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Hochaffine Inhibitoren der tRNA-Guanin-Transglycosylase, eines
Schliisselenzyms in der Pathogenese der Shigellen-Ruhr:
ladungsverstarkte Wasserstoffbrucken**
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Bjorn Wagner, Manfred Kansy, Gerhard Klebe* und Francois Diederich*

Das Enzym tRNA-Guanin-Transglycosylase (TGT, EC
2.42.29) ist an der Modifizierung von tRNAs in den ver-
schiedensten Organismen beteiligt, einschlieBlich des Men-
schen.!) Hierbei tauscht es bei Bakterien die Base Guanin in
Position 34 der tRNA gegen preQ; und bei Eukaryoten gegen
Queuin aus.”! Dieser entscheidende Unterschied in der Sub-
stratspezifitidt eroffnet die Moglichkeit einer selektiven
Hemmung des bakteriellen Enzyms und bietet somit einen
neuartigen Angriffspunkt zur Behandlung der Shigellen-
Ruhr (Shigellosis). An dieser bakteriellen Durchfallerkran-
kung und ihren Folgen sterben weltweit jahrlich mehr als eine
Million Menschen.”) Da umfangreiche kristallographische
und biochemische Daten vorliegen, eignet sich die TGT in
idealer Weise, um tiber strukturbasiertes Wirkstoffdesign se-
lektive Antibiotika gegen die Shigellen-Ruhr zu entwickeln.

Kiirzlich fiihrten wir /in-Benzoguanin (1) als Nucleo-
basen-Analogon ein. Dieser Heterotricyclus passt sich opti-
mal in die Nucleobase-Bindetasche des Enzyms ein und bildet
das gleiche Wasserstoffbriickennetzwerk wie preQ; zum
Protein aus (Abbildung 1 und Hintergrundinformationen).[®!
Die kinetischen Untersuchungen ergaben im Bezug auf das
natiirliche Substrat tRNA (im Enzymassay mit TGT aus Zy-
momonas mobilis) sowohl eine kompetitive (K;. =4.1 um) als
auch eine unkompetitive Hemmung (K;, =7.9 pm).[

Zur Weiterentwicklung der Grundstruktur synthetisierten
wir zunéchst eine Serie von in Position 4 substituierten Ver-
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bindungen. Hier bestand das Ziel darin, mit lipophilen Resten
wie Phenethyl in eine benachbarte, schmale hydrophobe
Bindetasche vorzudringen (Abbildung 1b und Schema 1 be-
ziiglich der Nummerierung). Diese Bindetasche wird wih-
rend der tRNA-Modifizierung durch die Ribose34 besetzt

Abbildung 1. a) Bindungsgeometrie von lin-Benzoguanin in der TGT-
Bindetasche.!*® Beide katalytisch relevanten Aspartate Asp 102 und
Asp 280 sind von einem ungestérten Wassernetzwerk umgeben (PDB-
Code 2BBF, Auflosung: 1.7 A). Die gestrichelten Linien zeigen die Was-
serstoffbriicken an; gemessen sind die Abstinde zwischen den Schwer-
atomen in A. Farbcodierung: Ligandgeriist griin, C grau, O rot, N blau,
S gelb. b) Uberlagerung von TGT im Komplex mit modifizierter tRNA
(blau, PDB-Code 1Q2S, Auflésung 3.2 A) ¥l 4-Phenethyl-substituiertem
lin-Benzoguanin (gelb, PDB-Code 1Y5V, Auflésung 1.58 A) und Verbin-
dung 8 (griin, PDB-Code 2QZR, Auflssung 1.95 A). Abgebildet aus
dem TGT-tRNA-Komplex ist der Ausschnitt U33-preQ,-U35 der tRNA
in der Bindetasche. Deutlich zu erkennen ist, dass der 4-Phenylethyl-
Substituent in die Ribose 34-Bindetasche zeigt, wobei zwei Vorzugs-
konformationen beobachtet werden. Hingegen ragt der Naphthyl-
methylamino-Substituent der Verbindung 8 in die Ribose 33-Bindeta-
sche. Die Abbildungen wurden mit PyMOL erstellt."”)
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und ist von den lipophilen Aminosduren Val282, Leu68 und
Val45 begrenzt. Ausfiihrliche kristallographische Untersu-
chungen bestitigen den vorhergesagten Bindungsmodus,®
jedoch ergab sich nicht die erhoffte Steigerung der Bin-
dungsaffinitit, die weiterhin im mikromolaren Bereich lag.
Der Inhibitionsmechanismus war bei diesen Verbindungen
rein kompetitiv, und fiir die Phenethyl-substituierte Verbin-
dung konnte eine Inhibitonskonstante von K;=1 um gemes-
sen werden. Die Analyse der Kristallstrukturdaten belegte,
dass der in Position 4 des heterocyclischen Kerns angefiigte
lipophile Rest das Netzwerk hochkonservierter Wassermo-
lekiile, die sich zwischen den katalytisch aktiven Aspartaten
Asp102 und Asp280 anordnen und diese solvatisieren (Ab-
bildung 1a), zerstort. Die zunéichst gewonnene Energie durch
das Besetzen der schmalen hydrophoben Tasche wird offen-
sichtlich durch die Zerstorung des Wassernetzwerks und die
daraus resultierende Desolvatisierung der beiden Aspartat-
Seitenketten kompensiert.

