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Einleitung Cyclooxygenase-Weg

1. Einleitung

Die Entstehung und Kontrolle von Entziindungen werden von einem komplexen Netzwerk von
zelluldaren Faktoren geregelt. Unter diesen sind die Eicosanoide, eine Klasse mit struktureller
Verwandtschaft zu parakrinen Hormonen, welche durch die oxidative Metabolisierung der
Arachidonsdure entstehen. Dies umfasst die Prostaglandine, die Thromboxane, die Lipoxine

sowie die Leukotriene.
1.2 Metabolisierung der Arachidonsaure

Die Arachidonsaure (AA) ist eine semiessentielle, vielfach ungesattigte Fettsaure, welche iber
die Nahrung aufgenommen werden kann, oder Uber die essentielle Fettsaure Omega-6
Linolsaure gebildet wird. Im inaktiven Zustand liegt die Arachidonsdure als PE-
(Phosphatidylethanolamin) oder als PC- (Phosphatidylcholin) Addukt fest in der Membran von
Nerven- und Gehirnzellen verankert vor. Durch die Aktivierung des Enzyms zytosolische
Phospholipase A; (cPLA;), welches die hydrolytische Abspaltung der Fettsdurekette vom C2-
Atom des Phosphoglycerids katalysiert, findet die Freisetzung der AA aus der Membran statt.
Die Aktivierung und Translokation von cPLA; zur Membran erfolgt durch den Influx von
submikromolaren Mengen an CaZ*-lonen'. Die Metabolisierung der Arachidonsdure findet

Uber drei unterschiedliche Metabolisierungswege statt (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schema der Arachidonsdurekaskade und ihrer Krankheitsbilder (nach Imig JD, 2009).
1.2.1 Cyclooxygenase-Weg

Die Bildung der Prostaglandine und Thromboxane wird von der Cyclooxygenase-(COX)
katalysiert (Abbildung 1). Zum einen wird die Bildung durch die konstitutiv exprimierte COX-1,
zum anderen durch die induzierbare Variante COX-22 katalysiert. Bei beiden Enzymen entsteht
in einem ersten Zwischenschritt das instabile Lokalhormon Prostaglandin H; (PGHz), welches
Uber verschiedene Synthasen zu den jeweiligen Prostaglandinen und Thromboxanen
umgewandelt  wird.  Prostaglandine spielen, neben ihrer Beteiligung bei
Entziindungsreaktionen, eine wichtige Rolle bei der Thrombozytenaggregation. Ebenso I6sen
sie Muskelkontraktionen aus und beeinflussen den Blutdruck. Dieser Metabolisierungsweg
der Arachidonsdurekaskade ist bereits sehr gut erforscht. Es gibt viele bekannte zugelassene

Inhibitoren wie die Analgetika Aspirin und Ibuprofen, welche die Aktivitat der COX inhibieren3.
1.2.2 Cytochrom P-450 Weg

Der zweite Weg der Arachidonsidurekaskade fihrt tGber das Cytochrom P-450 abhangige
Hamprotein (CYP) (Abbildung 1). Zum einen kann es zur Bildung der Hydroxyeicosatriensauren

(HETEs) kommen, welche durch die CYP-Hydrolase katalysiert wird. Zum anderen kann es zur
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Einleitung Lipoxygenase-Weg

Bildung der Epoxyeicosatriensauren (EETs) kommen, welche durch die CYP-Epoxygenasen
synthetisiert werden. Diese EETs konnen im weiteren Verlauf durch die Addition eines
Wassermolekiils zu den korrespondieren vicinalen Diolen, den Dihydroxyeicosatriensduren
(DHETs) verstoffwechselt werden. Dieser Prozess wird von der |6slichen Epoxidhydrolase
(sEH) katalysiert®. EETs haben eine entgegengesetzte Wirkung zu den anderen
Stoffwechselprodukten der Arachidonsaure, den Thromboxanen, Prostaglandinen, Lipoxinen
und Leukotrienen. Sie wirken anti-inflammatorisch und stimulieren die Zellteilung sowie die
Bildung neuer BlutgefaRe, wodurch sie am Schutz des Herz-Kreislauf Systems beteiligt sind?.
Durch die Verstoffwechselung der EETs durch die sEH sinkt der EET-Spiegel im Korper,
wodurch die positiven anti-inflammatorischen Eigenschaften der EETs verringert werden. Ein
erhohter DHET-Spiegel wird unter anderem mit kardiovaskuldren Erkrankungen, Diabetes,
Entziindungen und Schmerzen in Verbindung gebracht. In einer Arbeit von Li et al.> konnte
gezeigt werden, dass die Inhibition der l6slichen Epoxidhydrolase zu einer Senkung des
Blutdrucks fuhrt. Hierfir gibt es bereits einige bekannte Inhibitoren mit einem
Harnstoffgrundgerist wie 12-(3-adamantan-1-yl-ureido)-dodecan sdure (AUDA)®. Ein weitere
Inhibitor ist AR9281 von Arete Pharmaceuticals welcher in Phase Il der klinischen Studien

gescheitert ist’.

1.2.3 Lipoxygenase-Weg

Der dritte Metabolisierungsweg der Arachidonsaurekaskade wird durch die Lipoxygenasen
(LOX) initiiert (Abbildung 2). Durch den 5-Lipoxygenase- (5-LO) abhangigen Weg werden
Lipoxine sowie Leukotriene gebildet. In Sdugetierzellen kann die Arachidonsdure auBerdem
Uber die 12- und 15-LO vorrangig zu Hydroperoxyeicosatrienen (HPETEs) sowie durch

zusatzliche Einwirkung von Peroxidasen zu HETEs verstoffwechselt werden?®.
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Abbildung 2: Biosynthese des Leukotrienstoffwechselwegs.

Die 5-LO katalysiert die ersten beiden Schritte in der Leukotrienbildung. Neben anderer
Gewebe wird sie beim Menschen am starksten in Leukozyten exprimiert. Im aktiven Zentrum
ist ein Eisen-lon lokalisiert, welches in seiner inaktiven Form als Fe?* vorliegt und bei der
Aktivierung durch Oxidation in Fe3* Uberfihrt wird und fiir die katalytische Aktivitat
entscheidend ist®. Die 5-LO ist auBerdem von dem 5-Lipoxygenase aktivierenden Protein
(FLAP) abhiangig. Es wird vermutet, dass FLAP die Arachidonsaure zur 5-LO transportiert'®. Eine
direkte Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen konnte bisher nicht nachgewiesen
werden. Im ersten Schritt der Umwandlung durch die 5-LO wird die freigesetzte
Arachidonsaure zu dem Hydroperoxid 5-HPETE oxidiert (Abbildung 2). Im Anschluss findet die
weitere Umsetzung durch Dehydratisierung in das instabile intermediat Leukotrien Az (LTA4)
statt (Abbildung 2). Dieses kann entweder mittels Hydrolyse durch die LTAs-Hydrolase in das
stabile Leukotrien B4 (LTB4) Uberfiihrt werden, oder, mittels der Leukotrien Cs.Synthase, in
Leukotrien Ca (LTC4) . Dieser Schritt erfolgt durch die Konjugation von LTA4 mittels Glutathion.
Die Uberproduktion von LTBs konnte mit unterschiedlichen Krankheiten wie Sepsis!?,
Schock®?, cystischer Fibrose3, Erkrankungen des Bindegewebes'*, koronarer Herzkrankheit®

und chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen?® in Verbindung gebracht werden.
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1.3 Leukotrien As-Hydrolase

Die Leukotrien As-Hydrolase (LTAsH) (EC 3.3.2.6) ist ein I6sliches monomeres Enzym, welches
die Umwandlung vom instabilen LTA4 zum stabilen LTB4 katalysiert. Das Enzym konnte in den
meisten Saugetierzellen, Organen und Geweben nachgewiesen werden?’. Lokalisiert ist es auf
dem Chromosom 12qg22. Im Blut konnte LTA4H in Neutrophilen, Monozyten, Erythrozyten
sowie in Lymphozyten in groRen Mengen nachgewiesen werden. Blutpldattchen hingegen
weisen einen Mangel an LTAsH auf. Auch in Zellen mit geringer 5-LO-Aktivitat konnte LTA4H
nachgewiesen werden'’. In den katalytischen Eigenschaften sowie den physikochemischen
Eigenschaften der LTAs4H unterschiedlicher Saugetiere konnten keine Unterschiede
festgestellt werden'’. Uber die zelluldre Regulation der LTA4H ist bisher ebenfalls nicht viel
bekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass nach Phosphorylierung keine Umwandlung

des instabilen LTAz in das stabile LTBs mehr stattfinden konntel8.

Evans et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass es durch die Bindung des Substrats LTA4 sowie
durch strukturelle Isomere wie LTAz und LTAs zu einer Inaktivierung und Modifizierung der
LTAzH kommt.*®. Durch die Isomere scheint die Inaktivierung noch effizienter zu sein, als durch
das eigene Substrat LTA4. Hierbei verhindert das LTA3; die kovalente Kopplung des Substrats
LTA an die LTA4H. Durch die Blockierung der Bindung des LTA4 an die LTAsH kommt es zu einer

Hemmung der LTB4-Produktion.

Die LTA4H ist ein Zink-abhdngiges Enzym, welches ein Zink-Atom binden kann. Das Zink wird
von den Aminosauren His-295, His-299 und Glu-318 gebunden?’. Die katalytische Funktion des
Zinks wurde von Haeggstrom et al. eingehend untersucht. Die Zugabe eines Zink-Chelators
flihrt zur reversiblen Inaktivierung der LTA4H. Durch erneuter Zugabe von stochiometrischem

Zn?* konnte die vollstdndige Aktivitit des Proteins wieder hergestellt werden??.

Neben der Hydrolase-Aktivitdat der LTAsH, durch welche das instabile LTAs in LTB4
umgewandelt wird, weist das Enzym noch eine Peptidase-Aktivitdt auf. Es konnte gezeigt
werden, dass die Peptidase-Aktivitdt der LTAsH bevorzugt Peptide mit einer Lange von drei
Aminosauren hydrolysiert. Uber die physiologische Funktion der Peptidase-Aktivitat ist bisher
wenig bekannt. In Mausstudien konnte als Substrat der Peptidase-Aktivitat das chemotaktisch
aktive Tripeptid Pro-Gly-Pro (PGP) identifiziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass es in

der Lunge zu einem Abbau des PGP durch die LTA4H Peptidase-Aktivitdit kommt. Das Tripeptid

5



Einleitung Lipoxygenase-Weg

PGP ist fur die Einwanderung von Neutrophilen in die Lunge erforderlich und fordert
Entzindungsreaktionen im Kérper?%23, Aufgrund dessen kann davon ausgegangen werden,
dass die Peptidase-Aktivitat der LTAsH ebenfalls eine Schlisselrolle in der
Entziindungsreaktion einnimmt, diese ist jedoch gegensatzlich zu der, der Hydrolase-Aktivitat.
Auf der einen Seite wird durch die Hydrolase-Aktivitat das entziindungsférdernde LTB4
gebildet, auf der anderen Seite wird durch die Peptidase-Aktivitat das entziindungsférdernde
PGP abgebaut. Aus diesem Grund ist eine selektive Inhibition der Hydrolase-Aktivitat
erstrebenswert?®, In einer weiteren Studie von Orning et al.?> konnte gezeigt werden, dass
Tripeptide mit einem Arginin an der N-terminalen Position bevorzugt gespalten werden,
wodurch die Vermutung nahe liegt, dass es sich um eine Arg-Peptidase handelt. Die
Stimulation der Peptidase-Aktivitat der LTA4H erfolgt durch mehrere monovalente Anionen

wie zum Beispiel Chloride oder Bromide?®.

Aufgrund der Zink-Abhangigkeit des Proteins, der Aminopeptidaseaktivitdit sowie der

Sequenz-Homologie wird die LTA4H zur Familie der M1-Metallopeptidasen gezahlt?’.
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Abbildung 3: Kristallstruktur der hLTAsH (PDB 1HS6) mit den drei Domdnen: N-terminal in gelb, C-terminal in rot
und die katalytische Domdne in blau. Das Zink ist in griin dargestellt. Auf der rechten Seite ist die L-férmige

Bindetasche mit dem Inhibitor Bestatin gebunden (rot) dargestellt. (Abbildung Haeggstrém et al.?®).

Durch die pharmakologische Relevanz des Proteins wurden bisher viele Kristallstrukturen mit
unterschiedlichen gebundenen Inhibitoren veroéffentlicht. Dadurch konnte gezeigt werden,
dass die LTAsH in drei definierte Bereiche unterteilt ist. Diese sind eine N-terminale, eine C-
terminale, sowie eine katalytische Doméane (Abbildung 3 links). Die Bindetasche der LTA4H hat
eine L-formige Struktur mit einem hydrophilen Bereich an der Oberflaiche und einem

hydrophoben Tunnel welcher tiefer in das Protein hineinragt (Abbildung 3 rechts).
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1.3.1 Mechanismus der Hydrolase-Aktivitat der LTAsH
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Abbildung 4: Postulierter Mechanismus der Hydrolase-Aktivitét der LTAsH?°.

Durch die beiden Aminosauren Arg-365 und Lys-565 bildet sich eine Erkennungsstelle fiir das
Carboxylat, welche das Allylepoxid proximal zum katalytischen Zink in der Bindetasche
ausrichtet. Das Zink-lon kann dadurch als schwache Lewis-Saure fungieren, wodurch es die
Offnung des Epoxidrings katalysiert. Bei dem dadurch entstehenden Carbokation kann die
Ladung Uber das konjugierte Triensystem (C6 bis C12) delokalisiert werden. Daraus
resultierend kann es zu einem nukleophilen Angriff eines, durch die Aminosaure Asp-375
aktivierten Wassers, auf die C12 Position des Triensystems kommen. Somit kommt es zur
Addition einer Hydroxygruppe an der C12 Position. Die Ausbildung der 6-cis-Doppelbindung
wird Giber die Konformation bestimmt, mit der das Substrat LTAs an die LTAsH bindet®

(Abbildung 4).
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1.3.2 Mechanismus der Peptidase-Aktivitat der LTAsH
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Abbildung 5: Postulierter Mechanismus der Peptidase-Aktivitdt der LTAzH?.

Im Ausgangszustand ist das Zink-Atom im aktiven Zentrum Uber die drei Aminosauren Arg-
563, Tyr-383 und Lys-565 koordiniert. Zusatzlich findet eine weitere Koordination zu einem
Wassermolekiil statt, welches bei der Bindung eines Tripeptids verdrangt wird. Das Peptid
wird zuséatzlich tGber seine N-terminale Aminogruppe an Glu-271 gebunden, was zu einer
Stabilisation des Ubergangszustands fiihrt. Das koordinierte Wassermolekiil kann durch die
Stabilisation einen Angriff auf den Carbonyl-Kohlenstoff der Amidgruppe durchfiihren was zur
Spaltung der Peptidbindung fiihrt. Uber Tyr-383 erfolgt gleichzeitig die Protonierung des

Stickstoffatoms des Spaltprodukts?® (Abbildung 5).
1.3.3 Inhibitoren der Leukotrien As-Hydrolase

Einige der bereits bekannten Inhibitoren der LTA4H nutzen die Tatsache, dass es sich bei dem
Enzym um eine Zink-Protease handelt. Durch die Chelatisierung des Zink-lons kommt es zu
einem gleichzeitigen Aktivititsverlust der LTAs;H. Dazu zdhlen zum Beispiel Bestatin3® und

Captopril3! sowie Kelatophan3? (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Beispiele von Zink-chelatisierenden Inhibitoren der LTA4H Bestatin, Captopril und Kelatophan.

Dieser Ansatz zur Entwicklung neuer Inhibitoren kann nicht selektiv eine Seite des Enzyms
adressieren, da sowohl die Peptidase- als auch die Hydrolase-Aktivitat durch das Zink-lon
reguliert wird. Aus diesem Grund werden immer neue Ansdtze zur Entwicklung neuer
Inhibitoren verfolgt. Dazu zahlen unter anderem die Identifikation von Substrat-Analoga sowie
das fragmentbasierte Inhibitordesign. Einen potentiellen Kandidaten, welcher in in
Vorklinischen Studien gute anti-inflammatorische Eigenschaften zeigte war SA-6541 (Santen
Pharmaceuticals)®. Dieser besteht aus einem dipeptischen Thiol-Grundgeriist (Abbildung 7).
Ein weiterer, nicht-peptidischer, und nicht Zink-chelatisierender Inhibitor, wurde von
Searle/Pharmacia veroffentlicht. Dieser Inhibitor (SC57461A) zeigte eine sehr gute Effizienz in
Maus-Modellen zur LTB4 Bildung im Blut. Ebenfalls zeigte er sehr gute Ergebnisse in lonophor-
induzierten Rattenmodellen zur Eicosanoid-Bildung im Bauchfell. Aufgrund der Langlebigkeit
seiner Metabolite sowie der der toxischen Eigenschaften wurde SC57461A nicht weiter

verfolgt34 (Abbildung 7).

Durch die Inhibition der hLTAsH kommt es zu einer Anhaufung von LTA4, welches lber die die
12- und 15-LO in anti-inflammatorische Lipoxine umgewandelt wird3®. Nichts desto trotz wird
davon ausgegangen, dass die selektive Inhibition der Hydrolase-Aktivitat der LTA4H ein
grofReres therapeutisches Potential aufweist als Inhibitoren beider Aktivitdten. Bisher gibt es
nicht viele zuverldssige Ansatze um selektive Inhibitoren der Hydrolase-Bindetasche zu
generieren. Als erstes gelang Stsiapanava et al.3® im Jahr 2014 die Entwicklung des ersten

selektiven Hydrolase Inhibitors ARM1 (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Beispiele von nicht Zink-chelatisierenden Inhibitoren. SA-6541, SC57461A und ARM1.

1.3.4 Assay-Methoden der LTA4H

Die bisherigen Assaymethoden zur Untersuchung der LTAsH-Aktivitdt sind nicht sehr
zufriedenstellend. Die Methoden sind sehr zeitaufwendig und zum Teil sehr kostspielig. Zur
Bestimmung der Hydrolaseaktivitat wird die Umwandlung des instabilen LTA4 in das stabile
LTBs mittels HPLC (Hochleistungsfllissigkeitschromatographie) oder ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay) gemessen3’. Des Weiteren gibt es die Maoglichkeit einer
zeitaufgelésten Fluoreszenzmessung (HTRF) fir die Detektion der LTB4-Produktion3®. Die
Aminopeptidase-Assays fir die LTAs4H erfolgen Uber die chromogene oder fluorogene
Umsetzung von Substraten wie unterschiedlicher para-Nitroanilide, oder Rg-
Naphtylamiden?>3%4%, Orning et al. konnten zeigen, das unterschiedliche Aminoséuren,
welche an p-Nitroanilide gekoppelt sind, durch die Aminopeptidase der LTAsH an der
Amidbindung gespalten werden konnen. Die Absorption der daraus resultierenden p-
Nitroainiline kann bei 410 nm detektiert werden. Bei der Untersuchung mehrerer
unterschiedlicher Aminosauren stellte sich das L-Arginin-p-Nitroanilin als das beste Substrat

heraus® (Abbildung 8).

2013 veroffentlichte Poras et al.*! eine fluoreszenzbasierte Methode fuir selektive Hydrolase-
Inhibitoren in vitro und in vivo. Hierbei kommt das Substrat B-Naphtylamid zum Einsatz,
welches mit Phenylalanin verbunden ist und mit zusatzlichen Seitenketten verlangert wurde.
Diese Verlangerungen der Seitenketten lagern sich optimal in die tiefe Tasche der Hydrolase-

Aktivitat ein (Abbildung 8).
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Bislang gibt es noch keine einheitliche Methode, mit welcher sowohl Inhibitoren der

Hydrolase-Aktivitat als auch Inhibitoren der Peptidase-Aktivitat der LTAsH vermessen werden

kdnnen.
Pee
HoN o
y NH, y
N\(k/-\/w NH,
Q g o
o NH
O,N
L-Arginin-p-Nitroanilin L-(4-benzoyl)phenylalanin-B-naphtylamide

Abbildung 8: Beispiele unterschiedlicher bekannter Assay-Substrate der LTA4H.
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2. Motivation und Ziel der Arbeit

Aufgrund der Beteiligung an Entziindungsreaktionen stellt die LTAsH ein interessantes Target
fiir die Wirkstoffentwicklung dar. Um Wirkstoffe auf ihre Potenz hin untersuchen zu kdnnen,
sind geeignete biochemische Testsysteme (Assays) notwendig. Hierliber ldsst sich
herausfinden, ob es sich bei der zu untersuchenden Substanz um einen Aktivator oder einen
Hemmstoff (Inhibitor) des Proteins handelt. Mit Hilfe spektrometrischer Methoden ist es
moglich, die Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktion zu detektieren und zu

quantifizieren®?.

Bei der Entwicklung orthogonaler Screeningmethoden gibt es eine Vielzahl von Ansatzen. Es
gibt die Moglichkeit flir radioaktive, lumineszente-, fluoreszente- oder direkte
Bindungsassays. Des Weiteren besteht die Moglichkeit, mittels des zeitaufgelosten Forster-
Resonanz Energietransfers oder mittels Anisotropie die Inhibitorwirkung zu untersuchen.
Fluoreszenzbasierte- oder kalorimetrische Assaysysteme bieten den Vorteil, dass sie einfach
und schnell durchzufiihren sind. Des Weiteren sind sie meistens kostengtlinstiger als andere

Methoden und bieten die Moglichkeit zur Automatisierung®3.

Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin, die LTAsH zu klonieren, zu exprimieren und aufzureinigen,
um anschlieBend einen fluoreszenzbasierten Assay fiir beide Aktivitaten der LTAs4H zu
etablieren. Die Entscheidung fiir einen fluoreszenzbasierten Assay anstatt eines
kolorimetrischen Systems ist durch die Tatsache begriindet, dass fluoreszenzbasierte
Assaysysteme wesentlich sensitiver sind als kolorimetrische. Des Weiteren ist die Gefahr einer
Interaktion der gemessenen Wellenlange mit der Testsubstanz bei einem

fluoreszenzbasierten System geringer als bei einem kolorimetrischen*?.

