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Mitarbeiter zugewandt haben.!!! Thre elegante Methode zur Re-
gulierung von Transgenen ist durch die Aktivierung eines zellu-
ldren Prozesses via Assoziierung von zwei Proteinen nach Zuga-
be eines einzelnen Wirkstoffmolekiils gekennzeichnet (Abb. 1).

DNA-Bindungs-
domane

Transkriptions-
aktivierungsdomane
Transkription

DNA-Bindungs- CyP

domane g
Transkriptions- CsA-CsA

aktivierungsdomane

FFEE —

Abb. 1. Schematische Darstellung der Regulierung der Proteinsynthese mit einem
chemischen Dimerisierungsausloser.

Wenn es sich bei diesen Proteinen um die DNA-Bindungs- und
die Promotordoménen eines Transkriptionsaktivators handelt,
kann die Genexpression induziert werden. Die Rezeptoren sind
chimire Proteine, die Doménen zum Binden nichtiber-
lappender Regionen des Wirkstoffmolekiils enthalten. In der
ersten Arbeit waren die wirkstoffbindenden Doménen Immu-
nophiline wie Cyclophilin CyP oder FKBP 12 mit einem synthe-
tischen Dimer eines assoziierten immunsuppressiven Wirkstoffs
als chemischem Dimerisierungsausldser (chemical inducer of di-
merization = CID).I" Mit diesem System gelangen Proteinsyn-
thesen sowohl in vitro!') als auch in vivo!** 421 Das Ausmal
der Genexpression kann dabei durch Variation der Zeiten und
der Menge des verabreichten Wirkstoffs beeinflut werden.
Ein Problem jedoch ergibt sich aus der Tatsache, daB3 die
Immunophiline in vielen Zellarten in groBer Menge exprimiert
werden. Als Konsequenz kann der Wirkstoff im ganzen Orga-
nismus durch Immunophiline unter Bildung von unproduktiven
Proteinkomplexen gebunden werden. Eine Losung bot das Kon-
zept der orthogonalen Rezeptor-Ligand-Paare:™! Schreiber
und Mitarbeiter modifizierten das cyclische Undecapeptid Cy-
closporin A (CsA) mit einem sterisch anspruchsvollen Rest
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(,,Hocker*), indem sie den Rest MeVal11l durch den Rest Melle
ersetzten, was zu einer drastischen Reduzierung der Bindung an
Wildtyp-CyP fiihrte. Danach wurden Mutanten von CyP mit zu
dem Hocker passenden ,,Lochern® exprimiert, z. B. die Mutan-
te, in der Phe113 durch Ala ersetzt ist (F113A) und deren Bin-
dung an das verdnderte CsA dhnlich gut ist wie die im natiir-
lichen System.[*! Auf diesem Weg konnen Probleme durch die
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Verdiinnung des Wirkstoffs im Organismus eliminiert werden,
und weiterhin werden diese verdnderten Wirkstoffe nicht die
unerwiinschte Eigenschaft ihrer Eltern haben, immunsuppressiv
Zu sein.

Hier demonstrieren wir, wie Computermethoden zum Design
und Verstindnis der Struktur von orthogonalen Rezeptor-
Ligand-Paaren beitragen konnen. Unter thermodynamischen

Gesichtspunkten konzen-

AGo triert sich das Problem

auf die Gibbs-Bildungs-
energien AG, bis AG, der

AGpp T vier Protein-Ligand-

AGy Komplexe in Schema 1.
L + P —» P Zwischen den Gibbs-Bil-
dungsenergien und den

AGnLp l experimentell  zugidngli-
chen  Assoziationskon-

L + hP ———m |hpP stanten gilt die Bezichung
AG;=— RTInK,. Wich-

l AGoL AGoLhp l tig fiir Vergleiche sind die
AG Differenzen AG, — AG,

bl + hP ————m ppp (EinfluB des Hockers auf

die Bindung an das Refe-
renzprotein), AG, — AG,
(Ausmal} der Wiederher-
stellung der Bindung
durch die Hocker-Loch-

