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1 Zusammenfassung 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

Proteinkinasen spielen bei der Signaltransduktion und der Regulation der Zelle eine grof3e
Rolle. Sie sind auch an zelluliren Prozessen, wie Metabolismus, Transkription, Zellzuklus-
progression, Organisation des Cytoskeletts, Zellbewegung und Apoptose beteiligt. Ist die
strenge Regulation der Kinasen gestort, kann es zu unkontrolliertem Zellwachstum und Krebs
kommen. In vielen Tumoren wird eine gesteigerte Expression oder Aktivitit von Kinasen
beobachtet. Deshalb werden kleine Molekiile als Inhibitoren fiir die Therapie gesucht.
Kristallographische Untersuchungen der Proteinkinase A (PKA) und der Kinasedoméne von
SRC sowie deren Inhibitor-Komplexen zeigen Bindungsmodi auf und bilden die Basis fiir
strukturbasiertes Wirkstoffdesign.

Proteinkinase A dient als Modell-Kinase fiir nahe verwandte Kinasen wie Rho-Kinase,
Proteinkinase B (PKB) oder Proteinkinase C (PKC), die selber nicht kristallisiert werden
konnen. Verschiedene Klassen von ATP-kompetitiven Inhibitoren wurden mit PKA ko-
kristallisiert, die Rontgenstrukturen geldst und analysiert. Rho-Kinase-Inhibitoren Fasudil,
H-1152P und Y-27632 hemmen auch an PKA, allerdings schwicher. Die Inhibitoren binden
in der Adenosin-Bindetasche mit Kontakten zu Aminosauren, die unterschiedlich in PKA und
Rho-Kinase sind und so zur Selektivitit beitragen konnen. PKB-Inhibitoren sind vom
Naturstoff Balanol abgeleitet und extensiv modifiziert worden. 29 Strukturen mit PKA und
PKAB-Mutanten, zeigen den Einfluss verschiedener Molekiilteile der Inhibitoren auf die
Affinitdit zu PKA und PKB. Bisindolylmaleimide, die vor allem PKC inhibieren, sind
offenkettige Derivate vom universellen Kinase-Inhibitor Staurosporin abgeleitet. Sie binden
im Gegensatz zu den anderen Inhibitoren an eine offene Konformation des Enzyms.
Zusitzlich zeigen einige Strukturen Besonderheiten, wie eine verldngerte Helix A oder
einhakte Molekiile (Dimer).

Verschiedene Kristallisationsbedingungen wurden fiir die Kinasedoméne von Src gefunden
und die Kokristallisation mit verschiedenen Inhibitoren etabliert. Verschieden Kristallformen
und unterschiedliche Raumgruppen treten auf. Die Proteinstruktur zeigt eine sehr starke
Flexibilitdt in der Konformation der Doménen zueinander. Sie ist aktiven Kinase-Strukturen
(Lck, PKA) dhnlicher als der bereits bekannten inaktiven Struktur von Src. Die Kristall-
packung lésst eine gewisse Flexibilitdt zu und der Aktivierungsloop ist im Allgemeinen nicht
geordnet. Die Inhibitoren sind in der Elektronendichte gut definiert. Sie sind ATP-kompetitiv

und binden an der ATP-Bindestelle, wobei nur die Adenosin-Tasche besetzt wird.
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2 EINLEITUNG
2.1 Proteinkinasen

Eukaryotische Proteinkinasen (ePKs) sind eine der grof3ten Enzymfamilien im menschlichen
Genom. Bisher sind 518 Mitglieder identifiziert, dies entspricht 1,7 % aller humanen Gene
[1]. Proteinkinasen katalysieren die Ubertragung des y-Phosphats von ATP auf ihre Substrate
(Peptide oder Proteine). Je nachdem, welche Aminosdure phosphoryliert wird, unterteilt man
sie in Serin/Threonin-Kinasen (S/T-K) und Protein Tyrosinkinasen (PTK). Seltener kommen
auch Histidinkinasen vor, die sich strukturell allerdings sehr stark von den S/T-K und PTK
unterscheiden [2]. Eine Einteilung in Familien erfolgte durch Hanks [3, 4] und spéter durch
Manning [/] in AGC, CAMK, CK1, CMGK, STE, TK, TKL und atypische Proteinkinasen
(Abb. 2.1, 2.2).
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Abb. 2.1 Dendrogramm aus 491 eukaryotischen Protein Kinasen (nach [7]).

Proteinkinasen spielen eine &ullerst wichtige Rolle in der Signaltransduktion und der
Regulation der Zelle. Dabei werden Signale (z.B. Hormone und Wachstumsfaktoren) von
aullerhalb der Zelle iiber Rezeptoren aufgenommen und innerhalb der Zelle weiter bis in den
Zellkern weitergeleitet. Dort kann die Genexpression beeinflusst werden. So steuern sie
Zellwachstum, -teilung, -differenzierung oder —adhdsion. An allen zelluldren Prozessen wie

Metabolismus, Transkription, Zellzyklusprogression, Organisation des Cytoskeletts,



2 Einleitung

Zellbewegung und Apoptose sind ebenfalls Proteinkinasen beteiligt. Diese Signaltrans-

duktionswege sind sehr komplex und bis heute noch nicht vollstindig aufgeklért.
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Abb. 2.2 Dendrogramm der humanen Proteinkinasen (nach [7]).
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Die meisten Proteinkinasen sind aus mehreren Doménen aufgebaut. Allen gemeinsam ist die
katalytische Doméne (Kinasedomine) mit der Phosphorylierungseigenschaft.

Die Kinasedomine ist stark konserviert und umfasst ca. 260 Aminosduren [3]. Daneben
existieren weitere Dominen wie SH3 und SH2 (Src homology 3 bzw. 2), PH (Plekstrin
homology) und WW Doméne (enthdlt zwei konservierte Typtophane (W)), die wichtige
Aufgaben in der Regulation durch Protein-Protein-Wechselwirkungen haben. Weitere
Doménen, die hdufig bei Proteinkinasen vorkommen, konnen der Literatur entnommen

werden [/].

2.1.1 Flexibilitiat von Kinasen

Die katalytische Kinasedoméne ist sowohl in der Sequenz als auch in der Struktur sehr stark
konserviert. Sie besteht aus einer etwas kleineren N-terminalen Doméne (N-lobe) und einer
etwas grofleren C-terminalen Doméne (C-lobe). Der N-lobe besteht aus B-Faltblittern mit
einer konservierten Helix, wahrend der C-lobe vorwiegend helikal ist (Abb. 2.3). Der Spalt
dazwischen bildet die ATP-Bindetasche, das aktive Zentrum. Die Substrate binden an Teilen
des C-lobe und am Aktivierungsloop. Verdnderungen der relativen Orientierung von N- zu C-
lobe kommen sehr oft vor. Die Flexibilitdt zwischen N-lobe und C-lobe ist fiir Proteinkinasen
typisch. So gibt es viele Strukturen von Proteinkinase A (PKA) ohne und mit diversen
Liganden, die eine unterschiedliche Offnung der Kinase bedingen [5, 6]. Die Flexibilitit von
Kinasen zeigt sich auch bei der Kristallstruktur von CSK (C-terminale Src Kinase). Dort sind
alle sechs Molekiile in der asymmetrischen Einheit unterschiedlich, zwei davon zeigen eine
inaktive, vier eine aktive Konformation [7]. Von IRK (Insulin Rezeptor Kinase) existieren
Rontgenstrukturen der aktiven und inaktiven Form. Diese unterscheiden sich unter anderem in
der relativen Position von N- und C-lobe und der Helix C [8, 9]. Dabei ist wichtig, dass
offenen und geschlossene Konformation nicht direkt mit aktiv und inaktiv korrelieren.
Allerdings ist eine bestimmte geschlossene Konformation mit den konservierten Aminoséuren
in der richtigen Position essentiell fiir die Katalyse, so dass sich die Strukturen verschiedener
Kinasen im aktiven Zustand kaum unterscheiden. Dafiir gibt es eine Vielzahl
unterschiedlicher Inaktivierungsmechanismen, die sich in stark unterschiedlichen inaktiven

Strukturen zeigen.
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2.1.2 Regulationsmechanismen

Proteinphosphorylierung ist die am hiufigsten vorkommende posttranslationale Modifikation
[/0]. Dadurch kann die enzymatische Aktivitit reguliert werden. Kinasen sind molekulare
Schalter, deren Aktivitit selbst in den meisten Féllen durch Phosphorylierung/Dephos-
phorylierung kontrolliert wird. Diese Phosphorylierung ist reversibel und geschieht im
Zusammenspiel mit Proteinphosphatasen. Damit kann schnell zwischen aktivem und
inaktivem Zustand gewechselt werden. Dies kann mit einer Konformationsinderung des
C-und N-lobes sowie anderen strukturellen Verdnderungen verbunden sein. Diese
Verdnderungen finden im und um das aktive Zentrum statt und kdnnen den Glycinloop, die
Helix C und den Aktivierungsloop betreffen. Es handelt sich meist um Mechanismen, die die
ATP-Bindetasche blockieren [//]. Die eben beschriebene Phosphorylierung erfolgt oft an
einem Serin, Threonin oder Tyrosin des Aktivierungsloops, was notwendig fiir eine Aktivitét
der meisten Kinasen ist. Eine Ausnahme ist zum Beispiel CSK, die keine Phosphory-
lierungsstelle im Bereich des Aktivierungsloops besitzt [7]. Es gibt aber auch verschiedene
andere Dominen die phosphoryliert werden konnen und zur Regulation beitragen, zum
Beispiel die Phosphorylierung des Hydrophoben Motivs bei Kinasen der AGC-Familie
(Abschnitt 2.2.2.4) oder die Phosphorylierung des C-Terminus bei Kinasen der Src-Familie
(Abschnitt 2.3.3). Daneben gibt es auch viele weitere Regulationsmechanismen, an denen
regulatorische Proteine und Cofaktoren beteiligt sind. Dies sind zum Beispiel regulatorische
Untereinheiten bei Protein Kinase A (PKA) oder Cyclin bei Cyclin-abhéngiger Kinase
(CDK). Es konnen auch andere Doménen der Kinase regulatorische Funktionen iibernehmen,
wie SH2 und SH3 Dominen bei Tyrosinkinasen der Src-Familie.

Auf Grund ihrer meist proliferativen Effekte ist eine strenge Kontrolle der Enzymaktivitét
notwendig. Die Kinase liegt meist inaktiv vor und wird nur auf ein bestimmtes Signal hin
aktiviert. Ist dieser strenge Regulationsmechnismus gestort (zum Beispiel durch Mutationen
oder Uberexpression), kann unkontrolliertes Wachstum und Krebs entstehen. Dies ist

meistens durch den Ausfall mehrerer Regulationssysteme bedingt.
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2.2 Proteinkinase A

Die cAMP-abhingige Proteinkinase (katalytische Untereinheit), auch Proteinkinase A oder
kurz PKA genannt, gehort zur AGC-Familie innerhalb der Familie der Serin/Threonin-
Kinasen. Sie ist sehr gut untersucht und dient als Modell fiir die ganze Kinase-Familie. Dies
liegt zum Teil an ihrer friihen Entdeckung, ihrem einfachen Aufbau und der konstitutiven
Aktivitidt, aber auch an den zahlreichen genetischen, biochemischen, funktionellen und
strukturellen Untersuchungen. PKA wurde schon sehr friih isoliert, gereinigt und
charakterisiert [/2]. PKA ist der zentrale Effektor des second messengers cAMP und an einer
Vielzahl von Vorgidngen in der Zelle beteiligt. Dazu zdhlen die Regulation des
Glucosemetabolismus (iiber die Phosphorylierung von Phosphorylase Kinase), die Funktion
des Gedichtnisses, die Beeinflussung von Ionenkanilen (Typ L Ca**-Kanile), die Steuerung
der Genexpression (Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB), Zellproliferation und
-differenzierung [13, 14].

Ihre Kristallstruktur wurde 1991 als erste Struktur einer Kinase aufgeldst [/5]. Es wurden
seitdem verschiedenste Komplexe mit Substratpeptid allein, MgATP, MnAMP-PNP, ADP
oder Adenosin und (Pseudo-)Substratpeptid, sowie diversen Inhibitoren kristallisiert und
deren Strukturen aufgekldrt [/5-29]. Der Katalysemechanismus ist ausfiihrlich beschrieben

(Abschnitt 2.2.3).

2.2.1 Proteinkinase A und ihre Regulation

Das Holoenzym besteht in seiner inaktiven Form aus zwei regulatorischen (R) und zwei
katalytischen (C) Untereinheiten. Wird der second messenger cAMP gebunden, dissoziiert der
Komplex. Dadurch werden die katalytischen Untereinheiten freigesetzt und sind aktiv:

R,C; +4 cAMP — R,cAMP, +2 C

In der freien Form ist die katalytische Untereinheit aktiv und kann verschiedene Proteine
phosphorylieren, aber auch in den Zellkern gelangen und dort die Genexpression beeinflussen
[30].

An der Regulation sind auBler den R-Untereinheiten AKAPs (Protein Kinase A anchoring
Proteins) und der Proteinkinase-Inhibitor PKI beteiligt [37-34].
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2.2.1.1 Die katalytische Untereinheit (PKA)

Von der katalytischen Untereinheit (PKA C oder kurz PKA genannt) existieren drei
verschiedene Isoformen (o, B und y) mit teilweise unterschiedlichen Splicevarianten, die im
Gewebe unterschiedlich exprimiert werden. Isoformen werden hdufig in unterschiedlichen
Geweben und Entwicklungsstadien exprimiert. Sie sind in der Evolution durch
Genverdoppelung entstanden und ermoéglichen eine Feinregulation der Enzymfunktion. PKA
Co wird in fast allen Geweben exprimiert und ist die am besten untersuchte Isoform.

PKA Ca enthélt — neben der Kinasedomine selbst — N-terminal eine a-Helix und C-terminal
einen langen Strang, der vom C-/obe aus, an der ATP-Bindetasche vorbei, liber den N-lobe in

eine hydrophobe Tasche bindet. Die Struktur wird unter 2.2.2 ndher beschrieben.

2.2.1.2 R-Untereinheiten

Die regulatorischen oder R-Untereinheiten kontrollieren die Aktivitdt von PKA. Es gibt vier
Isoformen Rla, RIPB, RIla und RIIB [35-40]. Diese verschiedenen Subtypen werden in
unterschiedlichen Gewebearten exprimiert und haben auch unterschiedliche Eigenschaften.
Die RI-Untereinheiten findet man hauptsdchlich im Cytosol, wihrend RII-Untereinheiten
meist an Zellorganelle iiber Ankerproteine (AKAPs) gebunden sind [4/]. Ihre Sequenzen und
Strukturen zeigen eine Dimerisierungs-/Docking-Doméne (D/D-Domine), eine cAMP
Bindestelle sowie Bindestellen fiir die katalytische Untereinheit und AKAPs. Die D/D-
Domine hélt die regulatorischen Untereinheiten als Dimer zusammen und bildet gleichzeitig
die Bindestelle fiir die AKAPs. Die R-Untereinheiten binden an PKA wie Substrate an der
Peptidbindestelle. Diese Bindung erfolgt synergistisch mit ATP und liegt bei hohen ATP-
Konzentrationen im subnanomolaren Bereich (K=0,1 nM). Dabei kann RII auch

phosphoryliert werden, nicht aber RI.

2.2.1.3  Ankerproteine (AKAPs)

Ankerproteine (Protein Kinase A anchoring Proteins, AKAPs) stellen eine Familie von
Proteinen dar, die spezifisch an die D/D-Domiéne von RI und RII binden kdnnen. Sie sind
mitverantwortlich fiir die Lokalisation von PKA in der Zelle und somit fiir die
Feinabstimmung der Regulation. Je nach AKAP kann PKA an die Plasmamembran, das
Sarcoplasmatisches Reticulum, den Golgi-Apparat, das Cytoskelett oder Mitochondrien
gebunden werden [42, 43].
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2.2.1.4 Proteinkinase-Inhibitor PKI

Der hitzestabile Proteinkinase-Inhibitor (PKI) ist ein ca. 7,8 kDa Protein mit 75 Aminosduren.
Es gibt verschiedene Isoformen (o,  und y), die gewebe- und zellzyklusspezifisch exprimiert
werden [44]. Die a-Isoform ist unter dem Gennamen PKIA zu finden [44-48]. PKI ist ein sehr
potenter Inhibitor fiir PKA, der wie ein Substrat bindet. Die Bindung an PKA ist synergistisch
mit MgATP: die reine Bindungskonstante Kp betrdgt 2,3 uM, wihrend die Inhibitions-
konstante K; in Anwesenheit von ATP bei 0,2 nM liegt [34]. Besonders mehrere Arginine
(Argl5s, Argl8, Argl9) des N-terminalen Bereichs sind fiir die starke Bindung an PKA und
somit fiir die Hemmung verantwortlich [47]. An der P-Stelle hat PKI anstatt eines Serins oder
Threonins ein Alanin (Pseudosubstrat). Aullerdem ist ein Kernexportsignal (Nuclear Export
Signal, NES) (Reste 35-47) vorhanden [49-51]. Die Regulation von PKA iiber PKI ist cAMP-
unabhingig und kann zellzyklusspezifisch erfolgen. Durch einen raschen Export aus dem
Zellkern kann so die durch PKA vermittelte Genexpression auch in Anwesenheit von cAMP
gestoppt werden.

Bei der Kristallisation von PKA wird ein Fragment — PKI (5-24) — héufig als Pseudosubstrat-
peptidanalogon zugesetzt (Strukturen in der Proteindatenbank: 1CDK, 1ICMK, 1CTP, 1STC,
1YDR, 1YDS, 1YDT).

Auch bei der Reinigung von PKA kann PKI(5-24), das an Sdulenmaterial gekoppelt ist, zur

Affinitdtschromatographie eingesetzt werden [52].

2.2.2  Struktur der katalytischen Untereinheit von PKA

PKA besteht aus 350 Aminosduren (ca. 41 kDa) und ist damit nur wenig grofer als die
konservierte Kinasedomine, die etwa 260 Reste umfasst. Am N- und C-Terminus aul3erhalb
der Kinasedomine liegen nicht konservierte Sequenzen. Die 40 N-terminalen Aminosduren
beinhalten eine Myristylierungsstelle und eine Helix A (Abb. 2.3, rot). Der C-Terminus von
ca. 50 Aminosduren umspannt die Kinase und bindet mit dem hydrophoben Motiv (HM) in
eine hydrophobe Tasche des N-lobes (Abb. 2.3, blau). Diese Sequenz ist bei vielen Kinasen
der AGC-Familie vorhanden. Diese Teile werden in den folgenden Abschnitten genauer

dargestellt.
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C-Terminus C-Terminus

: “? IiC

Helix A Helix A

Abb. 2.3 Struktur von Proteinkinase A. Die N-terminale Helix ist rot, der C-Terminus blau und PKI(5-24) pink
gefiarbt. Elemente, die an der ATP-Bindung beteiligt sind, sind hervorgehoben: Glycinloop (dunkelgriin),
B-Faltblatt 3 (hellgriin), Helix C (orange), katalytischer Loop (gelb) und Aktivierungsloop (lila).

2.2.2.1 Kinasedoméine mit konservierten Elementen

Die Kinasedomine von Proteinkinasen ist sehr stark konserviert. Dies gilt sowohl fiir die
Sequenz als auch fiir die Tertidrstruktur. Man kann die Kinasedomine in zwei Bereiche
einteilen, den etwas kleineren N-terminalen /obe und den groBeren C-terminalen /obe. Der
Spalt zwischen den beiden Dominen bildet die ATP-Bindetasche. Der N-lobe von PKA be-
steht aus 5 B-Faltbldttern und der Helix B und C. Der C-lobe ist vorwiegend helikal. Eine
Aufteilung in 11 Subdoménen erfolgte spéter [3] (Abb. 2.4).

Domine I besteht aus den B-Faltbléttern 1 und 2. Mit dem dazwischen liegenden Turn bilden
sie den Glycinloop (50-55) mit der Gly-X-Gly-X-X-Gly-Konsensussequenz (Rossmann-
Motiv). Der Glycinloop liegt direkt tiber dem ATP und ist iiber Wasserstoffbriicken zwischen
den Amidgruppen und den Phosphatgruppen mit dem ATP verbunden. Val57 nach dieser
Sequenz ist ebenfalls stark konserviert. Zusammen mit einem hydrophoben Rest (Leu49) und
Ala70 (B-Faltblatt 3) wird eine hydrophobe Tasche fiir den Adeninteil von ATP gebildet [53].
Doméne II besteht aus B-Faltblatt 3, das auler Ala70 auch ein stark konserviertes Lysin
(Lys72) enthélt. Es koordiniert das a- und -Phosphat von ATP und bildet eine Salzbriicke zu
einem Glutamin (Glu91) der Helix C (Domine III). Beide Reste sind fiir die katalytische
Aktivitét essentiell [54]. Die weiteren beiden B-Faltblitter sind Teil der Doméne IV und V.

Eine wichtige Verbindung zwischen N-lobe und C-lobe ist die Hinge Region (120-127). Sie
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schlieft die ATP-Tasche seitlich ab. Wichtig ist auch der katalytische Loop (166-171) mit
konservierten Resten Aspl166, Lys168 und Asnl71, die an der enzymatischen Reaktion direkt
beteiligt sind (Doméne VIb). Der Aktivierungsloop (Subdoméne VII und VIII) liegt zwischen
dem konservierten DFG- und APE-Motiv. Asp184 koordiniert Mg2+ bzw. Mn*" und das Y-
Phosphat. Thr197 ist eine Phosphorylierungsstelle, die notwendig fiir die katalytische
Aktivitat ist. Die Kontakte von pThr197 zu Argl65 und Lys189 sind wichtig fiir die
katalytische Aktivitit. Ist die Kinase in einer geschlossenen Konformation, wird auflerdem
eine Salzbriicke von pThr197 zu His87 der Helix C gebildet. Subdomine VIII enthélt das
konservierte APE Motiv (Ala206). Der Aktivierungsloop (197-205) und Teile der Helix D
(127-133) sind fiir die Substraterkennung von entscheidender Bedeutung, ebenso wie Teile
der Subdomine IX (Glu230) und Subdomine X (241-247). Subdomine IX ist auBBerdem
wichtig flir die Stabilitidt des C-lobes. Subdomédnen X und XI (mit konserviertem Arg280)
sind weniger stark konserviert, liber ihre Funktion ist wenig bekannt.

Die wichtigsten Elemente, die in Kontakt mit ATP (und ATP-kompetitiven Inhibitoren)
stehen, sind in Abb. 2.3 farbig hervorgehoben. Eine schematische Darstellung des Aufbaus
von PKA nach [//] zeigt Abb. 2.4.

Glycinloop Aktivierungs-

G50xGxxGxV D166 K168 184DFG segment APE208
E91 R280 S338

N171 T197 D220

K72
N o}
MYR-
! ‘ | l Il | 1] | I\ | Vv ‘ Vla | VIb ‘ VI |\/I|I‘ IX | X ‘ Xl ‘ I
43 64 83 98 113 137 160 178 194 210 240 260 297 350
A 123B C 45D E 6 7 F G H 1 J

Abb. 2.4 Schematische Darstellung der Dominen- und Sekundérstruktur von PKA mit konservierten
Elementen. Nach [/7].

2.2.2.2 Phosphorylierungsstellen

Natives Enzym, das aus Organen aufgereinigt wurde, weist zwei Phosphorylierungen an
Thr197 und Ser338 auf. Diese beiden Phosphorylierungsstellen sind fiir die Aktivitdt und
Stabilitdt von entscheidender Bedeutung. Ser338 ist ein Teil des C-Terminus und verankert
ihn auf dem N-lobe. Thr197 liegt im Bereich des Aktivierungsloops mit wichtigen Kontakten
zu verschiedenen Teilen des Enzyms [55]. Serl0 ist als Autophosphorylierungsstelle in vitro
bekannt, deren Funktion noch nicht geklért ist [56]. Bei der Expression von PKA in E. coli
findet man ein Gemisch aus 2-, 3- und 4-fach phosphoryliertem Protein (stets Ser338, Thr197
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zusdtzlich Serl0 und ggf. Ser139) [55, 57-59]. Ser139 kommt nur in rekombinant
hergestelltem Protein vor. Eine Funktion ist nicht bekannt. Die Phosphorylierungsstellen sind
unterschiedlich flexibel, wobei das Phosphat an Ser10 die hochste, an Thr197 die niedrigste
Flexibilitdt aufweist, wie eine Analyse der B-Faktoren verschiedener Kristallstrukturen und
3'P.NMR Untersuchungen zeigen [60]. Eine Phosphorylierung von PKA an Thr197 durch
PDK1 wird vermutet [6/].

2.2.2.3 N-terminales Segment und Helix A

Der N-Terminus von PKA umfasst ca. 30-40 Aminosduren auflerhalb der konservierten
katalytischen Doméne, ein Teil davon (15-31) ist die Helix A. Diese Helix ist typisch fiir
PKA und unterscheidet sie von anderen Mitgliedern der AGC-Familie. Die N-terminale
Sequenz lautet GNAAAAKKGSEQESV und enthélt mehrere Stellen fiir posttranslationale
Modifikationen [62]: Myristylierung' von Glyl, Deamidierung von Asn2 und
Phosphorylierung von Serl0. Das rekombinant in E. coli hergestellte Protein unterscheidet
sich dabei von Protein, das aus Sdugetiergeweben isoliert wurde: Es ist nicht myristyliert,
auBler wenn es mit Myristoyltransferase coexprimiert wird [63], nicht deamidiert [64] und
zum grofen Teil mehrfach phosphoryliert.

Myristylierung steht meist im Zusammenhang mit Membranbindung. Auch basische
Aminosduren wirken an der Membranbindung mit. Eine N-terminale Phosphorylierung kann
zur Losung von der Membran fiithren, was als Myristoyl Electrostatic Switch beschrieben ist
[65]. Die Sequenz von PKA enthélt alle beschriebenen Merkmale. Die Membranbindung ist
fiir PKA, insbesondere fiir die katalytische Doméne und N-terminale Peptide, in verschie-
denen Experimenten gezeigt worden [66-68], ebenso wie eine Ablosung von der Membran
[69, 70].

Eine weitere Funktion des myristylierten N-Terminus ist die Stabilisierung des Enzyms,
wobei die Myristylsdure in eine hydrophobe Tasche des C-lobes bindet [18].

Circularer Dichroismus (CD) Experimente mit N-terminalen PKA-Peptiden haben gezeigt,
dass diese posttranslationalen Modifikationen einen Einfluss auf die Struktur haben kdnnen
[62]: Die Phosphorylierung von Serl0 vermindert den helikal gefalteten Anteil, wéhrend
Mpyristylierung einen strukturierenden Effekt hat. Die Deamidierung von Asn2 hat keinen

Einfluss auf die Struktur.

' Myristylsdure ist eine C14-Fettsiure, die iiber eine Saureamidbindung mit dem N-terminalen Glycin kovalent
verkniipft ist.
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2.2.2.4 C-Terminus und hydrophobes Motiv

Der C-Terminus besteht aus etwa 50 Aminoséduren aulerhalb der katalytischen Doméne. Er
umspannt das Enzym vom C-lobe ausgehend, verlduft an der ATP-Bindetasche vorbei iiber
den N-lobe und bindet dort mit dem hydrophoben Motiv (HM) in eine hydrophobe Tasche.
Innerhalb der Gruppe der AGC-Familie ist diese Sequenz konserviert. Die Konsensussequenz
lautet Phe-X-X-Phe-Ser/Thr-Phe/Tyr. Um in die hydrophobe Tasche zu binden, muss das
Serin oder Threonin phosphoryliert werden. Dies ist neben der Phosphorylierung des
Aktivierungsloops notwendig fiir die Aktivierung der Kinase [7/]. Eine Ausnahme bilden
PRK und atypische PKC-Isoformen, bei denen die Phosphorylierungsstelle durch eine negativ
geladene Aminosédure (Asp oder Glu) ersetzt ist, das das pSer/pThr nachahmt [72]. Auch PKA
ist ein Sonderfall, da hier Phe-X-X-Phe die letzten vier Aminosduren der Sequenz sind und
somit die Phosphorylierungsstelle fehlt. Bei allen bekannten Strukturen von PKA bindet diese
Sequenz in eine hydrophobe Tasche, in Ubereinstimmung mit der konstitutiven Aktivitit. Fiir
PKB ist eine Bindung des HM in diese Tasche ebenfalls Voraussetzung fiir die Aktivitét [73,
74]. PDK1 hat zwar selbst kein HM, kann aber mit dem HM anderer Kinasen interagieren und
wird so aktiviert [75-77].

Die Kiristallstrukturen von PKA zeigen den Verlauf des C-Terminus. Die Reste 300 bis 314
sind fest auf dem C-lobe verankert. Der Bereich von 314 und 329 ist flexibel und fehlt in den
offenen Strukturen des Apoenzyms. In geschlossenen Strukturen zeigt die Seitenkette von
Phe327 in die ATP-Tasche und schliel8t sie seitlich ab. Es bestehen hydrophobe Wechsel-
wirkungen zu ATP oder Inhibitoren. Dieser Teil kann offensichtlich den Zutritt von ATP zur
ATP-Tasche kontrollieren [3/]. Dieses Phe ist zu mehr als 75 % bei Kinasen der AGC-
Familie konserviert. Tyr330 tridgt zur Peptiderkennung bei; es bestehen Kontakte zu Argl8
von PKI (P-3 site) in terndren Komplexen. Die folgenden 20 Aminoséiuren sitzen fest auf dem
N-lobe. Die letzten vier Reste Phe-Ser-Glu-Ser bilden das hydrophobe Motiv (HM) und
binden in eine hydrophobe Tasche am N-lobe. Sie wird aus den Aminosduren der B-Falt-
blitter 3 (Leu74), 4 (Ser109, Phel10, Lys111) und 5 (Leull6) sowie der Helix B (Lys76,
Val79, Val80) und C (Ile85, Thr88, Leu89, Lys92) gebildet. Mutiert man Phe347 oder
Phe350 zu Alanin, so zeigt das Enzym keine (Phe350) oder nur geringe Restaktivitit
(Phe347) [78, 79].
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2.2.3 ATP-Bindung und Katalysemechanismus

Kinasen katalysieren die Ubertragung des y-Phosphats von ATP auf das Substratprotein oder
-peptid. Verschiedene Kristallstrukturen von Komplexen von PKA mit Substraten oder
Substratanaloga zeigen Ausschnitte aus dem katalytischen Zyklus: Der erste Schritt der
Katalyse ist die Bindung von ATP, Magnesium (oder Mangan) und Substratprotein oder
-peptid (1ATP, 1CDK) [/7, 20]. Die Reihenfolge der Bindung kann geordnet oder zufillig
sein. Bei PKA wird ATP und Magnesium zuerst gebunden. Hohe Substratkonzentrationen
konnen zu einem unproduktivem Komplex aus Enzym und Substrat fithren [80, 87]. Sind
ATP, Mg*" und Substratpeptid gebunden, erfolgt die Ubertragung des Phosphats in einem
in-line Mechanismus. Das y-Phosphoratom wird nucleophil angegriffen, das im Ubergangs-
zustand 5-fach koordiniert ist (1L3R) [27]. Das phosphorylierte Produkt wird zuerst frei-
gesetzt. Die Dissoziation des PKA-ADP/Mg-Komplexes ist der letzte und langsamste Schritt
(Abschnitt 4.3). Am Ende liegt wieder freies Enzym vor (1JH3) [82].

Tabelle 2.1 Verschiedene PKA Komplexe zeigen Ausschnitte aus dem katalytischen Zyklus

PDB-Code Komplex Katalytischer Schritt | Konformation
1JH3 PKA E (Apoenzym) offen
1APM, 2CPK PKA — PKI (E - S*) geschlossen
1CTP, 1ICMK PKA — PKI* (E - S%) offen

1ATP PKA/MnATP — PKI E-ATP - S* geschlossen
1CDK PKA/MnAMP-PNP — PKI E - ATP* - S* geschlossen
1JBP PKA - ADP - PKI (E - ADP - S%*) geschlossen
1L3R PKA — AlF; — SP20 Ubergangszustand* geschlossen
IRDQ PKA — PKI— ATP/ADP+P | Mischform - S* geschlossen
Abschnitt 4.5 PKA — MnADP E - ADP geschlossen
* -Analogon

Die ATP-Bindung erfolgt liber hydrophobe (van-der-Waals) und hydrophile (Wasserstoff-
briicken) Wechselwirkungen sowie durch die Koordination der zweiwertigen Metallkationen
(Mn*" oder Mg”"). In der Triphosphat-Bindetasche dominieren Wasserstoffbriicken und
hydrophile Kontakte zwischen den Sauerstoffatomen der Triphosphatgruppe und der
Hauptkette des Glycinloops oder den Seitenketten konservierter Aminosduren (Abschnitt
2.2.2.1). Die Hydroxylgruppen der Ribose bilden H-Briicken zum Carboxylat von Glul27
(2'0H) und zum Carbonylsauerstoff von Glul70 (3'OH). In der Adenin-Bindetasche gibt es
vorwiegend hydrophobe Wechselwirkungen. Nur Val57 und Ala70 sind stark konserviert, alle

anderen Aminosduren sind zwar variabel, aber meistens konservative Austausche.
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Wasserstoffbriicken existieren von den Adeninstickstoffen N1 und N6 zum Amidstickstoff
von Vall23 und Carbonylsauerstoff von Glul21 der Hinge Region. Alle Wasserstoftbriicken
zwischen Enzym, Substratpeptid und AMP-PNP sowie die Komplexierung der Mn**-Tonen
sind schematisch in Abb. 2.5 dargestellt [/7].

E121
(0]
\NH T183
V123 2 /OH E91
NH \N/ |
| \> 7, G55 F54
k NH 7 NH
~ N NH2
N % D184
O CO0O
o) ') | /
e — HO O.7_0.1_0Mn2
P P a
HO . o
O N\P’
/ / O/ \O
0 R18 \ NH
NH2 S53
N171 K168

CO-NH2 NH2

Abb. 2.5 Schema der Wasserstoffbriicken und Koordination der Mn-Atome in PKA-MnAMP-PNP-PKI
Komplex. Aminosduren von PKA sind blau dargestellt, Reste des Substratpeptidanalogons (PKI) magenta. Nach
[17].

