausgebildet.

Die Docking-Posen der vier Verbindungen ZINC00895294 (siehe Abb. 6.5a), ZINC05131990 (siche
Abb. 6.5¢), ZINC08551175 (siehe Abb. 6.5d) und ZINC18141652 (sieche Abb. 6.5¢) mit dem ADAMTS7-
Protein weisen ein dhnliches Bindemuster auf. In diesen vier Posen konnte neben der Gly358-O-Wasserstoff-
briicke zum Inhibitor (ZINC00895294: O-3 und O-5, ZINC05131990: O-3, ZINC08551175: O-5, ZINC-
18141652: O-5) jeweils eine Bindung dieser Art zwischen Leu357-N und Inhibitor (ZINC00895294: O-4,
ZINC05131990: O-6, ZINC08551175: O-4, ZINC18141652: O-7) beobachtet werden. AuBlerdem intera-
gieren diese vier Verbindungen (ZINC00895294: O-4, ZINC05131990: O-6, ZINC08551175: O-4 sowie
ZINC18141652: O-7) iiber GIn418-0 im L1-Loop mit der Bindetasche. Zusitzlich findet sich in drei der vier
Docking-Posen (ZINC05131990: O-4, ZINCO08551175: O-3, ZINC18141652: O-6) jeweils eine Wasser-
stoffbriicke mit Glu355-O. ZINC00895294 bildet mit der zu Glu355 nachstgelegenen —OH-Gruppe bereits
zwel Wasserstoffbriicken zu Leu357 und GIn418, sodass keine Interaktion mit Glu355 beobachtet wurde.
Des Weiteren treten in den Docking-Posen von ZINC05131990 und ZINC18141652 neben den Wasserstoft-

briicken zu Leu357 auch hydrophobe Interaktionen mit dieser Aminoséiure auf.

Ein @hnliches Interaktionsmuster wie die vier oben erlduterten Posen zeigt der komplexeste, der potenziell
nicht selektiven Inhibitoren, ZINC71186797 (sieche Abb. 6.5g) mit ADAMTS?7. Es sind Wasserstoffbriicken
zwischen N-1 und Gly358-0, O-3 und Leu357-N, O-3 und GIn418-0 sowie O-2 und GIn418-N beobachtet
worden. Zusitzlich liegen in dieser Pose hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Aminosduren Pro417
und Leud19 der Phenylgruppe von ZINC71186797 vor. Diese funktionelle Gruppe findet sich in keiner
weiteren Struktur dieser sieben potenziell nicht selektiven Hits. Somit konnte diese Interaktion nur in der
Docking-Pose von ZINC71186797 beobachtet werden.

Die Docking-Pose von ZINC03869786 (siehe Abb. 6.5b), das Enantiomer zu ZINC05131990, zeigt, ne-
ben der Wasserstoffbriicken zwischen O-4 und Gly358-0O, eine weitere Interaktion dieser Art (zwischen O-6
und Gly358-N). Letztere tritt in dieser Pose anstelle der Wasserstoffbriicke zu Leu357 in ZINC05131990
auf. Im L1-Loop wurden zwei Wasserstoffbriicken zwischen zwei —OH-Gruppen (O-5 bzw. O-6) und
GIn418-0 beobachtet. Somit bilden ZINC03869786 und ZINCO05131990 jeweils vier Wasserstoftbriicken
iiber ihre —OH-Gruppen in der ADAMTS7-Pose aus, jedoch in zwei Fillen zu unterschiedlichen Amino-

sauren.

In der Docking-Pose von ZINC45076864 (siche Abb. 6.5f) liegen neben der Wasserstoffbriicke zwi-
schen O-3 und Gly358-0O zwei Wasserstoffbriicken zwischen Inhibitor (O-1 bzw. O-7) und Glu355-O vor.
ZINC45076864 interagiert zum L1-Loop der ADAMTS7-Bindetasche iiber hydrophobe Wechselwirkungen
zu Pro417 und Leu419. Alle Docking-Posen, au3er jene von ZINC45076864 (siehe Abb. 6.5f), zeigen somit
Wechselwirkungen zum L1-Loop iiber eine Wasserstoffbriicke zwischen Ligand und Riickgrat von GIn418.

Insgesamt wird deutlich, dass die nicht selektiven Hits nur mit Aminosduren in raumlicher Nihe zum
Zink-Ions interagieren. Dies sind vor allem die iiber die ADAMTS-Proteine konservierten Aminosiuren
Gly358 und Leu357 sowie die nicht konservierten Aminosduren Glu355 und GIn418. Die Wechselwir-
kungen mit Glu355 und GIn418 werden iiber deren Proteinriickgrate eingegangen. Die drei Aminosiduren
Glu355, Leu357 und Gly358 liegen zudem im sequenziell stark konservierten Bereich um das Faltblatt S4.
Die in sechs der sieben Docking-Posen vorliegende Wasserstoffbriicke zu Gln418 im L1-Loop scheint in

diesem Zusammenhang ebenso kein Merkmal fiir eine selektive Bindung zu sein. Somit sind diese vier In-
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teraktionen unspezifisch und erkldren, warum diese Liganden in mindestens 9 der 18 ADAMTS-Proteine im
inversen Screening eine gute Bindeaffinitit aufweisen.
Folglich scheint die GroBe der Liganden in Kombination mit den daraus resultierenden Interaktionen im

Bereich um das Zink-Ion eine universelle Bindung an die meisten ADAMTS-Proteine zu ermdglichen.

6.3.3 Wechselwirkungen der potenziell selektiven Hits

Im Folgenden wurden die Wechselwirkungen der Docking-Posen der 18 potenziell selektiven ADAMTS7-
Hits untersucht werden. Gibt es gemeinsame Eigenschaften bzw. Unterschiede zwischen den 18 Verbindun-
gen, die eine mogliche Selektivitidt begriinden wiirden? Lasst sich daraus ein Wechselwirkungsmodell fiir
potenziell selektive ADAMTS7-Inhibitoren ableiten?

In den folgenden Abbildungen 6.6-6.10 sind die Docking-Posen der 18 Molekiile aus dem ADAMTS7-
Virtual Screening dargestellt. Zusitzlich sind im Anhang in den Abbildungen A.8a-A.8r die Posen mit
den Bindetaschen in Oberflichendarstellung dargestellt. Dies ermdglicht einen rdumlichen Eindruck der
Bindung sowie die Darstellung der Eigenschaften der Bindetasche.

Untersucht man die Bindemuster der 18 Liganden mit ADAMTS?7 zeigen sich verschiedene Interakti-
onsmuster, neben der Zink-Koordination und der Wasserstoffbriicke zu Gly358-0O, die in allen Docking-
Posen vorliegen. Im Folgenden werden die Wechselwirkungen der 18 potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren
in Gruppen mit dhnlichen Bindemustern erldutert. Zudem werden Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu
den Bindemustern der jeweiligen Liganden im inversen Screening dargestellt.

Die vier Liganden ZINC31961806, ZINC37707318, ZINC52329369 und ZINC75953566 zeichnen sich
durch zwei bzw. drei ausgebildete Ringe in der Struktur aus und haben ein dhnliches Bindemuster im
Target ADAMTS?7 (siehe Abb. 6.6). Die Posen der zwei Liganden ZINC37707318 (sieche Abb. 6.6a) und
ZINC52329369 (siehe Abb. 6.6b) zeigen neben der Wasserstoffbriicke zu Gly358-O (ZINC37707318: O-4,
ZINC52329369: O-1) keine weiteren Wasserstoffbriicken zum Protein. ZINC75953566 (siehe Abb. 6.6¢c)
weist neben der Wasserstoftbriicke zwischen O-1 und Gly358-O eine weitere Bindung dieser Art zwischen
N2 und Gly358-N auf. Aulerdem wurden hydrophobe Wechselwirkungen zu Phe384 (ZINC37707318 und
ZINC52329369) und zu Leu420 (ZINC37707318) bzw. Leu357 (ZINC52329369) beobachtet. Im inversen
Screening zeigen die Docking-Posen von ZINC37707318, dass der Ligand nicht in der Nédhe des Zink-Ions
bindet. In den Docking-Posen konnte daher keine Zink-Koordination und/oder keine Wasserstoffbriicke
zum Gly358-O-Analogon beobachtet werden. Dies stellt wahrscheinlich eine schlechtere Bindung dar und
was somit hohere Docking-Scores nach sich zieht. Fiir ZINC52329369 konnte in allen Docking-Posen im
inversen Screening keine Interaktion zur Helix analog zu H4 (ADAMTS7: Phe384) beobachtet werden.
Die Wechselwirkungen erfolgen iiber Wasserstoffbriicken zum L1-Loop-Analogon, was mit weniger guten
Docking-Scores bewertet wird und somit auf eine schlechtere Bindeaffinitét hinweist. Die Docking-Posen
von ZINC75953566 in den anderen ADAMTS-Proteinen zeichnen sich alle durch eine Zink-Koordinierung
aus. Eine Wasserstoftbriicke zum Gly358-0O-Analogon liegt in 72 % der Fille vor und es werden meist
weitere Wasserstoffbriicken in der Bindetasche ausgebildet. Trotzdem wird im Vergleich der ADAMTS-
Proteine die Bindung zu ADAMTS7 am Besten bewertet. Der Ligand ZINC31961806 (siche Abb. 6.6d)
hat genau wie die vorigen drei Hits wenige Wechselwirkungen mit der ADAMTS7-Bindetasche: Zusitzlich
zur Zink-Koordinierung und zweier Wasserstoftbriicken zwischen N-5 bzw. N-6 und Gly358-O liegt eine
Wasserstoffbriicke zwischen N-6 und Glu389-Oc; vor. Der Inhibitor wird demnach nur in der Umgebung

des Zink-Ions an das Protein gebunden. Zusitzlich liegen hydrophobe Wechselwirkungen mit Leu359 und
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(a) ZINC37707318 - (b) ZINC52329369
Docking-Score: -8,75 Docking-Score: -10,13

is398 is398

\ \
(c) ZINC75953566 (d) ZINC31961806
Docking-Score: -9,57 Docking-Score: -9,37

Abbildung 6.6: Docking-Posen der potenziell selektiven Hits ZINC37707318, ZINC52329369, ZINC75953566 und
ZINC31961806 in ADAMTS7. Die Zink-koordinierenden Histidine sind als Linien dargestellt, genau wie die jeweils
mit dem Liganden wechselwirkenden Aminosduren. Die Liganden werden durch orange Stibchen dargestellt und die
Zink-Ionen sind als graue Kugeln zu erkennen. Zink-koordinierende Bindungen sind durch grau gestrichelte Linien
dargestellt, Wasserstoftbriicken durch gelb gestrichelte Linien. Die Bindetasche (Bereiche um S4, H4 und L1-Loop)
ist in Cartoon-Darstellung visualisiert.
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Leu419 vor. Im inversen Screening ist der Ligand in einer anderen Position und nicht in der Nihe des Zink-
Ions gedockt, sodass keine Zink-Koordination und/oder keine Wasserstoffbriicke zum Gly358-O-Analogon

vorliegt.

Die vier ADAMTS7-Docking-Posen in Abbildung 6.6 zeigen somit keine Wasserstoftbriicken mit dem
L1-Loop. In jeweils zwei Posen wurden hydrophobe Wechselwirkungen mit der Helix H4 bzw. dem L1-
Loop beobachtet. Folglich konnten bei diesen vier Molekiile wenige bis keine weiteren Interaktionen fest-

gestellt werden, auf welchen die Selektivitit zu ADAMTS7 begriindet sein konnte.

Die beiden potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren ZINC48847183 (siehe Abb. 6.7a) und ZINC52012291
(siehe Abb. 6.7b) sind dhnliche Strukturen (Tanimoto-Koeffizient: 0,4) und zeigen ein dhnliches Inter-
aktionsmuster in der ADAMTS7-Bindetasche: Beide Liganden bilden Wasserstoffbriicken zu Gly358-O
(ZINC48847183: O-4, ZINC52012291: O-1) sowie Ser416-O (ZINC48847183: O-5, ZINC52012291: N-2)
aus. Zusitzlich sind in der ZINC52012291-Pose hydrophobe Wechselwirkungen zur konservierten Amino-
sdure Leu357 und der nicht konservierten Aminosédure Leu419 vorhanden und in der ZINC48847183-Pose
zu Leu357 und Phe384 (konserviert) sowie Pro381 und Leu419 (nicht konserviert). ZINC40603395 (siehe
Abb. 6.7¢c) interagiert in der Bindetasche genau wie die beiden gerade erwihnten potenziellen Inhibitoren
iber Wasserstoftbriicken zwischen O-5 und Gly358-O sowie O-1 und Ser416-0O. Aullerdem ist in dieser
Docking-Pose eine weitere Wasserstoffbriicke zwischen einer —OH-Gruppe (O-2) und der konservierten
Aminosédure Thr385 (Thr385-Oy1) vorhanden. Ferner liegen zu Leu357, Pro381 und Phe384 hydrophobe

Wechselwirkungen vor.

Die Verbindung ZINC48847273 zeigt in ihrer ADAMTS7-Docking-Pose (siehe Abb. 6.7d) dhnliche hy-
drophoben Wechselwirkungen (Leu357, Phe384) wie ZINC48847173 (vergleiche Abb. 6.7a) sowie eine
Wasserstoffbriicke zwischen N-2 und Ser416-O. Die Verbindungen ZINC48847273 und ZINC48847173
weisen mit 0,5 den zweithochsten Ahnlichkeitswert (vergleiche Tabelle 6.6) der 18 potenziell selektiven
ADAMTS7-Inhibitoren auf. ZINC48847273 (O-5, N-2) interagiert mit der ADAMTS7-Bindetasche zusitz-
lich mit den nicht konservierten Aminosiuren Ile414-O und GIn418-O des L1-Loops iiber Wasserstoff-
briicken. Die Verbindungen ZINC52012291 und ZINC52012042 haben von den 18 betrachteten Verbin-
dungen mit 0,7 den hochsten Ahnlichkeitswert (vergleiche Tabelle 6.6). In ihrem ADAMTS7-Bindemuster
unterscheiden sich beide jedoch grundlegend. Wihrend ZINC52012291 iiber eine Wasserstoffbriicke mit
dem L1-Loop (Ser416-0) interagiert, ist zwischen dem potenziellen Hit ZINC52012042 (siehe Abb. 6.7¢)
und ADAMTS7 neben der Wasserstoftbriicke zwischen O-3 und Gly358-O eine weitere zwischen N-1 und
355-0 im S4-Faltblattbereich der Bindetasche beobachtet worden. Uberdies liegen hydrophobe Wechselwir-
kungen zu Leu357, Pro381 und Phe384 im S4- bzw. H4-Bereich sowie zu Pro417 und Tyr421 im L1-Loop

Vvor.

Die Auswertung des inversen Screenings der fiinf in Abbildung 6.7 betrachteten Molekiile zeigte Fol-
gendes: In den 18 anderen ADAMTS-Bindetaschen liegt ZINC48847173 rdumlich mehr im Bereich des
L1-Loop-Analogons und bindet oftmals nicht Zink-koordiniert, sodass die Interaktion mit dem Zink-Ion
und/oder dem Gly358-0-Analogon nicht moéglich ist (in 14 von 18 Posen). Gleiches gilt fiir das inverse
Screening von ZINC52012291. Die ADAMTS-Docking-Posen der beiden Liganden ZINC48847273 und
ZINC40603395 sind in 17 von 18 Posen Zink-koordiniert, jedoch fehlt in 11 bzw. 13 der 18 Bindemuster
die Wasserstoftbriicke zum Gly358-0-Analogon. Zusitzlich wird die Bindung im Vergleich zu ADAMTS7
schlechter bewertet. Die Posen von ZINC52012042 im inversen Screening sind alle Zink-koordiniert, je-

doch ist nur in dreien die Wasserstoffbriicke zum Gly358-O-Analogon ausgebildet. Der Ligand liegt in
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Abbildung 6.7: Docking-Posen der potenziell selektiven Hits ZINC48847183, ZINC52012291, ZINC40603395,
ZINC48847273 und ZINC52012042 in ADAMTS?7. Die Zink-koordinierenden Histidine sind als Linien dargestellt,
genau wie die jeweils mit dem Liganden wechselwirkenden Aminosduren. Die Liganden werden durch orange Stéb-
chen dargestellt und die Zink-Ionen sind als graue Kugeln zu erkennen. Zink-koordinierende Bindungen sind durch
grau gestrichelte Linien dargestellt, Wasserstoffbriicken durch gelb gestrichelte Linien. Die Bindetasche (Bereiche um
S4, H4 und L1-Loop) ist in Cartoon-Darstellung visualisiert.
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den meisten Bindetaschen rdumlich niher im Bereich des L1-Loop-Analogons, sodass die Wechselwirkung
mit der zu Gly358 korrespondierenden Aminoséure nicht ausgebildet werden kann. Zudem weisen 3 der
18 Posen von ZINC52012042, in denen die Wasserstoffbriicken-Bedingung nicht erfiillt wird, eine hohere
Bindeaffinitit im Vergleich zu ADAMTS?7 auf.

Die fiinf Bindemuster in Abbildung 6.7 zeigen somit alle hydrophobe Wechselwirkungen zum S4-Bereich
(Glu355, Leu357) in der ADAMTS7-Bindetasche. In vier der fiinf Posen liegen Wechselwirkungen (hy-
drophobe, Wasserstoffbriicken) zur Helix H4 (Pro 381, Phe384) vor. Auflerdem wurden in vier von fiinf
Posen Wasserstoftbriicken zum L1-Loop (Ile414, Ser416, GIn418) beobachtet, in drei der Posen hydropho-
be Wechselwirkungen (Pro417, Leu419, Tyr412) zu diesem Bereich. Diese fiinf potenziell selektiven Hits
zeigen somit eine Vielzahl an Wechselwirkungen in der Bindetasche in allen drei Bereichen dieser.

Die Verbindungen ZINC40470996 und ZINC49571688 zeigen in der ADAMTS7-Bindetasche ein identi-
sches Bindemuster: In der Pose von ZINC40470996 (sieche Abb. 6.8a) wurden neben der Wasserstoffbriicke
zwischen O-4 und Gly358-O zwei Wasserstoffbriicken zwischen N-2 und Ile414-O sowie Ser416-O im
L1-Loop beobachtet. Die gleichen Wechselwirkungen wurden in der Docking-Pose von ZINC49571688
(siehe Abb. 6.8b) identifiziert: Zwischen O-2 und Gly358-O sowie zwischen N-1 und Ile414-O bzw. N-2
und Ser416-O liegen Bindungen dieser Art vor. Zusitzlich wurden in beiden Docking-Posen hydrophobe
Wechselwirkungen mit der konservierten Aminosidure Phe384 in der Helix H4 beobachtet.

Im inversen Screening fehlten in den Docking-Posen mit dem potenziellen Inhibitor ZINC40470996 die
Wasserstoffbriicke zum Gly358-O-Analogon oder die Liganden interagierten nicht mit dem Loop analog zu
L1, was zu einer schlechteren Bindeaffinitit fithrte. Das inverse Screening von ZINC49571688 zeigte in 17
der 18 Posen eine Zink-Koordination, in 13 der 18 Protein-Ligand-Konformationen fehlt die Interaktion mit
dem Gly358-0O-Analogon. Der Ligand bindet dabei rdumlich niher im Bereich des L1-Loop-Analogons.
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(a) ZINC40470996 (b) ZINC49571688
Docking-Score: -9,09 Docking-Score: -10,06

Abbildung 6.8: Docking-Posen der potenziell selektiven Hits ZINC40470996 und ZINC49571688 in ADAMTS7. Die
Zink-koordinierenden Histidine sind als Linien dargestellt, genau wie die jeweils mit dem Liganden wechselwirkenden
Aminosduren. Die Liganden werden durch orange Stidbchen dargestellt und die Zink-Ionen sind als graue Kugeln zu
erkennen. Zink-koordinierende Bindungen sind durch grau gestrichelte Linien dargestellt, Wasserstoffbriicken durch
gelb gestrichelte Linien. Die Bindetasche (Bereiche um S4, H4 und L1-Loop) ist in Cartoon-Darstellung visualisiert.

Folglich konnten fiir die potenziell selektiven Hits ZINC40470996 und ZINC49571688 auch Wechselwir-
kungen in allen drei Bereichen (S4-Faltblatt, H4-Helix und L1-Loop) der Bindetasche beobachtet werden.

Die vier Verbindungen ZINC80583404, ZINC40558343, ZINC94569517 und ZINC94569992 zeigen
mitunter Ahnlichkeiten im Bindemuster mit ADAMTS?7: In der Docking-Pose von ZINC80583404 (siche
Abb. 6.9a) ist neben der Wasserstoffbriicke zwischen O-5 und Gly358-0 eine Wasserstoftbriicke zwischen
GIn418-0 und N-2 vorhanden. Diese Interaktion wurde bereits gehduft in den nicht selektiven Hits beob-
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achtet (siehe Abschnitt 6.3.2). Zusitzlich kommt es zu hydrophoben Wechselwirkungen mit dem Leu357.
Die gleiche Kombination der Wechselwirkungen wurde bei den potenziell nicht selektiven Hits (vergleiche
Abb. 6.5) nicht beobachtet. Im inversen Screening wechselwirkt der Ligand hdufiger mit anderen Aminosiu-
ren des L1-Loop-Analogons und bindet daher rdumlich n#her in diesem Bereich, sodass keine Wasserstoft-
briicke zwischen Gly358-0O-Analogon und Ligand ausgebildet werden kann. Daher ist die Wasserstoffbriicke
zu Gly358-0 in diesem Liganden wahrscheinlich fiir die gute Bindeaffinitit bei ADAMTS?7 verantwortlich.

