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Molekulare Erkennung in der aktiven Tasche der Catechol-O-
Methyltransferase: energetisch gunstige Verdrangung eines von
einem Bisubstratinhibitor importierten Wassermolekiils**

Manuel Ellermann, Roland Jakob-Roetne, Christian Lerner, Edilio Borroni, Daniel Schlatter,
Doris Roth, Andreas Ehler, Markus Georg Rudolph* und Frangois Diederich*

Biologisch aktive Catechole wie L-DOPA und der Neuro-
transmitter Dopamin werden durch Methylierung inaktiviert.
Diese Reaktion wird in Gegenwart von S-Adenosylmethionin
(SAM) und Mg?" vom Enzym Catechol-O-Methyltransferase
(COMT) katalysiert.!! Bei der Behandlung der Parkinson-
schen Krankheit kommen niedermolekulare Nitrocatechol-
inhibitoren zum Einsatz, um die ungewollte Methylierung des
verabreichten L-DOPA zu verhindern und dadurch die
Dopaminkonzentration im Gehirn zu erhdhen.! Neuere
Studien haben gezeigt, dass die Hemmung von COMT auch
bei anderen Krankheiten des zentralen Nervensystems, wie
Schizophrenie oder Depression,”! Anwendung finden kann.

Wir haben eine Reihe potenter Bisubstratinhibitoren
entwickelt, die sowohl in der Catechol- als auch in der SAM-
Bindungstasche kompetitiv binden.! Basierend auf der
Kristallstruktur des Liganden 1 (ICs,=9 nm)" im terniren
Komplex mit COMT und Mg** (PDB-Code: 1JR4)®! unter-
suchten wir detailliert die molekulare Erkennung des ge-
samten aktiven Zentrums des Enzyms.”! Wesentlich war
dabei die Entdeckung, dass die potenziell hepatotoxische
Nitrogruppe, die fiir Catechol-basierte Monosubstrathemmer
notwendig ist, nicht fiir hochaffine Bisubstratinhibitoren be-
notigt wird.'” So ersetzten wir die Nitrogruppe in Position 5
von Verbindung 1 mit passenden lipophilen Resten wie 4-
Fluorphenyl (2, ICs, =31 nm),/”! wobei die hohe, kompetitive
Hemmwirkung beibehalten wurde. Computermodellierung
lie3 darauf schlieBen, dass der neu eingefiigte lipophile Rest
eine hydrophobe Tasche an der Oberfliche des Enzyms be-
setzt."l Diese urspriingliche Hypothese wird hier experi-
mentell durch Rontgenstrukturanalyse validiert.
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In der Struktur des terndren Komplexes von 1 mit COMT
und Mg*" im Kristall bildet das Adenin zwei Wasserstoff-
briicken zu einem Wassermolekiil (H,09; Abbildung 1), eine
starke und eine schwichere (d(N--0)=3.0 bzw. 3.4 A).
Dieses Wassermolekiil wird vermutlich mit dem Liganden
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Abbildung 1. Oben: Bisubstratinhibitoren von COMT. ¢Pr= Cyclopro-
pyl. Unten: Struktur des ternidren Komplexes von 1 mit COMT und
Mg?" im Kristall.®! Abstande sind in A angegeben (grau Ceoum, griin
Cligana» rot O, blau N, gelb S; PDB-Code: 1JR4).
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importiert, da es keine Wasserstoffbriicken zum Protein,
sondern hochstwahrscheinlich nur zum dynamischen Wasser
an der Oberfliche bildet.® Wir kamen zu dem Schluss, dass
eine Verdriangung dieses Wassermolekiils durch einen hy-
drophoben Rest am Liganden giinstige entropische und ent-
halpische Beitrédge zur freien Bildungsenthalpie liefern sollte,
indem das Losungsmittelmolekiil freigesetzt wird und sich
bessere Wechselwirkungen mit dem Protein bilden. Die
Verdréingung von in Kristallstrukturen beobachteten, lokali-
sierten Wassermolekiilen zur Verbesserung von Protein-
Ligand-Wechselwirkungen ist zurzeit ein viel beachtetes
Thema in der strukturbasierten Wirkstoff-Forschung, sowohl
vom experimentellen als auch vom theoretischen Stand-
punkt.!”! Die Verdriangung lokalisierter, vom Liganden im-
portierter Wassermolekiile, die nicht mit dem Protein wech-
selwirken,™ wurde bislang noch nicht untersucht, obwohl
solche Wassermolekiile recht haufig vorkommen, wie eine
erste Recherche in der Protein Data Bank (PDB; siche
Hintergrundinformationen) ergab. Wir stellen hier die neuen
Bisubstrathemmer 3-7 vor und zeigen, dass die Verdrangung
des in der Cokristallstruktur von 1 beobachteten, durch den
Liganden importierten Wassermolekiils (Abbildung 1) tat-
sédchlich ein energetisch giinstiger Prozess ist.

