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Die NMR-Spektroskopie ist eine etablierte Technik fiir das
Screening von Substanzbibliotheken.'! Zu den groBten Vor-
teilen der NMR-Spektroskopie gegeniiber anderen Metho-
den zihlt die direkte Detektion selbst schwacher, intermole-
kularer Wechselwirkungen. Daher kann sie effizient fiir das
fragmentbasierte Ligandendesign eingesetzt werden. Ein
weiterer Vorzug der NMR-Spektroskopie ist die deutliche
Verringerung der Zahl an falsch-positiven ,, Treffern®, die
oftmals in biologischen Screening-Verfahren auftreten.?
Unter der Vielzahl an NMR-Screening-Methoden haben sich
solche als die effektivsten erwiesen, die auf der Detektion von
Ligandensignalen basieren.! Herausragende Beispiele dieser
Nachweistechnik sind die Standard- und gruppenselektive
Sittigungstransfer-Differenz(STD)-Spektroskopie sowie das
Fluor-NMR-Screening.>®  In  Verbindung mit
Hochdurchsatzverfahren wie TINS (target immobili-

Substanzmischungen auftritt, reduziert, da die Liganden in
den meisten Fillen nur ein Phosphoratom tragen. Je nach *'P-
Oxidationszustand und der Natur direkt an das Phosphor-
zentrum gebundener Atome sind die Signale gebrauchlicher
organischer Phosphorverbindungen auf einen Spektralbe-
reich von ungefihr 100 ppm verteilt, was eine Untersuchung
von groflen Substanzmischungen ermoglicht.

Phosphor weist eine grofle Anisotropie der chemischen
Verschiebung (CSA) auf. Aufgrund der hierdurch bedingten,
von der T2-Relaxationszeit abhingigen Linienverbreiterung
proteingebundener Liganden sind selbst schwache Wechsel-
wirkungen detektierbar. Verbindungen, die das tetraedrische
Intermediat der Peptidbindungshydrolyse (,,Ubergangszu-
standsanaloga“, siche hierzu Abbildung 1) nachahmen, z.B.
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phor hat jedoch mehrere physikalische und chemische
Eigenschaften, die ihn fiir das Screening préadestinie-
ren. Beispielsweise wird das Problem iiberlappender
Signale, das besonders in 'H-NMR-Spektren von
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Abbildung 1. Mégliche *'P-haltige Isostere fiir die hydrolysierbare Peptidbindung
zum rationalen Design von Protease-Inhibitoren.

Protease-Inhibitoren,'*'”! enthalten hiufig ein Phosphor-
atom. Dabher ist die Detektion von Wechselwirkungen zwi-
schen Proteasen und Liganden ohne zusitzliche Markierung
moglich,” wie sie beim Fluor-Screening in den meisten Fillen
notwendig ist.

Phosphortragende Molekiile spielen jedoch nicht nur eine
wichtige Rolle fiir Proteasen, sondern auch bei biochemi-
schen Prozessen, z.B. bei Phosphoryltransferreaktionen.
Somit kann nach der Identifizierung eines natiirlichen,
phosphorylierten Substrates dieser Ligand oder ein stabileres
Derivat als Reportermolekiil fiir das Screening nach neuen
Inhibitoren fungieren. In Schema 1 A sind einige Beispiele fiir
dieses Konzept zu finden.'®?!) Schema 1B zeigt phosphor-
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Schema 1. A) Natiirliche phosphorylierte Substrate (PS) und ihre *'P-
haltigen Analoga (PA) als mégliche Reportermolekiile fiir das Scree-
ning von Ligandenbibliotheken: PS von Lumazin-Synthase (I) und PA
(1) als deren Inhibitor. ATP (Adenosin-5"-triphosphat; Ill) und seine
Nucleotid-Analoga wie AMP-PNP (Adenosin-5"-(f3,y-imido)triphosphat;
hier nicht gezeigt) oder Hepsera (IV), das ein bioverfiigbares Medika-
ment zur Behandlung von Hepatitis B durch Inhibierung der Reversen
Transkriptase ist. PS des Src-Proteins (V) und PA (VI) als Inhibitor der
Src-SH2-Kinasedomine. B) Beispiele zugelassener *'P-haltiger Medika-
mente. Cidofavir ist ein injizierbares, antivirales Mittel gegen Cytome-
galovirus retinitis. IFEX ist ein alkylierendes Medikament auf Basis des
Stickstoff-analogen Senfgases, das bei der Krebstherapie eingesetzt
wird. Monopril ist ein Angiotensin-Converting-Enzym-Inhibitor fiir die
Behandlung von Bluthochdruck und chronischen Herzfehlern. Foscavir
wirkt gegen Herpes-Viren.

haltige Wirkstoffe, die in den letzten Jahren von der US-
amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) ge-
nehmigt wurden. Das Problem der oftmals geringen Biover-
fiigbarkeit bei oraler Verabreichung kann durch die Ent-
wicklung von Propharmaka (,,Prodrugs*) der oben genannten
Verbindungen iiberwunden werden (z. B. Monopril).