Die neu gewonnenen Erkenntnisse sollten im weiteren
Design der Inhibitoren beriicksichtigt werden. Um eine
Steigerung der Bindungsaffinitit zu erreichen, wurden alle
nachfolgenden Inhibitoren 2-12 in Position 2 substituiert.
Durch diesen Wechsel im Substitutionsmuster wurden nun-
mehr unterschiedliche Alkylamino- und Arylalkylamino-
Substituenten in den Bereich der Ribose33-Bindetasche
platziert und mithilfe des Programms MOLOC!! optimiert
(Tabelle 1). Die vorhergesagte Platzierung der Substituenten
sollte somit die energetisch ungiinstige Verdrangung des
Wassernetzwerkes im Bereich der katalytisch aktiven As-
partate vermeiden. Um den positiven Beitrag zur Bindungs-
affinitdt abschétzen zu konnen, der aus einer Besetzung der
Ribose 33-Bindetasche resultiert, wurden die Vergleichsver-

Tabelle 1: lin-Benzoguanine mit unterschiedlichen Substituenten in
Position 2 als TGT-Hemmer.
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bindungen 2, 3 und 4 mit mehreren kleinen Substituenten
hergestellt und ebenfalls experimentell untersucht. Leider
erwiesen sich die bisher synthetisierten Derivate mit einem
lin-Benzoguaninkern als sehr schlecht wasserloslich. Beson-
ders im Hinblick auf geplante Untersuchungen in einem
zelluldren Assay war es daher wiinschenswert, die Wasser-
loslichkeit zu verbessern. Dies sollte mit der Einfithrung eines
Morpholinrings in 11 und 12 realisiert werden.
Stellvertretend fiir alle in Position 2 substituierten Ver-
bindungen ist die Synthesestrategie am Beispiel von § in
Schema 1 gezeigt (detaillierte Syntheserouten und Charak-

1 O
s
N N” "NH,
3
Verb. R K [mm] Verb. R K, [mm]
O,
1 H 410041000 79 gGJNH 3546
2 Me 1600400 8¢ g NH 55411
3 NH, 77412 9 N 27£12
N
4 NH 58436 107 Q“H 1043
o
NH
56 @—/ 7041 1 Q NH 6+6
__/

S NH /\ NH
6"l @J 35+9 129 Q N@4 40418

[a] Isoliert als Bis(trifluoracetat)-Salz und in dieser Form verwendet.
[b] Isoliert als Tris(trifluoracetat)-Salz und in dieser Form verwendet.
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d) |: 16a Me N02 SO,NMe; H
&) 17a Me NO, SO,NMe, Br
f) [ 18 Me NO, SOsNMes NHBN
[ 19 Me NH, SO,NMe, NHBn

