
Proteinkristallographie und Computer-Graphik - 
auf dem Weg zu einer planvollen Arzneimittelentwicklung 

Von Wim G .  J. Hol* 

“The coincidence of the ideal of progress with the advance of science is not a mere coinci- 
dence. Before this advance men placed the golden age in remote antiquity. Now they face 
the future with a firm belief that intelligence properly used can do away with evils once 
thought inevitable. To subjugate devasting disease is no longer a dream; the hope of abol- 
ishing poverty is not utopian”. 

John Dewey in 
“Democracy and Education” (1916) 

1. Einleitung 

Der Ursprung von Krankheiten kann vielfiiltig sein. Sir 
konnen von aul3en kommen - nach Infektionen mit Viren, 
Bakterien, Protozoen, Wiirmern oder anderen Parasiten. 
Sie konnen von innen kommen - angeboren sein - bei- 
spielsweise bei genetisch bedingten Krankheiten wie juve- 
nilem Diabetes, Sichelzellenanlmie oder Down-Syndrom. 
Oder sie konnen durch einen Schaden im Verlaufe des Le- 
bens hervorgerufen werden wie etwa Krebs. 

Jahrtausendelang war die Menschheit im Kampfe gegen 
Krankheiten von zufiilligen Entdeckungen abhiingig. Auf- 
merksame Beobachtungen fiihrten zu einer bemerkenswer- 
ten Vielfalt an niitzlichen Kriiutern, die bereits den friihen 
Menschen bekannt waren. In den letzten drei oder vier 
Jahrhunderten wurden die aufmerksamen Beobachtungen 
durch wissenschaftliche Uberlegungen unterstiitzt. Trotz- 
dem betragt die Anzahl neuer Medikamente, die insgesamt 
pro Jahr auf den Weltmarkt gebracht werden, vielleicht 
nicht einmal ein halbes Dutzend. Zur gleichen Zeit werden 
Menschen weiterhin durch Leiden wie Lepra, Leishma- 
niose und Arthritis geschwacht, Malaria kommt in einer 
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ungeheuren Welle erneut iiber die Menschheit, und Krebs 
zerstort langsam die Lebenskriifte von alten und jungen 
Menschen. 

Zwar gab es niemals zuvor so viele MBglichkeiten zur 
Beseitigung von Krankheiten wie heute, doch hat es sich 
gezeigt, daD dieses Ziel nur schwer erreicht werden kann. 
Einer der Griinde ist die inharente Schwierigkeit, sichere 
und zuverlassige Medikamente zu entwickeln. Die augen- 
blickliche Explosion unseres Wissens iiber die biochemi- 
sche Maschinerie von Mensch und Krankheitserreger bis 
herab zum atomaren Detail erlaubt es jedoch, beziiglich 
der Entdeckung neuer Pharmaka optimistisch zu sein. Die- 
ser Optimismus basiert auf den enormen methodischen 
Fortschritten in einer Reihe von Arbeitsgebieten: Protein- 
reinigung, Gen- und Proteinsequenzierung, Gentechnolo- 
gie, Oligonucleotidsynthese, Proteinkristallographie, rech- 
nergestiitzte Molekiildarstellung und -modellierung (Com- 
puter-Graphik) und theoretische Biochemie. 

In dieser Ubersicht wird gezeigt, da13 die intensive, ein- 
ander stimulierende Kooperation zwischen den modern- 
sten biochemischen Techniken und der medizinischen 
Chemie den beteiligten Laboratonen faszinierende MBg- 
lichkeiten zur Entwicklung neuer Pharmaka eroffnet. Be- 
trachten wir nun, wie solche Zusammenarbeit sich abspie- 
len kBnnte und wie sie sich bereits in begrenztem Umfang 
abspielt (siehe auch Ill). 
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2. Eine neue Strategie zur 
planvollen Arzneimittelentwicklung (Drug Design) 

Bis vor kurzem beruhten Entwicklung oder Entdeckung 
neuer Pharmaka im wesentlichen auf den folgenden Stra- 
tegien: 

1. Detaillierte Untersuchungen der Wirkstoffe von Krlu- 
tern und Pflanzen, die von der Volksmedizin als wichtig 
erachtet wurden; 

2. Verfolgung zuralliger Befunde von modernen physiolo- 
gischen und biochemischen Untersuchungen; 

3. intensives Priifen aller aussichtsreich erscheinenden 
Substanzen (Screening); 

4. Eingriffe in bekannte Schlusselschritte des Stoffwech- 
sels oder in andere biochemische Aktivitaten von 
Mensch und Krankheitserreger. 

Penicillin ist ein ausgezeichnetes Beispiel fur die zweite 
Kategorie. Malaria liefert Beispiele fur die anderen drei 
Kategorien: Chinin und Qinghaosu (Artemisin) sind die 
Wirkstoffe der chinesischen Pflanze Artemisia annua, die 
in der Volksmedizin verwendet w~rde[*.~].  Mefloquin ist das 
Ergebnis eines ausgedehnten Screeningprogramms am 
Walter Reed Army Hospital[31 (wird aber aus Kostengriin- 
den nicht kommerziell produziert). Pyrimethamin ist ein se- 
lektiver Inhibitor der Dihydrofolat-Reduktase des Malaria- 
erregers. Das Auffinden dieser Verbindung war ein gro- 
Rer Erfolg bei der biochemischen Untersuchung eines 
Schlusselschritts im Parasiten-Metab~lismus[~~. 

Trotz Einfallsreichtum und Raffinesse leiden diese vier 
Strategien jedoch darunter, daL3 das zu treffende Ziel un- 
sichtbar ist. Im Grunde entspricht dies einem Boxkampf 
mit verbundenen Augen - nur durch Versuch und Irrtum 
wird entdeckt, wo sich der Gegner befindet und wie er k.0. 
geschlagen werden kann. Sicher ware es hilfreich, wenn 
der Gegner sichtbar gemacht werden konnte (obwohl man 
auch dann noch ein gewaltiges Problem vor sich hat!), und 
genau das sol1 mit einer neuen Strategie erreicht werden, 
nach der seit kurzem in mehreren Laboratorien gearbeitet 
wird. 

Der Eckpfeiler dieses neuen Ansatzes ist die genaue 
Kenntnis der dreidimensionalen Struktur von potentiellen 
Zielproteinen oder anderen Biomakromolekiilen, z. B. 
DNA. Dafur benotigt man die Rontgen-Strukturanalyse als 
einzige Methode, mit der exakte Informationen uber die 
dreidimensionale Gestalt von Biomakromolekulen mit re- 
lativen Molekulargewichten von einigen Tausend bis zu ei- 
ner Million erlangt werden konnen. Weiterhin bendtigt 
man Computer-Graphik. denn nur so kann man die kompli- 
zierten Strukturen, die von den Kristallographen aufge- 
klart werden, auch visuell analysieren. Solche Graphiken 
sind auch bequeme Zwischenglieder zu Datenbanken mit 
bekannten Strukturen und schliefllich zu hypothetischen 
Strukturen, die sich durch Molekiilmechanik- und Molekiil- 
dynamik-Rechnungen erzeugen lassen. 

Um diese in letzter Zeit entwickelten Techniken zur vol- 
len Blute zu treiben, mussen die potentiellen Zielproteine 
in ausreichenden Mengen vorhanden sein. Bis vor einigen 
Jahren war dies der EngpaR der gesamten Strategie, weil 
oft nur minimale Materialmengen zur Verfugung standen. 
Hier kamen die Techniken zur Erzeugung rekombinanter 
DNA und zur Genklonierung zur Hilfe. Sie wurden unter- 

stutzt durch wirksame Mikrosequenzierungsmethoden und 
eine stete Verbesserung der Reinigungsmethoden fur Prote- 
ine. Obwohl sich jedes Projekt im Detail von den anderen 
unterscheidet, kann folgendes typisches Beispiel gegeben 
werden: Einer Gruppe von Biochemikern gelingt die Dar- 
stellung einer kleinen Menge eines medizinisch w ichrigen 
Proteins. Ein Gasphasensequenator-Lauf etablicrt die 
Aminosauresequenz der ersten 20 bis 80 Reste. Dem folgt 
die Oligonucleotid-Synthese einer Serie von DNA-Frag- 
menten, die moglicherweise mit dem fur dieses Protein co- 
dierenden Gen hybridisieren. Wenn das Gen identifiziert 
ist, wird es in einen anderen Organismus ubertragen, wo es 
exprimiert wird, d. h. dieser Organismus produziert dann 
grol3e Mengen des erwunschten Proteins. Nach einer Rei- 
nigung, die erstaunlich einfach sein kann, falls es geeignete 
monoklonale Antikorper gibt, stehen schliefllich Gramm- 
Mengen des Proteins zur Verfiigung. Damit hat man die 
Voraussetzungen sowohl fur eine vollstlndige biochemi- 
sche und kinetische Charakterisierung als auch fur die 
Zuchtung geeigneter Kristalle fur die Rontgen-Struktur- 
analyse geschaffen. 

