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Protein-Protein-Wechselwirkungen

Die Entwicklung niedermolekularer Modulatoren von Protein-
Protein-Wechselwirkungen gilt als wichtiges Forschungsziel mit
grofiem Potenzial fiir die Entdeckung neuer Therapeutika. Trotz
anspruchsvoller Voraussetzungen gibt es eine Reihe von Beispie-
len fiir die Inhibierung der Wechselwirkung grofier Proteinbin-
dungspartner durch einen niedermolekularen Liganden. In diesem
Aufsatz geben wir einen Uberblick iiber die Strategien zur Mo-
dulierung von Protein-Protein-Wechselwirkungen und prisentie-
ren den aktuellen Forschungsstand beim rationalen Design von
Mimetika, die die Strukturen und Funktionen ihrer natiirlichen

Angewandte

Aus dem Inhalt

Zielstrukturen abbilden.

1. Einleitung

Die pharmazeutische Industrie stiitzt sich maBgeblich auf
das Geschick von Organochemikern — mit gelegentlicher
Hilfe der Natur —, niedermolekulare Verbindungen (MW <
750 Da) zu identifizieren, die eine gegebene Zielstruktur
hemmen (Proteine, DNA etc.), auBerdem optimierte phar-
makokinetische Eigenschaften haben und oral verfiigbar sind.
Durch die Entschliisselung des menschlichen Genoms sind,
theoretisch zumindest, alle fiir die Wirkstoffentwicklung
verfiigbaren Zielstrukturen preisgegeben. Frei nach Herbert
Hoover (,,a chicken in every pot and a car in every garage*)
formulierte Stuart Schreiber das Ziel, ,,... to identify a small
molecule partner for every gene product*."

Ohne Zweifel waren die Arbeiten zum Design niedermo-
lekularer Substanzen, die in das aktive Zentrum von Enzy-
men passen, bemerkenswert erfolgreich. Das Problem, En-
zyminhibitoren zu identifizieren, vereinfacht sich durch die
Natur ihrer aktiven Zentren. Meistens besteht die katalyti-
sche Doméne aus mehreren Erkennungsstellen innerhalb
einer wohldefinierten Spalte oder Hohlung, wo sie mehr oder
minder gut vom Solvens abgeschirmt sind. Die vorherrschen-
den Wechselwirkungen im aktiven Zentrum von Enzymen
sind Wasserstoffbriicken, Salzbriicken und elektrostatische
Wechselwirkungen, weshalb ,,wirkstoffdhnliche® Molekiile
mit hydrophilen Strukturmotiven oder mit H-Donor- und H-
Acceptorgruppen oft aktiv sind. Des Weiteren konnen die
nativen Substrate als wirksame Matrices fiir Inhibitoren
dienen. SchlieBlich sind die biologischen Testsysteme zur
Aktivitdtsbestimmung von Enzyminhibitoren meist einfach
konzipiert und beruhen auf der Modulierung der Enzymak-
tivitét.

Im Unterschied dazu wird die Entwicklung niedermole-
kularer Modulatoren von Protein-Protein-Wechselwirkungen
gemeinhin als eine schwierige Herausforderung gesehen,
auch wenn dieser Ansatz ein grofles Potenzial zur Entwick-
lung neuer Therapeutika birgt. Protein-Protein-Wechselwir-
kungen haben folgende Schliisseleigenschaften, die auch dazu
beitragen, die Modulierung zu erschweren: 1) Von natiirli-
chen proteindsen Liganden lassen sich kaum Riickschliisse
fiir das Design kleiner Molekiile ableiten, und die relevanten
Aminosdurereste an den Kontaktfldchen sind oft unbekannt.
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2) Die Kontaktflichen zwischen Proteinen sind oft grof
(typischerweise ca. 1600 A? vergrabene Oberfliche, entspre-
chend etwa 170 Atomen), was die kompetitive Wirkung eines
kleinen Molekiils stark kompensiert. 3) Die bindenden Re-
gionen der Proteinpartner befinden sich oft nicht nebenein-
ander und konnen daher nicht durch einfache synthetische
Peptide nachgeahmt werden. 4) Eine selektive Wechselwir-
kung mit einem individuellen Protein ist schwierig zu errei-
chen, weil viele Protein-Protein-Grenzflichen gering profi-
liert sind. 5) Durch Screening von Substanzbibliotheken auf
wirksame Inhibitoren von Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen sind nur wenige ,,wirkstoffihnliche“ kleine Molekiile
identifiziert worden. 6) Biologische Testsysteme beruhen in
der Regel nicht auf der Enzymaktivitdt, und meist muss auf
aufwéndigere Techniken zuriickgegriffen werden, die den
Bindevorgang direkt verfolgen (z.B. Kalorimetrie, Oberfla-
chenplasmonresonanz).

Trotz dieser schwierigen Voraussetzungen gibt es eine
Reihe von Beispielen fiir die Inhibierung von Protein-Prote-
in-Wechselwirkungen durch niedermolekulare Liganden.
Mehrere aktuelle Ubersichtsartikel zum Thema sind erschie-
nen.”® Wir geben hier einen Uberblick iiber die Strategien
zur Modulation von Protein-Protein-Wechselwirkungen und
iiber den Stand der Forschung beim rationalen Design von
Mimetika, die die Strukturen und Funktionen ihrer natiirli-
chen Zielstrukturen abbilden.

[*] Dr. H. Yin, Prof. Dr. A. D. Hamilton
Department of Chemistry
Yale University
P.O. Box 208107, New Haven, CT 06520-8107 (USA)
Fax: (+1)203-432-6144
E-mail: andrew.hamilton @yale.edu
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2. Schliisseleigenschaften von Protein-Protein-
Assoziaten mit Relevanz fiir das
Inhibitor-Design

2.1. ,Hot Spots“ der Bindungsenergie

In einer richtungsweisenden Analyse gelang es Clackson
und Wells, die Bindungsenergie des Komplexes aus dem
menschlichen Wachstumshormon (hGH) und der extrazellu-
liren Domine seines primidren Rezeptors (human growth
hormone binding protein; hGHbp) einem kleinen komple-
mentédren Satz von Aminosdureresten an der Kontaktfldche
zuzuordnen.”’) Daraus wurde gefolgert, dass die Bindungsdo-
méne eines der Proteinpartner durch relativ einfache kleine
Molekiile nachgeahmt werden konnte. Mit der Technik des
»Alanin-Scannings“ (bei der die Aminoséduren an der Grenz-
fliche systematisch zu Alanin mutiert und die Anderungen
der freien Bindungsenthalpie bestimmt werden) wurden die
Reste identifiziert, die die entscheidende Bindungsregion
(,,funktionelles Epitop*, ,,hot spot“) aufbauen. Wells et al.
fanden heraus, dass von den 31 Seitenketten in der Bindungs-
region von hGH acht Reste etwa 85% der Bindungsenergie
beisteuern, wihrend die Hélfte der Reste keinen nennens-
werten Beitrag leistet."”! In der Bindungsdoméine von hGHbp
sind die Reste Trp 104 und Trp 169 dominant, die jeweils iiber
—4.5kcalmol ™ zu einer Gesamtenergie der hGH-hGHbp-
Komplexbildung von —12.3 kcalmol™' beitragen (Abbil-
dung 1).

! |
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Abbildung 1. hGH-hGHbp-Kontaktfliche (die entscheidenden Reste
sind als Stabmodelle gezeigt).

Hang Yin ist zurzeit Postdoc bei Prof. Willi-
am F. DeGrado an der University of Penn-
sylvania School of Medicine. Er promovierte
2004 bei Prof. Andrew D. Hamilton an der
Yale University iiber synthetische a-Helix-
Mimetika als Inhibitoren von Protein-Prote-
in-Wechselwirkungen. Seinen Abschluss als
B.S. in Chemie hatte er zuvor an der Univer-
sitit Peking erworben.
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Das Vorkommen von ,hot spots“ bei Protein-Protein-
Wechselwirkungen ist in vielen Folgestudien untermauert
worden.'!! Bogan et al. untersuchten 2325 Alaninmutanten
auf Verdanderungen der freien Bindungsenthalpie und zeigten,
dass die energetischen Beitrdge der einzelnen Seitenketten
nicht mit ihren vergrabenen Oberflichen korrelieren.'"” In
einigen Fillen war der ,,hot spot” von energetisch irrelevan-
ten Kontaktstellen umgeben, die offenbar wie ein Dichtring
fungieren, um das Losungsmittel fernzuhalten. Bestimmte
Aminosiuren — besonders Tryptophan (21 %), Arginin (13 %)
und Tyrosin (12 % ) — kommen in den ,,hot spots* hiufiger vor
(d.h., sie tragen mehr als 2 kcalmol ™' zu einer Bindung bei)
als etwa Leucin, Methionin, Serin, Threonin und Valin, die
jeweils weniger als 3% aller Reste in ,,hot spots*
chen.™ Tryptophan, Arginin und Tyrosin finden sich auch
héufiger in den Proteingrenzflichen und dort mit einer
Anreicherung von 3.91, 2.47 und 2.29 in den ,hot spot“-
Regionen. Eine Anreicherung von Tyrosin und Tryptophan
und eine Verarmung an Valin, Isoleucin und Leucin wurde
auch in antigenen Epitop-Sequenzen (complementarity-de-
termining regions; CDRs) nachgewiesen.'¥ Padlan et al.
begriindeten diese Anreicherung damit, dass die aromati-
schen Aminoséurereste iiber hydrophobe Wechselwirkungen
zur Bindungsenergie beitragen, ohne einen groferen entro-
pischen Aufwand zu erfordern, da sie weniger frei rotierbare
Bindungen aufweisen.

Neuere Entwicklungen in der Bioinformatik gaben wei-
teren Aufschluss iiber die Eigenschaften von Protein-Protein-
Kontaktflichen und trugen zur Entdeckung von ,hot spots®
bei. Eine Fiille von Daten iiber Alaninmutationen in Protein-
Protein-Komplexen ist verfiigbar und konnte zum Design
kleiner Molekiile mit wechselwirkungsmodulierenden Eigen-
schaften genutzt werden.™ Andere Moglichkeiten zur Ent-
deckung von ,hot spots“ bestehen in der Anwendung von
Computermethoden zur Erzeugung kombinatorischer Biblio-
theken funktioneller Epitope und zur Identifizierung wieder-
holt auftauchender Aminosiuremuster.'® Mit dieser Metho-
de wurde die rdumliche Anordnung von Schliisselstruktur-
elementen an Protein-Protein-Kontaktfldchen effizient auf-
geklart. Ein von Ben-Tal etal. entwickelter Algorithmus
(Rated4Site; http://consurf.tau.ac.il) identifiziert funktionelle
Kontaktflichen auf der Basis evolutiondrer Beziehungen
zwischen homologen Proteinen entsprechend ihres phyloge-
netischen Stammbaumes."” Anhand der Topologie des

ausma-
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Stammbaumes und der Zweiglingen, die die evolutionire
Beziehung zwischen zwei Proteinen wiedergeben, wurde mit
der Methode eine homodimere Kontaktfliche eines hypo-
thetischen Proteins Mj0577 vorhergesagt, die dann rontgen-
kristallographisch bestétigt wurde.

2.2. Enthalpie, Entropie und Wirmekapazitdt

In einer exzellenten Ubersicht untersuchte Stites die
thermodynamischen Aspekte von Protein-Protein-Assozia-
ten und die relative Bedeutung von Enthalpie, Entropie und
Wirmekapazitit fiir die Stabilisierung des Komplexes.”! Der
wichtigste Parameter ist die Assoziationskonstante, die sich
aus der Differenz der freien Enthalpien (AG) des assoziierten
und des nichtassoziierten Zustandes der Proteine errechnet.
Sie bestimmt, bei welcher Konzentration s signifikante
Mengen an Proteinkomplex vorliegen.

Es ist allgemein akzeptiert, dass der hydrophobe Effekt
die Wiarmekapazititsidnderung AC, bei der Proteinfaltung
und -bindung dominiert.”® Stites wies darauf hin, dass es
keine eindeutige Korrelation zwischen AH oder AS und den
Werten von AG und AC, gibt, wohingegen zuvor erklirt
worden war, Protein-Protein-Wechselwirkungen seien entwe-
der enthalpie- oder entropiegetrieben.'”) Er kam auBerdem
zu dem Schluss, dass im Allgemeinen hydrophobe Wechsel-
wirkungen die entscheidende Triebkraft fiir die Bildung von
Protein-Protein-Komplexen beisteuern. In manchen Fillen
spielen allerdings auch andere Kréfte wie elektrostatische
Effekte eine wichtige Rolle bei der Proteinassoziation.?”! Der
Anteil an polarer und unpolarer Oberfldche, der bei einer
Protein-Protein-Wechselwirkung vergraben wird, korreliert
in vielen Fillen schlecht mit dem AC,-Wert.” Eine mégliche
Erkldrung wire, dass eine grole Zahl von Wassermolekiilen
an der Schnittstelle vergraben wird, die eine niedrigere
Wirmekapazitit als das freie Losungsmittel haben konnten
und groBe Verdnderungen von AC, bei Protein-Protein-
Wechselwirkungen verursachen.

Cochran argumentierte, dass trotz der gro3en Kontakt-
flaiche und hoher Bindungsenergien bei der Proteinassoziati-
on kleine molekulare Antagonisten mit kompetitiven Bin-
dungsaffinititen gefunden werden kénnen.! Die treibende
Kraft fiir das Aufbrechen der Komplexe sollte entweder von
einer enthalpisch begiinstigten Proteinstabilisierung oder
einem entropisch begiinstigten Ligandenaustausch stammen.

2.3. Positiv und negativ kooperative Wechselwirkungen

Williams et al. diskutierten komplexere Zusammenhénge
der thermodynamischen Parameter von Protein-Protein-
Wechselwirkungen.” Sie analysierten die Kooperativitit
von Protein-Ligand-Wechselwirkungen und schlugen vor,
dass die Bindungsenergie zum Teil von Verdnderungen
innerhalb des Rezeptorproteins herriihrt.”>?! In diesem Fall
héngt die Bindung zwischen zwei Proteinen nicht langer nur
von den beteiligten Oberfldchenregionen ab, sondern auch
davon, wie sich die Protein-Protein-Wechselwirkung auf die
innere Struktur der Proteine auswirkt.
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Ein Bindungsereignis wird beziiglich einer zweiten Wech-
selwirkung als positiv kooperativ definiert, wenn die Affinitét
in Gegenwart dieser zweiten Wechselwirkung zunimmt. Um-
gekehrt ist ein Bindungsereignis negativ kooperativ, wenn die
Affinitdt in Gegenwart der zweiten Wechselwirkung abnimmt
(Schema 1). Die allgemeine Erwartung an eine positiv ko-

a) ~ b) N
N . N
H o Ligand ';'/?)]/
o L
A - 2 NE
5 ,

Rezeptor

Schema 1. Strukturmodelle fiir a) positive und b) negative Kooperativi-
tit; die unteren beiden Wasserstoffbriicken befinden sich innerhalb
eines Proteinrezeptors, die oberen beiden werden bei der Bindung
eines Peptidliganden gebildet.

operative Bindung geht dahin, dass die Proteinstruktur
verdichtet wird, einhergehend mit einem Gewinn an Enthal-
pie und einem Verlust an Entropie. Ein Beispiel ist der
Biotin-Streptavidin-Komplex  (AH=—-134kJmol™" und
TAS = —57 kIJmol ™! bei 25°C).”" Bei einer positiv koopera-
tiven Bindung reduziert der Ligand die Beweglichkeit der
Aminosidurereste, mit denen er direkt wechselwirkt. Da
nichtkovalente Bindungen durch die kinetische Bewegungs-
energie gelockert werden, binden diese Reste nun fester an
benachbarte Gruppen, was letztendlich zu einer dichteren
Packung des gesamten Proteins fiihrt.?"

Bei negativ kooperativer Ligandenbindung werden die
wechselwirkenden Partner dagegen beweglicher, was mit
einem Verlust an Enthalpie und einem Gewinn an Entropie
einhergeht.” Williams et al. wiesen nach, dass O, negativ
kooperativ an Hamoglobin bindet.* Die optimale Bindungs-
weise fiir O, ist mit der Geometrie im strukturell dichten T-
Zustand (tense state) nicht kompatibel. Analog zu Schema 1b
verzerrt der Ligand daher die Struktur des Rezeptors, er-
zwingt eine Lockerung des Hamoglobin-Tetramers durch den
Bruch von Salzbriicken zwischen den Untereinheiten und
iiberfiihrt das Protein in den entspannten, bindenden R-
Zustand (relaxed state).””

3. Strategien zur Erkennung von dufleren
Proteinoberfldchen

Jedes Protein hat eine charakteristische duflere Oberfla-
che, die geladene, hydrophobe und hydrophile Doménen
aufweist. Die Proteinoberflichen sind von entscheidender
Bedeutung fiir die Vermittlung von Protein-Ligand- und
Protein-Protein-Wechselwirkungen bei wichtigen biologi-
schen Vorgidngen wie Zellproliferation, -wachstum und
-differenzierung. Daher konnte ein synthetisches Molekiil,
das an die elektrostatischen und strukturellen Eigenschaften
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des Zielproteins angepasst ist, an die duflere Oberfldche
binden und Protein-Protein-Wechselwirkungen aufbrechen.
Daraus ergibt sich ein vielversprechender Ansatz zur Regu-
lation biologischer Prozesse.*!

3.1. Erkennung von Proteinoberfliichen: biologische Strategien
3.1.1. Kiinstliche Antikérper

Viele Anwendungen von Antikérpern in der Chemie und
Medizin erfordern eine definierte molekulare Spezifitit in
Form monoklonaler Antikorper (mAks).* Friihere Arbeiten
konzentrierten sich auf die Humanisierung von Antikorpern,
die von mAks aus Nagern abgeleitet waren. Ziel war es,
Probleme der Immunogenitidt und ineffizienter sekundirer
Immunfunktion zu 16sen, die einen klinischen Einsatz oft
behinderten.®’! Die humanisierten Antikorper werden durch
Transplantation der CDR-Schleifen aus den konstanten Re-
gionen der Nager-Antikorper in die humanen Antikorper
hergestellt. Die funktionalen Antikorperfragmente werden
dann von E. coli sezerniert.!]

Monoklonale Antikorper, die die Wechselwirkung zwi-
schen Interleukin2 (IL2) und seinem Rezeptor (IL2R)
blockieren, sind ein Beispiel fiir die erfolgreiche Modulation
einer Protein-Protein-Wechselwirkung in der Immunthera-
pie.’? Mausantikorper gegen IL2R (anti-Tac) wurden gegen
die Spender-gegen-Wirt-Krankheit (graft versus host disease;
GVHD) und zur Unterdriickung von Autoimmunerkrankun-
gen in Nagern verwendet.®3 In klinischen Studien zeigte
anti-Tac eine therapeutische Wirkung bei steroidresistenter
GVHD. Jones et al. humanisierten anti-Tac durch Kombina-
tion von CDR aus Nagerantikorpern mit konstanten und
Geriistregionen aus menschlichen Antikérpern und reduzier-
ten so die Xenoelemente auf ein Minimum.” Queen et al.
sowie Junghans et al. erzeugten einen humanisierten anti-Tac,
der die CDR-Schleife der Maus enthielt, wihrend praktisch
der gesamte Rest des Molekiils aus humanem Immunglobulin
IgGlx stammte.B)

Es wurden einige Strategien getestet, um die Wirksamkeit
der Immuntherapie zu verbessern. Ein Ansatz besteht darin,
ein natiirliches Toxin so zu modifizieren, dass es die Zellen
abtotet, die das vom mAk erkannte Antigen exprimieren.
Lorberboum-Galski et al. deletierten die fiir die Zellerken-
nung zustindige Domine I des einkettigen Pseudomonas-
Exotoxins (PE) und erzeugten so das modifizierte Toxin
PE40.P™ Das chimire Protein, IL2-PE40, inhibiert die Pro-
teinbiosynthese in IL2R exprimierenden Tumorzelllinien und
verursacht den Zelltod. GroBe Proteintoxine sind allerdings
immunogen und haben nur ein schmales therapeutisches
Fenster, da der Wirt sehr rasch Antikorper gegen das Toxin
entwickelt. Ein radiomarkierter mAk wurde als alternatives
Immunkonjugat zum Transport des cytotoxischen Agens in
die Zielzellen entwickelt.”™ Waldmann et al. markierten anti-
Tac-Antikorper mit Yttrium-90 zur Behandlung von Patien-
ten mit adulter T-Zell-Leukdmie (ATL). Bei 11 von 17
Patienten wurde eine teilweise (9) oder vollstindige (2)
Remission erzielt.®® Mit Radionukliden beladene anti-Tac-
Antikorper sind somit ein wirksames Therapeutikum bei
IL2R exprimierender Leukidmie.
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3.1.2. Miniaturproteine

Trotz der Erfolge des Protein-Engineerings bei der Her-
stellung funktioneller Antikorperfragmente versucht man aus
mehreren Griinden, mit kleineren und kompakteren Prote-
ingeriisten zu arbeiten:®! 1) Bei strukturierten Proteinen
kann man hohere Affinititen erwarten, weil der Entropie-
verlust bei der Bindung geringer ist.*! 2) Die Wechselwir-
kung an der Kontaktfldche lésst sich einfacher interpretieren,
sofern die Gesamtstruktur des Stammproteins im Wesentli-
chen erhalten bleibt. 3) Ein gefaltetes Protein sollte stabiler
gegen Proteolyse sein als ein Zufallsknduel, sodass es sich
besser fiir die rekombinante Herstellung eignet. 4) Ein rium-
lich begrenztes Geriist kann moglicherweise hydrophobe
Reste présentieren, die in der Peptidform vergraben sind.
5) Die Bindungsaktivitit einer Doméne bleibt mit groerer
Wahrscheinlichkeit erhalten als die eines Peptids, wenn bei
der Produktion eine Fusion mit einem anderen Protein oder
einer anderen Domine erfolgt.