Schema 1. Thermodynamische Cyclen,
die fir das Studium von orthogonalen
Rezeptor-Ligand-Paaren wichtig sind.
L und P sind die Referenzliganden bzw.
-proteine, bL und hP die verdnderten
Liganden bzw. Proteine. Die FEP-Rech-

nungen wurden fir die durch vertikale Paarung), AG3 — AGl
Pfeile beschriebenen Prozesse durchge- (EinfluB des Lochs auf
fuhrt. die Bindung an den

Referenzliganden) und
AG, — AG, (EinfluB des Hockers auf die Bindung an das Pro-
tein mit Loch). Fiir ein brauchbares Hocker-Loch-Paar mul}
AG, — AG, >0 gelten, und auBerdem ist es wiinschenswert, daB3
AG, — AG, <0 gilt, d.h. der Hocker unterbindet das Binden,
und das Loch macht es wieder mdglich. Die letzte Bedingung ist
bei AG; — AG, <0 und AG, — AG, <0 leichter zu erfiillen.
Berechnet werden konnen diese Differenzen Gber Computer-
simulationen unter Verwendung von Gibbs-Energie-Stoérungs-
methoden (free-energy perturbation = FEP).[*! Es ist leicht,
rechnerisch die in Schema 1 vertikal eingezeichneten Stérungen
durchzufiihren, wobei z. B. AG,; und AG,,, fiir die Gibbs-Ener-
gien stehen, die ndtig sind, um im freien Referenzliganden bzw.
im Komplex aus ihm und dem Referenzprotein den Hocker
einzufithren. Aus dem thermodynamischen Cyclus folgt
AG, — AG, = AGyp — AGy,.

Als erstes wandten wir uns dem von Schreiber et al. beschrie-
benen Einfiihren eines Melle11-Hdockers in Cyclosporin A und
eines Alal13-Lochs in Cyclophilin zu. Die Ensemblekonfigura-
tionen wurden mit dem Monte-Carlo(MC)-Verfahren des Pro-
gramms MCPRO generiert.®] Neben einer Studie iiber
Komplexe von Trypsin mit Benzamidinen!®! sind dies die ersten
MC/FEP-Rechnungen fiir Proteine. Ublicherweise werden Pro-
teinkonformationen mit Molekiildynamik(MD)-Methoden si-
muliert; kiirzliche Vergleiche der Effizienz von MD- und MC-
Verfahren bei Konformationsstudien!” und frithere Erfolge mit
MC/FEP-Rechnungen bei organischen Wirt-Gast-Komple-
xen® 81 ermutigten uns aber zu diesen Monte-Carlo-Simulatio-
nen. Fiir alle Atome auBler fiir Wasserstoffatome an geséttigten
Kohlenstoffatomen wurde das AMBER /OPLS-Kraftfeld einge-
setzt.[®) Die Nichtstandard-Aminosiuren in CsA konnten alle
durch fiir Amide und Kohlenwasserstoffe existierende Parame-
ter beschrieben werden. Die Ausgangs-Proteinkoordinaten ba-
sierten auf den Kristallstrukturen von Humancyclophilin A
und dem CsA-CyP-Komplex.[*!! Fiir das Versehen von freiem
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CsA mit einem Hocker wurden zwei Strukturen verwendet. Eine
stammte aus einer Neutronenbeugungsuntersuchung an einem
Kristall, der aus einem Ethanol/Ol-Gemisch erhalten worden
war,!!'2] die andere wurde aus der Struktur des CsA-CyP-Kom-
plexes hergeleitet, in dem die CsA-Konformation der NMR-
spektroskopisch in Losung ermittelten dhnlicher ist."3! Alle
Ausgangsstrukturen wurden mit dem Programm AMBER in
250-1000 ,,Steepest-descent**-Schritten unter Verwendung ei-
ner abstandsabhingigen Dielektrizititskonstante energiemini-
miert.[!*! Fiir eine effiziente Behandlung des Proteinsystems
wurden nur 107 der 165 Reste im Abstand von ungefihr 18 A
vom ausgetauschten MeVal in die MC-Simulationen einbezo-
gen. Die Lingen der CsA-Bindungen, auller der, mit der der
Ring geschlossen wird, wurden festgehalten, wihrend alle Bin-
dungs- und Diederwinkel variiert wurden. Bei den Proteinen
wurden alle Bindungslidngen festgehalten, wihrend Seitenket-
ten-Bindungs- und -Torsionswinkel, ausgenommen die von Are-
nen, fiir alle Reste mit irgendeinem Atom, das weniger als 9.5 A
von MeVall1 entfernt war, variiert wurden. Nach den Energie-
minimierungen wurde das Proteinriickgrat nicht mehr verdn-
dert. Diese Vereinfachung sollte wegen der geringen Bewegung
im Riickgrat, die sich bei MD/FEP-Rechnungen typischer
Dauer insbesondere fiir kleine Stérungen wie Val — Ile gezeigt
hat, zuléssig sein; dennoch wire fiir eine optimale Genauigkeit
eine Variation aller Parameter wiinschenswert. Derzeit sind CsA
und die Proteinseitenketten flexibel gehalten, so dal sich diese
der Einfiihrung des Hockers bzw. Lochs anpassen kénnen.