Mit der Bindung von Substrat ist auch eine Konformationsinderung verbunden. Das
Apoenzym zeigt eine offene Struktur. Bei der Bindung der Substrate dndert sich die relative

Orientierung von N- und C-/lobe, die Konformation ist geschlossen.

2.3 Src

2.3.1 Historisches und Einfiihrung

Das erste Onkogen, das entdeckt wurde, war v-Src [83-85]. Es codiert fiir das transfor-
mierende Protein des Rous-Sarcoma Virus (RSV), das bei Hiihnern Sarkome, bosartige
Tumore des Bindegewebes, auslost und 1911 von P. Rous erstmals beschrieben wurde [86].
Um 1980 wurde gefunden, dass Src eine Tyrosin-Kinase ist [§7-90]. Das zelluldre Homolog

c-Src kommt natiirlicher Weise in allen Zellen vor und ist ein Proto-Onkogen [91, 92].
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Verschiedene Reviews geben einen guten Uberblick iiber die historische Entwicklung der Src
Forschung [93], die Bedeutung von Src in Signaltransduktionswegen [94-96] und Cancero-

genese [97-100] sowie Src als Target in der Krebsforschung [/01, 102].

2.3.2 Src und Signaltransduktion

Src spielt eine wichtige Rolle in vielen Signaltransduktionswegen (sieche Abb. 2.6). Diese
regulieren die Zellteilung, Wachstum und Uberleben der Zelle und sind mit Vorgiingen wie
focal adhesion, Zytoskelettbewegungen und Zellmigration verbunden. Interaktionen mit FAK
(Focal adhesion kinase) und p130cas sind beschrieben [/03, 104]. Src hat einen Einfluss auf
die Zellzyklusregulation iiber die Suppression von P27, Aktivierung von CDKs, Zell-
tiberleben iiber den PI3K und Akt Signalweg und wirkt zusammen mit Wachstumsfaktoren

downstream von PDGFR und EGFR [93, 94, 98].

Src

e

Substrate an Docking Adapter- Tyrosin- Substrate an
focal adhesions proteine proteine kinasen Zell-Zell-
kontakten
}3K < Ras > Stat3
PDK1 1 Raf
/ /Akt\ MEK \
BAD mTlOR MAPK
| Translation, Metabolismus |
¥ :
Ets/TCF pStat3
l Myc
Fos Cyclin D1
4 v /1 4 VN
Motilitat | | Proliferation und Uberleben | | Zelladhasion

Abb. 2.6 Src in Signaltransduktionswegen nach [93].
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2.3.3 Aufbau

Src gehort innerhalb der Tyrosinkinasen zur Src-Familie mit neun Mitgliedern: Src, Fyn und
Yes kommen in fast allen Geweben vor. Lck, Hck, Lyn, Blk, und Fgr werden nur in
speziellen Geweben, vor allem in himatopoetischen Zellen, exprimiert. Yrk findet man nur in
Hiithnern [96]. Src weist 77 % und 75 % identische Aminoséduren zu den niachsten Verwandten
Yes und Fyn auf. Zu den anderen Kinasen der Src-Familie besteht etwa 60 % Homologie.
Weiter entfernt sind Abl und CSK, die immer hin noch 43 % und 40 % identische
Aminosduren besitzen. Ein Sequenzalignment mit den acht humanen Mitgliedern der Src-
Familie und den verwandten Tyrosinkinasen Frk, Abll und CSK ist in Abb. 2.8 dargestellt.
Src findet man unter dem Swiss-prot Eintrag P12931 mit den Synonymen humane Proto-
oncogene tyrosine-protein kinase Src, p60-Src, c-Src.

Src ist ein ca. 60 kDa Protein mit mehreren Doménen: SH4 Doméine, unique domain, SH3
Doméne, SH2 Doméne, SH1 oder katalytische Doméne und C-Terminus (Abbildung 2.7).
Der N-Terminus enthélt Myristylierungssequenz und ist verantwortlich fiir die Membran-
bindung. Die unique domain ist einzigartig fiir jede Kinase innerhalb der Src-Familie und
weist den geringsten Grad an Homologie auf. Die SH3 Domine erkennt Polyprolin Typ II
Helices (prolinreiche Sequenzen mit dem Konsensus PXXP) verschiedener Proteine, sowie
die eigene Sequenz P*?QTQGL. Die SH3-Domine ist iiber einen Linker mit der SH2
Doméne verbunden, die Phosphotyrosine (insbesondere das eigene pTyr529) bindet. Beide
Dominen sind fiir die Regulation wichtig (Abschnitt 2.3.5). Der Linker, der die oben
beschriebene PQTQGL-Sequenz enthilt, verbindet zur SH1 oder katalytischen Domine. Sie
enthilt eine Autophosphorylierungsstelle (Tyr418%), die im Bereich des Aktivierungsloops
liegt und notwendig fiir eine volle Aktivitdt ist [/05, 106]. Der C-Terminus dient der
Regulation und besitzt ebenfalls eine Phosphorylierungsstelle (Tyr529). Tyr529 wird von
einer anderen Kinase (CSK - C-terminal src-kinase) phosphoryliert und bewirkt im Gegensatz

zu pTyr418 eine negative Regulation [/07, 108].

17 418 527
P 83 150 269 P
NNGEN s s
MYR
N c

Abbildung 2.7. Schematische Darstellung der Domadnenanordnung von c-Src

> Die Nummerierung ist in der Literatur nicht einheitlich. Historisch bedingt findet man meist eine
Nummerierung nach der chicken Sequenz. Die Sequenznummern sind im Vergleich zur humanen Sequenz im
Bereich der katalytischen Doméne um zwei vermindert, d.h. oft wird man statt Tyr418 auch Tyr416 finden. In
der vorliegenden Arbeit wird die humane Nummerierung verwendet.
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8 FEin Sequenzalignment von Src mit Kinasen der Src-Familie (Yes, Fyn, Fgr, Hck, Lyn, Lck, Blk) und

nahe verwandter Kinasen (Frk, Abll und CSK). Identische Am

Abb. 2.

d griin, konservative Austausche

mosauren Sin

dunkel- und hellblau gefirbt. Dies erfolgte in Abstufungen fiir alle Kinasen, die Src-Familie und dem néchsten

verwandten Yes. Dazu wurden die Programme Blast, ClustalW und Alscript verwendet.
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2.3.4 Struktur von Src

Die erste Kristallstruktur von Src wurde 1997 publiziert [/09] und zeigte eine inaktive
Konformation der SH3, SH2 und katalytischen Doméne sowie des C-Terminus (Abb. 2.9).
Diese drei Domédnen werden durch intramolekulare Wechselwirkungen zusammengehalten.
Diese bestehen zwischen pTyr529 des C-Terminus und der SH2-Doméne sowie zwischen der
SH3 und der katalytischen Doméne, vermittelt durch den SH2-SH1-Linker. Letzteres war so
nicht vorherzusehen, denn die Src-Sequenz enthilt das typische PXXP-Motiv nicht, das an
SH3 Dominen bindet, sondern die Sequenz Pro*>*GInThr**GInGlyLeu®’. Dabei interagieren
Pro252 und Thr254 mit der SH3 Doméne, Leu257 mit dem N-lobe der katalytischen Doméne
[109, 110].

C- Termmus

Abb. 2.9 Die Struktur von inaktivem Src (84-533) im Komplex mit AMP-PNP (2SRC) [/]]] ist analog
Abb. 2.7 gefarbt.

Die Tabellen 2.2 und 2.3 geben einen Uberblick iiber die Rontgenstrukturen von Src und nah
verwandten Protein Kinasen in der Proteindatenbank (PDB), die die Kinasedoméne enthalten.
Weitere Strukturen anderer Tyrosinkinasen wie IRK, FGF, Tie-2, EGFR, Igf-1R sind in der
PDB zu finden.
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Tabelle 2.2 Strukturen der Src-Kinasedomine in der Proteindatenbank (PDB).
PDB-
Kinase | Domiine Ligand Zustand Referenz
Code
1FMK SRC SH3,SH2, Kinasedoméne (human) — inaktiv [109]
2SRC SRC SH3,SH2, Kinasedoméne (human) AMP-PNP inaktiv [111]
2PTK SRC SH3, SH2, Kinasedoméne (chicken) — inaktiv [112]
SH3, SH2, Kinasedoméne
1KSW SRC N-benzyl-ADP inaktiv [113]

(human) Thr338Gly Mutante

Tabelle 2.3 Strukturen der Kinasedoméne von weiteren Mitgliedern der Src-Familie und verwandten Kinasen
in der Proteindatenbank PDB.

PDB- | Kinase | Domine Ligand Zustand Referenz

Code

3LCK LCK | Kinasedoméne — aktiv [114]

1QPC LCK | Kinasedoméne AMP-PNP aktiv [115]

1QPD LCK | Kinasedomine Staurosporin aktiv [115]

1QPJ LCK | Kinasedomine Staurosporin aktiv [115]

1QPE LCK | Kinasedoméne PP2 aktiv [115]

1QCF HCK | SH3, SH2, Kinasedoméne PP1 inaktiv [116]

1ADS HCK | SH3, SH2, Kinasedoméne AMP-PNP inaktiv [717]

2HCK HCK | SH3, SH2, Kinasedoméne Quercetin inaktiv [117]

11IEP ABL | Kinasedoméne STI-571 inaktiv [118]

1FPU ABL | Kinasedomine ]537elrivat von STI- inaktiv [119]

IM52 | ABL | Kinasedoméne PD173955 aktiv (nicht [118]

phosphoryliert)

10PJ ABL | Kinasedoméne, Myristylsdure STI-571 inaktiv [120]

10PK | ABL | SH3,SH2, Kinasedomane, PD166326 inaktiv [120]
Myristylsdure

10PL | ABL | Myristylsdure, SH3, SH2, PD166326 inaktiv [120]
Kinasedoméne (N-Terminus bis 531)

1BYG CSK | Kinasedoméne Staurosporin inaktiv [121]

1K9A CSK Full—length (SH3, SH2, _ aktiv und [7]
Kinasedomaéne) inaktiv
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2.3.5 Regulation durch SH2 und SH3 Domiine

Die Rontgenstrukturen von Src und weitere Untersuchungen erkldren den Mechanismus der
Aktivierung [111, 122, 123]. Dies geschieht durch Dephosphorylierung des C-terminalen
Tyr529 und die Bindung von Liganden an die SH2 und/oder SH3 Domine. Dadurch wird die
enge Bindung der Dominen aneinander aufgehoben. Um die volle Aktivitit zu erhalten,
erfolgt darauthin eine Phosphorylierung an Tyr418 des Aktivierungsloops der Kinasedoméne
(Abb. 2.10). Eine Rontgenstruktur, die die Konformation und Anordnung der einzelnen
Doménen in einem aktiven Zustand zeigt, wurde beschrieben, aber bisher noch nicht

verdffentlicht [724].

INAKTIV Katalytische AKTIV

Doméne

N-lobe

Substrat

Abb. 2.10 Aktivierung von Src durch Dephosphorylierung von pTyr529 und Phosphorylierung von Tyr418.
An die SH2 und SH3 Doménen kdnnen andere Proteine gebunden werden. Nach [/22].

2.3.6 Zellulire Lokalisation

Src wird in allen Geweben exprimiert, obwohl man in Blutplittchen, Neuronen und
Osteoclasten 5-200-fach hohere Expressionslevel als in den iibrigen Zellen findet [96].
Erhohte Expressionslevel sind auch in Krebszellen zu finden (Abschnitt 2.2.8). Es existieren
zwei Transkriptionsvarianten, die aber fiir das gleiche Protein kodieren.

Die zelluldre Lokalisation von Src wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Inaktives Src
ist hdufig an der endosomalen Membran zu finden, wihrend die aktive Form an der
Plasmamembran und in Focal Adhesion Komplexen zu finden ist [/25]. Diese Verdnderungen
in der Lokalisation wird durch die SH3-Domine vermittelt und erfordert eine aktive/offene
Konformation [/25]. Hiufig ist Src an groferen Komplexen beteiligt, zum Beispiel mit FAK

und Grb2 [/04]. Die N-terminale Myristylierungsstelle und basische Aminosduren am N-
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Terminus sind Voraussetzung flir die Membranbindung [/26-129]. Bestimmte Signale konnen

eine Translokation von der Membran bewirken [ 70].

2.3.7 Inhibitoren und Aktivatoren von Src

Src kann in vitro durch das Peptid A gehemmt werden. Es entspricht der Src-Sequenz von
139-159, dem SH3-SH2-Linker. Diese Hemmung ist nicht kompetitiv zu ATP oder Substrat.
In vivo existiert ein natiirlicher Inhibitor, c-Cbl. Die Proteintyrosin bindende Domine (PTB-
Doméne) von ¢-Cbl bindet an den phosphorylierten Aktivierungsloop von Src [/30]. Ein
Antikorper, der den Aktivierungsloop sowohl phosphoryliert als auch dephosphoryliert
erkennt, inhibiert erstaunlicherweise Src nicht, sondern aktiviert Src [/37]. In vivo gibt es
weitere Src-Aktivatoren. Zwei Isoformen des Adapterproteins She (P66 und P52) kénnen Src
aktivieren [/32]. Auch bestimmte G-Proteine und B-Arrestin-1 konnen mit der katalytischen

Doméne von Src interagieren und die Aktivitit erhohen [/30].

2.3.8 Src und Krebs

Mutationen in fast allen Teilen des Proteins kdnnen zur Disregulation, konstitutiver Aktivitét
und somit zu Zelltransformation und damit zu Krebs fiihren. v-Src zum Beispiel ist kiirzer, es
fehlt ein Teil des C-Terminus mit Tyr529, das in der phosphorylierten Form an die SH2
Doméne bindet und die Kinase so in einer inaktiven Konformation hélt. Dadurch ist die
Kinase nicht mehr regulierbar, permanent aktiv und in der Lage, Wachstumssignale
weiterzuleiten. Eine &hnliche Verkiirzung zusammen mit einer Aktivierung ist bei
fortgeschrittenen Kolonkarzinomen beschrieben [/33].

Weitere Mechanismen von Src-Aktivierung in Krebszellen sind eine erhéhte Dephosphory-
lierung von Tyr529 durch Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs), eine erniedrigte zelluldre
Expression von CSK (C-terminale Src Kinase), die Verdringung intramolekularer Wechsel-
wirkungen mit den SH Doménen, eine Fehlfunktion in der intrazelluldren Lokalisation,
erhohte Expressionslevel oder ein verringerter Abbau [98].

In Kolonkarzinomen findet man hiufig eine erhhte Src-Aktivitit [/34, 135]. In geringerem
Umfang ist dies auch schon in fritheren Stadien und Adenomen zu beobachten, wobei die Src-
Aktivitdt mit der Tumorprogression korreliert [/36, 137]. Welche Rollen genau Src in der

Tumorentstehung spielen kann, ist allerdings noch nicht vollstindig geklart [95].
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Auch bei Brustkrebs und anderen epithelialen Krebsarten (wie Ovar-, Lungen-, Speiseréhren-
und Magenkrebs) sowie daraus abgeleiteten Zelllinien wurde in vielen Féllen eine erhohte

Src-Aktivitét festgestellt [/38-145].

2.3.9 Src-Inhibitoren in der Therapie

Aufgrund der Uberexpression und Uberfunktion von Src in vielen Tumorarten ist es ein
grofBes Ziel der Pharmaindustrie, Src-Kinase-Inhibitoren fiir die Krebstherapie zu entwickeln
[101]. AuBerdem werden Src-Kinase-Inhibitoren fiir die Anwendung bei Osteoporose
entwickelt [146-148].

Inhibitor-Kokristall-Strukturen mit dem Target-Protein konnen den Bindungsmodus

aufzeigen und sind eine Voraussetzung fiir strukturbasiertes Design.

2.4 Kinase-Inhibitoren

2.4.1 Enzymkinetik der Inhibition

Inhibitoren binden an ein Enzym und blockieren es. Dies kann kompetitiv zum Substrat oder
allosterisch sein. Auflerdem unterscheidet man zwischen reversiblen und irreversiblen
Hemmstoffen. In den meisten Fillen handelt es sich um eine reversible, kompetitive
Inhibition.

Die Bindungskonstante K; und der ICsp-Wert charakterisieren die Bindungsaffinitdt des
Inhibitors und das Ausmal3 der Hemmung des Enzyms durch den Inhibitor.

Die Bindungskonstante des Inhibitors ist durch folgende Gleichung gegeben:

K - [Ligand]-[Protein]

i

[Ligand - Protein]

K ist mit der freien Bindungsenthalpie AG durch folgende Gleichung verkniipft:

AG =RT-InK, mit R = allgemeine Gaskonstante, T = Temperatur [K]

Die Bindungskonstante K kann mit kalorimetrischen Methoden (ITC) bestimmt werden. Das
Protein wird mit dem Liganden titriert, die freiwerdende Reaktionswirme bei jedem
Titrationsschritt gemessen und AH berechnet. Unter Verwendung weiterer Gleichungen wie
AG = AH - TAS und AG =RT -InK, kann die Bindungskonstante K berechnet werden [/49,
150]. In der Praxis wird haufig nicht die Inhibitionskonstante (K;-Wert), sondern der ICso-

Wert bestimmt. Das ist die Enzymkonzentration, bei der 50 % der Enzymaktivitdt gechemmt
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wird. ICsp-Werte kdnnen mit enzymatischen Assays bestimmt werden. Dabei ist der 1Cs-
Wert abhidngig von der eingesetzten Enzymkonzentration, lduft aber im Allgemeinen parallel

zur Bindungskonstante.

2.4.2 Ligandenbindung

Die Bindung von Liganden an Proteine kann auf unterschiedlichen Wechselwirkungen
beruhen: Wasserstoffbriicken, ionische ~Wechselwirkungen (Salzbriicken), Metall-
komplexierung, hydrophobe (van-der-Waals) Wechselwirkungen und n-n-Wechselwirkungen
zwischen Aromaten. Da alle Wechselwirkungen in wissrigen Medien stattfinden und auch die
Bindetasche des Enzyms mit Wasser gefiillt ist, ist der Einfluss des Wassers nicht zu unter-
schitzen. Entropische Beitrége, iiber den Verlust von Freiheitsgraden, sind ebenfalls zu
berticksichtigen. Deshalb sind starre Liganden bevorzugt, da der Verlust an Freiheitsgraden
geringer ist. Nicht immer korreliert die Bindungsaffinitit mit dem Beitrag der H-Briicken.
Allerdings sollten polare Atome in der Bindetasche immer abgesittigt sein. Die hydrophoben
Wechselwirkungen leisten einen Beitrag von ca. 100 bis 200 J/mol pro A* lipophiler Kontakt-
oberfliche. Beim Design von Wirkstoffen und Liganden sind folglich sowohl hydrophile als
auch hydrophobe Wechselwirkungen zu beachten [/57].

2.4.3 Kinase-Inhibitoren als Targets in der pharmazeutischen Forschung

In der pharmazeutischen Industrie sind Proteinkinasen bedeutende Targets in der Onkologie
[152]. Seit den ersten Isochinolinderivaten, die PKC-Inhibition zeigten [/53], und natiirlichen
Kinase-Inhibitoren wie Staurosporin (aus Streptomyces-Arten) [154-156] und Balanol (aus
Verticillium balanoides und Fusarium Arten) [157, 158] sind viele Kinase-Inhibitoren
synthetisiert worden und einige befinden sich in klinischen Phasen [/52]. Derzeit finden nur
wenige Kinase-Inhibitoren als Therapeutika Einsatz. Fasudil (HA-1077) ist seit 1995 in Japan
fiir die Behandlung von cerebralen Vasospasmen auf dem Markt. STI-571 (Glivec®) ist seit
2001 fiir die Behandlung einer bestimmten Form von Leukdmie (CML, chronisch-
myeloischer Leukémie) zugelassen, ZD1839 (Iressa®) fiir Lungenkrebs (NSCLC, nicht-
kleinzelliges Bronchialkarzinom). Target von STI-571 ist BCR-Abl, Target von ZD1839 ist
EGFR. Inhibitoren von p38 MAP Kinase werden zur Anwendung bei rheumatoider Arthritis
entwickelt [159, 160].

Die Entwicklung von selektiven Inhibitoren ist wichtig, um Nebenwirkungen zu vermeiden.

In der molekularbiologischen Forschung werden Inhibitoren zur Aufkldrung von Signaltrans-
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duktionswegen benutzt. Auch hier ist die Selektivitdt wichtig, um die beobachteten Effekte
eindeutig einem Enzym zuzuschreiben. Proteinkinase-Inhibitoren sind meist ATP-kompetitiv
und versuchen, die spezifischen Wechselwirkungen zwischen ATP und Enzym nachzuahmen.
Wie unter 2.2.3 beschrieben, findet man viele konservierte Reste in der ATP-Bindetasche.
Doch vor allem in der Adenintasche ist eine Variation vorhanden. Dies konnte ATP-
Bindungs- und ADP-Freisetzungsraten beeinflussen. Diese Variation kann zu funktionellen
Unterschieden fiihren oder einfach nur ein Zeichen von geringerem Evolutionsdruck sein. Auf
jeden Fall bietet es die Moglichkeit, selektive Inhibitoren zu finden, die Gebrauch von diesen
kleinen Unterschieden in Form und Ladung der Bindetasche machen. Auch der Kinase-
Inhibitor STI-571 (Glivec®), der zur Behandlung von chronisch-myeloischer Leukdmie
eingesetzt wird, hat gezeigt, dass es durchaus moglich ist, affine und selektive Inhibitoren zu
finden. In diesem Fall bindet der Inhibitor an eine inaktive Konformation der Kinase, die sich
deutlicher von anderen Kinasen unterscheidet als die aktive Form und von diesen nicht

eingenommen werden kann.

2.5 Kristallographie und Rontgenstrukturanalyse

Die Grundlage fiir strukturbasiertes Wirkstoffdesign ist eine Struktur des Target-Enzyms.

Es gibt verschiedene Methoden, um die Struktur von Makromolekiilen zu bestimmen. Dazu
zahlen die Rontgenstrukturanalyse und NMR.

NMR kann Molekiile direkt in Losung vermessen. Allerdings liegt die Grenze fiir die
Strukturbestimmung derzeit bei ca. 35 kDa.

Um die Raumstruktur mit der Rontgenstrukturanalyse aufzukliaren, muss das Protein zuerst
kristallisiert werden. Dies geschieht durch Ausféllen des Proteins aus einer libersattigten Lo-
sung (zum Beispiel durch Anderung des Lsungsmittels, der Temperatur, pH-Wertes oder der
Ionenstarke). Im néchsten Schritt werden durch die Beugung von Rontgenstrahlung am
Kristall Beugungs- oder Diffraktionsmuster erzeugt, die ein Abbild der Struktur sind. Daraus
wird nach Losung des Phasenproblems die Elektronendichte durch Fourier-Transformation
berechnet. In diese Elektronendichte kann dann ein atomares Modell der Proteinstruktur

eingepasst werden. Details sind in entsprechenden Fachbiichern nachzulesen [/61-165].
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2.6 Ziele und Inhalte der Arbeit

PKA und Src sind prominente und gut untersuchte Vertreter in der Familie der
Serin/Threonin- bzw. Tyrosinkinasen.

PKA wird zusammen mit diversen Kinase-Inhibitoren nach bekannten Bedingungen
kokristallisiert, die Rontgenstruktur der Komplexe geldst und die Inhibitorbindung analysiert.
Die verwendeten Inhibitoren sind teilweise spezifisch fiir nah verwandte Kinasen aus der
AGC-Familie wie z.B. PKB, PKC oder Rho-Kinase. Lange Zeit war PKA die einzige Kinase
in der AGC-Familie, deren Struktur bekannt war. Erst in den letzten beiden Jahren wurden die
Strukturen der Kinasedominen von PKB/Akt [73, 166], PDK1 [77] und Aurora [/67] geldst.
So lange keine dieser Kinasen fiir strukturelle Untersuchungen von Inhibitor-Komplexen
zuganglich ist, kann PKA als Modell- oder Ersatz-Kinase dienen. Kinase-Inhibitoren
verwandter Enzyme werden mit PKA kokristallisiert und die Kristallstrukturen auf den
Bindungsmodus hin analysiert. Homologie-Modelle konnen erzeugt und zum Vergleich
benutzt werden. Mutanten von PKA mit gezielten Austauschen in der Bindetasche machen sie
einer anderen Kinase dhnlicher. Mit Inhibitonskonstanten fiir die Mutanten kann der Einfluss
bestimmter Aminosduren untersucht werden. Auflerdem werden die Mutanten unter den
gleichen Bedingen wie PKA kokristallisiert und die Strukturen zur weiteren Analyse und zum
Vergleich verwendet. Selektivititsmechanismen werden diskutiert. Die PKB-Inhibitoren sind
vom Naturstoff Balanol abgeleitet und extensiv modifiziert worden. Offenkettige Derivate
vom universellen Kinase-Inhibitor Staurosporin sind Bisindolylmaleimide, die vor allem PKC
inhibieren. Die Rho-Kinase-Inhibitoren leiten sich von der Reihe der H-Inhibitoren ab und
sind chemisch gesehen Isochinolinderivate.

Die Kinasedoméine von Src wird kristallisiert und die Rontgenstruktur geldst. Unter-
schiedliche Kristallisationsbedingung fiihren zu Kristallen in verschiedenen Raumgruppen.
Inhibitoren und ATP-Analoga werden mit Src kokristallisiert, die Rontgenstrukturen gelost
und die Komplexe analysiert. Die Analyse der Proteinstruktur erfolgt auch im Vergleich zu

bereits bekannten Strukturen der Src-Familie.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Samtliche verwendete Chemikalien und Enzyme wurden, soweit nicht anders angegeben, von
folgenden Herstellern bezogen: Biomol (Hamburg), BioRad (Miinchen), Fluka (Neu-Ulm),
Hampton Research (Laguna Niguel, USA), Merck Eurolab GmbH (Darmstadt), Roche
Molecular Biochemicals (Mannheim), New England Biolabs (Schwalbach), Serva
(Heidelberg), Sigma Aldrich (Deisenhofen/ Irvine UK). Bacto-Agar, -Trypton, -Hefeextrakt

stammten von Difco (Detroit).

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Plastik- und Verbrauchsmaterialien stammten von Eppendorf (Hamburg), Greiner
(Frickenhausen), Nalgene Nunc (Wiesbaden) und Roth (Karlsruhe). Ultra- und
Sterilfiltrationseinheiten wurden von Millipore (Eschborn) und Pall Gelman Sciences (Ann
Arbor, USA) bezogen. Chromatographiematerialien stammten von Amersham Pharmacia
Biotech (Freiburg/Uppsala, Schweden), BioRad (Miinchen) und Merck Eurolab GmbH
(Darmstadt). Kristallisationszubehér wurde von Hampton Research (Laguna Niguel, USA)

erworben.

3.1.3 Inhibitoren

ATP und ATP-Analoga wurden von Sigma bezogen. Kiufliche Proteinkinase-Inhibitoren wie
Sangivamycin, Y-27632, H-Inhibitoren, verschiedene Bisindolylmaleimide, Purvalanol A und
PP2 stammten von Calbiochem. PKB-Inhibitoren und Src-Inhibitoren wurden von Dr. B.
Masjost, Dr. W.-G. Friebe und Dr. S. Scheiblich sowie deren Mitarbeitern (Roche Diagnostics
GmbH, Penzberg) synthetisiert und zur Verfligung gestellt.

3.1.4 Peptide

Das Peptid PKI(5-24) mit der Sequenz TTYADFIASGRTGRRNAIHD und die
Substratpeptide fiir Src mit der Sequenz AEEETY GEFEAKKKK wurden von Dr. C. Seidel
und Dr. A. Escherich (Roche Diagnostics GmbH) mit Standard Fmoc-Peptidchemie
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synthetisiert und durch pradparative RP-HPLC gereinigt. Die Peptide waren C-terminal

amidiert. Die Identitét und Reinheit wurde mit ESI-Massenspektroskopie bestitigt.
Zur Affinititschromatographie wurde PKI(5-24) nach Vorschrift an Affi-Gel (Biorad)

gekoppelt.

3.1.5 Geriite

Geriit

Akta Explorer, Akta-FPLC
Analysenwaage, Feinwaage

Branson Sonifier 250

Dioden-Array Photometer DU 7500
DynaPro Dynamic Light Scattering Instrument
Elektronische Fein- und Analysenwaage
Envision 2100 Reader

pH-Meter pH 211

Schiittelinkubator Minitron
Spectrophotometer Lambda 17
Thermomixer

VP-ITC

Zentrifugen

ZetasizerNano

Hersteller

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Sartorius, Gottingen

Fa. G. Heinemann, Schwibisch Gmiind
Beckman, Miinchen

Protein Solutions, Lakewood, USA
Sartorius, Gottingen

Perkin Elmer, Weiterstadt

Hanna instruments, Kehl am Rhein
Infors, Bottmingen, Schweiz

Perkin Elmer, Weiterstadt

Eppendorf

Microcal

Beckman, Sorvall, Eppendorf

Malvern Instruments Ltd., Worchestershire

Zur Datenverarbeitung wurden Silicon Graphics (SGI) work stations und compute server

(IRIX) sowie IBM-kompatible PCs (Microsoft Windows 2000 oder XP und Suse Linux 8.0

bis 8.2) verwendet.

3.1.6 Puffer, Losungen und Nihrmedien

PKA-Expression und Reinigung
LB Medium

LB Agar

IPTG-Losung
Ampicillin-Lésung (1000x)
Lysepuffer

ggf. Lysozym, DNAse

50 mM NaCl, 2 mM MgCl, 20 mM TrisHCI pH 7,4

250 mM NaCl, 2 mM MgCl, 20 mM TrisHCI pH 7,4

200 mM Arginin, 50 mM NaCl, I mM EDTA, 20 mM TrisHCI pH 7,4

TMNS50-Puffer
TMN250-Puffer
Elutionspuffer PKI-Saule

10 g/l Bacto Tryptone, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl

10 g/l Bacto Tryptone, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 12,0 g/l Bacto-Agar
0,1 M IPTG (0,5 g/20 ml)

1 g/10 ml in 50 % EtOH

50 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 30 mM MES pH 6,5
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ATP-Losung 100 mM ATP pH 7,0
Puffer A — IEC 20 mM BisTrisPropan pH 8,5
Puffer B — IEC 20 mM BisTrisPropan pH 8,5, 1 M LiCl

3.1.7 Bakterienstimme und Plasmide

Zur Expression rekombinanter Proteine wurden Derivate des E. coli Stammes K12 verwendet:
BL21DE3 und BL21 Star™ DE3 Zellen von Invitrogen.

Ein pT7-7 Plasmid mit der Sequenz von PKA Ca (bovin) wurde von Dr. D. Bossemeyer
(DKFZ, Heidelberg) zur Verfligung gestellt.

3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

Grundlegende molekularbiologische Arbeiten wurden entsprechend Sambrook und Russell
[168] durchgefiihrt.

Punktmutanten von PKA (PKABx) wurden mit dem Quick Change Kit (Stratagene) nach der
Vorschrift und unter Verwendung des pT7-7-PKA Plasmids und geeigneter Primer von Dr.
M. Gassel (DKFZ, Heidelberg) hergestellt. Alle Konstrukte wurden durch Sequenzierung
bestétigt. Tabelle 3.1 gibt Auskunft iiber die verfiigbaren Mutanten:

Tabelle 3.1 Ubersicht iiber die PKAB-Mutanten

Mutante | Austausche

PKAB2 | Vall23Ala | Leul73Met

PKAB3 | Vall23Ala | Leul73Met | GInl81Lys

PKAB4 | Vall23Ala | Leul 73Met GIn84Glu | Phel87Leu

PKABS5 | Vall23Ala | Leul73Met | GInl81Lys | GIn84Glu | Phel87Leu

3.2.2 Expression in E. coli Stimmen

Das Gen fiir bovine cAMP-abhingige Protein Kinase katalytische Untereinheit Ca, im
folgenden PKA genannt, ist in einem pT7-7 Expressions-Vektor kloniert, und wurde in dieser
Form von Dr. D. Bossemeyer (DKFZ, Heidelberg) zur Verfiigung gestellt [/69]. Dabei
unterscheiden sich bovines und humanes Protein in zwei Aminosduren, ndmlich Asn32Ser

und Met63Lys.
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Der pT7-7 Vektor enthélt ein Resistenzgen, das fiir B-Lactamase codiert, und einen
T7-Promotor, in dessen Abhédngigkeit das klonierte Gen steht. B-Lactamase spaltet und in-
aktiviert Ampicillin und andere Penicilline. Bakterien, die dieses Gen besitzen, sind resistent
und konnen in Antibiotikum-haltigen Medien wachsen, was zur Selektionierung ausgenutzt
wird. Der T7-Promotor steuert die Expression des Fremdgens (PKA) in Abhingigkeit von der
T7-RNA-Polymerase. Deren Expression und somit die Expression der PKA kann in E. coli

BL21DE3 Zellen durch IPTG-Zugabe (lacUV-Promotor) induziert werden.

3.2.3 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Chemisch kompetente E. coli BL21DE3 Zellen wurden nach der CaCl,-Methode [/68]
hergestellt und in 100 pul Aliquots bei —80 °C gelagert. Teilweise wurden auch chemisch
kompetente BL21 Star™ DE3 Zellen von Invitrogen verwendet.

Fir die Transformation wurden Aliquots vorsichtig (ca. 1 h) auf Eis aufgetaut, Plasmid
hinzugefiigt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach 1 min bei 42 °C wurde 1 ml LB-Medium
hinzugegeben und weitere 60 min bei 37 °C geschiittelt. AnschlieBend wurden die Zellen auf

einer Ampicillin-haltigen Agarplatte ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C bebriitet.

3.2.4 Kaultivierung transformierter Zellen

Mehrere transformierte Einzelkolonien wurden in 50-100 ml autoklaviertes LB-Medium mit
dem entsprechenden Antibiotikum (Ampicillin oder Carbenicillin) iiberfiihrt und mehrere
Stunden, bis zu einer OD*” von ca. 2,0 bei 37 °C in 250 ml Schiittelkolben mit Schikane
inkubiert. Mit je 5 ml dieser Vorkultur wurde 11 ebenfalls Antibiotikum-haltiges Medium
angeimpft und die Zellen bis zu einer OD°=0,6 bei 37 °C inkubiert. Die Temperatur wurde
dann auf 25 °C abgesenkt und die Expression bei OD600=O,9 mit 0,5 mM IPTG induziert. 15 h

nach der Induktion werden die Zellen abzentrifugiert und aufgeschlossen.