Dies ist, stark vereinfacht, das Vorspiel fur den Einsatz 
von Rontgen-Strukturanalyse, Computer-Graphik, Quan- 
tenmechanik sowie der Molekiilmechanik und -dynamik. 
Die letztgenannten Techniken fuhren zu zahlreichen Vor- 
schlagen, welche Arten von Molekulen zu Pharmaka tau- 
gen konnten. Diese Molekule miissen dann synthetisiert 
und auf ihre Wirksamkeit getestet werden. Soweit ist kaum 
ein Unterschied zu den konventionellen Methoden vor- 
handen. Jedoch ermoglicht nun die Kenntnis der dreidi- 
mensionalen Struktur der Zielproteine eine wichtige Ruck- 
kopplung. Da Proteinkristalle etwa 50% Losungsmittel ent- 
halten, konnen kleine Molekiile in vielen Fallen durch die 
Kanale diffundieren und ihren Bindungsplatz am Protein 
erreichen und besetzen. Wenn das funktioniert, ermoglicht 
die Differenz-Fourier-Technik eine schnelle Strukturbe- 
stimmung des Komplexes zwischen Protein und kleinem 
Molekiil. Wenn das nicht funktioniert, kann man 
versuchen, den Komplex in Losung zu erzeugen und dann 
Kristalle zu zuchten. Hat man rontgentaugliche Kristalle 
des Komplexes erhalten, wird die Rontgen-Strukturana- 
lyse gewohnlich erheblich beschleunigt, wenn die Struktur 
des nichtkomplexierten Proteins bekannt ist, da die ,,Mole- 
kulersatz-Meth~de"[~~ eingesetzt werden kann. 

Die genauen dreidimensionalen Strukturen der Kom- 
plexe eines Proteins mit diversen kleinen Molekulen sind 
eine erfolgversprechende Grundlage fur die Entwicklung 
neuer Verbindungen, die von diesem Protein gebunden 
werden. Es kommt allerdings auch vor, da8 die kleinen 
Molekule in uberraschenden Positionen binden; die Vor- 
hersagemethoden sind noch langst nicht vollkommen. Dar- 
uber hinaus kbnnen die Untersuchungen mehr oder weni- 
ger erhebliche Konformationsanderungen des Proteins 
aufdecken, deren Kenntnis bei der Entwicklung neuer Ver- 
bindungen ausgenutzt werden kann. Bei diesem ,,Cyclus 
zur planvollen Arzneimittelentwicklung" (Abb. 1) erweitert 
jede bekannte Struktur eines Komplexes zwischen Protein 
und einer neuen Verbindung die Datenbasis, von der aus 
dann immer konkretere Ideen fur pharmazeutisch aktivere 
Verbindungen ausgehen konnen. Das Ziel ist naturlich, 
diesen Cyclus durch Fertigstellung eines erfolgreichen 
neuen Medikaments so schnell wie moglich zu verlassen. 
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Reinigung des Zielproteins 

1 

30-Struktur 30-Strukturen 
parasiten- Parasiten- 
protein protein-Ligand- 

Komplexe 

30-Struktur des Komplexes aus 

I 
falls vielversprechend 

Synthese der neuen Verbindung 

klinische Erprobung 

Abb. 1. Ein ,,Cyclus zur planvollen Arzneimittelentwicklung" (Drug Design) unter Verwendung der dreidimensionalen 
Strukturen von Komplexen aus Zielproteinen und kleinen Molekiilen (Ligdiiden). 

30-Strukturen 30-Struktur 
Human- Human- 

protein - Ligand- protein 
Komplexe 

3. Drei Falle 

Man kann drei Falle fur die Entwicklung eines neuen 
Medikaments auf der Basis von potentiellen Zielprotein- 
strukturen in Betracht ziehen: 

Ein Humanprotein arbeitet nicht ordnungsgemiD oder 
muD aus anderen Grunden in seiner Aktivitat modulieri 
werden. Dann wird lediglich die dreidimensionale 
Struktur dieses Proteins benotigt. Proteine von Krank- 
heitserregern miissen nicht in Erwagung gezogen wer- 
den. 
Das mogliche Ziel ist ein Schliisselprotein in einem in- 
fektiosen Organismus, zu dem kein homologes Human- 
protein existiert. Dann wird die dreidimensionale Struk- 
tur des ausgewahlten Proteins des Krankheitserregerh 
zum Startpunkt; Humanproteinstrukturen brauchen 
nicht beriicksichtigt zu werden. 
Das Zielprotein geh6rt zu einem schadlichen Organis- 
mus, und es existiert ein homologes Humanprotein. In 
diesem Falle muD das Zielprotein so selektiv inhibiert 
werden, daD das entsprechende Humanprotein nicht 
beeintrachtigt wird; fur den Entwurf des gewiinschten 
selektiven Inhibitors sollten die dreidimensionalen 
Strukturen von beiden homologen Proteinen verfiigbar 
sein (Abb. 2). 

Natiirlich sind die Grenzen zwischen diesen Fallen kei- 
neswegs strikt. Es gibt Projekte, bei denen zwei dieser 
Falle gleichzeitig in Betracht gezogen werden konnen. 
Trotzdem ist die Einteilung sinnvoll, wie die folgenden 
drei Abschnitte zeigen. 

4. Medikamente, die auf Humanproteine wirken 

4.1. Sichelzellenanamie 

Hamoglobin gehort zu den ersten strukturell aufgeklar- 
ten Proteinen, und seine Struktur gehort ebenfalls zu den 
ersten, die zur Entwicklung neuer Verbindungen mit vor- 
hergesagten physiologischen Wirkungen eingesetzt wur- 
den. Die Bindungsstelle fur den natiirlichen Effektor 2,3- 
Diphosphoglycerat in der Desoxykonformation des Hu- 
man-Hamoglobins[61 haben Beddell et al.I7] als Modell-Re- 
zeptorstelle ausgewihlt. Sie konzipierten und synthetisier- 

ten eine Sene von Bibenzyldicarbaldehyd-Derivaten, die 
den erwunschten Effekt hervorriefen, namlich eine Stabili- 
sierung der Desoxykonformation und eine daraus folgende 
Rechtsverschiebung der Sauerstoffsattigungskurve. 

Q.S.A.R. 

Abb. 2. FluBdiagramm von aufeinanderfolgenden Schritten in einer Strategie 
zur planvollen A~neimittelentwicklung, in der die Kenntnis der Struktur von 
SchlUsselproteinen eine Rolle spielt. Q.S.A.R. bedeutet quantitative Struktur- 
Wirkungs-Beziehungen. 

Diesem einleitenden Experiment folgte ein Versuch, 
Medikamente zur Linderung der klinischen Symptome der 
Sichelzellenanamie zu entwickeln, die vom Sichelhilmoglo- 
bin HbSr8' verursacht werden. Dam wurden substituierte 
Benzaldehyde vorgesehen, die bevonugt an Human-Ha- 
moglobin in Oxykonformation binden sollten, und zwar an 
eine Position zwischen den N-terminalen Resten der a-Un- 
tereinheiten. Tatsachlich erzeugten diese Verbindungen so- 
wohl in verdunnten Hamoglobinlosungen als auch in Voll- 
blut den erwiinschten Effekt, namlich Linksverschiebung 
der Sauerstoffsattigungskurve. Interessanterweise ist eine 
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dieser Verbindungen auch ein wirksamer Inhibitor der Si- 
chelbildung von Erythrocyten bei Patienten mit Sichelzel- 
lenanamie. Dieser Inhibitor konnte sich als klinisch ver- 
wendbarer Antisichelzellen-Wirkstoff erweisen[*]. 

Die Konzeption von Antisichelzellen- Wirkstoffen ist 
schwierig, da zwei einander widersprechende Erforder- 
nisse ausbalanciert werden mussen: 1. Es sollen keine Des- 
oxy-HbS-Fasern gebildet werden, die den Durchgang der 
Erythrocyten durch die Kapillaren verhindern; 2. die Sau- 
erstoff-Transportkapazitat darf nicht zu drastisch herabge- 
setzt werden. 