Schema 1. Synthese von Verbindung 5. a) SOCl,, MeOH, 65°C, 92%;
b) HNO;/H,SO,, 50°C, 66 %; c) Me,NSO,Cl, Et;N, Toluol, 111°C, 35%
(@), 33% (b); d) 1. LIN(TMS),, THF, —78°C; 2. CBr,, THF, —78°C,
75% (a), 60% (b); €) BnNH,, 0°C, 92%; f) Zn, AcOH, H,0, 25°C,
94%; g) Dimethylsulfon, Chlorformamidiniumchlorid, 150°C, 20%.

terisierung der anderen neuen Liganden sind in den Hinter-
grundinformationen aufgefiihrt). Durch Veresterung der
kommerziell erhéltlichen Benzimidazol-5-carbonsédure (13)
erhielt man den Methylester 14, nach Nitrierung entstand
daraus 15. AnschlieBend wurden die Stickstoffatome der
Imidazolkomponente mit einer N,N-Dimethylaminosulfo-
nylgruppe geschiitzt. Dabei entstanden zwei Konstitutions-
isomere, 16a (Schutzgruppe an N1) und 16b (Schutzgruppe
an N3), die durch Sdulenchromatographie getrennt und durch
nachfolgende Rontgenstrukturanalyse des letzteren identifi-
ziert wurden (siehe Hintergrundinformationen). Eine Bro-
mierung des Regioisomers 16a in Position 2 fiihrte zur Zwi-
schenstufe 17a, die in einer nucleophilen aromatischen Sub-
stitution mit Benzylamin zu 18 umgesetzt wurde. Nach Re-
duktion der Nitrogruppe zum priméren Amin (19) wurde die
abschlieende Cyclisierung mit Chlorformamidiniumchlorid
in Dimethylsulfon ausgefiihrt, welche zur Zielverbindung S
fithrte. Da bei der Ringschlussreaktion HCI freigesetzt wird,
erfolgt gleichzeitig eine Abspaltung der Schutzgruppe am
Imidazol-Stickstoffatom.

Um die Inhibitionsmodi der neuen Verbindungen zu er-
mitteln, wurde vor der kinetischen Bestimmung ein zusétzli-
ches Abfangexperiment durchgefiihrt.*) Hierzu wird TGT
mit einem Uberschuss an tRNA und dem jeweiligen Inhibitor
inkubiert und anschlieBend mit Natriumdodecylsulfat(SDS)-
Puffer denaturiert. Hemmt die Verbindung mit einem rein
kompetitiven Bindungsmodus, wird auf dem SDS-Gel keine
Bande des TGT-tRNA-Komplexes beobachtet. Tatsédchlich
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zeigen alle Inhibitoren eine rein kompetitive Inhibition nebst
Bindungsaffinititen im nanomolaren Bereich, wobei die
besten, 10 und 11, Inhibitionskonstanten im einstelligen na-
nomolaren Bereich aufweisen; dies sind die besten bisher
bekannten Aktivitdten fiir Inhibitoren von TGT-Enzymen
(Tabelle 1). Zusétzlich brachte die Einfithrung des Morpho-
linrings die erwiinschte volle Loslichkeit des besten Liganden
11 in wassrigen Pufferlosungen.

Kristallstrukturen von 2, 3, 6, 8, 10 und 11 im Komplex mit
TGT aus Z. mobilis konnten bestimmt werden, wobei im
Folgenden der Komplex mit 8 im Detail diskutiert wird." Bei
einer Auflosung von 1.95 A ist die Differenzelektronendichte
fiir das Grundgeriist deutlich zu erkennen (Abbildung 2). Die
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Abbildung 2. a) Kristallstruktur des Naphthyl-substituierten Liganden 8
im Komplex mit TGT bei einer Auflosung von 1.95 A. Die Differenz-
elektronendichte der Verbindung ist zusammen mit den Wasserstoff-
briicken zwischen Protein und Ligand gezeigt. Farbcodierung: Ligand-
geriist orange, C grau, O rot, N blau, S gelb. b) Uberlagerung von 8
(grau) mit preQ, (gelb) in der Bindetasche von TGT. Abstinde zwi-
schen Schweratomen sind in A angegeben.