3.2.5 Zellaufschluss

Die Zellen wurden durch Zentrifugation (1 h bei 4000 g) abgetrennt und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in Lysepuffer resuspendiert und anschlieend mit Ultraschall
aufgeschlossen. Unldsliche Zellbestandteile wurden durch Ultrazentrifugation abgetrennt und

der 16sliche Uberstand der weiteren Reinigung zugefiihrt.
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3.2.6 Reinigung von PKA

3.2.6.1 Affinitdtschromatographie

Im ersten Schritt wurde PKA durch Affinitdtschromatographie aus dem gesamten Zellextrakt
isoliert [22, 52]. Dazu wurde das Pseudosubstrat Peptid PKI(5-24) nach Vorschrift an Affi-
Gel gekoppelt und mit TMNS50-Puffer dquilibriert. Da die Bindung von PKA ATP-abhingig
erfolgt, wurden Mg®" und ATP im mM Bereich zugegeben, anschliefend mit dem Affi-Gel
1 h bei 4 °C inkubiert und schlieBlich in Leersdulen gegossen. Der Durchlauf wurde auf-
gehoben und nochmals mit frischem Material inkubiert. Nach Waschen mit ATP-haltigem
TMN-50 und anschlieBend TMN-250 Puffer, konnte PKA mit 200 mM Arginin enthaltendem
Elutionspuffer eluiert werden. Dies geschieht durch kompetitive Verdringung, da die Bin-

dung tliber eine argininreiche Sequenz erfolgt.

3.2.6.2 lonenaustauschchromatographie

In E. coli wird PKA an unterschiedlichen Stellen phosphoryliert. Diese unterschiedlichen
Formen konnen mit einem Anionenaustauscher getrennt werden [22, 59]. Dazu wurde eine
MONO-S Séule mit 20 mM BisTrisPropan-Puffer pH 8,5 dquilibriert, Protein auf die S&ule

aufgetragen und mit einem LiCl-Gradienten von 0 bis 300 mM eluiert.

3.2.7 Elektrophorese (SDS-PAGE)

Mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kénnen Proteine nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dazu werden die Proben mit Probenpuffer versetzt
und erhitzt. Die Probe wird so denaturiert und negativ geladen. Sie wird zusammen mit einem
Marker aufgetragen und kann im elektrischen Feld auf dem Gel getrennt werden. Die Proteine
konnen dann mit Coomassie-Losung gefdarbt werden. So sind eine Bestimmung des

Molekulargewichts und eine Priifung des Reinheitsgrades moglich.

3.2.8 Proteinbestimmung

3.2.8.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford beruht auf Bildung eines blauen Farbstoffes bei der
Bindung von aromatischen und basischen Aminosduren [/70]. Fertiges Bradford-Reagenz

(Biorad) wird unmittelbar vor Gebrauch mit destilliertem Wasser 1:5 verdiinnt. Je 1 ml wird
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in einer Plastikkiivette mit Proteinlosung gemischt und die Absorption nach 5 min bei 595 nM

gemessen. Die Proteinkonzentration wird mit einer BSA-Eichkurve ermittelt.

3.2.8.2 Proteinbestimmung mit dem Absorptionskoeffizienten

Um die Proteinkonzentration (insbesondere fiir ITC) exakt zu bestimmen, wird ein Spektrum
der Proteinlosung gegen den Puffer aufgenommen. Aus der Extinktion (E) bei 280 nM wird
die Konzentration (c¢) mit einem theoretisch berechneten Extinktionskoeffizienten (g) [/71]
aus dem Lambert-Beerschen-Gesetz E = c-d-¢ (mit der Schichtdicke d=1 cm) bestimmt. Der

molare Extinktionskoeffizient fiir PKA ist £ = 52150 M™' cm™..

3.2.9 Kiristallisation

Kristallisationsansidtze wurden vorwiegend nach der sitting oder hanging drop-Methode
durchgefiihrt, die beide auf Dampfdiffusion beruhen [/72]. Reines, homogenes, ankonzen-
triertes Protein wird dabei in einem kleinen Tropfen (1-2 pl) mit einem Teil des Reservoirs,
das das Prézipitans enthilt, liber einer groBeren Menge (300-600 ul) Reservoir in einem
abgeschlossenen Raum inkubiert. Als Reservoir werden organische Losungsmittel, Makro-
molekiile (PEGs), konzentrierte Salzlosungen und Puffer verschiedener pH-Werte als Prézipi-
tans in verschiedenen Kombinationen verwendet (sparse matrix screens) [173, 174]. Bedin-
gungen, unter denen Kristalle erhalten werden, kénnen dann weiter verfeinert werden. Im
Rahmen der Optimierung von Kristallbedingungen wurden auch Methoden wie Seeding [175,
176], Kristallisation im Gel [177] oder unter Ol (Microbatch) [178-180] angewendet. Fiir
PKA konnten Bedingungen (15 % Methanol) der Literatur entnommen und angepasst werden

[22, 25].

3.2.10 X-ray, Datensammlung

Die bei 4 °C gewachsenen PKA-Kristalle wurden in eine Kapillare geeigneter Grofle geerntet,
der Kiristall getrocknet und an einem Ende der Kapillare etwas Mutterlosung platziert. Dann
wurde die Kapillare an beiden Seiten mit Wachs verschlossen. Die Kristalle wurden bei 4 °C
iiber 2 bis 3 Tage an einem Rigaku R200 Rontgengenerator (A=1,5418 A) mit einem Bruker
X1000 Flachendetektor oder einer Mar2000 Image Plate (Mar Research, Hamburg) gemessen.
Alternativ wurden die Kristalle mit einem Loop aus dem Tropfen geerntet, kurz in einen

Kryopuffer getaucht und sofort in fliissigem Stickstoff gefroren. Dort wurden sie bis zur
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Messung gelagert. Der Kryopuffer besteht entweder aus 30 % MPD oder einer Mischung aus
einem Teil (R R)-(-)-2,3-Butandiol, zwei Teilen 15 % Methanol und sechs Teilen Mutter-
16sung. Die Kristalle wurden bei 100 K an einem Rigaku R200 Rontgengenerator mit einem
Mar Image Plate Detektor oder am Synchrotron mit einem CCD-Detektor (Mar Research,
Hamburg) gemessen.

Alle Src-Kristalle wurden mit dem Loop aus dem Tropfen geerntet, kurz in eine Losung von
30 % Ethylenglycol getaucht und im Stickstoffstrom bei 100 K direkt an der Messapparatur
gefroren. Die Datensammlung erfolgte am Synchrotron entweder am DESY (Hamburg) oder
SLS (Villigen, Schweiz).

Datenauswertung (Indizierung, Bestimmung der Kristallorientierung, Raumgruppe, Zell-
konstanten, Integration und Skalierung der Intensitdten) erfolgte mit den Programmen

Astro/Saint bzw. Mosflm/Scala/Truncate (CCP4) bzw. XDS [181, 182].

3.2.11 Strukturléosung und Verfeinerung

Alle Strukturen konnten mit der Methode des Molecular Replacement (Faltmolekiilmethode
[183]) gelost werden. Dazu wurden die Programme AMoRe und MolRep (CCP4) benutzt
[184, 185], um die Position des Modells in der Elementarzelle durch Rotations- und
Translationssuche im Pattersonraum zu bestimmen. Geeignete Modelle wurden der
Proteindatenbank (PDB) entnommen.

Fiir die Verfeinerung wurde Refmac 5.1.24 (maximum likelihood Algorithmus) (CCP4) [186-
188] verwendet. Fiir die Darstellung und zum FEinpassen der Atommodelle in die

Elektronendichte wurden Moloc (www.moloc.ch) [/89] und Main [/90] benutzt.

3.2.12 Graphische Darstellung

Zur graphischen Darstellung und fiir Abbildungen wurden Moloc, Main, Swiss-Pdb Viewer,
WebLab-Viewer, Insight II, Adobe Photoshop, Molscript, Bobscript, Raster3d und Grasp
verwendet. Alscript, GCG und Server-Applikation im www wie BLAST, ClustalW wurden

fiir Sequenzvergleiche benutzt.

3.2.13 ICso-Bestimmung mittels FP-Assay

Fiir die Enzymkinetik von PKA wurde rekombinant hergestelltes Protein verwendet, das
allerdings nur durch Affinitdtschromatographie gereinigt wurde und somit gemischt

phosphoryliert ist.



3 Material und Methoden 33

Der enzymatische Assay beruht auf einem kduflichen PKC-Assay Kit (Panvera®), der von
Dr. G. Achhammer und U. Thomas (Roche Diagnostics GmbH, Penzberg) angepasst wurde.
Es handelt sich dabei um einen Fluoreszenzpolarisationsassay (FP-Assay). In der
Kinasereaktion wird vom eingesetzten Enzym (PKA) unter ATP ein Substrat (PKC-Substrat-
Peptid) phosphoryliert. Nach dem Abstoppen der Reaktion, wird zur Detektion gelabeltes
phosphoryliertes Substrat (Tracer) sowie ein spezifischer Antikorper gegen phosphoryliertes
Substrat zugegeben. Substrat und Tracer kompetieren um den Antikorper. Tracer mit
Antikorper weisen eine hohere Polarisation als freie Tracer auf. Die FP korreliert also
umgekehrt mit der Menge des gebildeten Substrats und somit auch umgekehrt mit der
Kinaseaktivitt.

Die benétigte Menge an Enzym und ATP, Ky sowie die Zeitdauer der Inkubation wurden in
Vorversuchen bestimmt. Die Inhibitoren wurden dann in verschiedenen Konzentrationen
eingesetzt und die dazugehorigen FP-Werte gemessen. Die resultierenden Kurven wurden mit

Excel und Excel-Fit gefittet und die ICsp-Werte daraus berechnet.

3.2.14 Bestimmung von Bindungskonstanten mittels ITC (Isothermal Titration

Calorimetry)

Bei der Bindung zweier Substanzen (zum Beispiel eines Liganden an Protein) wird Warme
freigesetzt oder aufgenommen. Diese Wirme kann gemessen und daraus die
Bindungsenthalpie, -entropie, Bindungskonstante und die Anzahl der Bindungsstellen
bestimmt werden.

Kalorimetrische Untersuchungen wurden an gemischt phosphoryliertem PKA-Protein (wie
bei den ICso-Bestimmungen auch) mit einem VP-ITC-Gerdt (Microcal) durchgefiihrt. Dazu
wurde das Protein nach PKI-Affinititschromatographie zweimal in 20 mM HEPES pH 7.5,
10 mM MgCl,, 0,1 mM CaCl,, 50 mM KCI dialysiert. Die Proteinkonzentration betrug in
allen Féllen ca. 20 uM. Ein UV-Spektrum wurde aufgenommen und aus der Absorption bei
280 nm die Konzentration bestimmt (Abschnitt 3.2.8). Die Inhibitoren wurden soweit moglich
im Dialysepuffer zu 0,5 bis 1 mM geldst. War dies nicht moglich, wurde der Inhibitor in
100 % DMSO zu 100 mM geldst und anschlieBend 1:100 im Dialysepuffer verdiinnt, was
einer Endkonzentration von 1 % DMSO entspricht. Gleichzeitig wurde dann dem Protein
ebenfalls 1 % DMSO zugesetzt. Weitere experimentelle Parameter sind in Tabelle 3.2 zu ent-
nehmen. Das Protein wurde stets in die Messzelle, der Inhibitor in die Titrationsvorrichtung

eingefiillt. Die Messdaten wurden mit Microcal Origin 6.0 Software ausgewertet.
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Tabelle 3.2 Experimentelle Parameter fiir die ITC Messungen.

Number of injections | 40

Temperature 20 °C

Reference Power 15

Initial delay 60 s

Injection volume 5ul

Duration 10s

Spacing 600 s bzw. 450 s
Filter Period 2s

3.2.15 DLS (Dynamic Light Scattering)

Experimente mit Dynamic Light Scattering beruhen auf der Lichtstreuung durch Partikel in
einer Losung. Nach der Brownschen Molekularbewegung bewegen sich Molekiile abhingig
von ihrer Grofle, der Temperatur und der Viskositdt des Losungsmittels unterschiedlich
schnell. Dies wird ausgenutzt, um die PartikelgroBe sowie indirekt daraus das
Molekulargewicht zu bestimmen.

Fiir die Experimente wurde das Protein filtriert oder 10 min bei 14000 g zentrifugiert, der
Uberstand vorsichtig abgenommen, in eine Kiivette gefiillt und vermessen. Dazu wurde das
Gerat DynaPro (Protein Solutions) oder ZetasizerNano (Malvern) benutzt. Die Auswertung

erfolgte mit der entsprechenden Software.

3.2.16 31P-NMR-Untersuchungen

Die unterschiedlich phosphorylierten Formen von PKA wurden mit *'P-NMR untersucht.
Dazu wurde das Protein auf ca. 12 mg/ml aufkonzentriert. Das Protein lag fiir die Messung in
verschiedenen Puffern vor.

Puffer 1: 20 mM BisTrisPropan, ca. 250 mM LiCl pH 8,5

Puffer 2: 5 mM MES-BisTris, 70 mM LiCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT pH 6,9

Puffer 3: 100 mM MES-BisTris, 75 mM LiCl pH 7,0

AuBerdem wurden Losungen von 25 mM AMP-PNP, 50 mM MgCl, und 6 mM PKI(5-24) in
Puffer 3 hergestellt und der pH-Wert iiberpriift.

Die NMR-Spektren wurden von M. Seifert (MPI Biochemie, NMR-Gruppe) an einem Bruker
DRX 600 14,1 T Spektrometer mit einem inversen 5 mm 'H-X Breitbandprobenkopf bei einer
Temperatur von 300 K aufgenommen [60, 191].
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION - PROTEINKINASE A
4.1 Strukturbestimmung von Proteinkinase A—Inhibitor—-Komplexen

4.1.1 Expression und Reinigung

Proteinkinase A (PKA) wurde, wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, in E. coli Zellen exprimiert
und in zwei Schritten aus dem Zelllysat gereinigt. Die Reinigung wurde auf SDS-Gelen
verfolgt. Zuerst erfolgt eine Affinititschromatographie an das Pseudosubstratanalogon
PKI(5-24), das PKA in Gegenwart von ATP hochaffin und selektiv iiber argininreiche
Sequenzen bindet. Durch mehrere Waschschritte werden die Fremdproteine entfernt, bevor
durch ATP-freien, Arg-haltigen Puffer PKA kompetitiv von der Saule gelost und als bereits
sehr reines Protein eluiert wird (nur eine Bande auf dem Gel, Spalte 5 und 6) (Abb. 4.1). Bei
der Expression in Bakterien wird PKA posttranslational modifiziert und kann an Thr197,
Ser338, Ser10 und Ser139 phosphoryliert werden. Es liegt stets ein Gemisch unterschiedlich
phosphorylierter Formen vor, die fiir die Kristallisation getrennt werden miissen. Dies
geschieht durch Anionenaustauschchromatographie (MONO-S-Séule) aufgrund ihrer unter-
schiedlichen Ladung. Die hoher phosphorylierten Formen eluieren zuerst (Peak I = 4-fach,
Peak II = 3-fach und Peak III = 2-fach phosphoryliert). Die Proben wurden mittels
Massenspektroskopie beziiglich ihres Phosphorylierungszustands analysiert (durchgefiihrt von
Dr. G. Achhammer, Roche Diagnostics oder MPI Massenservice). Die Trennung in die
einzelnen unterschiedlich phosphorylierten Formen ist nur fiir die Kristallisation, nicht aber
fiir enzymatische und biochemische Untersuchungen durchgefiihrt worden.
Aus 1 1 Kultur kann ca. 3-4 mg PKA gewonnen werden. Je nach Charge fallen die Anteile an
3- und 4-fach phosphoryliertem Protein unterschiedlich aus und liegen bei durchschnittlich
1,5 mg.
1 2 3 4 S5 6 7 8§ 9 10

1 Marker
= 2 Durchlauf

3 Waschen TMN 50
4 Waschen TMN 250

e 4 . -m/ 5 Eluat Fraktion 2 — PKI-Séule
6 Eluat Fraktion 3 — PKI-Séule
7 Konzentrat fiir MONO-S-Séule
8 Peak 1 MONO-S = 4-fach phosphoryliert

9 Peak 2 MONO-S = 3-fach phosphoryliert
10 Peak 3 MONO-S = 2-fach phosphoryliert

Abb. 4.1 zeigt den Verlauf der Reinigung. Bereits nach der Affinitdtschromatographie (Bande 5 und 6) liegt
reines Protein vor. Die Trennung in die einzelnen unterschiedlich phosphorylierten Formen ist nur fiir die
Kristallisation, nicht aber fiir enzymatische und biochemische Untersuchungen durchgefiihrt worden.
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4.1.2 Kiristallisation

Zur Kristallisation von PKA wurde ausschlieBlich 3- oder 4-fach phosphoryliertes Protein
verwendet. Die Bedingungen sind der Literatur entnommen und angepasst [1/7, 22, 25, 29].
Die unterschiedlichen Inhibitoren (1,5 mM) wurden zusammen mit PKA (15 mg/ml),
PKI(5-24) (1,5 mM) und dem Detergens MEGA-8 (1,5 mM) kokristallisiert. Fiir die Kristalli-
sation wurde das Protein ankonzentriert, umgepuffert und PKI(5-24) hinzugefiigt. MEGA-8,
Pufferlosung und in Methanol oder DMSO geldster Inhibitor wurden separat zusammen-
gestellt. Zur Kokristallisation wurden die beiden Losungen auf einem Deckglas gemischt und
iiber ein Reservoir mit 9-18 % Methanol bei 4 °C gehingt (hanging drops). Seeding erfolgte
bei Bedarf nach 2-15 h.

Die Kristallisation von PKAB-Mutanten erfolgte analog zu PKA. Im Fall der PKAB4-
Mutante wurde teilweise auch 2-fach phosphoryliertes Protein verwendet.

Der Inhibitor, die Methanolkonzentration und der pH-Wert haben einen grofen Einfluss auf

die entstehenden Kristalle (Abb. 4.2). Durch Seeding konnten die Kristalle optimiert werden.

Abb. 4.2 Diverse PKA Kristalle wachsen unterschiedlich, je nach Inhibitor- und Prézipitanskonzentration
(Methanol).

4.1.3 Datensammlung, Strukturlosung und Verfeinerung

Die Datensammlung erfolgte wie im Abschnitt 3.2.10 beschrieben. Die Kristalle wachsen bei
4 °C in hanging drops liber 15-18 % Methanol als Reservoir. Sie wurden in der Kapillare
geerntet und bei dieser Temperatur auch gemessen. Ein einzelner Kristall war jeweils
ausreichend fiir einen kompletten Datensatz. Nachdem dieser 4 °C-Messraum nicht mehr zur
Verfligung stand, wurden Bedingungen gesucht, unter denen die Kristalle eingefroren werden
konnten. Dabei zeigte sich, dass die Kristalle sehr sensibel auf Temperaturschwankungen
reagieren und im Kristallisationsraum bei 4 °C direkt in fliissigem Stickstoff gefroren werden
miissen. Zwei Kryopuffer erwiesen sich als geeignet: eine Mischung aus einem Teil (R,R)-(-)-
2,3-Butandiol, zwei Teilen 15 % Methanol und sechs Teilen Mutterlosung oder eine 30 %
Ldsung von 2-Methyl-2,3-Pentandiol. Der Grofiteil der in der Kapillare gemessenen Kristalle

zeigte die gleiche Raumgruppe mit sehr dhnlichen Zellkonstanten und gleicher Kristall-
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packung. Beim Einfriervorgang konnen sich die Zellkonstanten etwas dndern. Durch den
Pufferwechsel kann der Kristall schrumpfen oder wachsen. Auch die Mosaizitit ist bei den
gefrorenen Kristallen hoher.

Alle Strukturen konnten mit Molecular Replacement gelost werden. Die erste Struktur, ein
Komplex aus PKA, PKI(5-24) und Inhibitor R25, wurde mit ICDK aus der Proteindatenbank
[17] gelost, alle weiteren mit der verfeinerten Struktur des Komplexes mit R25 ohne die
Inhibitoratome und Wasser. Zum Teil konnten die Koordinaten auch direkt verwendet
werden. Danach erfolgte ein Rigid body Refinement (Refmac) bei dem der N-lobe (10-123),
C-lobe (124-315), C-Terminus (316-350) und PKI(5-24) als getrennte Doménen definiert
wurden. Die weitere Verfeinerung wurde mit Refmac (restrained refinement) durchgefiihrt.
Meist waren nur geringfiigige Anderungen von Proteinseitenketten notig. Der Einbau von
Wasser erfolgte mit einer automatischen Suche in der Differenzelektronendichte (CCP4-
Programme peakmax und watpeak). Alle gefundenen Wassermolekiile wurden tiberpriift und
gegebenenfalls entfernt oder weitere manuell hinzugefiigt. Zuletzt erfolgte der Einbau des
Inhibitors. Die Datei mit den Parametern der Inhibitorgeometrie wurde mit dem CCP4

Monomer Library Sketcher erstellt und anschlieBend manuell korrigiert.

4.1.4 Enzymkinetik, ICs)-Bestimmung und K;-Bestimmung

Die Bindungsaffinitit der verwendeten Inhibitoren wurde auf zwei Arten bestimmt. Zum
einen mit einem kinetischen Assay, einem Fluoreszenz-Polarisations Assay (Abschnitt
3.2.12), mit dem ICsp-Werte ermittelt wurden. Zum anderen konnte mit einer
kalorimetrischen Methode (ITC) (Abschnitt 3.2.13) neben der Bindungskonstante K auch
Enthalpie (AH) und Entropie (AS) bestimmt werden.

Tabelle 4.1 zeigt die Ergebnisse der ICso-Messungen. Die K;-Werte aus den ITC-Messungen

werden zusammen mit den Strukturen der entsprechenden Inhibitor-Komplexe analysiert.

Tabelle 4.1 1Cs)-Werte der Inhibitoren

Inhibitor RO1 R02 RO3 ROS R11 R12 R14 R15 R21 R22 R23

IC5y PKA [nM] 8 2 39 47 10 94 4900 3 26 9 12

Inhibitor R24 R25 R26 R27 | R31 R32 R33 R35 | R41 R42 R43

ICso PKA [nM] | 46 64 15 480 1400 | 260 1900 | 2700 | 1300 | 19000 | 1600
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4.2 Kokristallstrukturen von Rho-Kinase-Inhibitoren und PKA: Y-27632,
HA-1077 und H-1152P

Rontgenstrukturen von Proteinkinase-Inhibitor-Komplexen zeigen die intermolekularen
Wechselwirkungen auf, die fiir die Ligandenbindung verantwortlich sind und erméglichen so
strukturbasiertes Wirkstoffdesign und —optimierung. Bis heute wurden Kristallstrukturen von
nur etwa 30 Kinasen gelost, das sind weniger als 6 % der 518 Kinasen im menschlichen
Genom [/]. PKA kann als Modell- oder Ersatzkinase fungieren, wenn nahe verwandte
Kinasen nicht exprimiert oder kristallisiert werden konnen.

Rho-Kinase, eine Serin/Threonin-Kinase der AGC-Gruppe, ist mit den anderen AGC-
Familienmitgliedern wie PKA, PKB, PKC und PKG eng verwandt. Bis heute ist noch keine
Struktur von Rho-Kinase bekannt. Der hohe Verwandtschaftsgrad (37 % konserviert) und die
gut etablierten Kristallisationsbedingungen machen PKA zu einem guten Modell, um den
Bindungsmechanismus und die Selektivitit von Rho-Kinase-Inhibitoren zu analysieren.

Zur Vereinfachung werde ich den Begriff Rho-Kinase fiir beide Enzyme dieser Familie
benutzen: Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase pl160ROCK (Gen: ROCK-I;
TrEMBL ID Q13464, [/92]) und Rho Kinase (Gen: ROCK-II; TTEMBLE ID Q9UQNS,
[793]). Sie weisen einen hohen Grad an Homologie auf. Die Kinasedominen sind zu 96 %
identisch, alle Reste in der ATP-Tasche in Kontakt mit den Inhibitoren sind sogar vollstandig

identisch. Ein Sequenzalignment mit PKA ist in Abb. 4.3 dargestellt.



4 Ergebnisse und Diskussion - Proteinkinase A 39

S — — —
50 80

PKA QF ERI TIL | S R EIGNH | DIKIQKV VIKIL K Q| [E]
ROCK-I STR
ROCK-II D ASQ

90 100 110 120 130
PKA HTLINIKIRIML QAVINIF PIF L MKIWE F SPEIKIBIN S N EIMF S H
ROCK-I
ROCK-II

=)

160

140 150
PKA L'RR[ GIRF SEPH ARIQ I TFEYL L D LY
ROCK-I F
ROCK-II K L
—) =)
180 190 200 210
PKA Q@y | QVI[T] FAKRVKGRITWTLE. . . . ENIL A LK@ . .
S K E R
ROCK-II H ET H

ROCK-I

PKA

220 230 240 250
. AL LI F E VSGK. . VR
- Y N T
ROCK-II F D C

ROCK-I

PKA SHFSS LKDLLR L QVD KW ATT
ROCK-I
ROCK-II RQ

330
PKA I Al YQ KVE KFKGPG .......
ROCK-I A ETL
ROCK-II DN I

Abb. 4.3 Das Sequenzalignment der Kinasedoméne von PKA und Rho-Kinase zeigt identische Reste blau,
konservative Austausche beige unterlegt. Die Sekundérstrukturelemente von PKA sind nach [/7] eingetragen.
Innerhalb der Serin/Threonin Kinasen konservierte Reste sind als rote Buchstaben hervorgehoben. Inhibitor-
kontakte sind mit Késtchen markiert.

4.2.1 Allgemeine Struktur

Die Rho-Kinase-Inhibitoren Y-27632, HA-1077 (Fasudil), H-1152P wurden mit PKA und
PKI(5-24) als terndre Komplexe kokristallisiert und die Strukturen geldst (Tabelle 4.2). Die
Raumgruppe ist bei allen drei Kristallen orthorhombisch (P2,2,2;). Die Komplexe mit
Y-27632 und H-1152P haben die gleiche Kristallpackung und &hnliche Zellkonstanten (74,1
76,6 81,0), wahrend der HA-1077 Komplex zwar nur leicht unterschiedliche Zellkonstanten
(70,3 73,6 79,0), aber andere Kristallkontakte hat.

Alle drei Inhibitoren binden in der ATP-Bindetasche zwischen N- und C-terminaler Doméne.
Sie besetzen die Adenin- und Ribose-Tasche, nicht aber die Phosphat-Bindetasche.

Bei H-1152P existiert eine weitere Bindestelle, und zwar in Kontakt mit pThr197 und
Aminosduren der Helix C sowie mit Teilen von PKI und der Helix D eines Symmetrie-

dquivalents.
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Tabelle 4.2 Datensammlung und Verfeinerungsstatistik

| Y-27632 | H-1152P | HA-1077
Datensammlung
Raumgruppe P212121 P212121 P212121
Zellkonstanten (a, b, ¢) (A) 74,03 76,61 80,70 |74,2 76,4 81,8 70,33 73,67 79,08
Auflésung (A) 15,8-2,0 10,9-1,9 20-2,2
Vollstandigkeit (%) * 97,8 [88,7] 91,8 [56,0] 82,38 [59,0]
Ryym (%0) * 0,12 [0,50] 0,06 [0,51] 0,10[0,34]
Verfeinerung
Anzahl der Atome 3104 3245 2914
Anzahl der Reflexe 27774 32327 16761
Reryst Reree (%0) 18,1/22,9 17,9/21,7 21,7/29,3
Test-set (%) 10,1 5,0 5,0
Standardabweichung von idealen Werten
Bindungslingen (A) 0,016 0,017 0,021
Bindungswinkel (°) 1,440 1,491 1,83
Temperaturfaktoren
Alle Atome 39,4 25,1 24.4
Haupt-/Seitenkettenatome PKA 37,6/40,0 22,9/25,5 23,1/25,1
Haupt-/Seitenkettenatome PKI 32,9/36,8 21,1/23,9 26,6/29,8
Inhibitor Atome 38,3 33,3 23,3
Solvensmolekiile 50,4 36,6 25,8
Inhibitor Atome (zweites Molekiil) — 21,3 —
Detergens — 43,4 —

* dulerste Schale

4.2.2 Offene und geschlossene Konformation

Liganden induzierte Konformationsédnderungen sind fiir Enzyme allgemein bekannt und auch
fiir PKA bereits beschrieben [25, 3/]. Vor allem kann sich die Orientierung von N- und
C-lobe relativ zueinander verandern (Abschnitt 2.1.1). Komplexe von PKA mit ATP (1ATP)
[20] bzw. AMP-PNP (ICDK) [/7] und Mn*" und Pseudosubstrat PKI zeigen eine
geschlossene Konformation. Die bisher am weitesten gedffnete Struktur von PKA ist ohne
jegliche Liganden (1J3H) [28]. Die Offnung kann durch den Abstand zwischen Helix C
(His87 NE2) und dem Aktivierungsloop (pThr197 O3P) bzw. zwischen dem Glycinloop
(Ser53 CA) und dem Aktivierungsloop (Gly186 CA) gemessen werden. Letztere nimmt in der
Reihenfolge AMP-PNP, Y-27632, H-1152P, HA-1077 zu (Tabelle 4.3 und Abb. 4.4). Der
Glycinloop ist sehr flexibel und kann sich den Liganden anpassen. Diese Flexibilitit zeigt sich
auch in hoheren B-Faktoren. Aulerdem gibt es oft mehrere Positionen, die in einem Kristall
vorkommen konnen. Differenzelektronendichten zeigen eine zweite, tiefer liegende Konfor-
mation von Gly52, Ser53, Phe54 und Gly55 wie etwa bei Y-27632 oder den Isochinolin-
Inhibitoren H7 und H8 [/94]. Dieser vordere Teil des Glycinloops wird sonst von den
Phosphatgruppen des ATP koordiniert und so fixiert. Dieser Teil der Bindetasche wird von
den drei Inhibitoren nicht besetzt. Bei HA-1077 ist die Salzbriicke zwischen Helix C (His87)
und Aktivierungsloop (pThr197) aufgebrochen (Abb. 4.4).
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Tabelle 4.3 Als einfaches MaB fiir die Konformation oder Offnung der Kinase kann der Abstand zwischen
bestimmten Atomen dienen. Der Abstand zwischen Helix C (His87) und dem Aktivierungsloop (pThr197),
zwischen dem Glycinloop (Ser53) und dem Aktivierungsloop (Gly186) und zwischen Glul170 und Tyr330 ist in
A angegeben. Der PKA-AMP-PNP-Komplex ist in einer geschlossenen Konformation. Der PKA-HA-1077-
Komplex weist eine offenere Konformation auf.

Abstand [A] His87 NE2 — pThr197 O3P Ser53 CA - Gly186 CA Glu170 O - Tyr330 OH
1CDK 2,8 10,9 7,9
Y-27632 2,5 11,0 8,4
H-1152P 2,6 11,0 8,4
HA-1077 4,6 12,4 85

Abb. 4.4 Die drei Inhibitoren in der ATP-Bindetasche sind mit der Struktur 1CDK (PKA-PKI-MnAMP-PNP)

iiberlagert.

4.2.3 Inhibitoren in der ATP-Bindetasche

Alle drei Inhibitoren HA-1077, H-1152P und Y-27632 sind, wie die meisten Kinase-
Inhibitoren, ATP-kompetitiv und binden in der ATP-Bindetasche. Die Inhibitoren haben
Kontakte zum Glycinloop (Leu49, Gly50, Thr51, Val57), zum B-Faltblatt 3 (Ala70), zur
Hinge Region (Met120, Glul21, Tyr122, Val123, Glul27), zum katalytischen Loop (Glul70,
Asnl71, Leul73), zum Anfang des Aktivierungsloops (Thr183, Aspl84) und zum
C-Terminus (Phe327) (Abb. 4.4).

Die gemeinsame Oberfliche der Inhibitoren mit PKA korreliert mit der Bindungsaffinitt:
H-1152P (Kp=0,63 uM) mit der hochsten Affinitdt hat die groBte bedeckte Oberfliache;
Y-27632 (Kp=25 uM) mit der niedrigsten Affinitdt die kleinste. Eine solche Korrelation ist
bereits fiir diverse PKA-Inhibitoren beschrieben [5].
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Tabelle 4.4 Ubersicht iiber die Rontgenstrukturen von Rho-Kinase-Inhibitoren im Komplex mit PKA und
PKI(5-24). Die Inhibitionskonstanten sind der Literatur entnommen [/95, 196].

- " K; [uM] K; [uM]
Inhibitor | PDB-Code | Auflosung (A) Strukturformel
(PKA) (Rho-Kinase)
VRN
\
HA-1077 1Q8W 2,2 o—=t=o 1 0,33
PN
L‘;\ ‘/H*\.‘//“'
VRN
Vo
\,‘q/ \Me
H-1152P 1Q8U 1,9 ve o—b—o 0,63 0,0016
PN N
,L\‘ J‘\//“
N
ot
Y-27632 1Q8T 2,0 'S | - \“ e 25 0,14
N *‘\

Die chemischen Strukturen der Inhibitoren sind in Tabelle 4.4 gezeigt. Sie gehoren zu zwei
verschiedenen chemischen Klassen: HA-1077 und H-1152P sind Isochinolinsulfonamide mit
einem Homopiperazinring. H-1152P ist eine Weiterentwicklung von HA-1077 mit zwei
zusitzlichen Methylgruppen - eine am C14-Atom des Isochinolin und eine am C7-Atom des
Homopiperazinrings. Dies flihrt zu hoherer Affinitdt und Selektivitit fiir Rho-Kinase.
Y-27632 ist ein Pyridyl-cyclohexancarboxamid.

Die N-haltigen planaren Aromaten (Isochinolin bzw. Pyridin) der Verbindungen liegen in der

Adenin-Bindetasche, wihrend die gesittigten Ringe die Ribose-Tasche besetzen.