Neben einer Wasserstoffbriicke zu GIn418-O findet sich in den Docking-Posen von ZINC40558343 (sie-
he Abb. 6.9b) und ZINC94569517 (siehe Abb. 6.9c) zur ADAMTS7-Bindetasche noch eine Bindung die-
ser Art zwischen einem Stickstoff-Atom des Inhibitors (N-3 bzw. N-2) und Phe413-O bzw. Ser416-O und
Phe413-0, demnach mit dem Riickgrat des L1-Loops. AuB3erdem ist in der ZINC40558343-Pose eine Was-
serstoffbriicke zwischen einer —OH-Gruppe (O-1) und der konservierten Aminosdure Thr385-O, ausge-
bildet. Hydrophobe Wechselwirkungen wurden in beiden Posen zu Phe384 beobachtet und zu Leu357 nur
in ZINC94569517. Im inversen Screening wurde bei ZINC40558343 und ZINC94569517 das gleiche Ver-
halten des Liganden wie bei ZINC80583404 beobachtet: Das Molekiil liegt raumlich ndher zum L1-Loop-
Analogon und damit bindet eher auf der Zink-abgewandten Seite der Bindetasche. Daher kann keine Was-
serstoffbriickenbindung zum Gly358-Analogon ausgebildet werden. Scheinbar ist die Bindung in der Nihe
des Zink-Ions wichtig fiir eine gute Bindeaffinitit. Die ADAMTS7-Docking-Pose von ZINC94569992 of-
fenbarte drei Wasserstoffbriicken zwischen Inhibitor und L1-Loop von ADAMTS?7. Diese liegen zwischen
N-1 und Phe413-0, Ile414-O sowie Ser416-O vor. Zusitzlich sind in dieser Pose hydrophobe Wechsel-
wirkungen mit Phe384 vorhanden. Im inversen Screening zeigte sich fiir diesen Liganden, dass 17 der 18
Posen Zink-koordiniert sind und nur in vier Posen die Wasserstoffbriicke zum Gly358-0-Analogon vorlag.
Die Bindung erfolgt auch hier zumeist eher in Richtung des L1-Loops, sodass die Interaktion zum Glycin
nicht eingegangen wird. Gleichzeitig wird die Bindeaffinitidt von 17 der 18 Posen schlechter bewertet als bei
ADAMTST7.

Die vier in Abbildung 6.9 dargestellten Bindemuster lassen vermuten, dass die Kombination aus Wechsel-
wirkungen mit der Helix H4 (Phe384) und dem L1-Loop (Phe413, Ile414, Ser416, GIn418) zu einer guten
Bindeaffinitdt und damit zu einer Selektivitdt fiir ADAMTS7 verantwortlich sein konnten. Dabei ist kein
eindeutiges identisches Bindemuster abzuleiten, was natiirlich auch durch die verschiedenen Strukturen der

Inhibitoren begriindet sein kann.

Ein vielfiltiges Bindemuster zum L1-Loop weisen auch die drei Bindemuster von ZINC49587694, ZINC-
70254898 und ZINC86853423 in ADAMTS?7 auf. In der ADAMTS7-Docking-Pose des potenziellen Inhi-
bitors ZINC49587694 (siche Abb. 6.10a) wurden neben der Wasserstoffbriicke zwischen N-3 und Gly358
zwei Wasserstoffbriicken zwischen Inhibitor (N-2, N-2) und L1-Loop (Pro417-O, Leu420-O) beobachtet.
AuBerdem liegen in dieser Pose aromatische sowie hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Aminoséu-
rerest Phe348 vor. AuBlerdem sind hydropobe Wechselwirkungen mit Leu419 beobachtet worden. Dies
scheint bei der Bindung zu ADAMTS?7 eine gute Affinitit hervorzurufen. Im inversen Screening liegt der
Ligand in den weiteren ADAMTS-Proteinen mehr in rdumlicher Nidhe zum L1-Loop-Analogon hin. Da-
her fehlt in 4 der 18 Posen die Zink-Koordinierung und in 10 der 18 Posen dazu noch die Wasserstoft-
briicke zum Gly358-0O-Analogon. Die fehlenden Wechselwirkungen im Bereich des Zink-Ions resultieren
scheinbar in einer schlechteren Bindeaffinitit zu den ADAMTS-Proteinen. Die ADAMTS7-Docking-Pose
mit ZINC70254898 (siehe Abb. 6.10b) zeigt eine Wasserstoffbriicke zwischen N-1 und Tyr421-OH und
ZINC70254898 interagiert auBerdem iiber hydrophobe Wechselwirkungen mit Pro381, Pro417 und Tyr421
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(a) ZINC80583404 (b) ZINC40558343
Docking-Score: -8,51 Docking-Score: -9,78

(c) ZINC94569517 (d) ZINC94569992 o
Docking-Score: -9,33 Docking-Score: -9,22

Abbildung 6.9: Docking-Posen der potenziell selektiven Hits ZINC80583404, ZINC40558343, ZINC94569517 und
ZINC94569992 in ADAMTSY7. Die Zink-koordinierenden Histidine sind als Linien dargestellt, genau wie die jeweils
mit dem Liganden wechselwirkenden Aminosduren. Die Liganden werden durch orange Stibchen dargestellt und die
Zink-Ionen sind als graue Kugeln zu erkennen. Zink-koordinierende Bindungen sind durch grau gestrichelte Linien
dargestellt, Wasserstoffbriicken durch gelb gestrichelte Linien. Die Bindetasche (Bereiche um S4, H4 und L1-Loop)
ist in Cartoon-Darstellung visualisiert.
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mit der Bindetasche. Im inversen Screening fehlt in etwa der Hélfte der Bindemuster die Wasserstoffbriicke
zum Gly358-O-Analogon. Zudem wurden in den meisten Docking-Posen keine Wechselwirkungen mit dem
L1-Loop-Analogon beobachtet, sodass die Bindeaffinitét deutlich schlechter als in der ADAMTS7-Pose be-
wertet wird. In der Docking-Pose der Verbindung ZINC86853423 (siehe Abb. 6.10c) wurden zwei Wasser-
stoffbriicken zwischen ADAMTS7-Bindetasche (Pro417-0, Tyr421-OH) und Inhibitor (N-2) sowie hydro-
phobe Wechselwirkungen mit Leu357, Pro417 und Tyr421 beobachtet. In inversen Screening fehlt in den
Docking-Posen die wahrscheinlich essenzielle Interaktion mit dem Gly358-Analogon oder iiberhaupt eine
Wechselwirkung nahe dem Zink-Ion.

Die drei Bindemuster in Abbildung 6.10 weisen alle Wasserstoffbriicken zum L1-Loop (Pro417, Leu420,
Tyr421) auf. Hydrophobe Wechselwirkungen zur Helix H4 wurden in zwei Posen beobachtet, zum L1-Loop

in allen drei Docking-Posen.
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Abbildung 6.10: Docking-Posen der potenziell selektiven Hits ZINC49587694, ZINC70254898 und ZINC86853423
in ADAMTS?7. Die Zink-koordinierenden Histidine sind als Linien dargestellt, genau wie die jeweils mit dem Ligan-
den wechselwirkenden Aminoséduren. Die Liganden werden durch orange Stibchen dargestellt und die Zink-Ionen
sind als graue Kugeln zu erkennen. Zink-koordinierende Bindungen sind durch grau gestrichelte Linien dargestellt,
Wasserstoffbriicken durch gelb gestrichelte Linien. Die Bindetasche (Bereiche um S4, H4 und L1-Loop) ist in Cartoon-
Darstellung visualisiert.

Anhand der 18 analysierten Bindungsmuster konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl an Kombinationen
von Interaktionen in der Bindetasche wahrscheinlich eine Selektivitit fir ADAMTS7 auszeichnen kénnten.
Interessant ist, dass im Vergleich zum inversen Screening die Wechselwirkung mit dem Aminosédurerest
Gly358 fiir eine bessere Bindeaffinitéit zu sorgen scheint. Somit ist eine Donorstelle im Liganden, wie im
Pharmacophore (D4) postuliert, eventuell essenziell, jedoch wahrscheinlich fiir keine selektive Interaktion
verantwortlich. Wasserstoffbriicken zwischen den Inhibitoren und den Gly358- und Leu357-Analoga wur-
den bereits in den Rontgenkristallstrukturen von ADAMTSI, -4 und -5 beobachtet (vgl. Abschnitt 4.3).

AuBlerdem sind Interaktionen mit dem L1-Loop potenziell wichtig fiir eine selektive Bindung. Obwohl kei-
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ne spezifische Wechselwirkung ausgemacht werden konnte, wurden Wasserstoffbriicken zu Phe413, Ser416,
Pro417, Leu420 und Tyr421 bei den nicht selektiven Hits nicht beobachtet. Donor- oder Akzeptor-Regionen
des Liganden konnten in diesen Regionen somit eine Selektivitit fir ADAMTS7 in Kombination mit der
Interaktion zu Gly358 darstellen. So ist wahrscheinlich eine Kombination aus der Zink-Koordination, der
Bindung an Gly358-0 und Wasserstoffbriicken zum L1-Loop (auBer GIn418) entscheidend fiir eine hohe
Bindeaffinitdt und wahrscheinlich auch selektive Bindung zu ADAMTS7. Somit l4sst sich aus den Protein-
Inhibitor-Interaktionen kein einheitliches Bindemuster fiir die potenziell selektiven ADAMTS7-Inhibitoren

ableiten. Jedoch wird auch hier die Wichtigkeit der Interaktionen mit dem L1-Loop des Proteins deutlich.

6.3.4 MD-Simulationen der potenziell selektiven Hits

Nach der Untersuchung der Bindemuster der 18 potenziell selektiven ADAMTS7-Inhibitoren wurden die
Protein-Inhibitor-Posen mittels kurzer MD-Simulationen untersucht. Diese sollten zeigen, ob die Interak-
tionen zwischen ADAMTS7-Bindetasche und Ligand stabil sind. Als Startstruktur fiir das ADAMTS7-
Protein wurde jeweils das Homologiemodell oder das jeweilige Conformation Ensemble gewahlt, in wel-
chem die Pose vorlag. Dabei handelt es sich um das ADAMTS7-Homologiemodell fiir die 15 Verbindun-
gen ZINC31961806, ZINC37707318, ZINC40470996, ZINC40558343, ZINC40603395, ZINC48847183,
ZINC48847273, ZINC49571688, ZINC49587694, ZINC52012291, ZINC52329369 sowie ZINC75953566,
ZINCB80583404, ZINC94569517 und ZINC94569992 und Conformational Ensemble K2 fiir die drei Ver-
bindungen ZINC52012042, ZINC70254898 und ZINC86853423.

Im ersten Schritt wurde die jeweilige Protein-Inhibitor-Konformation mit Schrodinger MacroModel (Ver-
sion 10.4) und dem Kraftfeld OPLS2005 energieminimiert. Die MD-Simulationen wurden mit dem Des-
mond [121]-Paket (Desmond Molecular Dynamics System, Version 3.6; Maestro-Desmond Interoperability
Tools, Version 3.6) mit Standardeinstellungen und dem Kraftfeld OPLS2005 [104] durchgefiihrt. Die Para-
meter fiir die MD-Simulationen wurden analog zur Simulation des ADAMTS7-Homologiemodells (siehe
Abschnitt 3.3.5) ausgewihlt, um eine Vergleichbarkeit zu erméglichen. Die 5 ns lange MD-Simulation wur-
de bei einer Temperatur von 300 K und 1 bar Druck durchgefiihrt. Sie erfolgte somit unter thermodynami-
schen Gleichgewichtsbedingungen bei konstantem Druck und konstanter Temperatur (NPT-Ensemble). Die
nur 5ns lange MD-Simulation sollte in diesem Fall ausreichen, um zu validieren, ob die Docking-Posen
stabil sind.

Zur Auswertung der MD-Simulationen wurde jeweils der RMSDc¢,, in Angstr()m iber die Simulations-
zeit im Vergleich zur Startstruktur gemessen (siehe Abb. 6.11a-6.11r). Die Analyse des RMSD(,, der Pro-
teinstruktur (blau) zeigte fiir alle 18 Simulationen nach einer Aquilibrierungsphase von etwa 4 ns einen
stabilen Wert, welcher um weniger als 1 A schwankt. Der RMSD,-Wert konvergiert gegen 1,8 A fiir
ZINC48847183, gegen 2,0 A fiir ZINC48847273, gegen 2,1 A fiir ZINC94569992, gegen 2,3 A fiir ZINC-
40470996, ZINC40603395, ZINC75953566 und ZINC86853423, gegen 2,4 A fiir ZINC31961806 und ge-
gen 2,5 A fiir ZINC49587694, ZINC52012042 und ZINC80583404. Fiir die Simulation von ZINC49571688
und ZINC94569517 konvergiert der RMSD¢, gegen 2,6 A, fiir ZINC52012291 gegen 2,7 A, fiir ZINC-
37707318, ZINC40558343 und ZINC70254898 gegen 2,8 A und fiir ZINC52329369 gegen 4,2 A. Auch die
Analyse des RMSFc, fiir die 18 MD-Simulationen zeigte nur fiir Loop-Regionen hohere Abweichungen
(RMSFCa > 1,5 A) auf (Daten nicht gezeigt). Die Beobachtungen in den Simulation deuten auf ein natives
Verhalten der Komplexe hin. Folglich haben die Komplexe einen stabilen Zustand eingenommen und die

Protein-Inhibitor-Interaktionen (von 4 ns — 5ns der MD) konnten mit der Docking-Pose verglichen werden.
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Abbildung 6.11: RMSDc¢, des Proteins (blau) wihrend der Sns dauernden MD-Simulationen der ADAMTS7-
Docking-Posen im Vergleich zur Startstruktur. Der RMSD der Liganden im Verlauf der MD-Simulation ist als roter
Graph gekennzeichnet. Der Beginn des stabilen Zeitraums bei 4 ns ist durch eine griine, vertikale Linie markiert.
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Abbildung 6.11 (Fortsetzung): RMSDc, des Proteins (blau) wihrend der 5Sns dauernden MD-Simulationen der
ADAMTS7-Docking-Posen im Vergleich zur Startstruktur. Der RMSD der Liganden im Verlauf der MD-Simulation
ist als roter Graph gekennzeichnet. Der Beginn des stabilen Zeitraums bei 4 ns ist durch eine griine, vertikale Linie
markiert.

Ein Blick auf den RMSD der potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren (siehe Abb. 6.11, rote Graphen) im Ver-
lauf der MD macht deutlich, dass sich die Position der fiinf Verbindungen ZINC31961806, ZINC48847273,
ZINC70254898, ZINC75953566 und ZINC94569517 nur minimal éndert (RMSD < 1 A). Die RMSD-
Werte von insgesamt zehn Liganden (ZINC37707318, ZINC40470996, ZINC40603395, ZINC48847183,
ZINC49571688, ZINC52012291, ZINC52329369, ZINC80583404, ZINC86853423 und ZINC94569992)
schwankt bis etwa 1,5 A. Des Weiteren betridgt der RMSD der drei potenziellen Inhibitoren ZINC40558343,
ZINC49587694, ZINC52012042 weniger als 1,8 A. Dies macht deutlich, dass die Liganden stabil in der
Bindetasche liegen. Protein-Inhibitor-Wechselwirkungen wurden fiir den Zeitraum von 4-5 ns ausgewertet.
Wie oben festgestellt, nehmen die Proteinstrukturen in dieser Zeit eine stabile Konformation ein. Im Folgen-
den beziehen sich deshalb alle prozentualen Angaben zur Héaufigkeit von Interaktionen nur auf den stabilen
Auswertungszeitraum von 4-5 ns. Da keine experimentellen Daten iiber ADAMTS7-Inhibitoren und Binde-
muster vorliegen, kann nicht abgeschitzt werden, wie stabil und somit wie stark eine Interaktion sein muss.
Daher wird hier kein Grenzwert bei der Hiufigkeit zur Abschiétzung fiir eine stabile Interaktion festgelegt.

In allen Simulationen liegt die Zink-Koordination iiber den Liganden vor. Die Wasserstoffbriicken der
18 potenziellen Hits sowie deren Hiufigkeit in den MD-Simulationen sind in Tabelle 6.7 zusammenge-
fasst. Als Wasserstoffbriicke wurde eine Kombination aus Donor-(D), Wasserstoff-(H) und Akzeptor-(A)
Atomen mit einer (D-H...A-X)-Konfiguration definiert, wenn die Distanz zwischen D und A < 2, SA, der
Winkel D-H-A > 120° und der Winkel H-A-X > 90° war. In der Simulation von ZINC31961806 ist die
Wasserstoffbriicke zwischen N-5 und Gly358-0O in 96 % der Auswertungszeit vorhanden. Die Interaktion
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aus der Docking-Pose mit Glu389 wurde nicht beobachtet, dafiir aber aromatische Wechselwirkungen mit
Phe384 (17 %) und hydrophobe Wechselwirkungen mit Leu419 (11 %). Die Simulation von ZINC37707318
zeigt die gleiche Interaktion auf, wie die Docking-Pose. Die Wasserstoffbriicke zwischen O-4 und Gly358-
O wurde in 44 % der Zeit beobachtet, zusitzlich fanden sich noch eine Wasserstoffbriicke zwischen O-4
und Leu357-N (33 %) und zwischen N-1 und Asp422-Og, (80 %) im L1-Loop. Die Auswertung der Si-
mulation fiir ZINC40470996 zeigte ein dhnliches Bindemuster wie in der Docking-Pose: Die Gly358-O-
Wasserstoffbriicke mit O-4 (43 %), sowie jene zwischen N-2 und Ile414-O (83 %) bzw. Ser416-O (30 %)
sind vorhanden. Des Weiteren wurden zwei weitere Bindungen dieser Art beobachtet: Eine zwischen O-4
und Leu357-N (64 %) und eine zwischen O-3 und Thr385-O,; (92 %).

Die Simulation von ADAMTS7 mit ZINC40558343 offenbarte ein Bindemuster, welches fast identisch
zur Docking-Pose ist. Einzig die Wasserstoffbriicke zu Phe413-O fehlt. Es zeigen sich zudem noch zusitz-
liche Wasserstoffbriicken zwischen O-5 und Leu357-N (90 %), zwischen N-3 und Ser416-O (10 %) und
zwischen N-3 und Pro417-O (95 %). Hier wird die Pose wahrscheinlich durch die anderen beiden Wasser-
stoffbriicken im L1-Loop stabilisiert. Die Bindung von ZINC40603395 zu ADAMTS?7 verdnderte sich in
der Simulation. Die wahrscheinlich essenzielle Wasserstoffbriicke mit Gly358-0 ist nicht vorhanden und in
der Region um das Zink-Ion ist keine Bindung dieser Art beobachtet worden. Stabil bleibt die Interaktion
zwischen O-1 und Ser416-O (77 %). Das Bindemuster des potenziellen Inhibitors ZINC48847183 bleibt in
der MD-Simulation erhalten. Zusétzlich fanden sich zwei Wasserstoffbriicken zwischen O-4 und Leu357-
N (86 %) bzw. Gly358-N (66 %). Die Simulation von ZINC48847273 zeigte, dass in der Bindetasche die
Interaktion mit Gly358-O verloren geht. Eine (alternative) Wasserstoftbriicke findet sich in dem Bereich
um S4 zwischen O-1 und Glu355-0 (79 %). Die Interaktion im L1-Loop zwischen N-2 und Ser416-0O ist
vorhanden, jene zu Ile414-O und GIn418-O nicht. Diese werden ,.ersetzt*“ durch zwei Wasserstoffbriicken
zwischen N-2 (53 %) sowie N-1 (100 %) und Pro417-O im L1-Loop.

In der Simulation von ZINC49571688 sind keine Wasserstoffbriicken zum L1-Loop beobachtet worden
(auBer hydrophobe Wechselwirkungen zu Ile414 (1 %), Pro417 (24 %), Leu419 (5 %)). Die wahrscheinlich
essenzielle Interaktion zu Gly358-O iiber O-2 liegt vor (53 %) und wird durch zwei weitere Wasserstoff-
briicken (zwischen O-2 und Leu357-N bzw. Gly358-N) in diesem Bereich ergéinzt. In der Simulation von
ZINC49587694 wurde beobachtet, dass die Wasserstoftbriicke zu Gly358-0 verschwindet. An deren Stelle
treten Wasserstoffbriicken zwischen Leu357-N und N-3 (24 %) sowie zwischen Glu355-O und N-4 (64 %).
Die Interaktion von ZINC49587694 mit Pro417 geht ebenfalls verloren und wird durch eine Wasserstoff-
briicke zwischen N-1 und Leu420-O (48 %) bzw. Asp422-Og, (99 %) ersetzt. Die aromatischen Wechsel-
wirkungen zu Phe384 (35 %) bleiben bestehen und es sind hydrophobe Wechselwirkungen zu Leu419 be-

obachtet worden. Der Position des Liganden in der MD ist demzufolge etwas verschoben.

Das Bindemuster der Docking-Pose von ZINC52012042 wurde in der MD-Simulation beobachtet. Zu-
sdtzlich fand sich noch eine Wasserstoftbriicke zwischen O-3 und Leu357-N. Dieser potenzielle Inhibitor
zeigt in der Docking-Pose und in der MD-Simulation keine Interaktion mit dem L.1-Loop. Die Untersuchung
der Bindung von ZINC52012291 zeigt eine stabile Koordination in der Umgebung des Zink-Ions. Die Was-
serstoffbriicke mit Ser416-O aus der Docking-Pose ist nicht vorhanden, dafiir zwei Interaktionen dieser
Art im L1-Loop zwischen O-5 und GIn418-N (70 %) bzw. Leud20-O (57 %). Der Ligand verschiebt sich
somit im L1-Loop, wobei die Interaktionen um das Zink-Ion weiterhin vorhanden sind. ZINC52329369
scheint in der MD-Simulation die Interaktion zu Gly358-O zu verlieren, welche durch eine Wasserstoff-
briicke zwischen O-1 und Glu355-O (84 %) ersetzt wird. Ein dhnliches Bild zeichnet die Simulation von
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Tabelle 6.7: Beobachtete Wasserstoffbriickenbindungen in den Simulationen der ADAMTS7-Inhibitor-Komplexe mit
Hiufigkeit (%) in stabiler Simulationszeit. * - Wasserstoffbriicke ist in Docking-Pose vorhanden. Nicht beobachtete
Interaktionen werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht mit O gekennzeichnet. Eine Ausnahme bilden Wasser-
stoftbriicken, welche in der Docking-Pose beobachtet wurden. Diese sind als 0* aufgefiihrt.

