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Das Enzym tRNA-Guanin-Transglycosylase (TGT, EC
2.4.2.29) ist an der Modifizierung von tRNAs in den ver-
schiedensten Organismen beteiligt, einschließlich des Men-
schen.[1] Hierbei tauscht es bei Bakterien die Base Guanin in
Position 34 der tRNA gegen preQ1 und bei Eukaryoten gegen
Queuin aus.[2] Dieser entscheidende Unterschied in der Sub-
stratspezifit4t er5ffnet die M5glichkeit 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 j4hrlich mehr als eine
Million Menschen.[3] Da umfangreiche kristallographische
und biochemische Daten vorliegen, eignet sich die TGT in
idealer Weise, um :ber strukturbasiertes Wirkstoffdesign se-
lektive Antibiotika gegen die Shigellen-Ruhr zu entwickeln.

K:rzlich f:hrten wir lin-Benzoguanin (1)[4,5] als Nucleo-
basen-Analogon ein. Dieser Heterotricyclus passt sich opti-
mal in die Nucleobase-Bindetasche des Enzyms ein und bildet
das gleiche Wasserstoffbr:ckennetzwerk wie preQ1 zum
Protein aus (Abbildung 1 und Hintergrundinformationen).[6]

Die kinetischen Untersuchungen ergaben im Bezug auf das
nat:rliche Substrat tRNA (im Enzymassay mit TGT aus Zy-
momonas mobilis) sowohl eine kompetitive (Kic = 4.1 mm) als
auch eine unkompetitive Hemmung (Kiu = 7.9 mm).[4]

Zur Weiterentwicklung der Grundstruktur synthetisierten
wir zun4chst eine Serie von in Position 4 substituierten Ver-

bindungen. Hier bestand das Ziel darin, mit lipophilen Resten
wie Phenethyl in eine benachbarte, schmale hydrophobe
Bindetasche vorzudringen (Abbildung 1b und Schema 1 be-
z:glich der Nummerierung). Diese Bindetasche wird w4h-
rend der tRNA-Modifizierung durch die Ribose34 besetzt

Abbildung 1. a) Bindungsgeometrie von lin-Benzoguanin in der TGT-
Bindetasche.[4,5] Beide katalytisch relevanten Aspartate Asp102 und
Asp280 sind von einem ungest-rten Wassernetzwerk umgeben (PDB-
Code 2BBF, Aufl-sung: 1.7 6). Die gestrichelten Linien zeigen die Was-
serstoffbr8cken an; gemessen sind die Abst:nde zwischen den Schwer-
atomen in 6. Farbcodierung: Ligandger8st gr8n, C grau, O rot, N blau,
S gelb. b) =berlagerung von TGT im Komplex mit modifizierter tRNA
(blau, PDB-Code 1Q2S, Aufl-sung 3.2 6),[6] 4-Phenethyl-substituiertem
lin-Benzoguanin (gelb, PDB-Code 1Y5V, Aufl-sung 1.58 6) und Verbin-
dung 8 (gr8n, PDB-Code 2QZR, Aufl-sung 1.95 6). Abgebildet aus
dem TGT-tRNA-Komplex ist der Ausschnitt U33-preQ1-U35 der tRNA
in der Bindetasche. Deutlich zu erkennen ist, dass der 4-Phenylethyl-
Substituent in die Ribose34-Bindetasche zeigt, wobei zwei Vorzugs-
konformationen beobachtet werden. Hingegen ragt der Naphthyl-
methylamino-Substituent der Verbindung 8 in die Ribose33-Bindeta-
sche. Die Abbildungen wurden mit PyMOL erstellt.[17]
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und ist von den lipophilen Aminos4uren Val282, Leu68 und
Val45 begrenzt. Ausf:hrliche kristallographische Untersu-
chungen best4tigen den vorhergesagten Bindungsmodus,[5]

jedoch ergab sich nicht die erhoffte Steigerung der Bin-
dungsaffinit4t, die weiterhin im mikromolaren Bereich lag.
Der Inhibitionsmechanismus war bei diesen Verbindungen
rein kompetitiv, und f:r die Phenethyl-substituierte Verbin-
dung konnte eine Inhibitonskonstante von Ki = 1 mm gemes-
sen werden. Die Analyse der Kristallstrukturdaten belegte,
dass der in Position 4 des heterocyclischen Kerns angef:gte
lipophile Rest das Netzwerk hochkonservierter Wassermo-
lek:le, die sich zwischen den katalytisch aktiven Aspartaten
Asp102 und Asp280 anordnen und diese solvatisieren (Ab-
bildung 1a), zerst5rt. Die zun4chst gewonnene Energie durch
das Besetzen der schmalen hydrophoben Tasche wird offen-
sichtlich durch die Zerst5rung des Wassernetzwerks und die
daraus resultierende Desolvatisierung der beiden Aspartat-
Seitenketten kompensiert.

