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Transfer-Kern-Overhauser-Effekt(TRNOE)-Experimente
sind eine leistungsfähige NMR-Methode zur Untersuchung
von Protein-Ligand-Wechselwirkungen.[1] Unterstützt von der
Computerchemie kann diese Methode brauchbare Struktur-
informationen über die Konformation eines an ein Makro-
molekül gebundenen Liganden liefern. Eine Grundvoraus-
setzung für die TRNOE-Methode ist jedoch, daû der Aus-
tausch zwischen den freien und den komplexierten Formen
des zu untersuchenden Moleküls schnell erfolgt (schneller als
seine Spin-Gitter-Relaxationsgeschwindigkeit) und reversibel
ist. Im folgenden berichten wir über die erste Strukturauf-
klärung eines Peptidyl-Inhibitors, der an sein Zielenzym, die
humane Cytomegalievirus(HCMV)-Protease,[2] gebunden ist.
Die Verwendung der Peptidylmethylketone MK1 und MK2
ist ein neuer Ansatz zur Aufklärung der Struktur von
Serinprotease-Inhibitoren vom Typ klassischer aktivierter
Carbonylverbindungen, die mit der TRNOE-Methode nicht
erfaûbar sind (Schema 1). Bis heute wurden für solche

Schema 1. HCMV-Protease-Inhibitoren auf Peptidbasis. Die Positions-
nummern über den Aminosäuren entsprechen der Nomenklatur für ein
natürliches Peptidsubstrat, das zwischen P1 und P1' gespalten wird.

Untersuchungen an Inhibitoren dieser Enzyme fast aus-
schlieûlich Spaltungsprodukte von Peptiden oder Substrate
eingesetzt, die nur langsam gespalten werden.[3]

Gegenwärtig besteht ein erhebliches Interesse an der
HCMV-Protease als Ziel für therapeutische Wirkstoffe gegen
eine HCMV-Infektion, die noch immer ein ernstes klinisches
Problem ist.[4] Auûerdem hat der neuartige Strukturtyp dieser
Serin-Protease, der kürzlich durch eine Röntgenstrukturana-
lyse[5] aufgeklärt wurde, ihre Untersuchung ebenfalls be-
schleunigt. Unsere Foschungen auf dem Gebiet der medizi-
nischen Chemie[6] haben zur Synthese einer Reihe von
aktivierten Peptidyl-Carbonylverbindungen wie des Trifluor-
methylketons TFMK3 und des Pentafluorethylketons PFEK4
geführt. Solche Moleküle sind klassische Serinprotease-In-
hibitoren, die reversibel stabile kovalente Addukte mit dem
Serinrest im aktiven Zentrum bilden.[7] Aber die Möglichkeit,
durch TRNOE-Techniken die Konformation der an die
Protease gebundenen Inhibitoren aufzuklären, ist wegen ihrer
sehr langsamen Austauschgeschwindigkeiten ausgeschlossen.
Um dieses Problem zu umgehen, wurden die Methylketone
MK1 und MK2 entworfen und hergestellt. Obwohl diese
ihren wirksamen, aktivierten Carbonylanaloga sehr ähnlich
sind, verläuft der Austausch zwischen der freien und der
gebundenen Form sehr schnell, da sie keine kovalenten
Hemiacetal-Addukte mit der Protease bilden können.[8] Eine
andere Schlüsseleigenschaft von MK1 und MK2 ist das
Vorhandensein der Keton-CH3-Gruppe, die eine äquivalente
Position einnimmt wie eine P1'-Amid-NH-Gruppe[10] und
deren NMR-Signale Informationen über die Konformation
gebundener Peptide in der P1-P1'-Region liefern kann.

In ersten 1D-NMR-Experimenten[11] wurde eine durch
HCMV-Protease induzierte Linienverbreiterung der Proto-
nensignale von MK1 erhalten. Im Einklang mit einer spezi-
fischen Komplexierung durch das Enzym weist das 1H-NMR-
Spektrum des Inhibitors nach der Titration mit dem Enzym
eine fast gleichmäûige Verbreiterung auf, verglichen mit den
Signalen des nicht enzymgebundenen Liganden. Die in
Abbildung 1 A dargestellten enzymabhängigen ¾nderungen

Abb. 1. A) Durch HCMV-Protease induzierte ¾nderungen des 1H-NMR-
Signals der P1-a-Methylgruppe von MK1: MK1 allein (schwarz) und in
Gegenwart des Enzyms bei 30fachem (grün), 15fachem (blau) und 7fachem
molarem Inhibitorüberschuû (rot). B) Die Auswirkung von PFEK4 auf die
Protease-induzierten Veränderungen des P1-a-Methylsignals von MK1:
MK1 allein (schwarz), 7facher Überschuû von MK1 in Gegenwart von
HCMV-Protease (rot) und nach Zugabe von PFEK4 (cyanblau). (Die
Signale sind der Übersichtlichkeit wegen versetzt dargestellt.)

des Methylsignals der Alanineinheit an Position P1 sind
repräsentativ für die insgesamt beobachteten Veränderungen
im Spektrum. Nach Zugabe von PFEK4 zur Probe wurden
wieder die Peakhöhen der Protonensignale von freiem MK1

[*] Dr. S. H. Kawai, Dr. S. R. LaPlante, Dr. D. R. Cameron, N. Aubry,
Dr. P. R. Bonneau, Dr. R. DeÂziel, C. Grand-Maître,
Dr. W. W. Ogilvie
Departments of Chemistry and Biological Sciences
Bio-MeÂga Research Division
Boehringer Ingelheim (Canada) Ltd.
2100 Cunard St., Laval, PQ, H7S 2G5 (Kanada)
Fax: (�1) 514-682-8434

[**] Wir danken Dr. L. LagaceÂ und M.-J. Massariol für die Überlassung
des hier verwendeten Enzyms, G. Fazal, J. A. O�Meara und C. Chabot
für die Synthese von aktivierten Carbonyl-Inhibitoren, Prof. L. Tong
für die Daten der Röntgenstrukturanalyse sowie Drs. F. Ni, Z. Chen
und P. Xu für hilfreiche Diskussionen und technische Unterstützung.