Mehrere andere Arbeitsgruppen verwenden die dreidi- 
mensionale Struktur des Hamoglobinmolekuls, um Antisi- 
chelzellen-Wirkstoffe zu entwickeln, beispielsweise Walder 
et al.I9l und Abraham et al.[’Ol. Durch die Arbeiten von Ab- 
raham et al. wurden die Strukturen von Komplexen des 
Hamoglobins mit einer Reihe von Verbindungen bekannt. 
Einige davon sind in recht unerwarteter Weise gebun- 
den“ ‘I. 

Zukunftige Anstrengungen zur Entwicklung von Antisi- 
chelzellen-Pharmaka werden dartiber hinaus von der 
Kenntnis der hochaufgelasten Strukturen von Oxy- und 
Desoxyhamoglobin profitieren, die nunmehr zur Verfu- 
gung stehen[l2]. Weiterhin wurde die Genauigkeit der Des- 
oxyhamoglobin-S-Struktur kurzlich betrachtlich verbes- 
~ e r t ~ ~ ’ ~ ’ ~ I .  Das ist besonders wichtig, weil von der Struktur 
des kristallbildenden HbS-Aggregats vermutet wird, daB 
sie der Struktur des Polymers im Erythrocyten stark ah- 
nep. 141. 

Unter den fur die planvolle Arzneimittelentwicklung in- 
teressanten Humanproteinen ist Hlmoglobin eines der 
sehr wenigen, deren dreidimensionale Struktur exakt be- 
kannt ist. Jedoch kann auch die dreidimensionale Struktur 
eines homologen Proteins aus einem anderen Organismus 
als Startpunkt fur die Ermittlung der Struktur eines Hu- 
manproteins dienen ; dabei darf aber nicht vergessen wer- 
den, daB Aminosaureaustausche mehr oder weniger subtile 
Konformationsanderungen verursachen. Mehrere dieser 
potentiell nutzlichen homologen Strukturen sind in Ta- 
belle 1 zusammengefaBt, einige werden im folgenden dis- 
kutiert. 

4.2. Bluthochdruck 

Bluthochdruck ist in der Industriegesellschaft eines der 
wichtigsten Gesundheitsprobleme; er trtigt zum Herzin- 
farkt, Schlaganfall und Nierenversagen bei. Man weiB, daB 
das Hormon Angiotensin I1 ein wichtiger Faktor bei der 
Blutdruckregulation ist, wenn auch seine Wirkungsweise 
noch nicht voll verstanden wird. Hbhere Hormonkonzen- 
trationen fuhren zu hoherem Blutdruck. Das Hormon ent- 
steht im Kiirper in zwei Schritten (Abb. 3). Zuerst wird An- 
giotensin I durch das Enzym Renin vom inaktiven Prohor- 
mon Angiotensinogen abgespalten. Dann entfernt das An- 
giotensin-konuerfierende Enzym (ACE) das C-terminale Di- 
peptid und erzeugt dadurch Angiotensin 11. Die Inhibition 
von Renin oder ACE oder beiden wurde die Angiotensin- 
11-Konzentration vermindern und damit zur Blutdrucksen- 
kung beitragen. Bisher ist die dreidimensionale Struktur 
von ACE noch nicht bekannt. Man weiB jedoch, da13 die- 
ses Enzym eine Zink-Peptidase ist, und man kennt die 
Strukturen von zwei solchen Proteasen mit hoher Genauig- 
keit : Carboxypeptidase A und Therm~lysin[’~.’~~. 

Asp - Arg - Val - Tyr - Ile - His -Pro - Phe -His -Leu-Val -Tyr - Ser - .... 
Angiotensinogen 1 Renin 

Asp -Arg-  Val - Tyr - I le-His -Pro - Phe -His -Leu 

Angiotensin I 

Angiotensin-konvertierendes Enzym 
(ACE 1 I 

Asp- Arg- Val -Tyr  - Ile- His- Pro-Phe 

Angiotensin I1 

GefaOverengung 
1 

Abb. 3. Freisetzung des Oligopeptids Angiotensin I 1  durch die proteolyti- 
schen Enzyme Renin und Angiotensin-konvertierendes Enzym (ACE). An- 
giotensin I1 wirkt bei der Regulation des Blutdrucks mit. 

Die Analogie zwischen den katalytisch aktiven Zentren 
von ACE und Carboxypeptidase A verwendeten Cushman 
et al,r171, um einen spezifischen ACE-Inhibitor zu entwik- 

Tabelle 1. Proteine mit bekannter dreidimensionaler Struktur, die far die planvolle Entwicklung von Anneimitteln natzlich sein kannten, und zwar solchen. die 
nur mit Humanproteinen wechselwirken. 

Protein Herkunft Krankheit Potentielles Lit. 
Human-Zielprotein 

Hllmoglobin Mensch Sichelzellen- Htimoglobin S [8-14] 
angmie 

Phospholipase A2 Pankreas, Entzllndung intrazellultire [55-591 
Schlangengift Phospholipase A2 

Dihydrofolat- Bakterien Krebs Dihydrofolat-Reduktase 1331 
Reduktase 
Carboxypeptidase A Rind 
Thermolysin Bakterien } 
Aspartyl-Proteasen Bakterien 
Elastase 
Subtilisin: Eglin 

Schwein 
Bakterien ] 

Angiotensin-konvertie- 115, 18-20) 
rendes Enzym (ACE) 116, 21-24] Bluthochdruck 

Bluthochdruck Renin [25-27, 30. 121, 1221 

Emphysem Leukocyten-Elastase 

a,-Proteinase- Mensch Emphysem a,-Proteinase-Inhibitor I I241 
Inhibitor Thrombose Antithrombin 
Calmodulin Ratte 
Troponin C Huhn, Truthahn 1 Calmodulin 1125, 1261 

Troponin C [ 127- 1291 Psychose 
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keln. Die erste synthetisierte Carboxyalkanoyl-aminosliu- 
re, Succinyl-L-prolin, hatte einen I,,-Wert von 330 pM fur  
die Inhibition von ACE aus Kaninchenlunge. Von diesem 
Startpunkt aus wurden viele modifizierte Verbindungen 
synthetisiert, wobei die Architektur des aktiven Zentrums 
der Carboxypeptidase als Leitbild diente. Ersatz der Carb- 
oxygruppe ergab 1-(3-Mercaptopropanoyl)-~-prolin rnit ei- 
nem IsO-Wert von 0.2 p ~ .  Weitere Veranderungen fuhrten 
zum bisher wirksamsten Inhibitor I-(D-3-Mercapto-2-me- 
thylpropanoy1)-L-prolin mit einem Zs0-Wert von 
0.023 PM"~]. Dieser Inhibitor ist nun unter dem Namen 
Captopril auf dem Markt. Er kann als erstes kommeniell 
erhaltliches Medikament angesehen werden, das zumin- 
dest teilweise anhand der bekannten Kristallstruktur eines 
Proteinmolekiils entwickelt worden ist. Dieser Erfolg war 
natiirlich ein Anreiz fur weitere Untersuchungen iiber die 
Bindung von Inhibitoren an die beiden Enzyme Carboxy- 
peptidase A['8-2n1 und T h e r m ~ l y s i n l ~ ' - ~ ~ ~ .  

Als vielversprechende Alternative zur Inhibition deb 
Stoffwechselweges von Angiotensinogen zu Angiotensin 11 
wird die Aspartyl-Protease Renin betrachtet, weil sie be- 
sonders spezifisch katalysiert. Da die hochaufgelosten 
Strukturen von mehreren bakteriellen Aspartyl-Protea- 
sen125-271 sowie die Aminosauresequenz von Humanrenin 
bekannt w a ~ e n ~ ' ~ . ~ ~ ] ,  konnten Modelle des Humanenzyms 
durch Computer-Graphik abgeleitet werden. Diese Mo- 
delle dienten als Basis fur die Vorhersage der Substratbin- 
d~ngss t e l l en [~~~ .  Detaillierte kristallographische Daten uber 
die Struktur eines Komplexes aus einer Aspartyl-Proteasr 
und einem Inhibitor zeigten, daB die Vorhersagen im wr- 
sentlichen korrekt wared3'I. Dieser Bereich wird intensik 
bearbeitet, was beispielsweise durch eine Veroffentlichung 
aus einer pharmazeutischen Firma der USAf3'] uber die er- 
folgreiche Kristallisation des Komplexes zwischen dem 
Renin der Maus und einem Inhibitor veranschaulicht 
wird. 