Zur Entwicklung neuer Inhibitoren wurde bei zahlreichen Studien eine Kombination von
isothermer Titrationskalorimetrie sowie Rontgenkristallographie angewendet, um bei der
Auswahl eines geeigneten Hits oder der Leitstrukturoptimierung behilflich zu sein?*. Die Daten
sind oftmals abhidngig vom untersuchten Protein-Ligand System* und kénnen nicht
verallgemeinert werden. Aufgrund der GroRRe der Bindetasche kdnnen mehrere kleine

Untertaschen vermutet werden, weshalb eine gute Charakterisierung der Bindetasche
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sinnvoll ist. Im Rahmen dieser Arbeit sollten unterschiedliche Inhibitoren der LTA4H
ausgewahlt werden, deren Kristallstruktur bereits vorhanden ist. Dabei sollte ein mdglichst
breites Spektrum in der Bindetasche durch die unterschiedlichen Inhibitoren abgedeckt
werden. Diese Inhibitoren sollten hinsichtlich ihrer thermodynamischen Eigenschaften

charakterisiert werden, um neue Erkenntnisse fir weitere mogliche Inhibitoren zu erhalten.
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3. Material und Methoden
3.2 Verwendete Materialien
3.2.1 Chemikalien
Chemikalien Hersteller Katalognummer
2-Mercaptoethanol | Sigma Aldrich M6250
Acrylamid 4K - Losung (30 %) - Mix 37,5 : 1 | AppliChem Al1672
Agarose, Ultra Pure ™ | Invitrogen 16500-500
Ammoniumpersulfat (APS) | Carl Roth 9592
Blocking Reagenz | LiCor
Bromphenolblau | Merck 108122
Centriprep® YM-10, 10 kDa NMGG | Merck Millipore 4304
Complete Mini Proteaseinhibitor-Mix, EDTA- | Roche 11836170001
frei
Coomassie Brilliant Blau G-250 | AppliChem A3480
D-(+)-Glucose Monohydrat | PanReac AppliChem  A1349
DNAse | PanReac AppliChem  A3778
Ethidiumbromid | Carl Roth 2218
Ethylendiamintetraacetat | Merck 1.08418
Glycerin, wasserfrei | AppliChem A3552
Glycin | AppliChem A1377
HiLoad 16/60 Superdex 200 pg A GE Healthcare 28-9893-35
HisTrap 5 mL | Ge Healthcare 17-5248-01
Imidazol | Carl Roth X998
Isopropyl-6-D-thiogalactopyranosid | PanReac AppliChem  A773
Natriumacetat | Carl Roth X891
Natriumchlorid | Carl Roth 3957
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Gerate

Phosphate buffered saline | PAA Laboratories H15-011
Salzsdure, rauchend 37% | Carl Roth 4625

SDS | AppliChem A1502

Sypro® Orange Protein Gel Stain (5000x) | Invitrogen S6650
Tetramethylethylendiamin (TEMED) | AppliChem A1148

Tris | PanReac AppliChem  A2264

Tween-20 | Sigma Aldrich 274348
3.2.2 Gerate
Gerdte Hersteller

96-well MicroAmp

AKTAPurifier

FL-20-M Fluo-Link UV-Transilluminator

I Cycler 1Q Single-Color real time PCR
Inkubationsschtttler MaxQ 4000 SHKA4000
Labofuge 400 R Tischzentrifuge

MicrCal VP ITC

Midi Elektrophorese Kammer

Mini Protean® Tetra Vertical electrophoresis cell
Nanophotometer

Nitrocellulose Membrane Hybond-C extra
Odyssey® Imager

peqSTAR 96 Universal Thermocycler

Power Pac™ Basic Power Supply

PurelLab Ultra MilliQ-Wasser Anlage
Sample Loop 5 mL

Sonoplus HD200 Ultraschall-Homogenisator
Sonoplus Titan-Mikrospitze MS73
Superloop 150 mL

Tecan infinite 200 Pro

Thermomixer ®Comfort

Invitrogen

GE Healthcare

MWG Biotech
BioRad

Thermo Scientific
Heraeus Instruments
Malvern

Carl Roth

BioRad

Implen

Amersham Protran
Li-Cor

PEQLAB Biotechnologies
BioRad

Elga

GE Healthcare
Bandelin
Bandelin

GE Healthcare
Tecan

Eppendorf
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UV Transilluminator
Wdrmeschrank UN200
Zelldisruptor
Zentrifuge RC-5B Plus

Molekularbiologie

Vilber Lourmat
Memmert
Constant Systems Ltd

Sorvall

3.2.3 Molekularbiologie

Bezeichnung Hersteller Katalognummer
1 kb DNA Ladder (GeneRuler) | Fermentas SM0311
100 Bp DNA Ladder (GeneRuler) | Fermentas SM0241
Agar-Agar, Kobe | | Carl Roth 5210
Antarctic Phosphatase | New England Biolabs M0289S
BamH| | New England Biolabs RO136S
CutSmart Puffer | New Enland Biolabs B7204S
DMSO Molecular Biology Grade | PanReac AppliChem A3006,0100
DNA Ladepuffer (6x) | Fermentas RO611
dNTP Mix (10 mM) | Bioline Bio-39025
EcoR1 | New England Biolabs RO101S
GeneElute Gel Extraction Kit | Sigma Aldrich NA1111-1KT
GeneElute PCR Clean up Kit | Sigma Aldrich NA1020
GeneElute Plasmid Miniprep Kit | Sigma Aldrich PLN70
Kanamycin | PanReac AppliChem A1493.0010
Luria Broth Base | Invitrogen
T4 DNA Ligase | New England Biolabs M0202T
T4 DNA Ligase Puffer (10x) | New England Biolabs B0202S
Taq Polymerase | New England Biolabs M0273S
Taq Puffer (+ MgCl,) | New England Biolabs B9014S
Xho! | New England Biolabs R0146S
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3.2.4 Primer

Bezeichnung Sequenz

Primer

Hersteller

LTAsH_fwd
(BamH1 Schnittstelle
LTA4H rev neu KA
(Xhol Schnittstelle)

3.2.5 Bakterienstamme und Plasmide

Bezeichnung

AAAGGATCCATGCCCGAGATAGTGGATA

)

AAACTCGAGGTCCACTTTTAAGTCTTTCCC

Eurofins MWG Operon

Eurofins MWG Operon

Quelle

LTA4 pN10 (KS73)
PET-24(+)

Escherichia coli DH5a
Escherichia coli BI21(DE3)

3.2.6 Antikorper

Antikérper

Kirsten Stoffers, AK Steinhilber
Novagen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt

Novagen, Darmstadt

Hersteller

IRDye 680LT Goat Anti-Rabbit ‘ LiCor

LTA4H Antibody (C-term) ‘ Abgent

3.2.7 Software

Software

Hersteller/ Link

Geneious Pro 5.3.4

Graph Pad Prism 5.03
MyiQ Optical Software 1.0
OdysseyR 2.1

ProtParam

Tecan | Control

Unicorn 5.11

VisionCapt Image Master

Biomatters

Graph Pad Prism Software Inc.
Biorad

LiCor
http://web.expasy.org/protparam/
Tecan

GE Healthcare

Vilber Lourmat
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3.3 Methoden

3.3.1 Klonierung

3.3.1.1 PCR
Die proteincodierende cDNA Sequenz (Komplementdre DNA) fiir die hLTAsH wurde aus dem

von Kirsten Stoffers zur Verfligung gestellten Plasmid mittels PCR (Polymerase
Kettenreaktion) isoliert. Um die Restriktionsschnittstellen fiir BamH/ und Xhol am 5" bzw. 3°
Ende des Fragments einzufiihren, wurden folgende Primer verwendet (Schnittstellen sind
unterstrichen): 5-AAAGGATCCATGCCCGAGATAGTGGATA-3" sowie 5°-
AAACTCGAGGTCCACTTTTAAGTCTTTCCC-3". Die PCR wurde in einem Gesamtansatz von 50 pL
durchgefiihrt. Hierzu wurden je 100 pmol der verwendeten Primerldsungen, 120 ng des
Donorplasmids, 0,2 mM dNTP — Mix, 0,5 % DMSO, 1x Taqg-Polymerase (Thermus aquaticus)
Puffer (mit 1,5 mM MgCl;) sowie 1,25 Units Tag-Polymerase mit MQ-Wasser zu einem
Gesamtvolumen von 50 pl aufgefillt. Zur Amplifizierung des Gens wurde folgendes PCR-

Programm verwendet (Tabelle 1):

Tabelle 1: PCR Programm zur Klonierung der LTA4H.

2,30 min. 94 °C
45 sek. 94 °C
2 min. 55°C 35 Zyklen
2,30 min. 72°C
10 min. 72 °C

Die GroRenauftrennung erfolgte mittels einer Agarosegelelektrophorese. Hierbei wurde das
PCR Produkt mit 10 pL eines 6x Ladepuffers versetzt und auf ein 1 % (w/v) Agarosegel mit
0,5 pg/mL Ethidiumbromid aufgetragen. Zur Durchfihrung (100 V, 45 min.) wurde ein Tris-
Acetat-Ethylendiamintetraacetat (TAE) Puffer verwendet. Die Evaluierung der DNA-Banden
erfolgte bei 285 nm am Transilluminator. Als GroRenreferenz diente ein 1 kB DNA-Standard.
Das PCR Produkt wurde aus dem Gel ausgeschnitten und mittels eines Elutions-Kits aus dem
Gel isoliert. Die finale Konzentration wurde an einem Nanophotometer (A=260 nm)

bestimmt.
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3.3.1.2 Restriktionsverdau und Dephosphorylierung
Um die isolierte cDNA der hLTAsH sowie den Zielvektor pET24 a(+) fiir die Ligation

vorzubereiten, mussten diese mit den Restriktionsenzymen BamHI und Xhol geschnitten
werden. Die benétigte Menge an Restriktionsenzymen wurde mittels Formel 1 berechnet.
Flr beide Restriktionsenzyme wurde vom Hersteller A-DNA (48502 bp) als Referenz
angegeben. Somit ergibt sich flir den Verdau von 1 ug des Vektors eine
Restriktionsenzymmenge von jeweils 9 Units, sowie fiir den Verdau des Inserts 26 Units. Des
Weiteren wurde der CutSmart Puffer 1-fach zugegeben und mit MQ- Wasser zu einem
Gesamtvolumen von 20 ulL aufgefiillt. Die Ansatze wurden fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Durch
einen Hitzeschock bei 95 °C (10 min.) wurden die Ansatze inaktiviert. AnschlieBend wurden
zur Dephosphorylierung der 5°-Enden je 2 Units der Antarctic Phosphatase zugegeben und
flr weitere 30 min. bei 37 °C inkubiert bevor eine erneute Hitzeinaktivierung bei 70 °C (10
min.) folgte. Die Korrektheit des Verdaus des Vektors wurde mittels einer Ethidiumbromid-
Agarosegelelektrophorese (1% w/v) verifiziert. Als Kontrolle wurde ebenfalls der
ungeschnittene Vektor aufgetragen. Dazu wurden jeweils 10 puL mit 2 pyL des 6-fachen
Ladepuffers vermischt und das 1 % Agarosegel (mit 0,5 pug/mL Ethidiumbromid) fiir 60 min.
bei 100 V Spannung angelegt. Ein 1 kB DNA Marker diente der GrofRenorientierung. Beide
Restriktionsansatze wurden mittels eines PCR-Purifier Kits aufgereinigt. Die Bestimmung der
DNA Konzentrationen erfolgte am Nanophotometer bei einer Wellenlange von 260 nm.

(lref * np)
. Ip x nref

Zeit[n] UM

Formel 1 :Formel zur Berechnung der benétigten Menge an Restriktionsenzymen fiir den Restriktionsverdau.
Cp= Konzentration der Probe [ug], Iref = Lénge der Referenz des Herstellers [bp], Ip = Ldnge der Probe [bp], nref
= Anzahl der Schnittstellen des Enzyms in der Referenz des Herstellers, np = Anzahl der Schnittstellen in der

Probe.

3.3.1.3 Ligation
Die korrespondierenden Enden des geschnittenen Vektors und des geschnittenen Inserts

wurden in einem molaren Verhaltnis von 1:10 miteinander ligiert. Hierzu wurden 50 ng des
Vektors mit 160 ng des Inserts sowie 1-fach T4 DNA-Ligase Puffer und 400 Units T4 DNA
Ligase in einem Gesamtansatz von 20 uL inkubiert. Die Inkubation erfolgte (iber Nacht bei 4
°C. Zur anschlieBenden Hitzeinaktivierung der T4 DNA-Ligase wurde der Ansatz fiir 10 min.

bei 65 °C inkubiert.
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3.3.1.4 Transformation in Escherichia coli DH5a Zellen
Die Integration des Ligationsansatzes erfolgte zunachst in den Amplifikationsstamm E. coli

(Escherichia coli) DH5a. Hierzu wurde die Hitzeschock-Methode verwendet, um die
Bakterienmembran durchldssig zu machen und die Aufnahme von Plasmiden zu
ermoglichen. Es wurden 5 plL des Ligationsansatzes zu 100 puL kompetenten Zellen gegeben
und fir 30 min. auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte flir 2 min. bei 42 °C. AnschlieRend
wurden 500 pL LB (Luria broth base) Medium zugegeben und fir weitere 30 min. bei 37 °C
unter Schitteln mit 180 rpm (rounds per minute) inkubiert. Um eine stabilere Aufnahme des
Plasmids zu gewahrleisten, wurde zu den angewachsenen Bakterien weitere 500 uL LB
Medium mit Kanamycin (0,25 pug/mL) zugegeben und abermals fiir 60 min. bei 37 °C unter
Schitteln (180 rpm) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei
5000 rpm fur 5 min. (Raumtemperatur (RT)) geerntet. Das entstandene Zellpellet wurde in
100 pL LB Medium resuspendiert und auf einer Kanamycin (50 pug/mL) haltigen LB-Agarplatte

ausplattiert. Die Platte wurde Gber Nacht bei 37 °Cinkubiert.

3.3.1.5 Vermehrung der Klone
Ein Klon wurde von der Platte gepickt und tGber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln (180 rpm) in

5 mL LB Medium mit Kanamycin (Kan) (50 pug/mL) kultiviert. Die Plasmidpradparation erfolgte
mittels eines Mini-Praparation-Kits. Zur Elution wurden 50 uL MQ-Wasser verwendet und die

DNA Konzentration wurde am Nanophotometer bestimmt.

3.3.1.6 Identifizierung positiver Klone
Mittels eines Kontrollverdaus mit EcoRl wurde UGberpriift, ob der Klon das transformierte

Plasmid tragt. Als Kontrolle wurde der Ausgangsvektor pET24 a(+) ohne Plasmid ebenfalls
verdaut. Flr den Verdau wurde je 1 ug mit 7 Units EcoRl fir die Klone bzw. 9 Units fiir den
Ausgangsvektor versetzt. Ebenso wurde der CutSmart Puffer (1-fach) eingesetzt und mit MQ-
Wasser zu einem Gesamtvolumen von 50 pl ergdnzt. Die Analyse erfolgte mittels eines 1 %
(w/v) Agarosegels mit 0,5 pg/mL Ethidiumbromid in TAE Puffer bei einer BandengroRe von
7066 Basenpaare (Bp). Als Referenz diente ein 1 kB DNA Marker. Die positiv evaluierten
Klone wurden in einem weiteren Schritt mittels Sequenzierung (Sequence Laboratories,

Gottingen) verifiziert. Zur Lagerung wurden Cryo-Kulturen der positiven Klone hergestellt.
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3.3.1.7 Transformation in E. coli BL21- DE3 Zellen
Die Transformation des positiven Konstrukts in den Expressionsstamm E. coli BL21-DE3

erfolgte analog zur Transformation in die E. coli DH5a Zellen (Abschnitt 2.2.1.4). Zur

Lagerung wurden ebenfalls Cryo-Kulturen angefertigt.

3.3.1.8 Plasmidkarte
Unter Abbildung 9 ist die Plasmidkarte des klonierten Konstrukts zu sehen. Die humane

Leukotrien A4 Hydrolase (1858 bp) in pET24 a(+). Ebenfalls zu sehen ist der C-terminale His-

His TEE . _th

ZielVektor pET24 + LTA4H
7108 bps

Lacy

Abbildung 9: Plasmidkarte des Konstrukts LTA4H in pET24a (+). Gezeigt sind die Restriktionsenzyme BamH|

sowie Xhol und das Lac Operon und die Kanamycin Resistenz.

Tag sowie die beiden Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol. Des Weiteren ist die Lage des
Resistenzgens fiir das Antibiotikum Kanamycin zu sehen, sowie das Lactose-Operon, welches

fiir die Regulation der Induktion und Repression der Bakterien zustandig ist.
3.3.2 Expression und Aufreinigung

3.3.2.1 Expression
Zur Expression des hLTAsH Konstrukts in pET24 a(+) wurde zunichst eine Ubernachtkultur

angesetzt. Dazu wurden 25 mL LB Medium mit 50 pg/mL Kanamycin und 4 mg/mL Glucose

versetzt. AnschlieBend wurde eine Kolonie des positiven Klons zugegeben und tiber Nacht
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bei 37 °C unter stetigem Schiitteln (180 rpm) hochgezogen. Diese Vorkultur diente am
nachsten Tag dazu, eine grofRere Kultur (500 mL oder 1 L) in einem Schikanekolben zu
beimpfen. Zur Beimpfung wurden 1 % (v/v) verwendet. Die Expressionskultur wurde
ebenfalls bei 37 °C unter Schitteln (180 rpm) fiir etwa 4 Stunden kultiviert. Zwischenzeitlich
wurde stiindlich die optische Dichte bei 600 nm (ODgoo) bestimmt und eine Wachstumskurve
aufgenommen. Nach Erreichen einer ODeoo von etwa 0,8, wurden 400 uM IPTG zugegeben.
Dies diente der Induktion der Expression des rekombinanten Proteins. Gleichzeitig wurde die
Temperatur auf 22 °C abgesenkt und die Kultur fiir weitere etwa 18 Stunden inkubiert. Zum
Ernten wurde bei 5500 rpm und RT fiir 30 min. zentrifugiert und das entstandene Pellet bei
-20 °C gelagert.

3.3.2.2 Lyse
Die Zellpellets wurden in 25 — 50 mL Lysepuffer (50 mM Tris, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol,
0,01 % Tween-20, pH 8) resuspendiert. Um den Abbau des Proteins zu verhindern wurde 1
Tablette Complete mini Protease-inhibitor (EDTA-frei) zugegeben. Des Weiteren wurde noch
eine Spatelspitze DNAse | zugegeben, um die bakterielle DNA abzubauen und somit die
Viskositat des Lysats zu erhohen. Die Zelllyse erfolgte auf zwei unterschiedlichen Wegen. Die
Suspension wurde entweder am Zelldisruptor viermal bei 1000 bar (4°C), oder mittels
Ultraschall-Sonifikation aufgeschlossen. Hierzu wurde die Lésung unter standigem Kiihlen in
einem Eisbad fiir 20 min. (1 sek. Schallen, 1 sek. Pause) bei 60 Watt sonifiziert. Nach
anschlieRender Zentrifugation (19000 rpm fir 60 min., 4°C) zur Abtrennung der festen
Zellbestandteile, wurde der Uberstand abgenommen und bis zur weiteren Verarbeitung bei -
20 °C gelagert.

3.3.2.3 Nickel-Affinitdtschromatographie
Der Uberstand wurde zu praparativen und analytischen Zwecken auf eine 5 mL His-Trap
Saule mit Nickel-Nitrilotriessigsdaure-Agarose aufgetragen. Der auf dem Plasmid codierte
Hexa-Histidin-Tag (His-Tag) besitzt die Fahigkeit, Chelatkomplexe mit den zweiwertigen
Nickel-lonen zu bilden und somit konnte das LTA4H-Protein von anderen Proteinen ohne His-
Tag getrennt werden. Zur Etablierung der Aufreinigung wurde zuerst (iber einen Imidazol-
Gradienten (0 - 404 mM) eluiert. Dazu enthielt der Auftrags- und Waschpuffer nur 4 mM
Imidazol, da noch nicht bekannt war, bei welcher Imidazol-Konzentration das Protein eluiert.
Nach dem evaluiert war, bei welcher Konzentration das Protein eluiert (ca. 30 mM), wurde

der Auftrags- und Waschpuffer angepasst. Er setzt sich zusammen aus 50 mM Tris, 500 mM
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NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8. Nach dem Auftragen auf die Sdule wurde fir 5 Sdulenvolumina
mit Waschpuffer und einem Gradient von 0,8 % Elutionspuffer (50 mM Tris, 500 mM NacCl,
400 mM Imidazol, pH 8) gespdlt. Der finale Elutionsschritt mit 400 mM Imidazol (100 %
Elutionspuffer) wurde fiir 7 Sdulenvolumina durchgefiihrt. Samtliche Schritte wurden mit
einer konstanten Flussrate von 4 mL/min. durchgefiihrt. Die Absorption wurde mittels eines
UV-Vis (Ultraviolettes Licht) Detektors (280 nm) liberwacht. Die relevanten Durchfluss-,
Wasch- und Elutionsfraktionen wurden gesammelt und tber SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (3.3.3.1) analysiert.

3.3.2.4 Aufkonzentrieren
Die relevanten Fraktionen wurden mittels Konzentratoren (Amicon Centripreps)

aufkonzentriert. Der cutoff der Membran lag bei 10 kDa. Zum Aufkonzentrieren wurden die

Proben in mehreren Schritten fiir je 30 min. bei 2500 rpm (4°C) zentrifugiert.

3.3.2.5 Gréfsenausschlusschromatographie
Um den Reinheitsgrad des Proteins weiter zu erhéhen, wurden die aufkonzentrierten

Fraktionen mit Hilfe einer 5 mL Schleife auf eine Superdex 200 prep grade Gelfiltrationssaule
aufgetragen. Der FlieBmitelpuffer setzte sich aus 50 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8 zusammen.
Die Flussrate betrug beim Auftragen 0,5 mL/min. und wurde bei der Elution auf 1 mL/min.
erhoht. Die Absorption wurde ebenfalls mittels eines UV-Vis Detektors (254 nm und 280 nm)
kontrolliert. Die relevanten Fraktionen wurden ebenfalls mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese analysiert und bis zur gewiinschten Konzentration aufkonzentriert

(3.3.2.4).
3.3.3 Proteinanalyse

3.3.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur Analyse der relevanten Fraktionen der Nickel-Affinitatschromatographie bzw. der

GrolRenausschlusschromatographie wurden diese in einem elektrischen Feld anhand ihrer
Molekiilmasse aufgetrennt. Dazu wurden 70 uL der jeweiligen Fraktion mit 20 uL eines 5-fach
Ladepuffers (250 mM Tris pH 6.8, 5 mM EDTA, 10% SDS, 50% Glycerol, 0,05% Bromphenolblau)
sowie 10 pL B-Mercaptoethanol versetzt. In Abhdngigkeit der TaschengréBe und des
Proteingehalts wurden 7-18 uL der Proben auf ein Trenngel mit 10 % Acrylamid aufgetragen.
Da es sich bei dem verwendeten Verfahren um eine diskontinuierliche Zonenelektrophorese

handelte, wies das Sammelgel einen geringeren Acrylamidgehalt (4 %) auf. Als GroRenreferenz
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wurde ein Precision Plus Protein Standard aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte fiir 10 min
bei 80 V, sodass sich die Proben im Sammelgel konzentrieren konnten, anschlieBend wurde
die Voltzahl fiir weitere 70 min auf 150 V erh6ht. Ein Laufpuffer aus 25mM Tris, 190 mM Glycin

und 3,5 mM SDS wurde verwendet.

3.3.3.2 Coomassie Brilliant Blau Fdrbung
Zur Visualisierung der Proteinbanden nach der SDS-Page wurde das Gel zundchst in MQ-

Wasser fir 2,30 min. in einer Mikrowelle erhitzt um die Banden zu fixieren. AnschlieRend
wurde das MQ-Wasser durch 50 mL Coomassie Farbelosung (0,08 g Coomassie Brilliant Blue
G-250 und 3 mL konzentrierte Salzsaure (37%) auf 1 L vollentsalztes Wasser) ersetzt und
abermals fir 2,5 min. in einer Mikrowelle erhitzt, um die Proteinbanden anzufirben. Um das
Gel zu entfarben, wurde es mehrmals mit MQ-Wasser gewaschen. Die angefdrbten
Proteinbanden konnten mittels eines Odyssey Imagers bei 700 nm und einer Verstarkung von

5,5 gescannt werden.

3.3.3.3 Western Blot
Der Western Blot ist ein immunologisches Verfahren zum Nachweis von spezifischen

Proteinen. Die zuvor in der SDS-Page (3.3.3.1) nach ihrer GroRe aufgetrennten Proteine
konnen durch die Bindung an einen spezifischen Antikorper dargestellt werden. Der
Sekundarantikorper ist an einen Fluorophor gekoppelt, wodurch eine ldentifizierung und
Quantifizierung moglich ist. Die SDS-Page wurde nicht mit Coomassie Brillant Blau gefarbt,
sondern auf einer Nitrozellulose-Membran zusammen mit mehreren Filtern in einer
Gelapparatur platziert. Dazu wurde die Blotkammer mit Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM
Glycin, 20% Methanol) befillt. Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte fiir 80 min.
bei 90 V und 225 Milliampere (mA). Um die transferierten Proteine auf der Membran zu
fixieren wurde die Membran 1 h bei Raumtemperatur unter Rollen in Blockingpuffer (1:1
Blocking Reagenz (Li-Cor):PBS) inkubiert. Die Inkubation mit dem Primarantikdrper (anti
LTAsH-Antikorper in Phosphate buffered saline (PBS) mit 0,09 % (w/v) Natriumazid 1:5000
verdiinnt in Blockingpuffer mit 0,01 % Tween-20) erfolgte tUber Nacht bei 4°C. AnschlieRend
wurde die Membran 4-mal fir je 5 min. in Blockingpuffer gewaschen. Der Sekundarantikérper
(IRDye 680LT Goat Anti-Rabbit in PBS (pH 7,4), 10 mg/mL BSA, 0,01% Natriumazid) wurde
1:500 verdiinnt in Blockingpuffer mit 0,01 % Tween-20) und fir 45 min. bei RT inkubiert.
AbschlieBend wurde die Membran nochmal 4-mal fir je 5 min. mit Blockingpuffer gewaschen.