Die Synthese der neuen Bisubstratinhibitoren geht von
Alkohol 8 aus (wie in Schema 1 fiir das Propylderivat 5 ge-
zeigt), der iiber 9™ in das triacetylierte Ribosederivat 10

Angewandte

iiberfiihrt wurde.'! Dessen Nucleosidierung mit 6-Chlorpurin
gemil einer modifizierten Vorbriiggen-Vorschrift lieferte
Nucleosid 11 in ausgezeichneter Ausbeute.'”! Die anschlie-
Bende Umsetzung mit Propylamin entfernte die Phthalimid-
und Acetylschutzgruppen unter gleichzeitiger Substitution
des Chloratoms am Purin. Das resultierende Allylamin wurde
mit dem geschiitzten Catecholderivat 12 zum Amid 13 um-
gesetzt, das unter Erhalt des gewiinschten Bisubstratinhibi-
tors 5 entschiitzt wurde. Die anderen Inhibitoren wurden auf
dem gleichen Syntheseweg erhalten.

Die biologische Aktivitdt der neuen Bisubstrathemmer
wurde iiber einen radiochemischen Assay (Hintergrundin-
formationen) bestimmt,®! und die gemessenen ICs- und
berechneten K;-Werte sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die neuen
Bisubstratinhibitoren mit einem Substituenten am exocycli-
schen N6-Atom der Adenineinheit zeigen eine dhnliche
Hemmwirkung wie die schon beschriebene Referenzsubstanz
2. Die Lineweaver-Burk-Diagramme!® (Hintergrundinfor-
mationen) offenbaren fiir alle Inhibitoren eine kompetitive
Hemmung beziiglich der SAM-Bindungstasche.

Die Kristallstrukturen der vier Bisubstratinhibitoren 3, 4,
5 und 7 im terniren Komplex mit COMT und Mg®" (PDB-
Codes: 3HVH (Auflssung: 1.30 A), 3HVI (1.20 A), 3HVJ
(1.79 A) und 3HVK (1.30 A)) konnten geldst werden. Der
Bindungsmodus der Liganden ist in allen vier Strukturen sehr
dhnlich, wie eine Uberlagerung zeigt (Hintergrundinforma-
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Schema 1. Synthese des Bisubstratinhibitors 5: a) Phthalimid, DIAD, PPh;, THF, 20°C, 20 h, 95%; b) 1. AcOH (80%), 70°C, 15 h; 2. Ac,O, Pyri-
din, 4-(N,N-Dimethylamino)pyridin, 20°C, 16 h, 88 %; c) BSA, Me;SiOSO,CF;, 6-Chlorpurin, Toluol, 60°C, 16 h, 84%; d) 1. Propylamin, MeOH,
20°C, 6 d; 2.12, HBTU, HOBE, iPr,NEt, DMF, 20°C, 25 %, e) Trifluoressigsaure (50%), THF, 0°C, 1 h, 76 %. TBS =tert-Butyldimethylsilyl,

DIAD = Diisopropylazodicarboxylat, BSA= N,O-Bis (trimethylsilyl)acetamid, HBTU = O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluroniumhexa-

fluorophosphat, HOBt =1H-Benzo[d][1,2,3]triazol-1-ol.
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Tabelle 1: Biologische Daten aus dem radiochemischen Assay.
OH -R

HO OH
Inhibitor ICso® [nM] K [nm] clg pt Ig D
2 (R:H)[e] 31 7 1.12 1.64
3 (R=Me) 12 3 1.96 2.14
4 (R=Et) 21 5 2.48 2.00
5 (R=Pr) 9 2 3.01 3.15
6 (R=cPr) 41 9 2.31 2.57
7 (R=CH,CH,0OH) 15 3 1.19 1.58

[a] 1Cso = mittlere inhibitorische Konzentration. [b] K;=Inhibierungskon-
stante der kompetitiven Hemmung von SAM. 1Cs- und K-Werte wurden,
wie in den Hintergrundinformationen beschrieben, nach Priinkubation
gemessen. [c] Logarithmischer Verteilungskoeffizient der neutralen
Spezies fiir Octanol/Wasser. [d] Logarithmischer Verteilungskoeffizient
fiir Octanol/Wasser bei pH 7.4. [e] Lit. [7].

tionen). Die Struktur des Ethyladeninderivats 4 im Komplex
mit COMT und Mg*" ist in Abbildung 2 dargestellt.