Jedes System wurde bis zu einem Abstand von 18 A (bezogen
auf das Zentrum des CsA-Rings beim freien CsA und auf das
a-Kohlenstoffatom von MeValll beim gebundenen CsA) mit
TIP3P-Wassermolekiilen! *? solvatisiert. Nach dem Ausschluf3
von Wassermolekiilen mit gravierenden sterischen Wechselwir-
kungen verblieben 748 Wassermolekiile fiir das ungebundene
System und =~450 fiir die Proteine und Komplexe. Die Sto-
rungsrechnungen wurden fiir eine Temperatur von 20 °C durch-
gefithrt, und nichtbindende Wechselwirkungen wurden nur in-
nerhalb von Kugeln um die Reste mit 9A Radius be-
riicksichtigt. Das erste Fenster einer jeden FEP-Rechnung
wurde mit 5 x 10° Konfigurationen dquilibriert, und die End-
struktur diente als Ausgangsstruktur fir das nichste Fenster.
Nach der Aquilibrierung mit 3 x 10° Konfigurationen wurde
iber wenigstens diese Zahl an Konfigurationen gemittelt, bis
zusiitzliche 10° Konfigurationen den AG-Wert des Fensters um
nicht mehr als 0.02 kcalmol ™! inderten. Bei den meisten Fen-
stern bendtigte man hierzu 4 x 106-6 x 10° Konfigurationen, in
einigen wenigen Fillen allerdings auch bis zu 11 x 10°. Insge-
samt wurden fiir jede der fiinf Stérungen, die in Schema 1 durch
vertikale Pfeile beschrieben sind, 18-26 MC-Simulationen
durchgefiihrt. Die resultierenden Graphen der Gibbs-Energien
sind glatt (siche Abb. 2 und 3), und in Tabelle 1 sind die berech-
neten AG-Werte den experimentell ermittelten gegeniiberge-
stellt. Die statistische Ungenauigkeit (+ o) wurde fiir die be-
rechneten Grofen aus den Fluktuationen bei separaten Mittel-
wertsbildungen mit Sdtzen von 2 x 10° Konfigurationen erhal-
ten. Ein dhnliches Verfahren war bei den Trypsinkomplexen
angewendet worden; hohe Genauigkeit war dabei durch das
Einbeziehen von Hysteresen von ca. 0.3 kcalmol ~*! fiir Stérun-
gen in geschlossenen Cyclen mit drei Inhibitoren, d.h.
A -+ B - C —A, erreicht worden.'®!

