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1. Einleitung

Das vor 30 Jahren entdeckte p53-Protein bildet einen
Schwerpunkt der biologisch-medizinischen Forschung. So
wurden 2009 mehr als 4200 Artikel �ber p53 ver�ffent-
licht,[1–5] nicht nur wegen seiner Schl�sselrolle bei DNA-Re-
paratur-Mechanismen und der Zellzykluskontrolle, sondern
auch wegen seiner bedeutenden Rolle bei der Krebsentste-
hung.[6,7] Aus diesem Grund wurde p53 in den letzten Jahren
zu einem der wichtigsten therapeutischen Ziele in der
Krebsforschung und Wirkstoff-Entwicklung.[6–9] Alle Krebs-
arten haben entweder ein mutiertes p53-Gen oder entstehen
durch Fehler in der Signaltransduktionskaskade von p53.[1, 8,9]

In Krebszellen, die kein mutiertes p53-Gen enthalten, wird

die Funktion von p53 durch die �berexpression der beiden
negativen Regulatoren Mdm2 und Mdmx inhibiert.[6,10]

Mdm2 und Mdmx binden an die N-terminale Transaktivie-
rungsdom�ne des p53-Proteins,[9] wodurch dessen Funktion
als Transkriptionsfaktor desaktiviert wird. Zus�tzlich zeigt
Mdm2 eine E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivit�t und ist in der La-
ge, p53 f�r den Abbau durch das Proteasom zu aktivie-
ren.[11, 12] Das Mdm2/x-p53-System ist eine negative R�ck-
kopplungsschleife, die die p53-Konzentration und -Aktivit�t
kontrolliert.[6,13, 14]

Die Wiederherstellung der beeintr�chtigten Funktion des
p53-Proteins durch Aufbrechen der Mdm2-p53- oder Mdmx-
P53-Wechselwirkungen ist ein grundlegend neuer Weg f�r die
Therapie eines breiten Spektrums von Krebsarten.[1–6,15]

Krebszellen sprechen positiv auf die Wiederherstellung der
p53-Funktion an, was die Effizienz dieses neuen Therapie-
ansatzes unterstreicht.[15] Viele momentan eingesetzte geno-
toxische Chemotherapeutika basieren auf einer p53-Akti-
vierung durch DNA-Sch�digung, um letztlich eine Apoptose
zu induzieren. Allerdings k�nnen hohe Dosen eines genoto-
xischen Wirkstoffes p53-unabh�ngige Signaltransduktions-
wege aktivieren und so zu toxischen Wirkungen in normalem
Gewebe f�hren, die eventuell zu sekund�ren b�sartigen Tu-
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moren f�hren. Aus diesem Grund ist die selektive, nicht ge-
notoxische Aktivierung von p53 durch die gezielte St�rung
der Mdm2/x-p53-Wechselwirkung eine wichtige Alternative
zur g�ngigen zytotoxischen Chemotherapie. Zus�tzlich kann
eine Kombination von Wirkstoffen, die an verschiedenen
Punkten des p53-Signaltransduktionsweges eingreifen, zu
Synergismen f�hren.

Weiterhin zeigen Mdm2/x-Antagonisten protektive Wir-
kung auf normal wachsende Zellen w�hrend der antimitoti-
schen Chemotherapie von Tumoren mit mutiertem p53.
Normale Zellen exprimieren das funktionelle Wildtyp-p53-
Protein. Eine Vorbehandlung mit Mdm2/x-Antagonisten
stoppt die Proliferation dieser Zellen, sodass sie w�hrend der
Chemotherapie gesch�tzt sind. Nach Absetzen der Chemo-
therapie und des begleitenden Mdm2/x-Antagonisten k�nnen
diese normalen Zellen wieder ihr Wachstum fortsetzen.
Krebszellen mit mutiertem p53 hingegen sind unempfindlich
f�r Mdm2/x-Antagonisten, reagieren aber empfindlich auf
das Mitosegift.[1, 16]

