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1. Einleitung

Eine der großen Herausforderungen der biomedizini-
schen Forschung ist das genaue Verst�ndnis davon, wie die
Expression von Proteinen innerhalb der Zelle die biologische
Funktion bestimmt. Es ist offensichtlich geworden, dass die
meisten Proteine nicht isoliert agieren, sondern als Bestand-
teile von Proteinkomplexen.[1] Die zellul�re Funktion eines
bestimmten Proteins kann von der genauen Zusammenset-
zung seines Proteinkomplexes abh�ngen. Wegen der zentra-
len Rolle von Proteinkomplexen in zellul�ren Prozessen
k*nnen fehlerhafte Protein-Protein-Wechselwirkungen
pathologische Erscheinungen hervorrufen; umgekehrt
erm*glicht die Modulation solcher Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen mit niedermolekularen organischen Molek-len
aber auch die Behandlung von Humankrankheiten.

Die prinzipielle Eignung niedermolekularer organischer
Molek-le f-r die Beeinflussung von Protein-Protein-Wech-
selwirkungen ist anhand vieler Naturstoffe eindrucksvoll
gezeigt worden. Die Taxane Paclitaxel (Taxol),[2] ein Diter-
penoid aus der Rinde der pazifischen Eibenart Taxus brevi-
folia, und sein semisynthetisches Derivat Docetaxel (Taxo-
t4re)[3] sind f-r die Behandlung einiger Krebsarten beim
Menschen zugelassen worden. Sie binden an die b-Unter-
einheit des Tubulin-Heterodimers und stabilisieren dadurch
die Wechselwirkung zwischen Tubulin-Heterodimeren,
wodurch die Polymerisation von Tubulin zu Mikrotubuli
beschleunigt wird. Da Mikrotubuli w�hrend der Mitose nicht
nur polymerisieren sondern auch depolymerisieren m-ssen,
f-hrt die Stabilisierung der Mikrotubuli durch Taxane zum
Zellzyklusarrest, wodurch letztlich die Apoptose (program-
mierter Zelltod) von Krebszellen herbeigef-hrt wird. Weitere
mikrotubulistabilisierende Naturstoffe[4] sind unter anderem
Laulimalid,[5] die Epothilone A und B,[6] Eleutherobin[7] und
Discodermolid.[8] Ein Epothilon-B-Derivat befindet sich zur-
zeit in klinischen Studien.[9] Brefeldin A, ein Pilzmetabolit,[10]

der in der Zellbiologie als Inhibitor der Proteinsekretion
genutzt wird, stabilisiert die Protein-Protein-Wechselwirkung
zwischen Guanidindiphosphat(GDP)-gebundenen Proteinen
der Arf-Familie und Sec7-Dom�nen.[11] Die F�higkeit
bestimmter Naturstoffe zur Bindung an Proteine wurde in
den bahnbrechenden Arbeiten von Schreiber und Crabtree
zum Design von CID-Systemen genutzt (CID= chemical
inducer of dimerization; chemischer Ausl*ser der Dimerisie-
rung). Sowohl FK1012[12] (ein Dimer der nat-rlich vorkom-
menden niedermolekularen Verbindung FK506) und ein aus
FK506 und Cyclosporin A bestehendes Fusionsmolek-l[13] als
auch Rapamycin und dimeres Cyclosporin A[14] induzieren
die Dimerisierung von Rezeptoren, deren extrazellul�re
Dimerisierungsdom�nen durch genetische Manipulation ent-
fernt wurden, und bewirken damit die Signaltransduktion und
die spezifische Aktivierung von Zielgenen.[15] In �hnlicher
Weise wurden FK506 und Rapamycin eingesetzt, um die
Aktivit�t von Transkriptionsfaktoren wiederherzustellen,
deren funktionelle Dom�nen voneinander getrennt und mit
den Bindungsproteinen dieser organischen Molek-le ver-
kn-pft wurden.[16] Die Weiterentwicklung des Forschungsan-
satzes hat in letzter Zeit neuartige CID-Systeme hervor-
gebracht.[17]

Obwohl diese Beispiele die generelle Eignung nieder-
molekularer organischer Molek-le zur Modulation von Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen demonstrieren, bereitet die
Anwendung dieses Prinzips in der Wirkstoffforschung einige
Probleme. Die erste Schwierigkeit liegt in der Identifizierung
von Leitstrukturen f-r die Modulation von Protein-Protein-
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Viele Proteine �ben ihre biologische Funktion als Bestandteile von
Komplexen aus, und die Funktionen von Proteinen werden oft durch
die spezifischen Wechselwirkungen mit anderen Proteinen bestimmt.
Wegen der zentralen Bedeutung von Protein-Protein-Wechselwir-
kungen f�r zellul#re Prozesse kann die Modulation dieser Wechsel-
wirkungen Funktionen bestimmter Proteine innerhalb der Zelle
wirksam beeinflussen. Zellpermeable organische Modulatoren von
Protein-Protein-Wechselwirkungen sind daher interessante Verbin-
dungen sowohl f�r die Untersuchung physiologischer zellul#rer
Prozesse als auch f�r die Behandlung zahlreicher Krankheiten. Hier
werden einige Protein-Protein-Wechselwirkungen vorgestellt, die
weithin als pharmazeutische Angriffspunkte gelten, und der Leser
wird mit erfolgreichen Strategien zur Identifizierung nieder-
molekularer Modulatoren dieser Wechselwirkungen vertraut gemacht.
Diese Beispiele lassen erwarten, dass die interdisziplin#re Forschung
in der funktionellen Proteomik, der Assay-Entwicklung und der
organischen Synthese neuartige Wege und M0glichkeiten f�r die
zuk�nftige Behandlung von Humankrankheiten er0ffnen wird.
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Wechselwirkungen, f-r die keine nat-rlich vorkommenden
proteinbindenden niedermolekularen Molek-le bekannt
sind. Falls die Protein-Protein-Grenzfl�che aus kurzen zusam-
menh�ngenden Bindungsdom�nen besteht, eignen sich von
der Protein-Protein-Grenzfl�che abgeleitete Peptide als Leit-
strukturen f-r die nachfolgende chemische Optimierung. Das
Vorliegen solcher zusammenh�ngender Sequenzmotive in
den Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen Integrinen
und ihren extrazellul�ren Liganden half vermutlich bei der
Entdeckung zahlreicher niedermolekularer Inhibitoren
dieser Protein-Protein-Wechselwirkungen. Ein Inhibitor
wird zurzeit klinisch gepr-ft,[18] und zwei weitere werden
bereits klinisch eingesetzt.[19] Allerdings sind die Bindungs-
epitope vieler Protein-Protein-Grenzfl�chen in der Prim�r-
struktur nicht kontinuierlich, wodurch die rationale Entwick-
lung von Mimetika der Bindungsstellen erschwert wird.

Des Weiteren ergaben Untersuchungen, dass die Fl�che
der Grenzfl�chen in Proteinkomplexen (in Abh�ngigkeit von
der Natur des Komplexes) in der Regel gr*ßer als 1100 G2

ist[20] und damit die potenzielle Bindungsfl�che einer nieder-
molekularen Verbindung um ein Vielfaches -bersteigt. Der
Versuch, solche Protein-Protein-Wechselwirkungen mit nie-
dermolekularen, oral einsetzbaren Verbindungen zu modu-
lieren, schien daher auf den ersten Blick unm*glich. Es wurde
jedoch gezeigt, dass selbst ein kleiner Teil der Protein-
Protein-Grenzfl�che einen großen Beitrag zur Freien Energie
der Bindung zwischen den Proteinen leisten kann.[21] Solche
Hot-Spots der Freien Bindungsenergie scheinen in Protein-
Protein-Grenzfl�chen generell vorzukommen.[22] Hot-Spot-
Aminos�uren treten geh�uft im Zentrum der Protein-Pro-
tein-Grenzfl�che auf und sind von energetisch weniger
wichtigen Aminos�uren umgeben, deren Funktion vermut-
lich im Abschirmen der Hot-Spots gegen L*sungsmittel-
molek-le besteht.

Die dritte Schwierigkeit liegt darin begr-ndet, dass Pro-
tein-Protein-Grenzfl�chen oft relativ eben sind und daher
m*glicherweise keine Bindungsstellen f-r kleine organische
Molek-le aufweisen.[23] Trotz dieser Schwierigkeiten wurden
bislang einige niedermolekulare Modulatoren großfl�chiger
Protein-Protein-Wechselwirkungen identifiziert und teilweise
bereits in Ibersichtsartikeln diskutiert.[24]

Hier beschreiben wir einige pharmazeutisch interessante
Protein-Protein-Wechselwirkungen, deren zugeh*rige Grenz-
fl�chen meist groß und nicht notwendigerweise kontinuierlich

sind, undmachen den Leser mit Strategien zur Identifizierung
niedermolekularer Modulatoren (sowohl Inhibitoren als auch
Agonisten und Stabilisatoren) dieser Protein-Protein-Wech-
selwirkungen vertraut. Die vorgestellten Ans�tze lassen sich
in drei Gruppen teilen: Der erste Ansatz beruht auf der
Identifizierung von Peptiden, die von der Grenzfl�che
zwischen den Proteinen abgeleitet sind und die Wechselwir-
kung zwischen den Proteinen durch kompetitive Bindung an
eines der Proteine inhibieren. Diese Peptide werden anschlie-
ßend durch den Einbau nichtnat-rlicher Aminos�uren oder
durch andere chemische Modifizierungen optimiert. Das
letztgenannte Kriterium schließt viele unmodifizierte Peptid-
inhibitoren von Protein-Protein-Wechselwirkungen aus, von
denen viele durch die Phagen-Display-Methode entdeckt
wurden.[24d,25] Der zweite Ansatz umfasst das In-vitro- oder
zellbasierte Screening chemischer Bibliotheken nach Modu-
latoren von Protein-Protein-Wechselwirkungen. Der dritte
Ansatz beschreibt das virtuelle (in silico) Screening chemi-
scher Datenbanken nach kleinen Molek-len, die mit großer
Wahrscheinlichkeit an einen Hot-Spot der betreffenden Pro-
tein-Protein-Wechselwirkung binden. Mit Ausnahme der im
ersten Ansatz diskutierten Molek-le wird sich dieser Aufsatz
auf nichtpeptidische Molek-le konzentrieren. Es werden
weder Protein-Protein-Wechselwirkungen behandelt, die
durch kurze zusammenh�ngende Bindungsdom�nen vermit-
telt werden und in der Signaltransduktion eine Rolle spielen
(z.B. Wechselwirkungen von SH2-[26] oder SH3-Dom�nen[27]),
noch Inhibitoren der Wechselwirkungen zwischen Integrinen
und Proteinen der extrazellul�ren Matrix; diese wurden
bereits eingehend diskutiert.[18, 19,28] Der eindrucksvolle Fort-
schritt, der bis heute auf dem Gebiet der Modulation von
Protein-Protein-Wechselwirkungen mit niedermolekularen
organischen Molek-len erzielt wurde, veranschaulicht, dass
das interdisziplin�re Zusammenspiel von biologischer und
organisch-pr�parativer chemischer Forschung zu großen
Fortschritten in der k-nftigen Wirkstoffforschung f-hren
kann.