Anstatt solche Proteingeriiste de novo zu konstruieren,
wurde vielfach von natiirlich vorkommenden Proteinen oder
Dominen ausgegangen. Mehrere native oder verdnderte
Proteingeriiste wurden bislang verwendet, z. B. B-Barrels,*!
a-Helixbiindel™ und das Zinkfinger-Motiv,**! um kiinstliche
Molekiile mit Bindungsaffinitdt zu entwerfen.

Schepartz et al. entwickelten die allgemeine Methode der
Proteinpfropfung (,,protein grafting*), bei der das funktiona-
le Epitop auf ein starres Miniaturproteingertist aufgepfropft
wird. Diese Methode, die oft in Kombination mit molekularer
Evolution eingesetzt wird, dient zur Identifizierung von
Miniaturproteinen mit hoher Affinitit und Spezifitdt fiir
Protein- und Nucleinsiure-Targets.*! Ein aktuelles Beispiel
ist die Auffindung von hochaffinen Liganden fiir die KIX-
Domiine des transkriptionalen Coaktivatorproteins (CBP).[*]
Der Komplex aus der CBP-KIX-Doméne und der kinase-
induzierbaren Aktivierungsdomine (KID) des Transkrip-
tionsfaktors CREB gilt als schwieriges Target, da die KID-
bindende Spalte an der Oberfliche von KIX flach ist und
mehr einer 16sungsmittelexponierten Proteinoberfliche als
einer typischen a-Helix-bindenden Hohlung #hnelt.*! Zur
freien Enthalpie der KID"-KIX-Komplexbildung tragen hy-
drophobe Wechselwirkungen wesentlich bei, denn die Sei-
tenketten an den Positionen i, i+3, i+4 und i+7 (Tyr134,
Ile137, Leu138 und Leul41) auf der gleichen Seite der
helicalen Region von CREB-KID wechselwirken mit der
Oberfldche von KIX. Diese Schliisselreste wurden durch
Proteinpfropfung an die 16sungsmittelexponierte o-helicale
Seite eines kleinen, aber stabilen Proteins, des avianen
Pankreaspolypeptids (aPP), gebunden.”” Das so erhaltene
Phosphopeptid PPKID4” (GPSQPTYPGDDAPVRRLS’F-
FYILLDLYLDAPGVC, S* =Phosphoserin), das das zustz-
liche funktionale Epitop enthilt (fettgedruckt), zeigte eine
hohe Affinitit (Ky=562 441 nm). Seine Préferenz fiir CBP-
KIX war hoher als die von Carboanhydrase (CA) (Ky=106 +
12 um), die ebenfalls hydrophobe Liganden bindet, und von
Calmodulin (CaM) (Ky=52 12 um), dessen nativer Ligand
smMLCK (smooth muscle myosin light-chain kinase) eben-
falls eine a-helicale Konformation einnimmt, in der sich die
entscheidenden bindenden Aminosédurereste in den Positio-

Angew. Chem. 2005, 117, 4200 — 4235


http://www.angewandte.de

Protein-Protein-Wechselwirkungen

nen i, i+3 und i+7 (Trp800, Thr803 und Val807) befin-
den.[48—50]

Vita et al. berichteten iiber das rationale Design von
Miniaturproteinen, die die mit dem HIV-1-Hiillprotein wech-
selwirkende CDR2-dhnliche Region von CD4 nachbil-
den.P'3 Als Strukturgeriist diente das Skorpion-Toxin Cha-
rybdotoxin,**> ein kompaktes Polypeptid (37 Aminosiu-
ren), das aus einem antiparallelen dreistringigen p-Faltblatt
und einer kurzen a-Helix besteht und im Zentrum durch drei
Disulfidbriicken stabilisiert ist (Abbildung 2b).***" Dieses

i

)
h Y

) )

)

£l

Abbildung 2. Strukturvergleich zwischen CD4 (a) und den Skorpion-
Toxinen Charybdotoxin (b) und Scyllatoxin (c). Die Aminosduren 25-64
von CD4 (griin) binden an gp120. Die CDR2-dhnliche Schleife 36-47
(cyan) wurde auf Charybdotoxin oder Scyllatoxin transferiert, die eine
|6sungsmittelexponierte 3-Haarnadelschleife (ebenfalls in cyan) mit
dhnlicher Struktur wie die CDR2-ghnliche Schleife in CD4 enthalten.

Strukturmotiv findet sich in allen bekannten Skorpion-Toxi-
nen,’®%®! unabhingig von ihrer GroBe, Aminosiuresequenz
und Funktion (Blockade von K*-, Na*-, Cl~-Kanilen etc.),*”!
was auf eine hohe Toleranz gegen Sequenzadoption schlie3en
lasst. Da das Charybdotoxin die meisten Strukturelemente
enthilt, die man gewdhnlich auch in Proteinen findet (o-
Helix, p-Faltblatt, 3-Schleife, Schlaufen), ist es ein geeignetes
Geriist zum Aufpfropfen von funktionellen Aminosédurese-
quenzen aus Fremdproteinen. Das Zelloberflaichenprotein
CD4 bindet an das Glycoprotein gp120 der HI-Virenhiille,
das eine wichtige Rolle bei der Zielfindung des HI-Virus und
der Zellinfektion spielt.™ Eine hervorstehende p-Haarna-
delschleife, die CDR2-dhnliche Schleife von CD4 (Abbil-
dung2a), liegt im Zentrum der CD4-gp120-Kontaktfliche
und bildet ein antiparalleles p-Faltblatt mit dem [15-Strang
von gp120. Das Miniaturprotein CD4M, das durch Einbau
der Schliisselaminosduren von CD4 in das Charybdotoxin-
Geriist (Abbildung 2b) erzeugt wurde, inhibierte die Bindung
von gp120 an CD4 mit einem 1Cs,-Wert von 20 um. !
Ausgehend von einem anderen Skorpion-Toxin, dem
Scyllatoxin (Abbildung 2¢), als Wirtsprotein stellten Vita
et al. weitere wirksame Inhibitoren der CD4-gp120-Wechsel-
wirkung her.’?l Scyllatoxin ist ein 31 Aminosiuren langes
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Polypeptid mit einem doppelstrangigen {-Faltblatt (18-29),
dessen Struktur ebenfalls der CDR2-dhnlichen Schleife von
CD4 dhnelt.? Es ist etwas kiirzer als das Charybdotoxin und
enthilt keinen N-terminalen 3-Strang, auferdem présentiert
es eine kiirzere Schleife an der Gelenkstelle zwischen Helix
und erstem $3-Strang. Dadurch ist die 3-Haarnadelschleife des
Scyllatoxins gegen hochmolekulare Wechselwirkungspartner
vollstdndig exponiert, was es zu einer besseren Wirtsstruktur
fiir die CDR2-dhnliche Schleife von CD4 macht. Das chimire
Protein CD4M9, das auf dem Scyllatoxingeriist aufbaut,
inhibiert die CD4-gp120-Bindung mit einem ICs-Wert von
0.4 um und ist damit 100-mal wirksamer als natives CD4.

In einer Folgestudie wurde die Kontaktfliche von CD4M9
optimiert, sodass ein wirksames Miniatur-CD4 (CD4M33,
1C5,=4.0 nM) mit CD4-dhnlichen Eigenschaften erhalten
wurde. Auch CD4M33 zeigte bei niedrigen nanomolaren
Konzentrationen starke antivirale Aktivitit und inhibierte die
Zell-Zell-Fusion von HIV-1.1%!

3.1.3. Funktionale Oligonucleotide

In Analogie zu Peptidbibliotheken wurde auch die Er-
zeugung und Selektion von Oligonucleotiden (Aptameren),
die spezifische Liganden binden, vielfach fiir die Entwicklung
pharmazeutischer Wirkstoffe und diagnostischer Testsysteme
eingesetzt.l””! Seit die systematische Evolution von Liganden
durch ein exponentielles Anreicherungsverfahren (SELEX)
1990 erstmals beschrieben wurde,'” wurde das Leistungsver-
mogen dieser Technologie durch zahlreiche Modifikationen
enorm verbessert.”! Durch Einfithrung modifizierter Nuc-
leotide konnten aus den Selektionsansdtzen Aptamere mit
tiberraschend hoher In-vivo-Stabilitét isoliert werden. Bei-
spielsweise wurden nucleaseresistente Nucleinsdureliganden
mit hoher Hemmwirkung (K;=100pm) auf den VEGF
(vascular endothelial growth factor; gefdBendothelialer
Wachstumsfaktor) aus RNA-Aptamerbibliotheken identifi-
ziert.® Aptamere gegen die reverse Transkriptase des HI-
Virus (HIV-RT) aus einem Pool von Einzelstrang-DNA
banden mit K-Werten von 1 nm an das Enzym.*) Aptamere
aus RNA und modifizierter RNA, die auf ihre Bindung an den
basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) selektiert
worden waren, inhibierten erfolgreich die Bindung von bFGF
an Zelloberflichenrezeptoren bei Konzentrationen um
1 nm."! Einstringige Anti-Thrombin-DNA-Aptamere zeig-
ten in vivo eine Hemmwirkung auf die Blutgerinnung.”*®! Die
Faltungsmuster dieser selektierten Aptamere sind ausgespro-
chen divers und enthalten sekundire Strukturelemente wie
G-Quartetts, Stamm-Schleifen-Gebilde und Pseudoknoten.®”!

3.1.4. Nichtnatiirliche Biopolymere

Da Peptide und Nucleotide gegen enzymatischen Abbau
anfillig sind, hat man begonnen, nach anderen Strukturge-
riisten zu suchen. Untersucht wurden peptid- oder nucleotid-
dhnliche Biopolymere wie 3-Peptide, f-Sulfonopeptide, Pep-
toide, Oligocarbamate und PNA (Schema 2)."" So berichte-
ten Seebach et al. iiber ein kleines Cyclo-f-tetrapeptid, das
das natiirliche Hormon Somatostatin nachahmt und biologi-
sche Aktivitdt sowie mikromolare Affinitdt fiir humane

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

4205


http://www.angewandte.de

Aufsitze

4206

R O R O o R
oL A A N~ A
YT Wy

1 B-Peptide 2 vinyloge Peptide
H H R'
N~ N2 H 0,0
e S S - /N\/\/\S/\ )\/\ Y
5 O 0 0O O WY N N
R R R H o O

3 B-Sulfonopeptide 4 vinyloge Sulfonopeptide

R'

EiN/\[(\N\)?\NE E/H\_/\O)J\N)\/O\n/‘%l
) o y R H o

5 Peptoide 6 Oligocarbamate

Schema 2. Nichtnatirliche Biopolymere mit peptidahnlichen Eigen-
schaften.

Rezeptoren zeigt.!! Schreiber et al. untersuchten die Kon-
formationseigenschaften kleiner vinyloger Peptide und
Gennari et al. die Faltung von Oligosulfonamiden (f-Sul-
fonopeptiden und vinylogen Sulfonopeptiden).”! Peptoide,
die zu den ersten nichtnatiirlichen Oligomeren gehorten, die
fiir pharmazeutische und kombinatorische Anwendungen
entwickelt wurden, nehmen in Wasser feste Konformationen
ein, wenn chirale Seitenketten an die Amid-Stickstoffatome
gebunden sind."" Schultz et al. berichteten iiber eine Familie
von Oligocarbamaten, die den monoklonalen Antikorper
20D6.3 mit ICsy-Werten zwischen 60 und 180 nm binden. Uber
ihre Strukturpriferenzen herrscht allerdings Unklarheit.[™!

3.2. Erkennung von Proteinoberfldchen: Synthesestrategien
3.2.1. Erkennung der Carboanhydraseoberfldche durch
Cu"-Komplexe

Die Oberfldche eines Proteins exponiert geladene, polare,
aliphatische und aromatische Gruppen, die das Angriffsziel
oberflichenerkennender Agentien sein konnen. Ein Beispiel
ist die Imidazolgruppe von Histidin, die starke Komplexe mit
Ubergangsmetallen bildet. Mallik et al. synthetisierten Mo-
lekiile mit proteinbindenden Eigenschaften, bestehend aus
drei Cu*"-Iminodiacetat-Seitenketten (Cu**-IDA) an einem
aromatischen Molekiilkern (Schema 3).“8! Der Vorteil dieser
Strategie besteht darin, dass die Metall-Ligand-Wechselwir-
kungen in Wasser stdrker sind als andere nichtkovalente
Krifte, sodass komplementidre Wechselwirkungen zu einer
festen und selektiven Anbindung fithren konnen. Der Kup-
ferkomplex 8 bindet an Carboanhydrase (CA) aus Rinder-
erythrocyten, ein Protein mit sechs Histidinresten an der
Oberfliche, mit einer Bindungskonstanten K, von 3 x 10°m~".
Der Cu-freie Ligand von 8 geht hingegen keine Bindung ein.
Das Derivat 7, das einen kiirzeren Spacer zwischen den Cu**-
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Schema 3. Cu**-IDA-Komplexe zur Bindung an die Carboanhydrase-
oberfliche.

IDA-Armen enthilt, und das Derivat 9, das flexiblere Sei-
tenketten aufweist, binden beide schwicher an CA (7: K, =
7.5%x10*m7"; 9: K,=3.3x10*M"). Interessanterweise riihrt
die schwichere Bindung von 7 hauptsédchlich von einer
weniger giinstigen Bindungsenthalpie her, was auf eine
schlechtere geometrische Passform zwischen 7 und den
Histidinresten von CA hindeutet. Der flexiblere Komplex 9
leistet zwar einen groBBeren Enthalpiebeitrag zur Bindung als
8, steuert aber gleichzeitig einen weit ungiinstigeren Entro-
pieterm bei (—TAS), wodurch insgesamt eine schwichere
Bindung resultiert. Des Weiteren bindet 8 selektiv an CA
gegeniiber Hiihnerei-Albumin, das an seiner Oberfldche
ebenfalls sechs Histidinreste, allerdings in anderer raumlicher
Orientierung enthélt. Die Verbindungen 7 und 9 waren
weniger selektiv. Diese Befunde zeigen, dass geometrische
Passform und Vororganisation der Kupferarme relativ zu den
Zielhistidinen wichtige Faktoren fiir hohe Affinitdt und
Selektivitét sind.

3.2.2. Oberflidchenerkennung von Cytochrom c

Cytochrom ¢ (Cytc) aus Pferdeherz ist ein Elektronen-
transportprotein mit einem hohen isoelektrischen Punkt
(pI 10)."! Die exponierte Oberfliche in der Him-Region ist
von einer Gruppe kationischer Reste umgeben, die als eigene
Bindedomine fiir verschiedene Proteinpartner wie Cyto-
chromoxidase oder Cytc-Reduktase fungieren. Diese Wech-
selwirkungen reagieren sehr empfindlich auf Modifikationen
der oberflichenexponierten Lysinreste, was auf eine starke
Abhingigkeit von elektrostatischen Kréften schliefen
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lasst.””! Jain et al. wiesen nach, dass diese Oberfliche von
kiinstlichen Rezeptoren auf Basis eines Tetraphenylporphy-
rin(TPP)-Geriists mit verschiedenen Aminosduren und Pep-
tidderivaten an der Peripherie erkannt werden kann
(Schema 4).17®!

o CO,H JOL /[COZH
R= % N"COMe R= % N"“COMH
H 2 H
10 11
COH
COH
OH 0._NH
0
A N__com H
e SN LT Rex N COH
~, H
CO,H 6] ~Co,H
12 13

Schema 4. TPP-Derivate zur Erkennung der dufleren Oberfliche von
Cytochrom c.

Mithilfe von Fluoreszenzloschungsexperimenten gelang
es auf einfache Weise, die Dissoziationskonstanten fiir eine
Reihe von Derivaten zu bestimmen. Porphyrin 12, das einen
Tyr-Asp-Dipeptidrest an jedem Phenylring trédgt, bindet fest
an Cytc mit einem K -Wert von 20 nm. Der Vergleich von K-
Werten fiir eine Reihe von TPP-Derivaten ergab, dass die
Affinitdt durch das Anbringen anionischer Reste am Porphy-
rinkern merklich gesteigert wird; so liegt die Affinitdt des
octaanionischen Derivats 11 (K;=160nM) etwa sechsmal
hoher als die des tetraanionischen Derivats 10 (K, =900 nm).
Die thermodynamischen Parameter von 11 dhneln denen der
Cytc-Peroxidase, eines nativen Bindungspartners von Cytc;
ebenso verhilt es sich mit der Ionenstdrkeabhéngigkeit der
Wechselwirkungen von 11 und 12 mit Cytc. Dieses dhnliche
Verhalten legt nahe, dass die molekularen Oberflichen von
11 und 12 einen Teil der Bindungsdoméne von Cytc-Peroxi-
dase nachbilden. Der vom Tetrabiphenylporphyrin abgelei-
tete Rezeptor 13 mit seinem hydrophoben Kern und einer
Peripherie mit 16 Ladungen zeigte die hochste Affinitdt mit
einem K, -Wert von 0.67 nMm.”) AuBerdem bindet 13 mit hoher
Selektivitédt an Cytc gegeniiber dem nahe verwandten Protein
Cytochrom css5; (Ky=180 nMm) und Ferredoxin (Ky=17 pm),
was darauf hinweist, dass komplementire Ladung und GroBe
Voraussetzungen fiir eine starke Bindung sind.
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Die Effekte von TPP-Derivaten auf die Proteinfaltung
wurden ebenfalls untersucht. Das thermische Denaturie-
rungsprofil von Cytc mit und ohne TPP-Rezeptoren wurde
bei pH 7.4 mit Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie ver-
folgt. Der Schmelzpunkt 7, von Cytc sank in Gegenwart von
Rezeptor 12 von 85°C auf 64°C. Das Kupferporphyrindimer
von 12 induziert auferdem die Entfaltung von Cytc mit einer
Stochiometrie von 2:1 unter physiologisch relevanten Bedin-
gungen und beschleunigt die Geschwindigkeit des proteoly-
tischen Abbaus.™

Ein verwandtes Konzept zur Erkennung von Cytc wurde
durch Hamachi et al. entwickelt.® Ein [Ru(bpy);]-Komplex
mit Carboxylatgruppen an der Peripherie bindet Cytc selektiv
gegeniiber Myoglobin, Meerrettichperoxidase und Cyto-
chrom bsg,. Der Vorteil dieses Ansatzes liegt in der Templat-
funktion des Metalls, die es ermoglicht, den Komplex durch
schrittweise Ligation der einzelnen Bipyridin-Einheiten auf-
zubauen. Mit dieser Synthesestrategie wurde eine Serie
unsymmetrisch substituierter Rezeptoren hergestellt; Verbin-
dung 16 (Schema 5), das symmetrischste Derivat, ging dabei

(Anteil an gebun-
denem Liganden)

H
RI= m%coo,ﬂ R&=H 14 (=10%)

COCH
COOH

H ~COOH
Ruzgiy{«amH RP=H 15 (=60%)
COOH
H ~COOH
R”3=gif{%COOH

COOH

16 (=90%)

Schema 5. [Ru(bpy)s]-Komplexe zur Oberflichenerkennung von Cyto-
chrom c.

die stdrkste Bindung ein. In Untersuchungen der Photore-
duktion von Cytc, die durch die Komplexe 14-16 katalysiert
wird, erwies sich allerdings der Komplex 15 als der wirksams-
te Katalysator. Als Grund wurde eine fein ausgewogene
Balance zwischen dem Bindungsvermogen des Ru-Komple-
xes und der Zuginglichkeit zum stochiometrischen Redukti-
onsmittel genannt.