Wasserstoffbriickenbindungen zu ADAMTS7-Atom (Héufigkeit in %)

©c z o z & 3o o5 o o =z 9o & <
2 0L 2 2 g2 g2 31 2 - 2§ 5§
" Z 3 =z =z = =2 2 I 3 2 £ 8 5 g
Inhibitor @) — &) O = @) ~ = %) a9 @) = = <
ZINC31961806 96* 0*
ZINC37707318 33 44* 80
ZINC40470996 64 43* 92 2 83*% 30%* 3
ZINC40558343 90 36* 100* 10 95 24%*
ZINC40603395 2 77%*
ZINC48847183 86 34* 66 1 97%*
ZINC48847273 79 67 59*%  100;53
ZINC49571688 94 53*% 38
ZINC49587694 64 24 0* 0* 48* 99
ZINC52012042 96* 85 25%*
ZINC52012291 25 43*% 11 36 70 57
ZINC52329369 84 0* 1
ZINC70254898 96 0* 69 1%
ZINC75953566 97 68* 2 100 98
ZINC80583404 77  26* 2 98 4 89* 59
ZINC86853423 98 42*% 28 6 0* 0*
ZINC94569517 72 14* 63 55% 99* 97
ZINC94569992 93 48* 41 18*%  74%* 87 93

ZINC70254898: Auch hier ist die Wasserstoftbriicke zu Gly358-0 nicht vorhanden, dafiir aber zwei Was-
serstoffbriicken: Zwischen O-2 und Leu357-N (96 %) bzw. Gly358-N (69 %).

Die MD-Simulation des potenziellen Inhibitors ZINC75953566 zeigt zusitzlich zu den Interaktionen in
der Docking-Pose (Zink-Koordinierung und Wasserstoftbriicke Gly358-O) Wechselwirkungen mit dem S4-
und dem L1-Loop-Bereich. Dabei handelt es sich um Wasserstoffbriicken zwischen N-2 und Leu357-N
(97 %), zwischen N-1 und GIn418-N (100 %) bzw. Asp422-Og, (98 %). In der Simulation der Verbindung
ZINC80583404 wurden alle Interaktionen der Docking-Pose beobachtet. Zusitzlich sind weitere fiinf Was-
serstoffbriicken (zwischen O-5 und Leu357-N bzw. Gly358-N; N-1 und Thr385-O,1, N-2 und Ser416-0O;
N-3 und Leu420-0) vorhanden, welche die Bindung zu stabilisieren scheinen. ZINC86853423 zeigt in der
Simulation eine stirkere Bindung in der Umgebung des Zink-Ions. Zwei zusitzliche Wasserstoftbriicken
zwischen O2 und Leu357-N bzw. Gly358-N treten hier auf, dabei gehen die Interaktionen im L1-Loop
(Pro417, Tyr421) verloren. Es liegen zusitzlich hydrophobe Wechselwirkungen zu Pro417 vor, aber die Po-
sition ist im Vergleich zur Docking-Pose ein wenig gedreht. Die MD-Simulation von ZINC94569517 zeigt,
dass die Interaktionen der Docking-Pose erhalten bleiben. Es wurden drei zusitzliche Wasserstoftbriicken
zwischen O-5 und Leu357-N, N-2 und Ile414-O sowie N-2 und Asp422 im L1-Loop beobachtet. Die Analy-
se des Bindemusters von ZINC94569992 wihrend der MD-Simulation zeigte konstante Wechselwirkungen
zwischen Docking-Pose und Simulation (bis auf Phe413). Zusitzlich treten vier weitere Wasserstoftbriicken

auf, von denen zwei im L1-Loop liegen (zwischen N-1 und GIn418-N bzw. Asp422-Og,).

Insgesamt ist die Zink-Koordinierung in allen Simulationen vorhanden. Die potenziell essenzielle Was-
serstoffbriicke zwischen Inhibitor und Gly358-O wurde in 13 der 18 Simulationen beobachtet, wobei inter-
essant ist, dass in allen Simulationen, auBler bei ZINC31961806 und ZINC40603395, andere oder weitere
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6.4 Zusammenfassung

Interaktionen (Wasserstoffbriicken zwischen Inhibitor und Glu355-O, Leu357-N und Gly358-N) in dem
Bereich beobachtet wurden. Somit ist die Interaktion um das Zink-Ion, welche wahrscheinlich wichtig
fiir eine gute Bindeaffinitit ist, sichergestellt. Nur in fiinf Simulationen (ZINC31961806, ZINC49571688,
ZINC52012042, ZINC52329369 und ZINC86853423) sind keine L.1-Loop-Interaktionen vorhanden. Bei
den vier erstgenannten Verbindungen konnte dieses Verhalten mit den Ringstrukturen im Liganden be-
griindet sein. In 12 der 18 Simulationen wurden weitestgehend alle Interaktionen zum L1-Loop aus den
Docking-Posen wieder gefunden bzw. finden sich weitere Wechselwirkungen zu dem Bereich, die die Bin-
dung zu stabilisieren scheinen.

In den MD-Simulationen zeigte sich, dass ein paar Interaktionen im Bereich um das Zink-Ion und im L1-
Loop variabel sind. Dies hingt damit zusammen, dass das Protein und der potenzielle Inhibitor keine starren
Molekiile sind. Somit ist eine gewisse Abweichung von der Docking-Pose plausibel. Im Allgemeinen zeig-
te sich trotzdem, dass die Zink-Koordinierung der Liganden und die globale Position der potenziellen 18
ADAMTS7-Inhibitoren stets vorhanden ist. Experimentelle Untersuchungen (Assays) wiren bzw. sind no-
tig, um die hier erlangten Erkenntnisse mit einer moglichen inhibitorischen Wirkung assoziieren zu konnen
und um zu erklidren, welche Wechselwirkungen im Bereich des Zink-Ions bzw. des L.1-Loops fiir eine gute

Bindeaffinitit wichtig sind.

6.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden die besten 79 Hits aus dem ADAMTS7-Virtual Screening genauer untersucht.
Mithilfe eines inversen Screening sollte die Affinitdt der 79 potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren zu den
weiteren ADAMTS-Proteinen abgeschiitzt werden.

Hier gelang es von den 79 Hits sieben Verbindungen zu identifizieren, welche eine Affinitit zu mindestens
neun anderen ADAMTS-Proteinen aufweisen. 54 Verbindungen zeigen neben ihrer Affinitdt zu ADAMTS7
eine gute Bindeaffinitit zu weniger als neun anderen ADAMTS-Proteinen. Insgesamt 18 der 79 potenziel-
len ADAMTS7-Inhibitoren wurden als potenziell selektive ADAMTS7-Inhibitoren eingeordnet, da sie zu
keinem weiteren ADAMTS-Protein eine dhnliche oder bessere Affinitét als zu ADAMTS7 zeigen.

Die Analyse der 7 nicht selektiven und der 18 selektiven Verbindungen zeigte nicht nur, dass die poten-
ziell selektiven Hits komplexer sind. So wurde postuliert, dass diese auch ldnger sind und mehr Volumen
einnehmen als die nicht selektiven Hits. Mittels eines Klassifikationsverfahrens (SVM) gelang es 24 der 25
Liganden beziiglich ihrer Lange und ihres Volumen als nicht selektive bzw. selektive Hits zu klassifizieren.

Im Folgenden wurden die Docking-Posen der 7 nicht selektiven und der 18 selektiven Verbindungen in
ADAMTS7 ausgewertet. Im Vergleich zu den ADAMTS-Docking-Posen des inversen Screenings zeigte
sich, dass der Verlust der Zink-Koordinierung zu einem schlechteren Docking-Score und damit zu einer
potentiell schlechteren Bindeaffinitét fiihrt. Somit kann bestétigt werden, dass die Zink-Koordinierung eine
entscheidende Rolle bei der Inhibierung von ADAMTS-Proteinen spielt. In der «-Helix H4 ist das Zink-
Bindemotiv lokalisiert. Diese Region ist sequenziell hoch konserviert ist und weist zusitzlich nur geringe
strukturelle Abweichungen zwischen den ADAMTS-Proteinen auf (vergleiche Abschnitt 4.2). Zusétzlich zu
der proteinseitigen Koordinierung des Zink-Ions finden sich hydrophobe Wechselwirkungen zu der konser-
vierten Aminosédure Phe384 sowie der nicht konservierten Aminosdure Pro381 in den als selektiv klassifi-
zierten Hits. Daher konnte diese Interaktion eine essenzielle Wechselwirkung selektiver Hits in ADAMTS-

Proteinen darstellen.
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6 Ergebnisse und Diskussion: Weiterfithrende Untersuchungen der potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren

Im Vergleich zum inversen Screening zeigte sich zudem, dass Liganden, denen eine Wasserstoffbriicke in
der Nihe des Zink-Ions (ADAMTS7: Gly358-0O) im S4-Faltblatt fehlte, auch eine geringere Bindeaffinitét
zur jeweiligen Bindetasche aufwiesen. Diese Eigenschalft ist, aufgrund der Konservierung von ADAMTS7-
Gly358 nicht selektiv, aber wahrscheinlich essenziell fiir die Affinitdt. Bei der Analyse der bekannten
ADAMTS-Inhibitor-Komplexe konnte bereits gezeigt werden, dass diese Wechselwirkung eine entschei-
dende Rolle bei der Bindeaffinitit spielt (vergleiche Abschnitt 4.3).

In den sequenziellen und strukturellen Vergleichen der ADAMTS-Proteine (vergleiche Abschnitt 4.2)
wurde auflerdem gezeigt, dass der L1-Loop der ADAMTS-Bindetasche die geringste Konservierung und die
groBiten strukturellen Unterschiede aufweist. Zwischen dem L1-Loop, welcher sich wahrscheinlich auch an
Liganden anpassen kann, und den jeweiligen Inhibitoren konnte ein hoher Anteil an Wasserstoffbriicken in
den betrachteten Docking-Posen in ADAMTS?7 identifiziert werden. Es wurden mehrere Aminosduren (u. a.
Phe413, Ile414, Serd16, Pro417, GIn418, Leud420 und Tyr421) als wichtige Interaktionspartner identifiziert.
Diese wurden in den Docking-Posen als Wasserstoffbriickendonor oder -akzeptor beobachtet. Angemerkt
werden muss dabei, dass einzelne Wasserstoffbriicken zu GIn418 von Inhibitoren ausgebildet werden, wel-
che als nicht selektiv klassifiziert wurden. Selektive ADAMTS7-Inhibitoren benétigen somit Donor- bzw.
Akzeptorgruppen in diesem Bereich, um hier eine stabile Bindung einzugehen. Das wurde bereits bei der
Modellierung des ADAMTS7-Pharmacophores (siehe Abschnitt 5.1) durch die Pharmacophore-Features
D1, D2 und A1 postuliert.

Mittels MD-Simulationen der ADAMTS7-Docking-Posen der 18 potenziell selektiven Inhibitoren konnte
gezeigt werden, dass die Zink-Koordinierung der Liganden und die globale Position der potenziellen 18
ADAMTS7-Inhibitoren vorhanden ist. Zusammengefasst fithrt wahrscheinlich vor allem die Kombination
von Wechselwirkungen in der ADAMTS7-Bindetasche zum S4-Bereich und zum L1-Loop zu einer hohen
Bindeaffinitit und moglicherweise zu einer selektiven Bindung an ADAMTS7.

Die 79 potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren wurden zur experimentellen Testung vorgeschlagen. Die Er-
gebnisse standen bis zur Fertigstellung der Arbeit noch aus. Weiterhin wird eine in vitro Uberpriifung be-
ziiglich der Selektivitidt der 18 potenziell selektiven Hits und der 7 potenziell nicht selektiven Hits bend-
tigt. Die Ergebnisse sind von groem Interesse, da aus ihnen ein Struktur-Aktivitdts-Modell fiir selektive
ADAMTS7-Inhibitoren abgeleitet werden konnte.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

ADAMTST7 ist ein Mitglied der humanen ADAMTS-Proteinfamilie, welche 19 Mitglieder umfasst. Diese
Proteine besitzen eine Metalloproteinase-Domine, welche eine Bindetasche mit einem katalytischen Zink-
Ion enthilt [41]. Weiterhin ist bekannt, dass die Inhibition der Funktion in dieser Proteinfamilie iiber die
Bindung von Liganden in diese Bindetasche bei gleichzeitiger Koordinierung des Zink-Ions geschieht [38].
Das proteinkodierende Gen ADAMTS7 wird mit KHK assoziiert [17, 18, 28]. Tierversuchsstudien zeigten,
dass Adamts7 bei einer KHK iiberexprimiert wird [31]. ADAMTS?7 ist somit ein erfolgversprechendes Tar-
get der kardiovaskulidren Forschung. Eine Inhibierung dieses Proteins ist ein neuer Ansatz fiir eine mogliche
KHK-Therapie [30]. Bisher sind keine Liganden oder Inhibitoren fiir dieses Protein bekannt [30]. Daher war
das Ziel dieser Arbeit die Suche nach und die Identifizierung von selektiven ADAMTS7-Inhibitoren mittels
in silico-Analysen.

Aufgrund des Fehlens struktureller Daten fir ADAMTS7 wurde eine Modellierung vorgenommen, wel-
che weitere in silico-Analysen ermdglichen sollte. Zu diesem Zweck wurde zuallererst die 3D-Struktur des
Targetproteins ADAMTS7 mittels des Homology Modelings modelliert (siche Kapitel 3). Als Template
fiir die Modellierung wurden 2 der 15 bekannten ADAMTS-Rontgenkristallstrukturen ausgewihlt (siehe
Abschnitt 3.1). Bei den ADAMTS7-Templates handelt es sich um die ADAMTSS-Strukturen mit PDB-
ID 3HYG und 2RJQ. Mit ersterer konnte die Metalloproteinase-Doméne modelliert werden, mit zweite-
rer auch die Disintegrin-dhnliche Domine des Proteins. Nach Abschluss des Homology Modelings wur-
den im Dezember 2014 drei weitere ADAMTS4-Strukturen (PDB-ID: 4WK7, 4WKE und 4WKI [177])
veroffentlicht, die eine bessere Auflosung (1,24 — 1,62A) aufweisen als die damals bereits bekannten
ADAMTS-Rontgenkristallstrukturen. Aufgrund des Zeitpunkts der Verdffentlichung und den bereits begon-
nenen Analysen wurden diese drei Rontgenkristallstrukturen nicht in die weiteren Analysen einbezogen.
Das Homology Modeling wurde zum Vergleich mit drei verschiedenen Programmen (Schrédinger Prime,
SWISS-MODEL und YASARA) durchgefiihrt. Die Modellvalidierung der erstellten vier Modelle zeigte,
dass das Homologiemodell, welches mit Schrodinger Prime erzeugt wurde, von allen Modellen die beste
Qualitit aufweist (siche Abschnitt 3.3). Daher wurde dieses Modell von ADAMTS?7 fiir die weiteren Ana-
lysen genutzt. Somit gelang es im ersten Schritt ein Teilmodell von ADAMTS7 zu erstellen, welches die
Metalloproteinase- sowie die Disintegrin-dhnliche Doméne abdeckt. Eine MD-Simulation dieses Homolo-
giemodells bestitigte, dass es sich bei dem 3D-Modell um eine native Struktur von ADAMTS7 handeln
kann (sieche Abschnitt 3.3.5).

In der MD-Simulation des ADAMTS7-Homologiemodells (sieche Abschnitt 3.3.5) konnte weiterhin beob-
achtet werden, dass in der Bindetasche des Proteins zwei Loop-Bereiche deutlich flexibler sind. Publikatio-
nen zu den Rontgenkristallstrukturen von ADAMTS4 und ADAMTSS [47, 164, 165] deuten zudem darauf
hin, dass es flexible Bereiche innerhalb der ADAMTS-Bindetasche gibt, welche die Anpassung an Liganden
ermdglichen. Bei den flexiblen Regionen handelt sich um einen Teil des L1-Loops (S1°-Loop) sowie einen
Loop, welcher vor der Faltblattstruktur S4 (S2’-Loop) liegt. Die in den Publikationen beschriebenen Re-
gionen sind jene, die in der MD-Simulation des ADAMTS7-Homologiemodells eine im Vergleich erhohte
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Flexibilitdt aufwiesen. Aus diesem Grund wurde mit einem Sampling der S1°- sowie der S2’-Region der Fle-
xibilitdt dieser Regionen in der ADAMTS7-Bindetasche Rechnung getragen (siehe Abschnitt 3.4). Daraus
resultierten vier weitere Konformationen des S1’-Loops. Fiir den S2°-Loop konnten fiir ADAMTS7 keine
weiteren Konformationen aufgedeckt werden. Somit konnten keine Veridnderung in dieser Region nach-
gewiesen werden, welche die Flexibilitit der Bindetasche beeinflussen. Das ADAMTS7-Conformational
Ensemble stellt somit insgesamt fiinf Konformationen der ADAMTS7-Bindetasche dar. Dies erlaubte die
Modellierung der méglichen Anpassung der Bindetasche an verschiedene (noch unbekannte) Liganden.
Mithilfe dieser fiinf ADAMTS7-Konformationen sollte in den weiteren Analysen die Flexibilitdt der Binde-

tasche beriicksichtigt werden.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit war die Suche nach ADAMTS7-Inhibitoren, die als zusétzliche Eigen-
schaft eine Selektivitit fiir das Target aufweisen. Untersuchungen an den ADAMTS-Proteinen (siche Ka-
pitel 4) sollten Bereiche im ADAMTS7-Protein aufdecken, die bei der Suche nach selektiven Inhibitoren
von Bedeutung sein konnten. Hierfiir wurden unter anderem Sequenzvergleiche der humanen ADAMTS-
Familie vorgenommen (siche Abschnitt 4.2). Bereits der Vergleich iiber die gesamten ADAMTS-Sequenzen
zeigte eine hohe Konservierung innerhalb dieser Proteingruppe. Mit einem detaillierten Sequenzvergleich
der Metalloproteinase-Doménen der ADAMTS-Proteine konnte eine noch stirkere sequenzielle Konser-
vierung in dieser Domine im Vergleich zur kompletten Sequenz gezeigt werden. Die Sequenzidentitét
der Metalloproteinase-Doméinen im Vergleich zu ADAMTS7 betréigt zwischen 35,7 % (ADAMTS13) und
76,8 % (ADAMTS12). Daher wurde die Bindetasche der ADAMTS-Proteine im Detail untersucht (siehe
Abschnitt 4.2.2). Diese wurde hierfiir in drei Bereiche unterteilt. Es zeigte sich, dass die Loop-Region
L1 in der Bindetasche sequenziell weniger stark konserviert (durchschnittlich 25,2 %) ist als die ande-
ren beiden Regionen um die a-Helix H4 (durchschnittlich 63,3 %) und das [3-Faltblatt S4 (durchschnittlich
46,5 %). Aufgrund der starken Konservierung der Metalloproteinase-Doménen sowie der Bindetaschen der
ADAMTS-Proteine sollte ein Strukturvergleich Aufschluss tiber Unterschiede in den ADAMTS-Proteinen
geben. Zu diesem Zweck wurden Homologiemodelle der Metalloproteinase-Doménen von allen ADAMTS-
Proteinen angefertigt, fiir die es keine experimentellen Strukturen gab (siehe Abschnitt 4.1). Rontgen-
kristallstrukturen sowie die Homologiemodelle ermdglichten den Strukturvergleich der Metalloproteinase-
Doménen (siehe Abschnitt 4.2.1) sowie im Speziellen der Bindetasche der ADAMTS-Proteine (siche Ab-
schnitt 4.2.2). Anhand des Strukturvergleichs der Metalloproteinase-Dominen im Gesamten konnte eine
durchschnittliche Abweichung (RMSDc¢,) von 8,3 A identifiziert werden (siche Abschnitt 4.2.1). Hiermit
wurde nachgewiesen, dass diese Doménen in den ADAMTS-Proteinen trotz hoher sequenzieller Konservie-
rung Unterschiede in der Struktur aufweisen. Eine detaillierte Analyse der drei Bereiche in der Bindetasche,
analog zum Sequenzvergleich, zeigte, dass sich der Bereich um die a-Helix H4 wenig unterscheidet (durch-
schnittlicher RMSD¢,, von 1,3 A). In den Regionen um S4 und L1 konnten stérkere strukturelle Abwei-
chungen beobachtet werden. Vor allem fiir die L1-Loop-Region konnte gezeigt werde, dass alle ADAMTS-
Proteine untereinander eine konstante Abweichung (durchschnittlicher RMSD¢,, von 6,5 A) aufweisen. Die
strukturellen Unterschiede in der Bindetasche geben somit einen Hinweis auf Interaktionsbereiche (L.1-
Loop) fiir selektive ADAMTS7-Inhibitoren.

Im Anschluss wurden bekannte ADAMTS-Inhibitor-Komplexe untersucht, die Aufschluss tiber Gemein-
samkeiten und Unterschiede in den Bindemustern geben sollten. Ziel war herauszufinden, ob es essenzielle
Wechselwirkungen zwischen Bindetasche und Inhibitoren in dieser Familie gibt. Die Analyse der Komplexe

und ihrer Bindemuster (siehe Abschnitt 4.3) verifizierte die Koordinierung des Zink-Ions in der Bindetasche
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iiber den jeweiligen Inhibitor in allen untersuchten Komplexen. Des Weiteren treten Wasserstoffbriicken-
bindungen (ADAMTS7: Leu357, Gly358) in der Umgebung des Zink-Ions auf, welche die Bindung der
Liganden in dieser Position zu stabilisieren scheinen. Diese Wechselwirkungen konnten unabhéngig von
der Selektivitit essenziell fiir eine Bindung an ADAMTS-Proteine sein. In diesem Fall ist nur die Amino-
sdure Gly358 iiber alle ADAMTS-Proteine konserviert. AuBBerdem wurden Wasserstoftbriicken im flexiblen
L1-Loop beobachtet, was die oben aufgestellte These unterstiitzt, dass dieser Bereich ein wichtiger Inter-
aktionsbereich fiir selektive ADAMTS7-Inhibitoren sein konnte. Sequenz- und Strukturvergleiche sowie
die beobachteten Bindemuster lassen vermuten, dass der L1-Loop eine wichtige Rolle bei der selektiven

Interaktion mit Inhibitoren spielen kdnnte.