2. Von Dimerisierungsgrenzfl�chen abgeleitete
Peptide und Peptidmimetika

2.1. Inhibitoren der HIV-Protease-Dimerisierung

Die von dem HIV-1-Genom codierte Protease (HIV-1-
Protease) spielt eine wesentliche Rolle im Lebenszyklus des
Human-Immunschw�che-Virus(HIV)-1. Sie wandelt die gag-
und gag/pol-Proteinvorstufen zu funktionellen viralen Pro-
teinen um, die f-r die virale Infektion weiterer Wirtszellen
ben*tigt werden.[29] Die zurzeit f-r die Inhibierung der HIV-
1-Protease in HIV-Patienten verwendeten Medikamente
inhibieren das Katalyse-Zentrum des Enzyms.[30] Unser
gegenw�rtiges Unverm*gen, HIV-Infektionen langfristig
effektiv zu behandeln, ist das Resultat fortw�hrender viraler
Mutationen, die die Wirksamkeit der vorhandenen Inhibito-
ren reduzieren.[31]

Die HIV-1-Protease ist ein homodimeres Enzym; sowohl
das aktive Zentrum als auch die Substrat-Bindungstasche
liegen ausschließlich in der dimeren Form vor.[32] Interessan-
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terweise sind die Dimerisierungsdom�nen in HIV-Isolaten
hoch konserviert, m*glicherweise weil eine Mutation in
dieser Region in einem Proteinmolek-l eine passende Muta-
tion in einem anderen Proteinmolek-l erfordert, um ein
funktionelles Dimer zu bilden.[33] Die Inhibierung der Asso-
ziation von HIV-1-Protease-Untereinheiten wurde als alter-
natives therapeutisches Ziel f-r die HIV-1-Therapie vorge-
schlagen, weil Inhibitoren der Assoziation von HIV-1-Pro-
tease-Untereinheiten wahrscheinlich weniger anf�llig f-r
Wirkstoffresistenzen sind.

Die Dimerisierungsgrenzfl�che der HIV-1-Protease
besteht zum großen Teil aus den N- und C-Termini der
HIV-1-Protease-Monomere, die versetzt ineinander greifen
und eine vierstr�ngige antiparallele b-Faltblattstruktur
bilden. Die Umgebung der N- und C-Termini entspricht
ungef�hr der H�lfte der gesamten Protein-Protein-Grenzfl�-
che, tr�gt aber mehr als 75% zur Freien Bindungsenergie des
Homodimers bei.[34] Die M*glichkeit, HIV-1-Protease durch
Peptide aus der Grenzfl�che zu inhibieren, wurde erstmals
von Poorman et al. beschrieben. Diese berichteten, dass das
vom C-Terminus der HIV-1-Protease abgeleitete Tetrapeptid
Ac-Thr-Leu-Asn-Phe-COOH das Enzym -ber einen disso-
ziativen Mechanismus inhibiert.[35] Chmielewski et al. ver-
suchten, die ineinander greifenden Termini der HIV-1-Pro-
tease zu imitieren. Sie entwickelten verbesserte Dimerisie-
rungsinhibitoren, bei denen vom N-Terminus abgeleitete
Peptidsequenzen mithilfe eines flexiblen Linkermolek-ls
mit vom C-Terminus des Enzyms abgeleiteten Peptidsequen-
zen verkn-pft wurden. 1 inhibierte HIV-1-Protease mit einem
IC50-Wert von 350 nm (bei 25 nm Protease) -ber einen
dissoziativen Mechanismus und diente als Ausgangspunkt
f-r die Untersuchung von Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen,
deren Ziel die Identifizierung von Dimerisierungsinhibitoren
von HIV-1-Protease-Untereinheiten mit verringertem Mole-
kulargewicht war (Schema 1).[36] Das Alanin-Scanning von 1
zeigte die Bedeutung der C-terminalen Aminos�uren beider
Peptidketten f-r die Aktivit�t der Verbindung auf.[37] Nach-
einanderfolgende Deletionen von weniger wichtigen N-ter-
minalen Aminos�uren von 1 f-hrte zur Synthese des Peptids
2 (IC50= 9200 nm), das das Enzym kompetitiv inhibiert.[38]

Nachdem der dissoziative Inhibierungsmodus durch Ersatz
des Trp-OH-Restes von 2 durch Phe-NH2 wiederhergestellt
worden war, verbesserte der zus�tzliche Austausch der
Isobutylgruppe des Leucinrestes durch eine Cyclohexyl-
gruppe in 3 deutlich deren inhibitorische Aktivit�t (IC50=
680 nm bei 25 nm Protease). Verbindung 3 k*nnte wegen ihres
verringerten Molekulargewichts mit 933 gmol�1 bezogen auf
1 mit 1586 gmol�1 eventuell als Leitstruktur f-r die weitere
chemische Optimierung dienen.

M*glicherweise f-hrt die Flexibilit�t der von Chmie-
lewski et al. verwendeten ges�ttigten aliphatischen Linker-
molek-le einen ung-nstigen Entropie-Term in die Freie
Energie der Wechselwirkung des Komplexes zwischen dem
Inhibitor und der monomeren Protease ein. Um die Hypo-
these zu pr-fen, dass weniger flexible Linkermolek-le
zwischen den Peptidketten aktivere Dimerisierungsinhibito-
ren ergeben, verkn-pften Sicsic et al. die Peptidketten durch
Arylgruppen.[39] Die urspr-nglichen N- und C-terminalen
Tetrapeptidsequenzen wurden durch Aminos�ureaustausch
und Deletionen variiert. Um die Synthesen zu erleichtern,
wurden identische Peptide an beiden Seiten des starren
aromatischen Ger-stes synthetisiert. Die aktivste Verbin-
dung, 4, inhibierte die HIV-1-Protease mit einem IC50-Wert
von 2 mm (bei 7.5 nm Protease) -ber einen dissoziativen
Mechanismus (Abbildung 1). Interessanterweise bildet die in
4 enthaltene Pepidsequenz nicht die im antiparallelen b-
Faltblatt der HIV-1-Protease enthaltenen Sequenzen nach.
Kiso et al. verkn-pften die N- und C-terminalen Aminos�u-
ren der HIV-1-Protease mit 4-(2-Aminoethyl)-6-dibenzofu-
ranpropions�ure und erreichten mit 5 die Inhibierung des
Enzyms -ber einen dissoziativen Mechanismus mit einem
IC50-Wert von 12 mm (3.2–23.8 nm Protease).[40] Obwohl der
direkte Vergleich des Einflusses der unterschiedlichen Lin-
kermolek-le durch die uneinheitlichen Peptidketten und
Assaybedingungen erschwert wird, l�sst sich feststellen, dass
die Verbindungen mit den flexiblen Alkyl-Linkermolek-len
die h*chste Aktivit�t aufweisen. Dies deutet darauf hin, dass
die Flexibilit�t des Linkermolek-les in der Tat notwendig f-r
die effiziente Bindung der Peptidketten an das HIV-1-Pro-
tease-Monomer sein kann. Die Beobachtung, dass die Ein-

Schema 1. Entwicklung des HIV-1-Protease-Dimerisierungsinhibitors 3 ausgehend von 1.
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f-hrung von cis- und trans-Alken-Funktionalit�ten oder einer
Alkingruppe in den (CH2)14-Linker von 1 dessen inhibitori-
sche Wirksamkeit reduziert, stimmt mit diesem Erkl�rungs-
ansatz -berein.[41]

Schramm et al. f-hrten ausgiebige Mutations- und De-
letionsanalysen sowie eine computergest-tzte Modellierung
der C-terminalen HIV-1-Protease-Sequenzen durch.[42] Diese
Arbeiten f-hrten zur Identifizierung zahlreicher N-palmi-
toylgesch-tzter Tripeptide mit IC50-Werten im nanomolaren
Konzentrationsbereich. Die Verbindung N-Palmitoyl-Tyr-
Glu-Leu-OH inhibierte die Enzymdimerisierung mit IC50=
150 nm (15–30 nm Protease)[43] und k*nnte eine weitere
Ausgangsstruktur f-r die Entwicklung von HIV-1-Protease-
Dimerisierungsinhibitoren sein.

Nat-rlich vorkommende Inhibitoren der HIV-1-Dimeri-
sierung sind eine interessante Alternative zu rational entwor-
fenen Dimerisierungsinhibitoren. Obwohl sie nicht von der
Grenzfl�che der HIV-1-Protease abgeleitet sind, sollen sie an
dieser Stelle besprochen werden, um einen direkten Vergleich
zwischen den unterschiedlichen Ans�tzen zu erm*glichen.
Didemnaketal A (6) wurde aus der SeescheideDidemnum sp.
isoliert und inhibierte HIV-1-Protease mit einem IC50-Wert
von 2 mm (Abbildung 2).[44] Die Bestimmung der absoluten
Konfiguration der stereogenen Zentren in der Pentaester-
Seitenkette wurde durch die geringe Menge an zur Verf-gung
stehender Substanz von 6 verhindert. Das vereinfachte syn-
thetische Analogon 7, das der strukturellen Optimierung
leichter zug�nglich ist, wies die gleiche inhibitorische Wir-
kung wie Didemnaketal A auf und wirkt ebenfalls -ber einen
dissoziativen Mechanismus.[45] Wegen ihres nichtpeptidischen
Charakters z�hlen 6 und 7 zu den vielversprechendsten
Leitstrukturen zur Inhibierung der Assoziation von HIV-1-
Protease-Untereinheiten.

2.2. Inhibitoren der Assoziation von Ribonucleotid-Reduktase-
Untereinheiten des Herpes-Simplex-Virus

Ein großer Teil der Weltbev*lkerung ist mit dem Herpes-
Simplex-Virus (HSV) vom Typ 1 oder 2 infiziert. Diese Viren
k*nnen viele Krankheiten ausl*sen, darunter auch labialen
und genitalen Herpes.[46] Die zurzeit eingesetzten Medika-
mente sind Nucleosid-Analoga (z.B. Acyclovir), die zun�chst
von der viralen Thymidinkinase und anschließend von
zellul�ren Kinasen phosphoryliert und somit in Inhibitoren
der viralen DNA-Polymerase -berf-hrt werden.[47] Das virale
Enzym Ribonucleotid-Reduktase, das Ribonucleotiddiphos-
phate in die entsprechenden Desoxyribonucleotide konver-
tiert, wurde als ein weiteres potenzielles Ziel f-r die
Behandlung der von HSV hervorgerufenen Symptome dis-
kutiert.[48] Die HSV-Typen 1 und 2 codieren f-r eigene
Ribonucleotid-Reduktasen, die bei M�usen wichtig f-r die
virale Virulenz und die Reaktivierung aus der Latenz sind.[49]

Die aktive Form der Ribonucleotid-Reduktase entsteht durch
Assoziation der großen Untereinheit R1 mit der kleinen
Untereinheit R2.[50] Der C-Terminus von R2 ist notwendig f-r
die Assoziation beider Untereinheiten.[51] Vom C-Terminus
der R2-Untereinheit abgeleitete Peptide verhinderten die
Assoziation der Untereinheiten und inhibierten dadurch die
Enzymaktivit�t.[52]

Das vom C-Terminus von HSV-R2 abgeleitete Hexapep-
tid Ala-Val-Val-Asn-Asp-Leu (8) war der Ausgangspunkt f-r
die Entwicklung von Inhibitoren der Assoziation der Enzym-
Untereinheiten. Die systematische Variation der Seitenket-
ten[53] dieses Hexapeptids gipfelte in der Entdeckung von
BILD1357 (9), das in einem In-vitro-Bindungsassay mindes-
tens 58000-mal aktiver als das Hexapeptid 8war (IC50< 1 nm ;
Abbildung 3).[54] Trotz seines peptidischen Charakters inhi-
bierte BILD1357 die Replikation von HSV in Zellkultur
hocheffizient (EC50= 0.8 mm gegen HSV-1; zum Vergleich
Acyclovir: 2 mm) und unterdr-ckte die HSV-1-induzierte
Hornhautentz-ndung in einem Mausmodell beim Einsatz
einer 0.3-proz. Creme. Die Entwicklung von BILD1357
belegt eindrucksvoll, dass von der Protein-Protein-Grenzfl�-
che abgeleitete kurze Peptide sehr wertvolle Leitstrukturen
f-r die Wirkstoffforschung sein k*nnen.

Abbildung 1. Von der Grenzfl;che zweier HIV-1-Protease-Untereinhei-
ten abgeleitete Inhibitoren 4 und 5 mit starren Linkermolek&len.