3.2.3. Inhibierung von Chymotrypsin mit Nanopartikel-
Rezeptoren

Rotello et al. entwickelten mit einer gemischten Monola-
ge beschichtete Goldcluster (MMPCs; mixed-monolayer
protected gold clusters), die mit terminalen anionischen
Gruppen zur Erkennung der positiv geladenen Oberfldche
von a-Chymotrypsin  (ChT) funktionalisiert waren
(Schema 6).%?! Das Enzym wird durch einen zweistufigen
Mechanismus inhibiert, bestehend aus einem schnellen und
reversiblen ersten Inhibierungsschritt, gefolgt von einem
langsameren irreversiblen Schritt. Die Bindung ist sehr
effizient mit einem K:*-Wert von 10.4+1.3 nm und einer
Stochiometrie von fiinf Proteinmolekiilen pro MMPC. ChT
wurde selektiv gegeniiber Elastase, 3-Galactosidase und dem
zelluldren Retinsdure-Bindeprotein erkannt, was die Wirk-

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

4207


http://www.angewandte.de

Aufsitze

4208

= CO,

0.6\ ! S

"E“‘gss%/co? ‘_L\
i é:&s\-sm et

-_——
- e

) ,_r/ CcOy™ (5 Aguiv.) P
0.7/ T\ "c07

Schema 6. Oberflichenerkennung von Chymotrypsin durch einen
Nanopartikel-Rezeptor.

samkeit der beteiligten elektrostatischen Wechselwirkungen
belegt.

Mit dynamischer Lichtstreuung (DLS) lieB sich zeigen,
dass die Hemmung ohne MMPC-Aggregation verlduft. Im
CD-Spektrum wurden ein zeitabhingiger Anstieg und eine
Verschiebung des Minimums bei 202 nm (entsprechend
einem hohen Gehalt an 3-Faltblattstrukturen) zu niedrigeren
Wellenldngen beobachtet, was auf eine Konformationsande-
rung hin zum Zufallskniduel und einen Verlust der nativen
Sekundirstruktur hinweist.

In einer Folgepublikation berichteten die Autoren, dass
die Zugabe kationischer Detergentien laut DLS-Messungen
zur Ablosung von ChT von der Oberfliche der anionischen
MMPCs fiihrt.®™ In einem Versuch, die native Struktur bei
Bindung des Proteins aufrechtzuerhalten, wurden Oligoethy-
lenglycolgruppen (OEGs) auf den MMPCs fixiert.[*! CD- und
Fluoreszenzanisotropiemessungen deuteten darauf hin, dass
das Protein ein hohes Maf an struktureller Integritit behielt.
ChT wurde auch durch erhohte Ionenstiarke unter Erhaltung
der vollen enzymatischen Aktivitit freigesetzt, was auf eine
vollstdandige Riickbildung der nativen Struktur schlieBen lief3.

Diese Beispiele zeigen, dass zur Erkennung von Protein-
oberfliachen vorgesehene Molekiile gleichzeitig auch einen
drastischen Einfluss auf die native Konformation des Ziel-
proteins haben konnen. Es sind noch viele Fragen offen, etwa
zum Mechanismus dieser Vorginge und einer mdglichen
medizinischen Relevanz. Es sollte moglich sein, Molekiile zu
identifizieren, die die Proteinfaltung durch Stabilisierung des
nativen Zustandes unterstiitzen.

4. Synthetische Modulatoren von Protein-Protein-
Wechselwirkungen aus chemischen Bibliotheken

Eine bioinformatische Analyse sagt voraus, dass es ca.
6500 aussichtsreiche Zielproteine (Rezeptoren, Enzyme, Io-
nenkanéle usw.) fiir die Entwicklung neuer pharmazeutischer
Wirkstoffe gibt.* Diese Zahl erhoht sich dramatisch, wenn
man die Protein-Protein-Wechselwirkungen als mdogliche
Angriffspunkte hinzuzihlt. Das Ziel wiére die Entwicklung
von effizienten und verldsslichen Strategien zur Auffindung
von Molekiilen, die, bei akzeptablen pharmakokinetischen
Eigenschaften, Protein-Protein-Kontakte aufbrechen kon-
nen. Hochdurchsatz-Techniken zur Datengewinnung, darun-
ter die Mikroarrayanalyse, der Aufbau kombinatorischer
chemischer Bibliotheken und In-silico-Screeningverfahren,
sind fiir die Suche nach solchen Inhibitoren unverzichtbar
geworden. Wenn zu einem bestimmten Zielprotein keine
Strukturinformationen verfiigbar sind, ist ein Screening
wahrscheinlich die beste Methode, um synthetische Antago-
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nisten der Protein-Protein-Wechselwirkung als Wirkstoffkan-
didaten zu finden.

4.1. Agonisten von Protein-Protein-Wechselwirkungen
4.1.1. Kleine nichtpeptidische Mimetika von G-CSF

Der granulocytenstammige koloniestimulierende Faktor
(G-CSF) ist ein Polypeptid-Wachstumsfaktor, der die Pro-
duktion neutrophiler Granulocyten reguliert, die als Basis
von Wirtabwehrsystemen fungieren.® G-CSF bindet an
seine Rezeptoren (G-CSFr) und 16st ihre Dimerisierung
aus; als Folge werden die Protein-Tyrosinkinasen JAK1 und
JAK?2 aktiviert.’”-®] Die JAK-Kinasen phosphorylieren dann
rezeptorassoziierte Proteine wie die Signaltransduktions- und
Transkriptionsaktivatorproteine (STATS; signal transducers
and activators of transcription) und regulieren so die Tran-
skription.*”® Die Verbindung 17 (Schema 7) wurde in einem

| x
WY H N
N N >\’NH
N= =N
NN
N N/‘
x

17 SB 247464
Schema 7. G-CSFr-Agonist 17 (SB247464).

zelluldren Hochdurchsatz-Screening als Agonist des G-CSF-
Proteins mit 30% Wirksamkeit in einem Luciferase-Test
identifiziert.”” Wie G-CSF lost 17 die Tyrosinphosphorylie-
rung bei JAK1, JAK?2 und bei G-CSFr aus, nicht allerdings
beim Interleukin-3(IL-3)-Rezeptor, wodurch die spezifische
Targeterkennung belegt ist. G-CFS und 17 induzieren beide
die Phosphorylierung von STAT3 und STATS. Der zeitliche
Ablauf der STAT-Aktivierung durch 17 stimmt mit dem
durch G-CSF ausgelosten Ablauf iiberein.

Weitere Untersuchungen ergaben, dass der Agonist 17
Knochenmarksprimérzellen der Maus stimuliert, die darauf-
hin Granulocytenkolonien bilden und die Zahl der neutro-
philen Zellen im peripheren Blut erhohen. Insgesamt be-
trachtet zeigen die Daten, dass 17 als Mimetikum von G-CSF
die G-CSF-Rezeptoren aktiviert, indem es an eine andere
Domine von G-CSFr bindet.

4.1.2. Ein Agonist der Insulinrezeptor-Tyrosinkinase mit
antidiabetischer Aktivitdt in vivo

Der aus einem Pilzextrakt isolierte Naturstoff 1.-783,281
(18; Schema 8) wirkt als Agonist der humanen Insulinrezep-
tor-Tyrosinkinase (IRTK).”!! Die Entwicklung oral aktiver
niedermolekularer Insulinmimetika ist eine der groen Her-
ausforderungen in der medizinischen Chemie. Insulin bindet
an die extrazelluldren a-Untereinheiten seines Rezeptors und
16st damit Konformationsdnderungen aus, die die Tyrosinki-
naseaktivitdt stimulieren und damit eine Autophosphorylie-
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18 1.-783,281

Schema 8. Insulinmimetikum 18 (L-783,281), das die Aktivierung der
Insulinrezeptor-Tyrosinkinase induziert.

rung der transmembraniren B-Einheiten verursachen.”” Ver-
bindung 18 wurde aus einer 50000 synthetische Verbindungen
und Naturstoffe umfassenden Bibliothek selektiert. Sie indu-
zierte 50 % des maximalen Effekts von Insulin auf die IRTK-
Aktivitit bei niedriger Konzentration (3-6 um). Im Mausmo-
dell bewirkte 18 eine deutliche Senkung des Blutglucosespie-
gels.

4.1.3. Niedermolekulare Schalter fiir die hGH-hGHbp-Wechsel-
wirkung

Schultz et al. berichteten iiber Studien zur zweistufigen
Regulation des menschlichen Wachstumshormons (hGH)
und der extrazelluliren Domine des hGH-Rezeptors
(hGHbp).® Zunichst wurden die beiden Reste Thr175 (im
hGH) und Trp 104 (im hGHbp) zu Glycin mutiert, wodurch
eine Hohlung an der Kontaktfliche zwischen hGH und
hGHbp entstand. Im zweiten Schritt wurde eine Bibliothek
niedermolekularer Substanzen durchmustert und daraus die

Verbindung E8 (19, Schema 9) als Ligand
Cl N identifiziert, der den Defekt in der Kon-
\E;[N%CCE taktflaiche komplementiert. Die Affinitét
H von E8 wurde mit Oberflichenplasmo-
19 B8 nenresonanz bestimmt. Die Bindungsaf-
finitdt des mutierten Hormons fiir den
mutierten Rezeptor war in Gegenwart
von 100 um E8 mehr als 1000fach grofier
als im Kontrollversuch ohne ES8. JAK2-
Phosphorylierungsassays zeigten, dass der
mitogene Signaltransduktionsweg iiber
den hGH-Rezeptor nur in Gegenwart
des mutierten Hormons und 50 um ES8
stimuliert wird. Die dosisabhidngige Pro-
liferation von IL-3-abhdngigen promye-
loiden Zellen (FDC-P1) zeigte andererseits, dass E8 die
mitogene Signaltransduktion des mutierten hGH-hGHbp-
Komplexes blockiert (ECs, =10 nm). Insgesamt ldsst sich aus
den Ergebnissen schlieen, dass E8 nicht nur die Bindung des
mutierten Hormons vermittelt, sondern auch den Signal-
transduktionsweg umschaltet.

Schema 9. Der
Ligand E8 komple-
mentiert eine de-
fekte Kontaktfliche
im hGH-hGHbp-
Komplex bei
Thr175Gly (hGH)
und Trp104Gly
(hGHbp).

4.2 Inhibitoren aus Fliissig- oder Festphasen-Screenings
4.2.1. Bistriazin-Derivate zur Inhibierung von Fusionsprotein-
multimeren des RS-Virus

Das RS-Virus (RSV; respiratory syncytial virus) ist einer
der haufigsten Erreger von Infektionen der unteren Atem-
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wege bei Kindern und Sauglingen und ein wichtiger Ausloser
von ambulant erworbenen Atemwegserkrankungen bei Er-
wachsenen.’” Das virale 70K-Fusionsglycoprotein (F) des
RSV bildet Homotetramere und vermittelt die Virenfusi-
on.”” Beim Screening einer 20000 Verbindungen umfassen-
den Bibliothek mit einem Ganzzell-Testsystem fand eine
Forschungsgruppe bei Wyeth-Ayerst Research eine Serie von
Bistriazin-Derivaten mit Biphenyl- (20) oder Stilben-Linkern
(21) (Schema 10), die die Virenfusion verhindern.”® Diese

HNOC, CONH,
0 o
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O Yo in
HNOC NH SONa HN CONH,
7N oo N=
I Ny gt iyt
=N N
H,NOG QNH NaO,S HNQ CONH,
9 o
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H,NOC 20 CONH,
HNOC,
o} CONH,
S o,
[of SN
HNOC NH SO;Na
N H HN@ CONH,
st Ny S
. O
H,NOC NH N—
) NaO,$ HN@ CONH,
N-S, 0
e} S
HNOC 21 o C

CONH,

Schema 10. Bistriazin-Inhibitoren der Fusionsprotein-Aggregation des
RS-Virus.

Inhibitoren greifen das RSV(F) an, das seine Funktion auf
der Oberfliche des Virions in oligomerem Zustand ausiibt.
Speziell die Bistriazin-Inhibitoren blockieren selektiv die
Aggregation des Fusionsproteins F, ohne andere Oberfld-
chenglycoproteine zu storen. Die Inhibierung geht mit einer
Destabilisierung des bioaktiven multimeren Zustandes des F-
Proteins einher und fiihrt zu einem verringerten Fusionsver-
mogen. Der Inhibitor 20 bindet fest an das F-Protein mit
einem 1Cs)-Wert von 0.05 pM.

Untersuchungen der Struktur-Wirkungs-Beziehungen der
Bistriazin-Derivate belegten die Bedeutung des negativ ge-
ladenen Molekiilkerns und der Starrheit des Molekiils rund
um die zentrale Einheit. Ein Vorschlag war, dass der Inhibitor
mit dem F-Protein durch zahlreiche Wasserstoffbriicken der
terminalen Amidgruppen wechselwirkt. Durch Fluoreszenz-
studien wurde nachgewiesen, dass 20 und 21 direkt an das F-
Protein binden. Mehrere dieser Verbindungen werden ge-
genwirtig in klinischen Studien als mégliche prophylaktische
Wirkstoffe gegen RSV untersucht.’”)

4.2.2. Bisazobenzol- und Bisazonaphthalin-Derivate als Anti-
HIV-1-Wirkstoffe durch Unterbrechung der gp120-CD4-
Fusion

Die Bekdmpfung des humanen Immundefizienzvirus Typ
1 (HIV-1) ist nach wie vor ein zentrales Thema in der
klinischen Forschung. Die dritte variable Doméne (V3-
Schleife) des duBeren Hiillproteins von HIV-1, des Glyco-
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proteins gp120, bindet an die p-Chemokinrezeptoren CCR3
und CCRS5 und erleichtert dadurch die Virusinfektion.” Die
aktiven Zentren der Corezeptoren CXCR4 und CCRS
werden durch die Bindung von CD4 an gpl120 freigelegt,
worauf das Virus an die Corezeptoren bindet und mit der
Zelle fusioniert. Die Anheftung des Virus an der Zielzelle
und die Fusion sind vielversprechende Angriffspunkte fiir die
Wirkstoff-Forschung, wie der aktuelle Erfolg des bei Trimeris
entwickelten T-20-Peptids bestétigt, der sich auch als Impuls
zur Suche nach nichtpeptidischen Antagonisten erwies.”! Bei
einem NCI-Screening (NCI = National Cancer Institute) auf
antivirale Wirkstoffe wurde der Naphthalinsulfonsdure-Farb-
stoff Chicago Sky Blue (CSB, 22, Schema 11) als aktiver

0,5, NH, MeQ SO,
o )
& O Y
L .
0,8 OMe  H,N SO,

22 Chicago Sky Blue (CSB)

S0,

0,8
N
N A
HO  N=

0,8
23 Chinoben
0,C
0.5
N OH
oy
Natavan
HO N
S0,
co,
24 Resoben
0,C

25

Schema 11. Synthetische Inhibitoren der gp120-CD4-Wechselwirkung
auf Bisazobenzol- und Bisazonaphthalin-Basis.

Inhibitor gegen HIV identifiziert. CSB wirkt durch Spaltung
der gp120-CD4-Wechselwirkung.'"! Die Verbindung war in
vivo aktiv (ICs,=4.8 um), der Azobenzidin-Kern wird jedoch
zu carcinogenen aromatischen Aminen metabolisiert, wes-
halb die Weiterentwicklung gestoppt wurde.

Ein weiteres Screening von CSB-Analoga lieferte Ver-
bindungen wie 23-25 (Schema 11), bei denen die zentrale
Biphenylgruppe durch Stilben ersetzt ist, um einen Molekiil-
abbau zu vermeiden.™! Die Verbindungen 23 (Chinoben)
und 24 (Resoben) unterbrechen die gp120-CD4-Bindung mit
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moderaten 1Cs;-Werten von 1.3 pm und 1.4 um, wihrend 25
deutlich weniger wirksam ist (ICs, =31 pum).

Zu Beginn der Studien waren die molekularen Rezepto-
ren dieser Inhibitoren noch unbekannt. Im Laufe der Unter-
suchungen zeigte sich jedoch, dass Resoben (24) an die V3-
Doméne von gpl20 und nicht an CD4 bindet. Die Haupt-
neutralisationsdoméne (PND, principal neutralizing domain)
der V3-Schleife ist mit hydrophoben und kationischen Resten
angereichert, weshalb die passende Orientierung von anioni-
schen und elektronenreichen Heteroatomen zusammen mit
dem aromatischen Charakter der Wirkstoffe wahrscheinlich
ein wichtiger Faktor fiir die Bindung an V3 ist. Resoben (24),
das das beste pharmakologische Profil von allen untersuchten
Verbindungen aufweist, wurde als topisches Mikrobizid zur
Verhinderung der HIV-Ubertragung vorgeschlagen.['””!

Ein unabhingiges Screening bei Lexigen lieferte die
Verbindung FP-21399 (26; Schema 12) als Inhibitor der

Cl

: Pe e
~
0 NH © Meoj@iN\N
N. HN
- H OMe © ©
cl

0,8 SOy

26 FP-21399
Cl

Schema 12. FP-21399.

Wechselwirkung zwischen gp120 und Antikérpern gegen die
V3-Domine.['™ FP-21399 hindert gp120 an der Verbreitung
T-Zell-topischer Stamme und geht spezifische Wechselwir-
kungen mit dem gp120-gp41-Komplex wihrend des Virus-
eintritts in die Zelle ein.'™ Ono et al. wiesen nach, dass FP-
21399 bereits in Konzentrationen von 1 pgmL ™' Membran-
fusionen vermittelt. Im Tierversuch reduzierte FP-21399 den
Anteil von infizierten Méusen in einer Population von 71 %
(Kontrolle) auf 21-13% bei einer Dosis von 10-50 mgkg .
FP-21399 befindet sich momentan in der klinischen Erpro-
bung in Phase II als Anti-HIV-Medikament; seine Wirkung
beruht auf der Unterbrechung der Virusfusion mit der
Zellmembran."! Diese Erfolge bei der Suche nach Inhibito-
ren der HIV-Fusion dienen als gute Beispiele fiir die Ent-
wicklung synthetischer Liganden als Inhibitoren von Protein-
Protein-Wechselwirkungen durch Screening chemischer Bib-
liotheken.

4.2.3. Bisnaphthalinsulfonate und kationische Porphyrine als
Anti-FGF-Wirkstoffe

Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGF) kommen in
einer Reihe von Zelltypen vor und werden mit der Zelldif-
ferenzierung und -entwicklung einschlieBlich Mitose und
Angiogenese in Zusammenhang gebracht. Die FGF-Familie
hat mindestens 19 Mitglieder, darunter FGF-1 (saures FGF)
und FGF-2 (basisches FGF), die als die wichtigsten Wachs-
tumsfaktoren angesehen werden und an Heparinsulfat-Pro-
teoglycane binden.!”! Rontgenkristallographische Untersu-
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chungen ergaben, dass FGF-2-Proteine eine dreiblittrige [3-
Struktur mit einer zentralen Hohlung bilden; das Zentrum ist
von hydrophoben Resten umgeben, die in allen Proteinen der
FGF-Familie konserviert sind."”'®! Durch Mutagenese-Ex-
perimente an FGF-2 wurden getrennte funktionelle Domé-
nen fiir die Bindung des Heparins und des FGF-Rezeptors
nachgewiesen (Abbildung 3).[107-10]

Abbildung 3. Kristallstruktur eines terniren Komplexes aus FGF-2
(cyan), FGFR-1 (blau) und einem Heparinhexamer (UAP-SGN-IDU-
SGN-IDU-SGN).

Suramin (27; Schema 13), ein Prototyp eines Wachstums-
faktor-Antagonisten, unterbricht die Wechselwirkung zwi-
schen FGF2 und seinem Rezeptor (FGFR) in verschiedenen
Zelllinien. Die klinische Weiterentwicklung von Suramin
wurde jedoch wegen der hohen Toxizitidt und der mangelnden
Selektivitét gestoppt. So zeigten beispielsweise Takano et al.,
dass Suramin zu TumorvergroBerung fiihrt, wahrscheinlich
wegen seiner immunsuppressiven Aktivitat."" Gagliardi
et al. untersuchten im Detail die Struktur-Wirkungs-Bezie-

s N K S0,
B T e
N © N
H H
ol N0 07N
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Schema 13. Von Bisnaphthalinsulfonat abgeleitete Anti-FGF-Wirkstoffe.
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hungen von 70 oligoanionischen Suramin-Analoga durch
Bestimmung der antiangiogenetischen Aktivitit in vivo in der
Hiihnerei-Chorionallantoismembran (CAM).'""! Von den 70
Verbindungen hatte 30 (Schema 13) eine antiangiogenetische
Wirkung, die der von Suramin gleichkam, sieben weitere
Verbindungen wirkten sogar deutlich stdrker als Suramin.
Alle sieben Analoga leiteten sich von einem Naphthalintri-
sulfonsdure-Geriist ab und enthielten Harnstoffgruppen. Aus
den Experimenten wurde geschlossen, dass die Anwesenheit
der Naphthalinsulfonatgruppen ebenso wie die richtige Zahl
starrer Spacer entscheidend fiir die Aktivitét sind. Aufbauend
auf diesen Befunden versuchten Manetti et al., das pharma-
kologische Profil von Suramin zu optimieren, ohne seine
Affinitdt zu beeintrachtigen. Der Ansatz bestand in der
Synthese heterocyclischer Suramin-Analoga wie 28.1"? Ver-
glichen mit 27 wurden diese Analoga mit weniger Sulfonsiu-
regruppen an den o- oder den [-Aminonaphthalinresten
ausgeriistet, um die Bindung an Plasmaproteine zu modulie-
ren. Aulerdem wurden die Benzolringe durch Pyrrol oder
Pyrazol ersetzt. Die Analoga hatten bessere Toxizititsprofile
als Suramin und gelten als die aussichtsreicheren Kandidaten
fir Anti-FGF-Wirkstoffe.