4.2.4 Analyse der Bindung von HA-1077 an PKA

HA-1077 (Fasudil) war der erste Proteinkinase-Inhibitor, der als Arzneimittel zugelassen
wurde. Er ist seit 1995 in Japan auf dem Markt, zugelassen fiir die Therapie von cerebralen
Vasospasmen nach subarachnoiden Hamorrhagien. Fasudil hat gefa3erweiternde Wirkungen
[/97] und wird auch im Zusammenhang mit Angina Pektoris und Herzkreislauferkrankungen
untersucht [/98-201]. Die Wirkung von Fasudil wird Rho-Kinase zugesprochen, die an vielen
wichtigen biologischen Prozessen beteiligt ist. Dazu zdhlen die Regulation der Bildung von
Aktin- und Myosinfilamenten, Zelladhidsion und -bewegung, Phosphorylierung von Myosin

und Kontraktion glatter Muskelzellen [/93, 202, 203]. Obwohl die therapeutischen Eigen-
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schaften der Hemmung von Rho-Kinase zugesprochen werden, wird sie nur méfBig und nicht
selektiv gehemmt (K; = 0,33 uM fiir Rho-Kinase). Auch andere Kinasen wie PKA, PRK2 und
S6K1 werden im uM Bereich inhibiert (K; =1 uM fiir PKA) [204].
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Abb. 4.5 Bindung von HA-1077 in der Bindetasche (schematisch).

HA-1077 besetzt, wie oben beschrieben, die Adenosin-Bindetasche mit van-der-Waals
Kontakten zur Hinge Region, dem Glycinloop, B-Faltblatt 3, dem C-Terminus, dem kata-
lytischen Loop und dem Aktivierungsloop (Abb. 4.5). Die meisten Kontakte bestehen zu
Val123 (13), Val57 (11) und Thr183 (11) (sieche Tabelle 4.5). Aulerdem werden drei Wasser-
stoffbriicken gebildet: Die H-Briicke zwischen dem Isochinolinstickstoff (N15) und dem
Amidstickstoff von Vall23 mit 2,8 A ist analog zur ATP-Bindung, bei der der Adenin-
Stickstoff N1 diese H-Briicke bildet. Sie wird von den meisten Kinase-Inhibitoren gebildet.
Auch bei PKA-Komplexen mit Y-27632 und H-1152P, sowie anderen Isochinolininhibitoren
(H7, H8, H89) [194] kommt diese Wasserstoftbriicke vor. Die beiden anderen H-Briicken
werden im HA-1077 Komplex vom Homopiperazinstickstoff zu Glul70 (O) (3,3 A) und
Glul27 (OE2) (2,7 A) gebildet, in Analogie zur Ribose 2'OH und 3'OH Gruppe im AMP-PNP
Komplex. Ein dhnlicher Kontakt zu Glul27 wurde zuvor schon im PKA-Staurosporin

Komplex beobachtet [25], nicht aber bei den anderen Isochinolin-Inhibitoren [/94].
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Tabelle 4.5 Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen PKA und den Inhibitoren. Fett gedruckte Amino-
sduren stehen mit ihren Seitenketten in Kontakt zu den Inhibitoren und unterscheiden sich bei PKA und Rho-

Kinase.

Aminosiure K0n¥;f;6;§0n 1 Kon‘f{(;frzgst?on ) HA-1077 H-1152P Kontakte
Leu49 2 2 4(1p*) 8(1p*) Hauptkette/Seitenkette
Gly50 - 1 2 4(1p*) Hauptkette
Thr51 3 3 - 5 Hauptkette
Val57 9 10 11 12 Seitenkette
Ala70 4 4 6 7 Seitenkette
Met120 1 1 4 4 Seitenkette
Glul21 2(1p*) 2(1p*) 3(1p*) 3(1p*) Hauptkette
Tyrl122 6 6 7 6 Hauptkette/Seitenkette
Val123 12 12 13 10(1p*) Hauptkette/Seitenkette
Glu127 - - 4 4(2p*) Seitenkette
Glul70 2 2 2 4 Hauptkette
GInl71 6 4 2 2 Hauptkette/Seitenkette
Leul73 5 6 2 12 Seitenkette
Thr183 4(1p*) 6(1p*) 11 7 Seitenkette
Aspl84 4 4 4 - Seitenkette
Phe327 4 4 6 8 Seitenkette
Gesamt 64(2p*) 67(2p*) 81(2p*) 96(5p*)

*polare Kontakte

4.2.5 Analyse der Bindung von H-1152P an PKA

H-1152P, ein Derivat von HA-1077, ist ein spezifischer Rho-Kinase-Inhibitor mit hoherer
Affinitdt zu Rho-Kinase und groBerer Selektivitit [/95]. H-1152P hemmt Rho-Kinase im
nanomolaren Bereich (K;=1,6 nM), wihrend der K; fiir PKA bei 0,63 uM liegt.

Obwohl sich H-1152P nur durch zwei zusitzliche Methylgruppen von HA-1077
unterscheidet, weisen sie stark unterschiedliche Bindungskonstanten fiir Rho-Kinase auf
(Tabelle 4.4). Die K;-Werte fiir PKA sind mit 1 uM (HA-1077) und 0,63 uM (H-1152P) sind
fast gleich. Die Bindung an PKA ist im Isochinolin-Bereich &hnlich, im Homopiperazin-
Bereich jedoch unterschiedlich. Dieser Unterschied diirfte groftenteils auf den unter-
schiedlichen Platzbedarf durch die zusitzlichen Methylgruppen zuriickzufiihren sein. Die
Zahl der van-der-Waals-Kontakte liegt bei H-1152P insgesamt hoher, wobei zwar jeweils
weniger Kontakte zu Val123 (10) und Thr183 (7), aber mehr zu Leul73 (12), Leud49 (8) und
Phe327 (8) gebildet werden. Allerdings findet man nur eine Wasserstoftbriicke, die vom
Amidstickstoff von Vall23 zum Isochinolin Stickstoff (N16) gebildet wird (3,0 A). Fiinf

polare Wechselwirkungen zu anderen Resten in der Bindetasche sind zu weit entfernt

(> 3,5 A), um H-Briicken zu bilden.




4 Ergebnisse und Diskussion - Proteinkinase A 45

H-1152P H-1152P

Abb. 4.6 H-1152P bindet im Bereich des Adenosins, die Triphosphattasche bleibt unbesetzt. Diinne schwarze
Linien zeigen den PKA-PKI-AMP-PNP-Komplex [/7]. Die F,-F. Elektronendichte (konturiert auf 2 ¢) wurde
vor dem Einbau des Inhibitors berechnet und zeigt, dass ein Teil des Homopiperazinrings flexibel ist. Die
einzige Wasserstoffbriicke in diesem Komplex kann zur Hinge Region (Val123) gebildet werden.

Die Elektronendichte des Homopiperazinrings hat Locher und zeigt eine gewisse Unordnung
(Abb. 4.6). Gut geordnet und mit wesentlich niedrigeren B-Faktoren ist hingegen ein zweites

Molekiil des Inhibitors, das an der Oberfliche des Enzyms bindet.

4.2.6 Zweite Bindestelle von H-1152P

In der Kristallstruktur PKA-H-1152P ist ein zweites Molekiil Inhibitor gebunden. Es befindet
sich in Kontakt mit Lys189 und pThr197 (Aktivierungsloop) sowie Glu86 und GIn90
(Helix C). Ein Symmetriedquivalent hat weitere Kontakte zum Inhibitor mit Ile135 und
Gly136 (Helix D) und Thr5, Tyr7 und Ala8 von PKI (Abb. 4.7). AuBlerdem ist das Molekiil
von zahlreichen Wassermolekiilen umgeben. In dieser Region ist die Elektronendichte klar
definiert und eine einzige Konformation des Homopiperazinrings sichtbar.

Helix C und Aktivierungsloop, an die der Inhibitor bindet, sind wichtig in der Regulation von
Kinasen, weil sich beide Elemente beim Ubergang von aktiver zu inaktiver Konformation
andern konnen (Abschnitt 2.1.2). Aullerdem sind Protein-Protein-Wechselwirkungen mit der
regulatorischen R-Untereinheit an dieser Stelle beschrieben [205, 206]. Die Reste, die an der
Bindung des Inhibitors an dieser Stelle beteiligt sind, sind nicht konserviert zwischen PKA
und Rho-Kinase, so dass diese Bindestelle vermutlich nur bei PKA vorhanden ist. Interessant
ist diese Stelle, wenn man versucht, mit kleinen Inhibitormolekiilen die negative Regulation

durch die R-Untereinheiten zu unterbinden.
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Abb. 4.7 Die zweite Bindestelle von H-1152P liegt an der Oberflidche des Enzyms in der Néhe von Helix C und
Aktivierungsloop und ist in Kontakt mit einem Symmetriedquivalent (gelb und mit * markiert). In diesem
Bereich ist der Inhibitor komplett geordnet, wie die omit F,-F, Elektronendichte (konturiert auf 2 o) zeigt.

4.2.7 Analyse der Bindung von Y-27632 an PKA

Y-27632 wird sehr hdufig in der Grundlagenforschung angewendet, um die Stoffwechselwege
und Funktionen von Rho-Kinase aufzukliren. Sehr viele Effekte wurden in vitro und in vivo
beobachtet [207]: Y-27632 hemmt die Phosphorylierung von FAK (Focal Adhesion Kinase)
und Paxillin [208] sowie die Kontraktion glatter Muskelzellen, was zu einer Normalisation
des Blutdrucks hypertensiver Ratten fiihrt [209]. Rho-Kinase spielt auch bei der Tumor-
invasion ein Rolle [270]. Y-27632 ist ein selektiver Rho-Kinase-Inhibitor mit einem K; fiir
Rho-Kinase von 140 nM. Trotz seiner vergleichsweise niedrigen Affinitdt fiir PKA

(Ki=25 uM) [207]) konnte er mit PKA und PKI(5-24) kokristallisiert werden.

\
, 5, E127 SN
170 170
Y-27632 Y-27632

Abb. 4.8 Stereodarstellung der Bindung von Y-27632 an PKA im Vergleich zu AMP-PNP (diinne schwarze
Linien). Die omit F,-F.-Elektronendichte (griin) ist auf 2 ¢ konturiert.
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Die Position von Y-27632 ist in der Elektronendichte sehr gut definiert, obgleich der
Cyclohexanring zwei Sesselkonformationen einnehmen kann, die sich vor allem in der
Orientierung der Aminoethylgruppe unterscheiden. Beide Konformationen sind moglich,
obwohl die Sesselkonformation 1 weniger geometrische Probleme nach der Verfeinerung
zeigt. Allerdings ist dann die Aminoethylgruppe so orientiert, dass sie eine Wasserstoffbriicke
weniger ausbilden kann. Die Daten bis 2,0 A lassen keine genaueren Aussagen zu; deshalb
wurden Oberflichen sowie hydrophobe (van-der-Waals) und hydrophile (H-Briicken)
Wechselwirkungen fiir beide Konformationen gleichermaflen analysiert. Sie unterscheiden
sich kaum beziiglich ihrer bedeckten Oberfliche (188 vs. 189 A) und Anzahl der van-der-
Waals Kontakte (64 vs. 67). Die H-Briicken werden von Aminoethylstickstoff N17 entweder
zu Thr51(0) (2,9A) in Sesselkonformation 1 oder zu GInl71(OD1) (2,9 A) und
Asp184(OD1) (2,9 A) in Sesselkonformation 2 ausgebildet. Beiden Konformationen gemein
ist die H-Briicke zwischen dem Pyridinstickstoff N1 und dem Carbonylsauerstoff von Vall123
in der Hinge Region, die auch im Komplex mit ATP und fast allen Inhibitoren auftritt.
Zusitzlich existieren indirekte hydrophile Kontakte zu Glul27(OE2) und Leu49(O) iiber
Wassermolekiile.

Die Affinitét von Y-27632 zu Rho-Kinase ist ca. 200-fach hoher als zu PKA und lédsst sich
nicht einfach aus der Struktur erkldren. Es ist wahrscheinlich, dass der Austausch von Leu49
zu lle zu verstirkten hydrophoben Wechselwirkungen fiihrt. Gleichzeitig ldsst der Austausch

Thr183Ala dem Inhibitor mehr Platz und Freiheit, um Interaktionen zu optimieren.

4.2.8 Bindung der Inhibitoren im Vergleich

Die drei Rho-Kinase-Inhibitoren binden mit méBiger Affinitit (K;-Werte im pM-Bereich) an
PKA [195, 196]. Die K;-Werte korrelieren mit der Anzahl der van-der-Waals Kontakte und
mit der Kontaktfliche zwischen Enzym und Inhibitor. Diese Beziehung zwischen
Kontaktoberflache und Affinitit von diversen PKA-Inhibitoren ist bereits beschrieben worden
[11]. Diese Komplexe bestitigen die Korrelation zwischen Oberfliche bzw. hydrophoben
Interaktionen und Bindungsstirke. Die einfachste Art hydrophile Wechselwirkungen zu
beschreiben, ist die Anzahl der Wasserstoffbriicken zu benennen. Allerdings korrelieren sie
nicht mit den Bindungsaffinititen fiir PKA. Dies ist typisch fliir Enzym-Inhibitoren und
reflektiert die Existenz kompetierender hydrophiler Wechselwirkungen von Inhibitoren in
Losung.

H-1152P bildet nur eine Wasserstoffbriicke zu PKA, und zwar vom Isochinolinstickstoff zu

Vall123 in der Hinge Region. Auch bei Y-27632 und H-1152P, anderen Isochinolininhibitoren
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(H7, H8, H89) [22] und in fast allen Kinase-Inhibitor-Komplexen kommt diese H-Briicke vor.
Bei einer Untersuchung der Kinase-Inhibitor-Komplexe in der Proteindatenbank findet man
nur zwei Strukturen ohne diese H-Briicke: CK2/Emodin (1F0Q) und p38/BPU (1KV1). Alle
anderen Liganden bilden eine oder mehrere H-Briicken zur Hauptkette der Hinge Region:
immer zum Amidstickstoff der zu Vall123 homologen Aminosdure und zusétzlich zu den zu
Glul21 (Carbonyl) und Vall23 (Carbonyl) homologen Aminosduren. Diese Interaktion ist
trotz der Vielzahl an unterschiedlichen chemischen Strukturen der Inhibitormolekiile fast
immer vorhanden und ein Protonenakzeptor an dieser Stelle scheint fiir gut bindende

Inhibitoren essentiell zu sein.

Vals7
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Abb. 4.9 Die Uberlagerung von H-1152 (griin) und HA-1077 (weiB) zeigt eine sehr dhnliche Position der
Isochinolinringe im Bezug auf die umliegenden Reste. Beide Inhibitoren bilden eine Wasserstoffbriicke zum
Amidstickstoff von Val123. Im Gegensatz dazu ist die Position der Homopirperazinringe um fast 1,5 A
verschoben. Die Methylgruppe (C10) verhindert eine HA-1077-dhnliche Position von H-1152P aufgrund eines
sterischen Konflikts mit Thr183 (roter Pfeil). Daher konnen die Wasserstoffbriicken zu Glu127 und Glul70 nur
von HA-1077 gebildet werden.

Andere Wasserstoffbriicken, die von ATP zu Resten in der Bindetasche gebildet werden, sind
nicht in allen Inhibitorstrukturen zu finden. Die beiden H-Briicken, die von der 2'OH und
3'OH Gruppe der Ribose zum Carboxylatsauerstoff von Glu127 und zum Carbonylsauerstoff
von Glul70 gebildet werden, finden ihre Entsprechung nur im HA-1077 Komplex, wo der
protonierte Homopiperazinstickstoff diese Wasserstoffbriicken bildet. Im Fall von H-1152P
ist dies nicht moglich, da hier der gesamte 7-Ring um ca. 1,5 A verschoben ist. Die
Verschiebung entsteht vermutlich durch die zusétzliche Methylgruppe (C10), die sonst in
Konflikt mit Thr183 kiime (Abb. 4.9). Somit sind die Abstinde zu Glul70 (O) (4,2 A) und
Glul27 (OD1) (3,57 A) zu groB, um H-Briicken zu bilden. Abbildung 4.9 zeigt die
Ubereinstimmung der Position der Isochinolinringe und die unterschiedliche Position der

Homopiperazinringe mit einer Verschiebung um ca. 1,5 A. Obwohl H-1152P nur eine H-
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Briicke zum Enzym besitzt, fithren die beiden zusitzlichen Methylgruppen zu einer erhohten
Anzahl an van-der-Waals Kontakten, einer grofleren Kontaktoberfliche und hoherer Affinitét

zu PKA im Vergleich zu HA-1077.

4.2.9 Vergleich zu Rho-Kinase

Die Rontgenstrukturen zeigen die Wechselwirkungen zwischen den Inhibitoren und PKA. Die
Kontakte der Inhibitoren bestehen hauptsdchlich zu Resten, die zwischen PKA und Rho-
Kinase konserviert sind. Dennoch gibt es vier unterschiedliche Aminoséuren, die mit ithrem
Seitenketten im Kontakt zu den Inhibitoren stehen: Vall23, Glul27, Glul70 und Thr183
(Abb. 4.3 und Tabelle 4.6). Rho-Kinase hat ein Alanin anstelle von Thr183, das mehr Platz
fiir H-1152P bietet, und so auch eventuell der Homopiperazinstickstoff ndher an die Wasser-
stoffbriickenakzeptoren Glul70 und Glul27 riicken konnte. Der Austausch von Leu49 in ein
Isoleucin konnte durch eine erhohte Anzahl von van-der-Waals Kontakten und hydrophoben
Wechselwirkungen, insbesondere mit der Methylgruppe am Isochinolin, ein Vorteil fiir
H-1152P sein. Inwiefern die beiden anderen Unterschiede Vall23Met und Glul27Asp zur
hoheren Affinitét und Selektivitét beitragen, ist schwieriger zu interpretieren. Vall23 hat die
zweitgroBBte Anzahl an van-der-Waals Kontakten zu den Inhibitoren. In den bekannten
Strukturen von Proteinkinasen mit einem Methionin in dieser Position zeigen die Seitenketten
von der Bindetasche weg, wiirden also keine Kontakte iiber CP oder Cy hinaus besitzen. Das
Methionin in dieser Position scheint also nicht zu einer hoheren Affinitdt zu Rho-Kinase
beizutragen, denn der Effekt wére eher die Wechselwirkungen zu vermindern. Auch der
Austausch Glul27Asp dndert vermutlich wenig. Denn obwohl die Seitenkette eine CH;-
Gruppe kiirzer ist, wire ein Zustandekommen der Wasserstoffbriicke zum Homopiperazin-

stickstoff sicher noch moglich.

Tabelle 4.6 Die Aminosauren, die mit ihrer Seitenkette mit den Inhibitoren in Kontakt stehen und bei Rho-
Kinase and PKA unterschiedlich sind, sind gezeigt und deren Héufigkeit innerhalb der Familie der Protein-
kinasen angegeben.

PKA | Hiufigkeit (%)* | Aminosiure | Rho-Kinase | Haufigkeit (%)*
Leu 55,6/49,1 49 Ile 34,1/37,9
Val 19,2/15,5 123 Met 32,1/25,1
Glu 16,9/15,5 127 Asp 38,7/32,2
Thr 13,8/15,5 183 Ala 32,6/28,9

* Zur Analyse der Hiufigkeit bestimmter Aminosduren in bestimmten Positionen wurde eine Datenbank
aufgebaut, die auf dem Sequenzalignment nach Hanks, 1991 (Alignment von 391 Kinasen, erster Wert) oder
Manning, 2002 (Alignment von 491 Kinasen, zweiter Wert) beruht [/, 4].
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Zur Analyse der Haufigkeit bestimmter Aminosduren in bestimmten Positionen wurde eine
Datenbank aufgebaut, die auf dem Sequenzalignment nach Hanks, 1991 (Alignment von 391
Kinasen) oder Manning, 2002 (Alignment von 491 Kinasen) beruht [/, 4]. Dazu wurde die
Sequenz von PKA durchnummeriert und die Insertionen aller anderen Kinasen geloscht. An
Stellen von Insertionen mussten teilweise Korrekturen manuell vorgenommen werden. Diese
bereinigten Sequenzen wurden in eine Microsoft Access Datenbank importiert. So kdénnen
also nur Kinasen, die in dem jeweiligen Alignment vorkommen, und Aminosiuren, die auch
bei PKA vorhanden sind (Sequenz von PKA zwischen 43 und 290), abgefragt werden.
Abfragen konnen sich auf jede beliebige oder auch mehrere Aminosduren in einer bestimmten
Position (Nummerierung nach der PKA-Sequenz) beziehen, sowie beliebige Kombinationen
davon sein (Tabelle 4.6).

Wenn man alle Aminoséduren betrachtet, die zwischen PKA und Rho-Kinase unterschiedlich
sind und mit ithren Seitenketten zu den Inhibitoren in Kontakt stehen, ist keine dabei, die
besonders selten oder aullergewdhnlich ist (Tabelle 4.4). Bis auf Leu49 sind die Aminosduren
bei PKA seltener als die entsprechenden bei Rho-Kinase. Dennoch kommt die Kombination
der vier Aminosduren von Rho-Kinase nur bei sechs von 491 Kinasen vor. Abgesehen von
Rho-Kinase gehort keine der sechs zur AGC-Familie. AuBlerhalb der konservierten
Kinasedoméne, aber direkt in Kontakt mit den Inhibitoren liegt Phe327 vom C-Terminus, was
innerhalb der AGC-Familie haufig vorhanden ist (Abschnitt 2.2.2.4). Betrachtet zusétzlich

man diesen weiteren Rest, so wird die Kombination einzigartig fiir Rho-Kinase.
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4.3 Strukturen von PKA und PKAB-Mutanten im Komplex mit Balanol-

derivaten

4.3.1 Einleitung

Balanol ist ein Naturstoff, der zuerst als Metabolit aus dem Pilz Verticillium balanoides [157]
und Fusarium Arten [158] isoliert wurde (Abb. 4.10). Balanol hemmt PKC und PKA im nie-
drigen nanomolaren Bereich (K;=6,4 nM fiir PKCa, K;=1,8 nM fiir PKCf und K;=3,9 nM fiir
PKA), aber auch andere Serin/Threonin Kinasen im héheren nM Bereich (Ki=74 nM fiir
CaMKII und K=742 nM fiir MAPK). Tyrosinkinasen werden nicht inhibiert [2//]. Eine
Rontgenstruktur von einem Balanol-PKA-Komplex wurde 1999 veréffentlicht (PDB-Code
1BX6) [26]. Balanolderivate, die PKC inhibieren, sind bereits beschrieben [271-219].

Neue Balanolderivate bzw. Azepanderivate wurden als Inhibitoren flir Protein Kinase B
(PKB/AKkt) synthetisiert [220]. Diese Inhibitoren wurden von Dr. B. Masjost und Dr. W.-G.
Friebe (Roche Diagnostics GmbH) zur Verfiigung gestellt und mit PKA und PKI(5-24) unter
etablierten Bedingungen kokristallisiert. Die Strukturen zeigen den Bindungsmodus und sind
wichtig bei der Optimierung der Inhibitoren beziiglich Plasmastabilitdit und Selektivitat
gegeniiber PKA und PKC [227].

Balanol besteht in seiner chemischen Struktur aus vier Ringen: ein Phenol ist {iber ein Amid
an einen Azepanring gebunden, der liber einen Ester mit einem Benzophenon mit
Substituenten verkniipft ist (Abb. 4.10). Die Balanolderivate sind vom natiirlichen Balanol
abgeleitet, haben aber einige Variationen in allen Teilen der Struktur: das Phenol (Ring A)
wurde durch ein Pyridin oder Pyrimidin ersetzt, der Esterlinker zwischen Ring B und C wurde
zu Amid, Ether, Vinyl oder Amingruppen ausgetauscht, die Substituenten am Benzophenon

(Ring D) und der Azepan-Ring (B) wurden veréndert.
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Abb. 4.10 Die chemische Struktur von natiirlichem Balanol
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Verdanderungen des Rings A vom Phenol zum Pyridin bewirken eine gesteigerte Affinitit zu
PKB. Das Pyridin oder Pyrimidin ist essentiell fiir eine Bindung im nM-Bereich. Eine Modifi-
kation des Linkers zwischen Ring B und C ist notwendig, da der Ester plasmainstabil ist und
innerhalb weniger Minuten im Blut abgebaut wird. Er soll durch plasmastabile Linker ersetzt
werden, die die Affinitit nicht verringern diirfen. Verdnderungen am Benzophenon sollen zu
einer Selektivitéit fiir PKB gegeniiber PKA und PKC fiihren. Zuletzt werden Modifikationen
an Ring B beschrieben. PKA ist hier sehr sensitiv, wiahrend PKC dies eher toleriert.

Diverse Inhibitoren mit Verdnderungen in allen Teilen des Molekiils wurden mit PKA ko-
kristallisiert. 22 Rontgenstrukturen wurden geldst. Tabelle 4.7 gibt einen Uberblick iiber diese
Strukturen, die im Folgenden genauer beschrieben werden. AuBlerdem wurden die Strukturen
von 7 ausgewihlten Inhibitoren mit PKAB-Mutanten geldst, und die Strukturen zum Ver-
gleich benutzt (Tabelle 4.8). Insgesamt 29 Strukturen von Balanolderivaten sind in Abb. 4.11
iiberlagert dargestellt.

\ W ~ 2 \ §

Abb. 4.11 29 Strukturen wurden von Komplexen der Balanolderivate mit PKA und PKAB-Mutanten geldst.
Die hochste Auflosung war 1,6 A und liegt im Durchschnitt bei 2,2 A.
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Tabelle 4.7 Ubersicht iiber die gelosten PKA-Strukturen mit Balanolderviaten
Inhibitor | Detektor* Auflosung Reryst Riree Zellkonstanten Ryym | Vollstindigkeit
RO1 X 2,49 20,0 25,9 74,2/76,3/79,7 0,109 91,2
R02 P 2,02 18,9 233 74,3/76,9/79,9 0,13 81,8
RO3 P 2,9 17,0 23,0 74,6/77,0/80,2 0,21 98,5
R04 CCD 2,3 20,6 25,7 73,2/79,2/80,5 0,058 99,2
RO5 P 2,3 21,7 27,9 72,1/79,3/80,1 0,125 90,3
R11 CCD 2,3 20,4 27,0 73,1/79,4/80,3 0,104 87,2
R12 IP 2,95 16,7 23,0 74,1/76,4/80,0 0,15 99,1
R14 CCD 2,69 21,6 27,7 73,8/77,0/79,9 0,085 99,6
R15 CCD 1,85 19,7 24,2 73,0/79,1/80,4 0,069 96,6
R21 P 2,04 18,0 21,5 74,9/77,1/80,4 0,09 95,7
R22 IP 2,45 20,0 25,4 72,6/79,4/79,5 0,101 99,4
R23 P 2,45 18,9 24,2 73,0/79,1/79,1 0,062 98,8
R24 P 1,86 17,0 20,9 74,6/76,4/80,3 0,082 86,7
R25 P 1,8 17.4 20,6 74,4/76,3/80,5 0,08 93,7
R26 P 2,45 17,8 24,7 74,4/76,6/80,2 0,14 97,0
R27 P 1,99 18,9 238 73,3/76,0/80,2 0,077 90,0
R31 CCD 2,05 18,2 23,6 74,1/76,8/79,5 0,081 99,8
R32 CCD 1,90 19,2 249 61,4/76,0/78,7 0,094 98,7
R33 CCD 2,47 19,1 25,3 73,8/75,5/79,4 0,095 98,7
R34 CCD 1,68 20,0 23,5 70,7/73,3/78,1 0,164 93,2
R35 IP 2,2 17,2 21,9 74,7/76,9/80,7 0,13 90,0
R42 CCD 2,45 21,6 28,1 73,9/78,1/79,9 0,113 99,8

* Die mit IP (Mar Image Plate) oder X (Bruker X1000 Flachendetektor) bezeichneten Datensdtze wurden an
einer rotierenden Anode mit dem entsprechenden Detektor gemessen. Die mit CCD (Charge Coupled Device)

bezeichneten Datensitze wurden am Synchrotron aufgenommen.
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Abb. 4.12 Strukturformeln der Inhibitoren
Tabelle 4.8 Ubersicht iiber alle gelosten PK AB-Strukturen mit Balanolderviaten
Inhibitor | PKABx | Detektor | Auflosung | Ry Rgee | Zellkonstanten Rgym Vollstindigkeit
RO02 2 1P 2,20 18,3 22,6 | 74,4/76,6/80,0 0,150 95,0
RO3 2 1P 1,95 23,8 27,8 | 74,6/76,9/80,2 0,100 93,4
R31 4 CCD 2,46 22,2 27,2 |49,8/79,6/117,3 | 0,122 97,4
R12 4 CCD 2,05 18,9 23,8 48,8/79,4/117 0,089 98,1
R35 4 CCD 2,35 18,2 23,7 |59,1/78,7/100,9 | 0,081 99,1
R23 5 CCD 1,64 16,6 19,8 | 61,7/78,8/78,8 0,094 98,1
R36 5 CCD 3,00 23,9 30,9 | 72,8/78,9/79,4 0,201 99,1
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4.3.2 Plasmastabile Derivate durch Ersatz des Esterlinkers

Der Linker zwischen Ring B und C wurde verdndert, um die pharmakokinetischen
Eigenschaften zu verbessern. Denn die Esterverbindung RO1 ist plasmainstabil und hat eine
Halbwertszeit von weniger als einer Minute (Tabelle 4.9). Da solche Verbindungen thera-
peutisch nicht einsetzbar sind, wurde nach plasmastabilen Derivaten gesucht und eine Reihe
von Verbindungen synthetisiert. Diese wurden auf ihre Plasmastabilitdt und Bindungsaffinitét
untersucht. Rontgenstrukturen der PKA-Komplexe wurden zur Analyse der beobachteten

Verianderungen benutzt.

Tabelle 4.9 Eigenschaften der Balanolderivate

Inhibitor RO1 RO02 RO3 R04
Linker Ester Amid Ether Vinyl
@WNM N il Hel @O Hel @D ] i .
Strukturformel CHSF D’OQ o H:bH o o 2&@“‘”0 HO~o Oy
I Neden ClO e
Ty, <1 min 69 h 29 h n. b.
IC5 (PKA) [nM] 5 2 39 360
IC5 (PKB) [nM] 5 4 355 160

Tabelle 4.10 Datensammlung und Verfeinerung

PKA-RO1 PKA-RO02 PKA-RO03 PKA-R04
Ester Amid Ether Vinyl
Datensammlung
Raumgruppe P212121 P212121 P212121 P212121
Zellkonstanten (a, b, ¢) (A) 74,2,76,3,79,7 | 74,2,76,9,79,9 | 74,9, 76,5, 80,1 | 73,2,79,2, 80,5
Auflosung (A) 20,93-2,49 14,7-2,0 21,51-2,89 32,2-2.3
Vollstindigkeit (%) * 91,2 [54] 81,8 [15,7] 85,0 [75,6] 99,2 [99,9]
Ryym (%) * 10,9 [34,9] 12,9 [35.3] 19,4 [59,0] 5,8[23,2]
Verfeinerung
Auflésung 2,49 2,0 2,89 2,3
Anzahl der Atome 3107 3138 3065 3053
Anzahl der Reflexe 14088 23778 8616 19351
Reryst /REree (%0) 20,0/25,9 18,1/22,7 18,1/24,1 20,6/25,7
Korrelationskoeffizient F,-F, [Free] 92,7 [86,8] 95,7 [93.3] 94,1 [89,1] 93,2 [90,8]
Standardabweichung von idealen Werten
Bindungsldngen (A) 0,014 0,012 0,018 0,018
Bindungswinkel (°) 1,471 1,436 1,685 1,602
Temperaturfaktoren
Alle Atome 20,9 34,5 40,2 43,3
PKA 21,2 34,8 40,4 434
PKI 19,6 31,3 39,8 42,1
Inhibitor Atome 10,8 22,0 30,3 32,1
Solvent Molekiile 18,6 36,1 36,8 44,7

* [duBerste Schale]
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4.3.2.1 Analyse der Struktur des PKA-RO1-Komplexes

Die Struktur des Komplexes von PKA und PKI(5-24) mit RO1 war eine der ersten Strukturen
und wurde mit einer Auflosung von 2,5 A geldst. Die Bindetasche der Inhibitoren kann in drei
Bereiche aufgeteilt werden: die Pyridin-, Azepan- und Benzophenon-Bindetasche, die auch
ungefdhr der Adenin-, Ribose- und Triphosphat-Bindetasche von ATP entsprechen
(Abb. 4.13).
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Abb. 4.13 Bindung der Balanolderivate in der ATP-Bindetasche. Dargestellt ist der Inhibitor RO1 (griin/
orange) und die AMP-PNP-PKA-Struktur (blau/pink) (1CDK), [/7] zum Vergleich.

Die Pyridintasche enthilt den Pyridinteil und die Amidgruppe, die zum Azepan verbindet.
Dieser Bereich wird im Komplex von MnAMP-PNP, PKA und PKI(5-24) (1CDK) [22] vom
Adeninteil besetzt und kann die meisten Aromaten aufnehmen. Eine Uberlagerung mit 1CDK
ist in Abb. 4.13 dargestellt. Van-der-Waals-Wechselwirkungen bestehen in diesem Bereich
zwischen dem Inhibitor und Teilen des Glycinloops (Leu49, Val57), des [B-Faltblatts 3
(Ala70), der Hinge Region (Met120, Tyr122, Vall23, Glul27), des katalytischen Loops
(Leul73), des Anfangs des Aktivierungsloops (Thr183) und des C-Terminus (Phe327). Der
Amidstickstoff von Vall23 der Hinge Region bildet eine Wasserstoffbriicke (3,3A) zum
Pyridinstickstoff von Inhibitor RO1. Diese H-Briicke zu Vall23 wird auch im ATP-Komplex
gebildet und kommt in den meisten Inhibitorkomplexen vor, scheint also sehr wichtig fiir die
Bindung zu sein (Abschnitt 4.2.8). Zwei weitere Wasserstoffbriicken werden vom Amid des
Inhibitors zu Wassermolekiilen gebildet, die vom NH zu Glul27 und Leu49 und von CO zu
Lys72 und Aspl84 weiterleiten (Abb. 4.14). Diese beiden Wassermolekiile sind in den
meisten Strukturen mit den Balanolderivaten an dieser Position zu finden.