Abbildung 2. Didemnaketal A (6) und das synthetische Analogon 7.
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2.3. Inhibitoren der p53/Hdm2-Wechselwirkung

Der Tumor-Suppressor p53 ist in den meisten Human-
Tumoren entweder durch Missense-Mutationen[55] oder durch
Bindung an Onkoproteine inaktiviert.[56] p53 tr�gt unter
anderem zur Genom-Integrit�t der Zelle durch die Ausl*sung
von Zellzyklusarrest[57] und Apoptose[58] als Reaktion auf die
Sch�digung der DNA[59] bei. In mehr als 30% der mensch-
lichen Sarkome kann die Inaktivierung von p53 mit der
Amplifikation des f-r das Onkoprotein Hdm2 codierenden
Gens in Verbindung gebracht werden.[60] DieWechselwirkung
mit Hdm2 inhibiert p53 auf zwei unterschiedliche Weisen:
Erstens bindet Hdm2 an die Transaktivierungsdom�ne von
p53 und inhibiert dadurch die Expression von p53-Zielgenen;
zweitens vermittelt ein Proteinkomplex, der Hdm2 enth�lt,
den Export von p53 aus dem Zellkern und den anschließen-
den Abbau von p53 durch cytoplasmatische Proteasomen.[61]

Die r*ntgenographisch bestimmte Struktur des Komple-
xes zwischen einem von p53 abgeleiteten Peptid undWildtyp-
Hdm2 zeigt, dass die Aminos�uren 18–26 von p53 eine
amphipathische a-Helix bilden, die an eine verl�ngerte
hydrophobe Spalte von Hdm2 bindet.[62] Die Aminos�uren
Phe19, Trp23 und Leu26 von p53 binden entlang dieser
Spalte, und die Substitution jeder einzelnen dieser Amino-
s�uren reduziert die Bindungsaffinit�t von p53 f-r Hdm2
erheblich. Das aus den Aminos�uren 16–27 von p53 beste-
hende Dodecapeptid 10 inhibierte die p53/Hdm2-Wechsel-
wirkung durch Bindung an Hdm2 (IC50= 8.7 mm in vitro,
Tabelle 1). Nach Optimierung der Sequenz durch Phagen-

Display[63] und Verk-rzung der Sequenz wurde das Octapep-
tid 11 als ebenso wirksamer Inhibitor identifiziert. Die
Substitution derjenigen Aminos�uren, die die Protein-Pro-
tein-Grenzfl�che nicht ber-hren, durch a,a’-disubstituierte
Aminos�uren erh*hte die Helicalit�t der Peptide und ver-
gr*ßerte damit die Affinit�t des Peptides 12 zu Hdm2. Die
anschließende Substitution von Tyr durch Phosphonomethyl-
phenylalanin (Pmp) stabilisierte eine Salzbr-cke mit der e-
Aminogruppe eines Lysinrestes in Hdm2 (Verbindung 13).
Schließlich wurde die Bindungsaffinit�t durch Substitution
von Trp23 mit 6-Chlortryptophan (ClTrp) (Verbindung 14,
IC50= 5 nm) drastisch erh*ht. Das Chloratom von ClTrp f-llt
den verbleibenden Raum der Tryptophan-Bindungstasche
von Hdm2 aus und erzeugt dadurch zus�tzliche Van-der-
Waals-Wechselwirkungen mit Hdm2.[64] In zellul�ren Assays
bewirkte 14 die Aktivierung undAkkumulierung von p53 und
verursachte p53-abh�ngigen Zellzyklusarrest und Apoptose
in einer Hdm2--berexprimierenden Krebszelllinie.[65] Leider
erforderte die geringe Zellpermeabilit�t von 14 dessen
Verwendung in einer Konzentration von 100 mm in diesen
zellul�ren Assays.

Weitere Inhibitoren der p53/Hdm2-Wechselwirkung
wurden bei zwei unabh�ngigen Forschungsans�tzen entdeckt.
Durch Screening von 53000 mikrobiellen Extrakten wurde
der Pilzmetabolit Chlorofusin als Inhibitor der p53/Hdm2-
Wechselwirkung identifiziert (IC50= 4.6 mm in vitro).[66]

Dieses zyklische Nonapeptid besteht aus nat-rlichen und
nichtnat-rlichen Aminos�uren und enth�lt ein Chromophor.
Holak et al. fanden heraus, dass bestimmte Chalkone (1,3-
Diphenyl-2-propen-1-one) an die Tryptophan-Bindungsta-
sche von Hdm2 binden und die p53/Hdm2-Wechselwirkung
im mikromolaren Konzentrationsbereich inhibieren
k*nnen.[67]

3. Niedermolekulare Modulatoren von Protein-
Protein-Wechselwirkungen durch Screening
chemischer Bibliotheken

3.1. Inhibitoren der Wechselwirkung zwischen Bcl-xL oder Bcl-2
und Bak-BH3-Dom�nen

Die Resistenz gegen Chemotherapeutika ist ein ernst-
haftes Problem bei der Behandlung von Krebserkrankun-
gen.[68] Die meisten konventionellen chemotherapeutischen
Agentien sch�digen zellul�re Bestandteile, was zu vielen
Reaktionen f-hren kann. Einer der gew-nschten Effekte ist
die Induktion von Apoptose, eines genau regulierten zellu-
l�ren Suizidprogramms. Dieses spielt eine wichtige Rolle in
der Abwehr gegen Zellen, die sich den normalen Prolifera-
tions-Kontrollmechanismen zu entziehen drohen.[69] Die
Iberexpression der anti-apoptotischen Gene bcl-2 und bcl-
xL aus der bcl-2-Familie wurde h�ufig in einigen soliden
Human-Krebsarten beobachtet und mit der Resistenz dieser
Tumore gegen die Chemotherapie in Verbindung gebracht.[70]

Bcl-2 wurde weiterhin durch die Effekte eines Antisense-
Oligonucleotids (Genasense, Genta Inc., USA), das zurzeit in
Kombination mit Cytostatika f-r die Behandlung unter-
schiedlicher Krebsarten in klinischen Studien getestet wird,

Abbildung 3. Peptid-Leitstruktur 8 und, optimierter Inhibitor der Asso-
ziation von HSV-Ribonucleotid-Reduktase-Untereinheiten
BILD1357 (9).

Tabelle 1: Peptidinhibitoren der p53/Hdm2-Wechselwirkung.[a]

Verb. IC50 [mm]

10 Ac-Gln-Glu-Thr-Phe19-Ser-Asp-Leu-Trp23-Lys-Leu-Leu26-
Pro-NH2

8.7

11 Ac-Phe19-Met-Asp-Tyr-Trp23-Glu-Gly-Leu26-NH2 8.9
12 Ac-Phe19-Met-Aib-Tyr-Trp23-Glu-Ac3c-Leu26-NH2 2.2
13 Ac-Phe19-Met-Aib-Pmp-Trp23-Glu-Ac3c-Leu26-NH2 0.3
14 Ac-Phe19-Met-Aib-Pmp-ClTrp23-Glu-Ac3c-Leu26-NH2 0.005

[a] Abk&rzungen: Aib=a-Aminoisobutters;ure, Pmp=Phosphonome-
thylphenylalanin, ClTrp=6-Chlortryptophan, Ac3c=1-Aminocyclopro-
pancarbons;ure.
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als Krebs-Zielmolek-l validiert.[71] Vermutlich verhindern
Bcl-2 und Bcl-xL die Apoptose, indem sie die Funktion
anderer, pro-apoptotischer Mitglieder der Bcl-2-Familie wie
Bax und Bak durch Bindung an deren BH3(Bcl-2-Homo-
logie-3)-Dom�ne inhibieren. Niedermolekulare Inhibitoren
der Wechselwirkung zwischen Bcl-2 oder Bcl-xL und der
BH3-Dom�ne pro-apoptotischer Bcl-2-Familienmitglieder
k*nnten daher die biologischen Funktionen der pro-apopto-
tischen Bcl-2-Familienmitglieder wiederherstellen. M*gli-
cherweise k*nnen solche Molek-le Krebsarten, die wegen
der Iberexpression anti-apoptotischer Bcl-2-Familien-
mitglieder resistent gegen Chemotherapie sind, wieder
empf�nglich f-r die Behandlung mit Chemotherapeutika
machen.

Um niedermolekulare Inhibitoren der Wechselwirkung
zwischen Bcl-xL und der BH3-Dom�ne von Bak zu identifi-
zieren, entwickelten Yuan et al.[72] einen auf Fluoreszenzpo-
larisation (FP)[73] beruhenden In-vitro-Assay. Dieser homo-
gene Assay ist allgemein anwendbar f-r die Analyse von
Protein-Protein-Wechselwirkungen, wenn das Molekularge-
wicht des gr*ßeren Proteins das Molekulargewicht des
kleineren Peptides oder Proteins um ein Vielfaches -ber-
steigt, und kann leicht an ein Hochdurchsatzformat angepasst
werden. Das Maß der Wechselwirkung zwischen der fluores-
zenzmarkierten BH3-Dom�ne von Bak und rekombinantem
Bcl-xL-Protein wurde durch Messung der Polarisation der
emittierten Fluoreszenz nach Anregung mit polarisiertem
Licht analysiert (Abbildung 4). In Abwesenheit eines Inhibi-

tors ist das fluoreszenzmarkierte BH3-Peptid an das gr*ßere
Bcl-xL-Protein gebunden. Da sich die r�umliche Orientierung
des großen Peptid/Proteinkomplexes zwischen den Zeitpunk-
ten der Fluoreszenzanregung und der Fluoreszenzemission
kaum ver�ndert, ist die Polarisation der emittierten Fluores-
zenz relativ hoch. Inhibitoren der Bcl-xL/Bak-BH3-Wechsel-
wirkung setzen das kleine, fluoreszenzmarkierte BH3-Peptid
frei, dessen erh*hte Rotationsbeweglichkeit im ungebunde-
nen Zustand zu einer Reduktion der Fluoreszenzpolarisation
f-hrt.

Eine aus 16320 Substanzen bestehende k�ufliche Biblio-
thek wurde durchmustert, und die drei Verbindungen BH3I-1
(15), BH3I-1’ (16) und BH3I-2 (17) wurden als Inhibitoren
der Bcl-xL/Bak-BH3-Wechselwirkung identifiziert (Ki= 2.4–
4.1 mm ; Abbildung 5). Analoga dieser Verbindungen wurden

auch als Bcl-xL/Bak-BH3-Inhibitoren identifiziert. NMR-
Untersuchungen zeigten, dass die Inhibitoren an die BH3-
Bindungstasche von Bcl-xL binden. Die Bcl-xL/Bak-BH3-
Inhibitoren stellten die biologische Funktion der pro-apopto-
tischen Bcl-2-Familienmitglieder in Zellkulturexperimenten
wieder her und gestatteten vormals resistenten Zellen den
Eintritt in die Apoptose. In einem unabh�ngigen Ansatz
fanden Hockenbery et al. heraus, dass eine Mischung der
Antimycin-A-Isomere (18), die zuvor als Inhibitor des mito-
chondriellen Elektronentransfers verwendet wurde, ebenfalls
die Bindung der BH3-Dom�ne von Bcl-2 oder Bcl-xL an ein
BH3-Peptid kompetitiv inhibiert.[74] Die chemische Optimie-
rung dieser Inhibitoren k*nnte zu neuartigen Ans�tzen zur
Behandlung von Krebsarten f-hren, die resistent gegen
Chemotherapeutika sind.