Struktur-Aktivitits-Untersuchungen ergaben, dass Ver-
bindung 29, der auf jeder Seite ein Pyrrol-Spacer fehlt, und
auch das Naphthalinsulfonat 30 weniger aktiv waren als 28.
Eine der mit Molecular Modeling erhaltenen energiearmen
Konformationen von 28 entspricht einem bogenformigen
Molekiil, dessen NH-Gruppen alle zur gleichen Seite zeigten.
Ein Modell dieser Konformation in Wechselwirkung mit der
FGF-Oberfliache erwies sich elektrostatisch und geometrisch
als auflergewohnlich komplementér, was auch mit den Er-
gebnissen der Struktur-Aktivitédts-Untersuchungen korreliert.
Zamai konnte dieses Modell mit Fluoreszenzanisotropie-
Messungen teilweise validieren und bestétigte eine 1:1-Sto-
chiometrie fiir den Komplex aus 28 und FGF (K =
0.127 pm).'1 Die Wechselwirkung erweist sich bei Zugabe
von Heparin als reversibel, was in Einklang mit der model-
lierten Struktur darauf hinweist, dass 28 an die heparinbin-
dende Doméne von FGF bindet. Zur weiteren Bestdtigung
wurde gefunden, dass die Einfach- und Doppelmutanten
K128Q (Ky4=1.23 pm) und K128-K138Q (K =5.12 um) viel
schwécher binden, was auf die Bedeutung der kationischen
Seitenketten bei der Komplexbildung hinweist.

Yayon und Mitarbeiter fanden synthetische Porphyrinde-
rivate, die die FGF2-FGFR-Bindung unterbrechen
(Schema 14).'" Das kationische Tetra(methylpyridini-
um)porphyrin (TMPP) 31 wurde zunichst in einem Hoch-
durchsatz-Screening gefunden. TMPP inhibiert die Bindung
von '®I-markiertem FGF an FGFR mit einem I1Cs,-Wert von
1 um. Es hat auch eine gewisse Affinitit zum VEGF und
inhibiert dessen Bindung an VEGFR mit ICy, =10 pm. Da-
gegen wurde die Bindung von EGEF, der kein heparinbinden-
der oder heparinabhéngiger Wachstumsfaktor ist, an seine
Tyrosin-Rezeptorkinase nicht durch TMPP beeintréichtigt.
Aufgrund dieser Selektivitdt wurde vorgeschlagen, dass die
Storung der Heparinbindung der entscheidende Faktor fiir
die Wirkung von TMPP ist.

Mehrere Analoga von 31 wurden synthetisiert und in
dhnlicher Weise auf ihre Féhigkeit getestet, den FGF2-
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Schema 14. FGF-Inhibitoren auf Basis des TMPP-Geriistes.

FGFR-Komplex zu unterbrechen. Interessanterweise zeigte
das unsymmetrische Derivat 32, das eine geladene Gruppe
weniger enthalt, in vitro eine 50fach starkere Wirkung (ICs, =
20 nm) als TMPP. Derivat 33 mit einer N-Methyl-3-pyridini-
um-Modifikation ist 10-mal weniger aktiv als TMPP, woraus
geschlossen wurde, dass die Position der Ladungen wichtig fiir
die Wirkung ist. Da sich 32 im Unterschied zu TMPP (31) in
vivo als vollig inaktiv bei der Metastasierungssuppression des
Lewis-Lungencarcinoms zeigte, wurde nach anderen Deriva-
ten gesucht, die sowohl in vivo als auch in vitro hoch wirksam
sind. Das Corrin-Derivat 34, das wie 32 drei positive Ladun-
gen sowie die gleichen Seitenketten wie 33 tréagt, scheint der
am besten ausbalancierte Wirkstoff zu sein. Seine In-vitro-
Aktivitit ist zehnmal hoher (IC5y = 100 nm) als die von TMPP,
und auch die In-vivo-Aktivitdt ist besser. Es inhibierte die
Tumormetastasierung bei einem Fiinftel der Konzentration
von TMPP.

Der genaue Inhibierungsmechanismus ist gegenwértig
noch unklar. Abgesehen von dem Nachweis, dass der ternire
FGF-FGFR-Komplex unterbrochen wird, wurde die direkte
Bindung von 34 an FGF oder FGFR nicht niher charakte-
risiert. Mit Blick auf das Bindungsvermogen von oligoanio-
nischen Komponenten wie Suramin und seinen Derivaten ist
es unwahrscheinlich, dass diese kationischen Porphyrine an
die gleiche Stelle des FGF binden; moglicherweise legen sie
andere molekulare Oberfldchen als Zielstrukturen frei, die in
dem bioaktiven terndren Komplex eine Rolle spielen.

4.2.4. Inhibitoren der IL2-IL2Ra.-Wechselwirkung
Die Entwicklung eines synthetischen Antagonisten der
Bindung von IL-2 an die a-Untereinheit seines Rezeptors

(IL-2Ra) ist ein interessantes Beispiel fiir das Zusammen-
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wirken von rationalem Design, Bibliotheks-Screening und
einer guten Portion Gliick. IL-2 initiiert die T-Zell-Prolifera-
tion durch die Erkennung eines heterotrimeren Rezeptor-
komplexes, der a-, - und y-Untereinheiten enthilt, auf der
Oberfliche der T-Zelle’ Nach Rontgenstrukturanalyse
besteht IL-2 aus einem Biindel aus vier Helices. Durch
ortsspezifische Mutagenese wurden die Aminosduren K35,
K38, T41, F42, K43 und Y45 in der AB-Schleife und E61 und
L72 in der Helix B als die entscheidenden Reste fiir die (IL-
2)-(IL-2Ra)-Komplexbildung identifiziert.""” Friihere Unter-
suchungen hatten ergeben, dass monoklonale Antikorper
gegen IL-2R (anti-TAC) effektive immunsuppressive Wirk-
stoffe sind.F2'" In diesen Studien wurden die Vorziige
niedermolekularer Liganden, die in der Lage sind, die (IL-
2)-(IL-2Ra)-Bindung zu storen, deutlich aufgezeigt.

Bei Hoffmann-LaRoche wurde gefunden, dass der syn-
thetische Inhibitor 35 (Schema 15) die Wechselwirkung zwi-

Schema 15. Synthetische Antagonisten der Bindung zwischen IL-2 und
IL-2Ra.

schen IL-2 und IL-2Ra unterbricht."” 35 war als Mimetikum
der R38-F42-Region von IL-2 entworfen worden, wobei
Acylphenylalanin verwendet wurde, um die Reste R38 und
F42 im Kontakt mit dem IL-2Ro-Protein zu emulieren.
Verbindung 35 und ihr Enantiomer wurden synthetisiert und
in einem kompetitiven Scintillation-Proximity-Assay getes-
tet. 35 zeigte eine moderate Wirkung bei der Spaltung des
(IL-2)-(IL-2Ra)-Komplexes bei pH 7.4 (ICs,=3um), wih-
rend das Enantiomer inaktiv war. "N-HSQC-NMR-Messun-
gen belegten, dass 35 durch Bindung an IL-2 und nicht an IL-
2Ra wirkt.['#!

Der Inhibitor 35 ist ein Beispiel fiir eine kiinstlich
entworfene niedermolekulare Verbindung, die ein diskonti-
nuierliches Epitop einer Proteinoberfliche nachahmt, und es
ist die erste gut charakterisierte nichtpeptidische Substanz,
die die Bindung eines Cytokins an seinen Rezeptor inhibiert.

Niedermolekulare IL-2-Inhibitoren mit verbesserter
Wirksamkeit wurden vor kurzem bei Sunesis entwickelt.!'”
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Die Strategie beruhte auf der Identifizierung synthetischer
Fragmente mit moderater Affinitit fiir Proteinoberflichen
mithilfe einer Ankertechnik (Abbildung 4).1*! Dazu wird
eine Bibliothek von Thiol-derivatisierten Fragmenten mit

/
) Sl
H .q,.s

8

Entfernen von -5-5-

Abbildung 4. Prinzip der Ankertechnik zur Suche nach Leitstrukturen,
die eine spezifische Stelle auf der Proteinoberfliche erkennen.

einem Cystein-haltigen oder Cystein-modifizierten Protein
unter reduktiven Bedingungen verkniipft. In dem sich ein-
stellenden Gleichgewicht sind diejenigen Fragmente, die
zusidtzlich zur Disulfidbriicke noch Bindungen zur Protein-
oberflidche bilden, angereichert und kénnen massenspektro-
metrisch detektiert werden. Die Methode eignet sich nicht
nur zum Screening grofer Bibliotheken von Fragmenten;
durch Anderung der Position der Cysteinreste lassen sich
auch unterschiedliche Regionen des Proteins erkennen.
Damit ist es moglich, zwei oder mehr Fragmente, die mit
moderater Affinitidt an verschiedene Regionen des Proteins
binden, zu einem fest bindenden Inhibitor zu verkniipfen.

Braisted et al. durchsuchten mit der Ankertechnik eine
Substanzbibliothek nach IL-2-Inhibitoren und fanden mithil-
fe von mutierten Proteinen eine Reihe von aktiven Fragmen-
ten, z.B. 36 (Schema 15).'"” Eine statistische Analyse ergab,
dass die Mutanten Y31C und L72C bevorzugt kleine aroma-
tische Carbonséduren selektieren. Ein Kernsatz von zwanzig
Derivaten wurde zusétzlich zum Carbonsdurederivat 36 syn-
thetisiert. Acht dieser zwanzig Derivate inhibierten die (IL-
2)-(IL-2R0)-Bindung in submikromolaren Konzentrationen
mit einer 5- bis 50fach verbesserten Wirkung im Vergleich zur
Leitstruktur. Das Derivat 37 zeigte die stidrkste Bindung mit
einem [Cs;-Wert von 60 nm. Die 1:1-Stéchiometrie fiir die
Bindung von 37 an IL-2 wurde durch Oberflichenplasmo-
nenresonanz bestdtigt. Weitere Untersuchungen ergaben,
dass 35 und 37 an einen ,hot spot“ von IL-2 binden.['?!l
Dieser wurde durch eine Konformationsdnderung aufgeklart,
die durch die Bindung des niedermolekularen Liganden
ausgelost wird.

Diese Untersuchung zeigt, dass die Suche in einer gerich-
teten Bibliothek eine gute Alternative zum strukturbasierten,
rationalen Design von Inhibitoren von Protein-Protein-Bin-
dungen sein kann. Das strukturbasierte Design stiitzt sich auf
Rontgenkristallographie oder NMR-Strukturen zur Identifi-
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zierung von starren, gut definierten Taschen; hingegen haben
die Methoden der Fragmentaggregation dann Vorteile, wenn
es gilt, Proteinoberflachen mit anpassungsfahigen oder dyna-
mischen Bereichen zu erkennen.

4.2.5. Ein Antagonist der EPO-EPOR-Wechselwirkung, der die
EPOR-Dimerisierung induziert

Erythropoetin (EPO) bindet an die EPO-Rezeptoren
(EPOR) auf roten Blutkorperchen und reguliert die Prolife-
ration und Differenzierung der Blutstammzellen.*? Durch
die Bindung von EPO wird eine Dimerisierung von EPOR
ausgelost, die wiederum verschiedene biologische Reaktio-
nen in Gang setzt. Qureshi et al. fithrten eine Studie mit dem
Ziel durch, das funktionale EPO-Protein mithilfe niedermo-
lekularer Verbindungen zu imitieren und auf diese Weise die
EPOR-Dimerisierung zu induzieren. Stattdessen wurde,
durch Screening der chemischen Bibliothek von Merck, ein
Antagonist der EPO-EPOR-Wechselwirkung identifiziert
(Verbindung 38, von der zwei Regioisomere existieren;
Schema 16).%*! Die antagonistische Wirkung von 38 auf die
EPO-EPOR-Bindung (IC5,=159.5+ 1.1 um) wurde durch Ra-
diomarkierung analysiert.

NH,

R'=H, R?=CI, R3=CO,Me
R'=Cl, R?=H, R*=CO,Me

38 o S

RO

39
Schema 16. Synthetische Antagonisten der EPO-EPOR-Komplexbildung.

FEine verzweigte Verbindung 39, die acht Einheiten des
Fragments 38 enthilt, zeigte eine verbesserte Wirksamkeit
(ICsp=4.4+1.9um) und war in der Lage, die EPOR-Dime-
risierung auszuldsen. Analog zu natiirlichem EPO konnte 39
auch ein STAT-abhingiges Luciferase-Reportergen in BAF-
Zellen aktivieren, die menschliches EPOR exprimieren.
AuBerdem forderte es die Proliferation von EPOR-exprimie-
renden Tumorzelllinien und die Differenzierung menschli-
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cher Vorladuferzellen zu Kolonien oder blutbildenden Zellen.
Diese Ergebnisse zeigen, dass 38 ein schwacher Antagonist
der EPO-EPOR-Bindung ist und dass 39, das mehrere
identische Bindedoméinen enthilt, als Aktivator von EPOR
wirkt.

4.2.6. Ein niedermolekularer Modulator eines Calciumkanals
vom N-Typ

Der Calciumkanal vom N-Typ ist ein Schliisselprotein fiir
die Freisetzung von Neurotransmittern im zentralen und
peripheren Nervensystem.'” Die Organisation der Protein-
untereinheiten innerhalb des Calciumkanals ist essentiell fiir
die biologische Funktion, und in fritheren Arbeiten wurde
nachgewiesen, dass die Aktivitit des Calciumkanals durch
eine Modulation der Wechselwirkung zwischen den Unter-
einheiten beeinflusst werden kann.'*! Mit Computermodel-
lierung wurde ein Mimetikum des diskontinuierlichen, drei
Reste umfassenden Pharmakophors des w-Conotoxins GVIA
entworfen. GVIA ist ein nativer Ligand von spannungsab-
hiingigen Calciumkanilen vom N-Typ.'”! Das Benzothiazol-
derivat 40 (Schema 17) wurde ausgewéhlt, um den K2- und

H2N§ H,N
PoRee L g
g AT QWD

HN, -NH
HN Y
H N>:NH N
2
40 41

Schema 17. Inhibitoren von Calciumkanilen des N-Typs.

Y13-C,-Cs-Bindungsvektor entsprechend der Vorhersage des
Computermodells nachzuahmen. Eine weitere Strukturopti-
mierung fiithrte zum Anthranilamid 41, dessen Konformation
flexibler ist. Bei der funktionalen Blockade des Calciumka-
nals vom N-Typ wurden moderate Aktivitdten beobachtet
(40, IC5, =98 um; 41, IC5) = 68 pm).

4.2.7. Allosterische Inhibitoren der iNOS-Dimerisierung

Bei den Isoformen der Stickstoffoxidsynthase (NOS) aus
Sadugern handelt es sich um homodimere Proteine, die die
NADPH-abhingige Oxidation von L-Arginin zu Stickoxid
(NO) und L-Citrullin katalysieren.'?”! Die Kristallstrukturen
der drei NOS-Isoformen (eNOS, nNOS und iNOS) lieBen
eine gemeinsame katalytische Him-Domine erkennen, die in
unmittelbarer Umgebung des aktiven Hdmzentrums hoch
konserviert ist."®! Da die NOS-Isoformen nur als Homodi-
mere aktiv sind,"” hitten synthetische Substanzen, die die
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Dimerisierung der Untereinheiten unterbrechen, ein breites
therapeutisches Potenzial bei iNOS-vermittelten Erkrankun-
gen.

Eine Forschungsgruppe bei Berlex Bioscience fand hoch
wirksame und selektive Pyrimidinimidazol-basierte Inhibito-
ren beim Screening einer 8649 Verbindungen umfassenden
Bibliothek (hergestellt in drei kombinatorischen Schritten an
einer festen Phase).®™ In einem zelluliiren Testsystem auf
iNOS-Aktivitdt wurde die Erzeugung freier NO-Radikale
detektiert; dabei wurden 53 Verbindungen (entsprechend
0.6 % der Bibliothek) als vorldufige Leitstrukturen identifi-
ziert. Die Bindungsweise einer der aktivsten Verbindungen,
42 (K;=2.2 nm), wurde durch Rontgenkristallographie weiter
charakterisiert (Abbildung 5). In der Kristallstruktur erkennt

Abbildung 5. a) iNOS-Inhibitor auf Pyrimidinimidazol-Basis; b) die
Kristallstruktur des Inhibitor-iNOS-Komplexes zeigt, dass 42 mit dem
Ham im aktiven Zentrum koordiniert ist.

man, dass 42 die Argininbindestelle der iNOS-Oxygenasedo-
méne besetzt und direkt mit der Himgruppe koordiniert ist.
Die Helix 7a der iNOS (nicht gezeigt) wird ebenso wie der fiir
die Argininbindung mafBgebliche Rest Glu371 durch die
Bindung von 42 verdriangt, und die dadurch entstehende
Storung wirkt sich auf die Kontaktflache des Dimers so aus,
dass die Dimerisierung durch einen allosterischen Effekt
gehemmt wird. Dies ist einer der relativ seltenen Fille, in
denen der Inhibierungsmechanismus eines niedermolekula-
ren Liganden einer Protein-Protein-Bindung vollstdandig auf-
geklart wurde.

4.2.8. Photochemisch verstirkte Inhibitoren der
(TNF-a)-TNFRc1-Wechselwirkung

Eine Forschungsgruppe bei DuPont entwickelte eine
Gruppe photochemisch verstédrkter niedermolekularer Inhi-
bitoren des Tumornekrosefaktors alpha (TNF-a),l%! eines
pleiotropen Cytokins, das am Entziindungsgeschehen betei-
ligt ist.*”! In einem orientierenden Screening wurde Verbin-
dung 43 (Schema 18) als Leitstruktur mit moderater Hemm-

e L~

\ N 0

cl s\(NH X N N
S

43 s 44 X= OMe

45 X=NO,

Schema 18. Photochemisch verstirkte TNF-a-Inhibitoren.

Angew. Chem. 2005, 117, 4200 — 4235


http://www.angewandte.de

Protein-Protein-Wechselwirkungen

wirkung der Bindung von TNF-a an seinen nativen Rezeptor
TNFRcl identifiziert (ICs5y=2.9 um). Aus Untersuchungen
der Struktur-Wirkungs-Beziehungen ergab sich, dass ein
Ersatz des internen heterocyclischen Schwefels zu einer
verbesserten Wirkung fiihrt. Entsprechend zeigten die modi-
fizierten Verbindungen 44 und 45 ICs-Werte von 50 nm bzw.
270 nM. Noch interessanter aber war, dass 43 zwischen den
Rezeptoren TNFRcl und TNFRc2 mit einer Selektivitdt vom
Faktor 2000 unterscheidet. Der Methylether 44 inhibierte die
TNF-induzierte Phosphorylierung von Ix-B in Ramos-Zellen
mit einem [Cs;-Wert von 600 nm und war bis zu Konzentra-
tionen von 100 um nicht cytotoxisch. Die Rontgenstruktur
lie erkennen, dass 45 kovalent an das Stickstoffatom im
Proteinriickgrat bei A62 von TNFRcl1 bindet. Seine Wirkung
besteht wahrscheinlich in der Blockade der Wechselwirkun-
gen zwischen der exponierten Tyr-haltigen (B-Schleife der
nativen Liganden und der Region nahe A62 in TNFRcl.

Eine ganz wesentliche Eigenschaft der Rhodamin-Thio-
carbonylderivate ist, dass sie lichtabhidngige TNF-a-Inhibito-
ren sind. 45 bindet offenbar reversibel im Dunkeln und
irreversibel nach Belichtung. Die Autoren schlagen einen
Mechanismus vor, nach dem die Inhibitoren mit niedriger
Affinitét reversibel an TNFRcl binden und die Rezeptoren
dann kovalent in einer photochemischen Reaktion modifi-
zieren.

