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Methionin-Aminopeptidasen (MetAPs) sind stark konser-
vierte und weit verbreitete Metalloproteasen, die das N-
terminale Initiator-Methionin von neu translatierten Poly-
peptidketten entfernen. Hemmstoffe von MetAPs haben
zahlreiche biologische Effekte und werden daher in einer
Vielzahl therapeutischer Bereiche entwickelt, z.B. als Mittel
gegen Krebserkrankungen,[1, 2] als Antiinfektiva[3] und als
Mittel gegen rheumatoide Arthritis.[4] Es sind zahlreiche
R�ntgenstrukturen von MetAPs publiziert worden, darunter
auch solche des humanen Subtyps II[5] und der E.-coli-
MetAP.[6] Alle MetAPs weisen das „Pita-Brot“-Faltungsmotiv
auf. Die aktiven Zentren der bekannten MetAPs sind strikt
konserviert – alle enthalten identische metallbindende Ami-
nos�uren (2 � Asp, 2 � Glu, 1 � His), die zwei eng benachbarte
Metallionen komplexieren. Diese Metallionen aktivieren ein
Wassermolek�l f�r den nucleophilen Angriff auf die Amid-
bindung des N-terminalen Methionins der MetAP-Substrate.
F�r In-vitro-Experimente wird meistens Cobalt(ii) als
MetAP-Cofaktor verwendet, denn das Dicobalt-Enzym
zeigt die h�chste katalytische Aktivit�t.

Bei der Suche nach neuen MetAP-Hemmstoffen haben
wir Molek�ldynamik-Studien[7, 8] und ein virtuelles Screening
an der E.-coli-MetAP durchgef�hrt. Das aktive Zentrum
wurde sorgf�ltig f�r das virtuelle Screening vorbereitet; ein
Schwerpunkt lag hierbei auf den beiden an die Cobalt-Ionen
gebundenen Wassermolek�le. Unter den Treffern des virtu-
ellen Screenings war Thiabendazol (1), ein weithin verwen-
deter fungizider und antiparasit�rer Wirkstoff. Die Hemm-
aktivit�t dieser Substanz gegen E.-coli-MetAP[6] wurde mit-
hilfe einer publizierten[9] In-vitro-Methode getestet (Tabel-
le 1). Wie bei allen anderen bekannten MetAP-in-vitro-
Assays wurde ein �berschuss an Cobalt-Ionen im Puffer
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verwendet, um eine ausreichende Aktivit�t des Enzyms zu
erzielen.

Wir stellten fest, dass Thiabendazol (1) mit Ki = 0.4 mm an
E.-coli-MetAP bindet. 1 wurde im Folgenden als Leitstruktur
f�r die Synthese von Benzimidazol-Derivaten mit gesteiger-
ter Aktivit�t verwendet.[11] Da MetAP ein Enzym mit essen-
zieller Bedeutung in allen Zellen ist, erwarteten wir, dass 1,
und insbesondere die von uns hergestellten potenteren Ana-
loga, antibakteriell gegen E. coli wirken sollten. Alle Verbin-
dungen waren jedoch (in Konzentrationen bis 1 mm) inaktiv
gegen E. coli. Dieses entt�uschende Ergebnis, das mit Beob-
achtungen bei einer strukturell unterschiedlichen, aber noch
wirksameren Klasse von MetAP-Hemmstoffen[3] vergleich-
bar ist, wurde zun�chst mit einer unzureichenden Aufnahme
der Verbindungen in die Bakterienzelle erkl�rt. Um eine
zuverl�ssige Grundlage f�r die Weiterentwicklung der
Hemmstoffe zu erhalten, haben wir die E.-coli-MetAP mit
und ohne Liganden kristallisiert und die jeweiligen dreidi-
mensionalen Strukturen durch R�ntgenbeugung mit einer
Aufl�sung von 1.6 � aufgekl�rt.

Die Ergebnisse des virtuellen Screenings ließen einen
Bindungsmodus erwarten, bei dem Thiabendazol (1) in enger
Nachbarschaft zu den beiden Cobalt-Ionen im aktiven Zen-
trum der E.-coli-MetAP lokalisiert ist. 1 bildet Komplexe mit
Metallionen, und wir erwarteten, dass der Hemmstoff mit den
beiden Kationen im aktiven Zentrum wechselwirkt. Es war
daher v�llig �berraschend, dass der Hemmstoff nicht an die
beiden „regul�ren“ Cobalt-Ionen bindet, sondern an ein
zus�tzliches, im Eingangsbereich des aktiven Zentrums loka-
lisiertes Metallion, das in der ligandenfreien Struktur nicht
vorhanden ist. Der Bindungsmodus ist in Abbildung 1 wie-
dergegeben. Das zus�tzliche Cobalt-Ion wird in einer nahezu
perfekt oktaedrischen Koordinationsgeometrie durch zwei
Thiabendazol-Stickstoffatome, ein Histidin-Stickstoffatom
(His 79) und drei Wassermolek�le komplexiert.