3.2. Inhibitoren der Myc/Max-Dimerisierung

Der Transkriptionsfaktor c-Myc spielt bei sch�tzungs-
weise jedem siebten Krebstod eine Rolle.[75] Im Burkitt-
Lymphom und anderen lymphatischen Erkrankungen ist das
c-myc-Gen in die unmittelbare Umgebung eines Immun-
globulin-Enhancers transloziert, wodurch das Gen konstitutiv
exprimiert wird.[76] Das c-myc-Gen ist auch in Lungen-[77] und
Brustkarzinomen amplifiziert,[78] und eine erh*hte Expres-
sion des c-Myc-Proteins liegt in der Mehrzahl der Darm-
karzinome vor.[79] Die gezielte Iberexprimierung von c-myc
verursacht h�matopoetische Tumore in transgenen
M�usen,[80] und die dauerhafte Aktivierung von c-Myc
gen-gt, um pr�maligne Ver�nderungen in der Hautepidermis
hervorzurufen.[81] Da die onkogene Aktivit�t von c-Myc
vollst�ndig von dessen Bindung an seinen Aktivierungspart-

Abbildung 4. Prinzip des f&r die Suche nach Bcl-xL/Bak-BH3-Inhibito-
ren verwendeten Fluoreszenzpolarisationsassays. Gr&nes Oval: großes
Bcl-xL-Protein, roter Keil: kleines BH3-Peptid, blaues Quadrat: Fluoro-
phor, Pfeil : Vektor des Hbergangsdipolmoments der Fluoreszenz-
emission.

Abbildung 5. Inhibitoren der Wechselwirkung zwischen Bcl-xL und
BH3-Dom;nen.
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ner Max abh�ngt,[82] k*nnten Inhibitoren der Myc/Max-
Wechselwirkung die Aktivit�t von c-Myc regulieren. Damit
sind sie von pharmakologischem Interesse f-r die Behand-
lung von Krebsarten, die von der konstitutiven Aktivierung
von c-Myc abh�ngen.

c-Myc und Max weisen unmittelbar aufeinander folgende
basische, Helix-Loop-Helix und Leucin-Zipper(bHLH-LZ)-
Dom�nen auf. Die Struktur des verwandten Max/Max-
Homodimers im Kristall l�sst vermuten,[83] dass das Myc/
Max-Dimer als ein paralleles linksg�ngiges 4-Helix-B-ndel
vorliegt, in dem jedes Monomer zwei durch eine Schleife
getrennte a-helicale Segmente aufweist. W�hrend die basi-
schen Dom�nen und die N-terminalen Helices die Bindung
an spezifische DNA-Sequenzen in den Promotoren von c-
Myc-Zielgenen vermitteln, besteht die Dimerisierungsgrenz-
fl�che aus den C-terminalen Helix-Motiven und den Leucin-
Zippern, die als parallele ineinander gewundene Helices
(coiled-coil) vorliegen. Die Protein-Protein-Grenzfl�che
besteht gr*ßtenteils aus hydrophoben Aminos�uren.[84]

Wegen des parallelen Verlaufs und der identischen L�nge
der Dimerisierungsdom�nen von c-Myc und Max war ein auf
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)[85] beruhen-
der Bindungsassay f-r das Durchmustern nach Inhibitoren
der Myc/Max-Wechselwirkung sehr gut geeignet. FRET kann
zwischen zwei Fluorophoren auftreten, wenn das Emissions-
spektrum des Donor-Fluorophors mit dem Anregungsspek-
trum des Acceptor-Fluorophors -berlappt. Da die Effizienz
von FRET in reziproker Beziehung zur sechsten Potenz des
Abstands zwischen den Fluorophoren steht, erm*glicht diese
Methode die Analyse von Bindungsgleichgewichten zwischen
Molek-len, die mit zwei geeigneten Fluorophoren fusioniert
sind. Vogt et al. exprimierten die Dimerisierungsdom�nen
von c-Myc und Max als Fusionsproteine mit cyanfarbenem
fluoreszierendem Protein (CFP) bzw. gelb fluoreszierendem
Protein (YFP).[86] Nach Anregung von CFP erm*glichte die
geringe Entfernung zwischen den Fluorophoren im c-Myc/
Max-Dimer den Energietransfer von CFP zu YFP (Abbil-
dung 6). Inhibitoren der Wechselwirkungen zwischen den
Dimerisierungsdom�nen von c-Myc und Max erh*hten die
mittlere Entfernung zwischen c-Myc und Max und verrin-
gerten dadurch die zwischen den Fluorophoren -bertragene
Energie, was zu charakteristischen Ver�nderungen im Fluo-
reszenzspektrum f-hrte.

Das Durchmustern von etwa 7000 chemischen Verbin-
dungen[87,96] resultierte in der Entdeckung von vier nieder-
molekularen Antagonisten derWechselwirkung zwischen den

Dimerisierungsdom�nen von c-Myc und Max. Diese Verbin-
dungen wurden anschließend in unabh�ngigen In-vitro-
Assays validiert. Die beiden aktivsten Inhibitoren in vitro,
IIA4B20 (19) und IIA6B17 (20), inhibierten zus�tzlich die c-
Myc-induzierte onkogene Transformation von H-hnerem-
bryofibroblasten mit IC50-Werten von ca. 20 mm. Verbesserte
Inhibitoren der c-Myc/Max-Wechselwirkung, die m*glicher-
weise aus Sekund�rbibliotheken hervorgehen werden, k*nn-
ten als Leitstrukturen f-r die Wirkstoffforschung und als
neuartige molekulare Werkzeuge f-r die Identifizierung von
c-Myc Zielgenen dienen (Abbildung 7).[88]

3.3. Inhibitoren der MMP2/Integrin-avb3-Wechselwirkung

Das Wachstum von Tumoren erfordert die Bildung neuer
Blutgef�ße. Die fr-hen Schritte dieses als Angiogenese[89]

bezeichneten Vorgangs umfassen die Migration von Endo-
thelzellen aus dem existierenden Blutgef�ßsystem. Hierbei
werden die vaskul�re Basallamina und die extrazellul�re
Matrix (ECM) ummodelliert.[90] Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) in der extrazellul�ren Umgebung sind f-r die
Zerst*rung der Basallamina und der ECM verantwortlich.[91]

Wegen der F-lle der Funktionen von MMPs im erwachsenen
Organismus haben Inhibitoren des aktiven Zentrums von
MMPs leider sch�dliche Nebenwirkungen,[92] die deren kli-
nische Verwendung als Antiangiogenese-Agentien ein-
schr�nkt. Die Entdeckung, dass eine der Matrix-Metallopro-
teinasen, MMP-2, in vivo mit dem Integrin avb3 auf der
Oberfl�che invasiver angiogener vaskul�rer Zellen und Me-
lanomzellen assoziert vorliegt[93] und dass die Inhibierung der
MMP-2/avb3-Wechselwirkung durch ein aus der avb3-Bin-
dungsdom�ne von MMP-2 bestehendes Polypeptid die
Angiogenese unterdr-ckt,[94] er*ffnete eine weitere thera-
peutische M*glichkeit zur Verhinderung der Angiogenese in
Tumoren.

Um niedermolekulare Inhibitoren der MMP-2/avb3-
Wechselwirkungen zur Verwendung als Antiangiogenese-
Agentien zu identifizieren, analysierte ein interdisziplin�res
Forschungsteam unter der Leitung von Boger und Cheresh
die Wechselwirkungen zwischen MMP-2 und avb3 in Gegen-

Abbildung 6. Vereinfachtes Prinzip des f&r das Durchmustern nach
Myc/Max-Inhibitoren verwendeten FRET-Assays.

Abbildung 7. Strukturen der Myc/Max-Inhibitoren IIA4B20 (19) und
IIA6B17 (20).
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wart von Elementen einer chemischen Bibliothek.[95] Diese
wurde durch Kombination von sechs unterschiedlichen
Aminen R1 mit zehn unterschiedlichen Aminen R2 -ber ein
Iminodiessigs�ure-Linkermolek-l synthetisiert.[96] Die Dime-
risierung von jeder der 60 Einzelverbindungen 23 mit einer
Mischung von zehn starren Dicarbons�uren R3 generierte 60
Mischungen aus jeweils zehn unterschiedlichen Verbindun-
gen (24 ; Schema 2).

Ohne genaue Strukturinformationen -ber die MMP2-
avb3-Grenzfl�che wurde die Bindung zwischen avb3 und
MMP-2 in einem Enzym-Immunassay (ELISA) analysiert.
Gereinigtes avb3 wurde zun�chst auf die Oberfl�che einer
Mikrotiterplatte gebunden und danach das immobilisierte
avb3 mit biotinyliertem MMP-2 in Gegenwart der Testsub-
stanzen inkubiert (Abbildung 8). Schließlich wurde ein Anti-
Biotin-Antik*rper, der an das Enzym Meerettich-Peroxidase
(horseradish peroxidase, HRP) gekuppelt war, hinzugegeben
und das Maß der Bindung zwischen MMP-2 und avb3 in
Gegenwart der Testsubstanzen mithilfe eines HRP-Substrats
kolorimetrisch quantifiziert.

Nach Dekonvolution der aktiven Substanzmischungen
wurde die Verbindung A6B10C4 (25) als Inhibitor der MMP-
2/avb3-Wechselwirkung identifiziert (79% Inhibierung bei
3 mm Verbindung; Schema 3). Interessanterweise zeigte das
Enantiomer von 25 keine inhibitorische Aktivit�t, was ein-

drucksvoll die Bedeutung der Stereochemie f-r das Design
niedermolekularer Modulatoren von Protein-Protein-Wech-
selwirkungen veranschaulicht. Die strukturelle Optimierung
von 25 f-hrte zur Identifizierung der Verbindung 26 und des
vereinfachten Analogons 27, das wegen seiner verbesserten
L*slichkeit und seines geringen Molekulargewichts besser f-r
In-vivo-Tests geeignet war (IC50= 1 mm f-r beide Verbindun-
gen im In-vitro-Bindungsassay). Sowohl 26 als auch 27
banden spezifisch an avb3, nicht aber an MMP-2. Die
F�higkeit avb3-infizierter Melanomzellen, den Hauptbestand-
teil der Basallamina (Kollagen IV) zu zersetzen, wurde durch
27 im unteren mikromolaren Konzentrationsbereich unter-
dr-ckt. 27 inhibierte ebenfalls die Angiogenese und das
Tumorwachstum in vivo, ohne die Aktivierung vonMMP-2 zu
beeinflussen. Die Identifizierung der Verbindung 27 best�tigt
die prinzipielle M*glichkeit, MMP2/avb3-Wechselwirkungen
mit niedermolekularen organischen Molek-len zu beein-
flussen, und weckt damit Hoffnungen, die fehlerhafte Angio-
genese in Krebserkrankungen in Zukunft mit Medikamenten
behandeln zu k*nnen, die weniger schwere Nebenwirkungen
verursachen.

3.4. Inhibitoren der Bindung von TNF-a an seinen Rezeptor
TNFRc1

Das Cytokin Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) spielt
eine wichtige Rolle bei der Reaktion des Immunsystems auf
Gewebesch�den und unterschiedliche virale und bakterielle
Infektionen.[97] TNF-a bildet Homotrimere, die an die TNF-
a-Rezeptoren 1 und 2 binden und die Rezeptor-Trimerisie-
rung induzieren.[98] In Abh�ngigkeit vom zellul�ren Kontext

Schema 2. Synthese der f&r die Suche nach Inhibitoren der MMP-2/
avb3-Wechselwirkung verwendeten chemischen Bibliothek. Boc= tert-
Butoxycarbonyl, PyBOP=Benzotriazol-1-yloxytripyrrolidinophospho-
nium-hexafluorophosphat, PyBrOP=Bromtripyrrolidinophosphonium-
hexafluorophosphat; avg=durchschnittliche Ausbeute.

Abbildung 8. Aufbau des ELISA f&r die Detektion von MMP-2/avb3-
Wechselwirkungen.