4.2.9. Inhibitoren der (ICAM-1)-(LFA-1)-Wechselwirkung

Integrine sind eine grofle Familie von Zelloberfldchen-
Rezeptorproteinen, die die mechanischen und chemischen
Signale der extrazelluliren Matrix (ECM) durch die Zell-
membran weiterleiten.'*! Viele Integrinsignale laufen beim
Zellzyklus zusammen und modulieren zelluldre Prozesse wie
Proliferation und Differenzierung. Funktionale Integrine sind
Heterodimere aus zwei transmembraniren Glycoproteinun-
tereinheiten o und f, die nichtkovalent gebunden und zuein-
ander homolog sind. Jede a,3-Kombination hat ihre eigene
Bindungsspezifitdt und eigenen Signaleigenschaften.

Die Wechselwirkung zwischen dem LFA-1 (leucocyte
function-associated antigen 1) und dem intrazelluldiren Ad-
hasionsmolekiil 1 (ICAM-1) wird wegen ihrer wichtigen
Rolle bei der Regulation von Immunantwort und Entziin-
dungsreaktionen intensiv erforscht.’* LFA-1 bildet einen
Komplex mit ICAM-1, indem es in die I-Doméne zwischen
die p-Faltblattregionen 2 und 3 einer siebenblittrigen mut-
maBlichen B-Propellerregion in der o;-Untereinheit inse-
riert."*! Gleich mehrere Forschungsgruppen berichteten in
letzter Zeit iiber die Identifizierung niedermolekularer Inhi-
bitoren der (ICAM-1)-(LFA-1)-Wechselwirkung durch
Screening-Verfahren (siche Schema 19 und Tabelle 1).

4.2.10. Mediatoren des zelluldren Signaltransduktionsweges aus
kombinatorischen Fliissigphasen-Bibliotheken

Das in der Arbeitsgruppe um Boger entwickelte Verfah-
ren zum Aufbau kombinatorischer Bibliotheken in Losung ist
eine wichtige Methode zur Untersuchung niedermolekularer
Modulatoren zelluldrer Signalwege, die als Inhibitoren, Pro-
motoren oder Mimetika von Protein-Protein-Wechselwirkun-
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Schema 19. Synthetische Inhibitoren der (ICAM-1)-(LFA-1)-Wechselwir-
kung (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Inhibitoren der (ICAM-1)-(LFA-1)-Komplexbildung (siehe

Schema 19).

Verbindung  Quelle In-vitro- Hemmung der  Bindung

Affinitat Zelladhision an die

I-Domane

4617524 Novartis ICo=40nM [Cyu=04pum  +

47125 Genentech  1C;,=20nm -

48041 Boehringer  Ky=26nm  ICo=2.6 um  +

Ingelheim
49247) Abbott ICo=5nM 1C,=0.1nm  +

Laboratories

gen fungieren.®! Die Synthese kombinatorischer Bibliotheken
in Losung hat gegeniiber den Festphasenstrategien den
Vorteil, dass viel groBere Substanzmengen hergestellt
werden konnen. Dies wiederum ermdoglicht den wiederholten
Einsatz einzelner Bibliothekskomponenten, ohne dass eine
Nachsynthese erforderlich wére. Das Verfahren ist denkbar
einfach und fiir viele Bibliotheksentwiirfe geeignet. Boger
etal. wihlten mehrere Angriffspunkte in Signaltransduk-
tionswegen aus, in denen Protein-Protein-Wechselwirkungen
auf verschiedenen Ebenen der Modulation zelluldrer Signal-
gebung Schliisselrollen spielen.”) In Tabelle 2 sind Angriffs-
punkte, Screeningmethoden und gefundene Substanzen mit
ihrer Hemmwirkung zusammengestellt (siche auch
Schema 20). Ausfiihrlichere Diskussionen finden sich an
anderer Stelle.™!

4.2.11. Antagonisten von MDM2, die die Akkumulation von p53
induzieren

pS3 ist ein Transkriptionsfaktor, der in etwa 50% der
Tumoren beim Menschen mutiert ist."*! Die Uberexpression

von Wildtyp-p53 induziert eine grole Zahl nachgeordneter
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Tabelle 2: Synthetische Mediatoren zelluldrer Signaltransduktionswege, identifiziert beim Screening
von |&slichen kombinatorischen Bibliotheken (siehe Schema 20).

Wechselwirkung Screening-

Inhibitor 1Cso [UM] Hemmmechanismus

A. D. Hamilton und H. Yin

Chen et al. wiesen nach, dass die Hemmung
der MDM2-Expression mit Antisense-Oli-
gonucleotiden zur Aktivierung von p53 und
in der Folge zum Zellzyklus-Arrest oder zur
Apoptose fiihrte.'*! Blaydes et al. inhibier-
ten die p53-MDM2-Bindung durch Mikro-
injektion des 3GS5-anti-MDM2-Antikor-
pers; Folge war eine Aktivierung der p53-

Funktion in den Zellen.!"*?! Garcia-Echever-
ria et al. beschrieben ein Hexapeptid, das

Methode
MMP-2/a, B, ELISA 50 1.0 antiangiogenetische Wirkstoffe**!
Paxillin/a, ELISA 51 0.3 Hemmung der Zellwanderung
c-Myc/Max FRET 52 20 Hemmung der c-Myc-induzierten onkogenen
Transformation®*!
LEF-1/p-Cate-  Reporter- 53 4 Hemmung der LEF-1/B-Catenin-vermittelten Gen-
nin Assay transkription
OT]/NH HN\[(O
(o] (o]
CF, 50 CF,
H,C. ///>]/N
N [

4216

0
! H
HBC N N N COzMe
H J
NH
N
51 4
o) (:©fl\ /\rCOZtBu
CONHMe 80, ? Q
N

BOC/ 52

Schema 20. Mediatoren zellulirer Signaltransduktionswege.

Gene, die einen Zellzyklusarrest oder Apoptose auslosen. In
ungestressten, normalen Zellen ist p53 nur in sehr geringen
Konzentrationen vorhanden, weil es tiber den ubiquitinab-
héangigen Proteasomweg schnell abgebaut wird. Eine For-
schungsgruppe bei Pfizer identifizierte niedermolekulare
Verbindungen, die p53 stabilisieren, indem sie die Ubiquiti-
nierung hemmen und so die Apoptose menschlicher Tumor-
zellen induzieren.!'*”

Das Onkoprotein MDM2 (mouse double minute 2)
reguliert den p53-Umsatz, indem es die Ubiquitinierung
fordert."* Die Uberexpression von MDM2 wirkt der Fihig-
keit von p53 entgegen, einen Zellzyklusarrest oder Apoptose
auszulosen.* In etwa 40-60% der menschlichen Knochen-
sarkome und etwa 30% der Sarkome der Weichgewebe ist
MDM2 iiberexprimiert, was auf eine Beteiligung an der
Entwicklung dieser Tumoren hindeutet.'*) Die Uberexpres-
sion von MDM2 spielt eine Schliisselrolle bei der Toleranz
von Wildtyp-p53 und macht das Protein zu einem vielver-
sprechenden Angriffspunkt fiir mogliche Tumortherapeutika.

In der letzten Zeit wurden mehrere Anldufe zur Modu-
lierung der p53-MDM2-Wechselwirkung unternommen.
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aus den Resten 18-23 von p53 bestand und

das kleinstmogliche Bindungsepitop fiir die
HDM2-Erkennung war (HDM?2 ist das menschliche Analo-
gon zu MDM?2). Mit diesem Peptid war es moglich, die
Wechselwirkung von HDM?2 und p53 mit einem 1Cs-Wert
von 700 um zu blockieren. Ein 13 Aminosdurereste langes
Peptid aus der Region 16-28 von p53 band noch besser
(ICs,=8.7 um)."*! Robinson et al. berichteten iiber eine
Gruppe von a-Helix-Mimetika, die auf einem Geriist aus
einer 3-Haarnadelschleife aufsetzen und als Antagonisten der
p53-MDM2-Bindung wirken.'"*! Diese Untersuchungen be-
stiatigen die Wirksamkeit des Konzepts, p5S3 durch die Blo-
ckierung von MDM2 zu aktivieren. Die diversen Oligonuc-
leotide, Antikorper und Polypeptide sind allerdings fiir In-
vivo-Untersuchungen nicht geeignet, was den Bedarf an
niedermolekularen Wirkstoffen noch verdeutlicht.

Eine Forschungsgruppe bei Roche berichtete erst kiirzlich
iiber eine Serie niedermolekularer Antagonisten von MDM?2,
die in zelluldren Tests die Akkumulation von p53 verursach-
ten.'”]  Drei cis-Imidazolinderivate, 54-56 (Nutline,
Schema 21), wurden in einem orientierenden Screening mit
Oberflichenplasmonenresonanz ~ gefunden (ICsp=90-
260 nm). Die Bindungsweise dieser Inhibitoren wurde durch
Rontgenkristallographie bestimmt. Das Imidazolingeriist
bildet Eigenschaften des helicalen Riickgrats des p53-Prote-
ins nach und dirigiert die Seitenketten in die Taschen von
MDM2, die normalerweise durch die Reste Phe 19, Trp 23 und

///OH

@

Cl

A0 Ty
@

Cl
54 Nutlin-1 55 Nutlin-2
ICs, = 0.26 um ICs, = 0.14 uM
o]
) O OYN\JNH
N
/ OMe
N
o]
Cl ;
56 Nutlin-3
1Csy = 0.09 uM

Schema 21. Von cis-Imidazolin abgeleitete MDM2-Inhibitoren.
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Leu26 von p53 besetzt werden (Abbildung 6). Die Halogen-
substituenten an den Phenylgruppen fiillen die Trp23-Tasche
aus und verstdarken die Bindung, was mit einem fritheren
Befund tibereinstimmt, wonach das p53-Protein mit einer 6-

Abbildung 6. Rontgenkristallstrukturen a) des p53-MDM2-Komplexes
und b) des 55-MDM2-Komplexes.

Cl-Trp23-Mutation eine hohere Affinitdt fir MDM?2 auf-
weist.'*! Nutlin-1 (54) induziert die Akkumulation von p53
ebenso wie die des stromabwirts gelegenen cyclinabhéngigen
Kinasehemmstoffs p21**"“P" ynd MDM?2 in HCT116 und
RKO-Tumorzellen. In Zellen mit deletiertem oder mutiertem
p53 wurde keine Akkumulation von MDM2 oder p21 beob-
achtet, obwohl p53 in hohen Konzentrationen vorlag. Diese
Ergebnisse besagen, dass Wildtyp-p53 in mit 54 behandelten
Zellen akkumuliert und eine Zunahme des Proteinspiegels
von MDM?2 und p21 verursacht; dies ist konsistent mit einer
Aktivierung iiber den p53-Signalweg. Eine andere Moglich-
keit, ndmlich dass die Imidazolinderivate die p53-Akkumu-
lation iiber eine DNA-Schidigung induzieren, wurde ausge-
schlossen, da die Phosphorylierung von Serinresten, die
normalerweise von DNA-schédigenden Substanzen ausgelost
wird, nicht nachweisbar war. Weitere Untersuchungen er-
brachten, dass 56 in Tumorzellen mit intaktem p53 Apoptose
einleitet. In Tierversuchen gelang es, mit 56 das Tumorvolu-
men in Nacktmiusen (zweimal tdglich 200 mgkg™') iiber
20 Tage bei tolerierbarer Toxizitdt zu reduzieren.

Das aktuellste Beispiel fiir einen niedermolekularen
Inhibitor der p53-HDM2-Bindung ist ein Terphenyl-basiertes
helicales Mimetikum von p53, das das HDM2-Protein an-
greift.1*”! Issaeva et al. berichteten iiber eine niedermoleku-
lare Verbindung mit der Bezeichnung RITA (reaction of p53
and induction of rumor cell apoptosis), die an p53 bindet und
dessen Akkumulation in Tumorzellen induziert, indem sie die
p53-HDM2-Bindung aufbricht.!*!
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4.2.12. Inhibitoren der Ras-Raf-Wechselwirkung

An der Modulation von GTPasen aus der Ras-Familie
durch niedermolekulare Wirkstoffe besteht ein lebhaftes
Interesse, denn diese Proteine spielen eine wichtige Rolle
bei der Wachstumsfaktor-aktivierten Zellproliferation, der
Differenzierung und dem Uberleben von Zellen.'*) Der
Signalweg, der iiber Raf (einen stromabwirts liegenden
Effektor von Ras), die mitogenaktivierte Proteinkinase-
Kinase (MEK) und die extrazelluldre signalregulierte
Kinase (ERK) verlduft, ist fiir die Ras-regulierte Zellprolife-
ration erforderlich.!"™"!

Mit einem zellularen Testsystem identifizierten Wald-
mann et al. eine Serie synthetischer Verbindungen, die die
Ras-Raf-Wechselwirkung unterbrechen konnen.'"!!' Zuvor
war gefunden worden, dass der Metabolit 58 des nichtsteroi-
dalen Entztindungshemmers Sulindac 57 (Schema 22) in den

0]
F OH F OH 2
o e A
3 \ N\
() () :
\ \ [e]
57 Sulindac 58 59

Schema 22. Strukturen von Sulindac und seinen Analoga, die die Ras-
Raf-Bindung unterbrechen.

Ras-Signalweg eingreifen kann; der molekulare Angriffs-
punkt der Verbindung ist allerdings noch unbekannt.!™ In
einem Phinotyp-basierten Screening einer Festphasen-Bib-
liothek mit 188 Sulindac-Analoga wurden 23 Leitstrukturen
gefunden. Alle diese Verbindungen konnten die Reversion
des transformierten Phinotyps von MDCK-F3-Zellen
(MDCK =Madine-Darby canine kidney) einleiten und
Apoptose induzieren. Vier Verbindungen unterbrachen die
Ras-Raf-Wechselwirkung. Die aktivste Substanz, 59, blo-
ckierte die Ras-Raf-Bindung mit einem 1Cs-Wert von 30 pum
in vitro und einem ICs-Wert von 10 pm im zelluldren
Cytotoxizitétstest.

FEinen anderen Ansatz zur Identifizierung niedermoleku-
larer Inhibitoren der Ras-(Raf-1)-Bindung verfolgten Tama-
noi et al.,l'* die hierzu ein bereits frither entwickeltes Zwei-
Hybrid-System mit einem zweifachen Koder einsetzten.!'™"
73400 Verbindungen einer Bibliothek wurden auf die Fahig-
keit durchsucht, die Wechselwirkung zwischen DBD-H-Ras
und AD-Raf-1 (Volllingenprotein, exprimiert in SKY54-
Zellen) zu blockieren; davon wirkten 3009 Verbindungen
wachstumshemmend. Von diesen Leitstrukturen induzierten
708 einen Phinotyp mit reduziertem Wachstum und (-
Galactosidase-Aktivitdt mit einer gewissen Selektivitit fiir
(H-Ras)-(Raf-1) gegeniiber der Negativkontrolle. Nach wei-
teren Priifungen blieben 38 Verbindungen iibrig, die eine
eindeutige Verminderung der (-Galactosidaseaktivitdt bei
30um in DBD-H-Ras und AD-Raf-1 exprimierenden
SKY54-Zellen bewirkten. Ein SRE-Luciferase-Test (SRE =
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serum response element) wurde als Sekundirtest verwendet,
um die Fahigkeit der 38 Substanzen zu bestimmen, die Ras-
induzierte transkriptionelle Aktivierung durch SRE und AP-
1-Stellen vom c-fos-Promotor zu hemmen.'"” MCP1
(CyHy,CIN,0;, M, 487 gmol™!, Struktur nicht verfiigbar),
das ein ausgezeichnetes Wirkungsprofil im primiren Zwei-
Hybrid-Test hatte, wies auch eine robuste Dosisabhéngigkeit
in CHO-Zellen auf und konnte die H-Ras(V-12)-induzierte
Aktivierung von AP-1 in HEK293-Zellen inhibieren. Ein
anderer Mechanismus, dem zufolge die MCP-Verbindungen
die Ras-Raf-Bindung indirekt durch Hemmung von Hsp90
und Destabilisierung des strukturell fragilen Raf-1 storen,
wurde ausgeschlossen,™ weil MCP1 die Konzentration an
endogenem Raf-1 bei 40 Stunden Inkubation in HT1080-
Zellen nicht reduzierte. MCP1 inhibierte auch die Ras-
induzierte Raf-1-Aktivierung in HEK293-Zellen, die Aktivi-
tat von Raf-1 und MPK1 in HT1080-Fibrosarkomzellen sowie
die durch den epidermalen Wachstumsfaktor induzierte Raf-
1-Aktivierung in A549-Lungentumorzellen.

4.2.13. Ein Antagonist des Nervenwachstumsfaktors

Ein niedermolekularer Antagonist des Nervenwachs-
tumsfaktors (nerve growth factor; NGF) mit guter Selektivi-
tdt wurde von einer Forschungsgruppe bei Hoffmann-LaRo-
che gefunden.!'””l NGF ist ein homodimeres Protein, das, mit
verschiedenen Doménen, zwei Neurotrophin-Liganden
bindet: p75"'R, ein nichtselektiver Rezeptor der Tumorne-
krosefaktor(TNF)-Superfamilie, und p140™ (TrkA), ein Ty-
rosinkinaserezeptor, der die trophischen Effekte von NGF
vermittelt.'® Tn Zellen, die beide NGF-Rezeptoren expri-
mieren, wird die TrkA-Aktivitidt durch p75¥™ moduliert.'*”!
Wenn Zellen TrkA nicht auspriigen, leitet p75N™® durch
Bindung an NGF die Apoptose ein.'®! Niederhauser et al.
fanden heraus, dass Ro08-2750 (60, Schema 23) selektiv die
Bindung von NGF an p75"™® iiber TrkA hemmt.®” Die

o Hemmwirkung von  Ro08-2750
N wurde in einem zelluldiren Testsys-

j@[ fj\/'t tem durch Kompetition mit radioak-
OHC 'T‘ N° "0 tiv markiertem NGF-Protein be-

stimmt. Es blockiert die NGF-Bin-

60 Ro 08-2750 dung an p75~"™® effizient mit einem
1C5-Wert im unteren mikromolaren
Bereich. AuBlerdem schiitzen 10 nm
Ro008-2750 die Zellen vollsténdig
vor NGF-induzierter Apoptose, was darauf hinweist, dass
der Inhibitor die NGF-p75N"™®-Komplexierung verhindert.
Ein toxischer Effekt wurde nicht beobachtet. Die Autoren
schlugen vor, dass Ro08-2750 mit der Zeit eine Konforma-
tionsdnderung von NGF einleitet, denn die beobachtete
Inhibierung ist zeitabhéngig. Es wurde aber auch die Mog-
lichkeit geduBert, dass die Anderung durch eine kovalente
Bindung entstehen konne; eine weitere Aufkldrung des
Inhibitionsmechanismus ist also erforderlich.®!

Schema 23. Der NGF-
Inhibitor Ro08-2750.

4.2.14. Antagonisten des immunregulatorischen Proteins B7.1

Erbe et al. berichteten iiber niedermolekulare Verbin-
dungen, die die Bindung des Proteins B7.1 beim Menschen
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hemmen.'® B7.1 ist ein T-Zell-Oberflichenrezeptor fiir
CD28 und CTLA4 und hat eine entscheidende Funktion bei
der Aktivierung nativer T-Zellen."™ Die Signalgebung iiber
CD28 beschleunigt die T-Zell-Antwort, wihrend die iiber
CTLA4 sie dampft." Die Kristallstruktur des B7.1-CTLA4-
Komplexes ergab, dass CTLA4-Dimere und B7.1-Dimere
sich in periodischer Abfolge zusammenlagern (Abbil-
dung 7a).'% Abbildung 7b zeigt, dass die “MYPPPY'*-

T b)

CTLAA

Abbildung 7. a) Uberblick iiber den B7.1-CTLA4-Komplex; CTLA4 und
B7.1 lagern sich periodisch zusammen, wobei divalente CTLA4-Homo-
dimere die divalenten B7.1-Homodimere verbriicken. b) VergréRerter
Ausschnitt der B7.1-CTLA4-Kontaktflache.