Die Suche nach effizienten Mdm2-p53-Inhibitoren f�hrte
zu mehreren niedermolekularen Liganden. Der bestunter-
suchte Ligand ist Nutlin-3,[16,17] das an die p53-Bindungsdo-
m�ne von Mdm2 mit einer Affinit�t von 30 nm bindet. In-
vivo-Experimente mit Nutlin-3 und anderen Inhibitoren lie-
fern den prinzipiellen Nachweis, dass niedermolekulare
Inhibitoren der Mdm2-p53-Wechselwirkung zum einen zum
Zellzyklusarrest und/oder zur Induktion der Apoptose in
Tumorzellen f�hren und zum anderen gesunde Zellen nicht
sch�digen.[18–22]

Das Mdmx-Protein wurde erst k�rzlich als ein wichtiger
p53-Regulator und damit Antitumor-Target erkannt.[23,24]

�berexpression von Mdmx verhindert die Antitumoraktivit�t
von Nutlin-3.[25] Bis heute ist kein Mdmx-p53-Antagonist mit
hoher Affinit�t bekannt, w�hrend schon mehrere effiziente
Inhibitoren f�r die Mdm2-p53-Wechselwirkung entwickelt
wurden.[21, 26–28] F�r Mdmx wurden bisher nur einige wenige
Peptide und Peptidmimetika publiziert, die nanomolare Af-
finit�ten zur p53-Bindungsstelle von Mdmx aufweisen.[29–32]

Erst k�rzlich wurde mit WW298 der erste effektive, nicht
kovalent bindende Mdmx-p53-Antagonist beschrieben.[33]

Peptid- und Knock-out-Studien best�tigen, dass ein Mdmx-
p53-Inhibitor einen hohen therapeutischen Nutzen haben
sollte.[10, 24]

In diesem Kurzaufsatz werden alle niedermolekularen
Mdm2- und Mdmx-bindenden Inhibitoren mit bekannter
Kristallstruktur diskutiert. Das durch kristallographische
Analyse erworbene Wissen um die exakte Ligand-bindende
Wechselwirkung ist eine gute Quelle f�r SAR-Daten (SAR:
Struktur-Wirkungs-Beziehung). Aus diesem Grund sind die
Strukturen von großem Wert f�r die Entwicklung neuer Li-
ganden-Verbindungsklassen, die eine optimierte Bindung
und bessere pharmakologische Eigenschaften aufweisen.
Dar�ber hinaus werden die k�rzlich publizierten Strukturen
der beiden Mdm2/x-Proteine im Komplex mit p53-abgelei-
teten Peptiden besprochen, die eine 10–100-mal bessere Af-
finit�t zu Mdm2/x haben als das native p53-Protein.

2. Strukturen von Mdm2 und Mdmx mit p53-Peptid-
fragmenten

Die erste Struktur der p53-Bindungsdom�ne von Xeno-
pus- und humanem Mdm2 im Komplex mit einem 15 Ami-
nos�uren langen menschlichen p53-Peptid wurde 1996 von
Kussie et al. ver�ffentlicht (Abbildungen 1a, 2a und 3 a).[34]

Zu jener Zeit wurde Mdmx f�r die p53-Regulation und
Krebskontrolle noch nicht als wichtig erkannt. Erst k�rzlich
wurde die Struktur von Mdmx im Komplex mit p53 ver�f-
fentlicht (Abbildungen 2g und 3g).[35, 36] Sowohl Mdm2 als
auch Mdmx binden p53 vornehmlich �ber hydrophobe
Wechselwirkungen, wobei p53 �ber eine kurze Helix in die
Mdm2/x-Bindungstasche bindet. Die drei wichtigsten Ami-
nos�uren, die zu dieser Bindung beitragen, sind Phe19, Trp23
und Leu26. Diese Aminos�uren befinden sich auf der hy-
drophoben Seite der amphipathischen p53-Helix, und ihre
Seitenketten sind tief im Bindungsraum von Mdm2/x posi-
tioniert. Das Trp23-e-Stickstoffatom bildet eine Wasserstoff-
br�cke zu Leu54 in Mdm2 (Met53 in Mdmx), die wegen der
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benachbarten Aminos�uren f�r Wasser unzug�nglich ist. Der
Mdm2-p53- und der Mdmx-p53-Komplex zeigen sehr �hnli-