Platzierung der Naphthylseitenkette in der Differenzelek-
tronendichte bereitet jedoch Probleme, vermutlich wegen
einer Unordnung iiber mehrere Konformationen, sodass nur
grobe Vorstellungen iiber die Position der Seitenkette in der
Néhe der Ribose33-Bindetasche moglich sind. Analog ver-
halten sich die Verbindungen 6, 10 und 11; auch bei ihnen war
es nicht moglich, die Seitenkette eindeutig in der Differenz-
elektronendichte zu lokalisieren. Es scheinen spezifische
Wechselwirkungen zu fehlen, oder sie sind nicht ausreichend,
um die Seitenkette in einer energetisch giinstigen Konfor-
mation in der Ribose33-Bindetasche zu fixieren. Trotzdem
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sollte die Desolvatisierung des 2-Substituenten und der
Uracil 33-Tasche einen Gewinn an freier Bindungsenthalpie
liefern. Der Enthalpiegewinn durch Ausbildung von Wech-
selwirkungen mit Aminosduren der Bindetasche ist vermut-
lich gering; andererseits sollte auch keine starke ungiinstige
Entropiekompensation auftreten, in Anbetracht der weiter-
hin bestehenden Restbeweglichkeit dieser Substituenten im
gebundenen Zustand.

Der Wechsel im Substitutionsmuster des heterocyclischen
Kerns von Position 4 zu Position 2 fiihrt zu einem sprung-
haften Anstieg der Bindungsaffinitdten, die zuvor alle im
mikromolaren Bereich lagen.! Substitution in Position 2
vermeidet die Zerstorung des wichtigen Wassernetzwerks
zwischen Asp102 und Asp280. In der Kristallstruktur befin-
den sich zwei geordnete Wassermolekiile, die die katalyti-
schen Reste solvatisieren (Abbildung 2).

Die gemessenen logarithmischen Verteilungskoeffizien-
ten 1g D ocanoywasser | der 2-substituierten lin-Benzoguanine bei
einem pH-Wert von 7.4 (Tabelle 2) verdeutlichen, dass die

Tabelle 2: Bindungsaffinititen (Inhibitionskonstanten K;[nm]), pKs-
Werte und |g D-Werte fiir ausgewéhlte Inhibitoren der TGT.

Verb. K [nm] pKs lgD
1 41001000 5.2 —0.05
2 1600+ 400 5.4 0.11
3 77+12 6.3 —0.33
4 58+36 6.2 —0.07
6 35+9 5.8 1.49
8 55+ 11 5.9 3.29

n 6+6 6.7 —-0.31

gesteigerte Bindungsaffinitdt nicht von hoherer Lipophilie
der Liganden herriihrt. Vergleicht man die Verbindungen 1
(Kie=4.1um) und 2 (K;=1.6 um), die sich nur durch eine
zusitzliche Methylgruppe in Position 2 unterscheiden, macht
der Affinitdtsunterschied einen Faktor von 2.5 aus. Dies er-
klart sich durch zusitzliche hydrophobe Kontakte der Me-
thylgruppe mit einer kleinen Nische neben der Seitenkette
von Ala232 und dem Peptidgeriist von Gly261.

Ein weitaus groBerer Beitrag zur Bindungsaffinitét ergibt
sich infolge der Einfiihrung von Aminosubstituenten in Po-
sition 2. Alle Verbindungen mit dieser Gruppe weisen eine
Affinitdt im nanomolaren Bereich auf. Dabei kommt es zur
Bildung einer zusétzlichen Wasserstoffbriicke zwischen der
exocyclischen Aminofunktion des Liganden und der Carbo-
nylgruppe von Ala232 (d(N--O)=2.8 A im Komplex mit 3
(nicht abgebildet) und 3.6 A mit 8 (Abbildung 2)). Weitaus
wichtiger ist jedoch die Tatsache, dass die exocyclische Ami-
nogruppe die Basizitdt des Imidazolrings erhoht. Die nun-
mehr Guanidin-dhnliche 2-Aminoimidazolgruppe wird pro-
toniert, was die Bildung starker, ladungsverstiarkter Wasser-
stoffbriicken ermoglicht.