Schleife von CTLA4 in eine flache Hohlung in der Oberfla-
che von B7.1 eingepasst ist, wozu ein hohes Maf3 an Form-
komplementaritit erforderlich ist. Zwei Verbindungen, 61
(IC5 =30 nm) und 62 (IC5, =60 nMm), wurden in einem Hoch-
durchsatz-Screening als Inhibitoren der B7.1-CD28-Wechsel-
wirkung identifiziert (Schema 24). Beide binden an der
gleichen Stelle in der N-terminalen Doméne von humanem
B7.1. Die Stelle fehlt im homologen Protein B7.2 ebenso wie
in B7.1 der Maus, sodass beide Verbindungen das Human-
protein B7.1 in Konkurrenz mit den beiden Homologen hoch
selektiv inhibieren. Untersuchungen der Struktur-Wirkungs-
Beziehungen identifizierten das Dihydrodipyrazolopyridi-
non-Derivat 63 als den wirksamsten Inhibitor fiir die B7.1-
CD28-Wechselwirkung (ICs, =4 nm)."*!

o
N==
O,N
2 \ /N
N\
o}
[¢}

61

Schema 24. Inhibitoren des B7.1-Proteins beim Menschen.
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4.2.15. Ein photoaffinitdtsmarkierter Inhibitor des RSV-Fusions-
proteins

Das transiente hexamere Helixbiindel, das am Virenein-
tritt in Zellen beteiligt ist, ist ein wichtiger Angriffspunkt und
war als solcher Gegenstand zahlreicher Untersuchungen.
Trotz einer intensiven Suche nach niedermolekularen Inhibi-
toren des HIV-gp41-Glycoproteins und anderer viraler Fusi-
onsproteine’®*1®”! sind bislang keine gut charakterisierten
Wirkstoffe dieses Typs bekannt. Eine Forschungsgruppe bei
Bristol-Myers Squibb bestimmte vor kurzem mit Photoaffi-
nitdtsmarkierung die Bindestelle des bereits frither beschrie-
benen Inhibitors 64 am Fusionsprotein des RS-Virus
(Schema 25).1% Ein photomarkiertes Analogon, 65, bindet

@g@”@g

N 12

OH NN
64 BMS-433771 65 [11-BMS-356188

Schema 25. Niedermolekulare Inhibitoren des RSV-Fusionsproteins.

an Tyr198 in der hydrophoben Tasche am N-terminalen
Trimer aus siebenfachen Repeats (HR-N), die Teil der RSV-
Fusionsmaschinerie sind. Mit Molekulardynamik(MD)-Si-
mulationen wurde die Orientierung von 65 in der Bindungs-
spalte vorhergesagt. Die Photoaffinitdtsmarkierung ist eine
allgemein anwendbare Methode, um die Bindungsweise von
Hemmstoffen an Protein-Protein-Kontaktflichen zu untersu-
chen.

4.3. Rechnergestiitztes Screening auf niedermolekulare
Inhibitoren von Protein-Protein-Wechselwirkungen

Dank grof3er Fortschritte bei den Hochdurchsatz-Techni-
ken ist es heute moglich, bis zu 100000 Verbindungen pro Tag
zu testen. Trotzdem lieBen sich die Verfahren noch effektiver
gestalten, wenn man die Menge der Targets reduzieren wiirde.
Ein vorgelagertes In-silico-Screening einer Bibliothek kann
die Zahl der Verbindungen, die tatsdchlich synthetisiert und
getestet werden miissen, deutlich reduzieren. Es gibt zwei
Arten von Verfahren: diversititsbasierte und strukturbasier-
te. Diversitédtsbasierte Designs verwendet man, um ausge-
hend von einer groflen Bibliothek zu einer fokussierten
Bibliothek mit geringerer Substanzzahl zu gelangen und
dabei die Diversitit der urspriinglichen Bibliothek zu erhal-
ten.'®! Eine Reihe von Rechnerprogrammen wird hierfiir
eingesetzt. Ihr Vorgehen beruht auf der Gruppierung der
Verbindungen nach Ahnlichkeiten, der Rasterung des che-
mischen Diversitdtsraumes oder der Anwendung genetischer
Algorithmen."” Wihrend das diversititsbasierte Verfahren
die Methode der Wahl ist, wenn keine Strukturinformationen
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verfiigbar sind, nutzen strukturbasierte Methoden in erster
Linie Informationen iiber die Struktur des Targets, um
Entwurf und Auswahl der Leitstrukturen mit dreidimensio-
naler Komplementaritidt zur Bindestelle am Target zu unter-
stiitzen. Auf diese Weise lésst sich eine hohere Trefferquote
erzielen als mit diversititsbasierten Methoden.!'!! Die Tech-
nik des In-silico-Screenings wurde bereits vielfach zur Suche
nach neuen Enzyminhibitoren fiir Indikationen wie AIDS
und Parasiteninfektionen eingesetzt. Anwendungen zur
Suche nach Inhibitoren von Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen sind bislang jedoch weithin unbekannt,!”” wenngleich
einige Fortschritte zu verzeichnen sind.!"*174

4.3.1. Inhibitoren der antiapoptotischen Bcl-2-Proteine

Proteine der Bcl-2-Familie spielen eine wichtige Rolle
wihrend der Apoptose.'” Viele onkogene Mutationen,
besonders solche in p53, rithren von Storungen wihrend der
durch DNA-Schéden verursachten Apoptose nach einem Bcl-
2-abhingigen Mechanismus her.'”! Auferdem kann die
Uberexpression von Bcl-2 die Wirkung vieler gegenwiirtig
eingesetzter Chemotherapeutika durch eine Blockade der
Apoptose aufheben.'””! Daher sind Verbindungen, die die
apoptotische Wirkung der BH3-Doméne der proapoptoti-
schen Unterfamilie der Bcl-2-Proteine nachahmen, potenzi-
elle Therapeutika.!'”™

Mehrere Arbeitsgruppen wendeten ein In-silico-Scree-
ning zur Suche nach niedermolekularen Inhibitoren von Bcl-2
oder Bcl-x; an (Schema 26 und Tabelle 3)."”! Einen der
ersten Versuche unternahmen Huang et al., die eine grof3e

7la

71b

Schema 26. Inhibitoren gegen Bcl-2 (Bcl-x) aus einem virtuellen Scree-
ning.
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Tabelle 3: Inhibitoren von Bcl-2 (Bcl-x), die durch In-silico-Screening entdeckt wurden (siehe

A. D. Hamilton und H. Yin

Ansitze zur Vorauswahl von 93 Verbindun-

Schema 26). gen. Kriterium war eine gute rdumliche
Verbindung ~ Target ICs, [uM]  Docking- Bibliothek GroRe der Ubereinstimmung mit einer frither gefun-
Programm  (GréfRe) fokussierten  denen Leitstruktur, die mit einer Feinkar-
Bibliothek tierung der Kontaktfliche und erschopfen-
66!'% Bcl-2 9 DOCK 3.5 MDL/ACD 3D (193833) 28 der Wechselwirkungsanalyse berechnet
6703 Bcl-2 16+£0.1  DOCK NCI (208876) 35 wurden.'® Ein im virtuellen Screening
68" Bcl-2 7.7+£45 gefundenes Analogon, 72, zeigte eine dhn-
69%" Bcl-2 10.4+1.2 liche Affinitidt wie die urspriingliche Leit-
701! Bcl-2 5.8+2.2 trukt
71081 Bcl-2 (Bclx)  10.4 (7) strutur. - -
7208 Bcl-x, 8.5+0.6  TreeDock Chemnavigator, 3 Zusdtzlich zu dem In-silico-Ansatz

Chembridge (93)

wurden auch konventionelle Screeningver-

4220

kommerzielle Bibliothek auf eine Target-fokussierte Gruppe
von Verbindungen reduzierten."®! Eine dreidimensionale
Struktur des Bcl-2-Proteins, die von der NMR-Struktur des
(Bcl-x; )-Bak-Komplexes abgeleitet wurde, diente als virtuel-
les Target fiir 193833 Verbindungen aus der MDL/ACD-3D-
Datenbank (Molecular Design). Die Bindungsexperimente
wurden mit dem Programm DOCK3.5 und 1000 Substanzen
simuliert, die anhand der Bewertungsfunktion fiir die Form-
komplementaritit (die einen Bezug zur anziehenden Van-
der-Waals-Energie herstellt) ausgesucht worden waren. Ein
Filter erzeugte zunéchst 53 vorldufige Kandidaten, von denen
28 moglichst diverse Verbindungen fiir Synthese und Testung
ausgewdahlt wurden.

Verbindung 66 zeigte eine maBige Hemmwirkung auf die
Bcl-2/Bak-Dimerisierung (ICsy =9 um) und induzierte in HL-
60 Apoptose durch Aktivierung der Caspase. 66 war der erste
bekanntgewordene Antagonist der (Bcl-2)-Bak-Komplexbil-
dung, der mit einem rechnergestiitzten Verfahren de novo
identifiziert wurde. In dhnlicher Weise fanden Enyedy et al.
fiinf synthetische Verbindungen 67-71, die die Wechselwir-
kung zwischen Bcl-2 (Bcl-x; ) und dem Bak-Peptid mit einem
ICs,-Wert im unteren pM-Bereich unterbrechen.!'®!! Lugov-
skoy et al. kombinierten strukturelle und rechnergestiitzte

HOZC>/< cl
o N): g />
s Os
=~ =8 Sy

B OH 0
HN
o cl
Br Cl
73 74

O:<_<
75 Antimycin A

Schema 27. Inhibitoren gegen Bcl-x_ aus einem nasschemischen
Screening.
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fahren genutzt, um Inhibitoren der Bcl-2-
oder Bcl-x;-Proteine zu finden. Detgerev
et al. durchsuchten eine kommerzielle Bib-
liothek (ChemBridge) von 16320 Substanzen und identifi-
zierten drei Verbindungen, die die Bildung des (Bcl-x, )-Bak-
Komplexes bereits bei niedrigen ICs;-Werten im Bereich
weniger uM unterbrechen (Schema 27).'* Durch eine N-
HSQC-Analyse wurde gezeigt, dass die synthetischen Inhibi-
toren sich in der hydrophoben Spalte anordnen, in der die
BH3-Doméne an die Oberfliche von Bcl-2 bindet. Dies
wurde durch ein NOESY-Experiment bestétigt, das einen
direkten Kontakt zwischen 73 und den Resten Tyr65 und
Phe 107 anzeigte. Verbindung 73 induzierte in JK-Zellen mit
iiberexprimiertem Bcl-x; Apoptose, was auf eine mogliche
Anwendung als Tumortherapeutikum hinweist.

Antimycin A (75; Schema 27), ein Hemmstoff der mito-
chondrialen Elektronenkette, antagonisiert die Bindung von
Bak an Bcl-x; und induziert ein Anschwellen der Mitochon-
drien.[2175:184]

4.3.2. Nichtpeptidische CD4-Inhibitoren

Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen den Protei-
nen der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) spielen eine
wichtige Rolle bei der Vermittlung der Zelloberfldchen-
Erkennung."®! Das Glycoprotein CD4 wird an der Oberfli-
che von T-Helferzellen exprimiert und wirkt als Corezeptor,
der die Bindung zwischen T-Zell-Rezeptor und Antigen
stabilisiert. Das Antigen wird von MHC-Molekiilen der
Klasse II, die an der Oberfliche antigenprésentierender
Zellen exprimiert werden, gebunden.'™! CD4 bindet an
nichtpolymorphe Regionen der MHC-Klasse-IIf3-
Domine,™ wodurch CD4, MHC und der T-Zell-Rezeptor
cooligomerisiert werden und damit das Signal fiir die T-Zelle
ausgelost wird. Huang et al. durchsuchten rechnergestiitzt
eine kommerzielle Bibliothek mit 150000 niedermolekularen
Substanzen mit dem Programm DOCK3.5.'"! Nach zwei
Runden virtuellen Screenings wurden 41 Verbindungen aus-
gewdhlt und mit humanen Lymphocyten getestet. In der
groflen Bibliothek wurden vier Substanzen mit Inhibitorwir-
kung auf die alloreaktive T-Zell-Proliferation gefunden
(Schema 28). Unter diesen war TJU103 (76) die aussichts-
reichste Leitstruktur. Sie verlingerte die mittlere Uberle-
bensdauer von allografttragenden Mé&usen auf 52 Tage (im
Vergleich zu 20 Tagen der unbehandelten Kontrollgruppe).
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Schema 28. CD4-Inhibitoren aus einem In-silico-Screening.

4.3.3. Inhibitoren des hexameren Helixbiindels von gp41

Debnath und Mitarbeiter verbesserten das strukturba-
sierte virtuelle Screening mit dem DOCK-Programmpa-
ket,"® indem sie anstelle einer Formberechnung eine Kraft-
feldberechnung vornahmen. Dieses Vorgehen berticksichtigt
die Wechselwirkungen zwischen den umgebenden geladenen
Gruppen der hydrophoben Spalte und den ionischen Grup-
pen der potenziellen Inhibitoren und liefert so verlasslichere
Bindungsvorhersagen. Die Methode wurde bei der Suche
nach Verbindungen eingesetzt, die den Kernbereich des gp41-
Proteins von HIV-1 angreifen. Das Glycoprotein gp41 wurde
zu einer bevorzugten Zielstruktur, zumal Inhibitoren der
HIV-1-Reverse-Transkriptase (HIV-1-RT) oder der HIV-1-
Protease nur eingeschrinkt wirksam sind.® Eine Datenbank
aus 20000 niedermolekularen Verbindungen wurde durch-
sucht, und die 200 am besten bewerteten Verbindungen
wurden zur ndheren Inspektion durch Visualisierungstechni-
ken zur direkten Bestimmung einer Rangfolge ausgewihlt.!*")
16 Verbindungen aus dem Screening wurden synthetisiert und
in vitro auf ihre Fahigkeit getestet, das hexamere Helixbiin-
del, das durch N-36/C-34-Komplexierung des gp41 gebildet
wird, zu unterbrechen (ELISA-Test). Am aktivsten waren die
Verbindungen 80 und 81 (Schema 29) mit I1Cs-Werten von
0.73 und 3.18 pgmL". In-vivo-Tests ergaben, dass 80 und 81
die HIV-1-vermittelte Zellfusion und den cytopathischen
Effekt (CPE) unterdriicken. Das Ergebnis des In-silico-
Screenings wurde somit bestétigt, denn 80 und 81 lagen auf
Platz 1 und 3 des Computer-Rankings und zeigten die
hochsten Aktivitdten im Test.

5. Synthetische Inhibitoren von Protein-Protein-
Wechselwirkungen aus rationalem Design

Biologische Kenntnisse konnen in den Entwurf syntheti-
scher Molekiile einflieBen, z.B. durch Nachahmung struktu-
reller und funktioneller Merkmale der komplementaritétsbe-
stimmenden Region (CDR) des Zielproteins. Gestiitzt auf
Rontgenkristallographie, NMR-Spektroskopie und Compu-
tersimulation konnen Chemiker biologische Vorgidnge mit-
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Schema 29. Niedermolekulare Inhibitoren gegen die Kernstruktur des
HIV-Glycoproteins gp41.

hilfe kleiner synthetischer Substanzen, die Proteinoberfla-
chen erkennen oder Protein-Protein-Wechselwirkungen un-
terbrechen, manipulieren. Beispielsweise entdeckten Hajduk
et al. mit einem NMR-gestiitzten Screening, dass sich be-
stimmte Motive (z.B. Biphenylgruppen) besonders gut als
Matrix fiir die Entdeckung und den Entwurf von Therapeu-
tika mit hoher Affinitédt und Spezifitit fiir eine groe Zahl von
Proteintargets eignen.” Viele am ReiBbrett entworfene
Inhibitoren haben z.B. auch sehr starre Strukturen, um einen
hydrophoben Kollaps zu vermeiden. Wenngleich solche theo-
retischen und empirischen Einblicke das rationale Design
erleichtern, bleibt es noch immer eine grof3e Herausforde-
rung, kleine Molekiile zu konstruieren, die bestimmte Prote-
in-Protein-Wechselwirkungen angreifen.

5.1. Rationales Design synthetischer Inhibitoren, die die dufieren
Oberflichen von Proteinen erkennen
5.1.1. Ein synthetischer Inhibitor, der die komplementaritiits-
bestimmende Region von mAk 87.92.6 imitiert

In richtungsweisenden Arbeiten befassten sich Saragovi
et al. mit dem Entwurf niedermolekularer Antagonisten von
Protein-Protein-Wechselwirkungen auf der Basis von Struk-
turinformationen und rechnergestiitzter Modellierung.['*?!
Zielstruktur war der monoklonale Antikorper mAk87.92.6,
der den zelluldiren Rezeptor des Reovirus Typ 3 (Reo3R)
erkennt. Vorherige Arbeiten hatten gezeigt, dass cyclische
Peptidanaloga der zweiten CDR des mAk87.92.6 die Wech-
selwirkung zwischen Antikdrper und Rezeptor blockieren. ')
Die proteinose Natur der Peptidanaloga und die damit
einhergehende schlechte Loslichkeit, eingeschrinkte Per-
meabilitdit durch die Blut-Hirn-Schranke sowie die leichte
proteolytische Abbaubarkeit verhinderten allerdings eine
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Weiterentwicklung. Aus diesem
Grund wurde das 87.1-Mimetikum
82 (Schema 30) entworfen und syn-
thetisiert, um die zweite CDR des
Antikorpers 87.92.6 nachzubilden.
Dieser synthetische Inhibitor ist gut
wasserloslich, was ihn permeabel
fir die Blut-Hirn-Schranke macht.
Bindungstests ergaben, dass 82 nach
Immobilisierung spezifisch und mit
l4fach stdrkerer Affinitdt als die
Negativkontrolle an mAk9BGS,
Schema 30. Strukturdes  den  nativen  Liganden  von
87.1-Mimetikums der mAk87.92.6, bindet. 82 blockiert
kqmplemema”taFSbe' auch kompetitiv und dosisabhéngig
stimmenden Region des . .
monoklonalen Antikér- die Bindung von mAk9BGS5 an
pers 87.92.6. VLSH, ein dimeres Peptid, das aus
der zweiten CDR von mAk87.92.6
abgeleitet ist. Zelluldre Untersu-
chungen zeigten, dass 82 die Concanavalin-A(conA)-indu-
zierte T-Zell-Proliferation von Milzzellen dosisabhingig
hemmt, wie dies auch vom VLAS-Peptid und dem intakten
mAk87.92.6 nachgewiesen wurde. Demgegeniiber waren das
Peptidanalogon und ein CD4-Mimetikum (das aus den
Resten 41-54 von humanem CD4 abgeleitet wurde) im
gleichen Testsystem inaktiv. Aus diesen Daten ldsst sich
schlieBen, dass 82 die Zellproliferation iiber den Reo3-
Rezeptor inhibiert.

OH
82 87.1-Mimetikum

5.1.2. Calix[4]aren-basierte Inhibitoren des Plittchen-Wachs-
tumsfaktors und von Cytochrom c

Calix[4]aren wird schon seit langem in der supramoleku-
laren Chemie wegen seiner genau definierten Form und
einfachen Synthese eingesetzt.'™! Unsere Arbeitsgruppe be-
richtete iiber die Verwendung von Calix[4]arenen als synthe-
tische Reagentien fiir die Erkennung von Proteinoberfli-
chen."™ Dieser Ansatz fuBt auf drei Eigenschaften von
Calix[4]arenen: 1) Die relativ groBe Bindungsfliche von
Calix[4]aren (> 400 A?) bietet ein geeignetes Geriist, um die
bindenden Regionen einer Antikorper-Antigen-Kon-
taktfldche nachzubilden. 2) Der modulare Aufbau und
die mogliche schrittweise Funktionalisierung des
oberen Randes von Calix[4]aren ermdglichen eine
effiziente diversitdtsorientierte Synthese von Inhibito-
ren. 3) Die Flexibilitdt des Calix[4]aren-Geriists er-
leichtert die Erkennung einer dynamischen Oberfldche
durch den Mechanismus der ,,induzierten Passform¢.

Am oberen Rand von Calix[4]aren stehen vier
Positionen zur Verfiigung, an die unterschiedliche
Erkennungsdoménen gebunden werden konnen.
Durch Variieren der Substituenten kann leicht eine
hohe Diversitét erzeugt werden. Da Proteinoberflé-
chen intrinsisch asymmetrisch sind, kann man erwar-
ten, dass synthetische Inhibitoren mit einer komple-
mentédren und asymmetrischen Verteilung von Ladung
und Hydrophobie hohe Selektivititen erzielen.