Die generelle Anwendbarkeit der hier préasentierten
Methode wurde anhand einer Serie von NMR-Experimenten
demonstriert. Dafiir wihlten wir das ausfiihrlich untersuchte
Thermolysin-Phosphoramidon-System.”” Bei Thermolysin
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(ca. 35 kDa) handelt es sich um eine hitzebesténdige, Calci-
um-bindende Zink-Endopeptidase, die aus Bacillus thermo-
proteolyticus isoliert wurde. Phosphoramidon, ein Naturpro-
dukt, das zuerst aus Streptomyces tanashiensis isoliert
wurde,™ enthilt eine Phosphoramideinheit als Isoster der
hydrolysierbaren Peptidbindung und bindet an Thermolysin
mit einem K-Wert von 28 nM.?Y Um unsere kleine, repri-
sentative Molekiilbibliothek zu vervollstindigen, wurden fiinf
Substanzen ausgewihlt (Schema 2), die einige der in Abbil-
dung 1 gezeigten Isostere enthalten.
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Schema 2. Verwendete Substanzen (1-6) sowie CbzL"(O)LA (7), das 4
als Fragment enthalt, mit den chemischen Verschiebungen der Phos-
phoratome. R': L-Leucyl-L-tryptophan, R?: L-Rhamnopyranosyloxy (hy-
droxyphosphinyl).

AnschlieBend wurde ein protonenentkoppeltes *'P-1D-
Spektrum einer dquimolaren Mischung von 1-4 und 6 (jede
Verbindung 0.5 mm) aufgenommen (Abbildung2A). Als
Puffer und interne pH-Kontrolle wurde Hydrogenphosphat
verwendet. Da die Signale im Spektrum weit verteilt sind und
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Abbildung 2. *'P-NMR-Spektren einer kleinen Ligandenbibliothek (jede
Verbindung 0.5 mm) in Phosphatpuffer (pH 7.5) und 3 m KBr, um Ther-
molysin in Lésung zu halten. A) Vor und B) nach Zugabe von Thermo-
lysin (0.25 mm). Das Signal von 4 verschwindet in Gegenwart von
Thermolysin (siehe Pfeil). C) Wiederherstellung des verschwundenen
Signals durch Zugabe des stark bindenden Phosphoramidons

(0.5 mwm). Effekte auf die Signallinienbreite zur Identifizierung von
Bindern sind bereits bei weniger als 1% der hier verwendeten Protein-
konzentration sichtbar (vgl. Abbildung 3).
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jede Substanz durch nur ein Signal reprasentiert wird, ist das
Spektrum der Bibliothek einfach, und jedes Signal kann leicht
zugeordnet werden. Nach Zugabe von Thermolysin bis zu
einer Konzentration von 0.25 mM verschwindet das Signal von
4 fast vollstindig, wohingegen alle weiteren Signale unbe-
einflusst bleiben (Abbildung 2B). Damit wurde ein neuer
Ligand fiir Thermolysin identifiziert. Aufgrund der Ligand-
Rezeptor-Wechselwirkung nimmt das kleine Molekiil die
schnelle T2-Relaxationszeit des Proteins an, was eine starke
Signallinienverbreiterung verursacht und schliellich zum
Verschwinden des Ligandensignals fithrt. Der identifizierte
Binder stellte sich als ein Fragment des Molekiils
CbzLF(O)LA (7; Cbz = Benzyloxycarbonyl) heraus, das von
Bartlett und Marlowe als Thermolysin-Inhibitor entwickelt
wurde (Schema2).”™ Demzufolge ist die beschriebene
Screening-Technik in der Lage, kleine Binder zu finden und
eignet sich somit ideal fiir fragmentbasiertes Wirkstoff-
Design (FBDD).?%?7]