Das Adenosinfragment bindet, wie erwartet, in die SAM-
Bindungstasche, wihrend der Catecholteil an das Mg*"-Ion

Val173
Pro174

Abbildung 2. Bindungsmodus des Bisubstratinhibitors 4 mit Mg?"
der aktiven Tasche von COMT. Der Indolring von Trp143 kann ver-
schiedene Konformationen einnehmen (rot O, blau N, gelb S, tiirkis F,
hellgriin Mg, griin Cjigang, grau Cproeiny PDB-Code: 3HVI). Die Numme-
rierung der Reste und Atome folgt den Angaben der Kristallstruktur.

GIn120

Arg146

koordiniert. Wie durch Modellierung vorhergesagt, besetzt
der 4-Fluorphenylsubstituent am Catechol die hydrophobe
Tasche an der Oberfliche des Enzyms!"” und geht mehrere
Van-der-Waals-Wechselwirkungen (C--C-Abstinde <4.0 A
mit Pro174, Vall73, Leul89 und Trp38) mit dem Protein ein
(Abbildung 2 und Hintergrundinformationen). Diese unpo-
laren Wechselwirkungen zusammen mit der bindungsbe-
dingten, entropisch giinstigen Desolvatisierung der Tasche
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tragen stark zur hohen Affinitdt der Bisubstratinhibitoren
ohne Nitrogruppe am Catechol bei.

Die Adenineinheit von 4 bildet eine Wasserstoffbriicke
(d(N1--N)=3.0 A) zum Hauptketten-NH-Atom von Ser119
und eine zweite, schwache H-Briicke (d(N6-+0)=3.6 A) zur
Seitenkette von GIn120. Der Purinring stapelt auf der Sei-
tenkette von Met91 (d(S--C5)=3.6 A) und geht eine T-for-
mige Wechselwirkung mit dem Imidazolring von His142 ein
(d(CD2y;C6) =3.8 A). Der Indolring von Trp143, der die
Adenin-Bindungstasche vom Oberflichenwasser abschirmt,
nimmt in den terndren Komplexen von 3-5 zwei verschiedene
Konformationen ein, wéhrend nur eine im Komplex mit 7 zu
beobachten ist (siche Hintergrundinformationen). Trp143
bildet ebenfalls eine T-formige Wechselwirkung zur Nucleo-
base (d(CD2y,,+C8) =3.4 A im Komplex mit 4).

Die Cokristallstruktur mit komplexiertem 4 zeigt deutlich
die Verdringung des Wassermolekiils (H,09), das in der
Cokristallstruktur von 1 (PDB-Code: 1JR4, Bild 1) an das
Adeninfragment bindet, durch den Ethylsubstituenten. Diese
Wasserverdrangung ist bei allen vier Cokristallstrukturen mit
den Liganden 3, 4, 5 und 7 zu beobachten (siche Hinter-
grundinformationen).

Ein Vergleich der thermodynamischen Daten (Tabelle 1)
lasst zundchst vermuten, dass die Einfiihrung der N6-Alkyl-
substituenten und die damit einhergehende Erhohung der
lg P- und 1g D-Werte sowie die Wasserverdrangung keine si-
gnifikante Verbesserung der Bindungsaffinitit mit sich brin-
gen: Die ICsy- und K;-Werte der N6-alkylierten Inhibitoren 3—
5 und 7 sind nur geringfiigig kleiner als die des unsubstitu-
ierten Liganden 2 (Tabelle 1).

Allerdings binden die neuen Liganden in der energetisch
ungiinstigen s-trans-Konformation (Schema 2). Frithere ki-
netische Untersuchungen von N6-methylierten Adeninen

M
N > NH
</N | \j . /N | \)N
NN L
R R
s-cis s-trans

Schema 2. s-cis-s-trans-Konformerengleichgewicht von N-alkylierten
Adeninen.