Abbildung 2 ist zu entnehmen, dal der Nettowert von AG,,
fiir die Einfithrung des Hockers in ungebundenes CsA nicht von
der urspriinglich gewihlten CsA-Struktur abhingt. Der Uber-
gang von Phe zu Ala (Abb. 3) bedeutet eine fiir FEP-Rechnun-
gen relativ groBe Anderung, doch die MC-Rechnungen verlie-
fen mit hoher Genauigkeit. Die numerischen Ergebnisse hiingen
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—— CsA(1):  5.57 kcal mol-1 /
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70L ——— CsA-CyP: 8.46 kcal mol-1 // |

—-—- CsA-CyP(F113A): 5.43 kcal mol-1 /

-10 1
0.0

MeVal
Abb. 2. Berechnete AG-Werte in kcalmol ™! fiir die Mutation von CsA zu Melle11-
CsA unter verschiedenen Bedingungen. Die beiden Graphen fiir ungebundenes CsA
gehdren zu zwei unterschiedlichen Ausgangsgeometrien (siehe Text). Die Mutation
wurde auch mit an das Protein CyP und das mutierte Protein F113A-CyP gebunde-
nem CsA durchgefiihrt.

220 | —— CyP: 19.29 kcal mol~1 J

——— CyP-CsA: 21.57 kcal mol-! —

Melle

-2.0 t 1 1 1
0.4 0.6 0.8

Abb. 3. Berechnete AG-Werte in kcalmol ™! fiir die Mutation von CyP zu Ala113-
CyP im ungebundenen Zustand und im Komplex mit CsA.

davon ab, wie die Stérung durchgefiihrt wird, und enthalten
z. B. Beitrdge von verinderten intramolekularen nichtbin-
denden Wechselwirkungen, wenn eine Gruppe gréBer wird. Die
Zahlen bekommen eine Bedeutung, wenn sie Differenzen zwi-
schen freien und komplexierten Komponenten (siche Schema 1)
entsprechen. Es sei auch darauf hingewiesen, daB es keine Pro-
bleme mit den Endpunkten der MC/FEP-Rechnungen, d. h. den
Stellen, an denen Atome auftreten oder verschwinden, gibt,
denn die Kriéfte, die in diesen Féllen bei MD-Simulationen
unendlich werden, werden bei MC-Simulationen nicht verwen-
det. Die berechneten und die experimentell ermittelten Differen-
zen der AG-Werte (Tabelle 1) stimmen verniinftig tiberein. Es
gibt keine qualitativ bedeutenden Fehler, und der mittlere quan-
titative Fehler ist <1 kcalmol™*. Der Hécker wirkt deutlich
destabilisierend auf den Komplex mit CyP (AG, — AG,), wah-
rend er die Stabilitit des Komplexes mit dem Loch-Protein
nahezu nicht beeinfluBt (AG, — AG,;). Fur die Bindungsstarke
beim Hocker-Loch-Paar im Vergleich zu der beim Referenz-
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Tabelle 1. Berechnete und experimentelle AG-Werte [keal mol ~ '] fiir die Prozesse in
Schema 1 mit L = CsA, bL = Mellel11-CsA, P = CyP und hP = F113A-CyP.

AAG exp. [a] ber. {b]

AG, — AG, = AGy» — AG, >3.7 2.940.2
AG, — AG, = AGyp + AGy e — AGy — AGy, 14401 21403
AG, — AG, = AGyy — AG,, 1.440.2 23403
AG, — AGy = AGyp — AGy 00402 —-0.1402

fa] Lit.[3]. [b] Diese Arbeit.

komplex, AG, — AG,, ergab sich ein 0.7 kcalmol ~* niedrigerer
Wert, als experimentell ermittelt wurde.