4.3. Krebs 

Krebs fallt in die Kategorie von Krankheiten, in der er- 
folgreiche Medikamente nur rnit Humanproteinen spezi- 
fisch reagieren mussen. Obwohl man die Struktur des 
Komplexes zwischen dem weitverbreiteten Cytostaticum 
Methotrexat und einer bakteriellen Dihydrofolat-Reduk- 
tase im Detail kenntr3'], ist es kaum vorstellbar, wie diese 
Kenntnisse bei der Entwicklung besserer Cytostatica ein- 
gesetzt werden konnten: Dihydrofolat-Reduktase ist eben 
zu wichtig far ulle sich teilenden Zellen. Diese Schliissel- 
rolle des Zielproteins in nicht-transformierten Zellen er- 
klart die schwerwiegenden Nebeneffekte von Methotrexat. 
Aus ahnlichen Griinden gibt es auch bei anderen Cytosta- 
tica enorme Schwierigkeiten. 

Das ,,ideale" Cytostaticum sollte rnit einem spezifischen 
Merkmal der Tumorzelle wechselwirken, das von entschei- 
dender Bedeutung fur die unkontrollierte Zellteilung ist. 
Solche spezifische Differenz zwischen normaler Zelle und 
Tumorzelle ist maglicherweise durch die Punktmutation 
im rus-,,Oncogen" gegeben, die dem davon abgelesenen 
p21-Protein transformierende Eigenschaften ~ e r l e i h t [ ~ ~ - ~ ~ I .  
Wierenga und Hol beobachteten eine Sequenzanalogie 
zwischen den ersten 30 Resten von p21 und einer Familie 

von Dinucleotid-bindenden Proteinen und konstruierten 
davon ausgehend ein hypothetisches Modell fur diesen 
Teil von p21[371 (Abb. 4). Diese 30 Reste konnten sich zu 

Abb. 4. Hypothetisches Modell der Reste 5 bis 33 des vom ros-Oncogen co- 
dienen p2 I-Proteins. Auch der vorhergesagte Ribosediphosphat-Bereich ei- 
nes gebundenen Nucleotids ist dargestellt. Mutationen von Glycin-12 wiir- 
den notwendigerweise eine Seitenkette in diese Position bringen und da- 
durch die postulierte Bindung des Nucleotids beeintrichtigen [37]. 

einer kompakten BaO-Einheit falten, in der Glycin in Posi- 
tion 12 sich dicht an der Phosphatgruppe eines gebunde- 
nen Nucleotids befindet. In mehreren Arten von Tumor- 
zellen ist dieses Glycin-12 zu einem anderen Rest mutiert 
(z. B. 134-36.38411). lm hypothetischen fiafl-Modello7' hatte 
dieser Austausch eine sterische Hinderung zwischen der 
Seitenkette des Nicht-Glycin-Restes und dem Nucleotid- 
phosphat und somit eine veranderte Bindung zur Folge. Es 
wird postuliert, daB damit die Funktion von p21 in einer 
Weise gestort wird, die die Zellteilung auDer Kontrolle ge- 
raten Ialjt. Ware dieses Modell korrekt, dann konnten 
maglicherweise Wirkstoffe entwickelt werden, die durch 
ihre Bindung an das mutierte p21 seine katastrophalen Ei- 
genschaften unterdriicken. Solche Wirkstoffe wiirden ei- 
nen kritischen Unterschied zwischen Tumorzelle und nor- 
maler Zelle ausnutzen und waren damit im Gegensatz zu 
den gegenwartigen Cytostatica nicht mit Nebenwirkungen 
behaftet. 

Es sei erwahnt, dalj die Vorhersagen von Wierenga und 
Hol fur die Struktur von p21 keineswegs die einzigen 
~ i n d [ ~ * ~ ' .  Weiterhin wurde durch raffiniert ausgefuhrte ge- 
zielte Mutationen demonstriert, daD alle Nicht-Glycin-Re- 
ste in Position 12 dern p21-Protein krebserzeugende Eigen- 
schaften'verleihen - rnit Ausnahme von Prolid4']. Das er- 
scheint kaum mit der vorhergesagten Bindung des Dinu- 
cleotids an eine Pap-Einheit vereinbar. Jedoch selbst wenn 
p21 eine Struktur hat, die von allen Vorhersagen abweicht, 
bleibt der Gedankengang des letzten Absatzes korrekt: Ein 
hochspezifisches Merkmal in einem Protein, das fiir die 
schnelle Vermehrung einer transformierten Zelle entschei- 
dend ist, bildet im Prinzip die Grundlage fur die Entwick- 
lung eines neuen und vielleicht ,,idealen" Medikaments 
fur gewisse Krebsformen. 
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4.4. Entzundungen und Asthma 

Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene sind die 
Vermittler von anaphylaktischen Reaktionen und Entzun- 
d~ngen[~*- '~] .  Sie werden auf komplizierten Stoffwechsel- 
wegen als Antwort auf verschiedenartigste Reize herge- 
stellt; die Synthese von Arachidonsaure ist dabei ein 
Schlusselschritt (Abb. 5) .  Dieser Schritt wird vom Enzym 

Reiz 
Phosphatidylcholin I \ 

t 

I 
Phosphatidylsaure 

Phosphatidylethanolamin 

Phosphatidylinosit 
t 

(a'@- Phospholipase A, ---- 
Arachidonsaure 

5-Lipooxygenase / \  Cyclooxygenase 

Prostaglandine Thromboxane Leukotriene 

Abb. 5. Schematische Darstellung des Schliisselschritts bei der Biosynthese 
von Prostaglandinen, Thromboxanen und Leukotrienen, der von zellularer 
Phospholipase A2 katalysiert wird. 

Phospholipase A2 katalysiert, genauer gesagt von der intra- 
zellularen Ca2 + -abhiingigen Phospholipase A2. Trotz sei- 
ner enormen Wichtigkeit ist von diesem Enzym relativ we- 
nig bekannt. Allerdings konnten Okamoto et al.["1 kurzlich 
zeigen, daR diese intrazellulare Phospholipase A2 immuno- 
logisch mit der exakt charakterisierten sekretorischen 
Phospholipase A2 verwandt ist (siehe z. B. Mehrere 
dreidimensionale Strukturen von pankreatischen Phospho- 
lipasen A2 sind bekannt[ss-s*l (Abb. 6); dariiber hinaus ah- 
neln sich die Strukturen der Enzyme aus Schlangengift 
und Pankreas ~e i tgehend '~~ ' .  Offensichtlich kann diese 
Strukturinformation als Startpunkt fur die Entwicklung 
von Inhibitoren fur die intrazelluliire Phospholipase A2 
dienen, denn immunologische Verwandt~chaft['~l bedeutet 
fast mit Sicherheit auch eine betrachtliche Ahnlichkeit im 
Bereich urn das aktive Zentrum. Es ware eine grobe Hilfe, 

wenn wenigstens die Struktur eines einzigen Komplexes 
aus pankreatischer Phospholipase A2 und einem Phospho- 
lipid-Analogon bekannt ware; eine solche Struktur konnte 
aber bisher nicht aufgeklart werden. Einer der Griinde fur 
die Schwierigkeiten durfte die uberraschende Empfind- 
lichkeit der Konformation des pankreatischen Enzyms ge- 
genuber selbst minimalen Anderungen sein['*]. Trotzdem 
ist heute die Struktur des - am katalytisch aktiven Histidin 
des Enzyms - kovalent gebundenen Inhibitors p-Brom- 
phenacylbromid bei einer Auflosung von 3.0 A bekannt. 
Fur diese Analyse stand nur ein einziger Kristall zur Verfu- 
gungi601! Dieses Beispiel einer Inhibitorbindung konnte als 
erster experimenteller Startpunkt fur die Entwicklung wei- 
terer spezifischer Inhibitoren dienen. 

Noch aktueller ist die Aufklarung der Aminosaurese- 
quenz des Proteins Macrocortin oder Lipocortin[6'1, das 
von Glucocorticoiden['@I induziert wird und Phospholipase 
A2 inhibiert. Von der Struktur eines Lipocortin : Phospholi- 
pase-A2-Komplexes mubte eine grofiartige Inspiration fur 
die Entwicklung neuer Wirkstoffe ausgehen, die mit der 
Arachidonsauresynthese interferieren. Auf jeden Fall wird 
heute schon in mehreren Laboratorien versucht, neue Inhi- 
bitoren auf der Grundlage der Informationen uber die 
Struktur von Phospholipase A2 zu entwickeln. 