Der Plittchen-Wachstumsfaktor (PDGF) ist ein
starker Induktor von Wachstums- und Bewegungsvor-
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gangen wie Zellproliferation, Angiogenese, Wundheilung und
Chemotaxis.” PDGF bindet an seinen Rezeptor (PDGFR)
auf der Zelloberfldche, der daraufthin dimerisiert, autophos-
phoryliert und Tumorzellen rekrutiert."”’! In vielen Carcino-
men wird PDGFR iiberexprimiert, und manche Krebspati-
enten haben hohe PDGF-Serumspiegel.® Diese erhohten
PDGFR-Werte bei Tumorpatienten korrelieren mit schlech-
tem Ansprechverhalten auf eine Chemotherapie und kiirze-
ren Uberlebenszeiten. In unserer Arbeitsgruppe wurde die
Oberflichenerkennung von PDGF durch synthetische Ver-
bindungen untersucht, die in der Lage sind, diesen wieder von
seinem Rezeptor abzulosen und so Antitumor- und antian-
giogenetische Effekte zu verstarken."™ PDGF-BB ist ein
Homodimer aus zwei Proteinen, die aus zwei 3-Stringen mit
drei intramolekularen Disulfidbriicken bestehen. Die drei
Oberflachenschleifen, die die Strdnge verbinden, befinden
sich an einem Ende des durch die Aggregation verldngerten
Dimers. Mutationsanalysen ergaben, dass die Schliisselregio-
nen fiir die Bindung in diesen Schleifenregionen liegen. Sie
sind mit kationischen und hydrophoben Resten angereichert,
und eine Erkennungsstrategie, die sich auf hydrophobe und
elektrostatische Komplementaritét stiitzt, konnte auf diese
Domine angewendet werden. Die Calix[4]arene 83-85
(Schema 31), bei denen mehrere Erkennungselemente am
oberen Rand angebracht sind, wurden als Antagonisten
gegen die PDGF-induzierte PDGFR-Autophosphorylierung
und MAP-Kinaseaktivierung in NIH3T3-Zellen getestet. Die
Hemmwirkung hing stark von der Schleifensequenz ab, die
von der Calix[4]aren-Kernstruktur projiziert wurde. Das
kationische Derivat 85 (ICs, =50 um) hatte nur eine geringe
Wirkung, wihrend alle anionischen Derivate, darunter 83,
moderat aktiv waren (ICs; <10 um). Die stdrkste Wirkung
zeigte das Derivat 84 mit einer cyclischen Gly-Asp-Gly-Tyr-
Peptidsequenz, die einen bemerkenswert niedrigen I1Cs-Wert
von 250 nM erreichte. Laut Gel-Shift-Experimenten bindet 84
direkt an den PDGF, sodass als Inhibitionsmechanismus
dieser Bindungsvorgang angenommen werden kann. 84 war
in der Lage, dosisabhingig '“I-PDGF von PDGFR zu
verdriangen, was darauf hindeutet, dass die Bindung ein
Aufbrechen der PDGF-PDGFR-Wechselwirkung verursacht.

83 R'=R*=H; R%=R*=(S)-CH,CO,H

84 R'=R*=H; R’=(S)-CH,CO,H
R*=(8)-CH,(p-Hydroxyphenyl)

85 R'=R2=H; R*=Ri=(5)-(CH,),NH,"

Schema 31. Kiinstliche Inhibitoren auf Basis von Calix[4]aren-Derivaten.
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In zelluldren Testsystemen konnte eine starke Antitumor-
und Antiangiogenese-Wirkung von 84 gegen menschliche
Tumoren auf Nacktmiusen nachgewiesen werden, weshalb
die Verbindung derzeit Gegenstand weiterer biologischer
Tests ist.

Uber die Verwendung des Calix[4]arens 83 zur Unterbre-
chung einer Protein-Protein-Wechselwirkung berichteten
Wei etal? Mit einem Fluoreszenztitrationstest wurde
nachgewiesen, dass 83 als synthetischer Rezeptor die Bindung
von Cytochromc (Cytc) an die Cytochrom-c-Peroxidase
(CytcP) blockiert. 83 verdrangt CytcP und bildet einen 1:1-
Komplex mit Cytc mit einem K,-Wert von 10°m~. Weiterge-
hende Untersuchungen ergaben, dass der Komplex aus Cytc
und Apaf-1, einem maBgeblichen Intermediat des Apopto-
seweges,™!! durch Zugabe von 83 in 200fachem Uberschuss
gespalten wird.

5.1.3. B-Cyclodextrindimere als Inhibitoren der
Lactatdehydrogenase- und Citratsynthase-Aggregation

Breslow und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass f3-
Cyclodextrin(CD)-Dimere selektiv die Aggregation indivi-
dueller Proteinuntereinheiten in komplexe Proteinaggregate
wie das Citratsynthase(CS)-Dimer und das L-Lactatdehydro-
genase(LDH)-Tetramer hemmen.”” Die Proteinkontaktfli-
chen in solchen Aggregaten enthalten oft definierte hydro-
phobe Bereiche. Die Strategie fiir eine gezielte Inhibierung
bestand in der Entwicklung von CD-Dimeren mit geeigneten
Spacern zwischen den Monomereinheiten. In vorherigen
Arbeiten war gezeigt worden, dass Cyclodextrine hydropho-
be Seitenketten von Polypeptiden stark komplexieren; daher
erwartete man, dass sie auch hydrophobe Seitenketten in den
Kontaktregionen zwischen den Proteinuntereinheiten binden
und damit die Aggregation hemmen.?*

Elf CD-Dimere mit unterschiedlichen Spacern und Ori-
entierungen der CD-Ho6hlung wurden entworfen und synthe-
tisiert. Die inhibierende Wirkung dieser Derivate auf die
Proteinmultimerisierung wurde anhand der Enzymaktivitat
bestimmt. Von einer Gruppe ausgewéhlter Proteine sprachen
nur CS und LDH auf die Hemmwirkung an, wihrend
Sorbitoldehydrogenase, Adenosindeaminase, bD-Galactosede-
hydrogenase und Phosphohexoseisomerase bei Konzentra-
tionen von CD-Dimeren bis 480 um nicht beeintrichtigt
wurden. Verbindungen, bei denen die Hohlungen der (-
oder a-CDs vom zentralen Spacer wegorientiert sind, erwie-
sen sich als inaktiv, ebenso Verbindungen, bei denen die CD-
Einheiten durch Etherbindungen verkniipft waren. Hingegen
zeigten sich die CD-Dimere 86 und 87 mit Pyridyldiester- bzw.
Pyridyldiamidbriicke zwischen den (-CD-Einheiten als se-
lektive Inhibitoren der LDH- (ICs,= 140 um) und CS-Aggre-
gation (IC5,=30 um) (Schema 32). Die Negativkontrolle,
bestehend aus f-Cyclodextrin und Pyridindicarboxylat
allein, war inaktiv, was darauf hinweist, dass eine korrekte
rdumliche Anordnung des 3-CD-Dimers erforderlich ist. Die
genaue Ursache der Proteinselektivitdt und der exakte Wir-
kungsmechanismus sind noch unklar, man weif3 aber, dass
sich an der Oberfliche von LDH und CS mehrere aromati-
sche Seitenketten befinden, an die die CD-Dimere binden
konnten.
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86 X=0
87 X=NH

Schema 32. Cyclodextrin-Dimere als Inhibitoren der Aggregation von
Proteinuntereinheiten.

5.2. Niedermolekulare Verbindungen als strukturelle und
funktionale Mimetika der Sekunddrstrukturen von Proteinen

Eine logische Weiterentwicklung des Konzepts, versteifte
Peptide als Inhibitoren von Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen einzusetzen, besteht darin, leicht zugéngliche syntheti-
sche Molekiile zu nutzen, die die Oberflache solcher Peptide
nachahmen. Die Vorteile solcher Molekiile sind: verbesserte
biologische Stabilitit, niedrigere Molekulargewichte und, in
einigen Fillen, bessere Bioverfiigbarkeit. Synthetische Mo-
lekiile, die unterschiedliche Sekundirstrukturen annehmen,
sind gut dokumentiert;>72 der folgende Abschnitt kon-
zentriert sich auf niedermolekulare Verbindungen, die Pro-
tein-Protein-Bindungen aufbrechen, indem sie die struktu-
rellen Eigenschaften von Proteinsekundérstrukturen nachah-
men.

5.2.1. ee-Helix-Mimetika

Mehrere synthetische Mimetika bindender Dominen an
der Oberfldche von a-Helices wurden bereits veroffentlicht.
In einer bahnbrechenden Studie zeigten Horwell et al., dass
1,6-disubstituierte Indane 88 eine Funktionalitit in einer
dhnlichen rdumlichen Anordnung aufweisen wie die i- und
i+1-Reste einer a-Helix (Schema 33).2%! Derivate mit groBen

41

,j f‘ij s

Schema 33. Das Indangerﬁst ahmt die Positionen i und i+1 einer a-
Helix nach.

hydrophoben Peptidseitenketten (Phe-Phe und Trp-Phe)
binden an die Tachykinin-Rezeptoren NK1, NK2 und NK3
mit mikromolaren Affinitdten. Diese Substanzen bedecken
zwar nicht eine ausreichende Oberfliche, um wirklich als a-
Helix-Mimetikum zu fungieren, zeigen aber eindrucksvoll das
Potenzial nichtpeptidischer Geriiste auf, eine Erkennungs-
funktionalitét in geeigneter rdaumlicher Orientierung fiir die
Bindung eines Targetproteins zu prasentieren.

Unsere Arbeitsgruppe berichtete vor kurzem iiber ein
Terphenylgeriist, das die Oberfldche eines a-helicalen Pepti-
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des hinreichend genau nachbilden kann; die 3,2',2”-Substitu-
enten der Phenylringe présentieren funktionelle Gruppen in
einer rdaumlichen Anordnung, die den Seitenketten i, i+3(4)
und i+7 der a-Helix entspricht (Schema 34 a). Diese Strategie

COH COH
89 90 ] |

Schema 34. a) Rationales Design von terphenylbasierten a-Helix-
Mimetika; b) terphenylbasierte Inhibitoren.

wurde erstmals bei der Entwicklung von Inhibitoren der
Wechselwirkung zwischen Calmodulin und der smMLCK
(small muscle myosin light chain kinase) angewendet.[*’)
Mutationsstudien an der Sequenz eines 20-mer-Fragments
der smMLCK identifizierten die Positionen Trp 800, Thr 803
und Val807 als entscheidend fiir die Wirkung. Die Tatsache,
dass ein helicales Peptid, das aus der Calciumpumpe der
Plasmamembran C20W abgeleitet wurde, an die gleiche
Region von Calmodulin wie smMLCK bindet, weist ebenfalls
auf die Bedeutung dieser hydrophoben Reste hin. Zur
Vereinfachung der Synthese wurde in der Trp-Seitenkette
Indol durch Naphthalin ersetzt, und die Hydroxygruppe des
Threonins wurde weggelassen, was zu dem Liganden 89
fithrte (Schema 34b). Die Bindung von 89 an CaM wurde
durch Affinitdtschromatographie nachgewiesen. 89 inhibierte
die CaM-vermittelte Aktivierung von 3',5'-Phosphodiesterase
(PDE), von der angenommen wird, dass sie CaM an der
gleichen Stelle bindet wie smMLCK. Das Terphenyl 89
konkurrierte mit dem smMLCK-Peptid mit einem ICs,-
Wert von 9 nm.

Es wurde auch nachgewiesen, dass geeignet entworfene
Terphenylgeriiste die Aggregation des hexameren gp41-Zen-
trums verhindern, das fiir die Fusion des HI-Virus-1 mit den
Wirtszellen mafBgeblich ist.'”! Terphenylderivate kénnen so
konstruiert werden, dass sie die hydrophoben Funktionen an
den Positionen i, i+4 und i+7 der a-helicalen heptameren
repetitiven Regionen der C- und N-terminalen Peptide
nachahmen konnen. Diese synthetischen Helix-Mimetika
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storen die Bindung der C-terminalen Peptide an das trimere
N-terminale Zentrum und verhindern das Eindringen von
HIV-1 in die Wirtszellen. Das Derivat 90 spaltet ein Modell-
system aus zwei Peptiden (N36 und C34) der N- und C-
heptameren repetitiven Regionen, die ein stabiles Biindel aus
sechs Helices analog zum gp41-Zentrum bilden (Abbil-
dung 8). Mit CD-Spektroskopie wurde nachgewiesen, dass

< L.;:('

C3d-Peptide

Ile635
Trpti3l

Trp628

-y

N36-Helige

Abbildung 8. Kristallstruktur des aktiven Zentrums C34 von gp41
(Aminosduren 628-661, dargestellt als helicale Réhren) im Komplex
mit N36 (Aminosiuren 546-581). Der Komplex entsteht, indem die
Seitenketten von Trp 628, Trp631 und lle 635 in eine hydrophobe Spalte
auf der Proteinoberflache eindringen.

das C34-Peptid allein in Losung ein Zufallskniuel bildet,
wihrend das N36-Peptid konzentrationsabhingig aggregiert.
Titriert man Verbindung 90 in eine PBS-gepufferte Losung
dieses Modellsystems, nimmt das CD-Signal bei 222 und
208 nm ab, was einer Abnahme der Helicitidt des hexameren
Biindels entspricht, das mit drei Aquivalenten des Terphenyls
gesittigt wird. Der T,,-Wert des N36-Zentrums in Gegenwart
eines Uberschusses an 90 ist signifikant niedriger als der des
gp41-Zentrums und gleicht dem der N36-Region allein, was
darauf hindeutet, dass das Terphenyl um die C34-Bindestelle
konkurriert. Die elektrostatischen und hydrophoben Eigen-
schaften von 90 sind entscheidende Faktoren fiir diese
Reaktion, denn Terphenyle ohne Alkylsubstituenten und
mit positiv geladenen Gruppen hatten wenig Einfluss auf die
CD-Eigenschaften des gp41l-Zentrums. Mit einer ELISA-
Messung mit einem Antikorper, der an das N36-C34-Helix-
biindel, nicht aber an die einzelnen Peptide bindet, lie$ sich
nachweisen, dass 90 die Bildung des hexameren Biindels mit
einem ICs-Wert von 13.18 +2.54 pygmL ' verhindert; auBer-
dem hemmt 90 die HIV-1-vermittelte Zell-Zell-Fusion mit
einem I1Cs,-Wert von 15.70 + 1.30 pgmL~!, wie sich aus einem
Farbstofftransfer-Fusionstest ergab.

Die a-Helix-Strategie wurde verwendet, um einen Inhi-
bitor des antiapoptotischen Proteins Bel-x; zu entwerfen, !
Ein geldufiges Verfahren zur Inhibierung der Bcl-x; -Funktion
besteht darin, die Bak-Erkennungsregion auf Bcl-x; zu
blockieren und so den Protein-Protein-Kontakt zu unterbre-
chen. Eine NMR-spektroskopisch bestimmte Struktur des

Angew. Chem. 2005, 117, 4200 — 4235


http://www.angewandte.de

Protein-Protein-Wechselwirkungen

(Bcl-x, )-Bak-Komplexes zeigt, dass eine helicale Region von
Bak (72-87, K4=340 nM) an eine hydrophobe Furche in der
Oberfliche von Bcl-x; bindet.”™ Mit einem Alanin-Scan
wurde nachgewiesen, dass Val74, Leu78, Ile 81 und Ile 85 die
ausschlaggebenden Reste sind; diese befinden sich an den
Positionen i, i+4, i+7 und i+11 auf einer Seite der Helix
(Abbildung 9). Mehrere Terphenylderivate mit unterschied-

GI38
Bak BH3

Abbildung 9. Ergebnisse der "N-HSQC-Messung mit "*N-markiertem
Bcl-x,.. Die Reste, die in Gegenwart von 91 eine chemische Verschie-
bung aufweisen, sind besonders hervorgehoben. Die wahrscheinlichste
Konformation von Inhibitor 91 (Stabmodell), die mit einer Bindungssi-
mulation rechnergestiitzt ermittelt wurde, ist zum Vergleich mit der he-
licalen Bak-BH3-Domine (blau) tberlagert.

lichen Sequenzen und Substitutionsmustern an den Positio-
nen 3, 2 und 2" wurden synthetisiert. Ihre Wechselwirkungen
mit dem Zielprotein wurden mit Fluoreszenzpolarisations-
messungen bestimmt. Es zeigte sich, dass die Verbindung 91
mit zwei Carboxylatresten und einer Substituentensequenz
bestehend aus Isobutyl, 1-Naphthylmethylen und Isobutyl ein
wirksamer Inhibitor ist (K;=114 nm). Die Spezifitdt wurde

Angewandte

schen den Amid-Wasserstoffatomen und den Pyridin-Stick-
stoffatomen sowie aus der Tatsache, dass es in einer alterna-
tiven Konformation zu einer ungiinstigen sterischen
Wechselwirkung zwischen der Amid-Carbonylgruppe und
dem Pyridin-Stickstoffatom kédme. Eine weitere Stabilisie-
rung entsteht durch die Wasserstoffbriicke zwischen der
Amid-NH-Gruppe und dem Sauerstoff der Alkoxygruppe.
Diese durch intramolekulare Wasserstoffbriicken fixierte
Konformation wurde im festen Zustand durch Rontgenkris-
tallographie bestitigt; zugleich wurde sichtbar, dass die
Alkoxyseitenketten um 45° verdreht sind, um die Wechsel-
wirkung des einsamen Elektronenpaars am Sauerstoff mit der
Amid-NH-Gruppe zu maximieren. Das Foldamer wurde als
proteomimetischer Antagonist von Bak getestet, der die
Wechselwirkung mit Bcl-x; stort. Im In-vitro-Test wurden
drei Inhibitoren, 92-94, mit K;-Werten von 2.3, 9.8 und 1.6 um
identifiziert, wahrend Foldamere mit Trisbenzyloxy- und
Trismethoxy-Gruppen weniger aktiv waren, was eine gewisse
Notwendigkeit fiir Passform und Sequenzspezifitit zwischen
Protein und Mimetikum aufzeigt.

Wir beschrieben vor kurzem eine Gruppe neuartiger
synthetischer Helix-Mimetika, die von einem Terephthal-
amid-Geriist abgeleitet sind.”™ Das Riick-
grat des Terphenyls wurde auf ein einfa-
cheres Terephthalamid reduziert (95, WCOZH
Schema 36), wihrend die rdumliche An- H” 0
ordnung der hervorstehenden Seitenket- o)
ten beibehalten wurde. Die flankierenden \(
Phenylringe des Terphenyl-Riickgrats /L
wurden durch zwei funktionalisierte Carb-
oxamidgruppen ersetzt, die die planare

AN

Geometrie der Phenylringe durch die ein-
geschriankte Rotation der Amidbindungen
beibehalten. Die intramolekulare Wasser-
stoffbriicke zwischen der Amid-NH-
Gruppe und dem Alkoxy-Sauerstoffatom
in 95 stellt sicher, dass die 2-Isopropoxy-

N

N o]
95
Schema 36. o-
Helix-Mimetikum
auf der Basis

von Terephthal-
amid.

COMe

92 R'=R>=iPr
93 R'= /Pr; R>=Bn
94 R'=R?’=Bn

Schema 35. a-Helix-
Mimetika auf der
Basis eines Oligo-
amid-Foldamers.
Bn=Benzyl.
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durch Vertauschen der drei Schliissel-
substituenten und einem Absinken
von K; um den Faktor 30 bestitigt.
Ebenso fiihrte die Entfernung der
beiden Carboxygruppen oder ein Aus-
tausch gegen positiv geladene Grup-
pen zu einem Aktivitdtsverlust.
HSQC-NMR-Messungen mit 91
wiesen darauf hin, dass die Terphenyl-
derivate in der gleichen hydrophoben
Spalte auf der Oberfliache von Bcl-x;
binden wie Bak.

Ein anderer Ansatz, um die bin-
dende Oberflache von a-Helices nach-
zuahmen, wurde in unserer Arbeits-
gruppe auf der Basis eines Oligoamid-
Foldamers entwickelt.’™ Die erwar-
tete Konformation des Foldamers ist
in Schema 35 dargestellt. Die Konfor-
mation resultiert aus der einge-
schriankten Beweglichkeit durch intra-
molekulare Wasserstoffbriicken zwi-
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Gruppe und die obere Isobutylseitenkette

zur gleichen Seite des Terephthalamids hin

orientiert sind. Auch hier wurde mit einem Fluoreszenzpola-
risationstest die Freisetzung des fluoreszenzmarkierten Bak-
Peptids von Bcl-x; durch 95 verfolgt, wobei der Inhibitor
submikromolare Affinitdtswerte aufwies (K;=0.78 um). Bei
Behandlung menschlicher HEK293-Zellen mit den Tereph-
thalamid-Derivaten wurde ein Aufbrechen der (Bcl-x )-Bak-
Wechselwirkung in ganzen Zellen beobachtet. HSQC-Mes-
sungen mit "N-markiertem Bcl-x; deuten darauf hin, dass das
Terephthalamid und das Bak-BH3-Peptid die gleiche Region
auf der #duBeren Oberfliche von Bcl-x; erkennen; dies
bestétigt, dass Terephthalamid ein brauchbares alternatives
Gertist zu Terphenyl als a-Helix-Mimetikum ist.