Um das restliche Tween-20 zu entfernen wurde der letzte Waschschritt lediglich mit PBS
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durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte an einem Odyssey Imager. Hierzu wurde die Membran

bei einer Wellenlange von 700 nm und einer Verstarkung von 5,0 gescannt.

3.3.3.4 Massenspektrometrische Proteinidentifikation
Zur weiteren Identifikation des aufgereinigten Proteins, wurde die jeweilige Bande aus dem

mit Coomassie Brillant Blau gefarbten SDS-Gel ausgeschnitten und in ein Eppendorfgefal
Uberflhrt. Im Arbeitskreis von Prof. Karas wurde ein In-Gel Verdau mit Trypsin durchgefiihrt
und anschlieBend eine Maldi-MS (Matrix-unterstutzte Laser-Desorption/lonisations-
Massenspektrometrie) Messung durchgefiihrt. Mittels einer Mascot-Suche wurden die

Proteinfragmente identfiziert.
3.3.4 Differentiale Scanning Fluorimetrie (DSF)

Bei der Differential Scanning Fluorimetrie kommt ein fluoreszierender Farbstoff (Sypro
Orange®) zum Einsatz, welcher eine hohe Affinitat zu hydrophoben Bereichen von Proteinen
aufweist. In einer wassrigen Umgebung findet eine Fluoreszenzldschung des Farbstoffs statt.
Durch die Entfaltung von Proteinen bei steigender Temperatur werden die innen liegenden
hydrophoben Bereiche freigesetzt sodass der Fluoreszenzfarbstoff binden kann, wodurch die
Fluoreszenzloschung aufgehoben wird. Die Zunahme des Fluoreszenzsignals kann bei einer
Anregungswellenlange von 490 nm und einer Emissionswellenlange von 570 nm detektiert
werden. Der Schmelzpunkt (Twm) des Proteins ist hierbei definiert als die Temperatur bei der
das Protein zu gleichen Teilen im gefalteten und ungefalteten Zustand vorliegt. Bei der

Zugabe eines Liganden verschiebt sich der Schmelzpunkt (Thermal Shift) durch die Energie
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die bei der Bindung frei wird 46, Bei zunehmender Entfaltung dissoziiert das Sypro Orange

wieder vom Protein (Abbildung 10).

Der Assay wurde in 96-well MicroAmp-Platten durchgefiihrt (Platten mit 96 Vertiefungen
engl. well;). Dazu wurden 32 uL Proteinlésung (5 uM in 50 mM Tris, 50 mM NacCl, pH8 mit 0,1
% Triton X-100) mit 4 uL des jeweiligen Inhibitors (1% DMSO) und 4 L Sypro Orange® (2,5x
Endkonzentration) in ein well pipettiert. Es wurde ebenfalls eine Pufferkontrolle mit DMSO
und Triton X-100 (ohne Protein und Inhibitor) sowie eine Proteinkontrolle (ohne Inhibitor)
mit aufgetragen. Vor der Messung wurde die Platte mit einer hitzebestandigen Klebefolie
verschlossen und 1 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Die relativen Fluoreszenzeinheiten
wurden in einem Temperaturbereich von 23 °C —90 °C gemessen (1 °C/min.). Alle

Messpunkte wurden als Triplikate aufgetragen. Zur Auswertung wurde die erste Ableitung

Vollstandige
Entfaltung,
50000 Sypro Orange
Entfaltung beginnt, dissoziiert
40000 |  Sypro Orange @ VA T
lagert sich an “%ir
= 30000 - ﬂ : W"{\:‘?
= T = Schmélzpunkt 2

20000 Gefaltetes
Protein

10000 -

Temperatur (°C)

3 sYPRO-ORANGE w PROTEIN

Abbildung 10: Schmelzkurve DSF- Assay (Abbildung nach U.S. Department of Energy Office of

Science).

nach der Temperatur der jeweiligen relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) gebildet und diese
mit einer Glattfunktion 2. Ordnung mit 6 Nachbarn gefittet (GraphPad Prism 5.0). Das
Verfahren wurde des Weiteren verwendet um die optimalen Pufferbedingungen fiir das
Enzym LTA4H zu bestimmen. Dazu wurden 5 uM des Proteins in 50 mM Tris-HCI Puffer bei
unterschiedlichen pH Werten (pH 7 — 9) sowie mit unterschiedlichen Konzentrationen an

NaCl vermessen.
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3.3.4.1 Bestimmung der Dissoziationskonstante (Kg) mittels Differential Scanning
Fluorimetry
Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten mit der Differential Scanning Fluorimetry

Methode wurde der Assay wie beschrieben durchgefiihrt (3.3.4). Dabei wurden je Inhibitor 10
unterschiedliche Konzentrationen (Triplikate) aufgetragen. Abhangig vom jeweiligen Inhibitor
erstreckte sich die Bandbreite an Konzentrationen von 0,005 uM bis 1000 uM. Nach der
Bestimmung der Schmelzpunkte wurden die Daten anhand von Formel 2 4’ mit Graph Pad

Prism 5.0 gefittet.

Y=B+<(T_B)*<1_<P_Kd—x+ J(((P+X+Kd)2)_(4*p*X)))>>

(2+P)

Formel 2: Funktion zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten mittels DSF-Assay. P: Proteinkonzentration, Ka:
Dissoziationskonstante, x: jeweilige Ligandkonzentration, T: Héchster Schmelzpunkt, B: Niedrigster

Schmelzpunkt.

3.3.5 Fluoreszenz basierter LTA4H Assay

Wie schonin friiheren Arbeiten gezeigt werden konnte, spaltet die LTAsH bevorzugt Tripeptide
mit einem N-terminalen Argininrest?®. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass das Enzym p-
Nitroanilide mit einem Argininrest am NHx-Terminus hydrolysieren kann?°. Diese
Informationen wurden genutzt und postuliert, dass die LTA4H das nicht fluoreszierende
Substrat L-Arginin-7-amido-4-Methylcoumarin spalten kann und somit das fluoreszierende
Produkt 7-amino-4-Methylcoumarin entsteht. Die grundlegende Durchflihrung des Assays

erfolgte in einer schwarzen 96-well Platte, in der das Protein zusammen mit dem Inhibitor
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Durchfiihrungsprinzips des LTA4H Coumarin Assays.

vorinkubiert wurde. Nach anschlieBender Zugabe des Substrats konnte die Zunahme der
Fluoreszenz bei einer Extinktion von 370 nm und einer Emission von 460 nm in einem
Plattenleser detektiert werden (Abbildung 11). Die Umsatzrate des Substrats wurde (ber die
Zeit detektiert. Dazu wurde 1 Messpunkt pro Minute fiir insgesamt 30 Minuten
aufgenommen. Als Referenz wurden immer eine Pufferkontrolle (ohne Protein und Inhibitor)
sowie eine Proteinkontrolle (ohne Inhibitor) mit aufgetragen. Die Messungen erfolgten immer
in Triplikaten. Zur Berechnung der prozentualen Inhibition wurde zundchst die Steigung
berechnet (Excel) und anschliefend in Bezug zur Puffer und Proteinkontrolle gesetzt (Formel

3).
Formel 3: Formel zur Berechnung der % Inhibition

100 * Steigunglnhibitor - SteigungPufferkontrolle
Ste igungProteinkontrolle — Ste igungPufferkontrolle

3.3.5.1 Bestimmung geeigneter Assay Parameter
Nachdem der am besten geeignete Assay-Puffer mittels Differential Scanning Fluorimetrie

(3.3.4) bestimmt wurde, wurde zur Assay-Entwicklung in einem ersten Schritt ein Schachbrett-

artiges Muster (engl. checker board) mit 3 unterschiedlichen Proteinkonzentrationen (0,3 uM,
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0,15 uM, 0,12 uM) sowie 6 unterschiedlichen Substratkonzentrationen (0,02 mM — 2 mM)

aufgetragen (Abbildung 12).

Proteinmenge

ouM | 0,3uM | 0,15 uM| 0,12 pM

)

o2umll € C €€ CCCCUCCC
o HCCCCCCICCUCCC
5 oauml| € € ClECCCCUCCC
s JCCCICCCICCCCCC T
2 o4 ceqeCieCcqgecc
6 0,4uM
3 JECCCCCCICCCCC ]
v € CCCCCCCCCC
CCCCCCCcCcC

(7
&

Abbildung 12: Schematische Darstellung des Schachbrettmusters zur Bestimmung geeigneter Assay

Konditionen.

Um die Gute der jeweiligen Bedingungen zu tUberpriifen, wurde von jeder Kombination der Z'-
Faktor berechnet (Formel 4). Dieser ldsst eine Aussage Uber die Gite des Assays in
Abhéngigkeit vom Signal zu Rauschverhaltnis zu. Liegt der Z'-Faktor zwischen 0,5 und 1, dann
sind die Bedingungen exzellent. Bei einem Z'-Faktor zwischen 0 und 0,5 sind die Bedingungen
nicht optimal und bei einem Z'-Faktor < 0 lasst sich der Assay nicht quantitativ auswerten, da

eine zu groRe Uberlappung zwischen Pufferkontrolle und Proteinkontrolle vorliegt®.

Formel 4: Formel zur Berechnung des Z -Faktors. o: Standardabweichung, u: Mittelwert.

3(0Proteinkontrolle + Opy erkontrolle)
7' — Faktor =1 — /7

|.uProteink0ntrolle - .uPufferkontrollel

Bei der optimalen Proteinkonzentration konnte in Abhangigkeit der unterschiedlichen
Substratkonzentrationen die Michealis-Menten Konstante (Km) bestimmt werden. Diese gibt
die Substratkonzentration an, bei der die Geschwindigkeit der Umsetzung halbmaximal ist. Es

ist sinnvoll die eingesetzte Substratmenge etwa gleich dem Km zu wéhlen, da so sowohl
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kompetitive als auch nicht kompetitive Wirkstoffe mit angemessener Sensitivitat gemessen

werden kénnen*3.

3.3.5.2 Einfluss von DMSO und Detergenzien
Da viele der zu untersuchenden Molekiile eine schlechte Wasserloslichkeit aufweisen, wurden

die Wirkstoffe immer in DMSO vorverdiinnt. Um auszuschliefen, dass das DMSO einen
Einfluss auf die Aktivitat des Proteins, die Giite des Assays oder das Substrat hat, wurden
unterschiedliche DMSO-Konzentrationen untersucht. Aufgrund der schlechten Lo&slichkeit
mancher Molekiile kénnen diese im Assay aggregieren. Dies wirde zu falsch positiven
Ergebnissen fiihren, da diese Aggregate die Bindetasche blockieren und es somit zu einer
geringeren Substratumsetzung kommt. Durch Zugabe eines Detergens kann die
Aggregatbildung der Molekiile verhindert werden®. Bei der Wahl der Konzentration des
Detergens ist zu beachten, dass dieses oberhalb einer bestimmten Konzentration Mizellen
bilden kann (kritische Mizellkonzentration (CMC)). Zur Assay Etablierung wurden die nicht-
ionischen Detergenzien Triton-X 100 und Tween-20 sowie das ionische Detergens SDS
getestet. Die CMC von Triton-X 100 und Tween-20 liegt bei etwa 0,01 % (w/v) und bei SDS liegt
die CMC etwa bei 0,2 % (w/v).
3.3.5.3 Proteinstabilitdtstest

Um die Stabilitdt des Proteins vor oder nach dem Einfrieren bei -80 °C, sowie den Einfluss von
20 % Glycerin auf die Aktivitdt zu untersuchen, wurde eine Zeitreihe aufgenommen. Dazu
wurde nach der Aufreinigung einer Charge an Protein ein Teil mit 20 % Glycerin versetzt, der
andere Teil nicht. Von beiden Teilen wurde jeweils ein Teil mit Fliissigstickstoff schockgefroren
und bei -80 °C Uber Nacht gelagert. Insgesamt wurden 3 Messungen im Abstand von je 1

Woche durchgefiihrt um die Restaktivitat des Proteins zu Gberpriifen.

3.3.5.4 Messung der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICsg)
Die mittlere inhibitorischen Konzentration eines Inhibitors ist die Konzentration bei der das

Enzym zu 50 % inhibiert wird. Zur Bestimmung wurden unterschiedliche Konzentrationen des
Inhibitors (mindestens 5) im fluoreszenzbasierten Assay vermessen. Dabei wurden 0,3 uM
Protein (50 mM Tris, 50 mM NaCl, pH8 mit 0,01 % Triton-X 100) sowie 200 uM Substrat
verwendet. Fir die ermittelten prozentualen Inhibitionen der einzelnen Konzentrationen

wurde mittels GraphPad Prism der mittlere dekadische Logarithmus berechnet und eine
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sigmoidale Dosis-Wirkungskurve angelegt. Der ICso entspricht hierbei dem Wendepunkt der

Kurve.

3.3.5.5 Bestimmung der Inhibitonskonstanten (Ki)
Die Inhibitionskonstante (K;) gilt als MaRR fir die Bindungsaffinitdt eines Inhibitors zum

Rezeptor. Zur Bestimmung mittels des fluoreszenzbasierten LTAsH-Assays wurden 6
verschiedene Inhibitor-Konzentrationen (Konzentrationen abhdngig von der Aktivitat des
jeweiligen Liganden) mit jeweils 8 unterschiedlichen Substratkonzentrationen vermessen. Die
Daten wurden in GraphPad Prism (5.0) mit einem Model fir nichtkompetetive Wirkstoffe

ausgewertet.
3.3.6 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

Die Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) ist eine Methode um die Thermodynamik von
molekularen Wechselwirkungen zu untersuchen. Sie wird (blicherweise fiir die Untersuchung
der Bindungs-Wechselwirkungen zwischen zwei Molekillen verwendet. Bei jeder Reaktion
kommt es zu einer Anderung der Enthalpie (AH). Dies kann durch Abgabe von Wirme an die
Umgebung (exotherme Reaktion) oder durch Aufnahme von Warme aus der Umgebung
(endotherme Reaktion) geschehen. Diese Freisetzung oder Absorption der Warme kann
mittels ITC direkt gemessen werden. Die Methode bietet den Vorteil, dass keine
Modifikationen mittels Fluoreszenzmarkern oder Immobilisierung auf einem Chip notig ist,
sondern das Protein in seinem nativen Zustand untersucht werden kann. Die Abschatzung der
Starke einer Interaktion von Ligand und Protein wird durch die Kenntnis der
Bindungskonstanten (K) ermdoglicht, welche mittels ITC ebenfalls direkt bestimmt werden
kann. Des Weiteren liefert die Methode Aussagen zur Stochiometrie der Bindung zwischen
Enzym und Inhibitor. Neben der Enthalpie konnen Informationen Uber die Entropie (AS) und
die Warmekapazitdt abgeleitet werden. Das Gerdat zur Messung der Isothermen
Titrationskalorimetrie besteht aus einer Probe und einer Referenzzelle zwischen denen eine
sehr kleine und genau messbare Temperaturdifferenz besteht. Uber eine Spritze wird

schrittweise eine definierte Menge an Ligand zum Protein hinzu gegeben (Abbildung 13A). Die
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Referenzzelle dient als Referenzpunkt flr die Temperaturanderung die in der Probenzelle bei
Zugabe des Liganden erfolgt. Diese Temperaturdanderung wird durch eine elektrische
Heizleistung wieder ausgeglichen, sodass in der Probenzelle eine konstante Temperatur
vorherrscht. Diese Heizleistung die aufgewendet werden muss ldsst sich aufzeichnen und die
freigesetzte Warmemenge kann durch Integration erhalten werden und gegen das steigende

Molare Verhéltnis von Enzym und Ligand aufgetragen werden (Abbildung 13B)°.

Die ITC Messungen wurden mit einem VP-ITC-Kalorimter, ausgestattet mit einer 1,45 ml
Probezelle, durchgefiihrt. Die Messung wurde jeweils einmal bei 3 unterschiedlichen
Umgebungstemperaturen durchgefiihrt (15 °C, 25 °C, 35 °C). Eine Referenzmessung ohne
Protein wurde fir jeden Liganden bei jeder Temperatur durchgefiihrt. Der verwendete Assay
Puffer setzte sich aus 50 mM Tris, 50 mM NaCl, pH8 (HCl) zusammen, welcher mit 3 % DMSO

versetzt wurde. Eine Ausnahme hierfir bildete Bestatin, welches ohne Zusatz von DMSO
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Abbildung 13: Schematische Darstellung einer ITC Messung. A: ITC Anlage mit Probezelle, Referenzzelle, Spritze
und Wdrmefluss. B: Integration der freigesetzten Wdrmemenge und Auftragung gegen das molare Verhdltnis

Protein zu Ligand *°.

vermessen wurde. In jedem Fall wurde eine erste Injektion von 5 uL in 10 sek. gefolgt von 23
Injektionen mit 12 pL fir 24 sek., getrennt durch 3 min. Pause um eine vollstandige

Equilibrierung sicherzustellen, durchgefiihrt. Die begrenzte Loslichkeit von ARM1 erfordert
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eine andere Einstellung. Hierfiir wurde der Inhibitor in der Probezelle vorgelegt und das
Protein mittels der Spritze hinzutitriert (reverse Titration). Die jeweiligen Protein- und
Inhibitorkonzentration, die fir die einzelnen Messungen eingesetzt wurden, sind in Tabelle 2

zusammengefasst.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendete Proteinkonzentration und Inhibitor Menge zur Durchfiihrung der

Isothermen Titrationskalorimetrie.

Inhibitor Inhibitor Konzentration. [uM] Protein Konzentration. [uM]
ARM1 7 100

Bestatin 1500 100

Captopril 1500 100

RB202 750 50

SC57461A 1500 100
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.2 Klonierung

4.2.1 PCR

Die proteincodierende cDNA Sequenz der humanen Leukotrien As-Hydrolase wurde
ausgehend vom Donorplasmid KS73 pN10 LTAsH (zur Verfliigung gestellt von K. Stoffers, AK
Steinhilber) mittels PCR amplifiziert. Bei der Agarosegelelektrophorese nach der PCR ist eine

deutliche Bande auf der erwarteten Hohe von 1858 bp zu erkennen (Abbildung 14).

LTA4H M

6000 bp

3000 bp

1500 bp
1000 bp

Abbildung 14: PCR der humanen Leukotrien A4 Hydrolase. Auf der erwarteten Héhe von 1858 bp ist eine deutliche
Bande des PCR Amplifikats zu erkennen. M: 1 kb DNA Marker als Gréf3enreferenz.

4.2.2 Restriktionsverdau

Das amplifizierte PCR Produkt wurde mittels Gelelution aus dem Agarosegel isoliert und
anschliefend mit den Restriktionsenzymen BamHI und Xhol verdaut. Der Leervektor wurde
ebenfalls mit diesen beiden Restriktionsenzymen verdaut. Zur Analyse wurden die verdauten
Proben auf ein analytisches Ethidiumbromidagarosegel aufgetragen. Es sind sowohl beim

geschnittenen Vektor (5247 bp), als auch beim geschnittenen Insert (1842 bp) Banden auf der
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erwarteten Hohe zu sehen (Abbildung 15). Somit konnte gezeigt werden, dass der Verdau des

Vektors pET24 a(+) sowie der amplifizierten hLTA4H erfolgreich durchgefiihrt wurde.

M Vv | M
—
—
5000 bp — —
L= — 3000 bp
el — 1500 bp
T

Abbildung 15: Agarosegel des Restriktionsverdaus mit BamHI und Xhol. M: 1 kb DNA Marker als
Gréf3enreferenz, V: Verdauter Vektor pET24 a(+), I: Verdautes Insert hLTA4H.

4.2.3 Verifizierung der Klone

Nach dem Restriktionsverdau wurden die Ansatze tber ein PCR Cleanup Kit gereinigt und wie
im Abschnitt 3.3.1.3 beschrieben miteinander ligiert. Nach der Ligation wurde das
Fusionskonstrukt hLTAsH pET24 a(+) in kompetente E.coli DH5a Zellen transformiert (3.3.1.4).
Nachdem die Klone erfolgreich vermehrt wurden, wurde die Anwesenheit des
Expressionsvectors in einem ersten Schritt mittels eines Testverdaus mit EcoRlI verifiziert. In
Abbildung 16 ist der Kontrollverdau von 4 unterschiedlichen Klonen (A — E) dargestellt. Wie
man anhand der Bandenhohe erkennen kann, zeigt Klon A eine Bande auf der Hohe des
Fusionskonstrukts (7108 bp), wohingegen die anderen drei Klone lediglich eine Bande auf der
Hohe des geschnittenen Vektors (5274 bp) zeigen. Klon A wurde zur Sequenzierung durch die
Firma Seqglab abgegeben. Die Sequenzierung erfolgte mittels den Standard T7 Vorwarts-
sowie T7 Rlickwartsprimern der Firma. Die Ergebnisse bestatigten die Korrektheit des Klons

(Ergebnisse des Vorwartsprimers siehe Abbildung A 1 - Abbildung A 5).
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8000 bp —
5000 bp —

Abbildung 16: Agarosegel des Kontrollverdaus mit EcoRI. M: 1 kb DNA Marker als GréfSenreferenz, A - E:
unterschiedliche Klone des Fusionsprodukts hLTAsH pET24 a(+) in E.coli DH5¢.

4.3 Expression und Aufreinigung

4.3.1 Expression

Die hLTA4H wurde in E.coli heterolog exprimiert. Nach der Induktion der Expression (3.3.2.1)
und der Zelllyse (3.3.2.2) wurde das Lysat zentrifugiert, um es von den restlichen

Zellbestandteilen abzutrennen.
4.3.2 Aufreinigung und Verifizierung des Proteins

Der Uberstand wurde auf eine Nickel-Affinititssdule (His-Trap) aufgetragen, wobei es zu einer
Chelatbildung der Ni?* mit dem Hexa-Histidin-Tag am Protein kommt. Die Elution des Proteins
erfolgte mittels Imidazol. Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels SDS Page analysiert. Es
wurde ebenfalls eine Probe des Zellpellets sowie des Uberstands vor der
Affinitdtschromatographie analysiert (Abbildung 17). Die hLTA4H hat ein Molekulargewicht von
69,3 kDa (siehe Anhang iii, physikochemische Eigenschaften der hLTAsH). Auf dieser Hohe ist
im beispielhaft gezeigten Coomassie-gefarbten SDS-Gel deutlich zu sehen, dass im Pellet (P)
nach der Zentrifugation, neben anderen Zellbestandteilen, immer noch ein groBer Rest an
hLTA4H zu finden war. Aus diesem Grund wurde die Zelllyse in den weiteren Aufreinigungen
nicht mehr mit einem Ultraschall-Stab durch Sonifizierung, sondern mit einem Zelldisruptor

durchgefiihrt. Es sind ebenfalls deutliche Proteinbanden (Abbildung 17) auf der erwarteten
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Hohe in den Fraktionen 15 — 17 zu erkennen. Diese wurden vereinigt und auf ein
Gesamtvolumen von 5 ml aufkonzentriert, um im nachsten Schritt eine weitere Aufreinigung

durch GroRenausschlusschromatographie durchzufiihren.
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Abbildung 17: Beispielhafte Nickel-Affinitdtschromatographie der hLTAsH. A: Chromatogramm mit Absorption
bei 280 nm. B: Coomassie geférbte SDS Page des Pellets und des Uberstands sowie ausgewdhlten Fraktionen
der His-Trap. M: Precision AllBlue Marker. Die rotumrandete Bande entsprach der Probe 1 bei der

massenspektrometrischen Analyse, die gelbumrandete Bande der Probe 2.