5. Inhibition von Proteinen, 
die nur in infektiosen Organismen vorkommen 

5.1. Blockierung der Bakterienzellwand-Syothese 

Penicillin ist zweifellos das bestbekannte Beispiel fur ei- 
nen Wirkstoff, der in einem infektiiisen Organismus einen 
lebenswichtigen metabolischen Schritt blockiert, welcher 
kein Aquivalent im Menschen hat. Die Penicillinfamilie ist 
durch Cephalosporine und andere chemisch verwandte 
Verbindungen vergrobert worden (siehe z. B. [621), so dab 
nun eine ganze Palette von antibakteriellen Wirkstoffen 
zur Verfugung steht, die mit der Zellwand-Synthese inter- 
ferieren. Diese Entdeckungen revolutionierten im 20. Jahr- 
hundert die Behandlung von bakteriellen Infekten[621. 
Trotzdem bleibt die bakterielle Resistenz eine allgegenwiir- 

Abb. 6. Stereobild der Struktur 
von Phospholipase A2 aus Rin- 
derpankreas, die der zellulBren 
Phospholipase A2 stark ahneln 
diirfte. Speziell gekennzeichnet 
sind das essentielle His-48 (blau) 
und das for die Aktivitat notwen- 
dige Calcium-Ion (rot). Die 
..Sechziger-Schleife" ist durch 
gelbgepunktete Kugeln hervorge- 
hoben. die sich jeweils am Ort 
der C,-Atome befinden. Diese 
Schleife hat spezielle Eigenschaf- 
ten: Je nach Phospholipase ist sie 
entweder ungeordnet oder nimmt 
eine Konformation an, die sich 
von der des Rinderenzyms erheb- 
lich unterscheidet 155-591. 
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tige Bedrohung. In einigen Fallen wird die Resistenz von 
Enzymen wie b-Lactamasen vermittelt; diese konnen Mit- 
glieder der Penicillinfamilie abbauen und damit entschar- 
fen. 

Penicillin greift in die letzten Schritte der Synthese von 
Peptidoglycan ein, einem wesentlichen Bestandteil der 
Bakterienzellwand : 

Enzym + R-D-Aka-D-ALA-COOH - 
( I )  

ENZYM-CO-ALA-R + D - A ~ ~ - C O O H  

Enzym-CO-Ala-R + R ” H 2  - 
(21 

RNHCO-Ala-R + Enzym 

wobei R und R‘ die beiden quervernetzenden Polysaccha- 
ride sind. Einige der beteiligten Enzyme katalysieren beide 
Schritte und wirken als Carboxypeptidase-Transpeptida- 
sen, oder sie begnugen sich in Schritt (2) mit Wasser als 
Acceptor und agieren somit als Carboxypeptidasen. An- 
dere Enzyme fuhren als D-Alanyl-Carboxypeptidasen nur  
Schritt (1) aus1631. 

Die Struktur einer Zn2+-enthaltenden D-AlanyI-D-Ala- 
nyl-Carboxypeptidase aus Streptomyces albus wurde von 
Dideberg et al.[”] bei einer Auflosung von 2.5 A aufgeklart. 
Dieses Enzym ist Penicillin-unempfindlich, nur b-Iodpeni- 
cillinat bindet irreversibel im aktiven Zentrum[M1. Wenn 
die Strukturen dieses Enzyms und seiner Komplexe rnit In- 
hibitoren erst einmal im genaueren Detail bekannt sind, 
diirften sie weitere Modifizierungen von Penicillin stimu- 
lieren. Hier ist man besonders an Wirkstoffen interessiert, 
die ganze Klassen von Resistenz-vermittelnden Carboxy- 
peptidasen blockieren konnen. 

Auch die von Kelly et al.16’] aufgeklarte Struktur ei- 
ner Penicillin-empfindlichen D-Alanyl-Carboxypeptidase- 
Transpeptidase ist von groBer Bedeutung. Diese Arbeits- 
gruppe stellte auch die ersten kristallographischen Bi 11- 

dungsstudien mit vier von Penicillin abgeleiteten Spezies 
vor: drei b-Lactamen und einem Cyclobutanonial. 

Wahrend der Abfassung dieser Ubersicht wurden auch 
erste Details einer p-Lactamase I aus Bacillus cereus publi- 
ziert. GroBere Bereiche dieses Enzyms scheinen eine ahnli- 
che .Tertiirstruktur wie die Penicillin-empfindliche ~-Al i i -  
D-Ala-Carboxypeptidase-Transpeptidase zu habeni6’l. Oh- 
wohl noch weitere Modellbaustudien und kristallographi- 
sche Verfeinerungen notwendig sind, um Details der 13- 
Lactamasestruktur herauszuarbeiten, ist doch schon abzu- 
sehen, daB gegenwartig wichtige Strukturinformationen 
von Penicillin-empfindlichen und -abbauenden Enzymen 
verfugbar werden. Zu gegebener Zeit wird es daher Wirk- 
stoff-Synthetikern moglich sein, Verbindungen zu entwik- 
keln, die einerseits fest im aktiven Zentrum von Zellwand- 
synthetisierenden Carboxypeptidasen binden, jedoch an- 
dererseits maDgeschneiderte Substituenten tragen, die den 
Abbau durch Lactamasen verhindern. Alternativ konnten 
auch wirkungsvolle Inhibitoren der p-Lactamasen entwor- 
fen werden. Zwar informiert die Rontgen-Strukturanalyse 
hier uber die raumliche Anordnung der Atome, aber die 
Urnwandlung dieser Kenntnisse in nutzliche Medikamente 
oder Kombinationen von Medikamenten wird auch zu- 
kunftig eine faszinierende Herausforderung bleiben. 

5.2. Virushiillen 

Hochaufgeloste Strukturen von Viren und Virushiillpro- 
teinen sind fur die Entwicklung neuer lmpfstoffe gegen 
mehrere allgemein verbreitete Krankheiten des Menschen 
auBerordentlich wichtig. Aber auch fur die planvolle AR- 
neimittelentwicklung diirften die kristallographischen Stu- 
dien sowohl uber Rhino- und P o l i o v i ~ e n ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  als auch uber 
die Grippevirushullproteine HBmaggl~tininl’~~ und Neura- 
rninida~el”~ nutzlich werden. Beispielsweise kannte man 
durch Inspektion der venahnten Kontakte zwischen den 
Untereinheiten der Virushullproteine Bindungsstellen fur 
kleine Molekule entdecken, die dann in den Zusammen- 
bau des Viruspartikels eingreifen. Alternativ konnten rnit 
dieser Strukturkenntnis auch maDgeschneiderte querver- 
netzende Reagentien konzipiert werden - wobei man den 
Arbeiten zur Entwicklung von difunktionellen Antisichel- 
zell-Wirkstoffen[sl folgen konnte: Massive Quervernetzung 
konnte die Viren zu harmlosen Wesen machen. Eine dritte 
Moglichkeit ist die Entwicklung von Wirkstoffen, die fest 
am Rezeptor fur Rhino- und Polioviren binden und damit 
deren Eintritt in die Zelle blockieren. Die eindrucksvollen 
Leistungen der Rontgen-Strukturanalyse von Proteinen 
sind reichhaltige Inspirationsquellen fur die Entwicklung 
neuer Antivirus-Mittel. 

5.3. Bakterielle Toxine 

Es gibt Bakterien, die ihren Wirt durch Absonderung 
von einem oder mehreren Toxinen beeinflussen. Einige der 
bestcharakterisierten Toxine sind das von Corynebacterium 
diphtheriae ausgeschiedene Diphtherietoxin (DT), das 
Choleratoxin (CT) von Vibrio cholerue und das eng ver- 
wandte hitzelabile Enterotoxin (LT) von enterotoxischen 
E~cherichia-coli-Stiimmen[’*-’~~. 

Das Diphtherietoxin wird als eine einzige Polypeptid- 
kette mit Mr=62000 synthetisiert und anschliel3end in eine 
A-Kette rnit Mr=21 000 und eine B-Kette mit M,=40000 
gespalten. Die A-Kette ist ein Enzym, das die ADP-Ribo- 
sylierung des Elongationsfaktors-2 katalysiert, wahrend 
die B-Kette den Eintritt der A-Kette in die Zelle vermittelt. 
Eine Bhnliche Wirkungsweise wurde bei CT und LT beob- 
achtet, obgleich sowohl deren Architektur als auch der ge- 
naue Punkt des Eingriffs in die Zellregulierung etwas an- 
ders als bei DT sind. CT und,LT bestehen wie DT aus ei- 
ner A-Kette (M,=27000) und einer B-Kette (Mr= 13000), 
bilden jedoch einen AB5-Komplex. Die B-Ketten vermit- 
teln die Bindung an die Zelloberfltlche, wo sie rnit GMI- 
Gangliosiden wechselwirken (Abb. 7). Auch hier kataly- 
siert die A-Kette eine ADP-Ribosylierung, doch ist in die- 
sem Fall die regulatorische Komponente G, des Adenylat- 
cyclase-Systems betroffen. Die Ribosylierung schaltet das 
G,-Protein permanent auf ,,an“; dadurch wird die Adeny- 
latcyclase zur Produktion von CAMP stimuliert, das wie- 
derum zum massiven AusfluR von Wasser und NBhrstoffen 
in den Darm fuhrt. Dieser Effekt hat schwerwiegende 
Konsequenzen - von erheblichen Unannehmlichkeiten in 
der nardlichen Hemisphiire bis zu Kindersterblichkeit in 
weniger entwickelten Gegenden. 