Basierend auf den vorigen Ergebnissen sollten anhand eines ADAMTS7-Virtual Screenings mogliche
Inhibitoren fiir das Target ADAMTS7 identifiziert werden. Vor dem Virtual Screening fiir ADAMTS7 (sie-
he Kapitel 5) wurde die Bindetasche des Proteins, auch basierend auf den bereits erlangten Ergebnissen,
charakterisiert werden. Mithilfe eines strukturbasierten Pharmacophores konnten Eigenschaften von Ligan-
den definiert werden, welche eine Bindung an das Targetprotein ermoglichen sollten (Abschnitt 5.1). Hier-
bei wurden mittels der e-Pharmacophore-Methode vier Features (drei Wasserstoffbriickendonor-Features
D1, D2 und D3 sowie ein Wasserstoftbriickenakzeptor-Feature A1) sowie die Grenzen der Bindetasche
definiert. Eine Evaluierung der Pharmacophore-Features (sieche Abschnitt 5.1.1) zeigte, dass die assozi-
ierten Aminoséuren dreier Features (D1: Ser416, D2: Asp422, Al: Leu420) sequenziell nicht konserviert
sind. Zudem wurden die Bindetaschen der ADAMTS-Familie auf das Vorhandensein der Features an den
gleichen Positionen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Features A1 und D2 nur noch in je-
weils einer anderen ADAMTS-Bindetasche in der gleichen Region zu finden sind. Aulerdem liegen sie
im ADAMTS7-Protein in der strukturell diversen L1-Loop-Region. Sie konnten somit wichtig fiir die se-
lektive Bindung von ADAMTS7-Inhibitoren sein. Ein Manko der e-Pharmacophore-Methode ist, dass die
Koordinierung der Zink-Ionen nicht erkannt wird. Daher wurde eine manuelle Anpassung des ADAMTS7-
Pharmacophores vorgenommen (sieche Abschnitt 5.1.2). Hierfiir wurden zwei weitere Features (A2 und A3)
hinzugefiigt. AuBerdem fand eine Anpassung in Anlehnung an die Auswertung der ADAMTS-Bindemuster
von bekannten Protein-Inhibitor-Komplexen statt. Dazu wurde ein Wasserstoffbriickendonor-Feature bei der
Aminosiure Gly358 (D4) hinzugefiigt. Dies diente dazu, sicherzustellen, dass die ADAMTS-Bindemuster
Interaktionen in der Nihe des Zink-Ions ausbilden. Diese Wechselwirkung konnte potenziell zur Stabili-
sierung der Bindung in ADAMTS-Proteinen wichtig sein, auch wenn sie fiir keine selektiven Eigenschaf-
ten steht. Zusammengefasst gelang es, ein ADAMTS7-Pharmacophore zu definieren, welches aus sieben
Features besteht, die mogliche selektive Eigenschaften von Inhibitoren sowie die Zink-Koordinierung bein-
halten. Das Pharmacophore stellte einen Filterschritt im anschlieBenden Virtual Screening nach selektiven
ADAMTS7-Inhibitoren dar. Die Ergebnisse der Modellierung einer raumlichen ADAMTS7-Struktur sowie
der Pharmacophoremodellierung sind bereits in [173] publiziert.

Zur Evaluierung, welches Dockingprogramm die Bindung an ADAMTS(7) am besten abschétzen kann
und daher bei der Suche nach ADAMTS7-Inhibitoren genutzt werden sollte, wurde ein Redocking mit
den zehn bekannten ADAMTS-Inhibitor-Komplexen durchgefiihrt (sieche Abschnitt 5.2). Es standen die
vier Dockingprogramme AutoDock4, AutoDockVina, PLANTS und Schrodinger Glide zur Verfiigung. Es
konnte gezeigt werden, dass das Programm Schrodinger Glide in der jeweils besten Docking-Pose mit ei-

ner durchschnittlichen Abweichung von 1,3 A von der nativen Ligandenkonformation die besten Ergebnisse
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7 Zusammenfassung und Ausblick

iiber alle getesteten ADAMTS-Strukturen erreichte. Aus diesem Grund wurde Schrédinger Glide als Pro-
gramm fiir alle weiteren Docking-Analysen genutzt.

Das anschlieBende Virtual Screening nach potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren umfasste mehrere Filter-
schritte (Abschnitt 5.3). Die ZINC-Datenbank (Drug-Like) [153] wurde als Datenbank und damit als Grund-
lage fiir mogliche Inhibitoren ausgewdhlt. Rund 23 Millionen Verbindungen wurden mit dem ADAMTS7-
Pharmacophore im ersten Filterschritt gescreent. Die verbleibenden Molekiile wurden in das ADAMTS7-
Conformational Ensemble gedockt (2. Filterschritt, siche Abschnitt 5.3.3). Die resultierenden Docking-
Posen wurden anhand mehrerer Kriterien bewertet (siehe Abschnitt 5.3.4): Zink-Koordinierung (3. Filter-
schritt), Wasserstoffbriicke zu Gly358-O (4. Filterschritt) sowie Docking-Score (5. Filterschritt). Dies diente
der Bewertung der Bindung bzw. der Abschitzung der Bindeaffinitit der Verbindungen zu ADAMTS7. An-
hand der ersten vier Schritte des Virtual Screenings gelang es, eine grole Anzahl an Liganden zu identi-
fizieren, welche potenziell in die Bindetasche passen und binden konnten. Im fiinften Filterschritt wurde
eine Anreicherung von potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren mit hoher Bindeaffinitit zu ADAMTS7 in den
besten 5 % der Verbindungen (bzgl. des Docking-Scores) prognostiziert. Dies entspricht 79 Verbindungen
mit den niedrigsten Docking-Scores. Diese 79 Verbindungen wurden weiteren Analysen unterzogen, um
abzuschitzen, wieso diese als potenzielle beste Binder auftreten und ob diese selektiv fiir ADAMTS?7 sein

konnten.

Weiterfiihrende Analysen mit Proteinen aus der ADAMTS-Familie lassen mogliche Riickschliisse tiber
die Selektivitit der gefundenen Hits zu. Mithilfe eines inversen Screenings (sieche Abschnitt 6.2) sollte die
Bindeaffinitit der 79 Verbindungen zu den 18 weiteren ADAMTS-Proteinen abgeschitzt werden. Dies sollte
die Charakterisierung von nicht selektiven und selektiven Hits ermoglichen. Hierbei gelang es, 18 Verbin-
dungen zu identifizieren, die im inversen Screening in den anderen 18 ADAMTS-Strukturen mindestens eins
der folgenden drei Kriterien erfiillen: keine Zink-Koordinierung, keine Wasserstoffbriicke zum Gly358-O-
Analogon von ADAMTS7 oder Docking-Score hoher als der Docking-Score in ADAMTS7. Es wird vermu-
tet, dass dies auf moglicherweise selektive Verbindungen hindeutet. Ebenso konnten sieben wahrscheinlich
nicht selektive Hits innerhalb dieser Analysen identifiziert werden, welche in mindestens neun weiteren
ADAMTS-Proteinen die oben genannten Kriterien nicht erfiillten (sieche Abschnitt 6.2.1).

Die Analyse der Wechselwirkungen zur ADAMTS7-Bindetasche der 79 Verbindungen (siehe Abschnitt 6.1)
sowie der potenziell selektiven Inhibitoren (sieche Abschnitt 6.3.2) zeigte kein eindeutiges Bindemuster auf
dem eine Affinitit bzw. Selektivitit zu ADAMTS7 basieren konnte. Es wurde beobachtet, dass bei potenziell
nicht selektiven Verbindungen (siehe Abschnitt 6.3.2), neben der Zink-Koordinierung und der Interaktion
zu Aminosduren nahe des Zink-Ions, hdufig eine Wasserstoftbriicke zu Gln418 vorliegt. Aulerdem sind die
funktionellen Gruppen der nicht selektiven Hits vor allem OH-Gruppen. Die Liganden sind im Vergleich
zu den potenziell selektiven Molekiilen kleiner und nehmen in der Docking-Pose ein kleineres Volumen
ein. Daher wird postuliert, dass Verbindungen mit kurzen, linearen Kohlenstoffketten und mehreren —OH-

Gruppen sich an viele ADAMTS-Proteine anpassen und somit keine selektive Bindung eingehen.

Fiir die 18 potenziell selektiven Verbindungen konnte beobachtet werden, dass diese vergleichsweise
grof} sind und ein groBeres Volumen im Gegensatz zu den als nicht selektiv klassifizierten Hits einnehmen.
Mittels eines Klassifikationsverfahrens (SVM) konnte ein Zusammenhang zwischen GroéBe und Volumen der
potenziellen Inhibitoren und der Selektivitit zu ADAMTS7 bestitigt werden (siehe Abschnitt 6.3.1). Daher
wurde postuliert, dass die 18 potenziell selektiven ADAMTS7-Inhibitoren aufgrund ihrer Gréfe nicht in
die Bindetaschen der anderen ADAMTS-Proteine passen. Aulerdem sind diese Hits strukturell vielfaltiger.
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Bei der Auswertung der Posen in ADAMTS7 zeigte sich fiir diese 18 Hits, dass in fast allen Docking-
Posen Wasserstoffbriicken zum L1-Loop vorliegen (siehe Abschnitte 6.2.2 und 6.3.3). MD-Simulationen der
ADAMTS7-Docking-Posen der 18 potenziell selektiven Inhibitoren zeigten, dass die Zink-Koordinierung
der Liganden und die globale Position der potenziellen 18 ADAMTS7-Inhibitoren stabil ist. Hier wurde
beobachtet, dass zusitzlich zur Gly358-0-Wasserstoffbriicke auch Wechselwirkungen dieser Art zu Leu357-
N und Glu355-0 ausgebildet werden.

Schlussendlich wurde postuliert, dass ADAMTS7-Inhibitoren an das Zink-Ion koordinieren, eine Was-
serstoffbriicke mit der Aminosédure Gly358, welche raumlich nah am Zink-Ion liegt, oder deren Nachbar-
Aminoséuren ausbilden sollten sowie mit dem L1-Loop tiber Wasserstoffbriicken wechselwirken, um eine
hohe Bindeaffinitit zum Targetprotein aufzuweisen (siche Abschnitt 6.3.1). Die Selektivitit fiir das Protein
ADAMTS7 wird dabei wahrscheinlich durch das Wechselwirken mit dem sequenziell weniger stark konser-
vierten und strukturell differenziellen L1-Loop (auBBer GIn418) erreicht. Die Ergebnisse zeigen, dass wahr-
scheinlich wichtige Eigenschaften potenzieller Inhibitoren bereits im ADAMTS7-Pharmacophore definiert
wurden und dieses somit eine gute Basis fiir die Identifizierung von ADAMTS7-Inhibitoren darstellt(e).
In Abbildung 7.1 wurden die Eigenschaften potenzieller (selektiver) ADAMTS7-Inhibitoren zusammen-
fassend dargestellt. Zum Vergleich ist weiterhin das ADAMTS7-Pharmacophore abgebildet. Final konnten
Erkenntnisse zum ADAMTS7-Protein, deren Bindetasche und moglicher (selektiver) Inhibitoren erlangt
werden. Experimentelle Untersuchungen, z. B. Mutations-Analysen, sind notig, um die Wichtigkeit der ein-
zelnen Wechselwirkungen evaluieren zu konnen. Die in silico-Analysen geben Hinweise, die durch weitere

Tests bestitigt werden miissen.

ADAMTS-Proteine sind, genau wie ADAM- und MMP-Proteine, aufgrund ihrer Assoziation mit zahlrei-
chen Erkrankungen [36] ein attraktives Target. Zukiinftige Analysen zur Selektivitit von Inhibitoren sollten
daher auch die ADAM-Proteine und MMPs mit einbeziehen. Diese Familien gehéren zu den Metallopro-
teasen und aufgrund der Ahnlichkeiten dieser Proteine, die alle eine Metalloproteinase-Doméne mit katalyti-
schem Zink-Ion beinhalten, sind Kreuzreaktionen mit diesen Proteinen zu erwarten, die unter anderem durch
weitere inverse Screenings abgeschitzt werden konnten. Mit den Informationen iiber mogliche Kreuzreak-

tionen wire es moglich, bereits im Vorfeld mogliche Nebenwirkungen der Verbindungen auszuschlie3en.

In dieser Arbeit wurde nach Liganden bzw. Inhibitoren, welche in die bekannte Bindetasche von AD-
AMTS7 binden konnen, gesucht. Ein weiterer Ansatz wire die Suche nach allosterischen Inhibitoren von
ADAMTS?7. Fiir die Frage nach potenziellen allosterischen Zentren von ADAMTS7 und allosterischen In-
hibitoren ist der modellierbare Bereich des Proteins jedoch nicht ausreichend. Auch wenn dieser weitere
Aspekt moglicherweise Vorteile bei der Suche nach selektiven Inhibitoren gebracht hitte, konnte ihm in
dieser Arbeit und mit den momentan zur Verfiigung stehenden Daten nicht auf den Grund gegangen wer-
den. Das Gleiche gilt fiir die Entwicklung von Antikorpern fiir ADAMTS7. Kann zukiinftig die (komplette)
ADAMTS7-Struktur bzw. ein groBerer Bereich des Proteins bestimmt oder modelliert werden, empfehlen
sich diese Analysen. Sie konnen ein weiterer Aspekt bei der Suche nach selektiven Inhibitoren fiir dieses

Target sein.

Basierend auf den vorangegangenen Analysen rund um das Protein ADAMTS?7 sollen die 79 ausgewihl-
ten Verbindungen des Virtual Screenings zur in vitro-Testung vorgeschlagen werden, wobei ein Augenmerk
auf die erwidhnten 18 potenziell selektiven Verbindungen gelegt werden sollte. Es konnte nicht eindeu-
tig gekldrt werden, ob die Interaktion iiber eine Wasserstoffbriicke zu Gly358-O ein essenzielles Merk-

mal von ADAMTS-Inhibitoren darstellt. Daher wire eine Moglichkeit im weiteren Verlauf bei in vitro-
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Interaktion im S4-Bereich nahe Zink-Ion
iber Donor-Gruppe: Wasserstoftbriicke zu
Gly358-0 (alternativ auch zu Leu357-N)

ADAMTS7-Selektivitit des Liganden, falls
gilt:
1,038 - Linge + 0,024 - Volumen — 12,514 > 0

Zink-Koordinierung
durch Liganden  *

Wechselwirkungen in Form von
Wasserstoffbriicken zum L1-Loop; Donor-
bzw: Akzeptor-Gruppen im Liganden

(b) ADAMTS7-Pharmacophore

Abbildung 7.1: (a) Wechselwirkungen und Eigenschaften potenzieller ADAMTS7-Inhibitoren in der Bindetasche im
Vergleich zum ADAMTS7-Pharmacophore (b). Griin markiert in (a) ist das wahrscheinlich selektive Merkmal: In-
teraktionen mit dem L1-Loop. Interagierende Aminoséuren in diesem Bereich aus den untersuchten Bindemustern
sind als Linien (konserviert) bzw. Stidbchen (nicht konserviert) dargestellt. Das ADAMTS7-Modell (grau) ist in der
Cartoon-Darstellung, die Zink-koordinierenden Histidine als Linien veranschaulicht. Das Zink-Ion ist als graue Kugel
zu erkennen.
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Untersuchungen auch die besten Liganden, die das Zink-Ion koordinieren, aber keine Wasserstoffbriicke zu
Gly358-0 jedoch z.B. zu Leu357-N aufweisen, zu testen. Hierzu konnte der Filter um eine Wasserstoft-
briicke mit der Aminosdure Leu357 erweitert werden.

Bis zum Abschluss der Arbeit konnten die in vitro-Versuche noch nicht durchgefiihrt werden. Daher be-
diirfen alle hier gemachten Aussagen einer Validierung durch Labor-Untersuchungen. Mit Ergebnissen aus
in vitro-Analysen konnen weiterfithrende Aussagen beziiglich der potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren und
moglichen Variationen vorgenommen werden. In ankniipfenden Untersuchungen konnten, z. B. mittels einer
QSAR [178] (Abk. fiir Quantitative Structure-Activity Relationship), die validierten wichtigen Eigenschaf-
ten von ADAMTS7-Inhibitoren herauskristallisiert werden. Hierdurch kénnten Merkmale fiir eine verbes-
serte ndchste Generation von potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren abgeleitet werden. Nach diesen Schritten
wire man dem Ziel, durch die Inhibition von ADAMTS7 (das Fortschreiten einer) KHK zu verhindern, ein
groBBes Stiick ndher. Schlussendlich ist die Hoffnung, dass eine Inhibition von ADAMTS7 in der Zukunft
Einzug in die Therapie bei KHK hilt.
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A Anhang

A.1 Ergebnisse: Modellierung der ADAMTS7-Proteinstruktur

A.1.1 Wahl des/der Template(s)

215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290

ADAMTS7 RRERWEQRQQWRRPRLRRLHQRSVSKEKWVETLVVADAKMVEYHGQPQVESYVLTIMNMVAGLFHDPSIGNPIHIT
1 SHRYVETMLVADQSMAEFHGS .GLKHYLLTLFSVAARLYKHPSIRNSVSLV
2VAB e SHRYVETMLVADQSMAEFHGS .GLKHYLLTLFSVAARLYKHPSIRNSVSLV
302G e e e e e e e SHRYVETMLVADQSMAEFHGS .GLKHYLLTLFSVAARLYKHPSIRNSVSLV
302H e SHRYVETMLVADQSMAEFHGS .GLKHYLLTLFSVAARLYKHPSIRNSVSLV
2RIP e e e e e ASLSRFVETLVVADDKMAAFHGA.GLKRYLLTVMAAAAKAFKHPSIRNPVSLV
3B27Z SLSREFVETLVVADDKMAAFHGA .GLKRYLLTVMAAAAKAFKHPSIRNPVSLV
2RJQ SRARQVELLLVADASMARLYGR.GLQHYLLTLASIANRLYSHASIENHIRLA
3B8Z SRARQVELLLVADASMARKYGR.GLQHYLLTLASIANRLYSHASIENHIRLA
3HY7 SRARQVELLLVADASMARKYGR.GLQHYLLTLASIANRLYSHASIENHIRLA
3HY9 SRARQVELLLVADASMARKYGR.GLQHYLLTLASIANRLYSHASIENHIRLA
3HYG SRARQVELLLVADASMARKYGR.GLQHYLLTLASIANRLYSHASIENHIRLA
%LJT ....................... ASRARQVELLLVADASMARKYGR.GLQHYLLTLASIANRLYSHASIENHIRLA
L
BGHN e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
BVUN A e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355

ADAMTS7 IVRLVLL........ EDEEEDLKITHHADNTLKSFCKWQKSINMKGDAHPLHHDTAILLTRKDLCAAMNRPCETLG
2JIH VVKILVI....HDEQK....GPEVTSNAALTLRNFCNWQKQHNPPSDRDAEHYDTAILFTRQDLCGS..QTCDTLG
2V4B VVKILVI....HDEQK....GPEVISNAALTLRNFCNWQKQHNPPSDRDAEHYDTAILFTRQDLCGS..QTCDTLG
302G VVKILVI....HDEQK....GPEVTSNAALTLRNFCNWQKQHNPPSDRDAEHYDTAILFTRQDLCGS..QTCDTLG
3Q2H VVKILVI....HDEQK....GPEVTSNAALTLRNFCNWQKQHNPPSDRDAEHYDTAILFTRQDLCGS..QTCDTLG
2RJP VIRLVIL. EL oo GPQVGPSAAQTLRSFCAWQRGLNTPEDSDPDHFDTAILFTRQDLCGV..STCDTLG
3B2Z VIRLVILGSGEE. ....... GPQVGPSAAQTLRSFCAWQRGLNTPEDSDPDHFDTAILFTRQDLCGV..STCDTLG
2RJQ VVKVVVL....GDKDK....SLEVSKNAATTLKNFCKWQHQHNQLGDDHEEHYDAAILFTREDLCGH. . .HSCDTLG
3B8Z VVKVVVL....GDKDK....SLEVSKNAATTLKNFCKWQHQHNQLGDDHEEHYDAAILFTREDLCGH..HSCDTLG
3HY7 VVKVVVL....GDKDK....SLEVSKNAATTLKNFCKWQHQHNQLGDDHEEHYDAAILFTREDLCGH. .HSCDTLG
3HYO9 VVKVVVL....GDKDK....SLEVSKNAATTLKNFCKWQHQHNQLGDDHEEHYDAAILFTREDLCGH. .HSCDTLG
3HYG VVKVVVL....GDKDK . .SLEVSKNAATTLKNFCKWQHQHNQLGDDHEEHYDAAILFTREDLCGH. .HSCDTLG
gLJT VVKVVVL....GDKDK .SLEVSKNAATTLKNFCKWQHQHNQLGDDHEEHYDAAILFTREDLCGH..HSCDTLG
GHM i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
BGHN e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
BVUN A e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430
ADAMTS7 LSHVAGMCQPHRSCSINEDTGLPLAFTVAHELGHSFGIQHDGSGNDCEPVG. .. .KRPFIMSPQLLYDAAPLTWSRC
2JIH MADVGTVCDPSRSCSVIEDDGLQAAFTTAHELGHVFNMPHDDAKQCASLN. .. .. DSHMMASMLSNLDHSQPWSPC
2V4B MADVGTVCDPSRSCSVIEDDGLQAAFTTAHELGHVFNMPHDDAKQCASLN. ... .. SHMMASM...LDHSQPWSPC
302G MADVGTVCDPSRSCSVIEDDGLQAAFTTAHELGHVFNMPHDDAKQCASLN. ... .. SHMMASMLSNLDHSQPWSPC
302H MADVGTVCDPSRSCSVIEDDGLQAAFTTAHELGHVFNMPHDDAKQCASLN. .. .. DSHMMASMLSNLDHSQPWSPC
2RJP MADVGTVCDPARSCAIVEDDGLQSAFTAAHQLGHVFNMLHDNSKPCISLNGPLSTSRHVMAPVMAHVDPEEPWSPC
3B2Z MADVGTVCDPARSCAIVEDDGLQSAFTAAHQLGHVFNMLHDNSKPCISLNGPLSTSRHVMAPVMAHVDPEEPWSPC
2RJQ MADVGTICSPERSCAVIEDDGLHAAFTVAHEIGHLLGLSHDDSKFCEETFGS.TEDKRLMSSILTSIDASKPWSKC
3B8Z MADVGTICSPERSCAVIEDDGLHAAFTVAHEIGHLLGLSHDDSKFCEETFGS.TEDKRLMSSILTSIDASKPWSKC
3HY7 MADVGTICSPERSCAVIEDDGLHAAFTVAHEIGHLLGLSHDDSKFCEETFGS.TEDKRLMSSILTSIDASKPWSKC
3HYO9 MADVGTICSPERSCAVIEDDGLHAAFTVAHEIGHLLGLSHDDSKFCEETFGS.TEDKRLMSSILTSIDASKPWSKC
3HYG MADVGTICSPERSCAVIEDDGLHAAFTVAHEIGHLLGLSHDDSKFCEETFGS.TEDKRLMSSILTSIDASKPWSKC
%LJT MADVGTICSPERSCAVIEDDGLHAAFTVAHEIGHLLGLSHDDSKFCEETFGS.TEDKRLMSSILTSIDASKPWSKC
GHM i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
BGHN e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
e