Betrachtet man den durch Cokristallisation erhaltenen
Komplex von TGT und preQ,;, so erkennt man, dass die
Carbonylfunktion zwischen Leu231 und Ala232 zur exocy-
clischen Aminomethylgruppe der modifizierten Nucleobase
zeigt (Abbildung 2).'" Zugleich wechselwirkt die NH-
Gruppe dieser Peptidbindung mit der Seitenkette von Glu235
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und stabilisiert diese Orientierung. Unter physiologischen
Bedingungen sollte die Seitenkette von Glu235 deprotoniert
und die Aminomethylgruppe des Liganden protoniert vor-
liegen. Dies fiihrt zu einem ladungsunterstiitzten Wasser-
stoffbriickennetzwerk mit zwei ionischen H-Briicken
(d(O7gpsHNp) = 2.9 A (gemessen zwischen den
Schweratomen) und d(C=0y ¢35 HN" 1 eqq1) = 2.7 A) (Ab-
bildung 2).!"! Allgemein wird angenommen, dass ladungsun-
terstiitzte Wasserstoffbriicken zu einer signifikant erhohten
Bindungsaffinitit fithren.'” Wir nehmen deshalb an, dass der
2-Aminoimidazolring bei der Bindung unserer affinsten Li-
ganden ebenfalls protoniert ist, was zur Bildung eines &hnli-
chen, ladungsunterstiitzten Wasserstoffbriickennetzwerks
fithren sollte. Somit sollte die Bindung zwischen N1 des
Aminomidazoliumrings und der Carbonylgruppe von Leu232
eher als ionische statt als neutrale Wasserstoffbriicke zu be-
schreiben sein.

Zur experimentellen Verifizierung dieser Annahme
wurden die pKg-Werte einiger reprasentativer Liganden
mithilfe photometrischer Titrationen bestimmt.”'*! Tabelle 2
zeigt die ermittelten pKg-Werte, die fiir den Protonierungs-
schritt des Imidazolrings gelten (alle weiteren pKg-Werte
konnen in den Hintergrundinformationen eingesehen
werden). In der Tat lésst sich hier erkennen, dass fir lin-
Benzoguanin und das 2-Methylderivat ein deutlich kleinerer
pKs-Wert (1, pKg=5.2; 2, pKg =5.4) bestimmt wird als fiir die
2-Aminoimidazolderivate (Werte zwischen 5.9 (6) und 6.7
(11)). Somit liegen die 2- Aminoimidazolinhibitoren unter den
Bedingungen des Enzymassays (pH 7.3) deutlich protoniert
vor. Zusitzlich ist ein weiterer Anstieg des pKs-Werts, be-
dingt durch die polare Umgebung der Bindetasche, die den
ionischen Zustand stabilisiert, zu erwarten. Eine Moglichkeit,
diesen Einfluss abzuschitzen, bieten Poisson-Boltzmann-
Rechnungen auf der Basis des kiirzlich von uns fiir Protein-
Ligand-Komplexe modifizierten Ladungsmodells PEOE-
PB.'"!%l Die Rechnungen legen eine weitere pKs-Verschie-
bung um 1 bis 2 logarithmische Einheiten fiir den sich bil-
denden Protein-Ligand-Komplex nahe (Details dieser Be-
rechnung sind in den Hintergrundinformationen aufgefiihrt).
Somit sollten die Liganden tatsdchlich vollstdndig protoniert
vorliegen, und die Wasserstoffbriicke zwischen N1 der Ver-
bindung 8 und C=0O, ;35 (d=3.0 A) ionischen Charakter
aufweisen (Abbildung 2).

Zusammenfassend haben wir die Synthese und biologi-
sche Charakterisierung der ersten niedermolekularen TGT-
Hemmer mit Aktivititen im nanomolaren Bereich vorge-
stellt. Entscheidend fiir die Aktivitit ist die Einfithrung des
Bausteins 2-Aminoimidazol, der im Komplex sehr wahr-
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scheinlich protoniert vorliegt und somit eine ladungsver-
stiarkte Wasserstoffbriicke zwischen Protein und Ligand, wie
sie im Komplex des natiirlichen Substrats preQ,; gefunden
wird, bildet. Die Herstellung dieser hochpotenten Inhibitoren
ist ein entscheidender Schritt in der Entwicklung spezifischer
Wirkstoffe gegen die Shigellen-Ruhr.
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Stichworter: Glycosylasen - Inhibitoren - Shigellose -
Wasserstoffbriicken - Wirkstoffdesign
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