Auf der Grundlage dieser verniinftigen thermodynamischen
Ergebnisse wurden die Strukturen aus den Simulationen analy-
siert, um eine Erklirung dafiir zu finden, warum der Wechsel
von MeValll zu Mellel1l den AG-Wert der Komplexierung mit
CyP um ca. 3 kcalmol ™! stirker beeinfluBt als den der Komple-
xierung mit der F113A-Mutante. Die Diederwinkelverteilungen
zeigten keine auffallenden Differenzen fiir den Liganden und die
Proteinseitenketten. Die Analyse der Wasserstoffbriickenbin-
dungen ergab ebenfalls keinen eindeutigen Vorteil des einen
Proteins gegeniiber dem anderen. Im Kristall lassen sich vier
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen CsA und CyP identifi-
zieren: MeBmtl-O---Gln63-HN?, Abu2-HN--- Asn102-0O,
MeLeu9-O---Trp121-HN® und MeLeul0-O - - - Arg55-HN".
Bei den Simulationen zeigten die CsA-Reste 1-3 betrichtliche
strukturelle Verdnderungen: Die erste Wasserstoffbriickenbin-
dung ist in allen Komplexen erheblich verlingert; die zweite ist
ebenfalls verldngert, wenn die Mutation nahe dem Melle11-En-
de ist. Jedoch trat dies bei beiden Proteinen auf und kann somit
die bevorzugte Bindung an die F113A-Mutante nicht erkldren.

Zuletzt wurden sterische Wechselwirkungen durch Bestim-
mung der mittleren Abstinde zwischen C? des Melle11-Rests
und allen Atomen in den Bindungstaschen beider Proteine iiber
10% Konfigurationen analysiert. Diese Abstinde wurden dann
verwendet, um die mittleren Lennard-Jones-Wechselwirkungs-
energien fiir jedes Paar zu berechnen. Die ungiinstigsten Wech-
selwirkungen in den beiden Bindungstaschen sind in Abbil-
dung 4 dargestellt. Beim Wildtyp-Protein treten unglnstige
Wechselwirkungen zwischen Melle-C? und Phe60-C*, Met61-C?
sowie Phe113-C* und -C? auf (Abb. 4 oben); die mittleren Len-
nard-Jones-Wechselwirkungen sind mit ca. 0.5-0.8 kcalmol ™!
repulsiv, und die mittleren C-C-Abstidnde betragen rund 3.3-
3.5 A. Damit wurden Phe60 und Met61 neben dem bisher ver-
anderten Rest Phel13 (F113A-B) und F113G-Mutanten! )
als zusitzliche Kandidaten identifiziert, deren Verkleinerung
zur Bildung eines Lochs fiir die Aufnahme des statt MeValil
eingefithrten Hockers fithren sollte. Das Loch in F113A-CyP ist
eigentlich zu groB,: *¢) womit es weniger massive Mutationen,
wie es Anderung bei Met61 wiren, wert sind, erforscht zu
werden. Betrachtet man die F113A-Mutante, so zeigen sich
keine nachteiligen Wechselwirkungen mit Melle11-C® mehr
(Abb. 4 unten): Die kiirzesten C-C-Abstinde betragen etwa
3.8-39 A, und die mittleren Wechselwirkungsenergien sind
nahe null. Es ist bemerkenswert, dall zwei Wassermolekiile hel-
fen, den freien Raum in der Bindungstasche der F113A-Mutan-
te zu fiillen. Dies macht den Komplex tolerant gegeniiber dem
zu grofBen Loch, sogar in einer hydrophoben Tasche wie der
von CyP.

Die flinf hier untersuchten Mutationen ermoglichten die de-
taillierte thermodynamische und strukturelle Beschreibung ei-
nes Hocker-Loch-Paares. Die Rechnungen reproduzierten die
beobachteten relativen Bindungsenergien gut, und die Analyse
der erzeugten Strukturen bestitigte, daf3 die Unterschiede in den
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Ala113 Ala113

Melle11 Melie11

Abb. 4. Stereobilder zur Veranschaulichung der vier (oben) und der drei ungiinstig-
sten Kontakte (unten) zwischen dem Melle11-C*-Atom und der CyP-Bindungs-
tasche bzw. der Bindungstasche der F113A-Mutante von CyP. Die mittleren Werte
fiir die eingezeichneten Abstinde und die zugehdrigen Lennard-Jones-Wechsel-
wirkungsenergien sind fir die C*-CyP-Wechselwirkung: zu Phel13: 3.42 4,
+049kecalmol™} und 3.39A, +0.58kcalmol™?; zu Met6l: 3.543,
+ 0.63 kcalmol ™; zu Phe60: 3.33 A, + 0.84 kealmol ™ !; fiir die C-CyP(F113A)-
Wechselwirkung: zu Alal13: 3.91 A, 0.00 kcalmol™!; zu Met61: 3.924,
— 0.05 kealmol™*; zu Leu122: 3.80 A, 0.14 kcalmol ™ 1.