offenbarten eine freie Aktivierungsenthalpie (AG™) von un-
gefihr 13 kcalmol™' fiir die Rotationsbarriere des s-cis-s-
trans-Gleichgewichts."*?! Dies ermoglicht die Bestimmung
des Konformerenverhiltnisses mit 'H-NMR-Spektroskopie
bei tiefen Temperaturen und langsamem Austausch, wobei
das Me-Signal des s-cis-Konformers bei ungefahr 6 =3.0 ppm
und das des s-trans-Konformers bei ungefahr 6 =3.5 ppm er-
scheint. In verschieden polaren Losungsmitteln wurde eine
starke Priferenz fiir das s-cis-Isomer beobachtet, die sich im
AGy uns—scis-Wert zwischen —1.5 und —1.9 kcalmol ' wider-
spiegelt. Zwischen 238 und 310 K fithrten wir NMR-Mes-
sungen mit 3 in perdeuteriertem 2,2,2-Trifluorethanol durch,
wobei wir kein Signal des s-trans-Isomers beobachten konn-
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ten (Hintergrundinformationen). Das Gleiche gilt fiir Mes-
sungen in D,0/(CD;),SO zwischen 277 und 298 K. Bei einer
Genauigkeit der NMR-Integration von ca. 5 % kann somit ein
Isomerenverhiltnis von mindestens 95:5 (s-cis/s-trans) ange-
nommen werden. Bei 310 K, der Temperatur, in welcher der
Bindungsassay durchgefiihrt wurde, ergibt dies einen mini-
malen AG, .- Wert von mindestens —1.8 kcalmol™!
(AG=—-RTInK; K=95/5), in guter Ubereinstimmung mit
den fritheren Studien."?!! Demzufolge miissen ungefihr
1.8 kcalmol™" an freier Bindungsenthalpie investiert werden,
um die N-alkylierten Liganden im terndren Komplex mit
COMT in die s-trans-Konformation zu iiberfiihren.

Dennoch bilden sowohl die nichtalkylierte Verbindung 2
als auch die N-alkylierten Inhibitoren 3-7 Komplexe mit
dhnlicher Stabilitit. Der Preis der ungiinstigen Konformation
muss mit dem energetischen Gewinn, der aus der Wasser-
verdrangung durch die N6-Alkylsubstituenten in der gebun-
denen s-trans-Form resultiert, kompensiert werden. Diese
muss daher mindestens einen Beitrag von AAG = —1.8 kcal
mol ! zur freien Bindungsenthalpie leisten. Da sich die Al-
kylsubstituenten in einer sehr polaren Region in der Ndhe der
Enzymoberfliache befinden, kommt es kaum zu zusétzlichen
Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit dem Protein (siche
Hintergrundinformationen). Die Verteilung in diese stark
polare Umgebung ist energetisch nicht sehr giinstig: Obwohl
der 1g D-Wert von 3 (Me) nach 5 (Pr) (Tabelle 1) stark an-
steigt, wird keine zusitzliche freie Bindungsenthalpie ge-
wonnen. Weiterhin hat das Hydroxyethylderivat 7, mit einem
dhnlich niedrigen lg D-Wert wie 2, eine vergleichbare Bin-
dungsaffinitdt. Daher schlussfolgern wir, dass der grofite Teil
der gewonnenen ca. —1.8 kcalmol ' von der Verdringung des
Wassermolekiils stammt.”? Diese Verdringung erfolgt vor
allem dadurch, dass der N-Alkylsubstituent aus der s-cis-
Form in freiem Zustand, in dem die Adeninsolvatisierung
vermutlich wie in Abbildung 1 gezeigt vorliegt,” im Kom-
plex mit COMT in die s-trans-Form iibergeht.

Wir haben hier hochpotente Bisubstratinhibitoren fiir
COMT beschrieben und den von uns vorhergesagten Bin-
dungsmodus durch vier Kristallstrukturen bestétigt. Die N6-
alkylierten Inhibitoren mit der ungiinstigen s-trans-Konfor-
mation binden &dhnlich stark wie das entsprechende nichtal-
kylierte Derivat. Unsere Analyse zeigt, dass die Verdrangung
des Wassermolekiils in der gebundenen s-trans-Konformation
des Liganden mindestens 1.8 kcalmol ' zur Bindungsaffinitit
des Liganden zum Protein beitrdgt und dadurch die aus der
ungiinstigen s-trans-Konformation des Liganden resultieren-
den, vergleichbaren energetischen Kosten kompensiert. Die
Untersuchung zeigt deutlich, dass eine Verdrédngung von
durch den Liganden importierten Wassermolekiilen mithilfe
von strukturbasiertem Design sehr lohnenswert sein kann,
besonders weil solche Wassermolekiile, die nicht tiber Was-
serstoffbriicken mit dem Protein wechselwirken, hiaufig vor-
kommen, wie wir in einer ersten PDB-Suche zeigen konnten.
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