Die neu gewonnenen Erkenntnisse sollten im weiteren
Design der Inhibitoren ber:cksichtigt werden. Um eine
Steigerung der Bindungsaffinit4t 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[7] optimiert
(Tabelle 1). Die vorhergesagte Platzierung der Substituenten
sollte somit die energetisch ung:nstige Verdr4ngung des
Wassernetzwerkes im Bereich der katalytisch aktiven As-
partate vermeiden. Um den positiven Beitrag zur Bindungs-
affinit4t absch4tzen zu k5nnen, der aus einer Besetzung der
Ribose33-Bindetasche resultiert, wurden die Vergleichsver-

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 wasserl5slich. Beson-
ders im Hinblick auf geplante Untersuchungen in einem
zellul4ren Assay war es daher w:nschenswert, die Wasser-
l5slichkeit zu verbessern. Dies sollte mit der Einf:hrung eines
Morpholinrings in 11 und 12 realisiert werden.

Stellvertretend f:r alle in Position 2 substituierten Ver-
bindungen ist die Synthesestrategie am Beispiel von 5 in
Schema 1 gezeigt (detaillierte Syntheserouten und Charak-

terisierung der anderen neuen Liganden sind in den Hinter-
grundinformationen aufgef:hrt). Durch Veresterung der
kommerziell erh4ltlichen Benzimidazol-5-carbons4ure (13)
erhielt man den Methylester 14, nach Nitrierung entstand
daraus 15. Anschließend wurden die Stickstoffatome der
Imidazolkomponente mit einer N,N-Dimethylaminosulfo-
nylgruppe gesch:tzt. Dabei entstanden zwei Konstitutions-
isomere, 16 a (Schutzgruppe an N1) und 16b (Schutzgruppe
an N3), die durch S4ulenchromatographie getrennt und durch
nachfolgende R5ntgenstrukturanalyse des letzteren identifi-
ziert wurden (siehe Hintergrundinformationen). Eine Bro-
mierung des Regioisomers 16 a in Position 2 f:hrte zur Zwi-
schenstufe 17a, die in einer nucleophilen aromatischen Sub-
stitution mit Benzylamin zu 18 umgesetzt wurde. Nach Re-
duktion der Nitrogruppe zum prim4ren Amin (19) wurde die
abschließende Cyclisierung mit Chlorformamidiniumchlorid
in Dimethylsulfon ausgef:hrt, welche zur Zielverbindung 5
f:hrte. Da bei der Ringschlussreaktion HCl 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 zus4tzli-
ches Abfangexperiment durchgef:hrt.[4,5] Hierzu wird TGT
mit einem Gberschuss an tRNAund dem jeweiligen Inhibitor
inkubiert und anschließend 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. Tats4chlich

Tabelle 1: lin-Benzoguanine mit unterschiedlichen Substituenten in
Position 2 als TGT-Hemmer.

Verb. R Ki [mm] Verb. R Ki [mm]

1 H 4100�1000 7[a] 35�6

2 Me 1600�400 8[a] 55�11

3 NH2 77�12 9 27�12

4 58�36 10[a] 10�3

5[a] 70�1 11[b] 6�6

6[a] 35�9 12[b] 40�18

[a] Isoliert als Bis(trifluoracetat)-Salz und in dieser Form verwendet.
[b] Isoliert als Tris(trifluoracetat)-Salz und in dieser Form verwendet.

Schema 1. Synthese von Verbindung 5. a) SOCl2, MeOH, 65 8C, 92%;
b) HNO3/H2SO4, 50 8C, 66%; c) Me2NSO2Cl, Et3N, Toluol, 111 8C, 35%
(a), 33% (b); d) 1. LiN(TMS)2, THF, �78 8C; 2. CBr4, THF, �78 8C,
75% (a), 60% (b); e) BnNH2, 0 8C, 92%; f) Zn, AcOH, H2O, 25 8C,
94%; g) Dimethylsulfon, Chlorformamidiniumchlorid, 150 8C, 20%.
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zeigen alle Inhibitoren eine rein kompetitive Inhibition nebst
Bindungsaffinit4ten im nanomolaren Bereich, wobei die
besten, 10 und 11, Inhibitionskonstanten im einstelligen na-
nomolaren Bereich aufweisen; dies sind die besten bisher
bekannten Aktivit4ten f:r Inhibitoren von TGT-Enzymen
(Tabelle 1). Zus4tzlich brachte die Einf:hrung des Morpho-
linrings die erw:nschte volle L5slichkeit des besten Liganden
11 in w4ssrigen Pufferl5sungen.