Schema 3. Entwicklung von MMP-2/avb3-Inhibitoren.
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kann die Trimerisierung des TNF-a-Rezeptors-1 (TNFRc1)
zur Aktivierung des Immunsystems -ber den NF-kB-Signal-
weg f-hren. Da die -berm�ßig erh*hte TNF-a-Aktivit�t auch
zu Gewebesch�den f-hren kann, sind TNF-a-Inhibitoren von
klinischem Interesse f-r die Behandlung von Autoimmun-
krankheiten wie rheumatische Arthritis oder Morbus
Crohn.[99] Diese krankhaften Beschwerden werden zurzeit
mit Anti-TNF-a-Antik*rpern und l*slichen Rezeptormole-
k-len behandelt, die TNF-a neutralisieren.[100] Die Inhibie-
rung der Wechselwirkung zwischen TNF-a und seinem
Rezeptor TNFRc1 k*nnte ein alternativer Ansatz zur Unter-
dr-ckung der Aktivit�t von TNF-a sein.

Carter und Mitarbeiter entwickelten ein Bindungsassay
an fester Phase, um chemische Datenbanken nach Antago-
nisten der TNF-a/TNFRc1-Wechselwirkung zu durchmus-
tern. Dazu wurde der TNF-a-Rezeptor TNFRc1 auf Mikro-
titerplaten immobilisiert, und die Bindung von fluoreszenz-
markiertem TNF-a an seinen Rezeptor wurde in Gegenwart
der Testsubstanzen quantifiziert. Das Durchmustern identifi-
zierte N-Alkyl-5-arylalkyliden-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-one
als Antagonisten der TNF-a/TNFRc1-Wechselwirkung (Ab-
bildung 9).[101] Die aktivste Verbindung IW927 (28) inhibierte

die TNF-a/TNFRc1-Wechselwirkung mit einem effektiven
IC50 von 50 nm und blockierte auch die TNF-a-stimulierte
Phosphorylierung von IkB, die eine Zwischenstufe in der
Aktivierung des NF-kB-Signalwegs ist. Iberraschenderweise
wiesen die Verbindungen eine um bis zu 1000-mal niedrigere
Aktivit�t auf, wenn die Bindungsassays im Dunkeln durch-
gef-hrt wurden. Die R*ntgenstrukturanalyse und andere
Untersuchungsmethoden ergaben, dass die analoge Verbin-
dung IV703 (29) imDunkeln reversibel mit nur mikromolarer
Affinit�t an TNFRc1 bindet. Unter normalen Lichtbedin-
gungen reagierte der Nitrophenylring von 29 anschließend
mit dem Stickstoffatom eines Alaninrestes am Grundger-st
von TNFRc1, wodurch die Bindung von TNF-a an seinen
Rezeptor verhindert wurde. Da im lebenden Organismus die
lichtinduzierte Aktivierung von Verbindungen nicht generell
m*glich ist, muss die Aktivit�t der Verbindungen im Dunkeln
als Nutzungskriterium angewendet werden. Diese Ergebnisse
lassen darauf schließen, dass die biologische Aktivit�t von
Verbindungen mit einer N-Alkyl-5-arylalkyliden-2-thioxo-
1,3-thiazolidin-4-on-Untereinheit sehr gr-ndlich analysiert
werden muss.

3.5. Inhibitoren der LFA-1/ICAM-1-Wechselwirkung

Die Bindung von aktiviertem LFA-1 (leukocyte function-
associated antigen) an seinen Endothelzell-Liganden ICAM-
1 (intrazellul�res Adh�sionsmolek-l-1) ist ein wichtiger
Schritt in der Migration der Leukocyten vom Blutkreislauf
zum umgebenden Gewebe in den fr-hen Stadien der
Entz-ndungsreaktion.[102] Das auf allen Leukocyten expri-
mierte[103] Integrin LFA-1 besteht aus einer großen aL-Unter-
einheit (CD11a) und einer kleinen b2-Untereinheit (CD18)
und wird durch Cytokine und entz-ndungsf*rdernde Mole-
k-le aktiviert.[104] Zus�tzlich zu dieser Rolle im fr-hen
Stadium der Entz-ndungsreaktion liefert die Wechselwir-
kung zwischen LFA-1 auf der Oberfl�che von T-Zellen und
ICAM-1 ein starkes co-stimulatorisches Signal bei der
Aktivierung von T-Zellen.[105] Die T-Zellen-Aktivierung und
-Proliferation ist eine wesentliche Komponente der Immun-
antwort. Inhibitoren der LFA-1/ICAM-1-Wechselwirkung
haben daher das Potenzial, sowohl die Entz-ndungs- als
auch die Immunantwort zu inhibieren. Inhibitoren der LFA-
1/ICAM-1-Wechselwirkung, die f-r die Behandlung von
Entz-ndungskrankheiten[106] und Abstoßungsreaktionen[107]

nach Transplantationen entwickelt wurden, beruhen meist
auf monoklonalen Antik*rpern[108] gegen CD11a, die a-Kette
von LFA-1. CD11a enth�lt ein aus mehreren Dom�nen
bestehendes b-Propeller-Motiv. Zwischen zwei Dom�nen
dieses b-Propellers ist eine als I-Dom�ne bezeichnete
Dom�ne inseriert.[109] Ein Teil dieser I-Dom�ne ist eine
magnesiumionenbindende Dom�ne, die Metallion-abh�ngige
Adh�sions-Stelle (MIDAS),[110] die direkt an der Bindung
zwischen CD11a und ICAMs beteiligt ist.

Der cholesterinspiegelsenkende Wirkstoff Lovastatin[111]

wurde in einem LFA-1-abh�ngigen Adh�sionsassay[112] als
Inhibitor der LFA-1/ICAM-1-Wechselwirkung identifiziert.
Anschließend wurde ein Analogon von Lovastatin, LFA703,
mit verbesserter Aktivit�t (IC50= 200 nm in einem Festpha-
sen-Bindungsassay) gefunden, das die Immunantwort in
einem Mausmodell f-r akute Entz-ndung unterdr-ckte.[113]

LFA451 (30 ; IC50= 40 nm) ist der bislang aktivste Statin-
Inhibitor der LFA-1/ICAM-1-Wechselwirkung (Abbil-
dung 10).[114] Eine andere Forschungsgruppe entdeckte das
Hydantoin BIRT377 (31) als nanomolaren Antagonisten der
LFA-1/ICAM-1-Wechselwirkung beim Durchmustern chemi-
scher Bibliotheken mit anschließender Strukturoptimie-

Abbildung 9. Inhibitoren der Bindung von TNF-a an seinen Rezeptor
TNFRc1.

Abbildung 10. Inhibitoren der LFA-1/ICAM-1-Wechselwirkung.
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rung.[115] Interessanterweise berichten die Autoren, dass das
Enantiomer von BIRT377 eine 35-mal geringere Wirksam-
keit aufweist, wodurch die Bedeutung der Stereochemie f-r
die Entwicklung niedermolekularer Inhibitoren von Protein-
Protein-Wechselwirkungen abermals hervorgehoben wird.
Wissenschaftler der Firma Abbott (und ICOS) identifizierten
p-Arylthiozimts�ureamide[116] als Antagonisten der LFA-1/
ICAM-1-Wechselwirkung und f-hrten ausf-hrliche Struktur-
Aktivit�ts-Untersuchungen auf der Grundlage eines NMR-
basierten Modells des Komplexes zwischen den Verbindun-
gen und deren LFA-1-Bindungsstellen durch. Diese Unter-
suchungen ergaben schließlich 32 als nanomolaren Inhibitor
(IC50= 6 nm in einem Festphasen-Bindungsassay).[117] Die
Verbindung 32 unterdr-ckte die Zellmigration durch Blo-
ckierung der LFA-1/ICAM1-Wechselwirkung in vivo und
k*nnte daher m*glicherweise die Schwere einer Entz-n-
dungsreaktion in vivo reduzieren.

Strukturuntersuchungen deuten darauf hin, dass keiner
der besprochenen Inhibitoren direkt die Bindung von ICAM-
1 durchWechselwirkungmit derMIDAS-Dom�ne von LFA-1
inhibiert. Stattdessen binden sie an eine Stelle innerhalb der
I-Dom�ne von LFA-1 mit m*glicher regulatorischer Funk-
tion. Damit verhindern sie eine allosterische Ver�nderung in
LFA-1, die f-r die Einnahme derjenigen Konformation
notwendig ist, in der ICAM-1 mit hoher Affinit�t gebunden
wird.[118] Diese allosterische Regulierung von Protein-Pro-
tein-Wechselwirkungen ist ein interessanter Ansatz, weil
dadurch potenzielle Schwierigkeiten bei der Modulation
großer, m*glicherweise unzusammenh�ngender Protein-Pro-
tein-Grenzfl�chen mit kleinen Molek-len umgangen werden.

Der bislang wirksamste Inhibitor der LFA-1/ICAM-1-
Wechselwirkung wurde mithilfe von rationalem Design
identifiziert.[119] Die LFA-1-Bindungsepitope von ICAM-1
bestehen aus den Aminos�uren Glu34, Lys39, Met64, Tyr66,
Asn68 und Gln73.[120] Molecular Modeling und Alanin-
Scanning identifizierten das Sequenzmotiv Arg-Gly-Asp-
Met-Pro als Mimikry der ICAM-1-Reste Glu34 und Lys39.
Die Analyse der -ber Disulfidbr-cken cyclisierten Hepta-
peptidbibliotheken auf der Grundlage des Arg-Gly-Asp-Met-

Pro-Epitops f-hrte zur Identifizierung des Inhibitorpeptids
H2N-Cys-Gly-Tyr(m)-Asp-Met-Pro-Cys-COOH (Tyr(m)=
meta-Tyrosin). Im Zuge dieser Untersuchungen wurde in
unabh�ngigen Studien ortho-Brombenzoyltryptophan (33)
als Inhibitor der LFA-1/ICAM-1-Wechselwirkung entdeckt.
Der Vergleich von ortho-Brombenzoyltryptophan mit dem
C-Terminus von H2N-Cys-Gly-Tyr(m)-Asp-Met-Pro-Cys-
COOH ließ darauf schließen, dass eine Verl�ngerung an
Position 4 des Benzoylrings um drei Atome die meta-Phenol-
funktion des meta-Tyrosins nachahmen k*nnte. In der Tat ist
die entsprechend modifizierte Verbindung 34 30-mal aktiver
als ortho-Brombenzoyltryptophan 33 (Schema 4). Die wei-
tere Optimierung f-hrte zur Entdeckung von 35, das in einem
In-vitro-Bindungsassay die LFA-1/ICAM-1-Wechselwirkung
mit einem IC50 von 1.4 nm inhibierte. 35 inhibierte die LFA-1-
vermittelte Lymphocytenproliferation und -adh�sion in vitro
und ist genauso wirksam wie ein Anti-CD11a-Antik*rper in
der Inhibierung der Immunantwort in vivo. Es scheint
denkbar, dass 35 ein echtes Mimikry des LFA-1-Bindungs-
epitops von ICAM-1 ist, da manche seiner funktionellen
Gruppen auch im LFA-1-Bindungsepitop von ICAM-1 ent-
halten sind.

3.6. Inhibitoren der iNOS-Dimerisierung

Stickstoffmonoxid ist an vielen physiologischen Funk-
tionen im Bereich des zentralen Nervensystems, des kardio-
vaskul�ren Systems und des Immunsystems beteiligt.[121]

Stickstoffmonoxid kann als schnell reversibles, spezifisches
und lokales Signaltransduktionsmolek-l agieren, aber auch
unspezifisch Gewebe sch�digen.[122] Stickstoffmonoxid wird
aus l-Arginin durch die Enzymfamilie der Stickstoffmon-
oxidsynthasen (NOS) -ber den Arginin-Stickstoffmonoxid-
Syntheseweg freigesetzt.[123] NOS-Isoformen sind enzyma-
tisch nur als Homodimere aktiv.[124] Da die induzierbare
Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) an einer Reihe von Ent-
z-ndungs- und Autoimmunkrankheiten[125] beteiligt ist, k*nn-
ten niedermolekulare iNOS-Inhibitoren von therapeutischem
Nutzen sein.