435 440 445 450 455 460 465 470 475 480 485 490 495 500

ADAMTS7 SROYITRFLDRGWGLCLDDPPAKDIIDFPSVPPGVLYDVSHQCRLQYGAYSAFCEDMDNVCHTLWCSV....GTTC
2JIH SAYMITSFLDNGHGECLMDKPON.PIQLPGDLPGTSYDANRQCQFTFGEDSKHCPT....CSTLWCTGVL....VC
2V4B SAYMITSFLDNGHGECLMDKPQN.PIQLPGDLPGTSYDANRQCQFTFGEDSKHCPT....CSTLWCTGVL....VC
302G SAYMITSFLDNGHGECLMDKPQON.PIQLPGDLPGTSYDANRQCQFTFGEDSKHCPT. .CSTLWCTG.L....VC
30Q02H SAYMITSFLDNGHGECLMDKPQON.PIQLPGDLPGTSYDANRQCQFTFGEDSKHCPT. .CSTLWCTGVL....VC
2RJP SARFITDFLDNGYGHCLLDKPEA.PLHLPVTFPGKDYDADRQCQLTFGPDSRHCPQLPPPCAALWCSGHLNGHAMC
3B2Z SARFITDFLDNGYGHCLLDKPEA.PLHLPVTFPGKDYDADRQCQLTFGPDSRHCPQLPPPCAALWCSGH. . .HAMC
2RJQ TSATITEFLDDGHGNCLLDLPRK.QILGPEELPGQTYDATQQCNLTFGPEYSVCPGM.DVCARLWCAVVRQGQMVC
3B8Z TSATITEFLDDGHGNCLLDLP RK . QI . i i ittt i i i i it e e e e e ettt e e e e e sttt it e e eee e e e aaaan
3HY7 TSATITEFLDDGHGNCLLDLP RK . QI . . i i ittt i it i e e e e e e e ettt e e e e s sttt e e e e e eaaan
3HY9 TSATITEFLDDGHGNCLLDLPRK . QI . o i it ittt ittt et e ettt e e e e ettt ettt e e i i e e
3HYG TSATITEFLDDGHGNCLLD L P RK . QI . . i i ittt i ittt e e et et e e e e ettt e e e ettt e e i e e e
3LJT TSATITEFLDDGHGN CL LD L P RK . QT & i i it it i e e e i e e e e e et e e e et ettt ettt e e aaaeeean
3GHM e e e e AQPGLYYSANEQCRVAFGPKAVAC. .. .. MCQALSCHTDPLDQSSC
BGHN e e e e e e e e e AQPGLYYSANEQCRVAFGPKAVACT...DMCQALSCHTDPLDQSSC
BUN4 e e e DAQPGLYYSANEQCRVAFGPKAVACTFHLDMCQALSCHTDPLDQSSC

Abbildung A.1: Multiples Alignment von der ADAMTS7-Sequenz und den zum Zeitpunkt des Homology Modelings
bekannten ADAMTS-Rontgenkristallstrukturen. Die ADAMTS7-Sequenz wurde aus Ubersichtlichkeitsgriinden auf
den Bereich des Alignments eingekiirzt.
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A Anhang

505 510 515 520 525 530 535 540 545 550 555 560 565 570 575
ADAMTS7 HSKLDAAVDGTRCGENKWCLSGECVPVGFRP..EAVDGGWSGWSAWSICSRSCGMGVQSAERQCTQPTPKYKGRYC
2JIH QTKHFPWADGTSCGEGRKWCINGKCUNKLVE L L ottt ittt et et e e et e e et e e et et e e e e e e e e e

2V4B QTKHFPWADGTSCGEGKWCINGKCVNKLV P . . . ittt i it e e e e e e et e e e ittt e i it e e
302G QTKHFPWADGTSCGEGKWCINGKCVNKLV P . . . ittt it e e e e ettt e e ettt e e it e e
3Q02H QTKHFPWADGTSCGEGKWCINGKCVNKL VP & o o ittt ittt e e e e et e e e e e ettt e et et e e e e ee e e
2RJP QTKHSPWADGTPCGPAQACMGGRC LH . .« & v i it ittt e e e e e e e e e e e e e e e ettt e et e e ettt e eeee e
3B27Z OTKHSPWADGTPCGPAQACMGGR C L . o v i i i it ittt e e e e e e e e e e et s ettt e e e e e e et e aaeee e
2RJQ LTKKLPAVEGTPCGKGRICLOGKCVD . & v it i it i i et e e e e e e et et e e e e et e e e et e e it e e e
e
6
=
BHY G e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
T
3GHM SRLLVPLLDGTECGVEKWCSKGRCRSLVELTPIAAVHGRWSSWGPRSPCSRSCGGGVVTRRRQCNNPRPAFGGRAC
3GHN SRLLVPLLDGTECGVEKWCSKGRCRSLVELTPIAAVHGRWSSWGPRSPCSRSCGGGVVTRRRQCNNPRPAFGGRAC
3VN4 SRLLVPLLDGTECGVEKWCSKGRCRSLVELTPIAAVHGRWSSWGPRSPCSRSCGGGVVTRRROQCNNPRPAFGGRAC
580 585 590 595 600 605 610 615 620 625 630 635 640 645 650

%DAMTS7 VGERKRFRLCNLQACPAGRPSFRHVQCSHFDAMLYKGQLHTWVP .VVNDVNPCELHCRPANEYFAEKLRDAVVDGT
JIH
2V4B
302G
3Q02H
2RJP
3B2Z
2RJQ
3B8Z
3HY7
3HY9
3HYG
3LJT
3GHM VGADLQAEMCNTQACEKTQLEFMSQQCARTDGQPLSFYHWGAAVPHSQGDALCRHMCRAIGESFIMKRGDSFLDGT
3GHN VGADLQAEMCNTQACEKTQLEFMSQQCARTDGQPLSFYHWGAAVPHSQGDALCRHMCRAIGESFIMKRGDSFLDGT
3VN4 VGADLQAEMCNTQACEKTQLEFMSQQCARTDGQPLSFYHWGAAVSHSQGDALCRHMCRAIGESFIMKRGDSFLDGT

655 660 665 670 675 680 685 690 695 700 705 710 715 720
%DAMTS7 PCYQV....RASRDLCINGICKNVGCDFEIDSGAMEDRCGVCHGNGSTCHTVSGTFEEAEGLGYVDVGLIPAGARE
JIH
2V4B
302G
3Q2H
2RJP
3B27Z
2RJQ
3B8Z
3HY7
3HYO9
3HYG
3LJT
3GHM RCMPSGPREDGTLSLCVLGSCRTFGCDGRMDSQQVWDRCQVCGGDNSTCSPRKGSFTAGRAREYVTFLTVTPNLTS
3GHN RCMPSGPREDGTLSLCVLGSCRTFGCDGRMDSQQVWDRCQVCGGDNSTCSPRKGSFTAGRAREYVTFLTVTPNLTS
3VN4 RCMPSGPREDGTLSLCVSGSCRTFGCDGRMDSQQVWDRCQVCGGDNSTCSPRKGSFTAGRAREYVTFLTVTPNLTS

725 730 735 740 745 750 755 760 765 770 775 780 785 790
%DAMTS7 IRIQEVAEAANFLALRSEDPEKYFLNGGWTIQWNGDYQVAGT ... .. ... TFTYARRGNWENLTSPGPTKEPVWIQ
8
2VAB e
1
610
2RIP e e e
BB 2 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
L
2
BHY T e e e e e
BHY O e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
BHYG et e e e e e e e e e e e e e e
T T T T T NI T T T T U
3GHM VYIANHRPLFTHLAVRI..GGRYVVAGKMSISPNTTYPSLLEDGRVEYRVALTEDRLPRLEEIRIWGPLQEDADIQ
3GHN VYIANHRPLFTHLAVRI..GGRYVVAGKMSISPNTTYPSLLEDGRVEYRVALTEDRLPRLEEIRIWGPLQEDADIQ
3VN4 VYIANHRPLFTHLAVRI..GGRYVVAGKMSISPNTTYPSLLEDGRVEYRVALTEDRLPRLEEIRIWGPLQEDADIQ

795 800 805 810 815 820 825 830 835 840 845 850 855 860 865
ADAMTS7 LLFQESNPGVHYEYTIHREAGGHDEVPPPVFSWHYGPWTKCTVTCGRGVQRQNVYCLERQAGPVDEEHCDPLG
2JIH
2V4B
302G
302H
2RJP
3B272
2RJQ
3B8Z
3HY7
3HY9
3HYG
3LJT
3GHM VYRRYGEEYGNLTR PDITFTYFQPKP
3GHN VYRRYGEEYGNLTR PDITFTYFQPKP
3VN4 VYRRYGEEYGNLTR PDITFTYFQPKP

Abbildung A.1 (Fortsetzung): Multiples Alignment von der ADAMTS7-Sequenz und den zum Zeitpunkt des Homo-
logy Modelings bekannten ADAMTS-Rontgenkristallstrukturen. Die ADAMTS7-Sequenz wurde aus Ubersichtlich-
keitsgriinden auf den Bereich des Alignments eingekiirzt.
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A.1 Ergebnisse: Modellierung der ADAMTS7-Proteinstruktur

215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280
ADAMTS7 RRERWEQRQQWRRPRLRRLHQRSVSKE DAKMVEYHGQPQVESYVLTIMNMVAGLFHDPSIG
2RIQ e SRA DASMARLYGR.GLQHYLLTLASIANRLYSHASIE
BHYG e SRA DASMARKYGR.GLOHYLLTLASIANRLYSHASIE
285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350
ADAMTS7 N EDEEED HHADNTLKSFCKWQKSINMKGDAHPLHHDT TRKDLCAAMNRPC
2RJQ NH GDKDKSL  SKNAATTLKNFCKWQHQHNQLGDDHEEHYD LCGH..HSC
3HYG NH GDKDKSL' SKNAATTLKNFCKWQHQHNQLGDDHEEHY LCGH..HSC
355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420
ADAMTS7 ETL VAGMCQPHRSC EDTGLPLA ELGHSFGIQHDGSGNDCEPV. .GKRP SPQLLYD
2RJQ D VGTICSPERS EDDGLHAAFTVAHEIGHLLGLSHDDSKFCEETFGSTEDK ILTSI
3HYG D VGTICSPERS EDDGLHAAFTVAHEIGHLLGLSHDDSKFCEETFGSTEDK TSI
425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475 480 485 490
ADAMTS7 AAPLTWSRCSRQYIT RGWGLCLDDPPAKDIIDFPSVPPG  YDVSHQCRLQYGAYSAFCEDMDNVC
2RJQ DASKPWSKCTSATITEFLDDGHG LLDLPRK.QILGPEELPG ATQ LTFGPEYSVCPGMDVCA
3HYG DASKPWSKCTSATITEFLDDGHGNCLLDLPRK. QL . vt i ittt it ittt ittt ie e ie e e
495 500 505 510 515 520 525 530 535 540 545 550
ADAMTS7 HTLWC...SVGTTCHSKLDAAVDGTRCGENKWCLSGE VGFRPEAVDGGWSGWSAWSIC
2RJQ RLWCAVVRQGOMVCLTKKLPAVEGT  GKGR QG VD .ttt i

= PN

Abbildung A.2: Multiples Alignment von der ADAMTS7-Sequenz und den ADAMTSS5-Template-Strukturen (PDB-
ID: 3HYG, 2RJQ). Die ADAMTS7-Sequenz wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit auf den Bereich des Alignments
eingekiirzt. Die Sekundirstrukturen bzw. die vorhergesagten Sekundirstrukturen fiir ADAMTS?7 sind folgendermaf3en
eingeférbt: o-Helix - rot und p-Faltblatt - gelb.

A.1.2 Modellvalidierung der ADAMTS7-Modelle

240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310

ADAMTS1 SHRYVETMLVADQSMAEFHGS . GLKHYLLTLFSVAARLYKHPSIRNSVSLVVVKILVIHDEQK.GPEVTSNAAL
ADAMTS2 DDYNIEVLLGVDDSVVQFHGKEHVQKYLLTLMNIVNEIYHDESLGAHINVVLVRIILLSYGKSMSLIEIGNPSQ
ADAMTS3 NDYNIEVLLGVDDSVVRFHGKEHVQNYLLTLMNIVNEIYHDESLGVHINVVLVRMIMLGYAKSISLIERGNPSR
ADAMTS4 LSRFVETLVVADDKMAAFHGA .GLKRYLLTVMAAAAKAFKHPSIRNPVSLVVTRLVILGSGEE.GPQVGPSAAQ
ADAMTSS5 RARQVELLLVADASMARLYGR.GLQHYLLTLASIANRLYSHASIENHIRLAVVKVVVLGDKDK.SLEVSKNAAT
ADAMTS6 IERFVETLVVADKMMVGYHGRKDIEHYILSVMNIVAKLYRDSSLGNVVNIIVARLIVLTEDQP .NLEINHHADK
ADAMTS7 KEKWVETLVVADAKMVEYHGQPQVESYVLTIMNMVAGLFHDPSIGNPIHITIVRLVLLEDEEE . DLKITHHADN
ADAMTS8 EARFVETLLVADASMAAFYGA.DLQNHILTLMSVAARIYKHPSIKNSINLMVVKVLIVEDEKW.GPEVSDNGGL
ADAMTS9 YPRFVEVLVVADNRMVSYHGE . NLOQHYILTLMSIVASIYKDPSIGNLINIVIVNLIVIHNEQD.GPSISFNAQT
ADAMTS10 RERYVETLVVADKMMVAYHGRRDVEQYVLAIMNIVAKLFQDSSLGSTVNILVTRLILLTEDQP.TLEITHHAGK
ADAMTS12 KERWVETLVVADTKMIEYHGSENVESYILTIMNMVTGLFHNPSIGNAIHIVVVRLILLEEEEQ.GLKIVHHAEK
ADAMTS13 GILHLELLVAVGPDVFQAHQE.DTERYVLTNLNIGAELLRDPSLGAQFRVHLVKMVILTEPEG.APNITANLTS
ADAMTS14 GSYSIEVLLVVDDSVVRFHGKEHVQNYVLTLMNIVDEIYHDESLGVHINIALVRLIMVGYRQSLSLIERGNPSR
ADAMTS15 IPRYVETLVVADESMVKFHGA.DLEHYLLTLLATAARLYRHPSILNPINIVVVKVLLLRDRDS.GPKVTGNAAL
ADAMTS16 EELNVETLVVVDKKMMQONHGHENITTYVLTILNMVSALFKDGTIGGNINIAIVGLILLEDEQP.GLVISHHADH
ADAMTS17 SEHTVETLVVADADMVQYHGAEAAQRFILTVMNMVYNMFQHQSLGIKINIQVTKLVLLRQRPA.KLSIGHHGER
ADAMTS18 KGLNVETLVVADKKMVEKHGKGNVTTYILTVMNMVSGLFKDGTIGSDINVVVVSLILLEQEPG.GLLINHHADQ
ADAMTS19 QEYNIETVVVADPAMVSYHGADAARRFILTILNMVFNLFQHKSLSVQVNLRVIKLILLHETPP.ELYIGHHGEK
ADAMTS20 YPRYIEIMVTADAKVVSAHGS.NLONYILTLMSIVATIYKDPSIGNLIHIVVVKLVMIHREEE.GPVINFDGAT

315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375
ADAMTS1 TLRNFCNWQKQHNP ... ........ PSDRDAEHYDTAILFTRQDLCG. . SQTCDTLGMADVGTVCDPSRSCSVI
ADAMTS2 SLENVCRWAYLQQK........... PDTGHDEYHDHAIFLTRQDFG. . ... PSGMQGYAPVTIGMCHPVRSCTLN
ADAMTS3 SLENVCRWASQQOR .« v v v v v SDLNHSEHHDHAIFLTRQDFG. . ... PAGMQGYAPVTGMCHPVRSCTLN
ADAMTS4 TLRSFCAWQRGLNT .. ......... PEDSDPDHFDTAILFTRODLCG..VSTCDTLGMADVGTVCDPARSCAIV
ADAMTSS TLKNFCKWQHQHNQ. .......... LGDDHEEHYDAAILFTREDLCG. . HHSCDTLGMADVGTICSPERSCAVI
ADAMTS6 SLDSFCKWQKSILSHQSDG....NTIPENGIAHHDNAVLITRYDICTYKNKPCGTLGLASVAGMCEPERSCSIN
ADAMTS7 TLKSFCKWQKSINM. .......... KGDAHPLHHDTAILLTRKDLCAAMNRPCETLGLSHVAGMCQPHRSCSIN
ADAMTS8 TLRNFCNWQRRENQ. .. ........ PSDRHPEHYDTAILLTRQNFCGQ.EGLCDTLGVADIGTICDPNKSCSVI
ADAMTS9 TLEKNFCOWQOHSKNS . o v v v v vv e PGGIHHDTAVLLTRQDICRA.HDKCDTLGLAELGTICDPYRSCSIS
ADAMTS10 SLDSFCKWQKSIVNHSGHG....NAIPENGVANHDTAVLITRYDICIYKNKPCGTLGLAPVGGMCERERSCSVN
ADAMTS12 TLSSFCKWQKSINP........... KSDLNPVHHDVAVLLTRKDICAGFNRPCETLGLSHLSGMCQPHRSCNIN
ADAMTS13 SLLSVCGWSQTINP........... EDDTDPGHADLVLYITRFDLELP .DGNRQVRGVTQLGGACSPTWSCLIT
ADAMTS14 SLEQVCRWAHSQQR........... QDPSHAEHHDHVVFLTRQDFG. . ... PS...GYAPVIGMCHPLRSCALN
ADAMTS15 TLRNFCAWQKKLNK........... VSDKHPEYWDTAILFTRQDLCG. .ATTCDTLGMADVGTMCDPKRSCSVI
ADAMTS16 TLSSFCQWQSGLMG. .. oo vvvunn.. KDGTRHDHAILLTGLDICSWKNEPCDTLGFAPISGMCSKYRSCTIN
ADAMTS17 SLESFCHWQNEEYGGARYLGNNQVPGGKDDPPLVDAAVFVTRTDFCVHKDEPCDTVGIAYLGGVCSAKRKCVLA
ADAMTS18 SLNSFCQWQSALIG. .. ....cov.... KNGKRHDHAILLTGFDICSWKNEPCDTLGFAPISGMCSKYRSCTIN
ADAMTS19 MLESFCKWQHEEFGKKNDIHLEMSTNWGEDMTSVDAAILITRKDFCVHKDEPCDTVGIAYLSGMCSEKRKCIIA
ADAMTS20 TLKNFCSWQQTOND........... LDDVHPSHHDTAVLITREDICSS.KEKCNMLGLSYLGTICDPLQSCFIN

Abbildung A.3: Multiples Sequenzalignment der Metalloproteinase- und Disintegrin-dhnlichen Dominen der
ADAMTS-Proteine. Die Sequenzen dieser ADAMTS-Dominen stammen aus der UniProt-Datenbank [169]. Die
Nummerierung des Alignments bezieht sich auf ADAMTS7. Cysteine sind blau markiert.
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380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440 445

ADAMTS1 EDDGLQAAFTTAHELGHVFNMPHDDAKQCASLNG.VNQDSHMMASMLSNLDHSQPWSPCSAYMITSFLDNGHGE

ADAMTS2 HEDGFSSAFVVAHETGHVLGMEHDGQGNRCGDEV. . .RLGSIMAPLVQAAFHRFHWSRCSQQELSRYLHSYDCL

ADAMTS3 HEDGFSSAFVVAHETGHVLGMEHDGQGNRCGDET...AMGSVMAPLVQAAFHRYHWSRCSGQELKRYIHSYDCL

ADAMTS4 EDDGLQSAFTAAHELGHVFNMLHDNSKPCISLNGPLSTSRHVMAPVMAHVDPEEPWSPCSARFITDFLDNGYGH

ADAMTSS5 EDDGLHAAFTVAHEIGHLLGLSHDDSKFCEETFG.STEDKRLMSSILTSIDASKPWSKCTSATITEFLDDGHGN

ADAMTS6 EDIGLGSAFTIAHEIGHNFGMNHDGIGNSCGTKG. .HEAAKLMAAHITANTNPFSWSACSRDYITSFLDSGRGT

ADAMTS7 EDTGLPLAFTVAHELGHSFGIQHDGSGNDCEPVG. .. .KRPFIMSPQLLYDAAPLTWSRCSRQYITRFLDRGWGL

ADAMTSS8 EDEGLQAAHTLAHELGHVLSMPHDDSKPCTRLFG.PMGKHHVMAPLFVHLNQTLPWSPCSAMYLTELLDGGHGD

ADAMTS9 EDSGLSTAFTIAHELGHVFNMPHDDNNKCKEEGV . .KSPQHVMAPTLNFYTNPWMWSKCSRKYITEFLDTGYGE

ADAMTS10 EDIGLATAFTIAHEIGHTFGMNHDGVGNSCGARG. .QDPAKLMAAHITMKTNPFVWSSCSRDYITSFLDSGLGL

ADAMTS12 EDSGLPLAFTIAHELGHSFGIQHDGKENDCEPVG...RHPYIMSRQLOQYDPTPLTWSKCSEEYITRFLDRGWGEF

ADAMTS13 EDTGFDLGVTIAHEIGHSFGLEHDGAPGSGCG. .. .. PSGHVMASDGAAPRAGLAWSPCSRRQLLSLLSAGRAR

ADAMTS14 HEDGFSSAFVIAHETGHVLGMEHDGQGNGCADET...SLGSVMAPLVQAAFHRFHWSRCSKLELSRYLPSYDCL

ADAMTS15 EDDGLPSAFTTAHELGHVFNMPHDNVKVCEEVFG.KLRANHMMSPTLIQIDRANPWSACSAAIITDFLDSGHGD

ADAMTS16 EDTGLGLAFTIAHESGHNFGMIHDGEGNMCKK..... SEGNIMSPTLAGRNGVFSWSPCSRQYLHKFLSTAQAT

ADAMTS17 EDNGLNLAFTIAHELGHNLGMNHDDDHSSCAGR....SHIMSGEWVKGRNPSDLSWSSCSRDDLENFLKSKVST

ADAMTS18 EDTGLGLAFTIAHESGHNFGMIHDGEGNPCRK. .. .. AEGNIMSPTLTGNNGVFSWSSCSRQYLKKFLSTPQAG

ADAMTS19 EDNGLNLAFTIAHEMGHNMGINHDNDHPSCADG....LHIMSGEWIKGQNLGDVSWSRCSKEDLERFLRSKASN

ADAMTS20 EEKGLISAFTIAHELGHTLGVQHDDNPRCKEMKV...TKYHVMAPALSFHMSPWSWSNCSRKYVTEFLDTGYGE
450 455 460 465 470 475 480 485 490 495 500 505