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.[8] Bei
einer Aufl5sung von 1.95 I ist die Differenzelektronendichte
f:r das Grundger:st deutlich zu erkennen (Abbildung 2). Die

Platzierung der Naphthylseitenkette in der Differenzelek-
tronendichte bereitet jedoch Probleme, vermutlich wegen
einer Unordnung :ber mehrere Konformationen, sodass nur
grobe Vorstellungen :ber die Position der Seitenkette in der
N4he der Ribose33-Bindetasche m5glich sind. Analog ver-
halten sich die Verbindungen 6, 10 und 11; auch bei ihnen war
es nicht m5glich, 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 g:nstigen Konfor-
mation in der Ribose33-Bindetasche zu fixieren. Trotzdem

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 Aminos4uren der Bindetasche ist vermut-
lich gering; andererseits sollte auch keine starke ung:nstige
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 f:hrt zu einem sprung-
haften Anstieg der Bindungsaffinit4ten, die zuvor alle im
mikromolaren Bereich lagen.[4] Substitution in Position 2
vermeidet die Zerst5rung des wichtigen Wassernetzwerks
zwischen Asp102 und Asp280. In der Kristallstruktur befin-
den sich zwei geordnete Wassermolek:le, die die katalyti-
schen Reste solvatisieren (Abbildung 2).

Die gemessenen logarithmischen Verteilungskoeffizien-
ten lgDOctanol/Wasser

[9] der 2-substituierten lin-Benzoguanine bei
einem pH-Wert von 7.4 (Tabelle 2) verdeutlichen, dass die

gesteigerte Bindungsaffinit4t nicht von h5herer Lipophilie
der Liganden herr:hrt. Vergleicht man die Verbindungen 1
(Kic = 4.1 mm) und 2 (Ki = 1.6 mm), die sich nur durch eine
zus4tzliche Methylgruppe in Position 2 unterscheiden, macht
der Affinit4tsunterschied einen Faktor von 2.5 aus. Dies er-
kl4rt sich durch zus4tzliche hydrophobe Kontakte der Me-
thylgruppe mit einer kleinen Nische neben der Seitenkette
von Ala232 und dem Peptidger:st von Gly261.

Ein weitaus gr5ßerer Beitrag zur Bindungsaffinit4t ergibt
sich infolge der Einf:hrung von Aminosubstituenten in Po-
sition 2. Alle Verbindungen mit dieser Gruppe weisen eine
Affinit4t im nanomolaren Bereich auf. Dabei kommt es zur
Bildung einer zus4tzlichen Wasserstoffbr:cke zwischen der
exocyclischen Aminofunktion des Liganden und der Carbo-
nylgruppe von Ala232 (d(N···O)= 2.8 I im Komplex mit 3
(nicht abgebildet) und 3.6 I mit 8 (Abbildung 2)). Weitaus
wichtiger ist jedoch die Tatsache, dass die exocyclische Ami-
nogruppe die Basizit4t des Imidazolrings erh5ht. Die nun-
mehr Guanidin-4hnliche 2-Aminoimidazolgruppe wird pro-
toniert, was die Bildung starker, ladungsverst4rkter Wasser-
stoffbr:cken erm5glicht.

Betrachtet man den durch Cokristallisation erhaltenen
Komplex von TGT und preQ1, so erkennt man, dass die
Carbonylfunktion zwischen Leu231 und Ala232 zur exocy-
clischen Aminomethylgruppe der modifizierten Nucleobase
zeigt (Abbildung 2).[10] Zugleich wechselwirkt die NH-
Gruppe dieser Peptidbindungmit der Seitenkette vonGlu235

Abbildung 2. a) Kristallstruktur des Naphthyl-substituierten Liganden 8
im Komplex mit TGT bei einer Aufl-sung von 1.95 6. Die Differenz-
elektronendichte der Verbindung ist zusammen mit den Wasserstoff-
br8cken zwischen Protein und Ligand gezeigt. Farbcodierung: Ligand-
ger8st orange, C grau, O rot, N blau, S gelb. b) =berlagerung von 8
(grau) mit preQ1 (gelb) in der Bindetasche von TGT. Abst:nde zwi-
schen Schweratomen sind in 6 angegeben.