Die groe CSA von Phosphor, die eine starke Linienver-
breiterung von Signalen bindender Molekiile bedingt, kann
beim Vorhandensein unspezifischer Wechselwirkungen zwi-
schen Zielmolekiil und Liganden zu einer Identifizierung
falsch-positiver ,, Treffer* fithren. Um fehlerhafte Resultate
zu vermeiden und gleichzeitig die Bindung eines Liganden an
eine unbekannte aktive Tasche ausschlieBen zu kdnnen, muss
die Zugabe eines bekannten, hochaffinen Liganden zur Bi-
bliothek in einer Wiederherstellung des Signals von 4 resul-
tieren. Zur Verdringung von 4 verwendeten wir den starken
Thermolysin-Binder Phosphoramidon (5). Wie Abbil-
dung 2 C entnommen werden kann, ist das Signal von 4 nach
Zugabe von 0.5 mMm Phosphoramidon wieder vollstdandig de-
tektierbar; zudem erscheint der Phosphoramidon-NMR-Peak
bei 0 =4.8 ppm. Dies verdeutlicht, dass 4 ausschlieBlich in der
bekannten aktiven Tasche von Thermolysin gebunden wird
und beide Verbindungen um die spezifische Wechselwirkung
mit dem Protein konkurrieren. Die beschriebene Vorge-
hensweise kann somit auch fiir das reporterbasierte Screening
eingesetzt werden. Hierbei wird das Signal eines phosphor-
haltigen Liganden (siche Schema 1), der eine schwache Af-
finitdt zu einem Zielmolekiil aufweist, NMR-spektroskopisch
detektiert, wihrend Substanzmischungen jeglicher Art auf ihr
Verdrangungspotenzial hin untersucht werden. Kommt es zu
einer Wiederherstellung des durch Proteinbindung verbrei-
terten Reportersignals, ist ein Ligand mit mindestens gleicher
oder hoherer Bindungsstéirke identifiziert.

Um die Empfindlichkeit der neu entwickelten Methode
zu testen, wurde die Abhingigkeit der Signalhohe des Li-
ganden 4 von der Thermolysinkonzentration ermittelt (Ab-
bildung 3). Obwohl 4 zu Beginn der Messung in grofiem
Uberschuss gegeniiber dem Protein vorlag (die Anfangs-
konzentration betrug 0.5 mm), verschwand das Ligandensig-
nal bereits bei Zugabe geringer Mengen an Thermolysin fast
vollstandig (Abbildung 3). Prizise ausgedriickt fithrte eine
Konzentration von 6 um Thermolysin zu einer Halbierung der
urspriinglichen *'P-Signalhéhe des Binders. Infolge der
groen CSA von Phosphor resultiert die Protein-Ligand-
Komplexierung in einer deutlich sichtbaren Linienverbreite-
rung des detektierten Signals. Somit sind lediglich mikromo-
lare oder sogar submikromolare Konzentrationen an Protein
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Abbildung 3. A) Ausschnitt gestaffelter eindimensionaler *'P-NMR-
Spektren. Substanzbibliothek (1-4, 0.5 mm) ohne Protein sowie mit 3,
6, 9 und 15 um Thermolysin. B) Bei Erhéhung der Proteinkonzentra-
tion beobachtet man eine starke Linienverbreiterung des betroffenen
Signals von 4.

notwendig, um mithilfe der Phosphor-Screening-Technik un-
bekannte Binder zu identifizieren. Zusétzlich zu Abbil-
dung 3 untermauert auch die grafische Auswertung der
vorgenommenen  Titration (zu finden in  den
Hintergrundinformationen) die hohe Empfindlichkeit der
neuen Screening-Methode, mithilfe derer intermolekulare
Wechselwirkungen zwischen Proteinen und kleinen oder
mittelgroBen Liganden aufgespiirt werden konnen. Das
NMR-Screening wird einerseits durch die Verkiirzung der
spektroskopischen Analysezeit, andererseits durch das
Senken der Kosten fiir die Proteinproduktion aufgewertet.
Trotz der eingangs erwédhnten gro3en Signaldispersion des
Phosphors (mehr als 6 =100 ppm) kann es bei der Untersu-
chung von Bibliotheken chemisch dhnlicher Substanzen zu
einer Uberlagerung der Signale im *'P-NMR-Spektrum
kommen. Um derartige Schwierigkeiten zu umgehen, kann
man zweidimensionale, heteronucleare NMR-Spektren auf-
nehmen. Anhand eines 2D-'H,*P-COLOC-Experiments
(COLOC =Korrelation  iiber  Weitbereichskopplungen)
wollen wir die Vorteile dieser Vorgehensweise aufzeigen.”
In Abbildung 4 ist eine Uberlagerung zweier Spektren unse-
rer reprasentativen Substanzbibliothek abgebildet, wobei das
Spektrum in Rot die Ligandenmischung nach Zugabe von
Thermolysin zeigt. Bei der ausschliefSlichen Betrachtung der
Phosphordimension im Spektrum wird deutlich, dass die Sig-
nale von 2 und 3 in unmittelbarer Ndhe zueinander liegen.
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Abbildung 4. Ausschnitt einer Uberlagerung von zwei 2D-'H-*'P-
COLOC-Spektren. Substanzbibliothek (1-4, 0.5 mm) ohne (schwarz)
und mit 0.25 mm Thermolysin (rot). Die Zugabe des Proteins fiihrt
zum Verschwinden des Kreuzsignals von 4. Die beiden Phosphorsig-
nale, die nahe beieinander bei 27 ppm liegen, sind in der Protonen-
dimension deutlich separiert.