ADAMTS1 CLMDKPQ....NPIQLPGD..LPGTSYDANRQCQFTFGEDSKHCPDAAS...TCSTLWCTGT..SGGVLVCQTK

ADAMTS2 LDDPFA..... HDWPALPQ..LPGLHYSMNEQCRFDFGLGYMMCTAFRT....FDPCKQLWCSHPDNPYFCKTK

ADAMTS3 LDDPFD..... HDWPKLPE..LPGINYSMDEQCRFDFGVGYKMCTAFRT....FDPCKQLWCSHPDNPYFCKTK

ADAMTS4 CLLDKPE ..APLHLPVT..FPGKDYDADRQCQLTFGPDSRHCPQLPP...PCAALWCSGH..LNGHAMCQTK

ADAMTSS CLLDLPR....KQILGPEE..LPGQTYDATQQCNLTFGPEYSVCPGMDV....CARLWCAVV..RQGQMVCLTK

ADAMTS6 CLDNEPP...KRDFLYPAV..APGQVYDADEQCRFQYGATSRQCKYGEV....CRELWCLSKS.NRCVINSIPA

ADAMTS7 CLDDPPA .KDIIDFPSV..PPGVLYDVSHQCRLQYGAYSAFCEDMDN....VCHTLWCS... .. VGTTCHSK

ADAMTS8 CLLDAPA....AALPLPTGLPGRMALYQLDQQCRQIFGPDFRHCPNTSAQ.DVCAQLWCHTDG.AEPLCHTKNG

ADAMTS9 CLLNEPE...SRPYPLPVQ..LPGILYNVNKQCELIFGPGSQVCPYMMQ....CRRLWCNNV..NGVHKGCRTQ

ADAMTS10 CLNNRPP .RODFVYPTV..APGQAYDADEQCRFQHGVKSRQCKYGEV....CSELWCLSKS.NRCITNSIPA

ADAMTS12 CLDDIPK...KKGLKSKVI..APGVIYDVHHQCQLQYGPNATFCQEVEN. .VCQTLWCS..... VKGFCRSK

ADAMTS13 CVWDPPRPQPGSAGHPPDA..QPGLYYSANEQCRVAFGPKAVACTFAREHLDMCQALSCHTD .PLDQSSCSRL

ADAMTS14 LDDPFD..... PAWPQPPE..LPGINYSMDEQCRFDFGSGYQTCLAFRT. . .FEPCKQLWCSHPDNPYFCKTK

ADAMTS15 CLLDQPS....KPISLPED..LPGASYTLSQQCELAFGVGSKPCPYMQY....CTKLWCTGK..AKGQMVCQTR

ADAMTS16 CLADQPK..PVKEYKYPEK..LPGELYDANTQCKWQFGEKAKLCMLDFK....KDICKALWC..HRIGRKCETK

ADAMTS17 CLLVTDP .RSQHTVRLPHK..LPGMHYSANEQCQILFGMNATFCRNMEH. .. .LMCAGLWCL..VEGDTSCKTK

ADAMTS18 CLVDEPK..QAGQYKYPDK..LPGQIYDADTQCKWQFGAKAKLCSLGFV....KDICKSLWC..HRVGHRCETK

ADAMTS19 CLLQTNP.QSVNSVMVPSK..LPGMTYTADEQCQILFGPLASFCQEMQH....VICTGLWCK..VEGEKECRTK

ADAMTS20 CLLDKPD...EEIYNLPSE..LPGSRYDGNKQCELAFGPGSQMCPHINI....CMHLWCTST..EKLHKGCFTQ
510 515 520 525

ADAMTS1 HEPWADGTSCGEGKWCINGKCVN

ADAMTS2 KGPPLDGTMCAPGKHCFKGHCIW

ADAMTS3 KGPPLDGTECAAGKWCYKGHCMW

ADAMTS4 HSPWADGTPCGPAQACMGGRCLH

ADAMTSS KLPAVEGTPCGKGRICLQGKCVD

ADAMTS6 AEGTLCQTGNIEKGWCYQGDCVP

ADAMTS7 LDAAVDGTRCGENKWCLSGECVP

ADAMTSS8 SLPWADGTPCGPGHLCSEGSCLP

ADAMTS9 HTPWADGTECEPGKHCKYGFCVP

ADAMTS10 AEGTLCQTHTIDKGWCYKRVCVP

ADAMTS12 LDAAADGTQCGEKKWCMAGKCIT

ADAMTS13 LVPLLDGTECGVEKWCSKGRCRS

ADAMTS14 KGPPLDGTECAPGKWCFKGHCIW

ADAMTS15 HFEPWADGTSCGEGKLCLKGACVE

ADAMTS16 FMPAAEGTICGHDMWCRGGQCVK

ADAMTS17 LDPPLDGTECGADKWCRAGECVS

ADAMTS18 FMPAAEGTVCGLSMWCRQGQCVK

ADAMTS19 LDPPMDGTDCDLGKWCKAGECTS

ADAMTS20 HVPPADGTDCGPGMHCRHGLCVN

Abbildung A.3 (Fortsetzung): Multiples Sequenzalignment der Metalloproteinase- und Disintegrin-dhnlichen Domaé-
nen der ADAMTS-Proteine. Die Sequenzen dieser ADAMTS-Doménen stammen aus der UniProt-Datenbank [169].
Die Nummerierung des Alignments bezieht sich auf ADAMTS7. Cysteine sind blau markiert.
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Abbildung A.4: RMSDc,, iiber die 20 ns lange MD-Simulation des ADAMTS7-Homologiemodells im Vergleich zur
Startstruktur. Der Beginn des stabilen Zeitraums bei 14,5 ns ist durch eine griine, vertikale Linie markiert.
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A.2 Ergebnisse: Untersuchungen der ADAMTS-Familie

A.2 Ergebnisse: Untersuchungen der ADAMTS-Familie

A.2.1 Sequenz- und Strukturvergleich

245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310
ADAMTS1 RYVETMLVADQSMAEFHG . SGLKHYLLTLFSVAARLYKHPSIRNSVSLVVVKILVIHDEQK.GPEVTSNA
ADAMTS2 YNIEVLLGVDDSVVQFHGKEHVQKYLLTLMNIVNEIYHDESLGAHINVVLVRIILLSYGKSMSLIEIGNP
ADAMTS3 YNIEVLLGVDDSVVRFHGKEHVQNYLLTLMNIVNEIYHDESLGVHINVVLVRMIMLGYAKSISLIERGNP
ADAMTS4 RFVETLVVADDKMAAFHG.AGLKRYLLTVMAAAAKAFKHPSIRNPVSLVVTRLVILGSGEE .GPQVGPSA
ADAMTS5 ROQVELLLVADASMARLYG.RGLQHYLLTLASIANRLYSHASIENHIRLAVVKVVVLGDKDK.SLEVSKNA
ADAMTS6 RFVETLVVADKMMVGYHGRKDIEHYILSVMNIVAKLYRDSSLGNVVNIIVARLIVLTEDQP .NLEINHHA
ADAMTS7 KWVETLVVADAKMVEYHGQPQVESYVLTIMNMVAGLFHDPSIGNPIHITIVRLVLLEDEEE .DLKITHHA
ADAMTS8 RFVETLLVADASMAAFYG.ADLQNHILTLMSVAARIYKHPSIKNSINLMVVKVLIVEDEKW.GPEVSDNG
ADAMTS9 RFVEVLVVADNRMVSYHG.ENLQHYILTLMSIVASIYKDPSIGNLINIVIVNLIVIHNEQD.GPSISFNA
ADAMTS10 RYVETLVVADKMMVAYHGRRDVEQYVLAIMNIVAKLFQODSSLGSTVNILVTRLILLTEDQP.TLEITHHA
ADAMTS12 RWVETLVVADTKMIEYHGSENVESYILTIMNMVTGLFHNPSIGNAIHIVVVRLILLEEEEQ.GLKIVHHA
ADAMTS13 LHLELLVAVGPDVFQAHQ.EDTERYVLTNLNIGAELLRDPSLGAQFRVHLVKMVILTEPEG.APNITANL
ADAMTS14 YSIEVLLVVDDSVVRFHGKEHVQNYVLTLMNIVDEIYHDESLGVHINIALVRLIMVGYRQSLSLIERGNP
ADAMTS15 RYVETLVVADESMVKFHG.ADLEHYLLTLLATAARLYRHPSILNPINIVVVKVLLLRDRDS.GPKVTGNA
ADAMTS16 LNVETLVVVDKKMMQNHGHENITTYVLTILNMVSALFKDGTIGGNINIAIVGLILLEDEQP.GLVISHHA
ADAMTS17 HTVETLVVADADMVQYHGAEAAQRFILTVMNMVYNMFQHQOSLGIKINIQVTKLVLLRQRPA.KLSIGHHG
ADAMTS18 LNVETLVVADKKMVEKHGKGNVTTYILTVMNMVSGLFKDGTIGSDINVVVVSLILLEQEPG.GLLINHHA
ADAMTS19 YNIETVVVADPAMVSYHGADAARRFILTILNMVENLFQHKSLSVQVNLRVIKLILLHETPP.ELYIGHHG
ADAMTS20 RYIEIMVTADAKVVSAHG.SNLQONYILTLMSIVATIYKDPSIGNLIHIVVVKLVMIHREEE.GPVINEDG

315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365

ADAMTS1  ALTLRNECNWQKQHNPP........... SDRDAEHYDTAILFTRQDLCGS..QTCDTLGMADVGTVCDPS
ADAMTS2 SQSLENVCRWAYLQQKP « v v v v v ... DTGHDEYHDHAIFLTRQDEGP. . ... SGMQGYAPVTGMCHPV
ADAMTS3 SRSLENVCRWASQQQRS « v v v v v vt DLNHSEHHDHAIFLTRQDFGP. . ... AGMQGYAPVTGMCHPV
ADAMTS4  AQTLRSFCAWQRGLNTP........... EDSDPDHFDTAILFTRQDLCGV..STCDTLGMADVGTVCDPA
ADAMTS5  ATTLKNFCKWQHQHNQL........... GDDHEEHYDAAILFTREDLCGH..HSCDTLGMADVGTICSPE
ADAMTS6  DKSLDSFCKWQKSILSHQSD....GNTIPENGIAHHDNAVLITRYDICTYKNKPCGTLGLASVAGMCEPE
ADAMTS7  DNTLKSFCKWQKSINMK. .......... GDAHPLHHDTAILLTRKDLCAAMNRPCETLGLSHVAGMCQPH
ADAMTSS8 GLTLRNECNWQRRENQP . . . ... ..... SDRHPEHYDTAILLTRQNFCGQ.EGLCDTLGVADIGTICDPN
ADAMTSY9  QTTLKNFCQWQHSKNSP ..o v v v e vvn .. GGIHHDTAVLLTRQDICRA.HDKCDTLGLAELGTICDPY
ADAMTS10 GKSLDSFCKWQKSIVNHSGH....GNAIPENGVANHDTAVLITRYDICIYKNKPCGTLGLAPVGGMCERE
ADAMTS12 EKTLSSFCKWQKSINPK........... SDLNPVHHDVAVLLTRKDICAGFNRPCETLGLSHLSGMCQPH
ADAMTS13 TSSLLSVCGWSQTINPE........... DDTDPGHADLVLYITRFDLELP .DGNRQVRGVTQLGGACSPT
ADAMTS14 SRSLEQVCRWAHSQQRQ. .. .. ...... DPSHAEHHDHVVELTRQDFGP . . ... ... SGYAPVTGMCHPL
ADAMTS15 ALTLRNFCAWQKKLNKV........... SDKHPEYWDTAILFTRQDLCGA..TTCDTLGMADVGTMCDPK
ADAMTS16 DHTLSSFCQWQSGLMGK . + o v v v v v e wn..n DGTRHDHAILLTGLDICSWKNEPCDTLGFAPISGMCSKY
ADAMTS17 ERSLESFCHWQNEEYGGARYLGNNQVPGGKDDPPLVDAAVFVTRTDFCVHKDEPCDTVGIAYLGGVCSAK
ADAMTS18 DQSLNSFCOWQSALIGK. . oo v oewn .. NGKRHDHAILLTGFDICSWKNEPCDTLGFAPISGMCSKY
ADAMTS19 EKMLESFCKWQHEEFGKKNDIHLEMSTNWGEDMTSVDAAILITRKDFCVHKDEPCDTVGIAYLSGMCSEK
ADAMTS20 ATTLKNFCSWQOTQNDL . .. .. ...... DDVHPSHHDTAVLITREDICSS.KEKCNMLGLSYLGTICDPL

370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430

ADAMTS1 RSCSVIEDDGLQAAFTTAHELGHVFNMPHDDAKQCASLNGVNQ.DSHMMASMLSN. .LDHSQPWSPCSAY
ADAMTS2 RSCTLNHEDGFSSAFVVAHETGHVLGMEHDGQGNRCGD . .EVR.LGSIMAPLVQA..AFHRFHWSRCSQQ
ADAMTS3 RSCTLNHEDGFSSAFVVAHETGHVLGMEHDGQGNRCGD . .ETA.MGSVMAPLVQA . .AFHRYHWSRCSGQ
ADAMTS4 RSCAIVEDDGLQSAFTAAHELGHVFNMLHDNSKPCISLNGPLSTSRHVMAPVMAH..VDPEEPWSPCSAR
ADAMTSS RSCAVIEDDGLHAAFTVAHEIGHLLGLSHDDSKFCEETFGSTE .DKRLMSSILTS..IDASKPWSKCTSA
ADAMTS6 RSCSINEDIGLGSAFTIAHEIGHNFGMNHDGIGNSCGT .KGHE . AAKLMAAHITA. .NTNPFSWSACSRD
ADAMTS7 RSCSINEDTGLPLAFTVAHELGHSFGIQHDGSGNDCEP..VGK.RPFIMSPQLLY..DAAPLTWSRCSRQ
ADAMTSS8 KSCSVIEDEGLQAAHTLAHELGHVLSMPHDDSKPCTRLFGPMG.KHHVMAPLFVH..LNQTLPWSPCSAM
ADAMTS9 RSCSISEDSGLSTAFTIAHELGHVFNMPHDDNNKCKEE .GVKS.PQHVMAPTLNF ..YTNPWMWSKCSRK
ADAMTS10 RSCSVNEDIGLATAFTIAHEIGHTFGMNHDGVGNSCGA.RGQD.PAKLMAAHITM. .KTNPFVWSSCSRD
ADAMTS12 RSCNINEDSGLPLAFTIAHELGHSFGIQHDGKENDCEP..VGR.HPYIMSRQLQY..DPTPLTWSKCSEE
ADAMTS13 WSCLITEDTGFDLGVTIAHEIGHSFGLEHDGAPGSGCGP..... SGHVMASDGAA..PRAGLAWSPCSRR
ADAMTS14 RSCALNHEDGFSSAFVIAHETGHVLGMEHDGQGNGCAD..ETS.LGSVMAPLVQA..AFHRFHWSRCSKL
ADAMTS15 RSCSVIEDDGLPSAFTTAHELGHVFNMPHDNVKVCEEVFGKLR.ANHMMSPTLIQ..IDRANPWSACSAA

ADAMTS16 RSCTINEDTGLGLAFTIAHESGHNFGMIHDGEGNMCKKS. . ... EGNIMSPTLAG..RNGVFSWSPCSRQ

ADAMTS17 RKCVLAEDNGLNLAFTIAHELGHNLGMNHDDDHSSCAG. ..... RSHIMSGEWVKGRNPSDLSWSSCSRD

ADAMTS18 RSCTINEDTGLGLAFTIAHESGHNFGMIHDGEGNPCRKA..... EGNIMSPTLTG..NNGVFSWSSCSRQ

ADAMTS19 RKCIIAEDNGLNLAFTIAHEMGHNMGINHDNDHPSCAD...... GLHIMSGEWIKGQNLGDVSWSRCSKE

ADAMTS20 QSCFINEEKGLISAFTIAHELGHTLGVQHDDNPRCKE..MKVT.KYHVMAPALSFE..HMSPWSWSNCSRK
435 440 445 450

ADAMTS1 MITSFLDNGHGECLMDKP
ADAMTS2 ELSRYLHSY..DCLLDDP
ADAMTS3 ELKRYIHSY..DCLLDDP
ADAMTS4 FITDFLDNGYGHCLLDKP
ADAMTSS TITEFLDDGHGNCLLDLP
ADAMTS6 YITSFLDSGRGTCLDNEP
ADAMTS7 YITRFLDRGWGLCLDDPP
ADAMTSS8 YLTELLDGGHGDCLLDAP
ADAMTS9 YITEFLDTGYGECLLNEP
ADAMTS10 YITSFLDSGLGLCLNNRP
ADAMTS12 YITRFLDRGWGFCLDDIP
ADAMTS13 QLLSLLSAGRARCVWDPP
ADAMTS14 ELSRYLPSY..DCLLDDP
ADAMTS15 IITDFLDSGHGDCLLDQP
ADAMTS16 YLHKFLSTAQAICLADQP
ADAMTS17 DLENFLKSKVSTCLLVTD
ADAMTS18 YLKKFLSTPQAGCLVDEP
ADAMTS19 DLERFLRSKASNCLLQTN
ADAMTS20 YVTEFLDTGYGECLLDKP

Abbildung A.5: Multiples Sequenzalignment der Metalloproteinase-Doménen aller ADAMTS-Proteine. Die Sequen-
zen dieser ADAMTS-Doménen stammen aus der UniProt-Datenbank [169]. Die Nummerierung des Alignments be-
zieht sich auf ADAMTS7.
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Tabelle A.1: Paarweiser Vergleich der Sequenzidentititen des Bereichs um das $-Faltblatt S4 (ADAMTS7: Met350-
Met365) in der ADAMTS-Bindetasche (in Prozent). Die Identitdtswerte sind farbkodiert: 100 % identisch - orange,
0 % identisch - weil3.

Sequenzidentitit
ADAMTS1
MTS2
ADAMTS3
ADAMTS4
ADAMTS6
ADAMTS7
MTS8
ADAMTS9
ADAMTSI10
ADAMTSI12
MTS13
ADAMTS 14
ADAMTS15
ADAMTSI16
ADAMTS17
ADAMTSI18
ADAMTSI19
ADAMTS20

ADA
ADA
ADA

ADAMTS1 N0 30,8 30,8 EREN T 40,0 14977 00 33,3 20,0 40,0 FI9E
30,8 23,1000 38,5 38,5 23,1

ADAMTS2 30,8 NN 23,1 30,8 38,5 23,1 23,1

ADAMTS3 30,8 0 Lol 53,8 38,5 23,1 23,1 -~ - 30,8 23,1200 38,5
ADAMTS4 [0 23,1 23,1 BTN 7 25l 64,3 57,1 28,6 14,3 30,0 o
ADAMTSS 80.078,6 100 40,0 0 o 33,3 20,0 40,0 00

ADAMTS6 53,8 53,8 100 70,6 88,2 58,8 BEXY 60,0 53,3 64,7 64,7

ADAMTS7 40,0 38,5 38,5 35,7 40,0 /¢ - L) &6477

ADAMTSS |0 /23,1 23,1 - - 100 62,5 31,3 31,3 30,0 =

ADAMTS9 |0 (23,1 23,1 ' | 62,5 100 25,0 30,0 100
ADAMTSIO = = . 53,3 88,2 64,7 100 58,8 PEI6] 70,0 60,0 70,6 52,9 70,6 52,9 EiiG

ADAMTS12 33,3 30,8 30,8 28,6 33,3 = 2 1313 58081 100 PEOETRNN] 58,8 A 58,8 52,9 _
ADAMTSI3 20,0 23,1 23,1 14,3 20,0 18,8 18,8 31,3 25,0 25,0 25,0 X1} 30,0 20,0 18,8 37,5 18,8 31,3 25,0 RIS
ADAMTS14 40,0 FI0E0 30,0 40,0 1111 40,0 30,0 10 60,0 21641} 60,0 20,0 =i
ADAMTS15 |57/ 38,5 38,5 Rl oL 40,0 20,0 100 [53:3 53,3 50 §
ADAMTS16 64,7 52,9 70,6 58,8 BEXF 60,0538 100 58,8 100 70,6 kI s
ADAMTS17 - 30,8 30,8 35,3 41,2 37,5 40,0 58081 100 [5808) 88,2 z
ADAMTSI8 64,7 52,9 70,6 58,8 BEXF 60,0 53,3| 100 [5808] 100 70,6 EINE: 54
ADAMTSI19 40,0 38,5 38,5 35,7 40,0 41,2 37,5 52,9 52,9 Gikg) 70,6 88,2 70,6 100 k7

ADAMTS20 40,0 23,1 23,1 35,7 25,0 20,0 40,0 31,3 31,3 37,5 JR00) 0

Tabelle A.2: Paarweiser Vergleich der Sequenzidentititen des Bereichs um die a-Helix H4 (ADAMTS7: Leu380-
Gly400) in der ADAMTS-Bindetasche (in Prozent). Die Identititswerte sind farbkodiert: 100 % identisch - orange,
0 % identisch - weil3.