Tabelle 2: Bindungsaffinit:ten (Inhibitionskonstanten Ki [nm]), pKS-
Werte und lgD-Werte f8r ausgew:hlte Inhibitoren der TGT.

Verb. Ki [nm] pKS lgD

1 4100�1000[4] 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

11 6�6 6.7 �0.31
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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 f:hrt zu einem ladungsunterst:tzten Wasser-
stoffbr:ckennetzwerk mit zwei ionischen H-Br:cken
(d(O�E235···HNAla232) = 2.9 I (gemessen zwischen den
Schweratomen) und d(C=OLeu231···HN+

preqQ1) = 2.7 I) (Ab-
bildung 2).[11] Allgemein wird angenommen, dass ladungsun-
terst:tzte Wasserstoffbr:cken zu einer signifikant erh5hten
Bindungsaffinit4t f:hren.[12] Wir nehmen deshalb an, dass der
2-Aminoimidazolring bei der Bindung unserer affinsten Li-
ganden ebenfalls protoniert ist, was zur Bildung eines 4hnli-
chen, ladungsunterst:tzten Wasserstoffbr:ckennetzwerks
f:hren sollte. Somit sollte die Bindung zwischen N1 des
Aminomidazoliumrings und der Carbonylgruppe von Leu232
eher als ionische statt als neutrale Wasserstoffbr:cke zu be-
schreiben sein.

Zur experimentellen Verifizierung dieser Annahme
wurden die pKS-Werte einiger repr4sentativer Liganden
mithilfe photometrischer Titrationen bestimmt.[9,13] Tabelle 2
zeigt die ermittelten pKS-Werte, die f:r den Protonierungs-
schritt des Imidazolrings gelten (alle weiteren pKS-Werte
k5nnen in den Hintergrundinformationen eingesehen
werden). In der Tat l4sst sich hier erkennen, dass f:r lin-
Benzoguanin und das 2-Methylderivat ein deutlich kleinerer
pKS-Wert (1, pKS = 5.2; 2, pKS = 5.4) bestimmt wird als f:r 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. Zus4tzlich ist ein weiterer Anstieg des pKS-Werts, be-
dingt durch die polare Umgebung der Bindetasche, die den
ionischen Zustand stabilisiert, zu erwarten. Eine M5glichkeit,
diesen Einfluss abzusch4tzen, bieten Poisson-Boltzmann-
Rechnungen auf der Basis des k:rzlich von uns f:r Protein-
Ligand-Komplexe modifizierten Ladungsmodells PEOE-
PB.[14–16] Die Rechnungen legen eine weitere pKS-Verschie-
bung um 1 bis 2 logarithmische Einheiten f:r den sich bil-
denden Protein-Ligand-Komplex nahe (Details dieser Be-
rechnung sind in den Hintergrundinformationen aufgef:hrt).
Somit sollten die Liganden tats4chlich vollst4ndig protoniert
vorliegen, und die Wasserstoffbr:cke zwischen N1 der Ver-
bindung 8 und C=OLeu232 (d= 3.0 I) ionischen Charakter
aufweisen (Abbildung 2).

Zusammenfassend haben wir die Synthese und biologi-
sche Charakterisierung der ersten niedermolekularen TGT-
Hemmer mit Aktivit4ten im nanomolaren Bereich vorge-
stellt. Entscheidend f:r die Aktivit4t ist die Einf:hrung des
Bausteins 2-Aminoimidazol, der im Komplex sehr wahr-

scheinlich protoniert vorliegt und somit eine ladungsver-
st4rkte Wasserstoffbr:cke zwischen Protein und Ligand, wie
sie im Komplex des nat:rlichen Substrats preQ1 gefunden
wird, bildet. Die Herstellung dieser hochpotenten Inhibitoren
ist ein entscheidender Schritt in der Entwicklung spezifischer
Wirkstoffe gegen die Shigellen-Ruhr.

Eingegangen am 3. Juli 2007
Online ver5ffentlicht am 27. September 2007

.Stichw�rter: Glycosylasen · Inhibitoren · Shigellose ·
Wasserstoffbr8cken · Wirkstoffdesign

[1] C. Romier, J. E. W. Meyer, D. Suck, FEBS Lett. 1997, 416, 93 –
98.