Die Aminosauresequenzen dieser Toxine sind seit eini- 
ger Zeit bekannti76-801; R6ntgen-Strukturuntersuchungen 

Angew. Chem. 98 (1986) 765-777 771 



I 

Serin Clycin 

1 

Cytoplasms 

b l  

Abb. 7. Wirkungsweise des hitzelabilen Enterotoxins (LT) von E. coli. die im 
wesentlichen mit der des Choleratoxins iibereinstimmt. a) Bindung von AB5- 
und B5-Komplexen an Ganglioside (GM,) in der Membran dtr Epithelzellen 
des Darms; b) Translokation des Al-Fragments (M.=22000) durch die 
Membran. gefolgt von ciner ADP-Ribosylierung dcr G,-Komponente deb 
Adenylatcyclasesystems (freundlicherweise yon SyIvia Pronk gezeichnet). 

von DT, CT und LT laufen181-841. Wenn diese Untersu- 
chungen zu hochaufgelilsten Strukturen gefiihrt haben, 
klinnen Wirkstoffe entwickelt werden, die in eine Reihe 
von Schliisselschritten bei der Tatigkeit dieser Toxine ein- 
greifen. Beispielsweise: 

- beim Zusammenbau des AB,-Komplexes von CT und 

- bei der Bindung an den Rezeptor an der Zelloberfla- 

- beim Eintritt der A-Kette in die Zelle; 
- bei der ADP-Ribosylierung, die von der A-Kette kataly- 

LT sowie des AB-Komplexes von DT; 

che; 

siert wird, sobald sie in die Zelle gelangt ist. 

enterotoxische E.-coli- und V.-cholerae-Infektionen in Ent- 
wicklungslandern zu sein. Trotzdem konnte sich die ge- 
naue Kenntnis der dreidimensionalen Strukturen der 
,,Mondfahren"-lihnlichen bakteriellen Toxine als Aus- 
gangspunkt fur die Entwicklung neuer Medikamente her- 
aussteilen, insbesondere wenn die Strukturen der Kom- 
plexe aus Toxin und GM, sowie NAD-Analoga aufgeklart 
werden konnen. 

6. Selektive Inhibition von Proteinen 
aus infektiosen Organismen 

In der Literatur gibt es nur wenige Beispiele fur kristal- 
lographische Projekte, die sich mit der Inhibition des En- 
zyms eines Krankheitserregers unter Schonung des homo- 
logen Enzyms im menschlichen Wirt befassen. Ein gut be- 
kannter Fall betrifft die bakteriellen Dihydrofolat-Reduk- 
tasen. Ein weiteres Beispiel sind die glycolytischen En- 
zyme von Trypanosoma brucei, dem Erreger der Schlaf- 
krankheit. 

6.1. Dihydrofolat-Reduktae 

Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) ist ein Schlusselenzym 
im Metabolismus zahlreicher Organismen und das Ziel- 
protein fur eine Reihe weitverbreiteter Medikamente. Das 
Enzym ist essentiell fur die Zellvermehrung, denn es halt 
in der Zelle den Spiegel des voll reduzierten Folats auf- 
recht, das fur die Synthese von Thymidylat notwendig ist 
(Abb. 8). 

Thymidylat Desoxyuridylat 

Die Bemuhungen zur planvollen Entwicklung solcher 
Pharmaka mussen mit Impfstoff-Entwicklungsprogram- 
men konkumeren, die entweder auf Techniken zur Eneu- 
gung rekombinanter DNA oder auf der Synthese von Pep- 
tidfragmenten basieren und gegenwartig in einer Reihe 
von Laboratorien ausgefuhrt werden. Weiterhin scheint die 
orale Rehydratations-Therapie eine billige und wirksame 
Methode zur Bekilmpfung der Kindersterblichkeit durch 

Insgesamt drei Klassen von Dihydrofolat-Reduktasen 
sind bisher beschrieben worden (siehe z. B. (85.861 und dort 
zitierte Literatur): 

1. Chromosomale DHFRs mit M,= 15000 und anschei- 
nend gemeinsamer Architektur (Abb. 9), obwohl nur 
30% der Aminosiluren ubereinstimmen. Die dreidimen- 
sionalen Strukturen der Enzyme von E. coli, Luctobacil- 
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lus casei und Huhn sind bekannt[33*87s88]. Ein vorlaufiger 
Bericht uber die Struktur einer zweiten Wirbeltier- 
DHFR, des Enzyms aus L1210-Maus-Lymphadenom. 
wurde von den Wellcome Laboratories in GroDbritan- 
nien ~eroffentlicht[~'~. 
Plasmid-codierte DHFRs aus BakterienstBmmen, die 
gegen das antibakterielle Medikament Trimethoprim re- 
sistent sind. Unter diesen resistenten DHFRs konnen 
drei Typen unterschieden werdeni8'I: 
- Typ I: dimere Molekiile aus Untereinheiten rnit 
M,n 17 500, deren Resistenz hauptsachlich auf er- 
niedrigter Affinitat gegeniiber Trimethoprim beruht ; 

- Typ 11: ein tetrameres Molekiil rnit M r z 8 5 0 0  pro Un- 
tereinheit; 

- Typ 111: monomere Proteine rnit M,= 18000, deren 
Resistenz darauf beruht, daB ihre Afiiniat zu Trime- 
thoprim erniedrigt und zum Substrat erhaht ist. 

Aminosauren, die essentiell fur die Funktion der chro- 
mosomalen DHFR sind, sind in plasmid-codierten 
DHFRs vom Typ I und Typ 111 konserviert, was ge- 
meinsame Vorfahren und ihnliche Gesamtstruktur na- 
helegt. Die DHFRs vom Typ I1 haben ein vollig ande- 
res Faltungsmuster, wie bei apo-R67-DHFR gezeigt 
wurde: Die jeweils 78 Reste einer Untereinheit sind zu 
einem sechsstrangigen antiparallelen fI-FaI.3 gefaltet[851. 
DHFR von Protozoen rnit M,= 110000. Diese groBen 
Enzyme wurden im Nagetier-Malaria-Parasiten Plasmu- 
dium berghei, in Leishmania tropica und in Trypano- 
soma c r ~ z i [ ~ ~ - ~ ~ ~  gefunden. Uberraschenderweise ist die- 
ses Protozoen-Enzym difunktionell: Es zeigt sowohl 
DHFR- als auch Thyrnidylat-Synthetase-Akti~itBt[~'*~''. 
Bisher gibt es keine Strukturinformationen iiber diese 
DHFR-Klasse, obwohl sie sehr wichtig fiir mehrere 
schwere und hBufige Tropenkrankheiten sind. Die Be- 
deutung der DHFRs wird drastisch durch das schnelle 
Ansteigen der Resistenz gegen eines der wichtigsten An- 
timalaria-Medikamente, Pyrimethamin'*], gezeigt. Die- 
ser Wirkstoff ist ein DHFR-Inhibitor, der an das Plas- 
modium-Enzym 1400mal fester bindet als an das Hu- 
man-En~yml~~].  Jedoch k6nnen die resistenten Malaria- 
stBmme irgendwie der Wirkung des Medikaments aus- 
weichen. 

In einer sehr interessanten Arbeit berichtete die Gruppe 
von Matthews und Kraut in San Diego kiirzlich iiber die 
RBntgen-Strukturanalyse von Komplexen des Zielproteins 
DHFR mit nicht weniger als zehn Wirkstoffed94" Die 
Strukturen dieser Komplexe gemeinsam rnit den Struktu- 

Abb. 9. Stereobild der Struktur des Komplexes zwi- 
schen der Dihydrofolat-Reduktasc aus Lactobacillus ca- 
sei mit dem Coenzyrn NADP und dem Pharmakon Mc- 
thotrexat (METHOTRX) (Koordinaten freundlicher- 
weise von D. A. Moffhews und J .  Kraut zur Verfijgung . .  
gestcllt). 

ren der Komplexe zwischen dem antibakteriellen Medika- 
ment Trimethoprim und den DHFRs von Huhn und E. 
colii9'] erm6glichten es, die differentielle Bindung von Tri- 
methoprim an bakterielle DHFR und Sauger-DHFR auf 
atomarem Niveau zu erkliiren: Die AminosBurereste an ge- 
geniiberliegenden Positionen des Spalts im aktiven Zen- 
trum sind im E.-cofi-Enzym etwa 1.5-2.0 A nlher beieinan- 
der als die aquivalenten Reste im Enzym des Huhns. 