Wir haben weiterhin die dreidimensionale Struktur von
E.-coli-MetAP mit der von Luo et al.[3] beschriebenen Leit-
struktur 2 bei einer Aufl�sung von 1.6 � bestimmt. Diese
Verbindung bindet �ber das Pyridin- und Amid-Stickstoff-
atom ebenfalls an ein zus�tzliches Cobalt-Ion, das mit His79
und drei Wassermolek�len im Eingangsbereich des aktiven
Zentrums wechselwirkt.[12] M�glicherweise tr�gt auch das
Thiazol-Stickstoffatom, das 2.5 � vom Wassermolek�l ge-
gen�ber des Pyridin-Stickstoffatoms und 3 � vom Cobalt-Ion
entfernt ist, zur Stabilisierung des Komplexes bei.

Das zus�tzliche Cobalt-Ion an His 79 ist nicht vorhanden,
wenn das Enzym ohne Hemmstoffe kristallisiert wird. Dies
wurde bereits in den Arbeiten Lowthers et al.[6] gezeigt und

von uns best�tigt, indem wir die
Struktur des Enzyms ohne Ligand
bei ansonsten identischen Bedin-
gungen bestimmten.

Im Laufe dieser Arbeiten be-
richteten Douangamath und Kol-
legen[10] von einer anderen Klasse
von MetAP-Hemmstoffen, darun-
ter Verbindung 3, und den Bin-
dungsmodi dieser Verbindungen
an Staphylococcus-aureus-MetAP.

Es ist bemerkenswert, dass auch 3 und ein davon abgeleiteter
Hemmstoff an ein zus�tzliches Cobalt-Ion binden, das im
freien Enzym nicht vorhanden ist. Anders als bei den
Komplexen der Substanzen 1 und 2 ist dieses Cobalt-Ion
nicht an His 79, sondern an His178 gebunden, und die
Hemmstoffe gehen zus�tzliche Wechselwirkungen mit den
„regul�ren“ Cobalt-Ionen im aktiven Zentrum ein. Douan-
gamath und Kollegen berichteten außerdem �ber einen
Hemmstoff, dessen Bindung nicht durch ein zus�tzliches
Cobalt-Ion vermittelt wird.

Tabelle 1: Nichtkovalent bindende Hemmstoffe von MetAP.

Thiabendazol (1) 2 (Luo et al.[3]) 3 (Douangamath et al.[10])

R�ntgenstruktur
des MetAP-Komplexes

Diese Publikation
(PDB-Code 1YVM)

Diese Publikation[12] Lit. [10]

Affinit�t f�r MetAP Ki = 0.4 mm (E. coli) IC50 = 5 mm (E. coli) IC50 = 16 mm (S. aureus)

Abbildung 1. Elektronendichte von Thiabendazol (1, oben) und Verbin-
dung 2 (unten) in der N�he des aktiven Zentrums von E.-coli-MetAP.
Die 2Fo�Fc-Elektronendichte ist bei 1s innerhalb eines Umkreises von
1.5 � um den Hemmstoff, das zus�tzliche Cobalt-Ion und die daran
gebundenen Wassermolek�le dargestellt. C t�rkis, Co magenta, N
blau, O rot, S gelb.
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Drei Forschungsgruppen haben unabh�ngig voneinander
strukturell diverse MetAP-Hemmstoffe entwickelt, deren
(teilweise betr�chtliche) In-vitro-Aktivit�t vom Vorliegen
zus�tzlicher Metallionen abh�ngt. Die Bildung tern�rer
Komplexe mit zus�tzlichen Kationen hat ihre Ursache in
der hohen Konzentration freier Metallionen im In-vitro-
Testsystem; wie auch schon Douangamath und Mitarbeiter[10]

angemerkt haben, spiegelt dies sicher nicht die Bedingungen
in der lebenden Zelle wider. Die Hemmstoffe sind daher –
h�chstwahrscheinlich – nicht brauchbar f�r einen therapeu-
tischen In-vivo-Einsatz.