Das Azepan, das sich iiber die Ribosetasche erstreckt, sowie der daran anschlieBende Ester-
linker binden in der Azepantasche. Diese wird von Resten des Glycinloops (Gly50, Thr51,
Gly52, Val57), des B-Faltblatts 3 (Lys72), des katalytischen Loops (Glul70, Asnl171) und des
Aktivierungsloops (Aspl184) gebildet. Es gibt drei Wasserstoffbriicken zwischen dem
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Azepan-Stickstoff und Glu170(0) (2,9 A), GIn171(OE1) (3,1 A) und Aspl184 (OD1 und
0D2) (2,9 Aund 3,4 A).

Die Benzophenontasche wird auf einer Seite durch den flexiblen Glycinloop begrenzt, der im
Vergleich zum AMP-PNP-Komplex verschoben wird (Abb. 4.14.). Folglich gibt es van-der-
Waals-Kontakte zum Glycinloop (Ser53, Phe54, Gly55, Arg56), aber auch zu B-Faltblatt 3
(Leu74), zum Aktivierungsloop (Glyl186, Phel87) und einigen Resten der Helix C (GIn84,
His87, Thr88, Glu9l). Der Carbonylsauerstoff des Benzophenons bildet eine Wasserstoff-
Briicke zum Amidstickstoff von Phe54 an der Spitze des Glycinloops. Der Hydroxyl-
substituent am Benzophenon bildet eine starke H-Briicke zu Glu91. Der Abstand liegt bei
2,5 A und die Elektronendichte ist durchgehend. Das konservierte Glu91 bildet auBerdem eine
Salzbriicke mit dem ebenfalls konservierten Lys72. Alle H-Briicken sind noch einmal in

Abb. 4.14 dargestellt.

Abb. 4.14 Elektronendichte und intermolekulare Wechselwirkungen zwischen PKA und dem Balanol-Derivat
RO1. Zum Vergleich ist die Struktur 1ICDK (PKA-PKI(5-24)-MnAMP-PNP) (diinne schwarze Linien) tiber-
lagert.
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4.3.2.2 Bindung und Bindungsaffinititen von Ether-, Amin-, und Vinylderivat

Drei weitere Inhibitoren R02, RO3 und R04 mit Amid-, Ether- und Vinyllinker zwischen
Azepan und Benzophenon wurden ebenfalls mit PKA kokristallisiert und die Strukturen
gelost. Sie sind mit dem Ester iiberlagert in Abb. 4.15 dargestellt. Die gebundenen
Konformationen sind kaum verdndert. Der Linker ist in allen Strukturen trans orientiert, der
Torsionswinkel zwischen Azepan und Benzophenon ist antiperiplanar. Diese Konformation
ist notwendig, damit sowohl Azepan als auch Benzophenon in ihre Bindetasche zeigen.
Deshalb sollten auch Molekiile, die in wassriger Losung bereits trans orientiert sind, eine
hohere Bindungsaffinitit besitzen. Dies bestitigen 1Cso-Werte von 5 nM und 4 nM fiir Ester
und Amid. Der Ether bindet schwécher (IC5¢=39 nM). Dies ist damit zu erkldren, dass die
trans-Konformation in wéssriger Losung nicht bevorzugt vorliegt. Sie einzunehmen, erfordert
zusdtzliche Energie. Ein NMR-NOESY Experiment zeigte n-stacking der Aromaten (Pyridin
und Benzophenon). Dass Inhibitoren, die in einer préorientierten Konformation vorliegen,

eine hohere Affinitét aufweisen, ist beschrieben [222].

Abb. 4.15 Uberlagerung von R01, R02, R03 und R04.

Amid (R02)

Die Bindung von Inhibitor RO2 (Amid) und RO1 (Ester) sind prinzipiell gleich, wie aus der
Uberlagerung (Abb. 4.15) zu erkennen ist. Nur die Seitenketten von Asp184, Thr183 und
Lys72 zeigen Verdnderungen. Die Seitenkette von Asp184 orientiert sich in Richtung des
Amid und kann so eine Wasserstoffbriicke zu dessen Amidstickstoff bilden. Die H-Briicke
zum Azepan-Stickstoff bleibt dabei erhalten. Lys72 macht neben der H-Briicke zu Glu91 eine
zusétzliche Wasserstoftbriicke zur Hydroxylgruppe am Benzophenon. Die Seitenkette von
Thr183 ist in dieser Struktur so orientiert, dass eine H-Briicke zum Carbonylsauerstoff des

Amids am Pyridin gebildet werden kann.
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Ether (R0O3)

Auch hier gilt, dass sich die Strukturen kaum unterscheiden. Die H-Briicke zwischen Lys72
und der Hydroxylgruppe am Benzophenon des Inhibitors ist auch hier vorhanden, so dass der
groflere Abstand im Fall des Esters die Ausnahme ist. Thr183 nimmt in der Struktur des
Inhibitors R03 zwei Konformationen ein, eine analog der Ester-Struktur und die andere
analog der Amid-Struktur. Entsprechend kann eine H-Briicke zu einem Wassermolekiil oder
zum Inhibitor gebildet werden. Die Seitenkette von Thr183 und die des rdumlich benach-
barten Leul73 sind flexibel und vorwiegend in zwei Orientierungen zu finden. Asp184 ist in
der gleichen Position wie beim Ester (R01), da auch der Ethersauerstoff kein H-Donor ist. Der
Etherlinker ist flexibler als Ester und Amid und grundsétzlich nicht an die starre planare trans
Orientierung gebunden. Dennoch nimmt der Linker eine dhnliche Position ein, denn Azepan
und Benzophenon miissen fiir die Bindung an PKA eine bestimmte Orientierung haben. Nur
der Ethersauerstoff ist gegeniiber dem Estersauerstoff um 0,4 A verschoben, die umliegenden

Atome liegen in gleichen Positionen.

Vinyl (R04)

Die Analyse der Struktur von Inhibitor R04 zeigt keine signifikanten Verdnderungen im
Vergleich zum Ester und Amid. Fiir Lys72 und Aspl84 gilt das fiir den Ether RO3
Beschriebene. Dennoch ist die Affinitét hier deutlich geringer. Dies mag daran liegen, dass

die C=C Doppelbindung wesentlich starrer ist.

Tabelle 4.9 Ubersicht {iber mogliche Wasserstoffbriicken, die von den Inhibitoren gebildet werden konnen. Die
entsprechenden Abstdnde sind angegeben.

Wasserstoffbriicken PKA-01 | PKA-02 | PKA-03 | PKA-04
Abstand [A] Ester Amid Ether Vinyl
Inhibitor - Protein
N11 Vall23 (N) 3,3 32 3,1 3,1
SN 022 Thr183 (OG1) — 2,8 2,7/— —
22 OYQ N33 Aspl84 (OD1) 2,9 2,7 2,5 2,9
2HN N33 Aspl84 (OD2) 34 3,4 3,3
OH33 N33 Glul70 (0) 2,9 2,9 3,1 2,9
HC-0es 41X N33 Asnl71 (OD1) 3,1 2,9 32 3,1
O F O ISNZ, X41 Aspl184 (OD2) — 3,0 — —
X41 Aspl84 (OD1) — 3,4 — —
OH O 062 Phe54 (N) 3,1 3,0 3,3 2,0
92 62 092 Glu9l (OED) 2,5 2,6 2,7 2,7
092 Lys72 (NZ) — 3,1 3,1 3,2
Inhibitor - Wasser - Protein
022 X54 Lys72 (NZ) 29-261| 29-34| 28-28| 3,1-2,9
Aspl84 (OD1) -2.5 -2,7 -3.2 -29
Aspl84 (OD2) -3,1 -2,9 -29
N23  X22 Glul27(OE2) 29-261| 29-2,7| 3,1-2,7| 3,1-2,6
Leu49 (O) -3,0 -2,9 -3,0 -2,9
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4.3.2.3 Vergleich zum natiirlichen Balanol

Diese vier Strukturen sollen mit der Struktur des Balanol-PKA-Komplexes (1B6X) [26] ver-
glichen werden. Das natiirliche Balanol und die Balanolderivate werden prinzipiell in gleicher
Weise gebunden, trotzdem sind ein paar Unterschiede zu bemerken.

Ring A, ein Phenol (Balanol) oder Pyridin (Derivate), bindet in der Adenintasche. Alle
Strukturen zeigen gleiche H-Briicke zur Hinge Region zum Amidstickstoff von Vall23.
Balanol kann jedoch auch eine Wasserstoftbriicke zwischen der Phenolgruppe des Inhibitors
und den Carbonylsauerstoff von Tyr122 bilden.

Die Benzophenonsubstituenten sind sehr unterschiedlich: natiirliches Balanol hat zwei
Hydroxylgruppen an Ring C und eine Hydroxyl- und eine Carboxylatgruppe an Ring D. Diese
hydrophilen Substituenten sind in einem Netz aus Wasserstoftbriicken eingebunden: zu
Gly52, Ser53, Phe54 und Gly55 vom Glycinloop, zu den konservierten Lys72 und Glu9l,
sowie zu Aspl84. Die Derivate besitzen Substituenten nur an Ring D: und zwar die
Hydroxylgruppe, ein Fluoratom in der Position der Carboxylatgruppe und eine zusétzliche
Methoxygruppe. Die Hydroxylgruppe bildet eine starke Wasserstoffbriicke zu Glu91 und
Lys72. Sie ist in fast in allen Strukturen vorhanden. Das Fluor zeigt in die gleiche Richtung
wie die Carboxylatgruppe des natiirlichen Balanols (zu Ser53), kann aber im Gegensatz zum
Carboxylat keine H-Briicke bilden. Die Methoxygruppe erstreckt sich weiter in Richtung
Phel87, GIn84 und His87. Dieser Teil der Bindetasche wird von Balanol nicht besetzt.
Aspl184 vom konservierten DFG-Motiv verdient besondere Beachtung, denn die Seitenkette
ist sehr flexibel und zeigt die meisten liganden-induzierten Bewegungen innerhalb der ATP-
Tasche. Die Seitenkette mit der Carboxylatgruppe zeigt nach auBlen, wenn sie die
Manganatome in der PKA-PKI-AMP-PNP Struktur (1CDK) koordiniert, zur Hydroxylgruppe
am Ring C im Balanol-PKA-Komplex, bei Liganden wie H-1152, Y-27632, H-89 und H-7
oder auch wenn kein Ligand gebunden ist. Bei Liganden wie H-8, HA-1077 oder den
Balanolderivaten zeigt die Carboxylatgruppe nach innen und bildet eine Wasserstoffbriicke
zum Inhibitor. Bei den Balanolderivaten mit Ester-, Ether- oder Vinyllinker wird eine H-
Briicke zum Azepanstickstoff gebildet. Bei den Amidderivaten nimmt Asp184 eine mittlere
Position ein und bildet eine H-Briicke zum Amidstickstoff. Thr183 und Leul73 sind auch
sehr variabel. Es gibt vorwiegend zwei Positionen der Seitenkette von Thr183, so dass eine
Wasserstoftbriicke von der OH-Gruppe entweder zum Inhibitor oder zu einem konservierten

Wasser gebildet wird.



4 Ergebnisse und Diskussion - Proteinkinase A 61

4.3.2.4 Vergleich der Komplexe von R02 und R03 mit PKA und PKAB2

Die Inhibitoren R02 und R03 wurden mit PKA und auBerdem mit einer PKAB2 Mutante
kokristallisiert und die Rontgenstrukturen der Komplexe gelost.

Bei der PKAB2-Mutante wurden zwei Aminosduren in der ATP-Bindetasche, die in PKA und
PKB unterschiedlich sind, in die entsprechenden Aminosduren der PKB-Sequenz ausge-
tauscht. Dies sind Vall23Ala und Leul73Met [223]. Zuerst wurde die PKAB2 und PKAB3-
Mutante ohne Liganden sowie mit Mg-ATP kokristallisiert und drei Strukturen gelost:
PKAB2, PKAB2-MgATP-PKI(5-24), PKAB3 [223]. Es zeigte sich, dass GInl81, welches
normalerweise Uber hydrophile Kontakte der Seitenkette an der Oberfliche des Enzyms
gebunden ist, durch den Austausch von Vall23 zu Alanin die Konformation der Seitenkette
andert und in die Bindetasche hineinklappt. In der Struktur mit ATP sieht man, dass eine
Verdrangung aus der Tasche notwendig ist, damit ATP gebunden werden kann. Dies spiegelt
sich in hoheren Ky-Werten wieder. Dieser Defekt der Mutante ldsst sich durch die Mutation
von GInl81 in Lysin (wie in PKB) beheben. In der Struktur der PKAB3-Mutante zeigt die
Seitenkette des Lysins dann auch ohne Ligand wieder nach auBlen. Strukturell sieht man bei
der ATP-Bindung der PKAB2-Mutante keine wesentlichen Unterschiede zu PKA- oder PKB-
ATP-Komplexen [223].

Abb. 4.16 Uberlagerung der Komplexe von PKA-RO1(dunkelviolett) und PKAB2-RO1 (hellviolett) sowie
PKA-RO3 (orange) und PKAB2-RO03 (beige).



62 4 Ergebnisse und Diskussion - Proteinkinase A

Im Vergleich dndert sich bei der Bindung von Inhibitor ROl an PKAB2 wenig, auch die
ICso-Werte fiir PKA und PKB sind sehr dhnlich. Auffallig ist nur, dass sich der Pyridinring
(Ring A) aus der Ebene dreht. Das gleiche ist bei Inhibitor RO3 zu beobachten. Das mag daran
liegen, dass sich Leul73 direkt unter dem Aromaten befindet. In der PKAB2 Mutante ist es
zu Methionin ausgetauscht. Durch Wechselwirkungen zwischen dem Schwefel und dem
Aromaten konnte diese Drehung aus der Ebene bedingt sein. RO1 (Ester) und R03 (Ether)
haben einen unterschiedlichen Linker zwischen Ring B und C. Hier sehen wir, dass der Ether
keine strenge planare Anordnung erfordert und der Sauerstoff der Ethergruppe auch etwas

verschoben liegen kann.

4.3.3 Erhohte Affinitit zu PKB durch Austausch des Phenols gegen Pyridin

Ring A ist im Naturstoff Balanol ein Phenol, wéhrend die synthetisierten Inhibitoren auch ein
2-Methylphenol, 2,6-Dimethylphenol, Pyridin oder Pyrimidin als Ring A besitzen. Die ver-
schiedenen Strukturen zeigen, dass Phenole in allen PKA-Komplexen anders als die ent-
sprechenden Pyri(mi)dine binden (Abb. 4.18). Sie haben zwar auch in den meisten Fillen
unterschiedliche Substituenten am Benzophenon (Tabelle 4.10), da aber die Ringe B und C in
gleicher Position liegen, ist der Einfluss der Substituenten auf die Lage von Ring D

beschrinkt.

Tabelle 4.10 Ubersicht iiber eine Reihe von Inhibitoren mit Variation des Rings A.

Inhibitor RO1 RO5 R11 R12 R14 R15
p— — H,C H,C
H, Hy 5
N: ‘ " . Nk\/ ‘ . ) HO. . HO, g HO. r HO. I§
Stl‘uktul‘- o O oD,Q oS " OO' hew, OO\NT’O ch:ijﬁé/:;@ HQC:@W:’/@“ cH, @jﬁ/w
formel crcrr ° Misdenl o o
IG5y (PKA)
5 46 10 94 4900 3
[nM]

Alle Kristallstrukturen der Inhibitor-Komplexe wurden {iberlagert und analysiert. Die
Inhibitoren RO1 und ROS5 unterscheiden sich nur in Ring A, der ein Pyridin (RO1) oder
Pyrimidin (R05) ist. Auch die Konformation des Proteins unterscheidet sich kaum. Dennoch

finden wir unterschiedliche ICso-Werte von 5 nM (R01) und 46 nM (ROS5). In der Abbildung
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4.17 sieht man, dass die Amidgruppe zwischen Ring A und Ring B unterschiedlich liegt. Sie
ist noch weiter aus der Ebene des Ring A herausgedreht. Auch ein Wassermolekiil, das fast
immer Wasserstoftbriicken zum Carbonylsauerstoff des Inhibitors, zu Lys72 und Aspl184

bildet (siehe auch Tabelle 4.9), fehlt trotz einer guten Aufldsung von 2,3 A.
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Abb. 4.17 Vergleich zwischen Pyridin (R01) (magenta) und Pyrimidin (R05) (violett).

Bei den Inhibitoren mit Phenol- oder (Di)methylphenolring ist der Ring A gegeniiber den
Inhibitoren mit Pyridin oder Pyrimidin deutlich verschoben, wéihrend Ring B und C
unverdndert bleiben. Der Inhibitor R11 mit einem Phenol ohne Methylgruppe nimmt eine

mittlere Position ein (Abb. 4.18).

Abb. 4.18 Vergleich von Inhibitoren mit Variationen in Ring A: Pyri(mi)din (R01, R0S5) (violett), Phenol (R11)
(blau), 2,6-Dimethylphenol (R12, R14) (griin) und 2-Methylphenol (R15), gelb.

Der Phenolring entfernt sich von Phe327 tiefer in die Tasche in Richtung Met120. Auch die
Hinge Region wird nach aulen gedriickt (Abb. 4.19). Die phenolische Hydroxylgruppe kann
Wasserstoftbriicken zwei verschiedenen Aminosduren der Hinge Region bilden: zum Amid-
stickstoff von Vall23 und zum Carbonylsauerstoff von Glul21. Tragt das Phenol eine oder
zwei Methylgruppen in ortho-Position wird der Ring noch etwas weiter in Richtung Met120
verschoben. Dies beruht auf Wechselwirkungen mit Phe327, das die Tasche abschlief3t. Ist
nur eine Methylgruppe (Inhibitor R15) vorhanden, zeigt diese in Richtung Phe327 und nicht
in Richtung Met120. Aufgrund des Platzbedarfs des Inhibitors &dndert sich die Konformation
der Seitenkette von Met120, wenn zusdtzlich eine zweite Methylgruppe vorhanden ist

(Inhibitor R12, R14) (Abb. 4.19).
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Trotz der stark unterschiedlichen Position der Ringe A bis B und Anderungen am Protein in
der Adenin-Bindetasche unterscheiden sich die ICsp-Werte fiir PKA zwischen einem
vergleichbaren Phenol-Pyridinpaar (R11: 10 nM und RO1: 5 nM) kaum. Auch Inhibitor R15
(Methylphenol) zeigt einen ICsp-Wert von 3 nM, obwohl hier auch ein anderer Ring D
vorhanden ist. Inhibitor R12 kann mit Inhibitor R22 verglichen werden, die sich nur in Ring
A (Phenol vs. Pyridin) und Linker zwischen B und C (Ester vs. Amid) unterschieden. Die
ICso-Werte liegen um den Faktor 10 auseinander (R12: 94nM und R22: 9 nM).
Offensichtlich vermindert also die zweite Methylgruppe die Affinitdt zu PKA, die auch die
Verschiebung der Seitenkette von Met120 induziert.
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Abb. 4.19 Die C-lobes aller Strukturen sind iiberlagert. Die Position des Phenols R11 (blau), der 2-Methyl-
phenole R12 und R14 (griin) und des 2,6-Dimethylphenols R15 (blau) ist gegeniiber dem Pyridin RO1(magenta)
und Pyrimidin RO5 (violett) stark verschoben. Verdnderungen am Protein betreffen die Hinge Region und
Met120.

Bei PKB zeigen sich wesentlich groere Unterschiede in der Affinitdt der Phenol- und
Pyridinderivate. Die Phenole inhibieren PKA und PKC im nM Bereich, wohingegen die 1Cs-
Werte fiir PKB im niedrigen uM Bereich zu finden sind. Erst durch den Austausch zu Pyridin
oder Pyrimidin werden die ICsp-Werte fiir PKB in den nM-Bereich verschoben und liegen
dort dhnlich wie fiir PKA.
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In Bereich der Bindetasche von Ring A gibt es zwei wichtige Unterschiede in der Sequenz
von PKA und PKB: Vall23Ala und Leul73Met. Eine Struktur des Komplexes von PKA und
einer PKAB4-Mutante mit Inhibitor R12 sind in Abb. 4.20 dargestellt.
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Abb. 4.20 Uberlagerung von PKA-R12 und PKAB4-R12

Die Strukturen PKAB2-R01 und PKAB2-R03 haben bereits gezeigt, dass die Mutation
Leul73Met einen Einfluss auf die Lage von Ring A hat (Abschnitt 4.3.2.4). Ring A wird um
etwa 10° aus der Ebene gedreht. Das ist auch bei Inhibitor R12 zu sehen (Abb. 4.21). Auf den
ersten Blick sind keine Verdnderungen am Protein zu erkennen, mit Ausnahme der
Mutationen (Abb. 4.20). Dennoch liegt der ICsp-Wert fiir PKA und PKB um Faktor 10
auseinander. Dies ist nicht auf Anhieb zu erkliren, aber bei allen Phenolen konsistent. Durch
beide Mutationen kommt es zu verminderten van-der-Waals-Wechselwirkungen. Vermutlich
sind Effekte des Schwefels von Metl73 verantwortlich, das direkt unter Ring A liegt und
dessen Lage beeinflusst. Hinzu kommt die Verschiebung von Met120, die sich ungiinstig auf

weitere Reste auflerhalb der Bindetasche auswirken konnte.

Abb. 4.21 Die Uberlagerung von PKA-R12 und PKAB4-R12 (griin) mit PKA-RO1 und PKAB2-RO1 (violett),
wobei die Komplexe mit der PKAB-Mutante in einem etwas helleren Farbton dargestellt sind, zeigt wie sich
Ring A aus der Ebene dreht. Zusétzlich sind bei Inhibitor R12 unterschiede im Bereich des Benzophenons zu
sehen, wo die beiden weiteren Mutationen liegen.
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Die PKAB4-Mutante hat zusitzlich zu den beiden Mutationen der PKAB2-Mutante zwei
weitere im Bereich der Benzophenon-Bindetasche: GIn84Glu und Phel87Leu. Verdnde-
rungen sind auch in diesem Bereich am Inhibitor (Abb. 4.21) und am Protein zu sehen
(Abb. 4.20). Glu84 dreht sich zum Inhibitor, ist aber mit 3,6 A etwas zu weit entfernt fiir eine
H-Briicke. AuBlerdem nimmt der Inhibitor den zusitzlichen Platz ein, den Leul87 (statt Phe)
in der Tasche ldsst. Eine weitere Analyse unterschiedlicher Substituenten am Benzophenon ist

im nichsten Kapitel zu finden.

4.3.4 Vergleich verschiedener Benzophenon-Substituenten

Verdnderungen im Bereich des Rings A von Balanol kann die Affinitit zu PKB erhdhen, so
dass die Bindung im nM Bereich liegt. Allerdings wird PKA in den meisten Féllen genauso
gehemmt. Weitere Modifikationen kdnnen an Ring D vorgenommen werden. Hier ist PKC
sensitiv [224], so dass durch geeignete Substituenten in diesem Bereich auch eine Selektivitét

gegeniiber PKC erreicht werden kann.

Tabelle 4.11 Ubersicht iiber eine Reihe von Inhibitoren mit unterschiedlichen Substituenten am Benzophenon.

Inhibitor R21 RO1 R22 R23 R24 R25 R26
O/CHa HSC\O O/\ HSC\N/CH3 HSC\N/CH3 CH, CH3
F o F N N
Ring D L L
OH OH OH OH OH OH OH
o o N Kooy RO ", o " i
formel | QO | O | ot | Rt | Ot Rt o
1Cs0 (PKA) 26 5 9 12 46 64 150
[nM]
1Cs0 (PKB) 62 5 53 33 53 24 93
[nM]

Diese acht Inhibitoren sind sich abgesehen von den Substituenten am Benzophenon sehr
dhnlich. Die Strukturen der Komplexe mit PKA werden im Folgenden gemeinsam analysiert
und verglichen. Sie haben eine Aufldsung zwischen 1,8 und 2,49 A. Eine Uberlagerung dieser

Strukturen zeigt Abb. 4.22.
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Abb. 4.22 A Uberlagerung der Inhibitoren RO1 (magenta), R02 (hellblau), R21 (blau), R22 (rosa), R23
(hellgriin), R24 (gelb), R25 (dunkelgriin) und R26 (orange) in der ATP-Bindetasche mit den umgebenden
Resten. B Der Benzophenonteil ist als Stereobild vergroBert dargestellt.

Die Position der Inhibitoren in allen iiberlagerten Kristallstrukturen stimmt bis auf eine
Ausnahme (Inhibitor R25, griin) sehr gut iiberein. Dort ist der Ring D sehr weit in Richtung
des Glycinloops verschoben, wobei der Glycinloop gleichzeitig ebenfalls verschoben wird.
Obwohl sich chemische Strukturen von R25 und R26 nur in einem Atom unterscheiden (es
handelt sich bei R26 um das Amidanalogon, vgl. Abschnitt 4.3.2), ist die Position in diesem
Fall nicht soweit gegeniiber den anderen Strukturen verschoben. Aufféllig ist, dass in beiden
Strukturen die Seitenketten von Ser53 und Phe54 eine verdnderte Konformationen gegeniiber
den anderen Inhibitorstrukturen einnehmen (Abb. 4.23). Diese Abweichungen finden sich in
den schlechteren Inhibitionskonstanten beider Inhibitoren wieder (R25: 1C50=64 nM und R26:
ICs50=120 nM).

Besonders auffillig ist, dass die Hydroxylgruppe am Benzophenon, die allen Inhibitoren
gemein ist, auch tatsdchlich in einem Punkt konzentriert zu sein scheint (Abb. 4.22). Diese
phenolische Gruppe bildet eine sehr enge H-Briicke zu Glu91. Die Absténde liegen meist bei
2,5 A und die Elektronendichte ist durchgehend. Eine Ausnahme bildet hier wieder Inhibitor
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R25, denn der Abstand betrigt hier 3,9 A. Allerdings befindet sich ein Wassermolekiil oder
Ton dazwischen, das zu beiden Atomen etwa 2,3 A Abstand hat (Abb. 4.23).

Abb. 4.23. Deutlich unterschiedliche Position von R25 (griin) gegeniiber den anderen Inhibitoren R26 (orange)
sowie R21 (blau) und R24 (gelb).

Der Fluorsubstituent hat unterschiedliche Einfliisse auf die Affinitit. Im Fall des Inhibitors
R21 erhoht er die Affinitdt zu PKA (von 26 nM auf 8§ nM) und PKB (von 62 nM auf 5 nM),
im Fall von R23 vermindert er die Affinitit (fiir PKA von 12 nM auf 46 nM). Das Fluor
befindet sich im Abstand von ca. 3,5 - 3,6 A zur Hydroxylgruppe von Ser53. In ortho-Position
liegen das Benzophenoncarbonyl und ein weiterer Substituent. Dies ist bei Inhibitor R21 eine
Methoxygruppe, bei R23 eine Dimethylaminogruppe. Die Bindetasche ist an dieser Stelle
sehr eng, so dass bei R23 eine sehr ungilinstige Wechselwirkung innerhalb des Inhibitors
entsteht. Eine der beiden Methylgruppen muss sich zum Fluor drehen und ist dann nur 2,8 A
entfernt, wihrend sich die einzelne Methoxygruppe zur anderen Seite wenden kann (siehe

Abb. 4.24).

Abb. 4.24 a Vergleich zwischen R0l (magenta) mit und R21 (blau) ohne Fluorsubstituent: Die Position ist sehr
dhnlich, aber die Methylgruppe weist in die andere Richtung relativ zum Fluor. b Ein sterischer Konflikt tritt
auf, wenn zusétzlich zur Dimethylaminogruppe (R23, griin) die Fluorgruppe vorhanden ist (R24, gelb).
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In der Uberlagerung (Abb. 4.22) sind auch die Bewegungen des Proteins noch einmal gut zu
erkennen. Leul73 und Thr183 sind sicherlich die flexibelsten Reste in der Bindetasche. Thre
Seitenketten treten bevorzugt zwei Konformationen auf, zum Teil auch innerhalb eines
einzigen Kristalls. Wie bereits beschrieben, ist der Glycinloop so flexibel, dass er sich den
Liganden anpassen kann. Vor allem Ser53 und Phe54 sind davon betroffen. Eine besondere
Aminosédure ist auch Aspl184. Bei allen Inhibitoren mit der Amidgruppe orientiert sich die
Seitenkette so, dass eine H-Briicke zum Amidstickstoff moglich ist. Bei allen Inhibitoren mit
Estergruppen zeigt sie zum Azepanstickstoff (Abschnitt 4.3.2).

Die Inhibitionskonstanten dieser Inhibitoren unterscheiden sich zwischen PKA und PKB nicht
besonders stark. Sie sind teilweise in Kontakt mit Aminosduren (Phel87 und GIn84), die
zwischen PKA und PKB unterschiedlich sind. Diese Unterschiede sollen fiir selektive Verbin-

dungen weiter ausgenutzt werden und wird im folgenden Abschnitt ndher beschrieben.

4.3.5 Selektivitit fiir PKB durch raumlich anspruchsvolle Benzophenon-Substituenten

Im Bereich der Substituenten von Ring D gibt es zwei Unterschiede in der Sequenz zwischen
PKA und PKB. Diese Unterschiede (Phel87Leu und GIn84Glu) machen die Benzophenon-
tasche in PKB groBer und verdndern die Ladung an der Stelle von GIn84. Dort kénnen
raumlich anspruchsvolle Substituenten eine Selektivitdt fiir PKB erreichen. Diese beiden
Austausche wurden in der PKAB4 und PKABS Mutante realisiert.

Die in der Tabelle 4.12 gezeigten Inhibitoren wurden mit PKA und in besonderen Féllen
zusétzlich mit PKAB4 oder PKABS5 zum Vergleich kokristallisiert und die Strukturen gelost
(Tabelle 4.13). Bindungskonstanten wurden kalorimetrisch mit ITC (Abschnitt 3.2.1.13) fiir
PKA, PKAB3 und PKABS5 bestimmt, um den Einfluss einzelner Aminosiduren genauer zu
analysieren.

Die iiberlagerten Strukturen zeigen eine dhnliche Position im Bereich der Ringe A, B und C.

In der Lage von Ring D und dessen Substituenten treten allerdings gréf3ere Unterschiede auf.
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Tabelle 4.12 Strukturformeln der Inhibitoren R23, R31, R32, R33 und R34. Die Bindungskonstanten K; [nM]
wurden mit ITC bestimmt.

Inhibitor R23 R31 R32 R33 R34
H
Substituent _ Nt N C> NC><
an Ring D CH, —N
g O i NQ\(O N\/ I @ :ml Nil o
Struktur- | Lo O O Xy = O\:Q fﬁ Q)
formel G, SUSH: ° H e | QO
K (PKA) 34 3300 48 150 n.b.
[nM]
K (PKAB3) 40 3770 190 260 n.b.
[nM]
K (PKABS) 17 260 9 8 n.b.
[nM]
Tabelle 4.13 Datensammlung- und Verfeinerungsstatistik
PKA PKAB5 PKA PKAB4 PKA PKA PKA
R23 R23 R31 R31 R32 R33 R34
Datensammlung
Beamline Rotating | DESY- DESY- DESY- DESY- DESY- SLS -
Anode BW6 BW6 BW6 BW6 BW6 PX
Wellenliinge (A) 1,54179 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05 1,00076
Raumgruppe P212121 P212121 P212121 P212121 P212121 P212121 P212121
Zellkonstanten 73,0 79,1 | 61,7 78,8 | 74,1 76,8 4979 117 61,4 76,0 | 73,8 75,4 | 70,7 73,3
(a, b, c) (A) 79,1 78,8 79,5 78,7 79,4 78,1
Aufldsungsbereich (A) | 33-2,45 17-1,64 18-2,05 15-2,46 16 -1,9 17-2,47 23-1,6
Vollstandigkeit (%) * 98,8 98,1 99,8 97,4 98,7 98,7 93,2
[96,1] [94,2] [100] [87,4] [96,8] [96,8] [100]
I/oc (I) * 10,0 [3,7] | 6,1 [1,3] 7,11,6] 4,8 [1,7] 6,2 [1,5] 3,1[2,3] 1,6 [2,5]
Multiplizitit* 4,3 [3,9] 3,8 [3,7] 5,5 [5,5] 2,7[3,0] 3,2 [3,1] 4,2 [4,1] 3,6 [3,8]
Reym * 6,2[20,8] | 9,4[53,8] | 8,1[44,2] | 12,2 9,4[46,9] | 9,3[33,3] | 16,4
[38,6] [26,3]
Verfeinerung
Aufldsung (A) 2,45 1,64 2,05 2,46 1,9 2,47 1,6
Anzahl der Atome 3040 3328 3200 3078 3245 3100 3421
Anzahl der Reflexe 16412 44150 27600 16210 28049 154881 44536*
Reryst /REree (%0) 18,9/242 | 16,6/19,8 | 18,2/23,6 | 22,2/27,2 | 18,9/24,9 | 18,8/25,4 | 20,0/23,5
Standardabweichung
Bindungslingen (A) 0,019 0,012 0,016 0,015 0,017 0,015 0,014
Bindungswinkel (°) 1,622 1,345 1,503 1,428 1,520 1,496 1,412
Temperaturfaktoren
Alle Atome 27,3 18,1 29,6 33,9 22,9 37,4 16,5

*[duBerste Schale]
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4.3.5.1 Kokristallstrukturen von R23 mit PKA und PKABS5

Inhibitor R23 hat vergleichbare, nanomolare Bindungskonstanten fiir PKA (34 nM), PKAB3
(40 nM) und PKABS (23 nM). Auch die beiden Kristallstrukturen von Komplexen mit PKA
(2,45 A) und PKAB5 (1,64 A) sind sehr dhnlich. Nach dem Molecular Replacement mit
einem PKA-PKI(5-24)-Modell und der Berechnung der ersten Dichte sind der Inhibitor und
die verdnderten Seitenketten der mutierten Aminosduren deutlich zu erkennen. Die
Mutationen verursachen keine wesentlichen Konformationsinderungen weder des Proteins
noch des Inhibitors. Im Vergleich zur inzwischen bekannten PKB-Struktur [73] sieht man,
dass die Seitenketten der Rotamer-Konformation in PKB entsprechen. Die Mutanten stellen
somit ein verbessertes Modell fiir PKB dar.

Drei Mutationen liegen in der Pyridin-Bindetasche: Vall23Ala, Leul 73Met und GIn181Lys.
Auch hier ist wie bei Strukturen der PK AB2-Mutante (Abschnitt 4.3.2.4) die Ebene des Rings
A vermutlich unter Einfluss des Met173 gekippt. Die beiden anderen Mutationen (Phel87Leu
und GIn84Glu) liegen in der Benzophenontasche (Abb. 4.26).