che Bindungseigenschaften (Abbildungen 2 a,g und 3a,g).
Der Hauptunterschied ist die Form der Leu26-Bindungsta-
sche. Durch die Korrelation der Met53-Seitenkette in Mdmx
mit der Leu54-Seitenkette in Mdm2 ist die Leu26-Bindungs-
tasche im Mdm2-Protein gr�ßer und schmaler als in Mdmx;
dar�ber hinaus hat sie eine unterschiedliche Form in der
Pro95-Tyr99-Region.[36, 37] Ein anderer wichtiger Unterschied
zwischen der Mdm2-p53- und der Mdmx-p53-Bindung ist das
Auftreten einer zus�tzlichen hydrophoben Zone neben Leu26
in der letzteren. Diese Zone wird durch Leu33, Val52 und
Leu106 gebildet und durch die Met53- und Leu102-Seiten-
ketten von der Leu26-Bindestelle abgegrenzt. Das p53-Pro-
tein bindet nicht an dieser Stelle.[36] Adressierung dieser eher
flachen und ca. 10 � langen Bindungstasche k�nnte sich f�r
das Design hoch affiner Mdmx-Liganden als essenziell er-
weisen.

3. Niedermolekulare Inhibitoren der Mdm2-p53- und
Mdmx-p53-Wechselwirkungen

Niedermolekulare Inhibitoren von Enzymen, Rezeptoren
oder Protein-Protein-Komplexen sind in der pharmazeuti-
schen Industrie als Wirkstoff-Kandidaten sehr popul�r. Aus
diesem Grund ist es nicht verwunderlich, dass alle gr�ßeren
pharmazeutischen Firmen und auch mehrere kleinere Bio-
technologiefirmen Mdm2-p53-Inhibitor-Projekte verfolgen.
Die am weitesten fortgeschrittenen Inhibitoren der Mdm2-
p53-Wechselwirkung sind Nutlin und MI. In den folgenden
Unterabschnitten werden alle Substanzen mit hoch aufge-
l�sten R�ntgenkristallstrukturen beschrieben, beginnend mit
Roches Nutlin. Alle ver�ffentlichten und potenten Inhibito-
ren haben entweder einen Ligandensatz aus para-haloge-
nierten Phenylresten oder einen aus 6-Chlor(ox)indol, das die
Trp23-Bindungstasche f�llt, zusammen mit verschiedenen
volumin�sen, hydrophoben Resten (aliphatischer oder aro-
matischer Natur), die die Phe19- und Leu26-Bindungstasche
f�llen (Abbildung 1).

3.1. Nutline

Das Nutlingrundger�st mit seinem tetrasubstituierten
Imidazolidinkern wurde mit einem Hochdurchsatz-Screening
(HTS) entdeckt; die Nutline sind mit bis jetzt �ber 900 Li-
teraturstellen die bestcharakterisierte Substanzklasse.[16, 21,38]

Nutlin-2 war auch der erste Inhibitor, dessen Kristallstruktur
im Komplex mit Mdm2 publiziert wurde (PDB-Code:
1V1).[38] Von den drei publizierten Nutlinen ist Nutlin-3 mit
einem Ki-Wert von 36 nm das wirksamste und bestunter-
suchte.[39] Nutlin-1 und Nutlin-2 zeigen eine drei- bzw. zwei-
fach geringere Affinit�t zu Mdm2. Nutlin-3 bindet auch
Mdmx, jedoch mit einer ca. 1000-fach geringeren Affinit�t
von 25 mm.[35] Nutlin-3 basiert auf einem cis-4,5-Dihydroimi-
dazol-Grundk�rper (Abbildung 1b), an dem vier Substitu-
enten befestigt sind. Die Details der Bindungsanordnung in
Nutlin-2 sind in den Abbildungen 2b und 3 b dargestellt. Die
beiden para-Bromphenyl-Substituenten ragen direkt in die
beiden Taschen der Mdm2-Bindungsstelle (Trp23 und