=

§ S &§ @ S+ n O &~ © o o

A S S L R R Z R R R Z R

] E E & BE BE B BE EBE B B BE BE B EBE E E EBE B EBE

; 2558255285528 5882¢5¢8¢Z2§%2§¢2F¢
ADAMTS1 PR 61,9 61,9 81,0 85,7 61,9 61,9 52,4 61,9 66,7 61,9 61,9
ADAMTS2 L o) 61,9 57,1 52,4 57,1 57,1 52,4 52,4 95.2 57,1 57,1 57,1 57,1
ADAMTS3 L) L) 61,9 57,1 52,4 57,1 57,1 52,4 52,4 952 57,1 57,1 57,1 57,1
ADAMTS4 [0 | 66,7 61,9 66,7 76,2 61,9 61,9 57,1 61,9 61,9 61,9 57,1 61,9
ADAMTSS = | 61,9 61,9 61,9 57,1 61,9 57,1 52,4 52,4 57,1 66,7 57,1 57,1 66,7
ADAMTS6 | o o 100 66,7 52,4 66,7 85,7 71,4 61,9 66,7 85,7 76,2 85,7 71,4 66,7
ADAMTS7 | 66,7 100 52,4 61,9 66,7 95,2 61,9 52,4 71,4 66,7 71,4 66,7 66,7
ADAMTSS [ o 52,4524 100 71,452,4 52,4 EL 0N 52,4 52,4 66,7 52,4 61,9
ADAMTS9 [/ 0 | 66,7 61,9 71,4 100 71,4 66,7 61,9 66,7 71,4 66,7 57,1 66,7
ADAMTSIO =@ 0 0 85,7 66,7 52,4 71,4 100 71,4 61,9 61,9 76,2 71,4 76,2 66,7 66,7 100
ADAMTSI12 @ 71,4 95,252,4 66,7 71,4 100 (66,7 57,1 76,2 71,4 76,2 71,4 71,4
ADAMTS13 52,4 52,4 61,9 61,9 ELHT 61,9 66,7 100 [57,1 61,9 52,4 61,9 52,4 75 8
ADAMTS14 |5kl 2) S o) 66,7 52,4 52,4 61,9 61,9 57,1 57,1 100 61,9 61,9 61,9 52,4 61,9 g
ADAMTSI5 s 66,7 66,7 66,7 81,0 61,9 66,7 57,1 61,9 61,9 61,9 57,1 61,9 s E
ADAMTS16 | = | 85,7 71,4152,4 66,7 76,2 76,2 61,9 61,9 100 76,2 100 71,4 61,9 2
ADAMTSI7 0 0 76,2 66,7 66,7 71,4 71,4 71,4 52,4 61,9 76,2 100 76,2 81,0 76,2 §
ADAMTSI8 ' =\ 85,7 71,4 52,4 66,7 76,2 76,2 61,9 61,9 100 [76,2 100 71,4 61,9 25 3
ADAMTS19 71,4 66,7 57,1 66,7 71,4 52,4 52,4 71,4 81,0 71,4 100 61,9
ADAMTS20 | | 66,7 66,7 61,9 66,7 66,7 71,4 61,9 61,9 76,2 61,9 61,9 100 0
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A.2 Ergebnisse: Untersuchungen der ADAMTS-Familie

Tabelle A.3: Paarweiser Vergleich der Sequenzidentititen der Loop-Region L1 (ADAMTS7: Ser401-Arg430) in der
ADAMTS-Bindetasche (in Prozent). Die Identitdtswerte sind farbkodiert: 100 % identisch - orange, 0 % identisch -

weil.

=

3 N T S B B S S S A A 7 i R - Rz

S| = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

g 8 4 4 4 4 A& 84 4848 48 48 a8 484848 a4 a a g

A T < 4 < < = T < <4 < <= = =T X < < = = =
ADAMTS! 16,7 16,7 43,8 37,5 12,9 16,7 37,5 29,0 12,9 16,7 28,6 16,7 34,4 17,9 17,2 14,3 13,8 26,7
ADAMTS2 16,7 16,7 10,0 33,3 30,0 20,0 16,7 30,0 26,7 21,4 16,7 35,7 17,2 35,7 24,1 20,0
ADAMTS3 16,7 20,0 13,3 30,0 26,7 23,3 20,0 26,7 20,0 25,0 13,3 28,6 13,8 28,6 20,7 20,0
ADAMTS4 43,8 16,7 20,0 28,1 16,7 32,3 12,9 10,0 32,1 23,3 34,4 21,4 13,8 14,3 17,2 26,7
ADAMTS5 37,5 10,0 13,3 28,1 26,7 28,1 25,8 16,1 23,3 17,9 13,3 43,8 17,9 13,8 21,4 13,8 20,0
ADAMTS6 12,9 33,3 30,0 12,9 23,3 12,9 22,6 20,0 21,4 30,0 16,1 28,6 24,1 35,7 24,1 20,0
ADAMTS7 16,7 30,0 26,7 16,7 26,7 23,3 20,0 35,7 27,6 35,7 24,1 23,3
ADAMTSS 37,5 20,0 23,3 28,1 12,9 20,0 21,4 20,7 21,4 17,2 30,0
ADAMTS9 29,0 16,7 20,0 32,3 25,8 22,6 26,7 21,4 13,8 21,4 13,8 50,0
ADAMTSI0 12,9 30,0 26,7 12,9 16,1 23,3 25,0 20,7 32,1 17,2 16,7 I 100
ADAMTS12 16,7 26,7 20,0 10,0 23,3 20,0 28,6 27,6 28,6 20,7 20,0
ADAMTS13 28,6 21,4 25,0 32,1 17,9 21,4 17,9 21,4 25,0 143 17,9250  ||75 &
ADAMTS14 16,7 23,3 13,3 30,0 26,7 32,1 17,2 32,1 24,1 20,0 g
ADAMTS15 34,4 16,7 13,3 34,4 43,8 16,1 23,3 25,0 17,2 25,0 20,7 30,0 || g
ADAMTS16 17,9 35,7 28,6 21,4 17,9 28,6 35,7 25,0 28,6 21,4 =
ADAMTS17 17,2 17,2 13,8 13,8 13,8 24,1 27,6 20,7 13,8 20,7 27,6 25,0 17,2 17,2 25,0 20,7 g
ADAMTSI18 14,3 35,7 28,6 14,3 21,4 35,7 35,7 21,4 21,4 32,1 28,6 14,3 32,1 25,0 25 3
ADAMTS19 13,8 24,1 20,7 17,2 13,8 24,1 24,1 17,2 13,8 17,2 20,7 17,9 24,1 20,7 28,6 32,1
ADAMTS20 26,7 20,0 20,0 26,7 20,0 20,0 23,3 30,0 50,0 16,7 20,0 25,0 20,0 30,0 21,4 20,7 21,4 Lo

Tabelle A.4: Strukturvergleich des Bereiches um das B-Faltblatt S4 (ADAMTS7: Met350-Met365) anhand des
RMSDc¢,, in A. Die strukturellen Unterschiede zwischen den Proteinen sind mittels eines Farbverlaufs dargestellt:

Von 0 A Unterschied - blau zu 10 A Unterschied - weiB bis 20 A Unterschied - rot. * - Rontgenkristallstruktur.
* * * (=] N [se] < v el o~ e ) o
— [\ o <t v O [ [ese] =) — — — — — — — — — N
3 wn 5] wn wn wn |75} wn wn wn wn 78] 5] wn wn wn wn wn wn wn
3 E E B E B E B E E E E EBE BE B E B E E E
= /A 4 4 4 8 & 4 4 4 8 448448 4 4 48 48 g
[~ < < < < 4 < 4 < < < < < < <4 < <4 < < <
ADAMTS 1+ 0 62 6,1 6,0 [BEIET 6,5 6,542 143l 6.8 7.0 7.5 7,039
ADAMTS2 10,3 10,2 8,4 8,5 10,7 10,7 8,1 9,9/6,3 11,2 11,2 11,7 11,4 8.0
ADAMTS3 10,5 10,5 8,6 8,8 11,0 11,0 8,5 10,1/ 6,5 11,5 11,6 12,0 11,7 8,3
ADAMTS4* 6,2 6,5 6,5 14,3 6,9 7,0 7,6 7,1

ADAMTS5*
ADAMTS6 | 6,1
ADAMTS7
ADAMTSS 8,4
ADAMTS9 8,5
ADAMTSI10 6,5 10,7
ADAMTSI12| 6,5 10,7
ADAMTS13 2} 8,1
ADAMTS14 14,3 9,9
Apamts1s [l 6.3
ADAMTS16 6,8 11,2
ADAMTS17 7,0 11,2
ADAMTSI8 7,5 11,7
ADAMTS19 7,0 11,4
ADAMTS20 8108 8,0

10,3
10,2

6,1
10,5
10,5
8,6
8,8
11,0
11,0
8,5
10,1
6,5
11,5
11,6
12,0
11,7
8,3

13,8 6,9 7,0 7,6 17,1

6,3 20
6,3
6,5 6,6 7.2 6,7

°

RMSD¢, (A)
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Tabelle A.5: Strukturvergleich des Bereiches um die a-Helix H4 (ADAMTS7: Leu380-Gly400) anhand des RMSDc,,
in A. Die strukturellen Unterschiede zwischen den Proteinen sind mittels eines Farbverlaufs dargestellt: Von 0 A Un-
terschied - blau zu 10 A Unterschied - weil} bis 20 A Unterschied - rot. * - Rontgenkristallstruktur.

RMSDcy,
ADAMTS1*
ADAMTS2

ADAMTS3

ADAMTS4*
ADAMTS5*
ADAMTS6

ADAMTS7

ADAMTSS

ADAMTS9

ADAMTS10
ADAMTS12
ADAMTS13
ADAMTS 14
ADAMTS15
ADAMTS16
ADAMTS17
ADAMTSI8
ADAMTS19
ADAMTS20

ADAMTS1*
ADAMTS2
ADAMTS3

ADAMTS4*

ADAMTS5*
ADAMTS6
ADAMTS7
ADAMTS8
ADAMTS9

ADAMTS10

ADAMTS12

ADAMTS13

ADAMTS14

ADAMTSI15

ADAMTS16

ADAMTS17

ADAMTS18

ADAMTSI19

ADAMTS20

[ E——— |
= w — —_ )
(=] W (=]
RMSDcy (A)

Tabelle A.6: Strukturvergleich des Bereiches um den L1-Loop (ADAMTS7: Ser401-Arg430) anhand des RMSD¢,, in
A. Die strukturellen Unterschiede zwischen den Proteinen sind mittels eines Farbverlaufs dargestellt: Von 0 A Unter-
schied - blau zu 10 A Unterschied - weil3 bis 20 A Unterschied - rot. * - Rontgenkristallstruktur.

RMSDc,,
ADAMTS1*
ADAMTS2

ADAMTS3

ADAMTS4*
ADAMTSS*
ADAMTS6

ADAMTS7

ADAMTSS

ADAMTS9

ADAMTS10
ADAMTS12
ADAMTS13
ADAMTS 14
ADAMTS15
ADAMTS16
ADAMTS17
ADAMTS18
ADAMTS19
ADAMTS20

90
(98]
wOO
co
oo
oo
e
o
w
o

)

ADAMTS* 6,8 8,9
ADAMTS2 7,4 6,4
ADAMTS3 15,8 5,9 6,1 6,7

ADAMTS4* 8.6 9,5 10,5 8,5 9,5 11,4 9,3 10,0 9,4 10,5 11,5 10,7 8,1 11,1 12,0 11,5
ADAMTS5* 9,5 6,4 8,7 9,0 9,3
ADAMTS6 8,5 7,7 8,0 8,2
ADAMTS7 6,8 5,9 6,6 58 7,1
ADAMTSS 8,0 7,5 1,8 1,9

oo
o o
o N
o o
o~
O\ =
i
> =

_.
~
i
=
L
=N

o
W
=)
(95

9,5
11,4
9,3

N o >
O W N

ADAMTS9 10,0 7,5 7,1 7,8 17,5 20
ADAMTS 10 9,4 7,6 7,7

ADAMTS12 10,5 6,1 6,3

ADAMTSI13 8,9 7,4 6,1 11,5 5
ADAMTS 14 10,7 <
ADAMTS15 [B0016.4 6,7 8,1 10 QS
ADAMTSI16 8,3 6,6 6,0 11,1 Z
ADAMTS17 8,8 7,0 6,0 12,0 ~
ADAMTSIS 8.8 7,1 6,6 11,5 3
ADAMTS19 8,9 7,1 6,4 12,1

ADAMTS20 [5,8 MIONSIN 10,6 6,3 0
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A.2 Ergebnisse: Untersuchungen der ADAMTS-Familie

A.2.2 Bindemuster von bekannten Inhibitoren in ADAMTS-Proteinen

(a) ADAMTS| (PDB-ID: 2JTH) (b) ADAMTS1 (PDB-ID: 3Q2G) (c) ADAMTS| (PDB-ID: 3Q2H)

(d) ADAMTS4 (PDB-ID: 2RJP)

(e) ADAMTSS (PDB-ID: 2RJQ)  (f) ADAMTS5 (PDB-ID: 3B8Z)  (g) ADAMTS5 (PDB-ID: 3HY7)

_

(h) ADAMTS5 (PDB-ID: 3HY9) (i) ADAMTS5 (PDB-ID: 3HYG)  (j) ADAMTSS (PDB-ID: 3LIT)

Abbildung A.6: Oberflachendarstellung (griin: hydrophober Bereich; rot: Akzeptorbereich; blau: Donorbereich) der
bekannten mit Inhibitor kokristallisierten ADAMTS-Rontgenkristallstrukturen. Die Bilder sind analog zu denen in
Abbildung 4.2 um 15° nach oben gedreht. Die Zink-koordinierenden Histidine sind als Linien veranschaulicht, genau
wie die jeweils mit dem Inhibitor wechselwirkenden Aminoséuren des Rezeptors. Die Inhibitoren werden durch Stéb-
chen dargestellt und die Zink-Ionen sind als graue Kugeln zu erkennen. Zink-koordinierende Bindungen sind durch
grau gestrichelte Linien dargestellt, Wasserstoftbriicken durch gelb gestrichelte Linien.
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A.3 Ergebnisse: Virtual Screening

A.3.1 Redocking zur Evaluierung von Dockingmethoden

Redocking mit AutoDock4 und AutoDockVina

AutodDock4: Docking-Parameter-Datei (dpf-Datei):

autodock_parameter_version 4.2

outlev 1

intelec

seed pid time
ligand_types C OA HD N
fld Rezeptor_ H.maps.fld
map Rezeptor_H.C.map
map Rezeptor_H.OA.map
map Rezeptor_H.HD.map
map Rezeptor_H.N.map
elecmap Rezeptor_H.e.map
desolvmap Rezeptor_H.d.map
move Ligand.pdbgt

about x1 y1 21

tran0 random
quaternion0 random
dihe0 random

torsdof n

rmstol 2.0

extnrg 1000.0

eOmax 0.0 10000
ga_pop_size 150
ga_num_evals 2500000
ga_num_generations 27000
ga_elitism 1
ga_mutation_rate 0.02
ga_crossover_rate 0.8
ga_window_size 10
ga_cauchy_alpha 0.0
ga_cauchy_beta 1.0
set_ga

sw_max_its 300
sw_max_succ 4
sw_max_fail 4

sw_rho 1.0

sw_l1lb_rho 0.01
ls_search_ freqg 0.06
set_pswl

unbound_model bound
ga_run 10

analysis

#
#
#
#
#

used by autodock to validate parameter set
diagnostic output level
calculate internal electrostatics
seeds for random generator
atoms types in ligand

# grid_data_file
atom-specific affinity map
atom-specific affinity map
atom-specific affinity map

atom-specific affinity map

HH W W W W

electrostatics map

# desolvation map

# small molecule

# small molecule center

#
#
#

initial coordinates/A or random
initial orientation

initial dihedrals (relative) or random

# torsional degrees of freedom

#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#

cluster_tolerance/A

external grid energy

max initial energy; max number of retries

number of individuals in population

maximum number of energy evaluations

maximum number of generations

number of top individuals to survive to next generation
rate of gene mutation

rate of crossover

Alpha parameter of Cauchy distribution

Beta parameter Cauchy distribution

set the above parameters for GA or LGA
iterations of Solis & Wets local search
consecutive successes before changing rho
consecutive failures before changing rho
size of local search space to sample

lower bound on rho

probability of performing local search on individual
set the above pseudo-Solis & Wets parameters
state of unbound ligand

do this many hybrid GA-LS runs

perform a ranked cluster analysis

Folgend sind die Befehle fiir die Erstellung von Grid-Dateien (gpf-Datei) und das Docking mit AutoDock4

aufgefiihrt:

autogrid4 -p Rezeptor.gpf -1 Rezeptor.glg

autodock4 -p Rezeptor.dpf -1 Rezeptor.dlg

AutoDockVina: Aufruf fiir das Docking:

vina --config config.txt --log log.txt
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A.3 Ergebnisse: Virtual Screening

Die config.txt beinhaltet die Informationen iiber Protein- und Liganddateien, sowie Parameter fiir das Grid:

receptor = Rezeptor.pdbgt

ligand = Ligand.pdbgt

out = Rezeptor-Ligand-Ausgabe.pdbgt
center_x = x

center_ y =y

center _z = z

size_x = 22.5

size_y = 22.5

size_z = 22.5

Redocking mit PLANTS

Skript fiir das Redocking mit PLANTS:

aco_ants 20

aco_evap 0.25

aco_sigma 1.0
flip_amide_bonds 0

flip _planar_n 1
cluster_structures 10
cluster_rmsd 2.0
protein_file Rezeptor.mol2
ligand_file Ligand.mol2
bindingsite_center x y z
bindingsite_radius 15
scoring_function chemplp/plp
ligand_intra_score clash
output_dir Rezeptor-Ligand-Ausgabe

Protein und Ligand bezeichnet das jeweilige Protein und den zu dockenden Liganden. Die Koordinaten (x
y z) dienen der Definition der Bindestelle und bezeichnen das Zentrum dieser. In dieser Arbeit war das
das C,-Atom des ersten Histidins des Zink-Bindemotivs. AuBlerdem wird die jeweilige Scoring-Funktion
festgelegt werden (chemplp/plp).

Redockingergebnisse

Tabelle A.7: Redockingergebnisse (numerisch) fiir die jeweiligen ADAMTS-Protein-Inhibitor-Komplexe. Fiir jeden
Komplex ist der RMSD zwischen nativer und gedockter Pose angegeben sowie die Mittelwerte iiber alle Komplexe
fiir das jeweilige Programm.

Protein PDB AutoDock4  AutoDockVina Plants (CHEMPLP) PLANTS (PLP) Schrodinger Glide

RMSD (A) RMSD (A) RMSD (A) RMSD (A) RMSD (A)

ADAMTS1  2JIH 2.50 3.31 2.03 2.09 0.55
3Q2G 3.37 3.80 2.90 429 1.59

3Q2H 9.66 4.55 6.47 6.38 3.59
ADAMTS4  2RJP 13.37 1.69 2.54 2.37 1.48
ADAMTS5  2RIQ 5.55 1.50 7.14 7.12 0.40
3B8Z 9.21 1.24 0.70 2.08 0.39

3HY7 3.86 2.46 1.71 1.12 0.90

3HY9 5.00 1.60 1.39 2.03 1.63

3HYG 6.20 241 1.65 0.46 2.20

3LIT 1.42 5.01 2.03 2.20 0.25

Mittelwert 6.01 2.76 2.86 3.02 1.30
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A.3.2 Virtual Screening

Tabelle A.8 (Fortsetzung): Strukturformelverzeichnis der besten 79 Verbindungen des ADAMTS7-Virtual Screenings.
Es ist jeweils die ZINC-ID, die Strukturformel, der Trivialname und der Docking-Score fiir die beste Pose angegeben.

Die Liste ist sortiert nach Docking-Score.

Nr. Zinc-ID (CAS) Struktur Trivialname Docking-
Score
o OH
NH
ZINCA48847273  HO I 5-hydroxy-2-[(4-hydroxypyrrolidine-
1 . T -10,67
(-) ‘ 2-carbonyl)amino]benzoic acid
© x OH
,  ZINC03954014 on o om N @ 5-benzothiazol-2-yl-2,3,4,5-tetra- 1043
) “OW s hydroxy-pentanoic acid o
o OH OH
[¢]
e v 6-[(2S)-2,3-dihyd 9H
ZINC62424080 \)VOH ‘[( )-2,3- 1 y roxypropoxy]j -
3 o N/ \ o pyrido[3,4-bJindole-3-carboxylic -10,30
. acid
N
OH
OH
4 ZINC45076865  HO B on 2,3,4,5,6-pentahydroxy-3- 10.15
(299-27-4) o methylhexanoate o
’ o
HO o
7
2-[1-(1-imidazol-1-ylpropan-2-yl)-
ZINC52329369 S
5 o % JV I\II/\ N 4-oxopyrimidin-2-yl]sulfanylacetic -10,13
N N ~/ acid
A
N 2-(2,3,5,6,7,8-hexahydro-1H-
N
6 (Z_gNC49571688 7)]/ o pyrrolizin-1-ylcarbamoylamino)-4- -10,06
hydroxybutanoic acid
OH
o
HO / (¢}
,  ZINC40697441 X X 4-hydroxy-2-{(1-oxo-2H-isoquinoline- | oo
(-) 3-carbonyl)amino]butanoic acid =
HO o
HoN ° OH
: o 5-[(2-carbamoylpyrrolidine-1-
ZINC40558343
8 o . )k N 0 carbonyl)amino]-2-hydroxybenzoic 9,78
H acid
OH
OH OH
9 ZINCO03869786 oy (2S,3S,4S,5R)-2,3,4,5,6- 074
(526-97-6) H OH pentahydroxyhexanoic acid 7
0 OH  OH
HO OH
10 ZINC06445419 N 3-(5-amino-1H-benzimidazol-2-yl)- 9.66
(957314-21-5) /CH: o 2,3-dihydroxypropanoic acid -
HoN N OH
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A.3 Ergebnisse: Virtual Screening

Tabelle A.8 (Fortsetzung): Strukturformelverzeichnis der besten 79 Verbindungen (5 %) des ADAMTS7-Virtual Scree-
nings. Es ist jeweils die ZINC-ID, die Strukturformel, der Trivialname und der Docking-Score fiir die beste Pose
angegeben. Die Liste ist sortiert nach Docking-Score.