Die Bindung Inhibitor R23 an PKA entspricht im Wesentlichen der Bindung von R02
(Abschnitt 4.3.2.2). Der Einfluss des unterschiedlichen Substituenten am Benzophenon

wurde im Abschnitt 4.3.4 analysiert.

Glycinloop

K
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Abb. 4.26 Kristallstrukturen von Komplexen des Inhibitor R23 mit PKA (2,45 A) (griin) und PKABS5 (1,64 A)
(rot) wurden {iberlagert. Die Bindetasche mit allen Aminosduren, deren Seitenketten im Bereich von van-der-
Waals-Wechselwirkungen liegen, zeigt die gute Ubereinstimmung der Strukturen, aber auch die fiinf
Mutationen.
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4.3.5.2 Kokristallstrukturen von R31 mit PKA und PKAB4

Die Benzophenontasche ist im Prinzip sehr gro und wird durch einen groflen Teil der
Inhibitoren nicht komplett ausgefiillt (Abschnitt 4.2.2.3). Diese Inhibitoren zeigen keine
Selektivitit zwischen PKA und PKB sondern hemmen beide Enzyme im niedrigen nM-
Bereich. Eine Selektivitit fiir PKB kann durch grofle Substituenten erreicht werden. Denn in
der Benzophenontasche gibt es Unterschiede zwischen PKA und PKB: Phel87 ist Leu in
PKB, GIn&4 ist Glu und Ser53 ist Thr. Prinzipiell kann der Austausch Phel87Leu die Binde-
tasche vergroflern und sollte groBle, raumfiillende Substituenten besser aufnehmen koénnen.
Ionische oder Coulomb-Wechselwirkungen werden durch den Austausch von GIn84Glu
beeinflusst. Auf der Basis dieser Uberlegungen wurde Inhibitor R31 synthetisiert. Er triigt an
Stelle des Dimethylamino-Substituenten ein Dimethylpiperidin  am Benzophenon
(Tabelle 4.12). Kokristallstrukturen konnten sowohl von einem Komplex mit PKA (2,05 A)
als auch mit PKAB4 (2,46 A) gelost werden. Sie sind in Abb. 4.27 iiberlagert. Um den
Einfluss der Mutationen in der Bindetasche auf die Affinitit zu analysieren, wurden die
Bindungskonstanten mit ITC fiir PKA (3300 nM), PKAB3 (3700 nM) und PKABS5 (260 nM)
bestimmt. Diese Werte passen zu der Erwartung, dass PKB, nicht aber PKA inhibiert wird.
Dass PKA und PKAB3 uM, PKABS jedoch nM gehemmt wird, zeigt auBerdem, dass die
beiden Austausche in der Benzophenontasche nétig sind, um die Affinitdt des Inhibitors
herzustellen. Die drei Mutationen in der Adenin- bzw. Pyridin-Bindetasche scheinen die

Affinitit nicht wesentlich zu beeinflussen.

Glycinloop

Glycinloop

Abb. 4,27 Kristallstrukturen von Komplexen des Inhibitor R31 mit PKA (2,05 A) (blau) und PKAB4 (2,46 A)
(gelb) wurden iiberlagert.

Die beiden Strukturen zeigen eine unterschiedliche Lage des Benzophenons sowie eine
unterschiedliche Ausrichtung des Benzophenonsubstituenten. In der Struktur PKAB4-R31 ist
die Orientierung so, wie durch das Modelling vorhergesagt wurde (Abb. 4.27). Die beiden

Methylgruppen nutzen den grofleren Platz in der Benzophenontasche aus, sind in Richtung
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Leul87 orientiert und liegen in Bereich von van-der-Waals-Kontakten zu Gly186 und
Leul87. Die sekunddre Aminogruppe orientiert sich so, dass Wasserstoftbriicken zur
Seitenkette von Ser53 (2,9 A) und Glu84 (2,9 A) moglich sind. Die Rotamer-Konformation
von Glu84 dndert sich gegeniiber den anderen Strukturen und zeigt mehr in die Bindetasche
zum Inhibitor hin (Abb. 4.27). Die Elektronendichte zeigt deutlich die Position der beiden
Methylgruppen und des Amins, obwohl nicht alle Atome des flexiblen Piperidinrings
aufgelost sind (Abb. 4.28). Es kommt oOfters vor, dass gesittigte Ringe mehrere Kon-
formationen einnehmen konnen oder flexibel sind (Abschnitt 4.2). Die Ndhe der Amino-
gruppe zum Fluor (2,7 A) ist analog zu R24 (Abschnitt 4.3.4) ungiinstig. Dies kann mit dazu
beitragen, dass die Bindungskonstante fiir PKABS5 um den Faktor 10 schlechter ist als fiir
Inhibitor R23.
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Abb. 4.28 Bindung des Benzophenons des Inhibitors R31 an PKAB4. Eine F,-F.-Elektronendichte (bevor der
Inhibitor mitverfeinert wurde) ist auf 2.0 ¢ konturiert.
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Abb. 4.29 Bindung des Benzophenons des Inhibitors R31 an PKA. Eine F,-F.-Elektronendichte (bevor der
Inhibitor mitverfeinert wurde) ist auf 2.0 ¢ konturiert, mdgliche Wasserstoffbriicken sind als gestrichelte Linien
eingezeichnet.
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In der Struktur PKA-R31 nimmt der Benzophenonsubstituent eine vollig andere Position ein;
er ist um ca. 180° gedreht im Vergleich zur PKAB4-Struktur. Dadurch wird der Glycinloop
verschoben, dhnlich wie bei R25 (Abschnitt 4.3.4, Abb. 4.23), nur noch weiter. Dadurch ist
auch hier eine direkte Wasserstoffbriicke zu GIu91 (4,3 A) nicht mehr méglich, ein
Wassermolekiil oder Ion befindet sich dazwischen, in dhnlicher Position wie bei R25. Aber
auch die Wasserstoffbriicke zu Lys72 ist nicht mehr moglich, da der Abstand 3,7 A betrigt.
Die beiden Methylgruppen zeigen jetzt in Richtung Ser53 und GIn84, was zu energetisch
ungiinstigen Wechselwirkungen fiihrt. Drei Wassermolekiile liegen im Abstand von 2,9 A bis
3,1 A vom Piperidinstickstoff. Auch innerhalb des Inhibitors kommt es zu ungiinstigen
Wechselwirkungen, da der Piperidinstickstoff nur 2,7 A vom Fluorsubstituent entfern ist.
Insgesamt fithrt die Summe dieser unvorteilhaften Interaktionen zu einer schwachen

Bindungskonstante von nur 3,3 pM.

4.3.5.3 Kokristallstruktur von R32 (Piperidin) und PKA

Inhibitor R32 unterscheidet sich von Inhibitor R23 dadurch, dass der Dimethylamino-
substituent durch einen Piperidinring ersetzt, wurde, der iiber den Stickstoff an den Benzo-
phenonring gebunden ist (Tabelle 4.12). Auch der Piperidinring allein ist ein grofBerer
Substituent und sollte besser an PKB als an PKA binden. Die Bindungskonstanten liegen fiir
PKA (48 nM) und PKAB3 (190 nM) um den Faktor 5 bis 10 hoher als fiir PKABS (9 nM). In
der 1,9 A-Struktur des Inhibitor-Komplexes mit PKA sind Unterschiede zu R23 oder RO1 zu
sehen. Die Lage des Inhibitors ist ab dem Benzophenon verdndert. Da der Abstand zum
Glycinloop (gemessen an der Wasserstoffbriicke zwischen dem Carbonylsauerstoff des
Benzophenons und dem Amidstickstoff von Phe54) sich nicht &ndert, wird dieser
gleichermaBen verschoben. Dabei erhoht sich der Abstand zu Glu91 auf 3,0 A, liegt aber
immer noch im Bereich fiir eine H-Briicke. Der Piperidinring scheint flexibel zu sein, da dort
die Elektronendichte im Vergleich zu den anderen Teilen des Inhibitors etwas schwiécher ist
(Abb. 4.30). Das Pseudosubstratpeptid PKI(5-24), das in allen Strukturen kokristallisiert ist,
liegt nahe der Bindetasche. In diesem Fall, wie auch bei anderen Inhibitoren mit grof3en
Benzophenonsubstituenten wie R31, R33 und R34, wird die Seitenkette der P+2 Aminoséure

von PKI (His23) verdringt, da der Inhibitor sich diese Richtung ausdehnt.
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Abb. 4.30 A Inhibitor R32 (gelb) B Inhibitor R33 (tiirkis) C Inhibitor R34 (blau) sind in der Bindetasche mit
moglichen H-Briicken und der auf 2.0 o konturierten F,-F_-Elektronendichte (vor der Verfeinerung mit Inhibitor)
dargestellt.

4.3.5.4 Kokristallstruktur von R33 (m-Dimethyl-Piperidin) und PKA

Die Struktur von PKA und R33 wurde mit einer Auflésung von 2,47 A geldst. Auch in
diesem Fall sind die Bindungskonstanten fiir PKA (150 nM) und PKAB3 (77 nM) etwa um
den Faktor 20 bzw. 10 hoher als fiir PKABS (8 nM). Die Benzophenon-Bindetasche ist bei
PKA zu klein fiir diesen raumfiillenden Substituenten. Sie zwingt den Piperidinring in eine
energetisch ungiinstige Halbsessel-Konformation, wobei die Dimethylgruppe zwischen Ser53,
PKI(5-24) (P-site Ala21) und Phel87 zu liegen kommt (Abb. 4.30). Bei der Bindung an die
PKABS5-Mutante oder PKB konnte diese ungiinstige Konformation durch die groBere
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Bindetasche vermieden werden. Die Bindung liegt in der Tat in niedrigen nM-Bereich:

K(PKAB5)=8 nM und ICso(PKB)=20 nM.

4.3.5.5 Kokristallstruktur von R34 (p-Dimethyl-Piperidin) und PKA

Die Kristallstruktur von PKA-R34 hat eine Auflésung von 1,6 A und ist damit die
Kokristallstruktur eines Balanolderivats mit der bisher hochsten Auflosung. Der Inhibitor
bindet dhnlich wie Inhibitor R23, erstreckt sich aber viel weiter in die Benzophenontasche.
Dabei wird durch den groBBen Substituenten die Position des Aktivierungsloops (von Phel87
bis Thr201) und der Helix C verdndert. Phel87 klappt um und verdringt das benachbarte
Cys199. Die Position von Thr197 ist um fast 1 A verschoben, mit ihm die Bindungspartner
Argl65 und Lys198. Die Salzbriicke zu His87 geht allerdings verloren, der Abstand betrigt
3,8 A, da His87 sich zusammen mit der Helix C wegbewegt, die Kinasedomine ist weiter
gedffnet. Diese weitreichenden Konformationsdnderungen scheinen die Bindungsaffinitét des

Inhibitors fiir PKA zu vermindern. Der ICso-Wert liegt bei nur 1,7 uM.

4.3.5.6 Zusammenfassung und Vergleich

Die Inhibitoren R31, R32, R33 und R34 besitzen alle einen Piperidinring am Benzophenon
(Ring D) mit Dimethylgruppen in verschiedenen Positionen und ohne. Sie binden alle in
unterschiedlicher Weise an PKA und zeigen eine verminderte Bindungsaffinitit zu PKA oder
PKAB3 im Vergleich zu RO1 und R23. Dies kann anhand der Strukturen erklart werden, die
starke Konformationsédnderungen im Protein (R31, R32, R34) oder ein ungiinstige Kon-
formation des Inhibitors (R31, R33) selbst zeigen. Die hohe Affinitit zu PKB und der
PKABS5-Mutante ist in den meisten Fallen gegeben, nicht aber bei PKA oder PKAB3. Dies ist
durch zwei Austausche Phel87Leu und GIn84Glu bedingt, wobei vermutlich die sterischen

Effekte durch Phel87Leu die groere Rolle spielen.
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4.3.6 [Ersatz des Azepanrings

Auch der Azepanring (Ring B) kann durch andere Ringe oder auch azyklische Gruppen
ersetzt werden. Wihrend die Derivate mit 5-Ringen PKA zum Teil noch pM inhibieren, geht
bei den meisten azyklischen Verbindungen die Affinitdt zu PKA verloren, so dass PKC-
selektive Verbindungen erhalten werden [225, 226].

Der Azepanring wurde bei dem Inhibitor R14 durch ein Pyrrolidin und bei R42 durch ein
Bicyclo[2.2.1]heptan ersetzt (Tabelle 4.14). Die Strukturen konnten mit einer Auflésung von
2,95 und 2,45 A geldst werden. Mehrere Komplexe von weiteren Inhibitoren mit Pyrrolidin-
ringen kristallisierten nicht oder lieferten Strukturen ohne Inhibitor, dies zum Teil auch nach

Soaking in hoher konzentrierten Inhibitorlosungen.

Tabelle 4.14 Strukturformeln der Inhibitoren R23, R31, R32, R33 und R34

Inhibitor RO1 R42 R14
N, N
. NH N
Ring B ’Q }B I)NH
o
N (0]
NZ NN s
N o o) HO:@\(
Strukturformel o Hb” e HN% T
7 7 9 A on o CH
I1C5y (PKA) [nM] 5 19000 4900
ICso (PKB) [nM] 5 5000 2900
Auflésung der Struktur [A] 2.5 2,95 2,45

Abb. 4.31 Uberlagerung der Inhibitor-Komplexe mit RO1 (magenta), R14 (blau) und R42 (griin). Seitenansicht
und Aufsicht zeigen Verschiebungen beider Linker und des Rings A.
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Abb. 4.32 Uberlagerung der Inh1b1t0r—K0mplexe mit RO1 (magenta), R14 (blau) und R42 (griin). Wasserstoff-
briicken zum Protein sind einzeichnet.

In Abb. 4.31 und 4.32 sind die iiberlagerten Strukturen der Komplexe von R0O1, R14 und R42
mit PKA dargestellt. Bei R14 verschiebt sich Ring A, da es sich um ein Phenol handelt
(Abschnitt 4.3.3). Die Position des 5-Rings stimmt mit dem des 7-Rings gut {iberein. Die
moglichen Wasserstoftbriicken sind eingezeichnet. Der Pyrrolidinstickstoff bildet &hnlich wie
der Azepanstickstoff Wasserstoffbriicken zum Carbonylsauerstoff von Glul70, Carbonyl-
sauerstoff der Seitenkette von GInl71 und zur Carboxylatsauerstoff von Aspl84. Aspl184
nimmt dabei eine andere Konformation ein, um die H-Briicke zum Stickstoff des 5-Rings zu
ermdglichen. Die Affinitdt zu PKA liegt trotzdem nur bei 4,9 uM.

Der Inhibitor R42 (Bicyclus) bindet ebenfalls &hnlich wie die Inhibitoren mit 5- und 7-Ring,
allerdings beansprucht er etwas mehr Platz in Richtung Glul27. Da die Ribose-Bindetasche
viele polare Aminosduren (Glul27, Glul70, Aspl84) enthilt, wire es sinnvoll, positiv
geladene Stickstoffatome (protonierte Amine) als Gegenladung zu haben. Da sie bereits in
engstem Kontakt zu den Sauerstoffatomen stehen, wiren besonders das Kohlenstoffatom, das
fast mit den Aminstickstoffen von RO1 oder R14 iiberlagert (3,1 und 3,3 A zu Glul170 und
GIn171) oder das der 1-Briicke (3,0 A zu Glu127) geeignet. Gerade diese Wechselwirkungen
konnen auch dazu beitragen, dass der Inhibitor R42 PKA und PKB nur pM hemmt
(IC50(PKA)=19 uM und ICso(PKB)=5 uM).
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4.3.7 Zusammenfassung

Eine Klasse von PKB bzw. PKA Inhibitoren leitet sich vom Naturstoff Balanol ab. Balanol
besteht in seiner chemischen Struktur aus vier Ringen: ein Phenol ist {iber ein Amid an einen
Azepanring gebunden, der liber einen Ester mit einem Benzophenon mit Substituenten
verknilipft ist. Alle Teile des Molekiils konnen modifiziert werden, was einen unter-
schiedlichen Einfluss auf die Affinitdt zu verschiedenen Kinasen haben kann. Das Phenol (A)
besetzt die Adenin-Bindetasche und ist ungiinstig fiir eine PKB-Inhibition. Wird dieser Teil
allerdings durch ein Pyridinring ersetzt, steigt die Affinitit der Inhibitoren zu PKB. Das
Azepan (B) kann durch andere Ringe ersetzt werden, aber sowohl PKA als auch PKB
scheinen dies nicht zu tolerieren, die Affinitit wird vermindert und liegt im pM-Bereich. Der
Benzophenonteil kann durch diverse Substituenten an beiden Ringen (C und D) modifiziert
werden, ohne dass grofle Affinitdtsverluste zu PKA und PKB auftreten. Dies steht im Gegen-
satz zu PKC, die hier sehr sensitiv ist. Die Benzophenontasche ist im Prinzip sehr grof3, und
wird durch einen groBlen Teil der Inhibitoren nicht komplett ausgefiillt. Diese Inhibitoren
zeigen keine Selektivitdt zwischen PKA und PKB, sondern hemmen beide Enzyme im
niedrigen nM-Bereich. Eine Selektivitit fiir PKB kann durch grofle Substituenten erreicht
werden, denn in der Benzophenontasche gibt es Unterschiede zwischen PKA und PKB:
Phel187 ist Leu in PKB und GIn84 ist Glu. Prinzipiell kann der Austausch von Phel87 zu Leu
grofle, raumfiillende Substituenten besser aufnehmen. Elektrostatische Wechselwirkungen

werden durch den Austausch von GIn84 zu Glu beeinflusst.

PKB sensitiv
/ Pyridin als
PKB Selektivitat 2\ Voraussetzung
durch grof3e o P fur nM Inhibitoren
Substituenten

HNI
\ T NH
H,C~0 o
F o ™~ PKA und PKB sensitiv
‘ O PKC Selektivitit
/ OH O

PKC sensitiv

Abb. 4.33 Einfluss verschiedener Modifikationen auf die Affinitit zu PKA, PKB und PKC
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4.4 Strukturen von PKA und PKAB-Mutanten im Komplex mit Bis-

indolylmaleimiden

Bisindolylmaleimide (BIM) leiten sich vom universellen Kinase-Inhibitor Staurosporin
(Indolo[2,3-a]carbazol) ab. Sie sind offenkettige Derivate, die verschiedene Substituenten am
Indolring tragen kénnen (Tabelle 4.15). Sie wurden auf eine Inhibition von PKC hin optimiert
und weiterentwickelt. Derivate wie Ruboxystaurin (LY333531) und N-Benzoyl-Staurosporin
(PKC412 oder CGP41251) sind bereits in klinischen Phasen [752, 227, 228]. Bisher gibt es
keine Kristallstruktur von PKC, obwohl die verschiedenen PKC-Isoformen seit vielen Jahren
im Fokus der Kinase-Forschung stehen. Kokristallstrukturen von Staurosporin mit PKA und
acht weiteren Kinasen (CDK2, CSK, PI3K, PDKI, Chkl, MKK2, GSK-3, Lck) sind
beschrieben. Verschiedene Bisindolymaleimide konnten mit PKA und PKAB-Mutanten
kokristallisiert werden. Die Kristalle sind wie die Inhibitoren orange-rot gefdrbt und ca. 0,5
bis 1 mm grof3 (Abb. 4.34). Die Raumgruppe ist in den meisten Féllen kubisch, seltener auch
orthorhombisch. Tabelle 4.16 gibt einen Uberblick iiber die geldsten Strukturen.

Abb. 4.34 Durch den Inhibitor BIM1 orange-rot gefarbte Kokristalle mit PKABS und PKI(5-24). Der Kristall
im oberen rechten Eck des Tropfens wurde gefroren und streute am Synchrotron (DESY, Hamburg) bis 2.5 A.

Tabelle 4.15 Strukturformeln von Bisindolylmaleimid-Inhibitoren

R= Inhibitor Abkiirzung
o N_o (CH,)3-N-(CH;), Bisindolylmaleimid I BIMI
O N B ) O 2-(1-Methylpyrrolidino)ethyl- |  Bjsindolylmaleimid II BIM2
H TR -(CH,);-NH, Bisindolylmaleimid IIT BIM3
-H Bisindolylmaleimid IV BIM4
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Tabelle 4.16 Kokristallstrukturen von PKA und PKAB-Mutanten mit PKI und Bisindolylmaleimid-Inhibitoren

Detek- Auf- Raum- Vollstin-
Protein | Inhibitor Reryst | Riree Zellkonstanten | Ry,
tor losung gruppe digkeit

PKABS BIM1 CCD 2,55 20,6 | 24,9 P4,32 170,5 0,080 97,1
PKABS5 BIM4 CCD 2,28 17,5 | 20,9 P4,32 169,7 0,077 98,7

PKA BIM3 IP 3,2 22,0 | 259 P4,32 171,4 0,172 99,7
PKAB4 | BIM3 CCD 3,15 21,2 | 29,2 P4,32 169,2 0,169 93,0
PKAB2 | BIM3 CCD 3,0 20,8 | 24,0 P4,32 169,6 0,100 99,9
PKAB2 | BIM3 CCD 1,7 P2,2,2, 59,2/79,4/100,6 | 0,076 94,8
PKAB3 BIM2 CCD 2,5 23,3 | 29,1 P2,2,2, 82,1/89,0,116,4 | 0,099 99,8

Die kubischen Kristalle zeigen eine besondere Proteinstruktur, die im Abschnitt 4.7.2 ge-
sondert beschrieben wird. Die orthorhombische Struktur PKAB3-BIM2 mit zwei Molekiilen
in der asymmetrischen Einheit zeigt sowohl Protein als auch den gebundenen Liganden in
stark unterschiedlichen Konformationen [229]. Die orthorhombische Struktur PKAB2-BIM3
mit einem Molekiil in der asymmetrischen Einheit, zeigt eine geschlossene Konformation und
ist nur teilweise mit dem Inhibitor besetzt.

In diesem Abschnitt wird nur die Inhibitorbindung von kubischen Kristallen analysiert.

Die unterschiedlichen Bisindolylmaleimide, die sich durch den Substituenten an einem der
Indolringe unterscheiden, binden in der kubischen Raumgruppe prinzipiell dhnlich. Sie binden
in der Adenosin-Bindetasche mit Kontakten zur Hinge Region (Met120, Glul21, Tyr122, Val/
Alal23, Glul27), zum Glycinloop (Leu49, Val57), zum B-Faltblatt 3 (Ala70), zum Akti-
vierungsloop (Thr183, Asp184) und zum katalytischen Loop (Glul70, Gln171, Leu/Met173)
(Abb. 4.35). Phe327 zeigt normalerweise auch in diese Tasche, was aber mit den in dieser
Form gebundenen Inhibitoren nicht zu vereinbaren ist. Der komplette C-Terminus (mit
Phe327) verlduft anders (Abschnitt 4.4.2). Die Inhibitoren kénnen mehrere Wasserstoff-
briicken zum Protein bilden: vom Maleimidstickstoff zum Carbonylsauerstoff Glul21, von
Maleimidcarbonylsauerstoff zum Amidstickstoff von Val/Alal23 und vom anderen
Maleimidcarbonylsauerstoff zur Hydroxylgruppe von Thr183. Letztere fehlt im Komplex
PKAB5-BIMI1, da Thr183 eine andere Rotamer-Konformation einnimmt. Der Substituent am
Indol ist nur im Komplex PKABS5-BIM1 aufgelost, die tertidre Aminogruppe des Dimethyl-
aminopropylrests, die vermutlich protoniert ist, kann eine Wasserstoftbriicke zur Carboxylat-
gruppe von Glul27 bilden (2,8 A). BIM4 triigt keinen Substituenten. BIM3 hat einen Amino-
propylrest, der allerdings sowohl im Komplex mit PKA als auch mit PKAB2 ungeordnet ist.

Nur das erste Kohlenstoffatom ist noch in der Elektronendichte zu erkennen.
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Abb. 4.35 Vier Komplexe von PKA und PKAB-Mutanten mit Bisindolylmaleimid-Inhibitoren. Von hellgriin
nach dunkelgriin mit Inhibitoren von rot nach gelb gefirbt sind PKAB5-BIM4, PKABS5-BIM1, PKA-BIM3,
PKAB2-BIM3.

/

PKA ist in einer weiter gedffneten Konformation als in den Komplexen mit den zuvor be-
schriebenen Balanolderivate oder Rho-Kinase-Inhibitoren. Der Glycinloop im PKA-BIM3-
Komplex kann seine Konformation dndern und sich stark in Richtung des Inhibitors
kriimmen. Dadurch riickt die Seitenkette von Phe54 bis auf 4,4 A an den Inhibitor heran
(Abb. 4.36). Bei den anderen Strukturen in dieser Raumgruppe wurde dies nicht beobachtet.
Bei der orthorhombischen PKAB3-BIM2 mit zwei Molekiilen in der asymmetrischen Einheit
zeigt nur bei Molekiil A den Glycinloop in einer &hnlichen Konformation [229].

E127’?’ E-
1E1 70

Abb. 4.36 Die Komplexe PKA-BIM3 (dunkelgriin-orange) und PKAB5-BIM4 (hellgriin-rot) zeigen deutlich
unterschiedliche Konformationen des Glycinloops.
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4.5 Struktur des Komplexes von PKA und MnADP

Verschiedene Kristallstrukturen von Komplexen aus PKA, Nucleotid und Peptid, beziehungs-
weise deren Analoga, sind gelost worden. Sie geben einen Einblick in den Katalyse-
mechanismus (Abschnitt 2.2.3). Die Struktur von PKA mit ADP fehlt noch zum Versténdnis
des letzten Schrittes des Katalysezyklus, die Freisetzung der Produkte.

Die Kristallansdtze wurden mit PKA, MEGA-8, MnCl, und einem ATP-Kemptidderivat
durchgefiihrt. Die Rontgenstruktur hat eine Aufldsung von 1,68 A. Sie zeigt allerdings nur
ADP und zwei Mn”"-Ionen aber kein Peptid. Es muss also eine Reaktion stattgefunden haben
und das Phosphopeptid (Produkt) freigesetzt worden sein. ADP und die beiden Mn-Ionen sind
mit der omit F,-F, Elektronendichte in Abb. 4.37 dargestellt.
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Abb. 4.37 Mn-ADP im Komplex mit PKA mit der F,-F. Elektronendichte konturiert auf 2c. Der Glycinloop
zeigt zwel alternative Konformationen.

Der MnADP Komplex zeigt eine geschlossene Konformation, dhnlich wie die Komplexe von
PKA, AMP-PNP, Mn®" und PKI(5-24)° (1CDK) oder PKA, ADP, AlF;, Mg*" und SP20*
(1L3R). Die Raumgruppe ist orthorhombisch P2,2,2; mit neuen Zellkonstanten (a=43,7,
b=64,0, c=115,4) und mit einem Molekiil in der asymmetrischen Einheit. Der Matthews
Koeffizient ist 1,79, der Solvensgehalt liegt bei 30,8 %. Dadurch ist auch die Packung sehr
dicht. 160 Aminoséduren sind an Kristallkontakten beteiligt, das sind dreimal soviel wie in der
typischen orthorhombischen Raumgruppe (P2,2,2; mit a=74, b=76 und c=80). Einen
Uberblick iiber die Datensammlung und Verfeinerung gibt Tabelle 4.17.

3 PKI(5-24) auch IP20 hat die Sequenz TTYADFIASGRTGRRNAIHD
* SP20 hat die Sequenz TTYADFIASGRTGRRASIHD
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Tabelle 4.17. Datensammlung und Verfeinerungsstatistik

Datensammlung

Beamline DESY Hamburg BW-6
Wellenliinge (A) 1.05
Raumgruppe P2,2,2,
Zellkonstanten (a, b, ¢) (A) 43.764.0115.4
Auflésung (A) 18.1-1.68
Vollstandigkeit (%) [duBerste Schale 1.68-1.77] 83.5[69.7]
I/o(I) [duBerste Schale 1.68-1.77] 5411.7]
Multiplizitdt [duBerste Schale 1.68-1.77] 3.2[3.6]
Rgym [duBerste Schale 1.68-1.77] 0.104 [0.429]
Verfeinerung

Anzahl der Atome 3229
Anzahl der Reflexe* 27472%
Reryst/Reree (%0) 19.6/25.2
Standardabweichung von idealen Werten

Bindungslingen (A) 0.019
Bindungswinkel (°) 1.500
Temperaturfaktoren

Alle Atome 21.8

PKA 20.8

ADP 14.2

Mn 15.3
Solvens 30.1
Ramachandran Plot

Bevorzugte Bereiche 93,1 %
Zusatzlich erlaubte Bereiche 6,9 %

* aufgrund von Eisringen wurden die Reflexe im Auflosungsbereich von
1,90-1,92, 2,22-2.28 und 2,64-2,70 A bei der Verfeinerung entfernt

4.5.1 Nucleotid-Bindung

Der PKA-MnADP Komplex hat eine groBe Ahnlichkeit mit 1CDK und 1L3R.

Der Adeninteil bildet drei Wasserstoftbriicken zum Enzym: von N1 zu Val123(N), von N6 zu
Glul21(0) und von N7 zu Thr183(OG1). Alle drei H-Briicken haben in etwa die gleiche
Linge wie in den MnAMP-PNP und MgADP-AIF; Komplexen. Ahnliche Lingen haben auch
die Wasserstoffbriicken der Hydroxylgruppen der Ribose zwischen 2'OH und Glul27(OE2)
und zwischen 3'OH und Glul70(0O). Das konservierte Lys72 bildet H-Briicken zu je einem
Sauerstoffatom am o- und B-Phosphat (O1A, O3B) sowie die Salzbriicke zu Glu91.
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Abb. 4.38 Stereodarstellung der Bindung von MnADP an PKA. Die Wasserstoffbriicken zwischen PKA und

ADP sowie die Koordination der Mn-Ionen sind als gestrichelte Linien dargestellt.

4.5.2 Bindung/Koordination von Mn

In der Struktur sind zwei Mn-lonen zu sehen. Mnl koordiniert je ein Sauerstoffatom der a-
und B- Phosphatgruppe (O2A und O1B) auf der Lys72 abgewandten Seite, zwei Wasser-
molekiile, GIn171(OD1) und Asp184(OD2). Es liegt eine oktaedrische Anordnung mit Ab-
stinden zwischen 2,1 und 2,3A zum Mangan und Winkel nahe bei 90° vor. Mn2 koordiniert
das gleiche Sauerstoffatom (O3B) wie Lys72, drei Wassermolekiile und beide Carboxylat-
sauerstoffe von Asp184 (OD1 und OD2). Da der Winkel zu den Carboxylatsauerstoffatomen
nicht 90° sondern 56° betrdgt, wird die oktaedrische Anordnung wird leicht gestort. Die
Abstinde der Liganden von Mn*" liegen im Bereich von 2,1 bis 2,3 A (Abb. 4.38).

In 1CDK und 1ATP hat Mnl nur 5 Bindungspartner, also eine trigonal-bipyramidale
Anordnung. Die Liganden sind ein Sauerstoff des o und y-Phosphats, ein Wasser, Asp184
(OD1) und Asnl71 (OD1). Mgl in der Struktur 1L3R, die ein Ubergangszustandsanalogon
darstellt, hat sechs Bindungspartner genauso wie PKA-MnADP, die allerdings geometrisch
etwas ungleichmiBiger angeordnet sind. Es scheint also bei der Katalyse einen Ubergang von
einer trigonal-bipyramidalen zu einer oktaedrischen Anordnung der Liganden des Mn statt-
zufinden.

In der Struktur 1CDK koordiniert Mn2 nur zwei Wassermolekiile, dafiir aber noch ein
Sauerstoff des y-Phosphats. In der PKA-ADP-Struktur liegen zwei Wassermolekiile in der
Position der Saustoffatome des y-Phosphats (O1G und O2G). Das eine (in der Position O1G)
wird von Mn2 koordiniert, das andere von der Seitenkette von Asnl71 und Lys168. Die

Position des dritten Sauerstoffs (mit einer H-Briicke zu Ser53 (N)) ist nicht belegt.
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4.5.3 Glycinloop

Im Vergleich zu 1CDK sind einige Konformationsdnderungen am Protein zu sehen. Der
Glycinloop ist flexibel, von Gly52 bis Gly55 konnen zwei Konformationen vorkommen
(Abb. 4.37). Die tiefer liegende, geschlossene Konformation verlduft noch etwas tiefer als bei
1CDK und 1L3R, so dass die Amid-NH-Gruppe von Phe54 und Gly55 zu einem Sauerstoff
des B-Phosphats (O2B) in Kontakt steht. Die hoher liegende, offene Konformation zeigt keine
Wechselwirkungen mit den Phosphatgruppen. Der Kontakt von Ser53(OG1) zum y-Phosphat
(beziehungsweise Fluor) und die H-Briicke von Thr51 zu Argl8 des Peptids fehlen im PKA-
MnADP Komplex. Beides kann eine Flexibilitit und offene Konformation des Glycinloops

begiinstigen.

4.5.4 Katalytischer Loop und Peptidbindestelle

Lys168 und Aspl66 zeigen verdnderte Konformationen im Vergleich zu 1CDK und 1L3R
(Abb. 4.39). In 1CDK (und &hnlich auch in 1L3R) bildet die Seitenkette von Lys168
H-Briicken zum fy-Phosphat, Thr201(OG1l) und dem Carbonylsauerstoff von Argl7 des
Peptids. Thr201 steht in Kontakt mit Aspl166. Im PKA-MnADP-Komplex dndern sich die
Positionen aller drei erwihnten Aminosduren um ca. 1-1,5 A, wobei sich von Thr201 bis
Glu203 gleichzeitig die Hauptkette verschiebt. Dies geschieht vermutlich, da das y-Phosphat
und Peptid fehlen. Auch Aminosduren an der Peptidbindestelle Pro243, Ile246 und Tyr247
sowie die Helix G verdndern ihre Lage. Diese Verschiebung in den Bereichen 201 bis 203
und 243 bis 247 sind in dhnlicher Weise bei der Struktur von PKA (Apoenzym) (1JH3) zu

sehen.