Der beschriinkte Platz erlaubt es nicht, hier auf Details 
dieser Untersuchungsreihe einzugehen; sie bietet groBar- 
tige Einblicke in die Wirkungsweise von Medikamenten 
und verwandten Verbindungen. Es ist beinahe sicher, daB 
diese Strukturen beim Durchlaufen des ,,Cyclus zur ge- 
planten Anneimittelentwicklung" (Abb. l) zu neuen anti- 
bakteriellen Wirkstoffen fiihren werden. Berichte iiber 
mehrere solche Untersuchungen sind bereits erschienen 
(z. B. [%-''l). 

6.2. Glycolytische Enzyme und Schlafkrankheit 

Schlafkrankheit oder Human-Trypanosomiasis in Afrika 
siidlich der Sahara wird von der Weltgesundheitsorganisa- 
tion zur Zeit als eine der sechs wichtigsten Tropenkrank- 
heiten angesehed2]. Die Krankheit wird vom protozoi- 
schen Parasiten Trypanosoma brucei verursacht. Da es nur 
drei Medikamente zur Behandlung dieser Krankheit gibt, 
die alle schwerwiegende Nebenwirkungen habeniW1, wer- 
den neue und bessere Medikamente dringend benatigt. 

Trypanosomen haben mehrere Besonderheiten; eine da- 
von ist das variable Oberflachenglycoprotein (VSG), mit 
dem der Parasit die menschliche Immunabwehr ausma- 
n6vrierti'001. Die dreidimensionale Struktur eines VSG bei 
niedriger Auflasung ist bekannt"''], eine Analyse rnit ha- 
herer Auflasung schreitet fort. VSG hat offenbar rnit dem 
Hiimagglutinin des Influenzavirus eine gemeinsame Struk- 
turkomponente, nilmlich lange verdrillte a-Helices senk- 
recht zur Membranoberfliiche. Wenn die Struktur des 
VSG-Proteins und die Kontakte zwischen den Unterein- 
heiten erst im Detail bekannt sind, kann man die bei den 
Virushiillproteinen (Abschnitt 5.2) erwiihnten Strategien 
verfolgen. Entweder konstruiert man Wirkstoffe, die in 
den Zusammenbau der VSG-Proteine eingreifen, oder es 
werden Verbindungen entwickelt, die an spezifische Posi- 
tionen zwischen zwei benachbarten VSG-Proteinen binden 
und zur Quervernetzung fiihren. Da man die Human-Ma- 
kromolekiile natiirlich nicht beschiidigen darf, ist der letz- 
tere Ansatz nicht ohne Probleme. 
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In einem anderen Projekt kooperieren drei Arbeitsgrup- 
pen - in Amsterdam, Briissel und Groningen - beim 
Versuch, neue Wirkstoffe gegen die Schlafkrankheit zu 
entwickeln. Diese Gruppen konzentrieren sich auf eine 
weitere spezifische Eigenart der Trypanosomatidue: das 
Vorkommen von Glycosomen. Das sind Peroxysom-tihnli- 
che Organellen, die essentiell fur die Energieversorgung 
der Blutbahnform der Trypanosomen sind1102-1041. Die be- 
deutendsten glycosomalen Proteine sind neun Enzyme des 
Glucose- und Glycerin-Metabolismus. Alle neun stehen 
jetzt gereinigt zuc Verfug~ng~’~’, AuBerdem wurden die 
Aminosauresequenzen von funf glycolytischen Enzymen 
aus Trypanosomen durch Sequenzierung der korrespon- 
dierenden Gene e ~ ~ n i t t e l t ~ ’ ~ ~ - ’ ~ ~ .  Die Kristallisation dieser 
Enzyme ist noch schwieriger als gewohnlich, weil nur ge- 
ringe Materialmengen vorhanden sind. Trotzdem konnten 
aus etwa 1 mg Triosephosphat-Isomerase (TIM) Kristalle 
hoher Qualitat hergestellt werden[’lO1, die die Aufklarung 
der dreidimensionalen Struktur der Trypanosomen-TIM 
erm6glichten1’111. Gliicklicherweise gehort TIM zu denjeni- 
gen T.-brucei-Enzymen, deren Sequenz bekannt i~t~’~’’. 
Weiterhin ist die dreidimensionale Struktur der TIM des 
Huhns bekannt1Itz1, die wegen hoher Sequenzhomologie 
einen klaren Eindruck vom Human-Enzym gibt. Die 
Struktur der TIM aus T. brucei erfordert noch erhebliche 
Verfeinerung, bevor sie als Crundlage fur die planvolle 
Arzneimittelentwicklung dienen kann. Aber es wird schon 
jetzt deutlich, daB die Entwicklung von Wirkstoffen, die 
spezifisch die katalytische Reaktion des Trypanosomen- 
Enzyms inhibieren, ohne das Human-Enzym zu storen, 
nicht trivial sein wird. Der Grund ist die groBe Ahnlichkeit 
der aktiven Zentren in den Human- und Parasiten-Prote- 
inen (Abb. 10). Einer der Unterschiede in der Umgebung 
des aktiven Zentrums betrifft die Reste 100-102: In T. bru- 
cei sind es Ala-Tyr-Tyr, im Menschen His-Val-Phel”’]. Urn 
diesen Unterschied fur selektive Inhibitoren auszunutzen, 
mu13 man eine Distanz von etwa 20 A zwischen dem Sub- 
stratbindungsplatz und dem Rest 102 iiberbriicken. Das 
wird sicher nicht auf einen Schlag geschehen. Jedoch 
konnte es unter Venvendung des ,,Cyclus zur geplanten 
Arzneimittelentwicklung“ (Abb. 1) m6glich sein, die syn- 
thetisierten Verbindungen nach und nach zu vergroBern, 

jeweils deren Bindung zu studieren und neue Modifikatio- 
nen daraus abzuleiten, so dalj schlieljlich die notwendige 
Selektivitgt erreicht werden kannte. 

Bei einem anderen glycosomalen Protein, der Phospho- 
glycerat-Kinase (PGK), ist lediglich die Arninoslurese- 
quenz bekannt[Io8]. Hier sind die dreidimensionalen Struk- 
turen der Enzyme aus Pferd und Hefe a~fgekItirt~”””~”*~’. 
Unglucklicherweise zeigt T,-brucei-PGK bisher noch kei- 
nerlei Anzeichen von Kristallbildung. Jedoch haben Mo- 
dellstudien auf einem Computer-Graphik-System gekop- 
pelt rnit Energieminimierung approximierte Modelle der 
Enzyme von T. brucei und Mensch ergeben[l’kl. Anschei- 
nend weisen hier die aktiven Zentren groljere Unter- 
schiede auf als bei TIM, so daB die Entwicklung selektiver 
Inhibitoren einfacher sein konnte. 

Selektive Inhibition von Enzymen ist jedoch nicht der 
einzige Weg, rnit dem das Vorkommen von Glycosomen 
fur die planvolle Entwicklung von Medikamenten gegen 
die Schlafkrankheit ausgenutzt werden kann. Zum Unter- 
schied von ihren Homologen im Menschen miissen die 
glycolytischen Enzyme der Trypanosomen in das Glyco- 
som gebracht werden; damit ergibt sich die MBglichkeit, in 
den Importmechanismus einzugreifen. Eine Analyse der 
Sequenzinformationen uber glycosomale Enzyme zusam- 
men rnit den bekannten dreidimensionalen Strukturen von 
Triosephosphat- Isomerase (TIM), Phosphoglycerat- Kinase 
(PGK) und Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase hat 
zu einem Vorschlag fur den glycosomalen Import ge- 
fuhrt11’51: Zwei Bereiche mit hoher positiver Ladungsdich- 
te, etwa 40 A voneinander entfernt, werden als wichtige 
Elemente des Importsignals angesehen. 