Wie in Abbildung 18 unter A zu sehen ist, ergab die GroRRenausschlusschromatographie einen
einzelnen Peak, welcher bei 280 nm detektiert werden konnte. Das unter B dargestellte
Coomassie gefarbte Gel zeigt, dass die Reinheit des Proteins nach der Gelfiltration im
Vergleich zur Nickel-Affinitdtschromatographie deutlich zugenommen hat. Durch den
Westernblot mit spezifischem LTAsH-Antikdrper konnte nachgewiesen werden, dass es sich
bei den untersuchten Fraktionen um das Protein der humanen Leukotrien As-Hydrolase
handelt. In FT 15 (Abbildung 17) ist deutlich zu sehen, dass auf der erwarteten Héhe der LTA4H
eine Doppel-Bande zu erkennen ist. Diese ist nach der GréBenausschlusschromatographie
nicht mehr erkennbar. Aus diesem Grund wurden jeweils eine Probe der beiden Banden
massenspektrometrisch analysiert (3.3.3.4). Die untere, rotumrandete Bande, entsprach
dabei der Probe 1 und die obere, gelbumrandete Bande, der Probe 2 (Abbildung 17) Die im AK
Karas durchgefiihrte massenspektrometrische Analyse zeigte, dass es sich bei der unteren
Bande (Probe 1) um das Chaperone Protein DnakK (E. coli) handelt und bei der oberen Bande
(Probe2) um die humane Leukotrien As-Hydrolase. Die Ergebnisse sind im Anhang iv

dargestellt. Die Ausbeute dieser Aufreinigung (Pellet aus 1 L Kultur) lag bei etwa 4 mg. Nach
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Umstellung der Lysemethode konnte die Ausbeute deutlich auf etwa 18 mg Protein pro Liter

Kultur erhoht werden.

A  mAU B C
4 M5 6

e

350

300
75 kDa -
s “d —69 kDa —

50 kDa -

200
150
100
50 A1
8 il
R %% 0 T

L2BBISI6[7]

Abbildung 18: Beispielhafte Gréf3enausschlusschromatographie der hLTA4H. A: Chromatogramm bei 280
nm, B: Coomassie gefdrbte SDS-Page der Fraktionender Gréf3enausschlusschromatographie, C: Western

Blot mit LTA4H spezifischem Antikérper fiir die Elutionsfraktionen 4 — 6.

4.4 Fluoreszenzbasierter Assay fur die humane Leukotrien Ag4

Hydrolase

4.4.1 Uberprifung des postulierten Mechanismus der Substratspaltung

Wie zuvor beschrieben, spaltet die hLTAsH bevorzugt Tripeptide mit einem L-Arginin am N-
Terminus®. Des Weiteren wurden bereits Assay-Systeme fiir die hLTAsH publiziert, bei denen
p-Nitroanilide mit Arginin am NHz-Rest zum Einsatz kommen3!. Aus diesem Grund wahlten wir
das nicht fluoreszierende Substrat L-Arginin-7-amido-4-methylcoumarin. Das Arginin kann
durch die Peptidase-Aktivitdt der hLTAsH abgespalten werden und es resultiert das
fluoreszierende 7-Amino-4-methylcoumarin. Durch Docking in MOE (durchgefiihrt von Lena
Kalinowsky) konnte angenommen werden, dass das Substrat wie erwartet in der Peptidase-

Bindetasche der hLTAsH zu liegen kommt, wobei ein Teil in die Hydrolase-Bindetasche
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hineinragt. Somit ist es moglich, Wirkstoffe der Peptidase-Bindetasche, aber auch Wirkstoffe

der Hydrolase-Bindetasche zu detektieren.

Abbildung 19: Docking Pose des Substrats L-Arginin-7-amido-4-methylcoumarin in die hLTAsH apo Struktur (PDB

5FWQ). Links vom Zink ist die Peptidase-Bindetasche, rechts die Hydrolase-Bindetasche.

4.4.2 Bestimmung geeigneter Assay Parameter

Zur Etablierung eines fluoreszenzbasierten Aktivitdtsassays fiir die hLTAzH wurde in einem
ersten Schritt nach den optimalen Puffer-Bedingungen fiir den Assay gesucht. In Anlehnung
an andere Publikationen wurde als Grundpuffer ein 50 mM Tris-Puffer (HCI) gewahlt. Mittels
Differential Scanning Fluorimetrie wurden unterschiedliche pH-Werte sowie der Einfluss von
NaCl getestet. Wie von Wetterholm et al.?6 zuvor beschrieben, soll das Protein in Abhingigkeit

von NaCl eine hohere Aktivitat aufweisen.

Tabelle 3: Ubersicht der DSF Ergebnisse mit unterschiedlichen NaCl Konzentrationen und unterschiedlichen pH

Werten.
pH 7 pH 7,5 pH 8 pH 8,5 pH 9
50 mM Tris (HCl) | 57,7 57,5 57,9 57,5 57,5
50 mM Tris (HCl), 50 mM NaCl | 56,7 57,1 57,3 57,1 57,1
50 mM Tris (HCl), 500 mM NaCl | 55,5 55,3 55,9 55,7 55,5
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Abbildung 20: Beispielhafter Graph der DSF Messung in 50 mM Tris-Puffer (HCI) bei pH 8 und unterschiedlichen

NaCl-Konzentrationen.

Wie aus Tabelle 3 ersichtlich wird, zeigt das Protein in 50 mM Tris-Puffer (HCl) ohne NaCl bei
pH 8 die groRte Stabilitat. Da die Aktivitdt der hLTAsH mit NaCl jedoch hoher ist?®, wurde als
Assaypuffer ein 50 mM Tris (HCl), 50 mM NaCl Puffer bei pH 8 gewahlt. Dies waren die
Bedingungen mit NaCl, unter denen das Protein die groRte Stabilitdt aufwies (Tabelle 3). In
Abbildung 20 sind beispielhaft die drei unterschiedlichen Pufferbedingungen bei pH 8
dargestellt. Auch hierbei wird deutlich, dass das Protein ohne NaCl einen deutlich hoheren
Schmelzpunkt aufweist und mit 500 mM NaCl den niedrigsten. Die Bedingung 50 mM Tris, 50

mM NaCl zeigt einen etwas geringeren Schmelzpunkt als ohne NaCl.

Zur Bestimmung der geeigneten Proteinmenge wurden unterschiedliche Konzentrationen
zusammen mit unterschiedlichen Substratkonzentrationen getestet. Die Auswertung erfolgte
Uber die jeweilige Steigung der Fluoreszenzintensitdat Uber die Zeit (Abbildung 21). Des
Weiteren wurde die Gite des Assays anhand des Z-Faktors bestimmt. Der Z-Faktor kann nicht
grofer als 1 sein, was dem bestmaoglichsten Ergebnis entspricht. Fiir einen sehr guten Assay
sind Werte zwischen 0,5 und 1 notwendig. Wie aus Tabelle 4 ersichtlich ist, liegt der Z-Faktor
bei 0,3 uM Protein immer zwischen 0,5 und 1. Bei den beiden anderen getesteten
Enzymkonzentrationen liegt er in Abhangigkeit der eingesetzten Substratmenge bei etwa 0,5
oder darunter. Aus diesem Grund wurde eine Proteinmenge von 0,3 uM fir die Durchfiihrung

der weiteren Assays verwendet.
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Tabelle 4: Ubersicht der errechneten Z-Faktoren fiir die unterschiedlichen Kombinationen an Protein und

Substrat.
0,3 uM Protein 0,15 uM Protein 0,12 uM Protein
0,02 mM Substrat 0,84 0,58 0,55
0,04 mM Substrat 0,60 0,40 0,42
0,4 mM Substrat 0,79 0,74 0,42
2 mM Substrat 0,80 0,53 0,46
0,02 mM Substrat 0,04 mM Substrat
90 120
jg _.-"'-r.- 100 ...J"'j-..
60 -...__EJ"- 80 -...-..
5 50 —+—Pufferkontrolle o —— Pufferkontrolle
& a0 el = —=—0,3 uM z e —=—0,3uM
;E ?”i N 0,15 uM 40 7 e 0,15 uM
10 RFFRAANS W v A 0,12 uM 20 335s s et 0,12 um
0 : : : : 0 : : : :
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Zeit [min.] Zeit [min.]
0,4 mM Substrat 2 mM Substrat
900 2500
]
jgﬂ el 2000 -
600 -
S5 500 .l'-r . —— Pufferkontrolle - 1500 ~ o —— Pufferkontrolle
& 400 S 0,3 uM @ 1000 o —5—0,3 uM
300 7 e 0,15 uM &, 0,15 uM
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0 . . . . 0 . . . ‘
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Zeit [min.] Zeit [min.]

Abbildung 21: Auswertung des fluoreszenzbasierten Assays mit unterschiedlichen Proteinkonzentrationen bei

unterschiedlichen Substratkonzentrationen. Aufgetragen ist die Zunahme der Fluoreszenz gegen die Zeit.

In einem nachsten Schritt wurde mit dem ausgewahlten Puffer sowie der ausgewahlten
Proteinkonzentration der Km-Wert des Substrats bestimmt, um die optimale Substratmenge
bestimmen zu konnen. Der Km—Wert lag proteinchargenabhangig zwischen 150 uM und 400
UM. Deshalb wurde fir den Assay eine Substratkonzentration von 200 uM gewahlt. In

Abbildung 22 ist beispielhaft eine Km-Wert-Bestimmung dargestellt.
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Die zu testenden Wirkstoffe weisen oftmals eine sehr schlechte Loslichkeit im wassrigen
Milieu auf, weshalb die Stocklésung in DMSO verdiinnt wird. Des Weiteren soll dem Assay-
System Detergens zugegeben werden, um eine mogliche Aggregation der schlecht
wasserloslichen Wirkstoffe zu vermeiden. Es wurde der Einfluss von 1 %, 5 % und 10 % (v/v)

DMSO getestet, wobei sich zeigte, dass 1 % DMSO keinen Einfluss auf den Assay hat, jedoch 5

0.08;

0.00 ' ' T ' J
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020 0.0025

Substrat [M]

Abbildung 22: Bestimmung des Km-Werts fiir das Substrat L-Arginin-7-amido-4-methylcoumarin.

% DMSO schon zu einer geringeren Aktivitat des Proteins flhrte (85 % Restaktivitat) und bei
10 % DMSO zeigte das Protein nur noch eine Restaktivitat von etwa 70 %. Der Einfluss von den
drei untersuchten Detergenzien wurde bei jeweils 0,01 % (w/v) getestet. Dabei zeigte sich,
dass bei SDS kaum noch Restaktivitat des Proteins vorhanden war (3 %) sowie bei Tween-20
nur noch eine Restaktivitat von etwa 60 %. Triton-X 100 beeinflusst die Aktivitat in dieser

Konzentration nicht.

Im nachsten Schritt wurden die Stabilitat des Proteins sowie der Einfluss von Glycerin getestet.
Dazu wurde ein Teil des Proteins mit 20 % Glycerin versetzt und der andere Teil nicht. Jeweils
ein Teil wurde bei -80 °C tiefgefroren, der andere bei 4 °C gelagert. Die Stabilitat wurde Gber
3 Wochen gepriift. Dabei zeigte sich, dass das Protein durch die Zugabe von 20 % Glycerin
einen Aktivitatsverlust von etwa 10 % aufweist. Ein Unterschied der Stabilitat Gber die drei

Wochen konnte nicht festgestellt werden. Es war aulerdem kein Unterschied zwischen dem
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eingefrorenen und bei 4 °C gelagertem Protein erkennbar. Aus diesem Grund wurde das

Protein immer ohne Glycerin bei -80 °C gelagert.

Aufgrund der Ergebnisse ergab sich ein Standard Assay-System mit 0,3 uM Protein in einem
Assay Puffer aus 50 mM Tris (HCI), 50 mM NaCl sowie 0,01 % Triton-X 100. Die
Gesamtkonzentration von DMSO wurde auf 1 % (v/v) eingestellt und die Substratmenge auf

eine Endkonzentration von 200 uM.

Um das Assay-System zu validieren, wurde eine Referenzsubstanz (RB202) (Abbildung 23)
getestet. Dazu wurde eine Substanz gewahlt, die dhnlich zu einer Substanz aus der Literatur

ist>l.

A0

Abbildung 23: Referenzligand RB202.

Die ICso-Werte der vergleichbaren Strukturen in der Literatur liegen zwischen 0,006 uM und
0,03 uM. In dem etablierten Assay-System konnte der Referenzligand RB202 mit einem ICso-

Wert von 0,06 uM gemessen werden und liegt somit im Bereich der erwarteten Werte>.
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Abbildung 24: ICso Wert Bestimmung des Referenzliganden RB202.
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A
OAVNFIZ
Ic_m {u,\t)“
compd NR, hLTA, hydrolase  human whole blood
2a - :j 0.026 0.12
3a NH, 0.009 0.28
3b NMe, 0.006 0073
3c NEts 0.40 (2) 0.16
3d Ni-Pr 0.10(2) 0.14
3e - D 0.055 (2) 0.17
3 = O 0.037 0.12
3 ) 0.23 1.32
3h —NCNH 0.075 0.62(2)
3i N Nwe 0.19 1.65
M
3j —ui ) 0.02 (2) 0.18
M
3k C& 0.10 0.19
—N
3l NCENH 0.017 0.41
kelatorphan 0.005 >50
zileuton =100 0.85
A-78773 >3 0.078

& Average of at |east three determinations except where noted

in parentheses.

Bestimmung geeigneter Assay Parameter

oD

ICso (uM)®P
compd -X- hLTA, hydrolase  human whole blood
1 “bond™ 0.2(2) 0.79
2a -CH,- 0.026 0.12
da -0- 0.03(2) 0.079
5 -CFs- 0.011 017
6 -C(0)- 1.8(2) -
7 -CH{OH)- 1.8(2) 4.6(2)
8 -CH,CH,- 0.22(2) 0.22
9 -CH,0- 0.03 (2) 031
10 -CH,S- 0.15(2) 0.31
11 -CH,S0- 7.5(2) 24.5(2)
12 -CH,S0,- 4.0(2) 7.7
13 -SCH;- 0.067 0.19
14 -CH,;NH- 0.15(2) 0.42
15 -NHCH;- 0.027 0.15
16 -C(O)NH- >25 -
17 ~F 1.35(2) 1.5
18 wN >25 -

4 Average of at least three determinations except where noted

in parentheses. ¥ - = not determined.

Abbildung 25: Ubersicht der ICso Werte der Liganden éhnlich zur Referenzverbindung RB202. A: getestete

Modifikationen am Amin. B: getestete Modifikationen am Aryl-Linker. Aus Penning et al.>*.

Die Referenzverbindung konnte mittels einer Kristallstruktur (Jan Kramer) ebenfalls validiert

werden. Dabei hat sich gezeigt, dass die Substanz in der Peptidase-Bindetasche der humanen

Leukotrien A4 Hydrolase liegt (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Kristallstruktur der Referenzverbindung RB202 in der humanen Leukotrien As-Hydrolase. PDB

Code: 5AEN.

4.4.3 Entwicklung neuer Inhibitoren der humanen Leukotrien As-Hydrolase

Zur ldentifizierung neuer Inhibitoren der humanen Leukotrien As-Hydrolase, wurde ein Neural
Gas-Ansatz (PENG) verwendet. Bei diesem Ansatz handelt es sich um einen uniberwachten,
kompetitiv lernenden Algorithmus welcher in der Lage ist, vektorielle Daten zu klassifizieren.
Zur Extraktion der relevanten Funktionen eines Inhibitors wurde der bereits bekannte Neural
Gas Ansatz mit selbst organisierenden Karten (Self-organising maps (SOM)) kombiniert

(etabliert von Daniel Moser).
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Abbildung 27: Strukturformeln der ausgewdhlten Wirkstoffe 1 — 22.
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Mit Hilfe dieses Algorithmus wurde ein neues Pharmakophor-Modell erstellt. Anhand dieses
Modells wurde die Specs-Datenbank (Zoetermeer, Niederlande) auf passende Molekile hin
untersucht. Die erhaltenen 3136 Wirkstoffe wurden anhand der Ahnlichkeit zum
Pharmakophormodell weiter gefiltert. Aus den erhaltenen Clustern wurden 22 Strukturen
(Abbildung 27) manuell ausgewahlt. Diese Strukturen wurden in vitro im etablierten
fluoreszenzbasierten Assay-System getestet. Dazu wurden alle Verbindungen in einer

Konzentration von 10 uM eingesetzt.
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Abbildung 28: Testung der Wirkstoffe 1 — 22 im LTA4H-Assay. Gezeigt ist die Inhibition (%) der drei

unterschiedlichen Messungen mit den jeweiligen Standardabweichungen der drei Messpunkte.

Wie in Abbildung 28 zu sehen ist, zeigten die drei Messungen an unterschiedlichen Tagen bei
einigen Wirkstoffe deutliche Unterschiede. Bei den Wirkstoffe 7, 9, 10, 11, 14 16, 17, 18, 19,
20 sieht man eine Abnahme der % Inhibition tiber die Zeit. Dies lasst die Vermutung zu, dass
sich die jeweiligen Wirkstoffe liber die Zeit langsam zersetzen. Die Verbindung 6 zeigte bei
weiteren  Untersuchungen eine leichte Eigenfluoreszenz im  Bereich  der
Detektionswellenlange des Assays auf. Aus diesem Grund wurde diese Verbindung nicht

weiter verfolgt. Die Wirkstoffe 1 -5 sowie 12 und 13 zeigten bei den getesteten 10 uM eine %
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Inhibition unter 50% und wurden aus diesem Grund ebenfalls verworfen. Bei den
verbleibenden Wirkstoffe 8, 15, 21 und 22 wurde versucht, die mittlere inhibitorische
Konzentration zu bestimmen. Bei den Wirkstoffe 15 und 21 war keine Detektion des ICsp-

Wertes moglich (Abbildung 29).
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Abbildung 29: ICso-Kurve der Verbindungen 15 und 21. Dargestellt ist die Inhibition in % aufgetragen gegen den

Logarithmus der Konzentration.

Die Verbindungen weisen eine maximale Inhibition von etwa 50 % auf. Auch bei steigenden
Konzentrationen kann keine Abhangigkeit der Inhibition von der Konzentration beobachtet
werden. Die Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration der Verbindungen 8 und
22 ist in Abbildung 30 gezeigt. Der Temperatur-Shift zwischen Protein ohne Inhibitor und
Protein mit der jeweiligen Verbindung wurde auBerdem mittels Differenial Scanning

Fluorimetrie bestimmt. In Tabelle 5 sind die Ergebnisse beider Untersuchungen dargestellt.

Tabelle 5: Ubersicht iiber die ICso Werte und die Verschiebung des Schmelzpunktes in Abhéingigkeit der beiden
untersuchten Wirkstoffe 8 und 22.

Compound ICso [uM] £SEM [uM] Temperatur Shift [°C] + SEM [uM]
8 ‘9i26 1,9+0,7
22 ‘4iQ7 1,3+0,1
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Abbildung 30: ICso Kurve der Verbindungen 8 und 22. Dargestellt ist die Inhibition in % aufgetragen gegen den

Logarithmus der Konzentration.

Aufgrund der positiven Ergebnisse der Verbindungen 8 und 22 wurden weitere Derivate
getestet (Abbildung 32). Die Testung dieser Verbindungen bei 10 uM ergab ein dhnliches Bild
wie die Testung der zuerst getesteten Wirkstoffe. Die Compound 36 war bei der notwendigen
Konzentration von 10 mM in DMSO nicht 16slich, sodass sie nicht im vorhandenen Assay-
System getestet werden konnte. Die restlichen Verbindungen zeigten, dass die mittlere
inhibitorische Konzentration bei allen tiber 10 uM lag, weshalb diese nicht bestimmt wurde.

Nur der ICso-Wert der Verbindung 38 hatte vielleicht bestimmt werden kénnen, jedoch war
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eine Bestimmung des ICso—Wertes nicht moglich war.
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Abbildung 31: Testung der Wirkstoffe 27 — 40 im LTA4H-Assay. Gezeigt ist die Inhibition (%) der drei

unterschiedlichen Messungen mit den jeweiligen Standardabweichungen der drei Messpunkte.
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Abbildung 32: Strukturformeln der getesteten Wirkstoffe 27 — 40.
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4.5 Charakterisierung bekannter Inhibitoren der LTAzH

Aufgrund der nicht sehr groBen Ausbeute an neuen Wirkstoffe durch den Neural Gas-
basierten Ansatz, wurde in einem weiteren Schritt versucht, bereits bekannte Wirkstoffe
thermodynamisch besser zu charakterisieren, um Erkenntnisse Uber die notwendigen
Eigenschaften potentieller neue Liganden zu erhalten. Es wurden bereits zahlreiche Studien
basierend auf der Kombination von Isothermer titrations calorimetry (ITC) und
Rontgenkristallographie  durchgefiihrt, um Protein-Ligand-Wechselwirkungen in
Zusammenhang mit der Wirkstoffforschung zu analysieren®*. Es konnte gezeigt werden, dass
die Beziehungen zwischen einer Struktur sowie den enthalpischen und entropischen Beitrage
zur Ligandbindung abhéngig von dem jeweiligen Protein-Ligand-System ist*. Aus diesem
Grund wurden aus der Literatur vier bereits bekannte Wirkstoffe der hLTAsH ausgewahlt,

welche moglichst weit in der Bindetasche auseinander liegen.

Bei den ausgewahlten Liganden handelt es sich um ARM1 (Abbildung 33 C), welches spezifisch
an die Hydrolase-Domane der LTAsH bindet, Bestatin (Abbildung 33 F), welches eine Interaktion
mit dem Zink in der Bindetasche eingeht und sowohl auf der Peptidase-Bindetasche, als auch
in der Hydrolase-Bindetasche liegt. Ein weiterer ausgewahlter Ligand ist Captopril (Abbildung
33 E), welches ebenfalls eine Interaktion mit dem Zink in der Bindetasche eingeht, aber
ausschlieBlich in der Peptidase-Bindetasche der hLTAsH liegt. Als dritter Inhibitor wurde
SC57461A (Abbildung 33 D) ausgewahlt, welches auch eine Interaktion mit dem Zink-lon
eingeht aber ausschliefllich in der Hydrolase-Bindetasche liegt. Des Weiteren wurde der
Referenzligand RB202 (Abbildung 33 B) ebenfalls weiter charakterisiert, welcher im vorderen
Bereich der Hydrolase-Bindetasche liegt. In Abbildung 33 A ist auRerdem die Bindetasche des
apo-Proteins zu sehen. Auf der linken Seite befindet sich die hydrophile Peptidase-

Bindetasche des Proteins und auf der rechten Seite die hydrophobe Hydrolase-Bindetasche.
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Wie man deutlich sehen kann, wird durch die gewahlten Wirkstoffe die gesamte L-férmige

Bindetasche abgedeckt.

Abbildung 33: Bindetasche der apo LTAsH Struktur (PDB 5FWQ). Auf der linken Seite ist die Peptidase-
Bindetasche des Proteins und auf der rechten Seite die Hydrolase-Bindetasche dargestellt. A: Bindetasche mit
Zn?* (rot), hydrophile Bereiche (lila), neutral Bereiche (weif3) und hydrophobe Bereiche (griin). B: Uberlagerung
der apo LTA4H Struktur mit dem Ligand RB202 (PDB 5AEN). C: Uberlagerung der apo LTAsH-Struktur mit ARM1
(PDB 412L). D: Uberlagerung der apo LTA4H Struktur mit dem Ligand SC57461A (PDB 3U9W). E: Uberlagerung
der apo LTA4H Struktur mit dem Ligand Captopril (PDB 4DPR). F: Uberlagerung der apo LTAsH Struktur mit
Bestatin (PDB 1HS6).

4.5.1 ICso—Werte der ausgewahlten Wirkstoffe ARM1, Bestatin, Captopril, RB202
und SC57461A

Zuerst wurden die ICso-Werte dieser Wirkstoffe im fluoreszenzbasierten Aktivitdtsassay
bestimmt, um eine einheitliche Aussage Uber diese treffen zu kénnen. Dabei zeigte sich, dass

Bestatin auch kleinste Mengen an DMSO nicht toleriert, sodass bei den folgenden

54



Ergebnisse und Diskussion Bestimmung der Ki-Werte der ausgewdhlten
Wirkstoffe ARM1, Bestatin, Captopril, RB202
und SC57461A

Untersuchungen kein DMSO eingesetzt wurde. ARM1 erwies sich als schlecht |6slich in

wassrigen Systemen.