ZUSCHRIFTEN

Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 19 � WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998 0044-8249/98/11019-2859 $ 17.50+.50/0 2859

erreicht, eine Folge der Verdrängung von MK1 aus dem
aktiven Zentrum durch sein sehr viel wirksameres, aktiviertes
Carbonylanalogon (Abb. 1 B).

Um ausführliche Strukturinformationen über die Bindung
dieser Inhibitoren zu erhalten, wurden TRNOE-Studien
durchgeführt. Wegen der ungünstigen Überlagerung der
tert-Butyl-Signale an den Positionen P3 und P4 von MK1
bei 1D-Untersuchungen wurde für die TRNOE-Experimente
das Isopropylanalogon MK2 eingesetzt, dessen Seitenketten-
signale gut getrennt waren. Das 1H-NOESY-NMR-Spektrum
von MK2 in Gegenwart von HCMV-Protease (ausgewählte
Bereiche sind in Abb. 2 gezeigt) läût negative NOE-Kreuzsi-
gnale erkennen, die aus der Kreuzrelaxation zwischen Protonen
des enzymgebundenen Inhibitors resultieren. Abbildung 2 A,

Abb. 2. Ausgewählte Bereiche des 2D-NOESY-NMR-Spektrums von
MK2 (3.1 mm) in Gegenwart von HCMV-Protease (0.26 mm), aufgenom-
men mit einer Mischzeit von 150 ms. A) Der NH-aliphatische Bereich. B)
Der aliphatische Bereich mit wichtigen Korrelationen zwischen Seiten-
kettenresten.

die den NH/aliphatischen Bereich des Spektrums wiedergibt,
liefert ein Muster von Amid-CaH-Korrelationen zwischen
CaH(i) und NH(i� 1) von starker Intensität im Wechsel mit
schwachen Kreuzsignalen zwischen CaH(i) und NH(i) inner-
halb eines Restes, was charakteristisch für eine gestreckte
Peptidkonformation ist.[12] Dies wird durch andere prominen-

te NOE-Signale bestätigt, die in Abbildung 2 B angegeben
sind und zu denen auch das zwischen der Methylgruppe an
Position P2 und der an P4 gehört. Von Bedeutung ist auch ein
Kreuzsignal zwischen einer der Seitenketten-Methylgruppen
an Position P2 und der Keton-Methylgruppe, das auf das
Vorhandensein eines ¹Knicksª am C-terminalen Kettenende
hindeutet.

Die Volumina der NOE-Kreuzsignale wurden anschlieûend
skaliert und in Interproton-Abstandsbeschränkungen (dis-
tance restraints) umgerechnet,[13] um die Konformation von
enzymgebundenem MK2 durch Molecular Modeling mit der
Methode des eingeschränkten simulierten Temperns (restrai-
ned simulated annealing) zu berechnen. Diese Rechnungen[14]

lieferten ein einziges Ensemble von Strukturen, für die ein
repräsentatives, mit den NMR-Daten übereinstimmendes
Beispiel in Abbildung 3 dargestellt ist. Sowohl die gestreckte

Abb. 3. Stereoansicht einer repräsentativen, aus NMR-Daten abgeleiteten
Struktur von an HCMV-Protease gebundenem MK2, erhalten durch
eingeschränktes simuliertes Tempern.

Rückgratkonformation als auch der Knick zwischen den
Positionen P1 und P1' sind klar ersichtlich.

Schlieûlich ermöglicht die Aufklärung der Kristallstruktur
des kovalenten Komplexes der HCMV-Protease mit dem
Peptidyl-a-ketoamid-Inhibitor AKA5[15] den Vergleich von
Konformationen gebundener Inhibitoren, die unabhängig
voneinander durch NMR- und kristallographische Methoden
bestimmt wurden. Wie in Abbildung 4 erkennbar ist, stimmen

Abb. 4. Vergleich der Struktur des an HCMV-Protease gebundenen
Inhibitors MK2 (blau, 29 niederenergetische Konformere), die aus
TRNOE-Methoden bestimmt wurde, mit der des Inhibitors AKA5 (grau,
vier kristallographisch unabhängige Konformere), die aus der Kristall-
struktur des Enzym-Inhibitor-Komplexes[15] erhalten wurde.
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die vier kristallographisch bestimmten Strukturen und die 29
übereinandergelagerten Strukturen aus NMR-Untersuchun-
gen sehr gut überein.

Die hier beschriebenen Ergebnisse unterstreichen den
Nutzen von Peptidylmethylketonen für die Aufklärung der
Struktur aktivierter Carbonyl-Inhibitoren einer Serinprotease
durch TRNOE-Methoden. Die Konformation von MK2 im
enzymgebundenen Zustand wird für den gezielten Entwurf
von HCMV-Protease-Inhibitoren und damit möglicherweise
auch für die Entwicklung von Wirkstoffen gegen eine HCMV-
Infektion ein wichtiges Hilfsmittel sein.
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