Psite-Ser Psite-Ser

YN i

Thr201 W\ Lys168  Thr201

Glu203 Glu203

Abb. 4.39 Verdnderungen in der Lage von Aspl66, Lys168, Thr201 und Glu203 im Vergleich zwischen PKA-
MnADP (orange) und PKA-MnAMP-PNP-PKI (1CDK) (grau) bzw. PKA-ADP-AIF;-SP20 (1L3R) (griin).
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4.5.5 C-Terminus

Der C-Terminus ist im Komplex mit MnADP in zwei Bereichen (318-324 und 328-336)
flexibel und teilweise ungeordnet mit Liicken in der Elektronendichte. Dies kann durch die
Flexibilitat des Glycinloops, der in Kontakt mit dem C-Terminus steht, libertragen oder auch
durch das Fehlen des Peptids (Kontakt zwischen R18 des Peptids und Y330 von PKA)

verstarkt werden.

4.5.6 Synergistische Bindung von PKI und ATP

Eine Synergie bei der Bindung von PKI und ATP ist bekannt [/7, 34]. Eine Analyse der
Strukturen kann dies erkldren, denn Verdnderungen von PKA bei der Bindung von ATP und
Peptid betreffen zum Teil die gleichen Aminosduren (z. B. Ser53, Tyr330, Lys168). Auch
bestehen direkte Kontakte zwischen Peptid und ATP (Argl8 — 2'OH). Der Glycinloop wird
durch die gleichzeitige Bindung von ATP und Peptid von zwei unterschiedlichen Seiten

fixiert.

4.5.7 Katalytischer Zyklus

Die Struktur des PKA-MnADP-Komplexes stellt den letzten Schritt im katalytischen Zyklus
dar, nachdem das Phosphopeptid bereits freigesetzt wurde und bevor das freie Apoenzym
zuriick gewonnen wird. Die Metallatome sind zu diesem Zeitpunkt noch an ihrem Platz. Mn1
ist sogar oktaedrisch mit sechs Bindungspartnern koordiniert. Die Kontakte zum Glycinloop
sind geschwicht und machen ihn flexibel. Zusédtzlich sind Verdnderungen im Bereich der
Peptidbindestelle zu sehen.

Da der Phosphattransfer und Produktfreisetzung sehr schnelle Schritte sind, sind auch keine
groBen strukturellen Anderungen zu erwarten. Die Freisetzung von ADP ist der langsamste
und damit der geschwindigkeitsbestimmende Schritt [230, 231]. Die Bindungskonstante von
MnADP betrdgt 8 uM (kalorimetrisch bestimmt mit ITC). Eine Doppelbestimmung mit

unterschiedlichen Protein/Ligandkonzentrationen wurde durchgefiihrt.
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4.6 °'"P-NMR-Untersuchungen zur Flexibilitiit der Phosphatgruppen

Da die Phosphorylierung eine entscheidende Bedeutung fiir die Aktivitit von Proteinkinasen
hat und auch bei der Kristallisation eine grofe Rolle spielen kann, wurden die
Phosphorylierungsstellen von rekombinant hergestellter PKA untersucht. Die Phosphory-
lierungsstellen von PKA sind Thr197 und Ser338 bei 2P-PKA, zusétzlich Ser10 bei 3P-PKA
und Ser10 und Ser139 bei 4P-PKA (Abschnitt 2.2.2.2).

4.6.1 Signalzuordnung

Die *'P-NMR Spektren von 2-, 3- und 4-fach-phosphoryliertem Protein bei pH 8,5 zeigen
jeweils drei Signale (1,85 ppm, 1,48 ppm und 0,60 ppm) (Abb. 4.40). Die integrierten Peaks
stehen im Verhiltnis 1:0,5:1 bei 2P-PKA, 1:0,9:0,9 bei 3P-PKA, 1:1,9:2,6 bei 4P-PKA. Die
Reinheit wurde mit Massenspektroskopie untersucht und zeigte bei 3- und 4-fach phos-
phoryliertem Protein jeweils nur kleine Mengen der hoher phosphorylierten Form, bei 2-fach
phosphoryliertem Protein deutliche Mengen der 3-fach phosphorylierten Formen. Die
schmalste Resonanz ist bei 1,48 ppm. Dieser Peak ist bei der 2-fach phosphorylierten Probe
deutlich reduziert. Dies scheint von hoher phosphorylierten Formen zu stammen. Der Peak
kann somit Serl0 zugeordnet werden. Die 4-fach phosphorylierte Probe zeigt eine deutlich

stiarkere Resonanz bei 0,6 ppm, was von einer Signaliiberlappung herriihrt.
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=] 3
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Abb. 4.40 *'P-NMR Spektren von unterschiedlich phosphorylierter PKA bei pH 8,5. Alle drei PKA-Formen
zeigen drei Peaks. Die integrierten Peaks stehen im Verhiltnis 1:0,5:1 bei 2P-PKA, 1:0,9:0,9 bei 3P-PKA,
1:1,9:2,6 bei 4P-PKA.
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Diese Signale konnten durch ein Verdnderung des pH-Werts von pH 8,5 auf pH 6,9 getrennt
werden (Abb. 4.41). Die vier Resonanzen liegen bei 1,77 ppm, 1,07 ppm, 0,66 ppm und
0,03 ppm und konnen Thr197, Ser10, Ser338 und Ser139 zugeordnet werden. Der schmalste
Peak konnte Serl0 bereits zugeordnet werden. Deutlich unterschiedlich ist die chemische
Verschiebung von 1,48 und 1,07 ppm bei Ser10 und von 0,60 und -0,03 ppm bei Ser139 in
Abhingigkeit des pH-Werts. Aufgrund der pH-Sensitivitit kann man von Losungsmittel
exponierten Aminosduren ausgehen. pThr197 und pSer338 sind liber Wasserstoffbriicken mit
den benachbarten Resten eng verbunden. Die pH-sensible Resonanz wird damit Ser139
zugeordnet. Da das Phosphothreonin sich chemisch von Phosphoserin unterscheidet, kann die

Resonanz bei 1,77 ppm Thr197 zugeordnet werden, die Resonanz bei 0,6 ppm Ser338.

pH 6.9
4x1 08 + Ser10
8
12) 3x10
'S
=1
o
5 210t
- Ser338 Ser139
= Thr197
tg 8
IS 1x10
£
0
L 1 L " " L | " " " " | L L " s 1 L L L " 1 L L
Frequency / Hz 600 400 200 0 -200
Chem. Shift/ ppm 2.46 1.64 0.82 0 -0.82

Abb. 4.41 *'P-NMR Spektrum von 4-fach phosphorylierter PKA bei pH 6,9. Die integrierten Peaks stehen im
Verhiltnis 1,0:1,0:0,9:0,8. Das Spektrum bei pH 6,9 von 4-fach phosphorylierter PKA in Abb. 4.3 zeigt
auch das Assignment und die gefitteten Peaks zur Bestimmung der Linienbreite.

4.6.2 *'P-Relaxation zur Bestimmung der Flexibilit:it

Im vorliegenden Fall korreliert die Linienbreite Av mit der Korrelationszeit 1. und kann als
Mal} fiir die Flexibilitit der Phosphatgruppen dienen [60]. Die Korrelationszeiten konnten
dadurch wie folgt bestimmt werden: Thr197 ist mit 45 bis 90ns grofer als die
Gesamtkorrelationszeit des Proteins, was auf einen Austauschprozess schlieBen ldsst. Ser139
und Ser338 sind relativ starr an das Protein gebunden, die Korrelationszeit von 25 bis 50 ns
entspricht dem Gesamtmolekiil. Ser10 zeigt die kiirzeste Korrelationszeit mit 7 bis 14 ns, die

auch wesentlich kiirzer als die des Proteins ist. Dies deutet auf eine hohe Flexibilitit hin.
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Tabelle 4.18 Gemessene chemische Verschiebung, Linienbreite, Relaxationszeit T, und Dberechnete
Korrelationszeiten (AMP oder HPA2 wurden als Modelle fiir den CSA Tensor benutzt) fiir PKA bei 300 K und
pH 6.9.

Signal Chemische Linienbreite Relaxationszeit | CSA  Tensor | CSA  Tensor
Verschiebung [ppm] [Hz] T, [ms] (AMP) 1. [ns] (HPA2) 1. [ns]

Thr197 1.77 56.7+£2.6 56+0.2 45 90

Ser10 1.07 8.71 £0.36 37+1 6.9 14

Ser338 0.66 32014 99+04 25 51

Ser139 -0.03 322+1.6 99+04 25 51

4.6.3 Wechselwirkungen mit AMP-PNP

Die Zugabe des ATP-Derivats AMP-PNP zu 3-fach phosphorylierter PKA zeigt drei neue
Resonanzen bei -3,4 ppm, -7,9 ppm und -12,6 ppm (Abb. 4.42 A). Sie zeigen die gleiche
chemische Verschiebung wie freies AMP-PNP in Losung (Abb. 4.42 B), zeigen allerdings
eine breitere Liniebreite. Aulerdem wird auch die Linienbreite von Thr197 vergrofert. Dies
deutet daraufhin, dass durch die Bindung von ATP die ohnehin geringe Flexibilitdt von

Thr197 noch weiter vermindert wird.

Ser10

AMPPNP
Y B o

Thr197

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6 5 4 3 2 1 0 -1 2 3 4 5 -6 7 8 9 -10 -1 -12 -13 -14 ppm

Abb. 4.42 *'P-NMR Spektrum von 3-fach phosphorylierter PKA bei pH 6,9 mit AMP-PNP.
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4.7 Besonderheiten in der Struktur

4.7.1 Der N-Terminus von PKA — Die Struktur einer verlingerten Helix A

Der N-Terminus von PKA liegt auBBerhalb der konservierten katalytischen Doméne und wurde
im Abschnitt 2.2.2.3 beschrieben.

Die N-terminale Sequenz enthdlt mehrere Stellen fiir posttranslationale Modifikationen:
Myristylierung von Glyl, Deamidierung von Asn2 und Phosphorylierung von Serl10 [62]. Das
rekombinant in E. coli hergestellte Protein ist nicht myristyliert, nicht deamidiert, und zum
grolen Teil an Ser10 phosphoryliert. Myristylierung steht meist im Zusammenhang mit
Membranbindung, aber im Fall von PKA auch mit der Stabilitit des Enzyms, denn die
Mpyristylsdure bindet in eine hydrophobe Tasche des C-lobes [18]. Nach dieser Sequenz folgt
die Helix A (15-32), die typisch fiir PKA ist und sie von anderen Mitgliedern der AGC-

Familie unterscheidet.

Eine verldngerte Helix A ist bisher in zwei Strukturen aufgefallen. In beiden Féllen handelt es
sich um die PKAB4-Mutante, die mit unterschiedlichen Inhibitoren kokristallisiert worden
war. Dieses Protein war nur 2-fach phosphoryliert. Eine 4-fach phosphorylierte Form dieser
Mutante zeigte diese verlidngerte Helix A nicht. Das Protein war unter den gleichen
Bedingungen kristallisiert worden, zeigt aber eine neue Kristallpackung. Typischerweise sind
die ersten 10-15 Aminosduren ungeordnet und nicht aufgelost. In dieser Struktur ist zum
ersten Mal der komplette N-Terminus zu sehen (Abb. 4.43 und 4.44). Die Helix A ist sehr gut
definiert, und beginnt mit der ersten Aminosdure Glyl; nur ein paar Seitenketten sind
ungeordnet oder zeigen mehrere Konformationen. Da das Protein in E. coli exprimiert wurde,
ist Gly1 nicht myristyliert. Das Detergens MEGA-8 liegt dort, wo Myristylsdure sonst bindet.
Da sich diese Mutante abgesehen von der fehlenden Phosphorylierung an Ser10 kaum von
anderem verwendeten PKA-Protein unterscheidet, hidngt dies wahrscheinlich mit dem

Auftreten der verldngerten Helix A zusammen.
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Abb. 443 zeigt die vollstindig aufgeloste N-terminale Helix A mit der verfeinerten 2F,-F. Elektronendichte
(konturiert auf 1 o, blau) und einer omit F,-F, Differenzelektronendichte (konturiert auf 2 o, griin).

Abb. 4.44 Uberlagerung von drei Strukturen mit unterschiedlichen Konformationen des N-Terminus: 2-fach
phosphorylierte PKAB4 Mutante (rot), 3-fach phosphorylierte PKA (1Q8U) (blau) und 2-fach phosphorylierte
und myristylierte PKA (1CMK) (griin).

Rekombinant in E. coli hergestelltes Protein ist nicht myristyliert aber mehrfach
phosphoryliert. Strukturen mit solchem Protein haben einen ungeordneten N-Terminus. Der

geordnete Teil beginnt in verschiedenen Strukturen bei Lys7, pSerl0 oder auch erst Vall5.
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MEGA-8 bei den Kristallansdtzen scheint die Helix A zu stabilisieren. Der Octanoylteil ist
hiufig aufgeldst und bindet an der Stelle, wo Myristylsdure auch bindet. In der Struktur 1Q8U
(PKA-PKI-H-1152P) sind die ersten 6 Aminosduren nicht sichtbar (Abb. 4.44, blau). Der
geordnete Teil fiangt bei Lys7 an, ist aber strukturell ein furn, der in eine andere Richtung
zeigt als die Helix A, die selbst bei Serl0 beginnt. Die Phosphatgruppe von Serl0 ist gut
geordnet, die sehr hohen B-Faktoren zeigen dennoch eine gewisse Flexibilitét an.

Es gibt drei Kristallstrukturen mit muyristylierter, 2-fach phosphorylierter PKA aus
Saugetiergewebe (1CMK, 1CTP und 1CDK) [/7, [8]. Die Myristylsdure bindet in eine
hydrophobe Tasche im C-lobe, die von den Resten der Helix A (Vall5, Phel8, Leul9),
Phel100, Helix E (Leul52, Glul55, Tyr156) und Helix J (Asp301, 11e303, Tyr306) gebildet
wird. Die Helix A beginnt bei Ala6, die ersten Aminosduren sind ungeordnet, bei ICMK
allerdings dennoch in den Koordinaten enthalten (Abb. 4.44, griin).

Diese Struktur unterscheidet sich von den typischen nicht myristylierten E. coli Strukturen in
4 Punkten: 1. Es handelt sich bei der PK AB4-Mutante um eine 4-fache Mutante von PKA.

2. Das Protein ist nur 2-fach phosphoryliert an Thr197 und Ser338, es fehlt also die typische
Ser10 Phosphorylierungsstelle. 3. Es liegt eine neue Kristallpackung vor. 4. Der N-Terminus
ist komplett geordnet, die Helix A ist verldngert.

Was ist nun Ursache und Folge? Bei der Mutante handelt es sich um die PK AB4-Mutante, die
alle 4 Mutationen in der ATP-Bindetasche hat, um PKA PKB-dhnlicher zu machen, ndmlich
GIn84Glu, Vall23Ala, Leul73Met und Phel87Leu. Der Ky-Wert fiir ATP liegt bei dieser
Mutante 12-mal niedriger als bei PKA (siehe Tabelle 4.19). Dies ist auch schon fiir die
PKAB2 Mutante (Vall23Ala, Leul73Met) beschrieben, wo die Kombination dieser
Austausche ein Umklappen von GInl81 in die ATP-Tasche bewirkt. GIn181 muss bei der
Bindung von Liganden heraus geklappt werden, was zusitzliche Energie erfordert. Die
Einfiihrung einer weiteren Mutation (GIn181Lys) kann diesen Defekt aber wieder beheben
[223]. Die Expression von PKAB4 ist reduziert und das Ausmal} der Autophosphorylierung
geringer. Dadurch wurde auch 2-fach phosphoryliertes Protein zur Kristallisation verwendet,
was durch Massenspektroskopie bestitigt wurde. In der Kristallstruktur sieht man eindeutig,

dass Ser338 und Thr197 phosphoryliert sind, nicht aber Ser10 und Ser139.

Tabelle 4.19. Ky-Werte fiir PKA und PKAB-Mutanten [223].

PKA | PKAB2 | PKAB3 | PKAB4

KuATP [uM]| 12 | 128 | 30,6 | 141
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Die Kristalle haben eine neue Packung mit neuen Zellkonstanten in der Raumgruppe P2,2,2;.
Es gibt einige Kontakte von N-terminalen Aminosduren (Glyl, Asn2, Ala3, Ala4, Ala6 und
Lys7) zu symmetriedquivalenten Molekiilen, genauer zu Teilen der Helix E1 (Ile210, Leu211,
Ser212) und Helix G (Ile244, Tyr247, Glu248, Val251).

Die Mutationen sind alle in der ATP-Bindetasche, weit entfernt vom N-Terminus, und
verursachen keine signifikanten strukturellen Anderungen (Abschnitt 4.3.5.1). Sie verindern
auch nicht die Kristallpackung, da auch 3- oder 4-fach phosphorylierte PKAB-Mutanten in
der bekannten Packung kristallisieren.

Vielmehr ist es so, dass die Phosphorylierung an Ser10 Unordnung induzieren kann (wie auch
Peptidexperimente gezeigt haben [62]). Fehlt die Phosphorylierung an Ser10, ist die Helix A
verldngert. Zusitzlich kann auch die Myristylsdure die lange Helix A verhindern, denn nur so
kann sie in die hydrophobe Tasche binden.

Die Beobachtung dieser Helix Konformation legt nahe, dass der N-Terminus zwischen
verschiedenen Zustdnden ,,umschaltbar® ist. In einem Zustand ist der N-Terminus iiber die
Myristylsdure in die hydrophobe Tasche am Enzym gebunden, in einem anderen wird die
Myristylsdure durch eine verldngerte Helix A exponiert. Dazwischen konnen andere un-

geordnete Zusténde existieren, eventuell durch eine intermedidre Phosphorylierung.
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Abb. 4.45 Schematische Darstellung verschiedener Zustinde und Konformationen der Helix A. Typischerweise
bindet die Myristylierung in eine hydrophobe Tasche des C-lobes, was die Stabilitidt des Enzyms erhoht. Die
Struktur zeigt, dass auch der N-Terminus auch in der Konformation einer verldngerten Helix A vorliegen kann.
In einer solchen Konformation wiirde die Myristylsédure exponiert. Eine Bindung an Membranen ist in dieser
Konformation gut vorstellbar, zumal alle Charakteristika (Myristylierungsstelle und basische Aminoséuren fiir
die Bindung sowie eine Phosphorylierungsstelle fiir die Ablosung) in der N-terminalen Sequenz enthalten sind.
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4.7.2 Besondere Dimere — Eingehakte Molekiile

Die unter 4.4 beschriebenen Bisindolylmaleimid-Inhibitoren wurden mit PKA und unter-
schiedlichen PKAB-Mutanten kokristallisiert und zeigen iiberwiegend eine kubische Raum-
gruppe (P4,32). Das Protein liegt in einer offenen Konformation vor und zeigt eine besondere

Paarbildung: jeweils zwei Molekiile sind eingehakt.

4.7.2.1 Strukturlosung

Die Strukturlosung erfolgte mit Molecular Replacement mit dem Programm AMoRe. Bei
PKABS-BIM1 wurde eine Struktur geschlossene Konformation als Suchmodell gewihlt. Der
R-Faktor lag bei 46 % (Daten bis 3,0 A). Fiinf Rigid body Gruppen wurden definiert (PKA:
10-34, 35-123, 124-310, 325-350; PKI: 5-24) und mit Daten bis 3,0 A verfeinert. Der Reryst
fiel auf 38 % (Rpree 40 %). Die erste Elektronendichte zeigte zwischen etwa 310 und 330
einen anderen Verlauf als das Suchmodell. Deshalb wurde der komplette C-Terminus ab 310
geloscht. Ein restrained refinement mit allen Daten (bis 2,5 A) senkte den R-Faktor auf 33 %
(Rpree 36%). Die dann berechnete Elektronendichte zeigte deutlich alle Teile des C-Terminus
(bis auf Aminoséduren 317 und 318) sowie den Inhibitor und die Mutation in der Bindetasche.
In iterativen Zyklen aus Modellieren und Verfeinern wurden alle Mutationen, fehlenden
Aminoséuren (bis auf 317-320) und Wassermolekiile eingebaut, Seitenkettenkonformationen
verandert und schlieBlich der Inhibitor und die letzten fehlenden vier Aminosduren eingesetzt.
Der R-Faktor lag zuletzt bei 20,7 %, Rpree bei 25,0 %. Die Struktur PKAB3-BIM2 wurde mit
Molecular Replacement mit 1STC (PKA-PKI-Staurosporin) [25] als Suchmodell gelost und
lieferte nach rigid body refinement die gleich Konformation wie PKABS5-BIMI1. In den
anderen Fillen wurde die verfeinerte Struktur PKABS-BIM1 als Modell fiir alle weiteren

Strukturen in dieser Raumgruppe benutzt (Tabelle 4.16).



96 4 Ergebnisse und Diskussion - Proteinkinase A

Abb. 4.46 Vier solcher Trimere von Dimeren bauen die Elementarzelle auf. Die zwei- und dreizihlige
Symmetrieachse sind gut zu erkennen. Jeweils zwei Molekiile sind eingehakt. Die C-Termini sind im linken
Stereobild hervorgehoben, die Knotenpunkte sind dadurch besser zu sehen.

4.7.2.2 Eingehakte Molekiile

Mehrere Strukturen von PKA und PKAB-Mutanten mit PKI und verschiedenen Bisindolyl-
maleimiden kristallisierten in der kubischen Raumgruppe P4,32 (a=b=c=170 A, o=p=y=90°)
mit einem Molekiil in der asymmetrischen Einheit. Das entspricht einem Solvensgehalt von
70 %. Ein Ausschnitt aus der Elementarzelle ist in Abb. 4.46 dargestellt. Der C-Terminus
verlduft anders als in den bisher bekannten Strukturen. Je zwei C-Termini sind eingehakt, es
liegen Dimere vor. Im Kristall mit der besten Auflosung (PKABS5-BIM4) ist die Elektronen-
dichte liickenlos durchgéngig im ganzen Bereich des C-Terminus. Sie zeigt eindeutig das
Einhaken der Molekiile (Abb. 4.47). Die C-Termini 16sen sich weiter von der Kinasedomine,
stethen mit dem Nachbarmolekiil im Bereich der Hinge Region in Kontakt, sind dabei
eingehakt und binden dann wieder an den eigenen N-lobe.

Der C-Terminus entfernt sich ab Pro316 vom C-lobe. Ab Pro321 bestehen Kontakte zum
Symmetriedquivalent. Asn326 bildet zwei Wasserstoffbriicken zum Symmetriedquivalent, die
eine direkt zu Lys49, die andere indirekt iiber ein Wassermolekiil zum Inhibitor. Auch
Asp323 und Phe327 haben Kontakte zum Symmetriedquivalent in der Ndhe der Hinge
Region. Tyr330 steht iiber ein Wassermolekiill in Wechselwirkung mit dem
symmetriedquivalenten Tyr330. Ab Aminosidure Glu332 bestehen wieder Kontakte zum
eigenen N-lobe. Der weitere Verlauf des C-Terminus entspricht dem aller anderen PKA-

Strukturen.
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Abb. 4.47 Die Kristallstruktur von PKAB5-BIM4 bei 2,3 A zeigt zwei eingehakte PKA-Molekiile. A Die C-
Termini 16sen sich weiter von der Kinasedoméne, stehen in Kontakt mit dem Nachbarmolekiil im Bereich der
Hinge Region, sind dabei eingehakt und binden dann wieder an den eigenen N-lobe. B Eine simulated-annealed
omit map konturiert auf 2,0 ¢ zeigt eine liickenlos durchgéngige Dichte im ganzen Bereich, in dem das Einhaken
stattfindet. C Ein vergroBerter Ausschnitt zeigt die Wechselwirkungen im Detail: Asn326 des Symmetrie-
dquivalents (magenta, *) macht eine Wasserstoffbriicke direkt zu Lys49 und indirekt iiber ein Wassermolekiil
zum Inhibitor. Auch Asp323 und Phe327 des Symmetriedquivalents haben Kontakte in der Néhe der Hinge
Region.
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4.7.2.3 Diskussion

Die Uberkreuzungsstellen liegen im Bereich des C-Terminus, der in eine fast liickenlose
Dichte (Struktur PKABS5-BIM1) neu modelliert wurde. Die Struktur mit der hochsten
Auflosung zeigt in diesem Bereich eine komplett durchgehende Dichte. Wie im Abschnitt
2.2.2.3 beschrieben ist der C-Terminus ein Segment von 50 Aminoséduren, das auflerhalb der
katalytischen Domine liegt, aber bei vielen AGC-Kinasen vorkommt. Die letzten vier
Aminosduren bei PKA bilden das hydrophobe Motiv (HM), das in eine hydrophobe Tasche
des N-lobes bindet. Alle PKA-Strukturen zeigen diese Bindung, in Ubereinstimmung mit der
konstitutiven Aktivitdt der freien katalytischen Untereinheit. Bei anderen Kinasen der AGC-
Familie folgt auf FXXF eine Phosphorylierungsstelle, die essentiell fiir eine Bindung und
Aktivitdt der Kinase ist. Eine Bindung und Losung des hydrophoben Motivs in und aus der
Tasche ist beschrieben. Diese Dynamik kann man auch fiir PKA indirekt in diesen
Kristallstrukturen sehen, da zum Einhaken der Molekiile ein Loslosen des HM aus der
hydrophoben Tasche, ein Uberkreuzen und wieder erneutes Binden des HM in die Tasche
stattgefunden haben muss.

In der Proteindatenbank (PDB) gibt es bereits zwei Strukturen mit dieser Raumgruppe. Es
sind 1CTP und 1CMK mit einer Aufldsung von jeweils 2,9 A und ohne Verfeinerung der B-
Faktoren [/8]. 1CMK ist myristyliert und zweifach phosphoryliert. Es enthélt Koordinaten fiir
alle Aminosduren. Der Bereich zwischen 317 und 327 liegt eng am Enzym an, der des
benachbarten Symmtriedquivalents ldauft nahe vorbei. Bei 1CTP ist dieser Bereich nicht
aufgelost. Aber auch die meisten geschlossenen Strukturen zeigen einen schlecht geordneten
Bereich um Phe318 und von 331 bis 336, sowie hohere B-Faktoren in diesem Bereich. Man
vermutet, dass diese Flexibilitdt notwendig ist, um ATP den Zugang zur Bindetasche zu
ermoglichen [37]. In der PKAB5-BIM4 Struktur ist die Dichte durchgehend und eindeutig
definiert (Abb. 4.36 B). In den drei anderen, schlechter aufgelosten Strukturen (PKA-BIM3
und PKAB5-BIMI) ist keine durchgehende Elektronendichte im Bereich 317 bis 319 zu
sehen. Das mag auch daran liegen, dass an dieser Stelle die zweizdhlige Symmetrieachse
verlduft. Dennoch lésst der Kettenverlauf mit einer Liicke von nur maximal vier Aminosduren
keine andere Moglichkeit, als zu verknoten oder aber in die hydrophobe Tasche des
Nachbarmolekiils zu binden (in Abb. 4.48 mit Pfeilen markiert). Zumindest eine gut

aufgeldste Struktur zeigt eindeutig das Einhaken.
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Abb. 4.48 Ein Molekiil mit dem eingehakten Symmetriedquivalent. Die Oberfldche der konservierten kata-
lytischen Doméne (43-310) ist dargestellt. Die N-terminale Helix A, PKI(5-24) und der C-Terminus sind in der
Ribbon-Darstellung. Zwischen den Pfeilen sind bei schlechter aufgelosten Strukturen Locher in der
Elektronendichte zu sehen.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSION - SRC
5.1 Kiristallisation und Datensammlung

5.1.1 Unterschiedliche Proteinkonstrukte

Gereinigte Src Kinasedoméne (257-535) wurde von Dr. H. Koll und E. Schwalb (Roche
Diagnostics, Penzberg) bereitgestellt. Das Protein wurde mit einem rekombinanten Baculo-
virus-Expressions-System in Sf9-Insektenzellen hergestellt. Das Protein entspricht der
Maussequenz, die sich allerdings nur an zwei Stellen von der humanen Sequenz in diesem
Bereich unterscheidet: Asn342Ser und Ser367Ala (Maus-Mensch-Austausche). Das Protein
war nach der Reinigung hauptsidchlich monophosphoryliert (ca. 85%) mit geringen Anteilen
nicht phosphorylierten und 2-fach phosphorylierten Formen. Deshalb wurden aufler dem
Wildtypprotein auch verschiedene Mutanten verwendet, bei denen Tyr418 des Aktivierungs-
loops zu Trp, Ala oder Glu ausgetauscht war. In diesem Fall lag zum groBten Teil nicht
phosphoryliertes Protein vor. Alle Proben wurden massenspektroskopisch untersucht. Die
Aktivitit der Mutanten entspricht im Wesentlichen dem Wildtyp und full-length Protein.

Spétere Proteinchargen wurden in E. coli exprimiert, riickgefaltet und gereinigt. Dieses
Protein wurde von Dr. P. Riiger und H. Hertenberger (Roche Diagnostics, Penzberg) zur

Verfiigung gestellt.

5.1.2 Kristallisation und Datensammlung

Das Protein aus dem Baculovirus-Expression-System wurde vor der Kristallisation gegen
einen Puffer aus 20 mM Hepes, 100 mM NaCl, 2 mM DTT pH 7,5 iiber Nacht dialysiert und
ankonzentriert. Das Protein wurde als sitting oder seltener als hanging drops kristallisiert,
sowohl bei 20 °C als auch bei 4 °C. Verschiedene PEG- und Ethylenglycol-Bedingungen
wurden mit diversen Screens gefunden. Die Kristalle wuchsen entweder als Stibchen oder
extrem diinne Platten nach Seeding innerhalb von 7-20 Tagen zu maximaler Dicke (Abb. 5.1).
Die Optimierung der Bedingungen fiihrte zu Kristallen in der Raumgruppe P1 (20 %
Ethylenglycol) oder in der Raumgruppe P2; (30 % PEG-4000, 0,2 M Natriumacetat, 0,1 M
TrisHC1 pH 8.,5). Unterschiedliche Proteinchargen zeigten ein stark unterschiedliches
Kristallisationsverhalten. Protein aus E. coli liefert Kristalle in der Raumgruppe P1, allerdings
mit unterschiedlichen Zellkonstanten, aus unter Bedingungen von 25 % PEG3350, 0,1 M

Hepes pH 7,5. Die Kristalle wurden mit einem Loop geerntet und nach kurzem Eintauchen in
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30 % Ethylenglykol direkt im Stickstoffstrom gefroren. Sie wurden am Synchrotron DESY
(Hamburg) oder SLS (Villigen) gemessen.

- r

‘.

Abb. 5.1 Diinne Kristallplatten wachsen innerhalb von wenigen Wochen zu maximaler Dicke.

5.2 Strukturlosung und Verfeinerung

5.2.1 Unterschiedliche Kristallformen

Insgesamt wurden drei verschiedene Kristallpackungen beobachtet. Die Kristalle der
Raumgruppe P1 (a=42, b=63, c=74, 0=100, =91, y=90) haben mit denen der Raumgruppe
P2, (a=42, b=63, c=124, f=90) zwei Zellkonstanten gemeinsam. Sie enthalten beide zwei
Molekiile in der asymmetrischen Einheit. Sie zeigen das gleiche Dimer und in einer Ebene die
gleiche Packung. Die dritte Raumgruppe ist ebenfalls P1 allerdings mit vier Molekiilen in der
asymmetrischen Einheit und einer neuen Packung (a=64,5, b=72,6 c¢=82,4, 0=91,8 B=106,
v=105).

Tabelle 5.1 Ubersicht iiber die verschiedenen Kristallformen

Kristallform 1 2 3

Raumgruppe P1 P2, P1

Molekiile/asym. Einheit 2 2 4

Matthews Koeffizient 2,7 2,5 2,7

Solvensgehalt 57 % 51% 54 %

Zellkonstanten a=42, b=63, c=74 a=42, b=124, c=64 a=64, b=73, c=83

a=100°, B=91°, y=90° 0=90°, B=90°, y=90° =92, B=106 , y=105

Kristallisations- . 0.IMTrisHCIpH 8,0 | 4 \t yEpES pH 7,5

bedineungen 20 % Ethylenglycol 0,2 M NaAcetat 25 % PEG3350
gung 30 % PEG4000 °
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5.2.2 Strukturlosung mit Molecular Replacement

Molecular Replacement wurde mit einer Reihe von Suchmodellen aus der Proteindatenbank
(PDB) durchgefiihrt, unter anderem mit (inaktiven) Src und (aktiven) Lck Strukturen, unter
Verwendung der CCP4 Programme MolRep und AMoRe. Die beste Losung ergab ein Hybrid
aus Lck (N-terminal) (3LCK, [//4]) und Src (C-terminal) (1FMK, [/09]). Die erste Struktur

wurde in der Raumgruppe P1 mit zwei Molekiilen in der asymmetrischen Einheit gelost.

5.2.3 Verfeinerung

Ausgehend von einem R-Faktor von 41 % nach dem Molecular Replacement ergab sich ein
R-Faktor von 34 % nach einer rigid body Verfeinerung mit Definition des N-/obes und des C-
lobes beider Molekiile als jeweils unterschiedliche rigid body Gruppen. Weitere
Verfeinerungsschritte (mit dem Programm Refmac) alternierend mit Strukturmodellieren
(Moloc), dem Einbau von Wassermolekiilen und des Inhibitors verbesserten schrittweise das
Modell und ergaben zuletzt einen R-Faktor von 21 %. Dieses verfeinerte Modell wurde als

Suchmodell fiir weitere Strukturen benutzt.

5.2.4 Kristallpackung

5.2.4.1 Das Dimer in P1

Es wurden Strukturen in drei verschiedenen Kristallformen geldst (Tabelle 5.1). Am
hiufigsten war die Raumgruppe P1 mit zwei Molekiilen in der asymmetrischen Einheit. Diese
Kristalle entstanden in Kristallansdtzen mit 20 % Ethylenglycol als Prézipitans. Die beiden
Molekiile des Dimers sind nicht identisch, sondern unterscheiden sich vor allem in der
Offnung der Kinasedomine, die durch eine Rotation vom N-lobe relativ zum C-lobe
hervorgerufen wird (siehe auch Abb. 5.8). Die Flexibilitit der Kinasedoméne ist nicht
ungewohnlich (Abschnitt 2.1.1). Von PKA gibt es sehr viele unterschiedlich weit gedffnete

und geschlossene Strukturen [5].
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Abb. 5.2 Die Abbildung zeigt das Dimer in P1 (a=42, b=63, c=74, a=100°, p=91°, y=90°) mit symmetrie-
dquivalenten Molekiilen (Molekiil A: C-lobe: orange, N-lobe: rot, Inhibitor: gelb; Molekiil B: C-lobe: cyan, N-
lobe: blau, Inhibitor: griin). Eine Aufsicht auf die Ebene BC der Einheitszelle zeigt im Bereich der C-lobes sehr
dichte Kontakte, wihrend zwischen den N-lobes kaum Kontakte bestehen.