Bindungsstirken sterische Griinde haben, und legte alternative
Proteinmutationen nahe. Auch wenn eine noch bessere quanti-
tative Ubereinstimmung durch umfangreicheres Modeling und
die Verwendung des OPLS-AA-Kraftfeldes!! 7! erwartet werden
kann, etablieren diese ersten MC/FEP-Ergebnisse doch bereits
die Methode als vielversprechendes Werkzeug zum Studium von
Protein-Ligand-Wechselwirkungen unter Einschluf3 des Designs
und des Verstindnisses von orthogonalen Rezeptor-Ligand-
Paaren.

Eingegangen am 12. Dezember 1996 [Z9883]

Stichworte: Cyclophilin - Cyclosporin + Gentechnik + Moleku-
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Vollstindige enantiotope Differenzierung
zwischen den Kohlenstoffatomen einer
Doppelbindung bei der Umsetzung von Diolaten
mit meso-Bis(phenylsulfonyl)alkenen — Synthese
enantiomerenreiner Ketone**

Sergio Cossu,* Ottorino De Lucchi* und Paolo Pasetto

Professor Waldemar Adam zum 60. Geburtstag gewidmet

Die enantiotope Differenzierung zwischen zwei funktionellen
Gruppen einer meso-Verbindung ist ein bekanntes und beque-
mes Verfahren zur Herstellung enantiomerenreiner Verbindun-
gen, bei dem die Abtrennung und Entsorgung des nicht ge-
winschten Enantiomers umgangen wird."!! Dieses manchmal
als ,,meso-Trick bezeichnete Verfahren wird gewdhnlich auf
Diester oder andere Verbindungen mit Paaren enantiotoper
funktioneller Gruppen angewendet und oft enzymatisch durch-
gefuhrt.”! Die enantiotope Unterscheidung zwischen zwei be-
nachbarten Kohlenstoffatomen ist sehr selten, und abgesehen
von der Umlagerung bei meso-Epoxiden'® sind nahezu keine
Beispiele fiir die Anwendung des meso-Tricks bei Alkenen be-
kannt.[*! Wie hier beschrieben wird, reagieren meso-Alkene, die
an den Doppelbindungen zwei Phenylsulfonylgruppen aufwei-
sen, mit Salzen von Alkoholen und Diolen quantitativ zu voll-
stindig unsymmetrischen Verbindungen. Wir stellen damit eine
Methode zur enantiotopen Differenzierung!! der Kohlenstoff-
atome einer Doppelbindung vor. Die Reaktion liefert diastereo-
und enantiomerenreine Ketone, die auf konventionellen Wegen
schwer zuginglich sind und in Synthesen zahlreicher Natur-
stoffe,!’! Antibiotikal®! und Wirkstoffe eingesetzt werden kon-
nen, welche bei der Krebs-I und AIDS-Behandlung'®! eine
Rolle spielen.

[*] Dr. S. Cossu, Prof. Dr. O. De Lucchi, Dr. P. Pasetto
Dipartimento di Chimica, Universita Ca’ Foscari di Venezia
Dorsoduro 2137, 1-30123 Venezia (Italien)
Telefax: Int. + 41/529-8517
E-mail: delucchi@unive.it
[**] Diese Arbeit wurde vom CNR (Rom) unterstiitzt. Wir danken Prof. R. Ballini
(Universitit Camerino, [talien) fiir hilfreiche Anregungen.
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