Auf der Grundlage fr-herer Beobachtungen, dass Phenyl-
imidazole die Aktivit�t von iNOS inhibieren,[126] synthetisier-
ten Devlin et al. eine Bibliothek strukturell �hnlicher Pyri-
midinimidazole.[127] Das Durchmustern dieser Bibliothek in
einem zellul�ren Assay, der die Produktion von NO misst,
f-hrte zur Identifizierung des iNOS-Inhibitors 36 (IC50=
1.1 nm ; Abbildung 11). Iberraschenderweise war diese Ver-

Schema 4. Entwicklung des LFA/ICAM-1-Inhibitors 35. Abbildung 11. iNOS-Inhibitoren.
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bindung nicht in der Lage, partiell gereinigtes, rekombinantes
humanes iNOS in seiner nat-rlichen dimeren Form zu
inhibieren. Daher vermuteten die Autoren, dass 36 die
Dimerisierung von iNOS-Monomeren zu enzymatisch akti-
ven Homodimeren unterbindet. In der Tat ergab die Aus-
schluss-Chromatographie zellul�rer Extrakte, dass die ana-
loge Verbindung 37 die intrazellul�re Assoziation von iNOS-
Monomeren inhibiert. Weiterhin zeigte die kristallographisch
bestimmte Struktur des an die monomere Oxygenase-
Dom�ne von iNOS gebundenen Inhibitors 37, dass die
Verbindung an das katalyische Zentrum von iNOS bindet
und dadurch allosterische Konformations�nderungen im
Monomer hervorruft, was die Bildung von stabilen Homodi-
meren verhindert. Die aktivste Verbindung, 38 (IC50=
0.5 nm), stellte sich als hochselektiver, zellpermeabler
Marker f-r die Untersuchung zellul�rer iNOS-Funktionen
heraus.[128] Dieses Beispiel veranschaulicht einmal mehr, dass
dimere Enzyme nicht nur von Inhibitoren des katalytischen
Zentrums, sondern auch von Inhibitoren der Assoziation der
Enzym-Untereinheiten inhibiert werden k*nnen (siehe
Abschnitte 2.1 und 2.2).

3.7. Agonisten des Erythropoietin-Rezeptors

Die Bildung roter Blutzellen wird von dem Hormon
Erythropoietin (EPO) reguliert.[129] Analog zu anderen Cyto-
kinen aktiviert auch EPO seinen Rezeptor durch Bindung an
zwei Rezeptormolek-le und induziert dadurch die Dimerisie-
rung des Rezeptors.[130] Die Bindung des 34-kDa-Glycopro-

teins EPO an den Erythropoietin-Rezeptor (EPOR) f-hrt zur
Proliferation und Differenzierung von Erythrocyten-Vorl�u-
ferzellen zu roten Blutzellen.[131] Beim Menschen wird EPO
haupts�chlich in der Niere produziert,[132] und durch Nieren-
versagen verursachte An�mien[133] werden zurzeit mit rekom-
binantem EPO behandelt.[134] Weil EPO durch wiederholte
Injektionen verabreicht werden muss, w�ren oral verab-
reichbare niedermolekulare EPO-Mimetika sehr w-nschens-
wert.[135]

W�hrend die Inhibierung von Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen mit niedermolekularen Molek-len lediglich erfor-
dert, dass die Molek-le an eines der Proteine in einer Weise
binden, die die Wechselwirkung zwischen den Proteinen
verhindert, erfordert die Induzierung der Wechselwirkung
zwischen zwei Proteinen die gleichzeitige Bindung der
kleinen Molek-le an beide Proteine in einer konstruktiven
Weise. Die Induzierung der Dimerisierung zweier EPORs
k*nnte somit entweder durch ein rezeptorbindendes Mole-
k-l, das in zwei oder mehr Kopien auf einem Dendrimer
pr�sentiert wird, oder durch eine symmetrische Verbindung
erreicht werden, die nur einen Satz ihrer funktionellen
Gruppen f-r die Bindung eines Rezeptormolek-ls verwendet.
In Anlehnung an den erstgenannten Ansatz identifizierten
Qureshi et al. 39 als EPOR-bindendes Molek-l aus einer
chemischen Bibliothek (Abbildung 12).[136] Anschließend
wurden acht Molek-le 39 an einem Dendrimer angebracht,
um so die gleichzeitige Bindung von mindestens zwei EPOR-
bindenden Molek-len an den EPOR zu erm*glichen. 40
bindet an den EPOR mit etwas h*herer Affinit�t als 39
(berechnet auf Monomerenbasis) und ist im Unterschied zu

Abbildung 12. EPO-Mimetika von Qureshi et al.[136]
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39 in der Lage, die Dimerisierung des Rezeptors in vitro zu
induzieren (EC50= 15.9 mm). Die Verbindung 40 aktiviert den
EPOR auf �hnliche Weise wie EPO selbst; z.B. verst�rkt sie
die Proliferation zahlreicher Krebszelllinien, die den EPOR
exprimieren, und induziert die Differenzierung humaner
Erythrocyten-Vorl�uferzellen in Kolonien in der Zellkultur.

In Anlehnung an den zweiten Ansatz durchmusterten
Boger und Mitarbeiter eine C2-symmetrische chemische
Bibliothek nach Molek-len, die an den EPOR binden.[137]

Die gleiche chemische Bibliothek, die auch bei der Suche
nach Inhibitoren der MMP2/avb3-Wechselwirkung eingesetzt
wurde, wurde f-r ein erstes Durchmustern nach EPO-
bindenden Molek-len durchsucht; interessanterweise wurde
die gleiche Verbindung A6B10C4 (25) identifiziert, wenn
auch mit weit geringerer Affinit�t f-r ihr Zielprotein. Die
strukturelle Optimierung von 25 f-hrte zur Entdeckung der
Verbindung A7B10C1 (41), die die Bindung von EPO an
seinen Rezeptor um 45% reduziert (bei 50 mm) und die
Proliferation einer von EPO abh�ngigen Zelllinie um bis zu

175% erh*ht (Abbildung 13). Eine �hnliche Verbindung,
A1B10C1 (42), war im nanomolaren Konzentrationsbereich
genauso aktiv wie 40, doch weist sie ein deutlich geringeres
Molekulargewicht auf. A7B10C1 (41) und A1B10C1 (42)
k*nnten schwache partielle Agonisten des EPOR sein;
allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Ver-
bindungen nicht direkt auf den EPOR, sondern auf alter-
native Downstream-Ziele wirken.

3.8. Agonisten der Wechselwirkung von mutiertemmenschlichem
Wachstumshormon mit seinem mutierten Rezeptor

Menschliches Wachstumshormon (hGH) tr�gt zur Regu-
lierung des normalen menschlichen Wachstums und der
menschlichen Entwicklung bei.[138] Phnlich wie das EPO-
EPOR-System f-hrt die Bindung von hGH an seinen
Rezeptor zur Rezeptordimerisierung und -aktivierung. Die
Wechselwirkung zwischen hGH und der extrazellul�ren
Dom�ne seines Rezeptors (hGHbp) wurde ausgiebig analy-
siert, unter anderem durch R*ntgenstrukturanalysen[139] und
Mutationsanalysen.[21,140] Die Entdeckung, dass eine zentrale
Region im Rezeptor, die durch die beiden Tryptophanreste

Trp104 und Trp169 gepr�gt wird, mehr als 75% zur Freien
Energie der Bindung an hGH beitr�gt, war ein Meilenstein
der Forschung auf dem Gebiet der Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen und f-hrte zur Aufstellung der Hot-Spot-Theorie
(siehe Einleitung).[21] Schultz et al. verwendeten die Wech-
selwirkung als Modellsystem f-r die Entwicklung eines
molekularen Schalters f-r Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen.[141] Im hGH/hGHbp-Komplex ist Trp104 von hGHbp fest
gegen Thr175 von hGH gepackt. Die Mutation dieser beiden
Aminos�uren reduziert die Bindungsaf-
finit�t zwischen dem Hormon und dem
Rezeptor um den Faktor 106. Eine aus
etwa 200 Indolanaloga bestehende
Bibliothek wurde anschließend nach
Molek-len durchmustert, die die Pro-
tein-Protein-Wechselwirkung wieder-
herstellen konnten. 5-Chlor-2-trichlor-
methylbenzimidazol (43 ; Abbildung 14)
erh*hte bei einer Konzentration von
100 mm die Bindungsaffinit�t des mutier-
ten Hormons an seinen mutierten
Rezeptor um mehr als den Faktor 1000 (Kd= 260 nm). Das
mutierte Hormon-Rezeptor-Paar vermittelte in Gegenwart
von 43 die wachstumshormoninduzierte Signaltransduktion.
Dies zeigt, dass Glycin-Mutationen von Aminos�ureresten,
die signifikant zur gesamten Freien Bindungsenergie einer
Protein-Protein-Wechselwirkung beitragen, teilweise von
niedermolekularen Molek-len kompensiert werden k*nnen,
wenn diese �hnliche chemische Funktionalit�ten wie die
urspr-nglich im Wildtyp-Protein vorkommenden Aminos�u-
reseitenketten aufweisen.

3.9. Stabilisierung von Transthyretin-Tetrameren

Unl*sliche Protein-Fibrillen, die durch selbstt�tige
Aneinanderlagerung einer konformativen Zwischenstufe
entstehen, werden als Ausl*ser einiger menschlicher Amy-
loidkrankheiten angesehen, z.B. Alzheimer-Krankheit, fami-
li�re Amyloid-Polyneuropathie und senile systemische Amy-
loidose. Die beiden letztgenannten Krankheiten werden
durch Abscheidung unl*slicher Transthyretin(TTR)-Fibrillen
in den peripheren Nerven und dem Herzgewebe verur-
sacht.[142] TTR, ein tetrameres Protein, das im Plasma und
der Gehirnfl-ssigkeit vorkommt, bindet an Thyroxin und
transportiert Thyroxin[143] sowie retinolbindendes Protein.[144]

Die Bildung unl*slicher TTR-Amyloid-Fibrillen erfordert als
Zwischenstufe die Dissoziation des TTR-Tetramers in Mono-
mere mit ver�nderter Terti�rstruktur.[145] Untersuchungen
von Kelly et al. zeigten, dass der TTR-Ligand Thyroxin die
Bildung von TTR-Amyloid durch Stabilisierung des Tetra-
mers gegen Dissoziation inhibiert; damit k*nnen kleine
organische Molek-le zur Beeinflussung der TTR-assoziierten
Amyloid-Fibrillen-Bildung verwendet werden.[146] Da Thyro-
xin wegen seiner hormonellen Wirkung als Wirkstoff unge-
eignet schien, wurden andere kleine Molek-le, die m*gli-
cherweise die bekannte Bindungsstelle von TTR ausf-llen
konnten, auf ihre Eignung zur Inhibition der Bildung von
TTR-Amyloid-Fibrillen untersucht. Der nichtsteroide ent-

Abbildung 13. Kleine EPO-Mimetika von Boger et al.[137] Cbz=Benzyl-
oxycarbonyl.