Interessanterweise fuhrt diese Hypothese zu einern Vor- 
schlag fur die Wirkung von Suramin (auch unter dem Na- 
men Germanin bekannt), einem der wenigen wirksamen 
Medikamente gegen die SchlafkrankheitlW1. Suramin ist 
ein kompliziertes Molekul rnit zwei trisulfonierten Naph- 
thalin-Ringen, die in gestreckter Konformation etwa 40 A 
voneinander entfernt sind. Von diesem Medikament ist be- 
kannt, daR es rnit der Glycolyse interferiert; seine thera- 
peutische Wirkung kannte durch Blockade des Enzymim- 
ports in die Glycosomen zustandekommen. Fur den Be- 
weis dieser Hypothesen sind weitere Untersuchungen not- 

Abb. 10. Stereobild der Struktur der Tri- 
osephosphat-Isomerase (TIM) aus Trypano- 
soma brucei (Koordinaten freundlicher- 
weise von R. K. Wierenga zur Verfiigung 
gestellt). uberlagerung der Strukturen von 
TIM aus T. hrucei und TIM aus Hefe im 
Komplex mit dem Substrat Dihydroxyace- 
tonphosphat (DHAP) (Koordinaten 
freundlicherweise von G. Persko zur Verfii- 
gung gestellt) ergab eine ungefiihre Posi- 
tion van DHAP im Komplex mil TIM BUS 

T. brucei (Bildmitte, grlin). 2ur  besseren 
tibersicht wurden im allgemeinen nur die 
C,-Atome gezeichnet. Sechs Aminos’bure- 
reste sind mit Seitenketten gezcigt. und 
zwar die bei der Katalyse direkt mitwir- 
kenden Reste Lys-13, His-95 und Glu-167 
sowie drei Reste nahe am aktiven Zen- 
trum: Ala-100, Tyr-101, Tyr-102 (gelb mit 
roter van-der-Waals-Oberfl’bche). Das Hu- 
man-Enzym enthiilt stattdessen His-100. 
Val-101, Phe-102. 
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wendig, und sie werden auch ausgefuhrt. Ob diese Speku- 
lationen nun richtig sind oder nicht - der glycosomale En- 
zymimport bleibt auf jeden Fall ein interessantes Ziel fur 
die planvolle Arzneimittelentwicklung, denn es gibt im 
Menschen kein analoges System. 

7. Proteinkristallographie 

Der Methode der Rdntgen-Strukturanalyse von Prote- 
inen wurde in diesem Aufsatz nur wenig Aufmerksamkeit 
gewidmet, und zwar aus zwei Griinden: Erstens wiirde der 
gegebene Rahmen gesprengt, und zweitens gibt es ausfuhr- 

Beide Monographien befassen sich eingehend mit dem 
Haupthindernis, das vor der Strukturaufkltirung uberwun- 
den werden mu13 - der Zuchtung von rontgentauglichen 
Kristallen. Dieser Schritt gelingt manchmal innerhalb ei- 
nes Monats, in anderen Fallen erfordert er ein oder zwei 
Jahre hingebungsvoller Arbeit, und in weiteren Fallen ist 
es unmoglich, die notwendigen rontgentauglichen Kristalle 
herzustellen. Deshalb kann man kaum vorhersagen, ob 
und wann eine Struktur aufgeklart sein wird. Jedoch bes- 
sern sich die Aussichten auf Kristalle rnit fortschreitender 
Vervollkommnung der Kristallziichtungsmethoden und 
mit der Herstellung von Gramm-Mengen von Protein 
durch Genklonierungstechniken zunehmend. In Zukunft 
ist auch eine ,,Protein-Veranderung zur Kristallisation” 
denkbar, das heiOt die Produktion leicht modifizierter Pro- 
teine, die noch aktiv sind, aber besser kristallisieren. Eine 
solche Prozedur wird einleuchtenderweise eine ,,Versuch- 
und 1rrtum“-Prozedur sein, konnte sich jedoch in einigen 
Fallen, in denen man unbedingt die Kristallstruktur auf- 
klaren mochte, als einzig mogliche Lasung herausstellen. 
In schwierigen Fallen kann man auch an die Kristallisa- 
tion von Komplexen zwischen dem interessierenden Pro- 
tein und monoklonalen Antikorpern denken. Wenn erst 
einmal Kristalle vorhanden sind, dann lassen sich die 
Strukturen dank raffinierter Soft- und Hardware fur Da- 
tensammlung und Phasenbestimmung immer schneller 
und genauer bestimmen. 

liche Zusammenfassungen zu diesem Thema (z. B. 11141171 ). 

8. AbschlieDende Bemerkungen 

Der hier beschriebene Ansatz zur planvollen Anneimit- 
telentwicklung kann in zwei Richtungen ausgedehnt wer- 
den. Zunachst konnen auch andere Biomakromolekiile als 
Ziele verwendet werden, worauf bereits in der Einleitung 
angespielt worden ist. Die Rontgen-Strukturanalyse von 
Oligonucleotiden vermittelte detaillierte Einsicht in die 
DNA-Struktur. Beispielsweise konnte die kurzlich publi- 
zierte Struktur des Komplexes von DNA rnit Netropsin 
(Congocidin)1118’ zu einem Startpunkt fur die Entwicklung 
von Pharmaka gegen spezifische DNA-Sequenzen werden. 
Man kann sich weiterhin vorstellen, daB Unterschiede in 
den tRNA-, rRNA- und nRNA-Strukturen von Krank- 
heitserregern und Wirt zur Entwicklung von Pharmaka 
verwendet werden konnen. 

Weiterhin kann die beschriebene Strategie zur planvol- 
len Arzneimittelentwicklung auch auf Unkraut- und 
Schadlingsbekampfungsmittel angewendet werden. Tat- 
sachlich hat es die phantastische Strukturaufklarung des 

Reaktionszentrums der Photosynthese bereits ermoglicht, 
das Herbicid Terbutryn an seinem Wirkungsort zu identifi- 
zierenl’ l9I. 

Inmitten des allgemeinen Optimismus sei aber auch 
daran erinnert, daI3 eine lange Reihe von Hindernissen 
uberwunden werden mu& bevor ein Wirkstoff rnit der er- 
wunschten Aktivitat im Reagensglas endlich als Medika- 
ment auf dem Markt verkauft werden kann. Die Applika- 
tion des Medikaments, seine Sicherheit, seine eventuelle 
Metabolisierung sowie bkonomische Uberlegungen zu sei- 
ner Produktion sind Punkte, die sorgfaltig bedacht wer- 
den mussen und daher Zeit verschlingen. In dieser Hin- 
sicht unterscheidet sich der hier und in anderen Arbeiten 
(2.B. [I1) beschriebene Ansatz wenig von der bisher ubli- 
chen Prozedur. Die drastischen Unterschiede liegen in den 
ersten Stufen - nicht nur weil man ,,sehen“ kann, welche 
Verbindungen wirkungsvoll sein konnten, sondern auch 
weil die dreidimensionalen Strukturen von Zielproteinen 
oft unmittelbar zeigen, welche Modifizierung einer Verbin- 
dung nicht zu aktiveren Molekulen fuhren kann, weil das 
derart veranderte Molekul einfach nicht in das aktive Zen- 
trum pa&. Freudenreich et al.~120] gaben rnit der Entwick- 
lung von Inhibitoren der Alkohol-Dehydrogenase auf der 
Grundlage der dreidimensionalen Struktur des Enzyms ein 
schones Beispiel fur diese hnkte .  

Zusammenfassend ist festzustellen, daI3 sich in der letz- 
ten Dekade eine neue Strategie zur planvollen Arzneimit- 
telentwicklung herausgeschalt hat, die auf der genauen 
Kenntnis der dreidimensionalen Strukturen von Bioma- 
kromolekulen beruht. Diese Biomakromolekiile mussen 
spezifisch von pharmazeutisch aktiven Verbindungen an- 
gegriffen werden. Angesichts der groOen Vorteile dieser 
Strategie gegenuber den bisher beschrittenen Wegen kann 
man unschwer vorhersagen, daO ein betrachtlicher Anteil 
der neuen Medikamente um das Jahr 2000 seine Entwick- 
lung der hier beschriebenen Methodik verdanken wird. 

+ 

Es ist mir ein Vergnugen, mich fur die anregenden Diskus- 
sionen mit Rik Wierenga, Bauke Dgkstra, Jan Drenth und 
Sylvia Pronk von der Groninger Proteinkristallographie- 
gruppe und mit Klaus Muller von Hofmann-La Roche in 
Basel zu bedanken. Ich mochte weiterhin Randy Read fur 
zahlreiche Vorschlage zur Verbesserung des Textes sowie 
Dave Matthews fur die Zusendung eines Vorabdrucks seiner 
Zusammenfassung uber Dihydrofolat-Reduktase danken. 
Roeline Hogenkamp hat mich in exzellenter Weise bei der 
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