ARM1
100+ Captopril
€ Bestatin
® SC57461A
S
S 50
=2
=
=
0 Y ' ' v .
-10 -8 -6 -4 -2
log [M]

Abbildung 34: ICso Kurven der zu charakterisierenden Liganden ARM1, Bestatin, Captopril, SC57461A. Gezeigt

sind jeweils die Mittelwerte aus drei unterschiedlichen Messungen, sowie der SEM.

In Abbildung 34 sind die ICso-Kurven dargestellt. Dabei zeigt sich deutlich, dass es sich bei
SC57461A um den potentesten und bei Captopril um den am wenigsten potenten Inhibitor
handelt. Die Liganden ARM1 und Bestatin sind in etwa gleich potent auf der hLTA4H. In Tabelle

6 sind die gemessenen Werte zusammengefasst.

4.5.2 Bestimmung der Ki-Werte der ausgewahlten Wirkstoffe ARM1, Bestatin,
Captopril, RB202 und SC57461A

Die Ermittlung des ICso Wertes hat den Nachteil, dass der Wert von der eingesetzten
Substratmenge abhangig ist. Somit ist ein Vergleich der ICso Werte aus anderen Assay-
Systemen oder anderen Laboren nicht moglich. Als quantitatives Mal} fiir die Effizienz eines
reversiblen Inhibitors dient die Inhibitionskonstante Ki. Diese wurde mittels des
fluoreszenzbasierten Assays bestimmt. Pro Inhibitor wurden 6 unterschiedliche
Konzentrationen mit jeweils 8 unterschiedlichen Substratkonzentrationen vermessen. Die
Substratkonzentrationen lagen bei 400 uM, 300 uM, 200 uM, 100 uM, 80 uM, 60 uM, 40 uM,

und 20 puM. Die Ergebnisse wurden mittels GraphPad Prism (5.0) mit dem Modell fiir nicht-
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kompetitive Wirkstoffe gefittet. Dass es sich bei den ausgewahlten Wirkstoffe um nicht-

kompetitive Wirkstoffe handelt, lasst sich an der Tatsache festmachen, dass die jeweiligen
ICso-Werte nicht von der Substratkonzentration abhangen (siehe Anhang v). Einzig bei
SC57461A kommt es zu kleinen Abweichungen im ICso-Wert in Abhangigkeit der
Substratkonzentration. Da aber Vivax bei steigender Inhibitor Konzentration verringert wird,
wohingegen der Ku-Wert gleich bleibt, deutet dies auf einen nicht-kompetitiven Inhibitor hin.
Bei einer kompetitiven Hemmung kommt es aufgrund der Inhibitor-Bindung zu einer
Konformationsanderung des Proteins, was zu einem Aktivitatsverlust fiihrt. Die Bindung des

Inhibitors ist somit unabhangig vom Vorhandensein des Substrats.

Tabelle 6: Charakterisierung von LTAsH-Wirkstoffe hinsichtlich der ICso und Ki-Werte ermittelt aus dem

fluoreszenzbasierten Aktivitéitstest.

Compound 1Cs [uM] K [uM]
ARMI 0,40 0,01 0,36
Bestatin 0,30+ 0,01 0,32
Captopril 3,60 = 0,09 3,70
RB202 0.06 % 0,01 0,16
SC57461A 0,006 % 0,003 0,003
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Abbildung 35: Darstellung von nicht-kompetitiven Fits zur Bestimmung der Ki- Werte von ARM1, Bestatin,,
Captopril, RB202 und SC57461A. Gezeigt sind die jeweiligen Inhibitor-Konzentrationen [uM] in

Abhdéngigkeit der jeweiligen Substratkonzentrationen [uM].

In Abbildung 35 sind die Kurven zur Bestimmung der Ki-Werte mit unterschiedlichen Inhibitor-
Konzentrationen in Abhédngigkeit zu den unterschiedlichen Substratkonzentrationen
dargestellt. Die entsprechenden K-Werte sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Die
Hemmwirkung eines Inhibitors ist umso groRBer, je kleiner der Ki-Wert ist. Bei den untersuchten
Wirkstoffen hat sich gezeigt, dass der Ki-Wert in allen Fallen ungefahr mit dem gemessenen

ICso-Wert Giberein stimmt.
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4.5.3 Thermische Stabilitat des Proteins in Abhangigkeit der untersuchten

Liganden

In einem ndchsten Schritt wurden die Wirkstoffe hinsichtlich ihres Einflusses auf die Stabilitat
des Proteins untersucht. Dazu wurde der Schmelzpunkt mit und ohne Inhibitor mittels
Differential Scanning Fluorimetrie bestimmt. In Abbildung 36 sind die Schmelzpunktkurven der
untersuchten Inhibitoren bei einer eingesetzten Konzentration von 500 uM dargestellt. Die
entsprechenden Werte sind in Tabelle 8 aufgefiihrt. Es ist deutlich zu erkennen, dass Captopril
den geringsten Shift der untersuchten Inhibitoren verursacht, wohingegen die anderen 4

untersuchten Inhibitoren ungefahr im gleichen Bereich liegen.

— Blank
200 Positiv
— ARML1 500 uM
150+ — Bestatin 500 uM
Captopril 500 uM
100- RB202 500 uM

SC57461A 500 pM

dRFU/dTemp.

-50-

Abbildung 36: Schmelzpunktkurve der untersuchten Inhibitoren ARM1, Bestatin, Captopril, RB202 und

SC57461A bei einer eingesetzten Konzentraion von 500 uM.

4.5.4 Bestimmung der Dissoziationskonstante der untersuchten Wirkstoffe

ARM1, Bestatin, Captopril, RB202 und SC57461A mittels Differential

Scanning Fluorimetrie Assay

In einem weiteren Schritt wurde die Dissoziationskonstante der untersuchten Wirkstoffe
mittels DSF bestimmt. Diese ist ein Mal3 flir die Affinitat des Inhibitors zum Enzym. Die Bindung
des Inhibitors ist umso fester, je kleiner die Dissoziationskonstante ist. Zur Bestimmung

wurden unterschiedliche Inhibitorkonzentrationen eingesetzt und mittels Formel 2 in
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GraphPad Prism (5.0) ausgewertete. In Abbildung 37 sind die jeweiligen Schmelzpunkte [°C]

gegen die Inhibitorkonzentration [uM] aufgetragen. Dabei wird deutlich, dass der
Kurvenverlauf der Wirkstoffe ARM1, RB202 und SC57461A sehr steil ansteigt und ab einer
Inhibitorkonzentration von etwa 100 uM ein Plateau erreichen. Die Kurve von Bestatin ist
etwas flacher, erreicht aber am Ende auch ein Plateau. Captopril zeigt selbst bei hohen

Konzentrationen fast gar keinen Temperaturunterschied im Schmelzpunkt zum apo-Protein.

Tabelle 7: Ks Wert Bestimmung der Wirkstoffe ARM1, Bestatin, Captopril, RB202 und SC57461A mittels DSF.
Angegeben sind die K4 Werte [uM)] sowie die Standardabweichung [uM] aus jeweils 3 unterschiedlichen

Messungen.

Compound Ka Shift [uM] +SEM [uM]
ARM1 22+11,2

Bestatin 53 +15,5

Captopril Nicht bestimmbar
RB202 17+4,4

SC57461A 27 6,2

In Tabelle 7 sind die berechneten Kq-Werte der untersuchten Wirkstoffe dargestellt. Captopril
konnte  aufgrund der niedrigen  Schmelztemperatur, selbst bei grolRen
Inhibitorkonzentrationen, nicht bestimmt werden. Die anderen Werte liegen alle etwa im
selben Bereich von ungefdhr 20 uM wobei sich zeigt, dass die Standardabweichung des
Mittelwertes bei allen Wirkstoffen sehr hoch ist. Die Nachweisgrenze des DSF-Assays wird
sowohl durch die Affinitdt der Protein-Ligand Wechselwirkung, als auch durch die eingesetzte
Proteinkonzentration bestimmt. Niedrigere Proteinkonzentrationen verbessern die
Nachweisgrenze des Systems. Die Durchfiihrung des Assays bei niedrigeren
Proteinkonzentrationen war nicht moglich, da die Qualitat des Signals nicht mehr ausreichend
war fir eine zuverlassige Auswertung. Um die Limitierung der Methode zu tberpriifen, wurde
der Shift der Temperatur bei der Zugabe eines Inhibitors mittels CD-Spektroskopie gemessen
(Dr. Jan Heering). Die Messung erfolgte bei einer Proteinkonzentration von 10 uM in einem
Puffer aus 10 mM NaPi pH 7.2 (NaOH). In Tabelle 8 sind die jeweiligen Temperaturshifts der

Wirkstoffe bei 500 uM dargestellt. Wie man erkennen kann, unterscheiden sich die Werte fir
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ARM1 und Bestatin nicht von denen, die mittels Differential Scanning Fluorimetrie gemessen
wurden. Auch Captopril zeigt bei der CD-Messung kaum einen Shift bei den eingesetzten 500
UM, ebenso wie bei der Differential Scanning Fluorimetrie. Bei RB202 und SC57461A konnten
hingegen Schmelzpukte mittels CD-Spektroskopie gemessen werden, die etwa 2,5x héher sind

als die, die mittels Differential Scanning Fluorimetrie gemessen wurden.

Tabelle 8: Thermische Stabilitét der LTA4sH durch Inhibitorbindung bestimmt durch DSF und CD-Spektroskopie. *:

Geschdtzte Genauigkeit + 0,3 °C.

Compound DSFATm [°C] CDATm [°C] *
ARM1 53+03 53
Bestatin 51+1.0 5.2
Captopril 1.5+0.3 0.7
RB202 5.0+0.5 7.8
SC57461A 5.4+0.7 8.9

Diese Diskrepanz zeigt die Grenzen des DSF-Assays auf, aufgrund der Verwendung des
Farbstoffes Sypro orange>2. Mittels CD-Spekroskopie wurden fiir RB202 und SC57461A auch
wesentlich steilere Anstiege der entfalteten Fraktionen um den scheinbaren Tm beobachtet
(Daten nicht gezeigt). Dies deutet auf eine Zunahme der Interaktionen zwischen Protein und
Ligand beim Entfaltungsprozess hin. Diese Beobachtung kénnte am besten durch die Tatsache
erklart werden, dass diese beiden Liganden Interaktionen zu Aminosdureresten eingehen,
welche in der Proteinpolypeptidkette weit entfernt voneinander liegen. Des Weiteren ist zu
beachten, dass die Methode der Differential Scanning Fluorimetrie auch leicht zu falsch
negativen Ergebnissen fihren kann, wie im Fall von Captopril, dessen Temperaturshift im
Bereich der Standardabweichung liegt und aus diesem Grund wohl in einem ersten Schritt als
moglicher Inhibitor nicht in Betracht gezogen worden waére. Eine zuverldssige Aussage (iber

die gemessenen Kq-Werte kann somit nicht getroffen werden.
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Abbildung 37: DSF-Assay der Wirkstoffe ARM1, Bestatin, Captopril, RB202 und SC57461A bei unterschiedlichen

Konzentrationen. Aufgetragen sind die jeweiligen Schmelzpunkte [°C] gegen die Inhibitorkonzentration [uM].

4.5.5 Isotherme Titrationscalorimetrie der Wirkstoffe ARM1, Bestatin, Captopril,

RB202 und SC57461A

Die Isotherme Titrationscalorimetrie ermdglicht eine genaue und direkte Messung der

Bindungskonstante sowie des enthalpischen Beitrags der Bindung. Um die
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thermodynamischen Parameter der 5 ausgewdhlten Wirkstoffe der hLTA4H zu bestimmen
wurden ITC Experimente bei pH 8 und drei unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrt. In
Abbildung 38 sind die Ergebnisse bei 15 °C gezeigt, in Abbildung 39 die Ergebnisse bei 25 °C
und in Abbildung 40 die Ergebnisse bei 35 °C. Im oberen Teil sind die jeweils benétigten
Leistungen (ucal) zur Aufrechterhaltung der Temperatur gegen die Zeit (sek.) aufgetragen. Die
Flache unter den jeweiligen Peaks entspricht der abgegebenen oder aufgenommenen
Wiarmemenge und kann durch Integration in Abhangigkeit der Zeit bestimmt werden. Dies
wurde in den unteren Abbildungen als Funktion des molaren Verhaltnisses von Protein und
Inhibitor aufgetragen. Anhand der direkt gemessenen Bindungskonstanten Ky, der Enthalpie
AH und des stochiometrischen Faktors n ldsst sich die Bindungsentropie AS sowie die
Gibbs'sche Enthalpie AG berechnen. Zur Abschatzung sind die jeweiligen Werte im

Balkendiagramm in den unteren Teilen der Abbildungen 28 - 30 dargestellt.
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Abbildung 38: Kalorimetrische Untersuchung der Bindung der Liganden an LTA4H bei 15 ° C. Der Puffer (50 mM
Tris (HCI), 50 mM NaCl pH 8,0) wurde mit 3% DMSO fiir alle Experimente mit Ausnahme Experiment B versetzt.
A: 100 uM LTA4H wurde in die Messzelle injiziert, welche 7 uM ARM1 enthielt. B, C, E: 1,5 mM des jeweiligen
Liganden wurden in die Messzelle injiziert, welche 100 uM LTA4H enthielt. B: Bestatin (Messung ohne DMSO), C:
Captopril, E: SC57461A. D: 750 uM RB202 wurden in die Messzelle injiziert, welche 50 uM LTA4H enthielt.

Die gemessenen und berechneten Werte der einzelnen Wirkstoffe bei den drei
unterschiedlichen Temperaturen sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Aus den Ergebnissen
lasst sich ableiten, dass die Bindung von Bestatin und Captopril an die LTA4H durch einen
positiven entropischen Beitrag gekennzeichnet ist, wobei der von Captopril bei allen drei

Temperaturen mindestens 2-fach hoher ist als der entropische Beitrag von Bestatin.
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Abbildung 39: Kalorimetrische Untersuchung der Bindung der Liganden an LTA4H bei 25 ° C. Der Puffer (50 mM

Tris (HCl), 50 mM NaCl pH 8,0) wurde mit 3% DMSO fiir alle Experimente mit Ausnahme Experiment B versetzt.

A: 100 uM LTA4H wurde in die Messzelle injiziert, welche 7 uM ARM1 enthielt. B, C, E: 1,5 mM des jeweiligen

Liganden wurden in die Messzelle injiziert, welche 100 uM LTA4H enthielt. B: Bestatin (Messung ohne DMSO), C:

Captopril, E: SC57461A. D: 750 uM RB202 wurden in die Messzelle injiziert, welche 50 uM LTA4H enthielt.
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Abbildung 40: Kalorimetrische Untersuchung der Bindung der Liganden an LTA4H bei 35 ° C. Der Puffer (50 mM
Tris (HCI), 50 mM NaCl pH 8,0) wurde mit 3% DMSO fiir alle Experimente mit Ausnahme Experiment B versetzt.
A: 100 uM LTA4H wurde in die Messzelle injiziert, welche 7 uM ARM1 enthielt. B, C, E: 1,5 mM des jeweiligen
Liganden wurden in die Messzelle injiziert, welche 100 uM LTA4H enthielt. B: Bestatin (Messung ohne DMSO), C:
Captopril, E: SC57461A. D: 750 uM RB202 wurden in die Messzelle injiziert, welche 50 uM LTA4H enthielt.

Es wird allgemeinhin angenommen, dass sich Wasserstoffbriicken glinstig auf die
Bindungsenthalpie auswirken und hydrophobe Wechselwirkungen vorteilhafte entropische
Beitrage zur Gibbs Energie beitragen. Dies ldsst sich anhand der gemessenen Ergebnisse fir
Bestatin und Captopril nicht bestdtigen. Bei beiden Wirkstoffen ist die hydrophobe
Wechselwirkungsflache sehr klein. Anhand der beiden Kristallstrukturen |asst sich feststellen,
dass Captopril 5 Wasserstoffbriicken zur hLTA4H ausbildet und mit dem Zink-lon interagiert.
Bestatin bildet sogar 9 Wasserstoffbriickenbindungen zur hLTAsH aus und wechselwirkt
ebenfalls mit dem Zink-lon. Somit ware eigentlich eine enthalpisch getriebene Bindung

erwartungsgemald gewesen. Im Gegensatz zu Bestatin bilden ARM1, RB202 und SC57461A
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vergleichsweise wenige Wasserstoffbriickenbindungen zur hLTA4H aus und die Bindung sollte

Ergebnisse und Diskussion

daher eigentlich entropisch getrieben sein. Dies ist nicht der Fall. Arbeiten an anderen
Protein/Ligandkomplexen zeigten vergleichbare thermodynamische Muster®*. Die Inhibitoren
Bestatin und Captopril sind durch einen positiven entropischen Beitrag gekennzeichnet,
wohingegen die Inhibitoren ARM1, RB202 und SC57461A durch einen positiven enthalpischen
Beitrag gekennzeichnet sind. Fir alle untersuchten Inhibitoren kann gesagt werden, dass es

sich um exergone Reaktionen handelt.

Tabelle 9: Dissoziationskonstante, Bindungsentropien und Enthalpien der Wirkstoffe ARM1, Bestatin, Captopril,

RB202 und SC57461A bei den drei gemessenen Temperaturen.

ARMI1 Bestatin Captopril RB202 SC57461A

Kd [pM] 0.13+0.01 4.63+£0.62 6.37+1.15 0.06 £0.01 0.06 +0.01

AG [K_]/mol] -38.03 £0.25 -29.43+£0.32 -28.68£0.43 -39.90+0.25 -39.74 £ 0.24
15°C

AH [KJ/mol] -42.62 +0.46 -21.94 £0.55 -13.00+0.64 -58.62+0.23 -79.55£0.28

T*AS [KJ/mol]  [4,60+0.53 7.49 +0.64 15.68+0.78 -18.71 +0.34 -39.81£0.37

n 0.97 0.95 0.57 0.92 1.15

Kd [p.M] 0.31 +£0.07 2.05 +£0.09 6.25+£1.49 0.27 £0.03 0.29 £ 0.02

AG [KJ/mol] -37.19 £0.59 -32.46 £0.10 -29.71+£0.59 -37.53+£0.30 -37.33+0.14
25°C

AH [Kj/mol] -54.60 £2.29 -27.58 £0.14 -16.37+141 -51.92+041 -71.18 £0.23

T*AS [KJ/mol] |-17.41£2.37 4.89+0.18 13.34+1.53 -14.39+0.50 -33.84+0.26

n 0.70 1.00 041 0.97 0.94

Kd [pM] 0.22 £ 0.02 5.15+0.39 8.47 £3.12 0.27 £0.02 0.35+0.01

AG [KJ/mol] -39.26 + 0.24 -31.2+0.19 -29.92+0.94 -38.79+0.23 -37.98 £0.10
35°C

AH [KJ/mol] -50.66 + 0.55 -33.77 £ 0.47 -13.36 £ 1.58 -64.48 £0.36 -59.87+0.13

T*AS [K_]/mol] -11.40 £00.60 -2.57 £0.50 16.56 £1.84 -25.69 £0.43 -21.90£0.17

n 1.46 1.06 0.57 1.04 1.03

Durch die Aufklarung der apo-Struktur der hLTAsH (Jan Kramer) kann das thermodynamische
Profil der untersuchten Wirkstoffe etwas besser erkldart werden. Mithilfe eines Solvent
Analysis Tools in MOE konnten stabilisierte Wassermolekiile sowie destabilisierte

Wassermolekiile in der apo-Kristallstruktur identifiziert werden (Lena Kalinowsky). Die
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Verdrangung von Wasserstoffbriickenbindungen zu einem destabilisierten Wassermolekil
liefern einen positiven Beitrag zu AG, wohingegen die Verdrdangung von
Wasserstoffbriickenbindungen zu einem stabilisierte Wassermolekiile einen negativen
Beitrag zu AG liefern. Captopril und Bestatin interagieren beide mit dem Zink-lon und beide
verdrangen stabilisierte Wassermolekile (siehe Abbildung 41). Diese stabilisierten
Wassermolekiile (605, 574) liegen in der Peptidase-Bindetasche der LTAsH. Des Weiteren
verdrangt Captopril ein weiteres stabilisiertes Wassermolekil (606) in der Peptidase-
Bindetasche, sowie ein destabilisiertes Wassermolekil (360) in der Peptidase-Bindetasche. Ein
wesentlicher Unterschied zwischen Bestatin und Captopril ist, dass Bestatin ein neutrales
Wassermolekdil (66) in der Hydrolase-Bindetasche verdrangt. Dadurch lasst sich erklaren, dass
trotz der vielen ausgebildeten Wasserstoffbriickenbindungen von Bestatin und Captopril zur
hLTA4H statt einer erwartet enthalpisch getriebenen Bindung eine entropisch getriebene
Bindung vorliegt. Die Wechselwirkung mit dem Zink-lon erfolgt im Falle von Bestatin lber die
a-Hydroxycarbonylgruppe wohingegen sie bei Captopril Uber die Thiolgruppe erfolgt. In wie
fern diese unterschiedlichen Wechselwirkungen der beiden Wirkstoffe mit dem Zink-lon eine
Rolle hinsichtlich des thermodynamischen Profils spielt, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht

geklart werden.

Der mit Abstand beste Inhibitor von den hier untersuchten ist SC57461A. Er zeigt einen starken
Entropieverlust mit gleichzeitigem Enthalpiegewinn. Es fallt auf, dass die Kys-Werte von
SC57461A sowie von RB202 identisch sind (0,06 uM bei 15 °C) (Tabelle 9), wohingegen die
gemessenen ICso-Werte in einer Zehnerpotenz voneinander abweichen. Eine mogliche
Erklarung hierfiir kdnnte sein, dass SC57461A lber eine Carboxyl-Gruppe eine Interaktion mit
dem Zink im aktiven Zentrum der LTA4H eingeht. Dies konnte zu einer langsameren kof-Rate
fuhren, welche im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt wurde, und somit zu einem besseren
ICso-Wert unter den gegebenen Assaybedingungen. Ky-und Ki-Werte beziehen sich auf die
Gleichgewichtskonstante und werden somit verwendet, um einen Gleichgewichtszustand zu
reflektieren. Im Gegensatz dazu erlauben die kon-und ko-Raten nicht nur die Vorhersage des
Gleichgewichtszustands, sondern auch eine Vorhersage lber die Reaktionsgeschwindigkeit in
Abhdngigkeit der eingesetzten Konzentration. Die Tatsache, dass ein hoherer Schmelzpunkt
mittels CD-Spektroskopie fir den LTA4H-SC57461A Komplex gemessen wurde, als fir den

LTA4H-RB202 Komplex (Tabelle 8) unterstiitzt diese Vermutung. Wenn man die mittels ITC
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gemessenen Kq-Werte mit denen mittels DSF gemessenen Werten vergleicht (Tabelle 7) wird
deutlich, dass wie vermutet die Methode des DSF lediglich als grobe Einschatzung
herangezogen werden kann, ob eine Interaktion zwischen Protein und Ligand stattfindet,
jedoch nicht um prazise Ks-Werte zu bestimmen. Bei fast allen untersuchten Wirkstoffen
weichen die, mittels DSF gemessenen Kg-Werte, fast 2 Zehnerpotenzen von den Kq-Werten,
die mittels ITC gemessen wurden, ab. Eine Ausnahme bildet hier Bestatin, welches nur um

eine Zehnerpotenz abweicht.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Positionierung eines Inhibitors in der hLTAzH
ein wichtiges Kriterium hinsichtlich des thermodynamischen Profils ist. Ein Inhibitor in der
Hydrolase-Bindetasche des Proteins fiihrt zu einem deutlich besseren enthalpischen

Bindungsbeitrag als ein Inhibitor in der Peptidase-Bindetasche.