Abbildung 1. Niedermolekulare Mdm2/x-Inhibitoren. a) Das p53-Prote-
in bindet Mdm2/x �ber eine kurze Helix mit drei hydrophoben Resten
(Phe19, Trp23 und Leu26), die die Bindungstaschen f�llen. Leu26,
Trp23 und Phe19 sind gr�n, blau bzw. orange dargestellt. b) Nutlin-2,
ein eng verwandtes Derivat des bestuntersuchten Mdm2-Inhibitors
Nutlin-3. c) Imidazol-Indol-Verbindung WK23 in Komplex mit Mdm2.
WK23 enth�lt eine 6-Chlorindoleinheit, die wie die Trp23-Seitenkette
von p53 an Mdm2 gebunden ist. d) Benzodiazepindion mit zwei para-
halogenierten Phenylringen, �hnlich den Nutlinen. Die Phe19-Bin-
dungstasche ist mit dem 7-Iodbenzolring gef�llt. e) Ein Diastereomer
von MI-63 mit einer 6-Chloroxindoleinheit, die in der Trp23-Bindungs-
tasche lokalisiert ist. Die Phe19-Bindungstasche wechselwirkt mit der
Neopentylgruppe des Inhibitors, und das 2-Fluor-3-chlorphenyl-Ring-
fragment befindet sich in der Leu26-Bindungstasche. f) Die Chromeno-
triazolopyrimidin-Verbindung enth�lt ebenfalls zwei halogenierte Phe-
nylringe, die die Trp23- und Leu26-Bindungstaschen in einer Nutlin-
�hnlichen Weise f�llen. g) Imidazol-Indol-Verbindung WW298 im Kom-
plex mit Mdmx. Die 6-Chlorindoleinheit bindet Mdmx in derselben
Weise wie die Trp23-Seitenkette von p53. W�hrend (c), (e) und (g) die
Trp-Bindungstasche mit 6-Chlorindoleinheiten f�llen, nutzen (b), (d)
und (f) hierf�r eine 4-Halogenphenyl-Seitengruppe.
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Leu26), w�hrend der dritte Phenylsubstituent die dritte Ta-
sche (Phe19) nur indirekt �ber einen ortho-Isopropoxysub-
stituenten erreicht. Der para-Bromphenylring der Imidazo-
lidin-5-Position taucht tief in die Trp23 Tasche, w�hrend
derjenige in 4-Position die Leu26-Bindungstasche ausf�llt.
Das para-Bromatom, das sich am Ende der Trp23-Bin-
dungstasche befindet, f�llt eine kleine hydrophobe Subtasche,
die zwar auf der molekularen Oberfl�che von Mdm2 vor-
handen ist, aber durch den Indolring von Trp23 nicht gef�llt
wird. Das F�llen dieses Raumes durch ein hydrophobes
Atom, gew�hnlich ein Halogenatom (Cl oder Br), scheint
eine wesentliche Eigenschaft potenter Mdm2-Inhibitoren zu
sein und wurde schon w�hrend fr�her Peptidstudien er-
kannt.[40] Die Phe19-Bindungstasche ist mit dem ortho-Iso-
propoxyrest gef�llt. In Analogie zum Peptidliganden k�nnte
man annehmen, dass die Phe19-Bindungstasche am besten
mit einem aromatischen Pharmakophor gef�llt sein sollte;
dies ist aber bei den Nutlin- und MI-Molek�len (siehe Ab-
schnitt 3.3) nicht der Fall. Der vierte Imidazolsubstituent, der
N-2-Hydroxyethylpiperazinring, dringt nicht direkt in die