Eine zuverldssige Zuordnung der Signale kann problematisch
sein, wenn aufgrund von Wechselwirkungen eine Verschie-
bung der Ligandenpeaks induziert wird. Die zweidimensio-
nale Aufnahme fiihrt jedoch zu einer klaren Separierung der
Kreuzsignale. Eine Identifizierung neuer Liganden ist wie in
1D-Spektren moglich, wie der Verlust des Signals von 4 im rot
dargestellten Spektrum zeigt. Zudem sei darauf hingewiesen,
dass Signale, die in beiden Dimensionen des 2D-Spektrums
dhnliche chemische Verschiebungen aufweisen, anhand der
Starke ihrer Kreuzsignale zugeordnet werden konnen. Die
Moglichkeit, solche Signale zu unterscheiden, fuit auf der
nahezu linearen Abhéngigkeit der Signalintensitdt von der
Zahl der iiber zwei Bindungen zum Phosphoratom koppeln-
den Protonen (siche hierzu Abbildung 4).

Die hier prisentierte Arbeit belegt, dass Phosphor-
Screening von Substanzbibliotheken die bestehenden Tech-
niken verbessert und erweitert. Um den breiten Anwen-
dungsbereich der Methode aufzuzeigen, wurden aufler der
experimentellen Demonstration unseres Konzeptes auch
niitzliche Erweiterungen wie Verdréangungsexperimente oder
heteronucleare 2D-NMR-Messungen vorgestellt. Da viele
Mimetika des tetraedrischen Intermediates der Peptidbin-
dungsspaltung Phosphor enthalten (sieche Abbildung 1),
konnte das *'P-NMR-Screening zukiinftig eine wichtige Rolle
bei der Suche nach neuen Protease-Inhibitoren spielen. Des
Weiteren sind stabile Analoga natiirlicher, phosphorylierter
Substrate ideale Ausgangsverbindungen fiir den Entwurf von
Bibliotheken phosphorhaltiger Substanzen (siehe Sche-
ma 1 A). Durch den Einsatz eines *'P-haltigen Reportermo-
lekiils konnen jedoch auch phosphorfreie Ligandenmischun-
gen untersucht werden. Anders als biologische Screening-
Methoden, die fast ausschlieBlich starke Binder identifizieren
konnen, kann die vorgestellte Technik auch schwache oder
mittelstarke Wechselwirkungspartner fiir ein bestimmtes
Zielmolekiil aufspiiren. Um in diesem Prozess die Zahl
falsch-positiver ,, Treffer zu verringern, werden Verdrén-
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gungsexperimente sowie der Einsatz von NMR-Spektrome-
tern mit niedrigem statischem Magnetfeld empfohlen. Das
Auftreten starker, durch die T2-Relaxationszeit bedingter
Linienverbreiterungen, die auf unspezifische Wechselwir-
kungen zuriickgefiihrt werden, kann auf diese Weise deutlich
reduziert werden. Somit stellt das Phosphor-NMR-Screening
eine interessante Alternative im Bereich der fragment-
basierten Wirkstoffentwicklung dar.

Experimentelles

Alle NMR-Experimente erfolgten an einem Bruker-Avance-250-
MHz-Spektrometer, ausgestattet mit einem 5-mm-QNP-Probenkopf.
Die Probentemperatur betrug bei allen Messungen 300 K. 10% D,0
wurde als Lock-Signal verwendet. Die 1D-*'P-Spektren wurden mit-
hilfe eines Standardpulsprogrammes (Bruker) aufgenommen, wobei
30°-Anregungspulse, 1.5 s lange ,,Recycle-Delays® und eine WALTZ-
16-,,Power-Gated Composite-Pulse““-Protonenentkopplung ange-
wendet wurden. Fiir die Aufnahme der heteronuclearen 2D-Spektren
wurde das COLOC-Pulsprogramm verwendet.”®! Zur Entwicklung
von Weitbereichskopplungen wurde ein ,,Delay“ von 25 ms einge-
setzt. Bei allen NMR-Experimenten betrug die Zahl an aufgenom-
menen Punkten in der direkten Dimension 4096. Die verwendete
spektrale Breite betrug jeweils 70 ppm. Weitere Details konnen den
Hintergrundinformationen entnommen werden.
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