Eine naheliegende L�sung des Problems k�nnte darin
gesehen werden, die Konzentration von Metallionen im
Puffer des Enzym-Assays zu senken. Dies ist jedoch kein
brauchbarer Ausweg, denn MetAPs und zahlreiche andere
Metalloenzyme ben�tigen hohe Metallionen-Konzentratio-
nen (�blicherweise 1 mm bis 1 mm), um unter In-vitro-Bedin-
gungen aktiv zu sein. Die Konzentration von Metallionen in
lebenden Zellen ist jedoch um mehrere Gr�ßenordnungen
geringer.[13]

Aus den hier dargestellten Resultaten k�nnen mehrere
Schlussfolgerungen gezogen werden. Zun�chst m�chten wir
die Bedeutung von strukturellen Informationen �ber den
Enzym-Hemmstoff-Komplex herausstellen. Ohne entspre-
chendes Wissen ist die Interpretation von Daten aus In-
vitro-Experimenten oft schwierig oder unzuverl�ssig. Die
Verbindungen 1–3 dienten als Grundlage f�r Struktur-Akti-
vit�ts-Studien, obwohl inzwischen bezweifelt werden muss,
dass sie unter physiologischen Bedingungen an MetAP
binden. Die Inaktivit�t der Verbindungen in vivo wurde
f�lschlicherweise mit unzureichenden pharmakokinetischen
Eigenschaften erkl�rt.

Weiterhin scheint ein vorsichtigerer Umgang mit Ergeb-
nissen von In-vitro-Assays angebracht, vor allem im Bereich
von Metalloenzymen. Es erscheint ratsam, potenzielle Leit-
strukturen nicht nur im Hinblick auf pharmakokinetische
Eigenschaften (logP, Molek�lmasse, Wasserstoffbr�cken) zu
analysieren, sondern auch die Neigung zur Komplexbildung
mit kleinen, anorganischen Ionen zu ber�cksichtigen. Bedeu-
tungslose In-vitro-Daten k�nnten so vermieden werden. Es
k�nnte auch verhindert werden, dass sinnlos in Entwick-
lungskandidaten investiert wird, die unzureichende pharma-
kokinetische Eigenschaften aufweisen, da sie im Verdauungs-
trakt an Metallionen oder andere anorganische Substanzen
aus Nahrungsmitteln oder Nahrungserg�nzungsmitteln
binden. Es sollte vergleichsweise einfach sein, einen Filter-
Algorithmus zu entwerfen, der nahe beieinander liegende
und zur Komplexbildung neigende Heteroatome identifiziert.
Ein solcher Filter k�nnte leicht in Programme eingebaut
werden, die zur Verwaltung von Substanzdatenbanken oder
zur Selektion von Verbindungen f�r virtuelles oder experi-
mentelles Hochdurchsatz-Screening dienen.

Katz und Mitarbeiter[14] schlugen 1998 vor, Zink-Ionen
bewusst als Mediatoren f�r die Bindung von Serinprotease-
Hemmstoffen einzuplanen. Diese Gruppe beschrieb unseres
Wissen zum ersten Mal eine Ligandenbindung durch zus�tz-
liche �bergangsmetallionen. In Analogie zu Katz et al.
k�nnten wir vorschlagen, Cofaktor-abh�ngige Hemmstoffe
mit gesteigerter In-vitro-Affinit�t zu entwerfen. Neuere Er-

kenntnisse �ber die Zink-Hom�ostase[13] zeigen jedoch, dass
die Konzentration freier Zink-Ionen in der Zelle f�r diesen
Zweck zu niedrig ist. Es muss angenommen werden, dass die
intrazellul�re Konzentration anderer, weniger inerter (z. B.
redoxaktiver) Kationen noch strenger kontrolliert wird als die
der relativ „harmlosen“ Zink-Ionen. M�glicherweise lassen
sich aber weiter verbreitete inerte Kationen wie Magnesium
und Calcium als Mediatoren f�r die Bindung von Liganden
einsetzen. Dies w�rde es erlauben, die Ligand-Rezeptor-
Wechselwirkung an die intrazellul�re Konzentration der
betreffenden Ionen zu koppeln, die wiederum (insbesondere
im Fall von Calcium) eine große Bedeutung f�r diverse
Signaltransduktionsprozesse haben. Der gezielte Entwurf
spezifischer und hoch affiner Liganden, die tern�re Komplexe
mit bestimmten Kationen und biologischen Zielmolek�len
eingehen, wird allerdings eine schwierige Aufgabe.