Abbildung 41: Apo-Kristallstruktur der LTAsH mit den Wirkstoffe Bestatin (lila) und Captopril (orange).
Stabilisierte Wassermolekiile sind in griin eingefirbt, destabilisierte Wassermolekiile in rot. Die gelben

Wassermolekiile leisten einen neutralen Beitrag zu AG.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die humane Leukotrien As-Hydrolase untersucht.

Die hLTA4H ist ein bifunktionelles Enzym, welches neben der Hydrolaseaktivitat, welche fir
die Umwandlung des instabilen LTA4 zu LTB4 verantwortlich ist, auch eine Peptidaseaktivitat
aufweist. Beide Enzymaktivitaten spielen bei Entziindungsprozessen eine wichtige Rolle,
weshalb die LTAsH ein interessantes pharmakologisches Target darstellt. Aufgrund der
gegensatzlichen Eigenschaften der beiden Aktivitditen der LTAsH (Produktion des
proinflammatorischen LTBs durch die Hydrolase-Aktivitdt, sowie der Abbau des PGP-
Tripeptids durch die Peptidase-Aktivitat) wird deutlich, dass die Entwicklung selektiver

Hydrolase-Inhibitoren von Vorteil ist.

Das Protein der humanen LTAsH konnte erfolgreich kloniert werden und in E. coli-Zellen
exprimiert werden. Zur Gewinnung des reinen rekombinanten Proteins konnte ein
Aufreinigungsprotokoll mittels Nickel-Affinitatschromatographie sowie anschlieRender
Grolenausschlusschromatographie etabliert werden. Durch die Testung unterschiedlicher

Lysemethoden konnte die Ausbeute deutlich erh6ht werden.

Um herauszufinden, ob es durch den potentiellen Inhibitor zu einer Hemmung der
Enzymaktivitdit kommt, muss diese detektiert werden kdnnen. Hierflir wurde ein geeignetes
fluoreszenzbasiertes Testsystem zur Detektion der Enzymaktivitat der hLTAsH entwickelt. Dies
lasst auch die Quantifizierung der Wirksamkeit der moglichen Inhibitoren zu. Mit Hilfe eines
pharmakophorbasierten Ansatzes wurden 22 Testsubstanzen fir die in vitro Testung
ausgewahlt. Nach der Evaluierung dieser Substanzen wurden weitere 14 Derivate der besten
Verbindung ausgewahlt und ihre inhibitorischen Eigenschaften an rekombinanter LTAsH
getestet. Die Ergebnisse wurden mittels Differential Scanning Fluorimetrie validiert, wofiir ein

einfaches Protokoll etabliert werden konnte.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden weiterhin 5 bereits bekannte Inhibitoren der LTAsH
ausgewahlt, um sie hinsichtlich ihres thermodynamischen Profils zu untersuchen. Hierzu
wurden die ausgewahlten Inhibitoren mittels Isothermer Titrationskalorimetrie vermessen.
Die Dissoziationskonstanten der untersuchten Inhibitoren wurden ebenfalls mittels
Differential Scanning Fluorimetrie bestimmt, wobei sich zeigte, dass diese Methode nicht zur
prazisen Messung von Protein/Ligand Interaktionen herangezogen werden kann. Mittels eines
in silico Ansatzes zur Vorhersage von stabilisierten und destabilisierten Wassermolekdlen in
der Bindetasche konnten die thermodynamischen Daten im strukturellen Kontext
interpretiert werden. Durch diese Kombination konnten neue Erkenntnisse zum Design neuer

Inhibitoren der LTAsH gewonnen werden.
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6. AbkUlrzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

Kg Mikrogramm, Mikrogramm

pL Mikroliter

5-LO 5-Lipoxygenase

96-well 96 Vertiefungen (engl. well)

AA Arachidonséaure (engl. Acid)

AUDA 12-(3-adamantan-1-yl-ureido) dodecanoid
sdure

cDNA Komplementare DNA

CMC Kritische Mizellkonzentration (engl. Critical

micelle concentration)

COoX Cyclooxygenase

cPLA; zytosolische Phospholipase A

CYP Cytochrom P-450

DHETs Dihydroxyeicosatriensduren

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (engl.

Deoxyribonucleic Acid)
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DNAse | Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

DSF Differente Scanning Fluorimetrie
E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EETs Epoxyeicosatriensauren

FLAP 5-LO aktivierendes Protein

g Gramm

h Stunde

HETEs Hydroxyeicosatriensauren

His-Tag Hexa-Histidin Tag

hLTA4H humane Leukotriene A4 Hydrolase
HPETEs Hydroperoxyeicosatriene

ICs0 mittlere inhibitorische Konzentration (engl.

half maximal inhibitory concentration)

ITC Isotherme Titrationskalorimetrie (engl.

isothermal titration calorimetry)

Kan Kanamycin

kB Kilobasen

Kd Dissoziationskonstante
LB Luria broth base

LOX Lipoxygenase

LTAs Leukotrien A4

LTA4H Leukotrien As-Hydrolase
LTB4 Leukotrien B4

LTCs Leukotrien Cs4
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MgCl,

min.

mL

mM
MQ-Wasser
NaCl

ng

nm

PBS

PC

PCR

PE
PGH;
PGP

pmol

rom

RT

SEH
sek
TAE
Taq
TEMED

Twm

Magnesiumchlorid

Minute
Mililiter
Millimolar

Millipore destilliertes Wasser
Natriumchlorid

Nanogramm

Nanometer

Phosphatgepufferte Salzlésung (engl.
phosphate buffered saline)

Phosphatidylcholin (engl. Acid)

Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase

chain reaction)
Phosphatidylathanolamin (engl. Acid)
Prostaglandin H»

Pro-Gly-Pro

Pikomol

Umdrehungen pro Minute (engl. Rounds per

Minute)

Raumtemperatur

I6sliche Epoxidhydrolase

Sekunde

Tris/Acetat/ Ethzlendiamintetraacetat
Thermus aquaticus
Tetramethylethylendiamin

Schmelzpunkt (engl. Melting temperature)
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Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
UV-Vis Ultraviolettes Licht
Vv Volt
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Verwendete Wirkstoffe

Interner Name Hersteller Bestellnummer
1 Specs AO-365/43463228
2 Specs AN-465/43460907
3 Specs AP-263/12104037
4 Specs AQ-432/43400199
5 Specs AP-263/43370616
6 Specs AN-465/43369403
7 Specs AN-465/43384086
8 Specs AN-465/433840082
9 Specs AN-465/42888324
10 Specs AN-465/42888323
11 Specs AG-690/11763247
12 Specs AG-664/14117620
13 Specs AE-562/12222604
14 Specs AG-205/07862056
15 Specs AP-970/42165760
16 Specs AN-988/41909497
17 Specs AM-879/41890843
18 Specs AP-970/41681662
19 Specs AN-989/41697765
20 Specs AN-648/40682170
21 Specs AP-355/42008314
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22 Specs AN-465/43384140
27 Specs AS-871/43478504
28 Specs AK-918/42814856
29 Specs AQ-432/43400195
30 Specs A0-080/43379033
31 Specs AG-690/13702360
32 Specs AG-690/13508154
33 Specs AR-196/42202413
34 Specs AL-281/42024032
35 Specs AN-329/40826163
36 Specs AK-968/41022455
37 Specs AG-690/40754329
38 Specs AG-690/12245213
39 Specs AI-020/37280111

40 Specs A0-022/43454462

RB202 AK Proschak René Blocher
ARM1 Axon MedChem 2307
Bestatin Sigma Aldrich B8385
Captopril Sigma Aldrich C4042
SC57461A Tocris 3107

i. Sequenzier-Ergebnisse

Die in den Abbildung A 1 - Abbildung A 5 gezeigten Ergebnisse der Sequenzierung von Klon A
der LTAsH in pET24 (Subjct) mit dem T7 Vorwaértsprimer wurden mit der erwarteten Sequenz

(Query) aligniert.
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Range 1: 1 to 7119 Graphics

Strand

Score 1dentities Gaps
13147 bits(7119) 0.0 7119/7119(100%) 0/7119(0%) Plus/Plus
Query 1 ATATAGTTCCTCCTT TCAAGACCCGTT T
JRERREL R Rt PR R Rt it
Sbyer 1 ATATAGTTICCTCCTTTCAGCARAARACCCCTCARGACCOGT TTAGAGGCCCCARGGGETT
Query 61 TAT TCAGCTICCTTICGGGCTTIGITAG 120
[ e ey
Sbyct €1 ATGCTAGTTATIGCTCAGCGGIGGCAGCAGCTARCTCAGCTTCCTTICGGGCTITSITAG 120
Query 121 CAYTYULR9tgteytagtgCTCGAGCTCCACTITTARGICTTITCCCCA 180
I O e
Sbjet 121  CAGCCGGATCICAGTGOTGGIGGTGETGOTGCTCGAGCTCCACTTITARGICTITOCCCA 120
Query 181  CCAGCATIGCAGICAC TIGCITIGIGCICT TC T 240
FERRET LR R R R R R PR et
Sbjet 181  CCAGCAT TIGCIT CIT 240
Query 241  GRTCATGGGATTIGTCARAGGCAGCAAGATCCTTGAATARGGGCCGGGTAARCTICATIC 300
FERRRT LR R R LR R i enennient
Spyer 241 T CT TCATIC 300
Query 301 TITCCTIGITCAGTIGCCATCITTAGCGCCAARGGARTIGCGICCICCCACTIGGATIGAA 360
SRR EE R R R R L R R PR LR EarLiresy
Sbjet 301  TTCCTIGTTCAGTIGOCATCTITTAGCGCCAAAGGAATIGCGTCCTOCCACTIGGATIGAA 360
Query 361 TGCAGAGCCGCAGCCATCTIGAATCGTATITCAGAATIGTTAATGGCATIGAAGTIGIACA 420
NN
Sbyct 361 TGCAGAGCCGCAGCCATCIGAATCGTATITCAGAATIGITARIGGCATIGAAGTIGIACA 420
Query 421 CCTCTIGCATTCGCTTT TGIGCTA 480
FERRRTL LR R R R R R R it
Sbjct 421  CCICTIGCATICGCTIT 420
Query 421  ARRACTCATTCAATIGATGAGAAGAGAGATCCTTCAGGTCTGTGGCATIGAATGARTITA 540
BERRLE LR RN R R R PR R PR R LR Rtiienn
Sbyct 481  AARACTCATTCAATIGRTGAGRAGAGAGATCCTTCAGGTCTGIGGCATIGAAIGAATITA S40
Query S41 TCTT TIGACT T €00
FERRREL R R R R R LR R R i nnntienl
Sbyct S41 ARTCAICTICITIGH TIGACTTAAGGT T 600
Query 601 TCATATCATAATIGGGCTITATGGGAGGCAGTCCAGGAGAGTAGAGCCAGGCATICCART 660
L s
Sbyct €01  TCATATCATAATIGGGCTTTATGGGAGGCAGTCCAGGAGRGTAGAGOCAGGCATICCAAT 660
Query 661 CARCTIGAT ARCCTTATCTT TCCAGT 720
ARRRRE L R T R R LR R R L R bttt
Sbyct 661  CARCTIGATTGAGAACATCAACCTTATCTTTARARTAGGAATACAGGARATCCTICCAGT 720
Query 721  CRTCAGTAGTTATGCTCTTATAGGARAACTICTCAACATARGCTIITAAGAATCCIAGGA 780
N N e e
Sbyet 721  CAICAGT: AAGCTTIT! 20

Query
Sbjece
Query
Sbjct
Query
Sbjce
Quexy
Sbjce
Query
Sbyce
Quezy
Sbjce
Quexy
Sbice
Query
Sbjece
Quexy
Sbjct
Quexy
Sbyece
Query
Sbjce
Query
Sbyet
Query
Sbjce
Query
Sbice

781

781

241

241

901

901

961

961

1021
1021
1081
1081
1141
1141
1201
1201
1261
1261
1321
1321
1321
1381
1441
1441
1501
1501
1561
1561

ARR TGTIC TeTeAT
N sy
AAATCTCIGETCCTCCARGCACT TCT TCARGE TARARAAGTARRGCARAGCCCTTCTICAT

AGGGAACTGARGARTAAGCTACATCAGGGTCTATATCTGTCAGRTCARCCACAAGTTIGS
NN RN ueyl
TATIC 'CACAAGTTIGG

T TCIGTAGTIC CTCOCA
RNyl
TTAC

GAGCATTARRATGT CTGARCT T T TCACCARACART CGTCOGCARATGTGGCGTICCARGT
N R NNyl
GAGCAT TAARAT G T CTGARCT T T TCACCARACARTCOTCCGCARATGTGECGT TCCARGT

ACACAGTATGICCCTCATT TARCCARARGTGATCCCARGTTTIGTTGGTCACTAGATICC
L NNy
T TTIGTIGGTCACTAGATICC

A TICA
S N N e R sy
CIGTCCAGCTATGAGATAT I TCATGTGCARTGACAT TGGAGAGTGACT IGTCGCCTGCCA

L NNyl
GTAGAGTAGGAGT TACARAAGTAAGGCARGGAT TCTCCATGCCACCATARGGGAAGGATG

CTGCTA

L RNy
GIGGCAGGACCARTAGGTCATACTGTCCCCATACATACGGTCCTCCCAGRICTICTGCTA

TITTARGCATAGRTICAGTCTCAGARRACT CATARGCAGACT TTTCCACCTGCTCTTICT
L NN RNy
TITTARGCATAGAT T TICT

CAGACCACACCARAGT TCTTGGGCCART T TGCCTGCT T ICTARAGCTCCARCARCTANAG
R R R R R R R R R R R LR Rttt
TCT TTIGCCTGCTT TARAG

CARTCAGGTAGCAGGGTATIGGAACT I TTTGGATGART TIGTATATITICCIGCTIGEET
NNyl
CARTCAGGTAGCAGGGTATIGGANCT ITTTGGATGART TTGTATATITTCCTGCTIGEET

cT T T TARGTGCCACCAGTICTITAG
AELRR LR R R R R R R R R LR RN R L Rl
cT TICTCCATCACGAATAGCAC CACCAGTICTTIAG

GGACAGACACCTCTGCAGTATAGG T TAAT TTCACAGARGGAGTGTCCTGACAAGGRAGGA
AHNNINNNInNNnTnoIT
GGRCAGACACCTCTGCAGTATAGET TART TTCACAGARGGAGTGTCCTGACRAGGRAGGA

TIGCTC TGGCACTGAC TOCT
L NN Ay N Ry auayey
TIGCTCTGCAGTGGATGGCCTGGCACTGACTARRGAGATATGGGIGTICCTICCCAGARG

Abbildung A 1: Sequenzierungsergebnisse LTAsH Klon A T7 Vorwdrtsprimer Teil 1

LT TG T CARGRG T GRG D R TG e RA ST R AACA TT TT ARG AGET CT CARARGRART TT
T
1€2l  POTOTTCABG R TERICC R TN OO MR EATT TT BRI RET CT CARARGRARI TT
1661 CTATRACART TTOT TOAT TT TTSCTCRARGCOAT ROGARIMIMIAT TTOCRT TRECEA T
L NNy
1fel CTATRACART TTOT AT T TTBCTCRAMG OO AT MR RIRT TTOCAT TRECEATC
1741 oo TRICTT SA TEACTTCT CTRCTT
RERERRRE TR e e e e e
174l T eTRACT TTRT LT TT T RARACCRTAT TT AT ICT T RT CCRT TGRAT CACTRCTT
1201 TTTCTATT e ARG TC LT TT e AT D RARA D ARG R TGO CARATT ST CCTCCT RAGALT
L iy
1201 TTTCTATT e RARGTC LT TT e AT D RARA D RG-S TGO CARATT ST OCTCCT RAGALT
136l BOACOITIARRGCABC M TC OO BITC RO TC OO0 BAET RN TCEADICT BCRICIA
L iy
136l BEACOITIMRG AR M TC OO BITC RO TCORECEAET RN TCEADICT BCRE0HA
13zl BOTHCABITICT DT CC B AR OO B MIMIBCCARCBARCRIBT AT OCRCTA
AEREERRE LR LR R LR it
132l SITHASITHCT DT BRI, TRTCCRITA
138l TOTCRGECRT SGAT R RA DT CATT TG T BT CCRC CAST CATGITRGOCRTRT GTRATAT
RERERRRR TR R e e e e e
198l TCTCEGECRATEGAT D R BALCCATT TGLT BT LCRCCAST CATGLLRGLCRIRTSLALAT

pel]
168
1744
1743
1203
12ma
1281
1281
13
13
138
1383
204a

44

Lol OCCTATAITERITONT AT TARL TTOO00a0AT (MR CT OORT CTCTALIOOBIRCEC
i [ il
ol HLRTTARITT Bl
HEL AT TECTRECRT (AL B R RET S a0 TT e TREC S CT AT AT L0 SR CA T
AL RRRE e e e gt
FLEL AT OGTGECCGaC AT CA D Re O O R R T RO RG TT R TGRS RO CTATAT CROCRACATC
AL A SEECT SEECT TEIT
LR iy
TITL  RCCGRT RGaG AR A T G T R CALT T RG S TCRT GARC R TT ST TT ORI RaaT
TNl AT RG TG RGO LG T el LG RaAC TG TT e R CATC TCCT TGCATGCADCRTTC
LR R N NN ARy Ny
E2El BN M O DI TR A TOTT BaC e CATCTCCT TRCATHALCRI TC
234l CTTOaaC T B TR DIBC CT CARC CT ACTACT BaC TOCT TCCTRATOCASING
AERERRRE LR LR LR R Rt
234l CTTOaCEI 0T B T RADIBCCT CARC T ACTACT BRaC TACT TCCTRATICASING
240l TOBCATRAGGEAEAACHT MR ORI LT AT DR TOBCaCRARALCTT TORCE
RERERRRE TR rren e e e e e
401l  TOSCRTRASGEARASCETOGAGAT CCDGEACADCRT CGAN TGO R RARACCTT TORIRG

2LEd
2LEd
fkal
b
aea
Frl
T4a
214
240
240
2480
T48a

uery
Bejan
{nery
Tjet

=ict
uery
Bejan
uery
Bejan

uery
Bejan
uery
Bejan
Tzmry
=ict

Bejan
uery
Bejan
uery
Tjet

=yae

24€1
24€1
2821
a1
FEE
a1
2641
2641
a1
a1
T
aTa

TR B A TR L R ORI M M TCRATT (AT S TORA T T RARC CAST RAL
L Ny

T BHATIA] OEARIRIMI TCRATT CABGET BITIRATOTERARCCABTRAL
AT AT RS T IS R A TA T S T T TC T AT CASACC ST TT OO ORI T Sk
I N NN NNy
TR A A TG T ARG AL TA TGO G TG T T T TAT CARACCRT TT OO DG DG TRRT AR
CCASGOCRGTCRC BT TT LT SC S ARARC B RS SARARAST BaRASC B LGAT BATEEARCT
Ly
ARG D RGO R BT TT LT Sl A RA R S R RA RA A ST SaAA S RGTGAT ReTGRARCT
BRATTACAT TOOC AL BORT B AR RALT BT CARA CAST DITT BCTAAT TOE
L N yy
BRATTACAT TOOCRALC BORT BTN RACT BT CARA CABT DITT BCTAAT TOE
CHT TR CT ORI T Ta0 Ce T A O OO C BT AR TT BT OO0 BATTRARTC
L Ny
CHT TR CT ORI TC TR0 Ce T A C BT AR TT BT OOHOCBATTRARIC

T GG A T RA LT SGaT B CARC ET S TGeET ST CGAT SaTARARC BARGOGEC BT CGA
Ly
TCRE CARCEARL

AR T T RARG DGR R e CA ARG TC T T LT DG DG TARC o BT CAST ReEC TGAT CATTA
L Ry
AR T T RARG DG R Te CA ARG TC T T LT DG DG TARC oI CAST ReRC TGAT CATTA
AT AT SO B T T A CA BT BCCATT B TO TR CT SCCT BCACTART BT TCO0E
[ T T eyl
ACTAT SR T T A CA IR BCCATT B TOT ARG CT BCCT BCACTART BT TCORE
CHT TATT T T AT T T TR T S A e CATC R CA ST AT TATT TTCT COCATORAS
L Ny
CHITATT TCTTEATOTCTC TR ITATTTICTOCCATIRAS

ADGETRCECRACT BGECETSEAGTATC TEET DG CATT SEET CADCRGTARATCSORCTET
LRy
AT A R RA T Re R T RaRGTA T TGET D CATT BaaT CADCRGTARA TCRIRCTGT

TR TTRASTICTGTCT TGOET RTRTC
LN iy
TR O CATT RAST TC T TC I e T T PO T T THOCRLRARTATC

e40
240

900

960

960

1020
1020
1080
1080
1140
1140
1200
1200
1260
1260
1320
1320
1380
1380
1440
1440
1500
1500
1560
1560
1620
1620

2620
2620
2640
a0
L1
2640
2T
2T
ATED
ATED

o8 J1a0

TCACTCOCART CARATT CABC OO AT ROD3EN MO EA N BC BN CT BAMITOCCRTET
Ly
TCACTCRCART CARATT CABC OO AT RODHEA MO BHEARGEC ERCT BAMTICCRTBTOCE

AT T AR RARC CA T AR TICT SURT SABGECAT COTT CCCALT BOBATICT BOTTE
L iy,
T T AR R R CA TG T A RN TG T BART BA LG R AT G TT CCCACT BCRATGITRGTTE

AR R T ARG AT Re DG T Re e B RA TG OGO AT TACCRALT CORGRC TRIG DG TTE
Ly

Abbildung A 2: Sequenzierungsergebnisse LTA4H Klon A T7 Vorwdirtsprimer Teil 2
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oL

oL
EL
361

2L

Bl G AT T OGe T A TGRG AT R RA DG AT AC DG RA A CARCTCRT BT TATATCOCRC
AELERRRERE R R R it
BT ECaIATAT CT ORI TOaO AT A B LRI A OO R A CABC TCRT BT TATATCOOBE
COTT RO R CA T RARC RIS TT TT CO0CTOCT S e CARADCRE DI THALCBCTI B
L gy
COTTRACRCTATCRARC RAEATT T (O C TOOT S AR LR O THALCBCTT B0
TR T T T e O R B T A B OC R TCROCT BT TCC OO TCTCRCTONT 8
RERETRRRR e e e e e e
T CARC T T TG Do R E. e TRAR G e RA T ARG T B TG0 DT TR ToaT A

ARG R R R CA DT RG OGO CAR T A R RA R DGO TC TC Do DG DG DG TT REDCRATT
[ e e e e T N T T T T
ARG R R R CA DT RG DG D CAR T A B RA R DGO TC T O Do DG DG DG TT REDCRATT

EABCECRANICA
il BLLEEELEELLETELEL
CATTRATGCABC TRaCRCEACABITT TOCCEACT BARARICHEGCAST BABCBCRADICA

KT TARTSTRAST TASCTCRCTCRT TASM AT AN TCTCEALCHA TROCTT TORGRACT
Ly
RITARTHTRAET TABCTCRCTCR] SN TCTCEALCEATEOOCT TAMINIOT

TTCARCOCRGTOR

LR
T AR O RG T RG T Do T T O RG Toae De D eat e AT BACTAT DO TCRC DG CACT TATG
AT T T O T RT CA TG CARC T ST AGRACA G TGO e CARC RCTCTGRGTCRTTITC
RERERERR R e e e e e
AT T T TR T CA TG CARC T R T ARG RACA G TR O G CARC RCTCTGRGTCRTTITC
B RN B TT PO B T B B B OIRT B TC B OCTITORC TT BCHITATT 0360
AELERRRERE R R R R Rt
BRI OC B TT OB T BC BC B OIAT EATC B CCTITORC TT BCHITATTO3EN
RO TGO GO T CAR O TT COTCRC TS T CODOC ACTARA DI TT TCBO0IR
AELERRRERE R R R R et
KT T T OO T CAR O TT O TCAC TS T OO OO ACTARA DI TT TCHOaRE