Ebene AC wiederum die schwachen Kontakte entlang der Achse C veranschaulicht.

Abbildungen 5.2 und 5.3 zeigen die Kristallpackung von verschiedenen Seiten. Die Molekiile
A und B sowie C- und N-lobe sind unterschiedlich gefarbt. Die Molekiile packen in der
Ebene, in der die C-lobes liegen (entlang a und b), sehr dicht (Abb. 5.2). Zwischen den
N-lobes (entlang c) bestehen kaum Kontakte (Abb. 5.2 und Abb. 5.3). Diese Eigenschaft
spiegelt sich in den diinnen Kristallplatten wieder. Die Ebene mit den vielen Kristallkontakten

wéchst besonders schnell, wihrend in der dritten Raumrichtung kaum Wachstum stattfindet.
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5.2.4.2 Das Dimer in P2,

Die Raumgruppe P2; wurde mit Kristallen aus PEG-Bedingungen gefunden. Sie enthélt zwar
auch das gleiche Dimer wie in P1, insgesamt aber 4 Molekiile in der Einheitszelle. Das zweite
Dimer entsteht gemall der Symmetrie in P2; durch eine zweifache Schraubenachse senkrecht
zur NCS-Achse (Abb. 5.4). In einer Ebene (43 und 63) ist die Packung gleich, in Richtung der

dritten Raumrichtung allerdings unterschiedlich.

P1 P2,
a=42 b=63 c=74 a=100° 3=91° y=90° a=42 b=124 c=64 a=90° =90° y=90°

ses
S

180°
+1/2

b=123
180° + ca.1/2 NCS 180°+ ca.1/2 NCS
b=63 c=64
Kristallisationsbedingung: Kristallisationsbedingung:
20 % Ethylenglycol 0,1M TrisHCI pH 8,0, 0,2M NaAcetat, 30% PEG4000

Abb. 5.4 Schematische Darstellung der Kristallpackungen in der triklinen (P1) und monoklinen (P2))
Raumgruppe mit je 2 Molekiilen (A und B) in der asymmetrischen Einheit. Die Achse a mit ca. 42 A steht in
beiden Fillen senkrecht auf der Papierebene. Das Dimer ist in beiden Raumgruppen vorhanden. Die Ebenen, die
von den Achsen 42 und 63 aufgespannt werden, sind identisch.

5.2.4.3 Vier Molekiile in P1

Die dritte Kristallform unterscheidet sich von den ersten beiden, da sie dieses Dimer nicht
enthdlt. Die Raumgruppe ist P1 mit vier Molekiilen in der asymmetrischen Einheit, die Zell-
konstanten sind a=64,5, b=72,6, c=82,4, 0=91,8, p=106, y=105. Bei dem zur Kristallisation
verwendeten Protein handelte es sich um rekombinant in E. coli hergestelltes, renaturiertes

Protein. Die Kristalle stammen aus Bedingungen mit 0,1M Hepes pH 7,5 und 25 % PEG3350.
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Abb. 5.5 Darstellung der Kristallpackung in der triklinen Raumgruppe (P1) mit 4 Molekiilen in der asymme-
trischen Einheit. Die N-lobes sind rot, die C-lobes gelb gefarbt. Der Aktivierungsloop ist bei zwei von den vier
Molekiilen aufgelost (orange).
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5.3 Strukturen der Kinasedomséne von Src

Zur Kristallisation wurde ausschlieBlich aktives Protein (Wildtyp oder Mutanten) verwendet.

Die Aktivitit des Proteins wurde mit kinetischen Untersuchungen bestdtigt. Das Protein

wurde mit verschiedenen Inhibitoren kokristallisiert. Eine Ubersicht iiber die geldsten

Strukturen gibt Tabelle 5.2.

Im Folgenden wird die Proteinstruktur beschrieben, anschlieBend die Inhibitorbindung

analysiert.

Tabelle 5.2 Ubersicht iiber die geldsten Src-Kinasedoméne-Inhibitor-Komplexe

Verfeinerungsstatistik

mit Datensammlung- und

Purvalanol ohne
Inhibitor So1 So01 CGP77675 A Ligand S05
(AMPPCP)
Protein Baculo, Baculo, Baculo, Baculo, Baculo, E. coli,
Wildtyp * Wildtyp * Wildtyp * Y418W Y418W Wildtyp
Datensammlung
Raumgruppe P1 P2, P1 P1 P1 P1
Kristallform 1 2 1 1 1 3
Zellkonstanten 41,76 41,9 41,53 41,70 41,8 64,5
(a,b,c,0,B,7) 62,89 123,9 62,95 63,08 62,5 72,6
73,95 63,7 72,79 74,06 73,9 82,4
100,4 90 100,4 100,6 100,6 91,8
91,4 89,97 90,8 91,1 91,0 106,0
90,0 90 90,0 90,1 90,0 104,9
Wellenlinge (A) 1,05 1,05 1,05 1,05 1,00075 1,05
Beam line BW-6 BW-6 BW-6 BW-6 PX BW-6
DESY DESY DESY DESY SLS DESY
Aufldsung (A) 19,17-2,5 20,0-2,4 20,0-2,3 21,08-2,7 20-1,95 20,9-2,5
Vollstandigkeit (%) 72,8 [69,7] | 95,9[90,0] | 96,01[93,5] | 93,0[95,0] | 93,9[90,4] | 95,9[95,7]
[letzte Schale]
I/o (I) [letzte Schale] 9,2 [5,3] 7,8 [2,5] 9,9 [5,2] 4,6 [1,5] 6,8 [3,7] 1,7[1,4}
Ryym (%)[letzte Schale] | 6,5 [10,4] 6,3 [28,4] 5,3 [13,1] 12,346,917 | 13,5[33.4] | 12,0[48,6]
Verfeinerung
Auflésung (A) 19,17-2,75 | 20,0-2,4 20-2,3 21,08-2,9 20-1,95 8,00-2,7
Anzahl der Atome 4205 4166 4683 4386 3912 8596
Anzahl der Reflexe 15838 23139 29676 14464 48107 30449
Rrakior (%) 25,4 25,2 19,4 21,5 21,4 28,3
Reree (%0) 33,3 32,8 24,7 31,4 25,5 35,4
Test set (%) 5,0 5,1 5,0 49 5,0 5,0
Korrelationskoeffizient
Fo-Fe [Free] 0,84 [0,73] | 0,8910,81] | 0,9310,89] | 0,91[0,81] | 0,92[90,0] | 79,8[70,0]
Standardabweichung
Bindungslingen (A) 0,013 0,013 0,012 0,016 0,016 0,020
Bindungswinkel (°) 1,482 1,376 1,701 1,787 1,551 1,942
Temperaturfaktoren
Alle Atome [ 29,9 49,0 39,8 43,2 30,5 | 52,9

* Carboxymethyliert
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5.3.1 Die Struktur der Kinasedoméine von Src in Kristallen der Raumgruppe P1 mit

zwei Molekiilen in der asymmetrischen Einheit

5.3.1.1 Allgemeine Struktur / Konformation

Die zwei Molekiile in der asymmetrischen Einheit haben in allen Strukturen etwas
unterschiedliche Konformationen (siehe auch Abb. 5.8). Die C-terminale Doméne ist in
beiden Molekiilen sehr gut definiert. Sie ist nach allen Seiten von Symmetriedquivalenten
(ebenfalls C-lobes) umgeben. Die N-terminale Doméne ist weniger gut in der
Elektronendichte definiert und scheint daher flexibel zu sein, auch deshalb, weil wenige
Kontakte zu Nachbarmolekiilen existieren, um eine Konformation fest zu verankern. Beide
Molekiile sind unterschiedlich weit gedffnet. Kinasen sind flexibel und kénnen in offenen und
geschlossenen Konformationen vorliegen (Abschnitt 2.1.1). In Abb. 5.5 ist die Struktur der
Kinasedoméne von Src nach B-Faktoren gefarbt. Der N-lobe hat sehr viel hohere B-Faktoren

im Vergleich zum C-lobe. Dies deutet auch auf Flexibilitét hin.

N-lobe { 3 a Nobe { 3T S e
— LA i
f@’dp @ Iﬂf/g/ y
™ Helix C ! \\:\,/J Helix C
55 “\ s 15 o B
YX VA \"A\;\ - &
C-lobe _L/,/‘ \ )\/ C-lobe - { 7@/;‘\‘/;\((’/‘( ~
/Zi / ./\J,//// ‘</ l KNJ‘/\/Z/
Nl o i L NP N

(XY

pTyr529 (f 76{ NG %/
/‘I\!} 3

J

S~ CTobe

Abb. 5.6 A Nach Temperaturfaktoren eingefdrbte Ca Struktur der Kinasedoméne von Src, wobei der B-Faktor
von blau iiber griin und gelb nach rot hin zunimmt. Der kleinere N-lobe zeigt hhere Temperaturfaktoren als der
groere C-lobe. Die hochsten B-Faktoren findet man im Bereich der Helix C und des Glycinloops. Eine
Verschiebung dieser beiden Teile des N-lobes ist als Regulierungsmechanismus von Kinasen beschrieben. Der
Aktivierungsloop ist ungeordnet und daher in der Elektronendichte nicht zu erkennen. B Im Vergleich dazu ist
die Struktur 1IFMK — inaktives Src mit SH2 und SH3 Doméne — dargestellt. Die Temperaturfaktoren sind
insgesamt niedriger, besonders im N-lobe.
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In der Struktur 1IFMK aus der PDB [/09], die inaktives Src mit katalytischer, SH2 und SH3-
Domine darstellt, ist die katalytische Doméne durch die SH2 und SH3 Doméne fixiert. Es
gibt Untersuchungen, die bei Mitgliedern der Src-Familie die Flexibilitdt der einzelnen
Dominen gegeneinander beschreiben [/22]. Bei genauer Analyse der Kristallpackung der
Kinasedoméne (sieche auch Abschnitt 5.2.4) zeigt sich, dass die beiden Molekiile in der
asymmetrischen Einheit kaum Kontakte im Bereich der N-/obes haben. Molekiil A (264-270)
steht in Kontakt zu Molekiil B im Bereich von 257-269 und 315-317. AuBerdem gibt es noch
eine Wechselwirkung zwischen Molekiil A (299) und Molekiil B (287). Im Gegensatz dazu
sind die C-lobes sehr dicht gepackt. Auch dadurch wird die Flexibilitit des N-lobes erhoht.

5.3.1.2 Helix C, Glycinloop und Aktivierungsloop

Die Helix C und die Spitze des Glycinloops, beide Teile des N-lobes, sind fast gar nicht in der
Elektronendichte definiert, selbst die Hauptkette ist nur schwach durchgehend. Eine Ver-
schiebung dieser beiden Teile des N-lobes ist als Regulierungsmechanismus von Kinasen
beschrieben (Abschnitt 2.1.2). Der Aktivierungsloop ist ungeordnet und nur bis Phe407 des
DFG-Motivs (in einer Struktur bis Leu412) in der Elektronendichte zu erkennen. Dies ist
allerdings hiufig bei Kinase-Strukturen zu beobachten, zum Beispiel bei FAK oder Eph2a
[167].

Die Position der Spitze des Glycinloops ist in der Elektronendichte schwach definiert,
wihrend die Inhibitoren, die nur die Adenosin-, nicht aber die Triphosphat-Bindetasche
besetzen, und deren unmittelbare Umgebung gut definiert sind. Der Glycinloop scheint also
flexibel zu sein, wenn er nicht durch Liganden fixiert wird. So kann er auch eine Vielzahl von

Liganden akzeptieren und sich ihnen anpassen, wie bei Staurosporin in CSK, Lck oder PKA.

5.3.1.3 C-Terminus

Der C-Terminus (520-535) kann an Tyr529 phosphoryliert werden und in der
phosphorylierten Form an die SH2 Domine binden, wodurch die Kinase inaktiviert wird.
Dieser Teil der Sequenz war beim Molecular Replacement geldscht worden (bis 520), in den
ersten berechneten Dichten aber deutlich sichtbar. Der C-Terminus faltet unter dem C-/obe in
einer Schleife, in der Ndhe zu vier Helices, oE (382-362), oF (443-458), al (510-522) und
aH (502-490). Leu535 ist in Kontakt mit Leu362, Thr458, Lys460, Pro487, Glu488, Cys489
sowie Tyr529 (Abbildung 5.7). Dies kann durch das Fehlen der SH2 Doméne und/oder die
Kristallpackung bedingt sein. Tyr529 ist nicht phosphoryliert. Auch massenspektroskopische
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Untersuchungen haben dies bestétigt. Es gibt einige Kontakte in diesem Bereich von Molekiil

A zu Molekiil B sowie von B zu einem Symmetriedquivalent von A.

T

ol

S492

oE
D367

oH

Abb. 5.7 Der C-Terminus faltet unter vier Helices (E, F, H, I) des C-lobes.

5.3.1.4 ATP-Bindetasche

Trotz allen Unsicherheiten im N-lobe ist der Inhibitor in der Elektronendichte sehr gut
definiert und ebenso die umliegenden Reste. Eine Ausnahme bildet der Aktivierungsloop, der
nicht aufgelost ist. Auch Seitenketten der Helix C sind teilweise nicht aufgelost. Die
Salzbriicke zwischen Lys297 und Glu312 (analog Lys72 und Glu91 bei PKA) ist vermutlich

nicht vorhanden, da die diese Seitenketten ebenfalls nur teilweise aufgeldst sind.

5.3.2 Die Struktur der Kinasedomiine von Src in Kristallen der Raumgruppe P2,

Es handelt sich hier um eine monokline Raumgruppe (P2;) mit a=41,9, b=123,9, ¢=63,7 und
=89,97° mit einem Dimer in der asymmetrischen Einheit. Die drei fast 90° Winkel sowie
gute Ryym-Werte nach der Integration der Intensitéten in der orthorhombischen Raumgruppe
haben lange zu der falschen Einschitzung beigetragen, es handle sich um einen
orthorhombischen Kristall. Beim Molecular Replacement ergab sich zwar eine klare
Rotationslosung, allerdings in keiner der acht mdglichen Raumgruppen (wenn man alle
moglichen Kombinationen von Schraubenachsen in Betracht zieht) eine eindeutige und

sinnvolle Translationslosung. Dies ergab sich auch mit verschiedenen Suchmodellen und
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Dominenteilen. Deshalb wurde neu indiziert und integriert. In der monoklinen Raumgruppe
P2, konnte die Struktur geldst werden. Bei den zwei Molekiilen in der asymmetrischen
Einheit handelt es sich um das gleiche Dimer wie in P1 (Abb. 5.4). Auch die strukturellen
Eigenschaften des Proteins stimmen mit den in Abschnitt 5.3.1 beschriebenen iiberein und
werden deshalb nicht noch einmal beschrieben.

Der Inhibitor SO1 konnte mit der Kinasedoméne von Src unter verschiedenen Bedingungen
kokristallisiert werden. Kristallstrukturen konnten in der Raumgruppe P1 und P2, geldst
werden. Zum Vergleich der Struktur wurden alle vier verschiedenen Molekiile (zwei in jeder
Kristallform) iiberlagert (Abb. 5.8). Sie unterscheiden sich nicht wesentlich und stellen die

Flexibilitat der Kinasedoméne noch einmal dar.

Glycinloop Glycinloop

Aktivierungsloop Aktivierungsloop

\'%

Abb. 5.8 Die Strukturen in der Raumgruppe P2; (blau) wurden mit denen in der Raumgruppe P1 (griin)
iiberlagert. Die Strukturen unterscheiden sich kaum. Die Flexibilitit der Kinasedoméine ist deutlich zu sehen.

5.3.3 Die Struktur der Kinasedoméne von Src in Kristallen der Raumgruppe P1 mit

vier Molekiilen in der asymmetrischen Einheit

Bei dem zur Kristallisation verwendeten Protein handelte es sich um rekombinant in E. coli
hergestelltes, riickgefaltetes, autophosphoryliertes Protein. Es wurde ebenfalls von der Firma
Roche Diagnostics GmbH zur Kristallisation zur Verfiigung gestellt.

Kristalle entstanden in einer neuen Raumgruppe P1 mit neuen Zellkonstanten (a=64,5,

b=72,6, c=82,4, 0=91,8, B=106, y=105) und vier Molekiilen in der asymmetrischen Einheit.
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Auffillig ist dabei, dass die Zellkonstanten von ca. 63 und 72 A auch hier wieder zu finden
sind. Allerdings kommt das Dimer der beiden anderen Raumgruppen nicht vor. Die Kristall-

packung ist unterschiedlich (Abschnitt 5.2.4).

5.3.3.1 Aktivierungsloop

Bei zwei von vier Molekiilen ist der Aktivierungsloop sehr deutlich zu sehen (Abb. 5.9). Bei
den anderen beiden Molekiilen ist er wie in den anderen Kristallformen ungeordnet. Die
Hauptkette ist komplett durchgingig, die Elektronendichte der meisten Seitenketten ist gut
definiert. Gut zu sehen ist die Phosphorylierung an Tyr418. In Kristallstrukturen von Lck ist
der Aktivierungsloop ebenfalls phosphoryliert und aufgelost. Wie das Sequenzalignment zeigt
(Abb. 2.8), ist die Sequenz des Aktivierungsloops bei Src und Lck bis auf zwei Aminosduren

identisch. Auch die Konformation ist sehr dhnlich.

y N NN
.\3@,\\/

- ; Aktivierungsloop
\-‘ 1

)

&4_.7“4 . - . 15
R A SIS

e TSI
- QW N N

Abb. 5.9 Die vier Molekiile in der asymmetrischen Einheit sind auf die C-lobes tiberlagert. Bei zwei Molekiilen
(griin) ist der Aktivierungsloop geordnet und gut aufgelost.

5.1.1.1 C-Terminus

In dieser Kristallform ist der Aktivierungsloop aufgelost. Nicht zu sehen ist dafiir der C-
Terminus, der in den anderen Kristallformen sehr gut zu sehen war. Alle Molekiile zeigen

eine gute Elektronendichte fiir die Aminoséuren bis einschlieBlich 526.
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5.4 Analyse der Inhibitorbindung

5.4.1 Inhibitor S01

Inhibitor SO1 ist den Pyrido-[2,3-d]-pyrimidonen (zum Beispiel PD173955) in der
chemischen Struktur &hnlich (Abb. 5.10). Pyrido-pyrimidone sind nM Inhibitoren von
Kinasen der Src-Familie aber auch von anderen Tyrosinkinasen [232]. Auch fiir den Inhibitor

SO1 liegt die Bindungskonstante im niedrigen nM Bereich.

o
ELNT

Abb. 5.10 Strukturformel von Inhibitor SO1.

Der Inhibitor SO1 wurde in zwei verschiedenen Kristallformen unter zwei verschiedenen
Bedingungen mit modifiziertem Src Wildtyp kokristallisiert (Abschnitt 5.3.1 und 5.3.2). Die
Strukturen konnten in der Raumgruppe P2; mit einer Aufldsung von 2,4 A, in P1 mit einer
Auflésung von 2,75 A gelost werden (Tabelle 5.2). Alle vier Molekiile aus zwei Kristallen
sind iiberlagert in Abb. 5.8 und die Bindetasche vergréBert in Abb. 5.11 dargestellt.

Abb. 5.11 Uberlagerung von vier Molekiilen Src-Kinasedomine aus zwei Kokristallstrukturen mit dem

gleichen Inhibitor. Die Abb. zeigt die Inhibitorbindetasche als einen vergroBerten Ausschnitt von Abb. 5.8.

Der Inhibitor bindet anders als die in Abschnitt 4 beschrieben Inhibitoren der AGC-Familie.
Er besetzt nur die Adenin-Bindetasche, nicht aber die Triphosphat-Bindetasche. Der flexible
Diethylaminoethylrest ist nicht aufgelost. Kontakte bestehen vor allem zur Hinge Region

(I1e338, Thr340, Glu341, Tyr342, Met343, Asn344, Lys345, Gly346), aber auch zu Teilen des
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Glycinloops (Leu275, Val283), des B-Faltblatts 3 (Ala295, 11296, Lys297), des B-Faltblatts 7
(Leu395) und der Helix C (Met316). Alle diese Aminosduren bilden eine hydrophobe Tasche.

Wasserstoftbriicken werden nur zur Hinge Region gebildet: zum Carbonylsauerstoff von

Met343 und zum Amidstickstoff von Met343 (Abb. 5.11).

Abb. 5.12 Bindung von Inhibitor SO1 an Src. Die F,-F, Elektronendichte (berechnet ohne Inhibitoratome) ist
auf 2,0 ¢ konturiert. Die flexible Diethylaminoethylgruppe ist nicht aufgeldst und deshalb nicht dargestellt.

54.2 CGP77675

OH

Abb. 5.13 Strukturformel von Inhibitor CGP77675.

Der Inhibitor CGP77675 wurde von Novartis fiir die Indikation Osteoporose entwickelt. Die
ICso-Werte fiir Src liegen zwischen 5-20 nM, je nach verwendetem Substrat, fiir verwandte
Kinasen 15-20 mal hoher [/47]. Die Strukturformel ist in Abb. 5.13 dargestellt.

Die Struktur des Komplexes von CGP77675 mit der Kinasedoméne von Src wurde in der
Kristall-form 1 (P1 mit zwei Molekiilen in der asymmetrischen Einheit) mit 2,3 A Auflésung

gelost (Tabelle 5.1, 5.2). Alle Teile des Inhibitors sind gut in der Elektronendichte definiert.
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Abb. 5.14 Inhibitor (Molekiil A) mit verfeinerter 2F,-F. (beige) und omit F,-F. (braun) Elektronendichte.
Maogliche Wasserstoffbriicken zum Protein sind eingezeichnet. Der Inhibitor ist sehr gut definiert, die Dichte in
allen Bereichen klar.

Bei Inhibitor CGP77675 handelt es sich um ein 5,7-Diphenyl-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin
Derivat. Der Pyrrolo-pyrimidin Teil bindet in der Adenintasche dhnlich wie Adenin mit einer
Wasserstoffbriicke zum Amidstickstoff von Met343 sowie zahlreichen van-der-Waals-
Kontakten zur Hinge Region (Thr340, Glu341, Tyr342, Met343). Der Aminosubstituent bildet
zwei weitere H-Briicken zur Hydroxylgruppe von Thr340 und zum Carbonylsauerstoff von
Glu341 (Abb. 5.14). Der Methoxyphenylsubstituent erstreckt sich tiefer in die Bindetasche
mit Kontakten zum B-Faltblatt 3 (Ala295, 11296, Lys297), zur Hinge Region (Thr340, 11e338)
und zum Anfang des Aktivierungsloops (Ala405, Asp406). Diese Bindetasche wird durch die
Helix C (Met316, Glu312) und Val325 abgeschlossen. In Molekiil A dieser Struktur ist die
Helix C komplett mit Seitenketten, insbesondere auch Glu312 und Met316 aufgeldst
(Abb. 5.14). Der andere Phenylsubstituent zeigt aus der Bindetasche heraus und steht in
Kontakt zur Hinge Region (Asn344, Lys345, Gly346), zum Glycinloop (Leu275, Gly286,
Val283) und zum B-Faltblatt 7 (Leu395). Daran hingt noch weiterer Substituent, der sich
soweit aus der Adenintasche entfernt, dass er in Kontakt zum Nachbarmolekiil B steht
(Ser524, Thr525). Es wird sogar eine Wasserstoffbriicke zu Hydroxylgruppe von Thr525 des
Nachbarmolekiils gebildet.

Auch in dieser Struktur ist die Kinasedomine in beiden Molekiilen unterschiedlich weit
gedffnet. Die Lage der in Inhibitoren ist prinzipiell gleich (Abb. 5.15). Nur im Bereich des
4-Hydroxypiperidinrings und dem Ethyllinker sind zwei unterschiedliche Konformationen zu

sehen, die aber in etwa den gleichen Raum einnehmen.
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Abb. 5.15 Beide Inhibitoren von Molekiil A (dunkler) und Molekiil B (heller). Die im Bild vorderen Teile des
Inhibitors konnen unterschiedliche Konformationen einnehmen.

5.4.3 Purvalanol A

Purvalanol A und B sind als Inhibitoren von Cyclin abhéngiger Kinase (CDK) mit guter
Selektivitdt bekannt [233, 234]. Die ICso- Werte liegen fiir CDK im niedrigen nM Bereich,
wihrend PKA kaum (uM) und PKC nicht (>100uM) gehemmt wird [233]. Erkl, Erk2,
p42MAPK, p44MAPK, CSK und LCK wurden als weitere Targets von Purvalanol gefunden
[234-236]. Eine Rontgenstruktur des Komplexes von Purvalanol B mit CDK2 ist beschrieben
[233]. Purvalanol A fiihrt in in vitro Experimenten zu einem Arrest in der G1 und G2 Phase
des Zellzyklus [237]. Die Strukturformeln von Purvalanol A und B unterscheiden sich nur in

einer funktionellen Gruppe (Abb. 5.16).

.
Cl NH
N =
HO )\\
N Purvalanol A (R=H)
)\ Purvalanol B (R=COOH)

Abb. 5.16 Die Strukturformeln von Purvalanol A und B unterscheiden sich nur in einer funktionellen Gruppe.



116 5 Ergebnisse und Diskussion - Src

Im Screening ist Purvalanol auch als Inhibitor fiir Src aufgefallen. Zudem konnte ein K;-Wert
von 32 nM bestimmt werden. Eine Kokristallisation mit der Kinasedoméne von Src unter den
gleichen Bedingungen (20 % Ethylenglycol) wie oben beschrieben, fiihrte zu kleinen, diinnen
Kristallen der bekannten Raumgruppe P1, die bis ca. 2,9 A streuten. Die Struktur konnte mit
Molecular Replacement unter Verwendung einer bereits verfeinerten Struktur gelost werden
(Tabelle 5.2).

Purvalanol A bindet in einem Bereich dhnlich wie Inhibitor SO1 und CGP77675 mit van-der-
Waals-Kontakten zu fast den gleichen Aminosduren wie die anderen Inhibitoren. Der
Inhibitor interagiert mit der Hinge Region (Thr340, Glu341, Tyr342, Met343, Asn344,
Gly346), B-Faltblatt 3 (Ala295), Teilen des Glycinloops (Leu275, Val283) und dem kurzen
B-Faltblatt 7 (Leu395). Die Seitenkette von Lys297 ist ungeordnet, so dass man hier nicht von
einem Kontakt sprechen kann. In Molekiil A ist ein Teil des Aktivierungsloops bis
einschlieBlich Leu412 aufgeldst.

Die F,-F.-Elektronendichte vor dem Einbau des Inhibitors zeigt beide Aromaten, aber von
allen Substituenten ist jeweils nur das erste Atom sichtbar (Abb. 5.17). Zwei Wasserstoft-
briicken konnen zur Hinge Region gebildet werden: zur Carbonylgruppe von Met343 sowie
zum Amidstickstoff von Met343. Eine weitere H-Briicke vom Inhibitor zu einem Wasser-

molekiil, das wiederum eine H-Briicke zu Asp406 bildet, ist nur in Molekiil A zu sehen.

V283

Y342 ] o ) N ;~ E ;‘\'\ /
m343 /W S !g\'ic ) Y' -.

Abb. 5.17 Ausschnitt aus Molekiil A zeigt den Inhibitor mit Elektronendichte (F,-F. Elektronendichte,
konturiert auf 2 o, griin).
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Vergleich mit ICKP (CDK2-Purvalanol B-Komplex)

Die Konformation der beiden Kinasen CDK2 und Src ist recht unterschiedlich. CDK2 ist
starker geschlossen und die Hauptkette verlduft in der Hinge Region anders. Der Purinring
liegt in den beiden Strukturen dhnlich. Interessant ist der m-Chlorphenylring, der im Komplex
mit Src fast in einer Ebene mit dem Purin liegt, aber im Komplex mit CDK2 um ca. 60°
gedreht steht (Abb. 5.18). Dabei wurden auch zwei unterschiedliche Konformationen
gefunden, die sich in der Orientierung des Chlors unterschieden. Die zusitzliche
Carboxylatgruppe ist nicht in den Koordinaten aus der Proteindatenbank enthalten, ebenso
fehlen die Koordinaten der anderen beiden Substituenten. Diese sind nur im Schema mit

Wechselwirkungen zum Protein in der Publikation dargestellt [233].

Abb. 5.18 Uberlagerung des Src-Purvalanol A-Komplex (Molekiil A hellblau, Molekiil B dunkelblau) mit dem
CDK2-Purvalanol B-Komplex (1CKP) (beide Inhibitor Konformationen orange).

5.5 Vergleich zu anderen aktiven und inaktiven Strukturen von Kinasen

der Src-Familie

Strukturen von Mitgliedern der Src-Familie in der PDB sind in Tabelle 2.2 und 2.3
zusammengestellt. Jeweils mehrere Strukturen von Src (inaktiv, mit SH3 und SH2 Doméne),
Hck (inaktiv, mit SH3 und SH2 Domaéne) und Lck (aktiv, nur Kinasedoméne) mit diversen
Liganden sind dort zu finden. Einzelne Vertreter dieser Strukturen wurden mit den neuen

Strukturen iiberlagert und verglichen (Abb. 5.19).
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Abb. 5.19 Die Struktur der Src Kinasedoméne (blau) ist mit inaktivem Src (gelb), inaktivem Hck (rot) und
aktivem Lck (griin) Uberlagert. Bei den Strukturen der Src Kinasedomine ist der SH2-SH1-Linker nicht
aufgelost. Der Aktivierungsloop ist nur bei einer Kristallform geordnet und liegt dann so wie bei Lck. Der C-
Terminus faltet in einer Schleife unter dem C-lobe.

Alle Strukturen zeigen bei einer Uberlagerung der C-lobes Unterschiede in der relativen
Position des N-lobes. Die Strukturen der Src Kinasedoméne sind Strukturen von aktivem Lck
ahnlicher als denen des inaktiven Src. Gegeniiber der inaktiven Struktur sind die B-Faltblatter
des N-lobe um ca. 19° rotiert und auch die Helix C nimmt eine andere Position ein.
Bewegungen des N-lobe beim Ubergang von aktiver zu inaktiver Konformation der Kinase
sind beschrieben (Abschnitt 2.1.1). Diese Strukturen haben also in eine deutlich verdnderte
Orientierung der lobes zu einander, die der aktiver Strukturen &dhnlich ist. Aufgrund der
Doménenanordnung konnte man also davon ausgehen, dass es sich um eine aktive
Konformation handelt. Dies kann man auch erwarten, da katalytisch aktives Protein zur
Kristallisation verwendet wurde. Dennoch ist in den Strukturen der Aktivierungsloop und die
Seitenketten der katalytisch wichtigen Aminosduren Lys297 und Glu312 nicht geordnet. Es
stellt sich also die Frage, wie aktiv diese Strukturen wirklich sind. ATP oder ATP-Analoga
und Substratpeptide wurden ebenfalls zur Kristallisation verwendet. Kristalle entstanden aber
nur mit AMP-PCP. Die geloste Struktur zeigte aber keine Elektronendichte fiir das Nucleotid.
Dies konnte daran liegen, dass eine ATP-gebundene Konformation der Kinase, mit der

Kristallpackung nicht vereinbar ist.
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5.6 Zusammenfassung

5.6.1 Proteinstruktur

In den meisten Strukturen ist der C-lobe gut definiert und stimmt mit der inaktiven Form (z.B.
1FMK) iiberein. Ebenso wie bei 1FMK ist der Aktivierungsloop nicht geordnet. Nur bei dem
Kristall mit vier Molekiilen in der asymmetrischen Einheit (Kristallform 3) ist bei zwei
Molekiilen der Aktivierungsloop zu sehen. Er hat eine Konformation dhnlich wie in aktiven
Lck-Strukturen. Die Phosphorylierung an Tyr418 ist gut zu sehen. Der N-lobe ist flexibel in
seiner Konformation relativ zum C-lobe. Dies sieht man unter anderem daran, dass die beiden
Molekiile im Kristall unterschiedlich sind und auch von Struktur zu Struktur unterschiedlich
weit gedffnet sein konnen. Das spiegelt die bei vielen Kinasen zu beobachtende Flexibilitat
wider. Hinzu kommt, dass aufgrund der Kristallpackung kaum Kontakte zwischen Resten des
N-lobes bestehen. Somit wird die Bewegung noch erleichtert. Dies hat zur Folge, dass die
Dichte im N-lobe insgesamt schlechter und in Bereichen der Helix C und des Glycinloops
teilweise tiberhaupt nicht mehr vorhanden ist.

Die Inhibitoren und deren Umgebung sind gut sichtbar, so dass die Strukturen zur Analyse

der Wechselwirkungen und fiir strukturbasiertes Design verwendet werden konnen.

5.6.2 Inhibitoren

Die beschriebenen Src-Inhibitoren haben verschiedene Grundgeriiste und entstammen
unterschiedlichen chemischen Klassen. Dennoch haben sie gemein, dass sie nur die Adenin-
und Ribose-Bindetasche besetzen, nicht aber die Triphosphat-Bindetasche. Im Gegensatz zu
den vorher beschriebenen PKA-Inhibitoren erstrecken sie sich noch weiter aus der
Bindetasche heraus, dorthin wo bei PKA der C-Terminus verlduft und die Bindetasche
abschlie3t. Auch konnen sie sich weiter in die andere Richtung ausdehnen, wo bei PKA
Met120 als Gate-keeper die Adenintasche abschlief3t.

Alle Inhibitoren haben die meisten van-der-Waals-Kontakte sowie zwei oder drei
Wasserstoftbriicken zur Hinge Region: zum Amidstickstoff von Met343, dem Homologen zu
Vall123 in PKA, sowie eine weitere zu Met343(0O) oder Glu341(0O). Weitere van-der-Waals
Kontakte bestehen zum B-Faltblatt 1 und 2 (Glycinloop), dem B-Faltblatt 3, dem Anfang des
Aktivierungsloops und dem kurzen B-Faltblatt 7. Inhibitor CGP77675 hat zusétzlich Kontakte

zu einem Nachbarmolekiil.
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