Abbildung 14. Ago-
nist des mutierten
hGH/hGHbp-
Hormon/Rezeptor-
Systems.
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z-ndungshemmende Wirkstoff (NSAID) Flufenamins�ure
(FLU; 44) inhibierte die Bildung der Amyloid-Fibrillen in
vitro (Abbildung 15).[147] Eine R*ntgenstrukturanalyse zeigte,
dass zwei FLU-Molek-le an das TTR-Tetramer gebunden
sind und FLU das TTR-Tetramer durch die Bildung hydro-

phober Wechselwirkungen und Wasserstoffbr-cken zwischen
den Untereinheiten stabilisiert. Das Durchmustern weiterer
Verbindungen, von denen manche strukturell mit FLU
verwandt waren, ergab, dass f-r die gute Stabilisierung von
TTR-Tetrameren ein Molek-l mit mindestens zwei aromati-
schen Ringen erforderlich ist, von denen einer eine acidische
funktionelle Gruppe tragen muss.[148] Mit dem langfristigen
Gebrauch von FLU gehen leider unerw-nschte Nebenwir-
kungen einher, wodurch dessen klinische Verwendung als
Amyloidose-Inhibitor verhindert wird. Die Untersuchung
anderer NSAIDs ergab, dass Diclofenac (Voltaren), Flurbi-
profen und Resveratrol ebenfalls die Bildung von TTR-
Amyloid-Fibrillen in vitro inhibieren.[149] Detaillierte kristal-
lographische Untersuchungen der Wechselwirkungen zwi-
schen den Wirkstoffen und TTR sowie Molecular Modeling
f-hrten zur Entwicklung hochwirksamer Inhibitoren der
TTR-Amyloid-Fibrillen-Bildung, n�mlich ortho-Trifluorme-
thylphenylanthranils�ure (o-FLU, 45) und N-(meta-Trifluor-
methylphenyl)phenoxazin-4,6-dicarbons�ure (PHENOX,
46).[150] Die -berragende Eignung von PHENOX und ande-
ren N-Phenylphenoxazin-Derivaten f-r die Stabilisierung der
TTR-Tetramere wurde durch massenspektrometrische Unter-
suchungen best�tigt.[151] Weiterhin wurde gezeigt, dass das
Diclofenac-Analogon 47 m*glicherweise geeigneter als
Diclofenac f-r die Behandlung der TTR-assoziierten Amy-
loidose ist, da 47 nicht nur ein wirksamer In-vitro-Inhibitor
ist, sondern auch in st�rkeremMaße als Diclofenac an TTR in
menschlichem Plasma bindet.[152] Diese Arbeiten belegen
eindrucksvoll die F�higkeit niedermolekularer organischer
Liganden, die Bildung von Amyloid-Fibrillen zu beeinflus-
sen.[153]

4. Computergest%tzte Ans�tze zu niedermoleku-
laren Modulatoren von Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen

4.1. Strukturgest%tzte Entdeckung von Inhibitoren der
Bcl-2/Bak-Wechselwirkung

Die Bedeutung der Wechselwirkung zwischen den anti-
apoptotischen Proteinen Bcl-2 oder Bcl-xL und pro-apopto-

tischen Bcl-2-Familienmitgliedern -ber die BH3-Dom�ne
wurde bereits diskutiert (siehe Abschnitt 3.1). Als Alterna-
tive zum Durchmustern diverser chemischer Bibliotheken in
vitro durchsuchten zwei Forschungsgruppen Datenbanken
kleiner organischer Molek-le nach Verbindungen, die wahr-
scheinlich an die BH3-Peptid-Bindungstasche von Bcl-2
binden. Da die Struktur von Bcl-2 in L*sung[154] zu dem
Zeitpunkt, an dem diese Arbeiten begannen, noch nicht
publiziert worden war, wurde sie ausgehend von den verf-g-
baren Daten f-r das Homologe Bcl-xL (sowohl unkomple-
xiert[155] als auch im Komplex mit der BH3-Dom�ne von
Bak[156]) modelliert. Huang et al.[157] durchmusterten eine
virtuelle, aus 193833 Substanzen bestehende Datenbank. Von
53 ausgew�hlten Verbindungen wurden 28 in einem Fluores-
zenzpolarisationsassay untersucht (siehe Abschnitt 3.1). Die
Diastereomerenmischung der Verbindung HA14-1 (48 ; Ab-
bildung 16) inhibierte die Wechselwirkung zwischen Bcl-2

und dem Bak-BH3-Peptid in vitro (IC50= 9 mm) und indu-
zierte Apoptose in einer Tumorzelllinie, die Bcl-2 -berexpri-
miert.

Auf �hnliche Weise durchmusterten die Forschungsgrup-
pen um Wang und Yang die aus 206876 Verbindungen
bestehende dreidimensionale Datenbank des National
Cancer Instituts (USA) nach Molek-len, die komplement�r
zu der BH3-Bindungstasche des modellierten Bcl-2-Proteins
sind.[158] Von 35 ausgew�hlten Molek-len inhibierten sieben
Verbindungen die Bcl-2/Bak-BH3-Wechselwirkung mit IC50-
Werten von unter 15 mm in einem Fluoreszenzpolarisations-
assay. NMR-Unterschungen ergaben, dass die Verbindung 49
an die BH3-Bindungstasche von Bcl-xL bindet (Abbil-
dung 16). Im unteren mikromolaren Konzentrationsbereich
inhibierte sie das Wachstum von Krebszelllinien, die Bcl-2
exprimieren, und induzierte Apoptose. Die Wirksamkeit von
49 korrelierte mit dem Maß der Expression von Bcl-2 in
Krebszellen, was ein Anzeichen f-r einen spezifischen Effekt
auf Bcl-2 ist. In einem anderen Ansatz durchsuchten Wagner
et al. chemische Datenbanken nach Molek-len, die den zuvor
identifizierten Bcl-xL/Bak-BH3-Inhibitoren 15–17 �hnel-
ten.[159] 93 ausgew�hlte Molek-le wurden n�her durch Mole-
k-l-Docking-Rechnungen untersucht, und 50 wurde als
weiterer Bcl-xL/Bak-BH3-Inhibitor identifiziert. Bemerkens-
werterweise bestehen zwischen den hier diskutierten Inhibi-
toren derWechselwirkung zwischen Bcl-2 oder Bcl-xL und der
BH3-Dom�ne von Bak (15–17, 50, 18, 48, 49) keine offen-

Abbildung 15. Inhibitoren der Bildung von Transthyretin-Amyloid-Fibril-
len.

Abbildung 16. Durch virtuelles Durchmustern oder Jhnlichkeitsver-
gleich entdeckte Inhibitoren der Wechselwirkung zwischen Bcl-xL und
BH3-Dom;nen.
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sichtlichen strukturellen Phnlichkeiten. Da alle Verbindun-
gen IC50-Werte im unteren mikromolaren Konzentrationsbe-
reich aufweisen und niedrige Molekulargewichte haben,
sollten sie vielversprechende Ausgangsstrukturen f-r die
Wirkstoffforschung sein.

4.2. Inhibitoren der CD4/MHC-Klasse-II-Wechselwirkung

Obwohl CD4+-T-Zellen notwendig f-r die Immunantwort
sind, tragen sie doch zur Pathogenese einer Reihe von
Krankheiten bei, z.B. zu zahlreichen Autoimmunerkrankun-
gen,[160] Abstoßungen allogener Organtransplantate[161] und
Transplantat-gegen-Empf�nger-Reaktionen (graft-versus-
host disease) nach Knochenmarkstransplantationen.[162] Die
Wechselwirkung zwischen CD4 und dem Klasse-II-Haupt-
histokompatibilit�tskomplex (major histocompatibility com-
plex class II; MHC class II) auf der Oberfl�che antigenpr�-
sentierender Zellen ist ein wichtiger Schritt bei der Aktivie-
rung von CD4+-T-Zellen.[163] Niedermolekulare Inhibitoren
der CD4/MHC-Klasse-II-Wechselwirkung k*nnten daher als
immunsuppressive Agentien zur Behandlung oder Vorbeu-
gung dieser Krankheiten eingesetzt werden.

CD4 ist ein Glycoprotein, das auf der Oberfl�che von
Helfer-T-Zellen exprimiert wird und aus vier immunglobulin-
artigen extrazellul�ren Dom�nen besteht, die als D1–D4
bezeichnet werden.[164] Der auf der Oberfl�che von anti-
genpr�sentierenden Zellen exprimierte MHC-Klasse-II-
Komplex ist ein heterodimeres Glycoprotein. Antigene
Peptide aus der lokalen Umgebung binden an das MHC-
Klasse-II-Dimer vor ihrer Pr�sentation auf der Zelloberfl�-
che, und der MHC-Klasse-II-Peptidkomplex wird vom T-
Zellrezeptor erkannt. Diese Wechselwirkung wird von einer
zweiten Wechselwirkung zwischen dem MHC-Klasse-II-
Dimer und CD4 stabilisiert.[165] Die Struktur des CD4/
MHC-Klasse-II-Komplexes ist unklar, aber die Grenzfl�che
besteht wahrscheinlich aus zahlreichen Kontaktstellen, die
-ber eine große Fl�che verteilt sind.[166] Zur Identifizierung
potenzieller Bindungstaschen f-r kleine Molek-le innerhalb
der D1-Dom�ne von CD4 wurden Algorithmen zur Suche
nach Oberfl�chenliganden-Bindungsstellen eingesetzt[167,168]

und Berechnungen der l*sungsmittelzug�nglichen Oberfl�-
che[169] und Analysen der elektrostatischen Eigenschaften der
CD4-Oberfl�chenstrukturen durchgef-hrt.[170] Eine Bin-
dungstasche in der D1-Dom�ne von CD4 wurde identifiziert,
die mit aus Mutationsanalysen stammenden Daten -berein-
stimmte.[171,166c] Interessanterweise konnte ein cyclisches
Heptapeptid, das eine zu der vorgeschlagenen Bindungsta-
sche geh*rende Oberfl�chenschleife nachahmt, die CD4/
MHC-Klasse-II-Wechselwirkung sowie CD4-vermittelte
Immunantworten in vitro und in vivo inhibieren.[172] Eine
R*ntgenstrukturanalyse der menschlichen CD4-D1-Dom�ne
diente als Rezeptor f-r die Molek-l-Docking-Rechnun-
gen.[173] Die Mitglieder einer aus etwa 150000 Molek-len
bestehenden virtuellen chemischen Bibliothek wurden bez-g-
lich Formkomplementarit�t und Kraftfeldenergie mithilfe
eines Molek-l-Docking-Programms beurteilt.[168] Die jeweils
1000 besten Verbindungen bez-glich eines der beiden Krite-
rien wurden anschließend nach Verbindungen mit charakte-

ristischen chemischen Strukturen und Rezeptorbindungs-
modi sowie elektrostatischer und r�umlicher Komplemen-
tarit�t durchsucht. Von den 41 Verbindungen, die schließlich
in einem CD4/MHC-Klasse-II-Zelladh�sionsassay getestet
wurden, inhibierten acht die Protein-Protein-Wechselwir-
kung (31–74% Inhibierung bei 100 mm). Die Verbindung
TJU103 (51; IC50� 90 mm) wies in vivo keine Toxizit�t gegen
Lymphocyten auf und schien die CD4+-T-Zellen-vermittelte
Immunantwort spezifisch zu inhibieren (Abbildung 17). Wei-
terhin bewirkte TJU103 eine signifikante Inhibierung der
Immunantwort in Tiermodellen f-r Autoimmunkrankheiten
und Organabstoßungen.[174]

5. Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Aufsatz wurden drei prinzipielle Ans�tze f-r
die Identifizierung kleiner organischer Modulatoren von
Protein-Protein-Wechselwirkungen vorgestellt und zahlrei-
che erfolgreiche Anwendungen dieser Ans�tze f-r die
Identifizierung von Modulatoren von Protein-Protein-Wech-
selwirkungen mit m*glichem therapeutischem Nutzen f-r die
Behandlung menschlicher Krankheiten beschrieben. Alle
drei Ans�tze haben zur Entdeckung mikromolarer oder
sogar nanomolarer Modulatoren von Protein-Protein-Wech-
selwirkungen gef-hrt. Jeder Ansatz hat seine Vorteile und
Einschr�nkungen, und der beste Ansatz f-r eine gegebene
Protein-Protein-Wechselwirkung h�ngt von der Natur der
Wechselwirkung und der Verf-gbarkeit struktureller Daten
ab.