ARG T T T AT DG RGCA Tt e D Do ARG T SCRCRT BATCRT RCTCCTRI OG
LR Ry
RARCRGECCATTAT LG ReCAT SR Re L Do Bea L B AT BATC RIS T LT RIS

SETTRGCARARTGARTCACCRATA
PULRILLEILLELLLTL
TTRICASARTEART CALCHATA

RO R SO TaRA BCEACT BCTACT BCRARA DI TC TR RCCT BABCRACARCRT B
il PLLRRELLEE LT
CTEABCRACARCRTEL

RIBITCTTOOET TTCCET BT TT OO TARAST CT SR RCACBIRA ST CABCBCTCTOCADT
AL R e e e e e gt
AT T OGaT TT O el ST T T CG TARA LT CT SaAA R RCRGRA ST CARC RO DO TGIALD

4l4d

ey

ey

ey

uery
Tjet

Tjet

4141
4141
4031
4za1
4zl
EF
431
4321
41
41
4441
4441
4sa1
4531
L1238
46EL
4621
4621
4sr1
ETTH
4741
AT41
L1ihY
L1ihY
4BEL
ELTE
4Rl
4Rl

AT AT BT IO T T AT OB RS TOCT BCTHACTACCCT ST BARACACCTACATCT
Ly
ATTRTHT TCOEATCTRCATO BT TALCCTHT

ATATT AR BCBC TOEC AT TR CC TR TART TT TT CT CTBATCOOBC0ICATCCAT
I N AN
GTAT CRCTCTGRG T TAT

A CALRT TG T T TAD T CACARC BT TC AR T RA T RG R AT BT TCRT CATCRGTARCT
Ly
ALCECCART TGTT TADC LT CACARC BT TCCASTRALCBe@CRl BT TCRTCATCRGTARCT

CETAT DG TGAGCATCCT CTCT G TT TCRT LT AT CATT ACCODCRT RARCRGRART OCT
AL LR P
CELRT O TR ATCCT CTCT OO TT AT COST AT CATT ACCOCC AT BARCRARART OCT

T

1N
T TACA OB ATC RO T AC CARA CABG RA R FACOBC LTI RACATRRCCOBCTIT

oCT
[
=

ARG S CA LA A TT RA DG T TC TG RA SR RA LT CARC AL TG RA DG TG RA TGRACAL
Ly
ARG AR S CA LA A TT RA DG T TC TG RA SR RA CT CARC AL TG RA DG TG RA TGRACAL

=T GCTTTI =CE
Ly
A A A T TG TG R T R T T CADG A CA LG T GA TG ARG T TTACCGTARC TGO TOR
CHT T O3ET ST A B0 T AR O TC TR AC AT BCRECT COOHEABADIST CACASCT
L N iy
CHT T OET BT A B0 T AR O T TR ACAT BCRGCT CC DA BRI CACABCT
THTCTHTRABCBIAT BC OBl M AN AR T OO TC RGO TCMIOIOITATT B30
Ly yy,
THICTHTRABCBIRTBC TCRICIITITIBN

R TG T GG D A S A TG A Do RG TR R T ARG TG AT RGLGRAST STATACTGECTTA
Ly
GEGTGTCRGEEEIGCAR CATGAC D RG TCR ST AGIGATRGIGEAST STATACTGECTTR

AT AT R G A T R R G A A TT e A TG AGAG TE A CRT AT AT RC G TG TGRART RCT
Ly
ACTRTBCRGCAT RGRGTASAT T ST A TGAGRG TGCADCRI AL AT B Ee TG TGRARTRCT

420
420
4zED
AzE0
LE+1]
EEr1]
4380
40
4440
4440
4230
4230
A0
A0
480
4820
480
480
AT4D
AT4D

CTOBCTCGCT COET OO TT COaC TR OO a0 B BCBITATCRACT CACT CARABICOST RAT
[T [ il
CARASGTGETRAT

AL ET TA T CACA A R T CA LG EG AT RA DG ARG RA RG RA CA TO TGRGTARARG LI CASCR
Ly
ADGETTATCCACAGART T RA DG ARG RARGRACA TOTGRGTARARGEITASCR

Abbildung A 3Sequenzierungsergebnisse 1as Klon A T7 Vorwértsprimer Teil 3

Sejen
tuery
i

ey

ety
Sjet

LEHS
AmE1

ARABICCHIEARC OO TARARABICCBCET T T BO0OTT TT TOTATASGLT CCBCTCToT
[ T
ARASGTCRGEARC TG TARARASGTCRCRT TR TRGIGT T TT TCCATARGL TOCRCDCCD
TRAGAG AT R R RART Do AR TCRAST CARARG TR RARACC G ACRGEACTATA
I m
TEALGAGTATCRCRARART! CARARG TGS SARACCLGACRGACTATR

ARGAT R CARGOGTT IO Do O T aA MG IT OO T DG TEOGIT CTOC TG T T OCRADCIT RO
L N R N NNyl
AMRKIRCCAMCITT PCOCOC TAMCT COCT OO PICOCT CT OO PITT CORALCTTO00

AT AT MNTRICT CAST I T TASI TCUT ToaC TCCARMCT ST I TCACIR
[ N |
ACGCTSTAGETATCT CART TCRG TG TARGTCRT T RCTCCARGLT BoeC TG TR TGTALGA

A FEEDGA STOCRADCE
N N N TN TRy
AT R T TG EC DGR DG T R BC T TATC DG RT AR ST AT DATCTT RART DCRADCT
T RASA AR T AT DO R TOOC ROCA R AT SO TARCROSA TTROCASASCTIAS
Ly
GUTRASACADIRCTTRT SOTARCROSATTROCASASCTAS
AT AT AT B TACAA ST T TT S RO TOST SO0  TARCTADSSCTACACTRARAS
Ly
BT AT B TACACA ST PO TT SRS TOST OO TARCTADGSCTACACTRORAS
GRCRATATT TEETAT I RO RC T TR ARG IC ARG TTACTT T RAAAAMAGAGTT B TAR
N
GRCRGTATT TEETAT IT B RCTETET SARGICAG TTACCT TC SO AAMMAGAG TT 56 TAS

CTCTT AT DR AR AR TR D RO TR ET M DFRT 53 ~ETT IECARGIAGCR
T e,
CTCTT ST DR AR AR CA DT SO TRET RS T S TT TT TT TOTT TRCAMGCASCR

GRTTADGOGTAS
LRyl
GRIT

eaSGRT CT CARGRACA TCCT TTGATCIT TICTRCSGEGTCTGA
LR NIy

T CARGRASATCCT TTGATCITTICTRCSGEGTCTGA
T R T G A R A A A T R T TARG G AT TT TG T CATGRACART RARACTETCTS
I oy
R T CRGTGRARC BARARCTCRCETT EICTE
CTTRCAT AR M TART ACRA S EG T TT AT SR SC A TATT CARC BREARADITCTT 60T
L iy
CTTRCATRAM MITART ACRASGEG T TTAT BRSCCATATT CARC BREARADITCTI 60T

TS S EA T AAAT TOTARC AT SOAT SCTEAT TIATAT ST AT RART SHECTOR0E
Ly iyl
TG D S A T T AR AT T AR AT G AT SCTGAT TTATAT SeETAT AART RLECTCRCE

A

AL
BAEL
Bl
Bl
L]0
(2108
L5058
L5058
GLIL
BLEL
BLEL
BLEL
241
241
[+108
(111
BIEL
BIEL
B4EL
B4EL
(2108
(2108
E541
E541
BEL
GEOL

AR TG T R RA T RGET SCRACART CT AT CGAT Te TA TG R RA S OO RA TGO DT RG:
L
RTRATGT

ARG TR T Ol A RA LA TG e C R RG ST ARG TG TT SCCART GATG TTACRGRT GARATGRT CA
N NNl
RTTOT T CT A RACA T R R T RO TT SO AR BA T T ACREAT HASATOOTCA

BT R T T A SR TT TATOCC TC TT COBACC AT CARSCATT TTAT COBTACTC
T T |
BT R e T AC SR TT TATOCC TC TT COBACC AT CARSCATT TTAT COBTACTC

5amd
EEL

B340
L]

RAGART AT Do TGAT ToRGET SARART AT TG TT GA TGO T R CAST BT TCCT BRI DGET
TERRRRTER e e e e e
RASART AT Do TGAT TERGET SARART AT TG TT RA TGO T RO CAST BT TCCT BRI DGET
TGCATTOGAT TCCTRT TTRTRATT ST CC T T TERACASCBATCRCRTAT TTCGTCTORCTE
Ly ny
AT AT T T TT ST RATT BT CCTT TLRACASCEATC RO T AT TICOTCTORCTC
OB R TC R EART BART R COT TT B0 TT ST COM TRl TT TOAT EALGAICITA
IERERE TR R e e e gl
HOCBC R TC R EART BART RACHET TT B0 TT BT 0N TRl T TOAT EALGMICITA
AT G T RGO TG T GARCRA ST CT SaRARGRART BCRT RARCTT TTRCCATT CTCACCRG
Ly
AT G e DT o TT SARCRA ST CT SGRARGRART BCRT RARCTT TTRCCATI CTCACCRG
AT TR TR CALT CATGaT AT T TC T RC TT GATARC CT TATT TT TGAC GARGEGRART
TERRTRTRR e e e e e
ATTCRGTCET CACTCATGET RATT TCTCRCTT SATARCCT TATT TT TGACEASGEGARAT
TARTRST TOTATT ST TT B ACEAST CEUAT COCABALCEA TADCRIEATCTTBOCA
Ly
TARTRST TOTATT ST TT SR EANT COEART AL oA

TCCTRTBIRACT BOCT DS BAST TT TCTCCT TCAT TACABA RACGBCTT TT.

TCRARART
[Ny i
TCCIAT

PHiiil
TT i

AT G TATT GATART CCTGAT AT BART AART TG CART TT CATT TGAT RCTCRATGAGTTTT
[ e e N T T T T T T T
ATEGTATT GATART OCTGAT AT BART AART TGCARTIT!

T ARG A T T A T T LA TG G G e TACA TATT TGAA TETATT TARARARA TARACARATA
Ly
T T ARG A T T A T T LA TG R G  eA TACA TATT TGAN TG TATT TARARARA TARACARATA

B T T BB AT T o O SR T A CT SARATT ST RARCHT TART AT TT T3
IERERR TR R e e e el
BT OCBC B AR T CC ORI T RS CT BARATT ST RARCET TARTATTT T

Abbildung A 4Sequenzierungsergebnisse LTAsH Klon A T7 Vorwdirtsprimer Teil 4

L%
L%
BLE
BLE]

GES1
GEG]
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Abbildung A 5 Sequenzierungsergebnisse LTAsH Klon A T7 Vorwdrtsprimer Teil 5

ProtParam

User-provided sequence:

10
MPEIVDTCSL

70
TIEKVVINGQ

130
PEQTSGKEHP

190
DPEDPSRKIY

250
MLKIAEDLGG

310
SWTGNLVTNK

370
HPFTKLVVDL

430
TTDDWKDFEFLY

490
EDDLNSEFNAT

550
RLCIQSKWED

610
AMLVGKDLKV

20
ASPASVCRTK

80
EVKYALGERQ

140
YLFSQCQATH

200
KFIQKVPIPC

260
PYVWGQYDLL

320
TWDHFWLNEG

380
TDIDPDVAYS

440
SYFKDKVDVL

500
DLKDLSSHQL

560
ATPLALKMAT

DS

30
HLHLRCSVDF

90
SYKGSPMEIS

150
CRAILPCQDT

210
YLIALVVGAL

270
VLPPSFPYGG

330
HTVYLERHIC

390
SVPYEKGFAL

450
NQVDWNAWLY

510
NEFLAQTLQR

570
EQGRMKFTRP

10
TRRTLTGTAA

100
LPIALSKNQE

160
PSVKLTYTAE

220
ESRQIGPRTL

280
MENPCLTEVT

340
GRLFGEKFRH

400
LFYLEQLLGG

460
SPGLPPIKPN

520
APLPLGHIKR

580
LEFKDLAAFDK

50
LTVQSQEDNL

110
IVIEISFETS

170
VSVPKELVAL

230
VWSEKEQVEK

290
PTLLAGDKSL

350
FNALGGWGEL

410
PEIFLGFLKA

470
YDMTLTNACT

530
MQEVYNFNAT

590
SHDQAVRTYQ

Physikalisch-chemische Eigenschaften der LTA4H

60
RSLVLDTKDL

120
PKSSALQWLT

180
MSAIRDGETP

240
SAYEFSETES

300
SNVIAHEISH

360
ONSVKTFGET

420
YVEKFSYKST

480
ALSQRWITAK

540
NNSEIRFRWL

600
EHKASMHPVT
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Anhang

References and documentation are available.

Number of amino acids: 612
Molecular weight: 69372.3
Theoretical pI: 5.79

Amino acid composition:

Ala (A) 38 6.2%
Arg (R) 23 3.8%
Asn (N) 21 3.4%
Asp (D) 34 5.6%
Cys (C) 11 1.8%
Gln (Q) 26 4.2%
Glu (E) 41 6.7%
Gly (G) 30 4.9%
His (H) 16 2.6%
Ile (I) 31 5.1%
Leu (L) 69 11.3%
Lys (K) 40 6.5%
Met (M) 11 1.8%
Phe (F) 27 4.4%
Pro (P) 35 5.7%
Ser (S) 46 7.5%
Thr (T) 40 6.5%
Trp (W) 13 2.1%
Tyr (Y) 22 3.6%
Val (V) 38 6.2%
Pyl (O) 0 0.0%
Sec (U) 0 0.0%

(B) 0 0.0%

(Z) 0 0.0%

(X) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 75
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 63

Atomic composition:

Carbon C 3138
Hydrogen H 4863
Nitrogen N 813
Oxygen 0 918
Sulfur S 22

Formula: Cs3138H4g63Ng1309018522
Total number of atoms: 9754

Extinction coefficients:

Extinction coefficients are in units of Mt cm!, at 280 nm measured in
water.

Ext. coefficient 104905
Abs 0.1% (=1 g/1) 1.512, assuming all pairs of Cys residues form cystines
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Ext. coefficient 104280
Abs 0.1% (=1 g/1) 1.503, assuming all Cys residues are reduced

Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met).
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in wvitro).

>20 hours (yeast, in vivo).
>10 hours (Escherichia coli, in vivo).

Instability index:

The instability index (II) is computed to be 40.28
This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 87.94

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.257
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Sample 1

Massenspektrometrische Analyse
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V. 1Cso Werte der zu

charakterisierenden Wirkstoffe bei

unterschiedlichen Substratkonzentrationen

Inhibition [%]

Inhibition [%]

Inhibition [%]

ARM1 Bestatin
1007 20 uM 1007 A 20uM
40 pM VvV 40uM
60 uM = 60 uM
80 uM j=an v 80uM
c
504 100 pm S 504 100 pm
200uM = 200 pM
oM 2 W 300 UM
400 pM = A 400 uM
01 0 v
-2
Captopril
1004 20 pM 1004 A 20puM
40 uM V 40 puM
60 UM X 60 UM
80 uM = V souM
501 wopm o 504 100 pM
200uM 5 200 uM
300uM  © @ 300uM
400uM £ A 400 M
0 01
-2 -2
SC 57461 A
1004 20 uM
40 uM
60 pM
80 uM
504 100 pm
200 uM
300 pM
400 pM
01 v
-4
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ABSTRACT: The pharmacophore concept is commonly
employed in virtual screening for hit identification A
pharmacophore & generally defined a5 the three-dimensional =
armangement of the srctural and physicochemical features of a
compound responsble for its affinity to a phamsacological
target. Given a number of active ligands binding to a particulsr
target in the sume momner, it cn reasombly be asumed that
they have some shared features, 3 common plamacophore. We
present a growing neural gas (GNG)-based approach for the
extraction of the relevant features which we called PENG
{phammacophore elucidation by neural gas). Results of
retrospective validation indicate an acceptable quality of the
generated models Additionally 2 prospective virtual screening for lenkotriene A4 hydrolase [ LTA4H ) inhibitors was perdfomed
LTA4H is a bifunctional zine metalloprotease which displays both epordde hydrolase and aminopeptidase activity. We could
show that the PENG approach is able to predict the binding mode of the ligand by X-my crystallography. Furthermore, we
identified 2 novel chemotype of LTA4H inhibitors

) 'Grn&wing Mural Gas —p  Pharmacaphore Model

B INTRODUCTION binding mode) with the protein and therefore should have

I veneral methods used 1o sexnch for novel heands of 3 wiven some shared features, ie, a common pharmacophore (CPL A
u:g‘:t ot ]t,a expliin ligand —target Jmeaﬁh&sg:n be diid‘hrdgd common pharmacophore induces an oveday of the liginds
into structure-based design (SBD) and lgandbased design which hqiefu]}gr resembles the conformations when bound to
(LBD).' While SBD depends on the availshility of a three- the target” Vice versa it is possible to deduce a CP from a given
dimensional (3D) structure of the protein, LBD foruses solely overlay of ligands. Numerous—commercial as well as freely
on known active (and inactive) Igands and can therefore be available—approaches for creating such ;]Ignments and
wed when a 3D structure of the protein is oot avalable A extracting 3 CP have emerged over the years,™ yet it remains
pharmacophore™ is a central concept in medicinal chemistry a challenging topic and research is still ongoing, Tn this work we
and & defined by TUPAC a5 an “ersemble of steric and  Present an approach based on 2 growing neurd gas (GNG)

electronic features that is necesmry to ensure the optimal which we mamed PENG (phamnacophore elacidation by newrad
supramolecular interactions with a specific biclagical target gas). The GNG can be seen o an extersion of the general
structure and 1o tagger (or to Block) its biological response” neural (NG) agorithm presented by Martinetz and
A phammacophore of 2 given target thus defines the structur Schulten” in the early 1990s, h;]g]d: in tum was inspired by
requirements to a chemical structure which are necesary to sell-organizing maps (SOMs).” Self-organieing maps are
ensure the binding properties. Pharmacophore model are artificial newral networks (ANMNs) which are used in
assumptions which describe the plarmacophore of a target and unsuperdsed machine learning. They consist of a predefined
are—while also applicable in SBD—a widely used concept in mumber of nenrns which are typically aranged in the fomn of 2
LED to explin melevant stroctural andfor physicochemdcal
features of known active molecules. Usually it & assumed that Received: Ociober 14, 2014
active ligands form similar interactions (le, have the same Published: January 27, 2015

i j © 2005 Aewoirica i (hecrrincal S ooncit 84 D001 001 2 e S0
g ACS Fublications v PP i i
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two-dimensional rectangular, heagonal, or tormidal grid. Each
neuron has an ssocisted weight vecor with the same
dimensions a the input data, & well = {5 postion in the
grid During training the newroms (Le, the amodated weight
vectors) adapt to the input data; by using a neighborbood
function the topology of the input space & preserved; e, for a
given “winner” neuron (the newron with the leag digance to
the presented data point) all of its topological neighbos are
adapted, too. Since each neuron kas a fized topological position
in the grid, a trained SOM represents a mapping from a high-
dimensional to a lower-dimensional (usual D) gpace These
properties make SOMs particulady wseful for vaaliation of
high-dimengdonal data but also for dustering. In contrast to
S0OMs, a newral g does not work with a predefined
topological amangement of newrons (but stll with a fxed
number ). Instead of adapting the topologeal neighbos of a
winner meuron, al neurons are adapted, depending on their
actual distance to the presented data point. Between the winner
and the second neuron an “aging” connection is formed. If the
comnection is not renewed after a certain time, for example
because the second newron “moved” away, it is removed again.
This way the network “learns” the topology of the input data
during the course of the training. However, both methods rely
on a predefined number of neurons. Fnding such a suitable
number depends on the input data and malr]ead o ursatisfing
results if chosen wrong, Therefore, Friteke” proposed the GNG
method which does not work with a fized number of neurons
but instead creates or removes newrons dynamdcally. GNGs are
used in different application fields, for example, image
processing,'’ cluster analyss,'® and pattem recognition, but
are abso employed in chemoinformaticsrelsted questions.

We validated our approach by (a) generating models based
on oo-crystallized ligands, searching a conformation database of
these ligands, and calulating the root-mean-square deviation
(BMSD) between the best-matching conformation and the co-
crystallized pose, (b) perfoming retrospective virtual screen-
ings and caloubiting the rate of comectly dasified and
misdasdbed compounds, and (c) performing a prospective
virtual screening for novel bgnds of the leukotdene A4
hydrobse. The leukotdene Ay hydmbse (LTA4H; EC 313.2.6)
is a minc metalloprotease which can act as an epoxide hydrolase
a5 well as an aminopeptidise Tt catalyzes the sterecselective
hydrolyss of leukotriene A4 to the promflammatory lipid
mediator leukotriene B4 in a two-step reaction, a5 a part of the
archidonic acid cascade "*'* It has previously been shown that
the LTA4H preferably deaves a tripeptide with an N-terminal
arginine residue as well as the chemotactic tripeptide Pro-Gly-
Pro which leads to its inactivation.'® LTA4H is an interesting
target for the trestment of chronic inflammatory diseases where
it plays contrary moles (production and imctivation of
chemotactic agents™) and & linked to dermatitis, arthriths,
cancer, osteopomas, and atherosderosts '

B METHODS

Pharmacphore Annotation and Output PENG relies
on phamacophore annotation points 2 generated by the MOE
{ Moleculsr Operating Environment)'® software and outputs
MOE pl4 models. In the present work we wed the Uhified
annotation scheme inlcuding 19 different features. Tnternally
these annotation points are sored as objeds consisting of a
coordimate vedor ¥, a 19-dimensional bit-vector encoding the
pharmacophore anpotation | and two integer ids for the
comesponding molecule and the conformation, respectively.

Growing MNeural Gas. For detection of common
phamacophore features a GNG is used Ouwr implementation
follows the odginal desgn described by Fritzke® with slight
modifications. In contrast to the dasse neural gas algorithm®
which operates on a fized mumber of neurons (units), the GNG
algorithm  creates or removes neurons dymamically by
competitive Hebbian learning (CHLL'™ As mentioned, each
annotation point (e, data point/signal) o well as each neuron
has two vectors: the coondinate vector, ¥ € R, and the feature
vedor, f € {01} However, to allow a contimous adaption of
the newrons during the training, the feature vector & treated as
a real vedor, ie, [0,1]", instead of a bimary one As disance
functions the Eudidean distance, D{xy), between two
coordinate vectors x and y, and the Tanimoto simdarity,
Ti b}, for two feature vectors @ and b are used We introduced
a time-dependent factor oy = "5 =" for the cument epoch E
and a total of E_, epochs, which gives the Eudidean digtance
maore weight in the early phases of the tmining process This
helps to avoid the adaption of newoms to a “wrong” feature
vedtor while there & il a lot of movement in the coordinate
space during the early training. In later phases, with neurons
being nesrer to their final position in 3D space, the feature
vedor & then adspted and finetuned In order to get a
combined distance value, T & scaled by the fator D, =
mad {D{xp ey € Vimgel) to lie in the range of the Euclidean
distance, where Ve & the set of all coordinaste vectors of all
data points in this GNG run. The digtance between a data point
£ and a neuron § is then caloulated as

d{.s= - T[p‘:{,j;)(l — g} 10y, + DEy, vl

where fand v denote the respective feature and coordinate
vectors. Likewise, neurons are adapted, Le, moved toward £ by
fractioms €, and £, respectively, of the total digance:

Ay = ey, — u)
A, = et — we)(f, - )

with £ = £ if 5 & the nearest neuron and £ = &, for all direct
topological neighbors of 5. The default values wed are £, = 02
and £, = (U006 as in the ariginal work by Fritzke = After running
the GNG algodthm for E__ epods, ie, laving mndomly
presented all data points E__, times, several memge steps are
performed to remove unnecessary nenrons as follows:

(1) Let 5 __, be the list of nevrons, sorted by coverage. Since
each data point £ € P belongs to a molecule m; € M, the
coverage ¢, is caloulated as the mumber of unique molecules w,
assodated with a given neuron s € § e, data points with the
least distance to the newron, divided by the total number of
molecules:

limls € w)l
ST
with

w = {&ld, ; = min({d, 1]}
)

(2) Mark all newrors £ € 5, dtFse>g for merge with s €
5 s I their radll ¢ (defadt 0.1 A) overlsp or thelr Euclidean
distance and Tanimoto simiarity are below respectively above
two user-defined thresholds ; and @

M, = s u{fir +n = Dw, w) v (D, gl < A T, F) 2 B
(1]

[sLa BLATARRSES LAE
4. Chem, Il Madel 2005, 55, M4-20
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Pedorm the actual merge by setting the coordinate vector of a
temporary neuron g to 3 user-defined percentile (default
median) p of all nevrons m € M, To incorporate the higher
coverage of 5, the new newron s “moved” a Fracton toward s,

though, and its radius is adapted accordingly:
v, = plindm € M})
W=+ (-
fy, = max(r, pl{Dy,_, EIE € w11

The feature vector is updated in a simiar manner. However,
this time the feature vector of neurons within the p Eudidean
distance to 5., is taken into account completely while newrons
farther away contibute only 3 fracton depending on their
distance.

dy = p({D(x_, v )im € M,})

; E iy i, <
= & l;"e":d"'di‘]: dy = dy
=g, 5
i
S =y

Since we use a growing neural gas all neurons are linked with
their topological neighbors. Therefore, these links are
reconnected to the temporary newron s__. Let [ be the list
of topological neighbors of a nevron m.