Nr.  Zinc-ID (CAS)  Struktur Trivialname Docking-
Score
OH
o 2-[(3-amino-2-
11 (ZjNC616125 85 oH phenylpropanoyl)amino]-4- -9,62
N hydroxybutanoic acid
NH, ©
’ > 3-[4-(ami hyl)cyclohexyl]-5
ZINC75953566  HoN -[4-(aminomethyl)cyclohexyl]-5-
12 o o oxo-1,2-dihydropyrazole-4-carboxylic ~ -9,57
acid
N—N
HO
13 ZNCT6I36192  wy N (2R)-2-amino-2-(1- 0.48
(-) 5 j@ hydroxybenzimidazol-2-yl)ethanol -
HO N
9H OH
14 ZINCO5131990 oy : (2R,3R,4S,5R)-2,3,4,5,6-penta- 0.44
(20246-33-7) OH hydroxyhexanoic acid -
o OH OH
ZINC31961806 g G S\ @ [2-0x0-2-[[5-(4-pyridin-1-ium-
15 o g \N / N4 N — 2-ylpiperazin-1-yl)pyridin-2- -9,37
N o H* yllamino]ethyl]azanium
OH
\ 5-[[ethyl(2-
H
16 (Z;NC40603395 o >N T N o hydroxyethyl)carbamoyl]amino]- -9,33
o 2-hydroxybenzoic acid
OH
o 6]
HN OH 2-[[5-(aminomethyl)furan-2-
ZINC94569517 W
17 ©) N *é carbonyl]amino]-3-hydroxy-butanoic -9.33
OH .
acid
(6]
OH OH
18 ZINC37374912 N o 2-hydroxy-5-[(2-hydroxy-2- 932
0 phenylacetyl)amino]benzoic acid -
© OH
(0]
" \)\\ (2S)-2-[[(2R,5S)-5-
19 ZINC94569989 ”ZN\“ L 3., N— o (aminomethyl)tetrahydrofuran-2- 9.30
“) o X( z carbonyl]amino]-4-hydroxy-butanoic ’
© \\ acid
OH
N 2-(2,3,5,6,7,8-hexahydro-1H-
N
20 (Z_;NC49571689 7)]/ oH pyrrolizin-1-ylcarbamoylamino)-4- -9,29
hydroxybutanoic acid
OH
LENGR (2S,3R)-3-hydroxy-2-[[(2S)-2-
21 (ZjNC71689288 o 1 ﬂ hydroxy-2-(4-isopropylphenyl)- -9,28
w“' N : ethyl]amino]butanoic acid
o BH
o
H\)\ (2S)-2-[[(2S,5R)-5-
ZINC94569992 N N OoH (aminomethyl)tetrahydrofuran-2-
22 L . . 9,22
“) o z carbonyl]amino]-4-hydroxy-butanoic

OH

acid
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A Anhang

Tabelle A.8 (Fortsetzung): Strukturformelverzeichnis der besten 79 Verbindungen (5 %) des ADAMTS7-Virtual Scree-
nings. Es ist jeweils die ZINC-ID, die Strukturformel, der Trivialname und der Docking-Score fiir die beste Pose
angegeben. Die Liste ist sortiert nach Docking-Score.

Nr. Zinc-ID (CAS) Struktur Trivialname Docking-
Score
N
ZINC05426499 ™ | 3-hydroxy-2-[4-(1H-indol-3-yl)-
23 . L -9,19
(-) o N butanoylamino]butanoic acid
H
4 ZINC40470996 < > { 2-[(4-aminocyclohexanecarbonyl)- 9.09
) amino]-3-hydroxybutanoic acid -
25 ZINC04912692 /lk/ 2-hydroxy—5—[2—(1.H—1 ,2,3—tr.1azo¥—5— 9,03
) ylsulfanyl)acetamido]benzoic acid
OH
ZINC52012042 3-hydroxy-4-[(2-hydroxycyclohexyl)-
26 . S -9,03
-) carbamoylamino]benzoic acid
o 2-(6-azaspiro[2.5]octane-2-
ZINC70254898 NH
27 © HO wj\ N carbonylamino)-3-hydroxypropanoic -8,98
H acid
[e]
AN 2-hydroxy-5-[2-(1H-1,2,4-triazol-
ZINC80629149 ycroxy -
28 © < )\/\ )k 5-yl)ethylcarbamoylamino]benzoic -8,93
acid
(2R,3R,4S,5R,6S5)-6-[(9H-fluoren-9-
ZINC71788171 ylmethoxycarbonylamino)methyl]-
29 HOy, | . . -8,93
“) 3,4,5-trihydroxyoxane-2-carboxylic
"'/ \\( acid
OH
(2S,3R)-2-[[(2S)-2-(4-chloro-
30 ZINC71692517 3-methyl-phenyl)-2-hydroxy- 8.92
-) ethyl]lamino]-3-hydroxy-butanoic ’
acid
31 ZINC37374946 U > 2-[(2-hydroxy-2-phenylacetyl)amino]- 291
) 3-(1H-imidazol-5-yl)propanoic acid -
_H
1 ZINC00895290 oy b on (2S,3S,4R)-2,3,4,5- 291
(28223-40-7) tetrahydroxypentanoic acid -
o
9H o o
ZINC30725382 o z (4R,55)-4,5,6-trihydroxy-2,3-dioxo-
33 on -8,90
) hexanoate
o
oy <O - (2R,39)-2-[[(2S,5R)-5-
ZINC94569514 Q o (aminomethyl)tetrahydrofuran-2-
34 N . . -8,85
“) H OH carbonyl]amino]-3-hydroxy-butanoic

acid
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A.3 Ergebnisse: Virtual Screening

Tabelle A.8 (Fortsetzung): Strukturformelverzeichnis der besten 79 Verbindungen (5 %) des ADAMTS7-Virtual Scree-
nings. Es ist jeweils die ZINC-ID, die Strukturformel, der Trivialname und der Docking-Score fiir die beste Pose
angegeben. Die Liste ist sortiert nach Docking-Score.

Nr. Zinc-ID (CAS) Struktur Trivialname Docking-
Score
OH OH
35 ZINC52011379 N N o 2-hydroxy-5-[(2-hydroxycyclohexyl)- 3.85
(-) T carbamoylamino]benzoic acid -
© OH
o OH
OH
36 ZINC48847183 . u 5-hydroxy-2-[(2-hydroxy-2- 884
(-) ©“ phenylacetyl)amino]benzoic acid ’
© OH
OH
OH
37 ZINC45076864  Ho B on (2S,3R,4S,5R)-2,3,4,5,6- .82
(299-27-4) O pentahydroxy-3-methylhexanoate -
o =
OH
[¢] OH
38 ZINCO01530152 6 (4R,5S)-4,5,6-trihydroxy-2,3- 881
) F dioxohexanoic acid ’
o o OH
N
- 6-[(2R)-2,3-dihydroxypropoxy]-9H-
ZINC62424078 N
90 HOY 0 \ / pyrido[3,4-blindole-3-carboxylic -8,78
OH oH acid
o
HO ) HO OH .
(1S)-1-[(1R)-1,2-dihydroxyethyl]-
g0 ZINCTS821893 T-hydroxy-1,2,3,4- _ -8,77
) NH tetrahydroisoquinoline-8-carboxylic
acid
OH 9H
41 ZINC00895294 .y z on (2S,3R,4R)-2,3,4,5- 877
(488-30-2) tetrahydroxypentanoic acid ’
(¢) OH
ZINC62722318 (2R,3S)-2,3-dihydroxy-3-(2-
42 . .o -8,76
) quinolyl)propanoic acid
o
H -[4-13- 1 -
43 ZINC37707318 gj/ N 4-14 [3 (me.thylamlno)butyl]phenoxy] 875
) s 1,1-dioxothiolan-3-ol
o” \\O
o
3-hydroxy-2-(5,6,7,8-
H H
44 (Z;NC405363 38 N T N oH tetrahydronaphthalen-1-ylcarbamoyl- -8,72
o amino)butanoic acid
OH
HO
[¢]
. © (2R,3R.4S,58,6S)-6-[(9H-fluoren-9-
45 ZINC71788172 o N “ton ylmethoxycarbonylamino)methyl]- 872
(-) \‘ 3,4,5-trihydroxy-tetrahydropyran-2- ’
HO Y \ ydropy

OH

carboxylic acid
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Tabelle A.8 (Fortsetzung): Strukturformelverzeichnis der besten 79 Verbindungen (5 %) des ADAMTS7-Virtual Scree-
nings. Es ist jeweils die ZINC-ID, die Strukturformel, der Trivialname und der Docking-Score fiir die beste Pose

angegeben. Die Liste ist sortiert nach Docking-Score.

Nr. Zinc-ID (CAS) Struktur Trivialname Docking-
Score
[¢]
H of (28)-5-amino-5-ox0-2-[[(4S)-
S Nis.
46 (ZiNC4O478993 k/> c < thiazolidine-4-carbonyl]amino]- -8,72
) N o pentanoic acid
NH,
o
N OH
4, ZINCT6136191 @: §—( (25)-2-amino-2-(1- o1
) N NH, hydroxybenzimidazol-2-yl)ethanol ’
OH
[¢]
ZINC42430101 " OH 2- [(4—am1n01.?1per1d1ne— 1- .
48 o N carbonyl)amino]-3-hydroxypropanoic -8,68
HoN —CN *< OH acid
o
[e] OH 9H
49 ZINC18141652 : o (2S,35,4S,5R)-2,3.4,5-tetrahydroxy-6- 8.68
(6814-36-4) HO H oxohexanoic acid ’
OH OH
HO
g
50 ZINC37838771 N—Ss OH 5-[bis(2-hydroxyethyl)sulfamoyl]-2- 2,68
(-) (”, hydroxybenzoic acid -
HO o
HO
HO
1 H (3S,4S)-4-hydroxy-3-(2-
N
51 (ZENC74459502 o - >: o hydroxyethylamino)-4-(2-oxo-3H- -8,67
: o o 1,3-benzoxazol-6-yl)butanoic acid
o
N-[[3-(3-aminoprop-1-
ZINC49587694 oK
2 \\s\\/ N ynyl)phenyl]methyl]-1H-pyrazole- -8,66
N\/j]/ 0 4-sulfonamide
N
o OH
OH
5-hydroxy-2-[(2-
ZINC52012291 I 0
53 © N T N hydroxycyclohexyl)carbamoylamino]- ~ -8,65
o benzoic acid
OH
[¢]
ZINC40699189  Ho (25)-2-(1-adamantylcarbamoylamino)-
>4 ) T @ 4-hydroxybutanoic acid -8,64
OH
OH
N_ N oH
55 ZINC52011629 T 2-hydroxy-4-[(2-hydroxycyclohexyl)- 262
-) o o carbamoylamino]benzoic acid -
OH
(¢}
HO o
ZINC52012220 J\ . Q 4-hydroxy-1-[(2-hydroxycyclohexyl)-
56 ©) N H carbamoyl]pyrrolidine-2-carboxylic -8,61
- OH :
acid
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A.3 Ergebnisse: Virtual Screening

Tabelle A.8 (Fortsetzung): Strukturformelverzeichnis der besten 79 Verbindungen (5 %) des ADAMTS7-Virtual Scree-
nings. Es ist jeweils die ZINC-ID, die Strukturformel, der Trivialname und der Docking-Score fiir die beste Pose
angegeben. Die Liste ist sortiert nach Docking-Score.

carboxylic acid

Nr. Zinc-ID (CAS) Struktur Trivialname Docking-
Score
[¢]
2-[3-(3-chloro-4-methoxyphenyl)-
ZINC41638695 i
57 ©) N propanoylamino]-3-hydroxypropanoic ~ -8,58
HO Cl acid
o
HO
o
2-[[2-[2-(furan-2-yl)-1,3-thiazol-4-
ZINC36971837 N
58 o o N N OoH ylJacetyl]Jamino]-3-hydroxybutanoic -8,55
W o acid
s OH
o
g (2R)-3-hydroxy-2-[[2-(7-
. N N
59 (ZjNC7 1541252 4 )ﬁ * W methylimidazo[ 1,2-alpyridin-2- -8,53
1o o N yl)acetyl]amino]propanoic acid
9H 9H
60 ZINCO8551175 oy : b ol (2R,3S,4R)-2,3,4,5- 852
(526-91-0) Y\_/v tetrahydroxypentanoic acid ’
0 OH
OH
ZINC80583404 N~ NH 2-hyd -5-[2-(1H-1,2,4-triazol-5-
o1 ) zN)\/\ (i\\s /@( © yl)e};h;?:zlfan[lo;l]benzoic z:;?dzo 8,51
i \\0 OH
o
\
H 3-hydroxy-2-[[(3-methoxyphenyl)-
ZINC49974870 N N o
62 o HO T ~ methylcarbamoyl]amino]butanoic -8,51
0 acid
HO
N
o
2-(3,4-dihydro-2H-1,4-benzoxazine-2-
ZINC40473067 @: I
63 ©) o jﬁ‘/ N OH carbonylamino)-3-hydroxypropanoic -8,51
o acid
OH
HO Cl
o 2-[[2-(2,6-
" (Z;NC37414218 HO @ dichlorophenyl)acetyl]amino]-3- -8,47
i hydroxypropanoic acid
o Cl1
o
H . .40
65 ZINC40473185 o N 3-h.ydr0xy-2-[(2-p1p.er1d1n-4-y1acetyl)- 8,46
) amino]propanoic acid
o NH
HO
ZINC59116063 HO \N (28,3S)-3-(5-amino-1-methyl-
66 0 ) jij\ benzimidazol-2-yl)-2,3-dihydroxy- -8,45
L N NH, propanoic acid
HO ,OH
o OH
" [ 4-hydroxy-1-[2-(hyd thy)
-hydroxy-1-[2-(hydroxymethyl)-
67 (Z_I)NC48858643 é J\ N piperidine-1-carbonyl]pyrrolidine-2- -8,45
HO
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A Anhang

Tabelle A.8 (Fortsetzung): Strukturformelverzeichnis der besten 79 Verbindungen (5 %) des ADAMTS7-Virtual Scree-
nings. Es ist jeweils die ZINC-ID, die Strukturformel, der Trivialname und der Docking-Score fiir die beste Pose

angegeben. Die Liste ist sortiert nach Docking-Score.

Nr. Zinc-ID (CAS) Struktur Trivialname Docking-
Score
[0}
ZINC37921499 H 3-hydroxy-2-[(2-phenyloxane-3-
68 N 0 . L -8,44
) K E ( carbonyl)amino]propanoic acid
OH
OH
HO
HO .
(2R,35)-2-[5-(3-amino-4-methyl-
ZINC62468257
69 O %N? phenyl)tetrazol-1-yl]-3-hydroxy- -8.43
© J NH; butanoic acid
N N
N
o
ZINC62458532 N ‘\L (2S,3R)-3-hydroxy-2-(4-indan-5-
70 " on . L -8,42
) W I ylbutanoylamino)butanoic acid
© W > on
OH
7 ZINC71186797 benzyl 2-[amino(hydroxy)methyl]-4- 841
(118219-23-1) o o hydroxybutanoate -
o NH»
[¢] S~ - N Y N
S
~i ﬂ 0. 3-hydroxy-2-[[2-[2-
72 (Z_I)NC3743 1718 ¢ ° : (methanesulfonamido)-1,3-thiazol- -8,41
© OH 4-yl]acetyl]amino]butanoic acid
OH
O\ OH
ZINC48859135 Lo 3-hydroxy-2-[[2-(hydroxymethyl)-
73 piperidine-1-carbonyl]amino]benzoic -3,41
© he ;
o acid
HO OH
1 (2R)-2-[[4-(5-amino-2-methyl
H -2-[[4-(5-amino-2-methyl-
74 (ZiNC71710083 E ,?N ﬁ O Q phenyl)phenyl]sulfonylamino]-3- -8,40
: HO\; > © ', hydroxy-propanoic acid
HO
[¢]
X (28)-2-12-1
75 (ZgNC86853423 N\ o aminocyclobutyl)acetyl]amino]-4- -8,40
: *o hydroxy-butanoic acid
76 ZINC35644432 1-([1,2,4]triazolo[3,4-a]phthalazin-3- 839
(79364-50-4) yl)pentane-1,2,3,4,5-pentol -
77 ZINC02545176 4-(4-fluoroanilino)-2,3-dihydroxy-4- $38

(206761-65-1)

oxobutanoic acid
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A.3 Ergebnisse: Virtual Screening

Tabelle A.8 (Fortsetzung): Strukturformelverzeichnis der besten 79 Verbindungen (5 %) des ADAMTS7-Virtual Scree-
nings. Es ist jeweils die ZINC-ID, die Strukturformel, der Trivialname und der Docking-Score fiir die beste Pose
angegeben. Die Liste ist sortiert nach Docking-Score.

Nr. Zinc-ID (CAS) Struktur Trivialname Docking-
Score
~—
o F
3-hydroxy-2-[[4-(trifluoromethyl)-
78 (ZiNC6 1627384 wo N¥ i ’ phenyl]methylcarbamoylamino]- -8,37
- HO H propanoic acid

[}

-) N carbonyl)amino]butanoic acid

OH
o _ I _ . . A
79 ZINC37431585 Q])\I‘(OH 3-hydroxy-2-[(3-phenylimidazole-4 837
N
H
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A.4 Ergebnisse: Weiterfiihrende Untersuchungen der potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren
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A.4 Ergebnisse: Weiterfiihrende Untersuchungen der potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren

A.4.2 Wechselwirkungen zwischen ADAMTS7-Bindetasche und potenziell (nicht)
selektiven Inhibitoren

Analyse des Zusammenhangs zwischen Linge, Volumen und Selektivitiit von potenziellen
ADAMTS7-Inhibitoren

Folgend ist das genutzte R-Skript (Paket e1071 [179]) zur Klassifizierung bzw. Bestimmung einer Klassi-
fikationsgeraden aufgefiihrt. Durch dieser Klassifizierung sollen Liganden als selektive oder nicht selektive
ADAMTS7-Inhibitoren anhand von Linge und Volumen in der Docking-Pose gruppiert werden. Die Trai-
ningsdaten basieren auf den 18 als selektiv und 7 als nicht selektiv charakterisierten ADAMTS7-Inhibitoren:

Laenge <- c(15.0 12.3 9.4 11.9 10.5 8.6 12.0 7.7 9.1 10.2 10.4 9.8 9.5 10.7 12.1 11.5 10.3
10.1 5.2 7.8 7.1 5.4 6.8 6.5 6.6)

Volumen <- c (242 245 184 221 228 188 221 178 181 220 204 221 197 213 223 222 181 188 115 140 143
114 141 156 191)

Gruppe <~ ¢c(1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1-1-1-1-1-1 -1 -1)

my.data <- data.frame (xl=Laenge, x2=Volumen, type=as.factor (Gruppe))

library (el071)
svm.model <- svm(type ~ ., data=my.data, type=’'C-classification’, kernel=’linear’, scale=FALSE

# Parameter der Hyperebene

w <— t(svm.modelScoefs) %*% svm.modelS$SSV

b <- -svm.model$rho

# in diesem Fall ist die Hyperebene die Gerade w([l,1]xx1 + w[1,2]*x2 + b = 0
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A Anhang

P

(a) ZINC00895294 (b) ZINC03869786 (c) ZINCO05131990
Docking-Score: -8,77 Docking-Score: -9,74 Docking-Score: -9,44

[~

e

(d) ZINCO08551175 (e) ZINC18141652 (f) ZINC45076864
Docking-Score: -8,52 Docking-Score: -8,68 Docking-Score: -8,82

e

(g) ZINC71186797
Docking-Score: -8,41

Abbildung A.7: Docking-Posen der sieben potenziell nicht selektiven Hits in ADAMTS7 mit Bindetasche in Ober-
flichendarstellung (griin: hydrophober Bereich; rot: Akzeptorbereich; blau: Donorbereich). Die Bilder sind analog zu
denen in Abbildung 6.5 um 15° nach oben gedreht. Die Zink-koordinierenden Histidine sind als Linien dargestellt,
genau wie die jeweils mit dem Liganden wechselwirkenden Aminosduren. Die Liganden werden durch orange Stéb-
chen dargestellt und die Zink-Ionen sind als graue Kugeln zu erkennen. Zink-koordinierende Bindungen sind durch
grau gestrichelte Linien dargestellt, Wasserstoftbriicken durch gelb gestrichelte Linien.

148



A.4 Ergebnisse: Weiterfiihrende Untersuchungen der potenziellen ADAMTS7-Inhibitoren

(a) ZINC31961806 (b) ZINC37707318 (c) ZINC40470996
Docking-Score: -9,37 Docking-Score: -8,75 Docking-Score: -9,09

L ] r

(d) ZINC40558343 (e) ZINC40603395 (f) ZINC48847183
Docking-Score: -9,78 Docking-Score: -9,33 Docking-Score: -8,84

e 4

L
(g) ZINC48847273 (h) ZINC49571688 (1) ZINC49587694
Docking-Score: -10,67 Docking-Score: -10,06 Docking-Score: -8,66

Abbildung A.8: Docking-Posen der 18 moglicherweise selektiven Hits in ADAMTS7 mit Bindetasche in Oberflé-
chendarstellung (griin: hydrophober Bereich; rot: Akzeptorbereich; blau: Donorbereich). Die Bilder sind analog zu
den Abbildungen 6.6-6.10 um 15° nach oben gedreht. Die Zink-koordinierenden Histidine sind als Linien dargestellt,
genau wie die jeweils mit dem Liganden wechselwirkenden Aminosduren. Die Liganden werden durch orange Stéb-
chen dargestellt und die Zink-Ionen sind als graue Kugeln zu erkennen. Zink-koordinierende Bindungen sind durch
grau gestrichelte Linien dargestellt, Wasserstoftbriicken durch gelb gestrichelte Linien.
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A Anhang

o . A .
(j) ZINC52012042 (k) ZINC52012291 (1) ZINC52329369
Docking-Score: -9,03 Docking-Score: -8,65 Docking-Score: -10,13

(m) ZINC70254898 (n) ZINC75953566 (0) ZINC80583404
Docking-Score: -8,98 Docking-Score: -9,57 Docking-Score: -8,51

"

(p) ZINC86853423 (q) ZINC94569517 (r) ZINC94569992
Docking-Score: -8,40 Docking-Score: -9,33 Docking-Score: -9,22

Abbildung A.8 (Fortsetzung): Docking-Posen der 18 moglicherweise selektiven Hits in ADAMTS7 mit Bindetasche
in Oberflachendarstellung (griin: hydrophober Bereich; rot: Akzeptorbereich; blau: Donorbereich). Die Bilder sind
analog zu den Abbildungen 6.6-6.10 um 15° nach oben gedreht. Die Zink-koordinierenden Histidine sind als Linien
dargestellt, genau wie die jeweils mit dem Liganden wechselwirkenden Aminoséduren. Die Liganden werden durch
orange Stdbchen dargestellt und die Zink-Ionen sind als graue Kugeln zu erkennen. Zink-koordinierende Bindungen

sind durch grau gestrichelte Linien dargestellt, Wasserstoftbriicken durch gelb gestrichelte Linien.
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