Die Identifizierung inhibitorischer Peptide und Peptidmi-
metika, die von den Dimerisierungsgrenzfl�chen abgeleitet
sind (Abschnitt 2), erfordert, dass die jeweiligen Grenzfl�-
chen kurze, zusammenh�ngende Aminos�uresequenzen auf-
weisen, die signifikant zur Gesamtaffinit�t zwischen den
monomeren Proteineinheiten beitragen. Dabei muss nicht
notwendigerweise die gesamte Grenzfl�che aus in der Pri-
m�rstruktur benachbarten Aminos�uren bestehen. Wenn
diese Bedingung erf-llt ist, eignet sich der Ansatz zur
Identifizierung von Inhibitorpeptiden, die von der Amino-
s�uresequenz der Proteine abgeleitet sind und als vorl�ufige
Leitstrukturen f-r nachfolgende Strukturoptimierungen
dienen k*nnen. Jedoch enthalten nicht alle Protein-Protein-
Grenzfl�chen solche kontinuierlichen Sequenzen, und in
deren Abwesenheit oder mangels ausreichender Kenntnisse
-ber die Grenzfl�che l�sst sich dieser Ansatz nicht anwenden.
Weiterhin m-ssen die mit der allgemein niedrigen metabo-
lischen Stabilit�t und der geringen Bioverf-gbarkeit von
Peptiden zusammenh�ngenden Probleme gel*st werden.[175]

Der zweite hier vorgestellte Ansatz, das Durchmustern
kombinatorischer chemischer Bibliotheken nach Modulato-

Abbildung 17. TJU103, Inhibitor der CD4/MHC-Klasse-II-Wechselwir-
kung.
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ren von Protein-Protein-Wechselwirkungen (Abschnitt 3), ist
vermutlich f-r die Wirkstoffforschung relevanter, weil auch
nichtpeptidische Verbindungen gefunden werden k*nnen.
Der Ansatz erfordert keine Vorkenntnisse -ber die Struktur
der Dimerisierungsgrenzfl�che, obwohl diese Information f-r
die Entwicklung von leicht an das Hochdurchsatzformat
anzupassenden Assays n-tzlich sein kann. Der Nachteil
dieses Ansatzes liegt in der großen Zahl der zu pr-fenden
Verbindungen, wodurch das Durchmustern m*glicherweise
teuer wird. Bemerkenswerterweise verwendete die Mehrheit
der Forschungsgruppen ungerichtete Bibliotheken f-r das
prim�re Screening, obwohl in den meisten F�llen Struktur-
daten -ber die in Abschnitt 3 diskutierten Protein-Protein-
Wechselwirkungen vorlagen. Dies beruht vermutlich darauf,
dass sich die Verwendung solcher Strukturinformationen zur
Voraussage der chemischen Substanzklassen, die m*glicher-
weise zur Modulation der jeweiligen Protein-Protein-Wech-
selwirkung geeignet sind, schwierig gestaltet. Die Wahl der
gerichteten chemischen Bibliothek, die f-r die Suche nach
iNOS-Inhibitoren verwendet wurde (Abschnitt 3.6), orien-
tierte sich nicht an Strukturdaten, sondern an bereits bekann-
ten Inhibitoren. Dass die gefundenen Inhibitoren -ber die
Inhibierung der Assoziation der Enzymuntereinheiten wirk-
ten, war eine Iberraschung. Nur in zwei der im Abschnitt 3
vorgestellten Beispiele gr-ndete sich die Auswahl der Test-
substanzen unmittelbar auf Strukturinformationen -ber die
jeweilige Protein-Protein-Grenzfl�che. Bei der Suche nach
Agonisten der Wechselwirkung zwischen dem mutierten
menschlichen Wachstumshormon und seinem mutierten
Rezeptor (Abschnitt 3.8) wurden die zu durchmusternden
Verbindungen so ausgew�hlt, dass sie den aus der Mutation
des Rezeptors resultierenden Verlust einer funktionellen
Gruppe potenziell kompensieren konnten. In den auf die
Identifizierung von Stabilisatoren des Transthyretin-Tetra-
mers zielenden Arbeiten (Abschnitt 3.9) wurden lediglich
Verbindungen untersucht, die m*glicherweise in die
bekannte Bindungsstelle der Tetramere passen konnten. In
den beiden zuletzt genannten Untersuchungen konnten
aktive Verbindungen aus kleineren Bibliotheken identifiziert
werden. Dies zeigt die N-tzlichkeit von Strukturinformatio-
nen f-r die Identifizierung organischer Modulatoren von
Protein-Protein-Wechselwirkungen.

Virtuelles Durchmustern chemischer Datenbanken
(Abschnitt 4) kann zur Vorselektion von Molek-len genutzt
werden, die mit erh*hter Wahrscheinlichkeit an einen Hot-
Spot einer Protein-Protein-Wechselwirkung binden und diese
dadurch modulieren. In den beiden in Abschnitt 4 beschrie-
benen Beispielen hatten ungef�hr 20% der in silico ausge-
w�hlten Verbindungen akzeptable biologische Aktivit�t in
vitro. Die Tatsache, dass diese Erfolgsquote wesentlich -ber
der beim Durchmustern ungerichteter Bibliotheken
(Abschnitt 3) erzielten Quote liegt, zeigt, dass das virtuelle
Screening chemischer Datenbanken, soweit m*glich, eine
wertvolle Hilfe ist. Diese Methode spart m*glicherweise viel
Zeit und Kosten, da nur solche Verbindungen synthetisiert
oder erworben und im Labor getestet werden m-ssen, die mit
hoher Wahrscheinlichkeit die jeweilige Protein-Protein-
Wechselwirkung beeinflussen. Leider erfordert dieser
Ansatz detaillierte Strukturdaten -ber die Protein-Protein-

Grenzfl�che aus NMR- oder Kristallstrukturanalysen, die oft
nicht verf-gbar sind. Weiterhin werden proteinstrukturge-
st-tzte Voraussagen -ber chemischen Substanzklassen, die
f-r die Modulation einer ausgew�hlten Wechselwirkung
geeignet sein k*nnten, durch die Plastizit�t der Protein-
Protein-Grenzfl�chen erschwert.[176]

Die Tatsache, dass einige der in diesem Aufsatz beschrie-
benen niedermolekularen Modulatoren von Protein-Protein-
Wechselwirkungen spezifische Effekte in Zellkultur und in
Tiermodellen erzielen, ist ein weiterer Beleg daf-r, dass
fr-her gehegte Einw�nde gegen die Machbarkeit der Modu-
lation von Protein-Protein-Wechselwirkungen mit niedermo-
lekularen organischen Molek-len -berdacht werden sollten.
Kleine organische Inhibitoren von Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen m-ssen nicht unbedingt an die Protein-Protein-
Grenzfl�che, sondern k*nnen auch an allosterische Zentren
der Proteine binden und dadurch eine konformative Pnde-
rung bewirken, die die Protein-Protein-Wechselwirkung
erschwert. Dies wurde anhand der Inhibierung der LFA-1/
ICAM-1-Wechselwirkung (Abschnitt 3.5) und der iNOS-
Dimerisierung (Abschnitt 3.6) demonstriert. Dieser Wirkme-
chanismus umgeht Probleme, die mit der Beeinflussung
großer Protein-Protein-Grenzfl�chen ohne Bindungsstellen
f-r kleine organische Molek-le einhergehen.

Die systematische Identifizierung niedermolekularer Sub-
stanzklassen, die an spezielle Proteindom�nen binden, w�re
ein großer Durchbruch auf dem Forschungsgebiet. Dies
w-rde es erm*glichen, Bibliotheken von dom�nenspezifi-
schen Verbindungen f-r das Durchmustern nach Modulato-
ren ausgew�hlter Protein-Protein-Wechselwirkungen zu ver-
wenden, vorausgesetzt, die jeweiligen Proteindom�nen
tragen signifikant zu der gesamten Freien Energie der
Bindung zwischen den Proteinen bei. Zu den m*glichen
diesbez-glichen Ans�tzen z�hlt die kovalente Kn-pfung
kleiner Liganden an vorbestimmte Stellen im Protein (Tether-
ing), durch das auch schwach proteinbindende Liganden
identifiziert werden k*nnen.[177] Die Affinit�t der schwach an
benachbarte Proteinstellen bindenden Molek-le k*nnte
durch deren kovalente Verkn-pfung vergr*ßert werden,[178]

entsprechend dem systematischen NMR-gest-tzten Ligan-
dendesign (SAR-by-NMR).[179] Da viele Naturstoffe von der
Evolution zur Bindung an bestimmte Proteine optimiert
worden sind, sind die Identifizierung ihrer Protein-Bindungs-
stellen sowie die Synthese und das Durchmustern von
Bibliotheken solcher proteinbindender Naturstoffe weitere
vielversprechende Ans�tze zum besseren Verst�ndnis der
Wechselwirkung niedermolekularer organischer Molek-le
mit Proteinen. Daraus k*nnte sich ein rationalerer Ansatz
f-r das Auffinden von Modulatoren von Protein-Protein-
Wechselwirkungen in der Zukunft ergeben.[180]

Neben den eben erw�hnten Ans�tzen wird der wissen-
schaftliche Fortschritt auf diesem Gebiet von Fortschritten
mehrerer wissenschaftlicher Disziplinen getragen werden. So
werden neuartige Methoden zur Analyse von Protein-Pro-
tein-Wechselwirkungen und ein verbessertes Verst�ndnis
ihrer Relevanz f-r menschliche Krankheiten zum Auffinden
neuartiger therapeutischer Ziele beitragen. Hochaufgel*ste
NMR-Spektren oder Strukturen von Proteinen und Protein-
komplexen im Kristall werden das virtuelle Durchmustern
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chemischer Datenbanken nach niedermolekularen Modula-
toren f-r viele Protein-Protein-Wechselwirkungen erm*gli-
chen und die Optimierung von Leitstrukturen erleichtern.
Weitere Fortschritte im Bereich der Assayentwicklung und
verbesserte Screeningmethoden werden einen noch h*heren
Durchsatz beim Durchmustern chemischer Bibliotheken
gestatten. Schließlich kann die Bedeutung der pr�parativen
organischen Chemie nicht genug betont werden, da die
Synthese der f-r das prim�re Screening verwendeten chemi-
schen Bibliotheken und die Optimierung der Leitstrukturen
von Organikern durchgef-hrt werden. Die besondere Bedeu-
tung der stereoselektiven Synthese f-r die Modulation von
Protein-Protein-Wechselwirkungen mit niedermolekularen
Verbindungen zeigt sich an jenen Molek-len, deren bio-
logische Aktivit�t ausdr-cklich von der korrekten Stereoche-
mie abh�ngt (z.B. 25 und 31). Gemeinsame Forschungspro-
jekte innerhalb der oben genannten Disziplinen werden sehr
wahrscheinlich neue Ans�tze zur Identifizierung von Wirk-
stoffkandidaten gegen bislang unerkannte oder unbekannte
Krankheits-Targets hervorbringen.

Mein ganz besonderer Dank gilt Professor Axel Ullrich f�r
seine großz�gige Unterst�tzung meiner Forschungsarbeiten.
Bei Dr. Ulrich Kruse, Dr. Oliver Br�mmer, Dr. Joel Goldberg,
Dr. Torsten Kessler und ganz besonders bei MSc Angela Hollis
m0chte ich mich sehr herzlich f�r die konstruktive Kritik am
Aufsatzmanuskript bedanken. Die Abbildung des durch zwei
Flufenamins#uremolek�le stabilisierten Transthyretin-Tetra-
mers im Vortitel wurde mit freundlicher Genehmigung aus
Lit. [147] �bernommen (Copyright 2002, The National Aca-
demy of Sciences, USA).
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