I, = u
el mah,

L=Luismme M}, nes

reconnects all links. The final step in the merge proces is to
remove the merged neurons and make s permanent.

5= S5\M, Us,

(3} Remove all neurons (induding newly created ones by
merge) if their coverage is below a wser-defined i imum
COverage ¥,

5=5\{tlg <y, tec S5}

(4) Repeat all steps described above once more. However,
this time eq | becomes

My={shuitlhh + d; < rorn+d; <n}

meaning that only neurons will be merged which are fully
incladed in another newron

(5) Finalize all neurons by rounding every position of the
feature vector to 0 or 1; Le, make it a hit vector aguin. The
distribution of the values for each position is shown for an
exemplary run of the agodthm in Figure 51 in the Supporting
Information

Figure | shows an exemplary run of the GNG algodthm on
30 known active inhibitors of the soluble epoxide hydrolise.

Elucidation Algorithm. The elcidation algorithm gen-
erates up to maxPh4 phamacophore models (in parallel ) using
the ollowing procedure It expects a lst L = (V.F) of
pharmacophore annotation points (signaks) and two functions
aL—= Z° mZ" - Z* & input, where v; € V and fr € F

b ingant Diaim B: 1 Egoch

F: Final Wodel

'Fgmz 1. Phamacophore extraction process with the GNG: (A)

= mnotation paint of the inpast datzy (B—E)
1'.1-1\.{1- after 1, 10, 50, and 200 epochs, respectively (input data not
shown}; (F) final pharmacophor: model after neuwrons were merged
and pruned shown together with the input data.

denote the coordinate and feature vectors of a dgnal £ € L and
candm are functions mapping each annotation point to the
corresponding  conformation and subsequently compound
identification (id). Additionally active/inactive information
may be provided; if it is omitted all compounds are treated
as active.

Repeat untl maxPhé models are created or no more
templates are available:

(1) Choose a random corformation id £ with corresponding
annotation points (conformation) =, as a template and moark
this conformation id a5 used

t= rand({c{£)le(g) & vsed, £ € LY}
= {E{S) =1, £ L}
used = used U f

(2) Align ol other conformsations from different compounds
(Le, m[:f(ﬂ} # m(t)) onto this template wsing the Fabsch
algorthm **' The Kabsch algodthm requires as input the
madmom diques in an ssocttion graph and returns the
optinxal rotation matrices. For clique detection the Bron—
Kerbosch algorithm™* s used, which empects an assocation
graph as input. Therefore, we implicitly treat the conformations
as undireded, complete grphs, te, V = E for some
conformation ® and E = {(uv)hyreVugv). The nodes are
labeled with the feature vector and the edges with the Euclidean
distance between two annotation points. Let

G=(V,E e} aod & =(V, F,u¢c)
with
w0 =f: ve vil

a1 e S i
4. Chem. il Madel 2015, 55 B4-290
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e=(uvle E A ve vt

e e} = Dlu, v):

then the asoction graph is defined & G, = (V,E,) with V, €
VV and E, C EE". A node is imserted in the assodation graph if
both nodes of the parent graphs have the same properties, Le,
in our case some common bits in thelr feature vector.

V= {lv,vike V,v € V', glv) AND g'{v)}

where AND denotes the bitwise and operation. Between two
asmoctition nodes an edge &, € E, with

E, = {{u,, v, ), = {u, u'), v, = (v, v}
is irsened if the following applies:

(a) u# v, and u £ '

(b} If an edge & = (1,0} € E exists, then an edge ¢’ = (w'2') €
E" exists and le(e) — €'(e)l = ¢ for a werdefined
constant ¢ called the distance cufoff.

() Unoedge ¢= (wv) € E exdats, then no edge s’ = (u'a’)
€ E' exdsis.

(3] Let cpds = {m{c(E)JIEEL]} be the ids of all compounds
and E_y the conformation with the lowest RMSD for
compound cpd € pds Then

= U =

Linc cptccpts opd
is the lig of digned phamacopbore amnotation points and
Vigug © Vand Foyg © F are the corresponding subsets of
coordinate and feature vectors

Run the GNG algorithm with these subsets. The GNG will
retum a list of nevroms 8= (Vi Foyo) (the phamacophore
model) with the same format s the annotation points; e,
Vi b the st of coondinate vectors and Foy the set of festune
vectors.

(4) Refine the aligranents created in step 2 by realigning
every Sy onto the GNG newors S,

(5) Repeat steps 3 and 4 once.

(6) Refine and score the generated model:

Let

Pls, £)= (D(y, ) — r, 2 0) A (f, ANDJ, > 0)

be a function determining if 2 newon matches an annotation
point Then matches{s) is the number of matched annotation
points for a newron s € 5.

{1 IEE Loye:  mic()) = cpd A (s, )

9= _Em 0 elea
(a) Bemove neurons not matching of least ¥y percent of

compounds.

5=5".' sLhEs'::']{r,,ses
lcpdsl !
(b} If nevrors were removed, recaloulate the alignments as in
step 4.
(c) Calculste the mean coverage of the model x

Eg;; matches(s)
lcpdslis]

(d) If active/imactive information was provided, caloulate the
overall acouracy = m/N, the accuracy on acthves ace = my /N,
and the acouracy on inactives ace, = my /N, with N =N, + N,
and m = m + mg where N, and N are the number of active/

mean(5) =

inactive molecules and my and my denote the number of active/
imactive molecules matching/mot matdung the model.

Benchmark Compound Sets and Validation. All
compounds have been prepared using the default wash routine
in the MOE software. As comparson to our method the
Pharmacophore Elucidation routine of the MOE software was
used with default parametes. Pharmacopbore matching was
performed with the Pharmocop hore sacrdh of MOE.

Pose Reproduction Set. We used the PlammBench™ data set
to benchmadk how well owr algodthn pedoms in the creation
of models able to reproduce the crystal trcture pose. For each
compound up to 30 conformations (RMSD liit, 0.25 A;
energy window, 70 kecal/maol) were created with the
Conformation Import method of the MOE software. For each
target the co-crystallied poses of the respective lgands were
used to elucidate pharmacophore models. The bestscored
mode] (in terms of accurcy ) was selected and used to perform
a pharmacophore search on the conformation database for this
target. For each ligand the BMSD between the best-matching
conformation and the co-corystallized pose was calulated.

Activednactive Sef. We determined the ability of the
generated models to distinguish between active and inactive
compounds ush¥ targets from the data set described by
Sutherland et 4 ** and the directory of useful decoys, enlanced
(DUD-E).* For eacdh compound up to 25 confonmations
(BMSD limdt, 0.0 A energy window, 70 keal/mol) were
created with the Conformation Import method of the MOE
software. Validation was pedformed wsing a 10-fold ooss
validation [CV). In each hembon 0% of the active molecules
were used to elucidate up to 10 plamacophore models; the
remaining 10% were mived with the inactives as a test set. With
the bestscored model a pharmacophore search on the test set
was pedormed and the number of true postives [matching
actives) and false positives (matching imsctives) was caloulated

Protein Preparation. The coding sequence of human
leukotriene Ay hydrolise was inserted into the expression
vector pET 24(+) (Movagen) with a bexahistidin tag at the C-
terminus and a kanamycin redstance. The applied primers were
as follows:

LTA4H fwd:
AAGGATCCATGCCCGAGATAGTGGATA

LTA4H rev:
AAACTCGAGGTCCACTTTTAAGTCTTTCCC

The forward primer indudes the restdction site for Xlhol and
the revese primer for BamHIL After the ligation the vedor pET
240+) with LTA4H coding sequence was transformed into
competent Exheidia wb (E wh) DHSa cells (Invitrogen ).
After the evalmation of the done by sequendng with a T7
promotor and terminator pimer (SED, Bad Homburg), the
plasmdd was transformed and overexpressed in E. coli
BL2I(DEI)RIPL-Codon Plus cells (Invitrogen). At an ODyy
of approzimately (8 the induction was started with 300 pM
IPTG (isopropy-f-othiogalctopyrnosid, AppliChem ). After
4 b the cells were harvested by centrifigation (5500 mpm, 20
min ). Approximately 05 pg of DNase (AppliChem) and an
ethylenedbminetet acetic add (EDTA Mree protease inlibitor
complete tablet (Roche) were added For crushing the lysate a
cell disrupter (Constant Systems) was wsed [ two tmes, 1 Jhar ).
The purification of the protein was pedformed with a 5 mL His-
Trap HP column (GE Healtheare) by immobilized metal jon
affinity chromatography. A wash and loading buffer containing

(s BT AT AR R T T
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50 mM Tds 500 mM NaCl and 4 mM imideeole with pH 8
was used and the protein was eluted with an amount of 60 mbd
imddazole. The fractions containing KLTA4H were analyzed by
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
eleatrophoress) and Western blot o well 2 in-gel digestion
followed by moss spectroscopy. For separating contamimants
the relevant fractions were pooled and purified with a
Superdex200 column (GE Healthcare) A buffer containing
30 mM Tris-HCl and 50 mM MaCl was wsed for elution of the
protein

LTA4H Assay. The Huorescence-based LTA4H-assay
system was performed in black polystyrol 96-well plates. The
asays were performed in a buffer contaming 50 mM Tris-HCI,
S0 mM NaCl, 001% Triton-X 100, and 2 final concentration of
L4% dimethyl sulfoxide (DMSO) In the first step 10% of the
compound solution with 10% DMSO was preincubated with 80
pL of protein for 30 min ot room temperature. The protein
concentraion was adapted to vield an aversge slope of 03
relative fluorescense units (RFU) /s a5 determined in a separate
control After incubation 10 pl of the nonfluorescent substrate
T-amddo-4-methylcoumardne hydrodidoride was added with a
final concentration of 300 uM. A Tecan Huorescence plate
reader (Infinite F200 pro) was wed for messudng the
fuorescence of the hydrolyzed substrate (excitation at 370
nm and emdsion at 460 mm) for 30 min (one point every
mimate) at room temperature. As blank and positive contrls,
samples without protein or compound, regpectively, were used
The evaluation of the reaction was obtained by the slope, and
the percentsge inhibition of the compounds was calculated
based on the olowing formula

slope — shope
% inhibition = 100} 1 — TEged e
slnpe_mm - slupehm

ICy walves were determined with the GraphPad Prism
Software (5.0) wsing a sigmoidal dese resporse curve fit
(variable slope with four parameters).

Thermal Shift Assay. The differential scanning Huodmetry
(DSF) & a screening method for investigating in witro
interactions between a purified protein and posible ligands.
Their binding leads to a duange in free enthalpy and thus goes
hand in hand with the gability of the protein The change in
free enthalpy depends on the concentration as well as the
affiity of the ligand to the taget protein™ Tt correlstes with
the shift in temperature (therefore DSF is albo called thermal
shift ssay) dudng the temperatureafected unfolding of the
protein. The difierence of the transiion temperature in the
presence or absence of an inhibitor can be corsidered a8 an
indicator of the stabdizing interaction between protein and
inhibitor. For the detemmination of the thermal shift, the
Muorescent dye SYPRO Orange (Life Technologies) was wsed,
which ke a high, norspedfic binding affinity for hydrophobic
regions but is strongly quenched by water. While the protein
unfolds, more hydrophobic patches get exposed and can bind
the dye, leading to an increase in fuorescence.™

The thermal shift assay was carded out in a MicroAmp Fast
96-well reaction plate. The asay bufler consists of 50 mM Tris,
50 mM NaCl, pH & with a final concentration of 0.01% Triton
X-100 and 1% DMSO per well. The total volume per well was
40 plL, congsting of 32 gL of LTA4H with a concentration of
14 pg per well, 4 gL of inhibitor solution, and 4 L of SYPFRO
Orange solution {1:200 with MQ-water . As blank and positive
controk, samples without protein or compound, respectively,

were used. The relitive fluorescence intemsity (RFU) in
dependence of the temperature wis recorded with the iCycler
10 singlecolor real tme polymerse clain reaction (PCR)L
The temperature was raised from 20 to 899 “C every 024 s by
02 “C. With Graph Pad Prsm (5.0) the first derivation was
formed and smoothed with a second order smoothing function
condderng six nelghbors. Afterwand the temperature with
madmum fuorescence intersity was determined and the shift
caloulated 2= the differemce of the positive control and the
inhibitor.

Crystallization. For the crystallization of the LTAH4 we
adapted the conditions described by Davies et al™ Briefly, | gL
of protein sohntion containing 10 mM Tris-HCL, 25 mM ECL
and 4—8 mg/mL LTA4H (pH &) was mized af different ratios
(051, 1:L, and 1:2) with precipitate solution contaning 015
M imidazole, 0.1 M sodium acetate pH 6, 14% PEG-8000, and
5 mM YD, and orystallized at 174 °C for 2 weeks by hanging
drop vapor-diffusion method. The resulting corystals were
soaked in the precipitant solution contaimng 100 uM inldbitor
for at least 48 h prior to freexing For data collection under
cryonic conditions the soaked crystals were transferred for 20 s
into the cryoprotecting solution (contsining precipitant
solution complemented with 25% PEG-400) before flash
freeving in the liguid nitrogen. X-ray diffraction data were
collected on the beamline station X0SDA (PXII) at the Swiss
Light Source (SLS, Paul Scherrer Institute, Villingen, Switzer-
land). All diffraction data were obtained from a single crystal
and processed with the XDS software ™ package.

B RESULTS AND DISCUSSION

Pose Reproduction. For wssessing the ability to reproduce
the conformation of a co-orystallized bgand we selected the 20
proteins with the highest number of avalible crystal struchures
from the PharmBench data set. In the case of our algorthm, up
to 20 pharmacophore models were created for each proteln; in
the cae of MOE, no limit was specified In either case, the
maodel with the highest accuracy was used dor pharmacophore
search For each ligand the best-matching pose wa retsined
and the BMSD to the respective crystallized pose calculated
Figure 2 exempliry shows the model with the highest acouracy
for target P39900 and the resulting alignment of the
compounds. RMSD values were averaged for each protein
Despite the quite high standard deviations, the created models
were sujtable to find 2 conformation close to the orystallized
pose with average RMSD values below 2 A in 19 owt of 20 cases
(Figure 3 and Table 1) In the remaining case no model with

Figure 1. Exmplary pharmacophore model created with our method
and resulting alignment of the compounds. $hown is the model with
the highest acomacy for taget P33900.
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Figure 3. Results of the pose reproduction benchmark set. Shown are the average RMSD values and the positive standard deviation.

Table 1. Results of the Pose Reproduction Benchmark™

FENG MOE

[proedn hirate  BMED 4] hiwate  RMSD S
P07 1.0 g4 ] 100 azs L5
FO0734 i) as1 [LE L] 179 %]
FOO742 1.0 azra a1 100 101 108
FO0749 sy sz 1 L8 108 a1
OO 76D L84 as7 s 0S8 157 74
Poa91s am avé ik s asa ik}
P2 G 54 a40 12 azs a2 a7l
PO33TE 1.0 a4 [iE] 100 ass ass
PO4 058 [iE] 048 i3] - - -

haiekoii] ass a9s L] - - -

PI037S 1.0 as1 as1 100 aza [iE]
Fi&121 @i 104 [iE] 100 il ] s
F19491 1.0 a5z 104 100 1097 119
okt - - - - - -

P27 487 a3 a3l a8 100 03 il
o] 423 141 139 [1E X34 114
PR a3 azg sy 100 asy [1Ex]
Pkl K7 ava 11& ava 147 s
PaR841 L80 s 125 - - -

CHTHE 1.0 [ikp ] s - - -

“thown i the hitrate (iz., how many compoamds were found divided
by the total number of compounds ), the average RMSD, and the
stndard deviation. In the cases in which *~" is shown, no model with
mure than two features @uld be created.

more than two features could be created, most probably
because the prevalent pharmacophore of the actves indesd
corsias of two armatic/Tydrophobic features. However, MOE
was unable to ind a model, too.

Active/inactive. For sssessing the ability to separate actives
from inactives we used the targets COX2, DHFR, and B7R
from the Sutherland data set and FABP4 and TNHA from the
DUD-E database. For each target the actives were taken from
the respective data set and inactives from the DUD-E datalase.
In all cases the percentage of actives recovered is above 50%
(Fgure 4). However, while the models for targets of the
Suthedand data set yield reasonable false positive rates, they are
quite high for the DUDHE data set The most likely reason for
this is that the generated models for these targets are too anall
and therefore too common. Tuning of parameters, especially
the ditance threshold, r; and the percentile p wsed during the
merge dep may lmprove the results.

100.0%

B0.0%

G0.0%

40.0%

20.0% H

0.0%

b
§F & & F &
Target

Hl Actives recovered (PENG)
B False positives (PENG)
E Actives recovened (MOE)
B Fales positives (MOE)

Figure 4 Remlts of the active /inactive benchmark set. Shown are the
percent  actives recovered, the percent fakse positives, and the
respective positive stndand deviations. For BZR MOE did not find
2 model

Prospective Virtual Screening . Additonally we wanted to
test PENG ina prospective virtual screening for new ligands of
the leukotrene A4 bydrolase. Therefore, we used the co-
crystallized ligands from 24 Protein Data Bank (PDE)
structures (see Suppoting Informmation) to elscidate pharos-
cophore models. Additionally an ESshape 3D fingerprint maodel
was created with the MOE software. With this model we
prefiltered the SPECS database for compounds with an average
fingerprint simdlarty higher than 006, leading to 69,106 unique
compounds. The three models with the highest accuracy from
the pharmacophore eucddation were then wed to search the
filtered SPECS database We subsequently focused on the
smallest resulting database with 3,136 unique compounds.
However, since many hits were very similar, we dustered them
wsing the Buting™ algoritlm s implemented in RDE™ wing
the CATS™ fingerprint, yielding 113 duster centroids. From
these structures we muamually selected 21 compounds (Figure
5) based on diversity and price, ordered, and tested them in
vitro. Figure 6B shows the corresponding plormecophore
model with owr reference inhibitor 23 |Figure 6A, see
Supporting Infomation for synthess ).

sl BEATARRRE 10T
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Figure &. (A} Structure of the reference inhibitor 23. (B)

Plarmacophore model used for selscting with st
:I'DJ.'h‘JL'h'I.S pose of ow reference inhibitor (yellow) and actual
aystallized pose (cyan). (C) Crystal structure of the reference igand
in the LTA4H pocket. The F—F, difference mup was caloulited from
the muodel mﬂitlgmurtbed]:gutd_ﬁmm kﬁg?ﬁiﬁ\!ﬁn—!?‘
difference map contoured at L within 2 A around the ligand (green)
and the 2F,—F, map of the receptor within 5.5 A around the higand,
contowred at 1.5 (blue).

LTA4H Assay. For validation of the assay system we
synthesized a reference inhibitor (23) adopted Fom the
literature. ™ We measured an 10, value for this compound of
60 M with a standaed devistion of 8, which lies in the range of
the ligands described by Penning et al™ The selected
compounds from the vimual screening were tested in a fist
step with a final concentration of 10 gM in the LTA4H-assay
system As Flgure 7 shows, there 15 a high deviation between
the single mesurements for some compounds. A posible
explanation for this issue could be the fact that the substances
interact with the assay system or the solubility i not adequate.
For this reason the five most comsistent of these compounds
were selected (compounds 8, 15, 19, 20, and 21 ) to detenmine
the 1Cy value. However, except for compound 8, no 1C;, curve
could be fitted Again, the reason could be the solubiity of the
substances. For that isue other dedvatives of compound 8
were ordered Only one compound (22) showed the required
potency (inhibition greater 50% at 10 pM) and an IC,, curve
could be determined (Figure &). The IC g value of compound &
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Figure 7. LTA4H asmy with compounds at 10 gM. Shown i sach
:I"EP-EﬁﬁN'I.Dd”'I‘h!E experiments with the standird deviation of the
respective tripliate.
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Figure 8. 1C,, amve of compoameds &, 22, and 23,

Table L. IC, Values of the Compounds
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was determined as 85 pM and of compound 22 s L8 M
{Table 2).

Thermal Shift Assay. In a further step the unfolding of the
LTA4H was measured by thermal shift amay. Therefore, the
inhibitor with a final concentration of 100 M was used For
the evaluation the respective melting polnt was determined, and
afterward the shift of the positive control and the respective
inhibitor was caloulated (Table 3). Compound & shows a
stronger shift tun 22 However, both shifis are below a
temperature of 2 °C indicating that there & not a very strong
interaction between the protein and the inhibitors Whereas
compound 33 provides the strongest shift with a temperature of
36 °C which adverts to a frong interacion between the
protein and the inhibitor.

Crystallization. We successfully orystallized compound 23
in the LTA4H binding site. The protein structure was

Table 3. Thermal Shift Values of the Compounds

oo and shifi (°C) SEM ()
& 19 oz
11 13 [k}
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determined at 1.864 A by molecular replacement with PHASER
wsing corresponding LTA4H protein atomic coordinates as a
seach model (PDB entry 1GW6). After iterative rounds of
model bulding with COOT™ into the 2F,—F, electron density
map the model containing polypetide duain and the lgands was
refined to a fimal B and R factors of 01704 and QUI8ES,
respectively, ugng the PHENIX software package ™ Statistics of
data collection and structural refinement are summandzed in
Supporting Information Table 51 The coordinates and
structure-factor amplitndes of the structure have been
deposited in the Protein Data Bank as entry SAEM. Fgure
6C shows that the pose of the ligand and the postive F —~F.
eledtron dersity difference of the model without ligand are in
good agreement The conformation predicted by the phamma-
cophore model used for screening matches the crystallized pose
with an RMSD of 1.1 A Figure 6A). We also tred to crystallize
the two hits from the virtual screening (8 and 22 ). However, no
significant electron density could be observed, probably due to
the lower binding affinity.

B COMCLUSION

In the present study we deweloped a novel method called
PENG for automatic elucidation of plarmacophore models
based on a growing neurl gas algodthm. We have shown that
the PENG method is capable of creating meaningful
pharmacophore modelk. The method has been validated
retmspectively with co-orystallized ligands from the Pharm-
Bench data set and known active ligands from the Suthedand
and DUD-E data sets, x5 well 2 prospectively by a virtual
screening for LTA4H ligands. We established a fluorescence-
based assay with a novel substrate for LTA4H. The asay wis
validated with our reference inhibitor and shows comparable
ICy values = similar compounds descrbed fomedy by
others™ Using the PENG method we were able to find
novel ligands for LTA4H, including to our knowledge so far
unknown chemotypes. The binding mode of the reference
ligand determined by X-ray crystallography confirmed the
pharmacophore model dedved by the PENG method

B ASSOCIATED CONTENT

B Supporting Information

Text giving the complete list of PDB codes used in the virtual
screening and synthess of the reference ligand, figure showing
the distribution of real values for each bit postion, and table
listing the data collection and refinement statstics. This
materdal & available free of charge via the Internet at hitpe//
pubs acs org,
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