Experimentelles
Kristallisation und Bestimmung der R�ntgenstruktur: Rekombinante
eMetAP (Arg175Gln, um eine Thrombinspaltstelle in einer Schleife
an der Oberfl�che zu entfernen) wurde in E. coli BL21(DE3)
�berexprimiert und gereinigt.[2]

Kristalle wurden mit einer leichten �nderung der vorher be-
schriebenen Bedingungen[15] gez�chtet. Frisch hergestelltes Enzym
wurde in einem Puffer aus 25 mm Hepes, pH 6.8, 25 mm KCl, 100 mm

NaCl, 1 mm CoCl2 und 15 mm Methionin aufbewahrt. Kristalle des
Cobalt(ii)-Enzyms wurden �ber Nacht bei 22 8C mit der Dampfdif-
fusionstechnik erhalten, nachdem 20 mL „sitting drops“ der Protein-
l�sung (13.5 mgmL�1) im Puffer (mit 48.8 mm n-Octanoylsucrose,
Calbiochem-Novabiochem Corp., La Jolla, CA) im Verh�ltnis 1:1 mit
500 mL Reservoirl�sung (24–33% PEG 4000, 0.1m Hepes, pH 7.1,
2 mm CoCl2) gemischt wurden.

Kristalle des Thiabendazol-Komplexes wurden erhalten, indem
das Enzym (13.5 mg mL�1, 49.8 mm n-Octanoylsaccharose) bei
Raumtemperatur 5 min mit einer L�sung des Hemmstoffs in
DMSO inkubiert wurde. Das Inhibitor-Enzym-Verh�ltnis betrug 5:1
(1% DMSO, 48.8 mm n-Octanoylsaccharose) nachdem der vorher
gebildete Komplex mit Reservoirl�sung (0.1m Hepes, pH 7.1, 2 mm

CoCl2, 24–33% PEG 4000) gemischt wurde.
Der Datensatz wurde mit einem Rigaku/MSC-Drehanodengene-

rator (RU300) bei 50 kV und 90 mA gemessen; die Aufnahme der
gemessenen Reflexe erfolgte mit einem R-axis-4++ -„Image-Plate“-
Detektor. 360 Beugungsbilder mit df= 0.58 wurden mit einem
Detektorabstand von 100 mm bei �170 8C gesammelt. 18% Glycerol
in der Mutterlauge diente als K�lteschutzpuffer.

F�r Verbindung 2 betrug das Inhibitor-Enzym-Verh�ltnis 2.5:1
und die Reservoirl�sung enthielt 4 mm CoCl2. Dieser Datensatz
wurde mit einem R-axis-4-„Image-Plate“-Detektor unter gleichen
Bedingungen und Parametern wie oben gemessen und bestand aus
240 Beugungsbildern.

Die Daten wurden mit dem Programm HKL2000 prozessiert und
skaliert.[16] Die von Lowther et al. ver�ffentlichte MetAP-Struktur
(PDB-Code 2MAT) wurde ohne die Cobalt-Atome und Wassermo-
lek�le als Ausgangsstruktur f�r den Molek�laustausch mit dem
Programm PHASER verwendet.[17] Die anschließende Verfeinerung
als starre Gruppe erfolgte mit dem Programm CNS.[18] Im weiteren
Verlauf wurden mit CNS die Atompositionen verfeinert und eine
„Simulated-Annealing“-Verfeinerung vorgenommen, gefolgt von
einer Verfeinerung mit fixierten B-Werten. Anschließend wurde die
Verfeinerung mit dem Programm SHELXL-97 fortgesetzt.[19] Min-
destens 20 Minimierungszyklen nach dem Verfahren des konjugierten
Gradienten mit Einschr�nkungen f�r Bindungsl�ngen, -winkel und B-
Werte wurden f�r jede Verfeinerung durchgef�hrt. Am Ende der
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Verfeinerung wurden Wasserstoffatome nach dem Reitermodell in
berechnete Positionen gesetzt, wobei keine weiteren Parameter
verwendet wurden. Zwischen den Verfeinerungsschritten wurden
Modelle mit dem Programm O[20] erstellt.

Die Atomkoordinaten wurden in der PDB (http://www.rcsb.org/
pdb/) mit dem Zugriffscode 1YVM deponiert. Alle Abbildungen
wurden mit dem Programm PyMOL erstellt.[21] Die Raumstrukturen
wurden �berpr�ft; Ramachandran-Diagramme wurden mit dem
Programm Procheck erzeugt.[22]
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