[2] D. Iwata-Reuyl, Bioorg. Chem. 2003, 31, 24 – 43.
[3] N. Okada, C. Sasakawa, T. Tobe, M. Yamada, S. Nagai, K. A.

Talukder, K. Komatsu, S. Kanegasaki, M. Yoshikawa, Mol.
Microbiol. 1991, 5, 187 – 195.

[4] E. A. Meyer, N. Donati, M. Guillot, W. B. Schweizer, F. Diede-
rich, B. Stengl, R. Brenk, K. Reuter, G. Klebe, Helv. Chim. Acta
2006, 89, 573 – 597.

[5] B. Stengl, E. A. Meyer, A. Heine, R. Brenk, F. Diederich, G.
Klebe, J. Mol. Biol. 2007, 370, 492 – 511.

[6] W. Xie, X. Liu, R. H. Huang,Nat. Struct. Biol. 2003, 10, 781 – 788.
[7] P. R. Gerber, K. M:ller, J. Comput.-Aided Mol. Des. 1995, 9,

251 – 268.
[8] B. Stengl, Dissertation, Philipps-Universit4t, Marburg, 2006.
[9] a) J. Olsen, P. Seiler, B. Wagner, H. Fischer, T. Tschopp, U. Obst-

Sander, D. W. Banner, M. Kansy, K. M:ller, F. Diederich, Org.
Biomol. Chem. 2004, 2, 1339 – 1352.

[10] R. Brenk, M. T. Stubbs, A. Heine, K. Reuter, G. Klebe, Chem-
BioChem 2003, 4, 1066 – 1077.

[11] B. Stengl, K. Reuter, G. Klebe, ChemBioChem 2005, 6, 1926 –
1939.

[12] S. H. Reich, M. A. Fuhry, D. Nguyen, M. J. Pino, K. M. Welsh, S.
Webber, C. A. Janson, S. R. Jordan, D. A. Matthews, W. W.
Smith, J. Med. Chem. 1992, 35, 847 – 858.

[13] Siehe hierzu einen k:rzlich erschienenen Aufsatz zur Modulie-
rung und Voraussage von Aminbasizit4ten: M. Morgenthaler, E.
Schweizer, A. Hoffmann-R5der, F. Benini, R. E. Martin, G.
Jaeschke, B. Wagner, H. Fischer, S. Bendels, D. Zimmerli, J.
Schneider, F. Diederich, M. Kansy, K. M:ller, ChemMedChem
2007, 2, 1100 – 1115.

[14] P. Czodrowski, I. Dramburg, C. A. Sotriffer, G. Klebe, Proteins
Struct. Funct. Bioinf. 2006, 65, 424 – 437.

[15] P. Czodrowski, C. A. Sotriffer, G. Klebe, J. Mol. Biol. 2007, 367,
1347 – 1356.

[16] P. Czodrowski, C. A. Sotriffer, G. Klebe, J. Chem. Inf. Model.
2007, 47, 1590 – 1598.

[17] W. DeLano, 2006, www.pymol.org.

Angewandte
Chemie

8417Angew. Chem. 2007, 119, 8414 –8417 � 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://dx.doi.org/10.1016/S0014-5793(97)01175-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0014-5793(97)01175-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0045-2068(02)00513-8
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2958.1991.tb01839.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2958.1991.tb01839.x
http://dx.doi.org/10.1002/hlca.200690062
http://dx.doi.org/10.1002/hlca.200690062
http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2007.04.008
http://dx.doi.org/10.1038/nsb976
http://dx.doi.org/10.1007/BF00124456
http://dx.doi.org/10.1007/BF00124456
http://dx.doi.org/10.1039/b402515f
http://dx.doi.org/10.1039/b402515f
http://dx.doi.org/10.1002/cbic.200300644
http://dx.doi.org/10.1002/cbic.200300644
http://dx.doi.org/10.1002/cbic.200500063
http://dx.doi.org/10.1002/cbic.200500063
http://dx.doi.org/10.1021/jm00083a007
http://dx.doi.org/10.1002/cmdc.200700059
http://dx.doi.org/10.1002/cmdc.200700059
http://dx.doi.org/10.1002/prot.21110
http://dx.doi.org/10.1002/prot.21110
http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2007.01.022
http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2007.01.022
http://dx.doi.org/10.1021/ci600522c
http://dx.doi.org/10.1021/ci600522c
http://www.angewandte.de