5.2.2. Mimetika von B-Schleifen

Wichtige Beitrdge zur Entwicklung nichtpeptidischer
Peptidmimetika stammen von Hirschmann und Smith. Ein
Beispiel ist das auf einem D-Glucose-Geriist aufbauende
Mimetikum 96 des cyclischen Peptids Somatostatin (SRIF)
(Schema 37).' Kohlenhydrate bieten sich als vielverspre-
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Schema 37. Nichtpeptisches, von p-Glucose abgeleitetes Peptidmimetikum von Somatosta-

/\

g

SRIF-Agonist

NH,

tin (SRIF).

4226

chende Ausgangsstrukturen fiir die Nachahmung von [3-
Schleifen an, da sie mehrere geeignete Ankniipfungspunkte
fiir Seitenketten und eine relativ starre Struktur haben. Form
und Substitutionsmuster von D-Glucose erwiesen sich am
besten geeignet, um die Seitenketten von Trp, Lys und Phe zu
prasentieren. In einem radiologischen Bindungstest wurde
nachgewiesen, dass 96 '*I-CGP23996 mit einem ICs,-Wert
von 1.9 um vollstédndig vom SRIF-Rezeptor auf Membranen
von Hirnrinde, Hypophyse und AtT-20-Zellen verdréngt.

Vom gleichen Typ sind von B-p-Glucose abgeleitete
Mimetika von Somatostatin (SRIF)?" und Antagonisten
fiir Substanz P (NK-1),?'? von Pyrrolinon abgeleitete Hemm-
stoffe gegen Renin,?¥! die HIV-1-Protease®*?"* und Matrix-
Metalloproteasen,'®! kompetente nichtpeptidische Hybrid-
liganden fiir das zu den humanen MHC-Proteinen der Klasse
II gehorige HLA-DR1?7 und azepinbasierte Cryptophycin-
Mimetika ¥

Smith und Hirschmann entwickelten das Pyrrolinon-ba-
sierte Mimetikum 97 der 3-Strang/f-Faltblatt- und/oder (3-
Schleifen-Konformation von Peptiden,?'>22"l das alle ent-
scheidenden Erkennungsmerkmale (d. h. Seitenketten und H-
Briicken-Donoren und -Acceptoren) originalgetreu wieder-
gibt (Schema 38). Diese Grundstruktur wurde zur Entwick-
lung von Antagonisten der HIV-1-Protease und danach fiir
Mimetika von Substraten der MHC-Klasse-II-Proteine ge-
nutzt.4217,

97

Schema 38. Polypyrrolinon-basiertes Peptidmimetikum einer 3-Schlei-
fe.

Rebek et al. veroffentlichten ein niedermolekulares f3-
Schleifen-Mimetikum, das die Wechselwirkung zwischen IL-
1RI und dem Adapterprotein MyD88 unterbricht.”"! Die IL-
1R-Superfamilie und der Toll-like-Rezeptor (TLR), die eine
konservierte Toll-IL-1R-Resistenz(TIR)-Doméne gemein-
sam haben,”! sind entscheidende Komponenten fiir die
angeborene und die erworbene Immunitit.”?! Das (IL-1)-
Monomer wirkt als proinflammatorischer Mediator durch
Dimerisierung und Rekrutierung des mutmaBlichen Adap-
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terproteins MyD88, das ebenfalls eine TIR-
Domine enthilt,???4 {iber eine homotypische
Bindung der TIR-Doméne zwischen IL-1RI und
MyD88.2#251 Xy et al. hatten bereits zuvor die
Kiristallstruktur der TIR-Doménen aus humanem
TLR1 und TLR2 bestimmt (Abbildung 10) und
damit die strukturellen Grundlagen der TIR-TIR-
Bindung zwischen IL-1RI und MyD88 aufge-
klart.?! Die hervorstehende BB-Schleife wurde

als entscheidendes Element fiir die Komplexbil-
dung angesehen, weil Mutationen in fast jeder
Position dieser Region zu einer signifikanten Ab-
nahme der Rezeptoraktivitdt bei der Signaltrans-
duktion fiihrten.

Pro68 | —— gff

BE-Schleife

Abbildung 10. Kristallstruktur der TIR-Domine; die BB-Schleife ist mar-
kiert.

Rebek et al. synthetisierten ein Analogon des zentralen
Tripeptids der BB-Schleife (98), das die (F/Y)-(V/L/T)-(P/G)-
Reste nachbildet (Schema 39), und untersuchten dessen
Fiahigkeit zur Unterbrechung der (IL-1RI)-MyD88-Bindung.
98 verzogerte die IL-1B-vermittelte Aktivierung der p38-
MAP-Kinase in mikromolaren Konzentrationen. Mit Sand-
wich-ELISA-Assays lie8 sich zeigen, dass 98 die IL-1§3-
vermittelte (IL-1RI)-MyD88-Bindung in EL4-Zellen verhin-
dert. Die Spezifitdt von 98 fiir den Komplex aus IL-1RI und
MyD88 wurde durch den Befund bestétigt, dass 98 andere
Mitglieder der Toll-Rezeptor-Superfamilie (TLR1-10) nicht

beeintréchtigt.
o]
YO
N
©/\)J\ N I
98

Schema 39. Niedermolekulares Mimetikum 98 der BB-Schleife.

5.2.3. B-Strang/f-Faltblatt-Mimetika
Ein (-Strang ist ein lineares oder sdgezahnihnliches
peptidisches Strukturelement, das (-Faltblatter bilden kann;

diese machen iiber 30 % aller Proteinsekundirstrukturen aus.
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Im letzten Jahrzehnt wurde iiber einige niedermolekulare [3-
Strang/p-Faltblatt-Mimetika und ihre Anwendung etwa bei
der Entwicklung von Proteaseinhibitoren berichtet.??:2
Beispiele fiir synthetische Verbindungen, die B-Stringe bzw.
[-Faltblétter nachbilden und damit Wechselwirkungen grof3er
Proteine unterbrechen, sind aber noch immer selten.

Die Integrine sind eine Rezeptorfamilie, die an einer
Reihe zelluldrer Funktionen wie Wundheilung, Zelldifferen-
zierung, Homing von Tumorzellen und Apoptose beteiligt ist.
Funktionale Integrine sind heterodimere Aggregate, die aus
einer a- und einer f-transmembraniren Glycoproteinunter-
einheit bestehen, die nichtkovalent gebunden sind und ho-
mologe Sequenzen haben. Corbett et al. identifizierten wirk-
same und selektive a,f;-Integrinantagonisten beim Screening
einer Festphasen-Bibliothek.’” Nicolaou und Mitarbeiter
verwendeten 96 als Geriist, um die Sequenz des cyclischen
Peptids cRGDFV nachzubilden, das Integrin-Ligand-Bin-
dungen hemmt.>"!

Die ICAM-Proteine 1, 2 und 3 binden an LFA-1 (das
Integrin o;f3,, CD11a/CD18) und vermitteln Adhésion, Ge-
faBaustritt, Migration und Proliferaton von Lymphocyten.!!
Ein Epitop aus den Aminosduren Glu34, Lys39, Met64,
Tyr66, Asn68 und Gln73, das sich direkt gegeniiber einem
antiparallelen -Faltblatt in der ersten Doméne von ICAM-1
befindet, wurde als essentiell fiir die Wechselwirkung mit
LFA-1 identifiziert (Abbildung 11).7%

Eines der entscheidenden Probleme beim Entwurf nie-
dermolekularer Proteomimetika als Inhibitoren von Protein-
Protein-Wechselwirkungen besteht darin, dass die bindenden
Elemente oft weit verstreut sind. Alle beteiligten funktionel-
len Gruppen eines Zielproteins in einer synthetischen Ver-
bindung zu beriicksichtigen, bleibt eine groBe Hiirde. Fine

Abbildung 11. Das diskontinuierliche Bindungsepitop von ICAM-1 (in
Griin dargestellt).
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Forschungsgruppe bei Genentech stellte einen eleganten
Ansatz vor, der darauf beruht, den nativen Liganden des
betreffenden Rezeptors als Leitstruktur zu verwenden und
niedermolekulare Antagonisten durch Erkundung des che-
mischen Diversititsraumes zu identifizieren.” Kistrin, ein
Disintegrinprotein mit einer RGD-Sequenz, bricht in vitro
die Bindung zwischen LFA-1 und ICAM-1 auf, indem es die
entscheidenden bindenden Reste von ICAM-1 nachbildet.
Die Peptidsequenz H,N-CGY™DMPC-COOH (Y™ = meta-
Tyrosin), die eine dhnliche Wirkung bei der Hemmung der
(ICAM-1)-(LFA-1)-Bindung hat, wurde als Leitstruktur fiir
die Entwicklung synthetischer Hemmstoffe ausgewéhlt.
Verbindung 100 (Schema 40), die in einem &hnlichen
Ansatz mit einem ICys-Wert von 1.6 um gefunden worden war,
wurde mit einer meta-Phenolgruppe modifiziert, um den Y™-
Rest in der peptidischen Leitstruktur nachzubilden, und

HN_ HN
N OH OH HN OH
0
et t L0
Br H cl
99 100
5T
fo) .
0
HN
H,N
OH HN OH OH Cl HN OH
0
SU Yo e P S
N Cl Cl
H OH
101 102

Schema 4o. Synthetische Inhibitoren, die die (LFA-1)-(ICAM-1)-Bin-
dung hemmen.

wirkte dann im ELISA-Test 30-mal besser. Das Molekiil 100
wurde in fiinf Module unterteilt, und jedes Modul wurde zur
weiteren Optimierung modifiziert. Diese Erkundung des
chemischen Diversitidtsraumes fiihrte zu den Verbindungen
101, die die minimale Darstellung des Epitops mit hoher
Wirksamkeit représentiert (ICs,=3.7 nm), und 102, die eine
der besten Kombinationen der molekularen Module darstellt
(ICsp=1.4 nm). Im MLR-Test konnte man nachweisen, dass
Substanz 102 ICAM-1 durch Bindung von LFA-1 antagoni-
siert und die Lymphocytenproliferation und -adhésion in vitro
vermittelt. Der Entwurf der Verbindungen 99-102 folgte aus
der Betrachtung des diskontinuierlichen ICAM-1-Epitops
mit fiinf Aminosdureresten, die auf drei unterschiedliche {3-
Strange an der Oberfldache des Proteins verteilt sind, ausge-
hend von Kistrin als Leitstruktur und dem Peptid H,N-
GCY™DMPC-COOH. Es folgte jedoch eine anhaltende
Debatte, ob diese Verbindungen tatsidchlich als ICAM-1-
Mimetika wirken.® Springer et al. argumentierten, dass es
keine ICAM-1-Mimetika seien, da sie im Unterschied zu
ICAM-1 nicht an die o,- oder die ay-I-Domine binden,
sondern die Bindung eines monoklonalen Antikorpers an die
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B,-I-dhnliche Doméne storen, die nicht direkt an der Bindung
von ICAM-1 beteiligt ist.?*2]

FtsZ, ein Homologes eukaryotischer Tubuline, ist ein
essentieller Bestandteil der Septumringe, die die Zellteilung
bei Gram-negativen Bakterien vermitteln.”*" ZipA (Z inter-
acting protein A) ist ein 36.4 kDa groBes, in der Membran
verankertes Protein, das in einem sehr frithen Stadium des
Zellteilungszyklus durch Komplexierung mit FtsZ in die
Septumregion gebracht wird. Die Zellteilung kann durch
Unterbrechen der ZipA-FtsZ-Assoziation gestoppt werden,
sodass diese Protein-Protein-Kontaktfliche ein moglicher
Angriffspunkt fiir die Entwicklung neuer Antibiotika gewor-
den ist. Rontgen- und NMR-Analysen deckten auf, dass FtsZ
an eine breite und tiberwiegend hydrophobe Oberfldchenre-
gion an der 16sungsmittelexponierten Seite eines 3-Faltblatts
von ZipA bindet (Abbildung 12)." Bei der Bindung nimmt
das 17 Aminosiduren lange FtsZ-Peptid (*KEP-
DYLDIPAFLRKQAD™) die Konformation eines gestreck-
ten B-Stranges in der Region 367-373 an, gefolgt von einer a-
helicalen Doméne von 374-383. Direkte Kontakte zwischen
den Atomen bestehen zwischen elf Aminosdureresten von
ZipA und sieben Resten von FtsZ in der Region 370-381.

Abbildung 12. Die ZipA-FtsZ-Kontaktfliche (Aminosiuren 367-383);
das FtsZ-Peptid (als Rohre dargestellt) bindet an eine hydrophobe
Tasche in der Oberfliche von ZipA. Es hat die Form eines gestreckten
[-Strangs (367-373), gefolgt von einer a-Helix (374-383).

Eine Forschungsgruppe bei Wyeth Research berichtete
kiirzlich iiber die Entwicklung niedermolekularer Inhibitoren
der ZipA-FtsZ-Wechselwirkung auf der Basis der Schliissel-
aminosiuren in der Protein-Protein-Kontaktfliche. Die
Verbindungen 103-105 (Schema 41) zeigten nur eine schwa-
che Hemmwirkung in Fluoreszenzpolarisationsmessungen
(ICsp=1.17, 2.06 und 2.75 mm).”! Die Rontgenstrukturana-
lyse ergab, dass 103 und 104 im Wesentlichen die gleiche
Stelle erkennen, wahrend 105 und 106 eine andere Region an
der Oberfldche von ZipA belegen. Die Indolringe in 103 und
104 erkennen die lipophile Tasche, wéhrend 105 an eine
hydrophile Region bindet. Ausgehend von der Strukturinfor-
mation, die aus der Leitstruktur erhalten wurde, wurde ein
chimires Molekiil 107 entworfen, das die strukturellen Ei-
genschaften des Indol- und des Oxazolmotivs kombiniert.
Der wirksamste Hemmstoff, 108 (ein Analogon des chiméren
Molekiils; Schema 41), zeigte einen ICs,-Wert von 192 um fiir
die Unterbrechung der ZipA-FtsZ-Bindung. Die Zielstruktur
der Inhibitoren wurde mit 2D-""N-HSQC-Messungen best-
tigt.
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Schema 41. Synthetische Inhibitoren der ZipA-FtsZ-Komplexbildung.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Es wurden aktuelle Beispiele synthetischer Substanzen
vorgestellt, die Protein-Protein-Wechselwirkungen unterbre-
chen. Die meisten dieser Verbindungen wurden durch Scree-
ning chemischer Bibliotheken identifiziert oder durch struk-
turbasiertes rationales Design entwickelt. Die nédchsten Jahre
werden eine Fortentwicklung hin zu effizienteren Techniken
zur Herstellung und Bewertung von Bibliotheken sehen.
Damit wird es moglich sein, Bibliotheken aus vielen Tausen-
den von Verbindungen auf einfache Weise aufzubauen und
nach Wirkstoffen zu durchsuchen.®* Die Anwendung von
Massenspektrometrie, NMR-Spektroskopie und Nanotech-
nologie im Hochdurchsatz-Screening fithrte zu verbesserten
Screening-Verfahren zur Auffindung niedermolekularer Inhi-
bitoren von Protein-Protein-Wechselwirkungen.?*! Neue
Techniken wie die Ankertechnik (Abschnitt 4.2.4) ermogli-
chen die Identifizierung von Leitstrukturen mit nur schwa-
cher bis maBiger Wirksamkeit,'” die als Ausgangspunkte fiir
die Entwicklung hoch aktiver Inhibitoren dienen. Benkovic
et al. berichteten kiirzlich iiber ein neues Verfahren zur
genetischen Selektion, das mithilfe ganzer Zellen als Repor-
ter niedermolekulare Antagonisten von Protein-Protein-
Wechselwirkungen identifiziert und so die inhdrenten Gren-
zen der In-vitro-Analyse umgeht.”*!

Synthetische Verbindungen, die im Hochdurchsatz-Scree-
ning gefunden wurden, dienen als wertvolle Leitstrukturen
fiir Untersuchungen der Struktur-Affinitits-Beziehungen mit
dem Ziel einer Wirkungsverbesserung oder verbesserten
Bioverfiigbarkeit unter Beibehaltung der Bindungsaffinitit.
Pharmakophor-Modelle, die aus diesen Struktur-Affinitéts-
Beziehungen abgeleitet wurden, miissen dann in weiteren
Bindungsstudien erhértet werden.

Die Miteinbeziehung biologischer Methoden in chemi-
sche Strategien, etwa beim Phinotyp-Screening, fithrte zu
vollig neuen Ansitzen.™ Da biologische Molekiile oft
gleichzeitig an mehreren Targets angreifen, ist unser Modell
von einzelnen Targets fiir hoch selektive niedermolekulare
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Substanzen wahrscheinlich iiberholt. Zum Beispiel fanden
Danial et al., dass Proteine der Bcl-2-Familie neben ihrer
Funktion bei der Apoptose auch eine Rolle in verschiedenen
Stoffwechselwegen spielen.””?! Vergleichbar der Art und
Weise, wie pflanzliche Medizin iiber Jahrtausende angewen-
det wurde, beginnt die moderne Wissenschaft, aktive Verbin-
dungen in lebenden Organismen zu identifizieren, und erst
dann ihre Targets.

Rationale Ansétze andererseits beruhen auf Struktur und
Synthese von Molekiilen mit targetkomplementiren funktio-
nellen Gruppen. Der Entwurf dieser Mimetika orientiert sich
an Strukturmerkmalen auf Proteinoberflichen, z.B. Clustern
hydrophober Gruppen, elektrostatischen Doméinen und me-
tallkoordinierenden Gruppen. Die Selektivitdt und allgemei-
ne Anwendbarkeit von Inhibitoren, die nach dieser Strategie
im Kontext zahlreicher anderer Proteintargets entwickelt
wurden, bleibt abzuwarten. Die degenerierte Natur der nach
auflen gerichteten funktionellen Gruppen macht die spezifi-
sche Erkennung von Proteinoberfldchen schwierig. Bei den
meisten rationalen Designs, die in diesem Aufsatz beschrie-
ben wurden, versuchte man, geometrische, elektrostatische
und hydrophobe Anforderungen fiir Komplementaritit zu
definieren. In einigen Fillen wurde die Betrachtung auf die
Messung der Targetselektivitit durch indirekte (In-vivo-To-
xizitdt) oder eingrenzende Techniken (Selektivitit innerhalb
eines kleinen Satzes verwandter Proteine) ausgedehnt. Diese
Arbeiten sind wichtige erste Schritte hin zu verbesserter
Affinitdt und Selektivitit. Ein sehr vielversprechender
Ansatz zur Suche nach synthetischen Inhibitoren von Prote-
in-Protein-Kontaktflachen ist das rechnergestiitzte rationale
Design. Eine verbesserte Selektivitdt bleibt die wichtigste
Herausforderung bei der Entwicklung von Molekiilen, die an
der duBeren Oberfliche von Proteinen binden sollen. In dem
MaB, wie unser Verstdndnis von Oberflichenbeweglichkeit
und -funktionalitdt zunimmt und gleichzeitig eine genauere
Computeranalyse verfiigbar wird, werden Wirksamkeit und
Selektivitédt in den Entwiirfen verbessert werden.

GroBle organische Molekiile (MW >750 Da) gelten im
Allgemeinen als problematische Wirkstoffkandidaten.!”2
Der Nachteil groSer Molekiile besteht im Wesentlichen darin,
dass sie von den Lipinski-Regeln abweichen.**! Sie kénnen
allerdings besonders wertvoll sein in Féllen, in denen Prote-
inoberflidchen keine eindeutigen Bindestellen aufweisen und
eine hoch affine Anbindung kleiner Molekiile nicht moglich
scheint. Wenn der Epitoptransfer auf kleine Molekiile
schwierig ist, konnen grofie synthetische Verbindungen als
pharmakologischer Proof-of-Principle dienen und dann zu
einem aussichtsreichen Wirkstoffkandidaten minimiert oder
modifiziert werden. Dies ist vor allem dann wahrscheinlich,
wenn Verbindungen von Anfang an so konstruiert wurden,
dass strukturelle Modifikationen einfach sind. Einige grof3e
Molekiile sind bereits in klinischen Studien getestet worden;
ihre miBige Toxizitdt und das moderate pharmakologische
Profil weisen darauf hin, dass sich die Grofle nicht immer
nachteilig auswirkt. Auferdem kommt hinzu, dass andere
grofle Molekiiltypen wie Antikorper und Peptide erfolgreich
als Wirkstoffe eingesetzt werden. Polymere und Nanopartikel
sind weitere vielversprechende Strukturen zur Modulation
von Protein-Protein-Wechselwirkungen.
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Ohne Frage wird die ndhere Zukunft eine weiter zuneh-
mende Verwendung synthetischer Verbindungen zur Inhibie-
rung von Protein-Protein-Wechselwirkungen sehen. Und
letzten Endes scheinen die Moglichkeiten, die die Natur uns
dabei eroffnet, nahezu grenzenlos zu sein.

Die hier beschriebenen Arbeiten unseres Labors wurden von
den National Institutes of Health (GM35208 und GM69850)
gefordert.
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