p53-Spalte ein, sondern bedeckt die Phe19-Bindungstasche in
der N�he der Met62-Seitenkette von Mdm2. Es ist anzuneh-
men, dass dieses heterocyclische Motiv, mit zwei Stickstoff-
atomen und einer Hydroxygruppe, die Wasserl�slichkeit be-
tr�chtlich erh�ht; zus�tzlich erm�glichen seine drei Ethylen-
einheiten weitere hydrophobe Kontakte, wogegen die Hy-
droxygruppe polare Kontakte zu den Seitenketten von Gln72
eingeht. Insgesamt bilden diese Gruppen eine gleichm�ßige
hydrophile Oberfl�che des Komplexes und damit einen
�bergang zum L�sungsmittel.

Kleine Struktur�nderungen von Nutlin-1 hin zu Nutlin-3,
im Grunde genommen die Feinabstimmung der hydrophilen
Seite des Molek�ls, f�hren zu einer fast dreifach besseren
Bindung von Nutlin-3; Modifikationen dieser Seitengruppe
k�nnen sowohl zur Verbesserung der Affinit�t als auch an-
derer, Target-unabh�ngiger Eigenschaften, wie L�slichkeit
und Lipophilie, herangezogen werden (Tabelle 1, Schema 1).

Offensichtlich wechselwirken die hydrophilen Fragmente
von Nutlin nicht direkt mit Mdm2, sondern nur �ber eine
L�sungmittel-exponierte Substruktur an der Bindungs-

Abbildung 2. Als Stereogramm dargestellte Strukturdetails der Mdm2/x-p53-Bindungsinhibitoren. p53-Reste sind fett und Mdm2/x-Reste kursiv
markiert. Wasserstoffbr�cken sind als gelb gestrichelte Linien dargestellt. Farbschema: gelb C, dunkelrot Br, gr�n Cl, hellblau F, violett I, blau N,
rot O. a) p53 bildet eine kurze Helix, die die Phe19-, Trp23- und Leu26-Reste in der Bindungstasche von Mdm2 positioniert. b) Nutlin-2. c) Benzo-
diazepindion. d) MI-63-Diastereomer (es wird keine Elektronendichte f�r den Morpholinoethylteil beobachtet). e) WK23. f) Chromenotriazolopyri-
midin. g) Die Struktur des menschlichen Mdmx im Komplex mit p53. Der generelle Wechselwirkungsmechanismus von p53 ist fast identisch zu
dem in Mdm2 (a). h) WW298 bindet Mdmx in einer �hnlichen Weise wie WK23; außerdem faltet sich der N,N-Dimethylpropylaminrest �ber die
Phe19-Bindungstasche und erweitert dadurch die hydrophoben Wechselwirkungen.
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schnittstelle. So wird verhindert, dass Wasser in die hydro-
phobe Schnittstelle eindringen kann, was sich positiv auf die
Bindungsenergie auswirkt. F�r die Optimierung des Ligan-

den zu einem Wirkstoff-�hnlichen Molek�l m�ssen seine
hydrophilen und hydrophoben Eigenschaften ber�cksichtigt
werden, die untrennbar miteinander verbunden sind.

Der Mdm2-Nutlin-2-Komplex weist im Vergleich zu der
Mdm2-p53- oder der Apoprotein-Struktur keine durch den
Liganden hervorgerufene Struktur�nderung („induced fit“)
auf (so betr�gt die Wurzelquadratabweichung aller Atome
zwischen dem Mdm2-Nutlin-2- und dem Mdm2-p53-Komplex
nur 0.85 �). Der einzig nennenswerte Unterschied ist die
Orientierung der Seitenkette von Tyr100: In der Struktur mit
Wildtyp-p53 zeigt das Tyr100 aus der Leu26-Bindungstasche
hinaus („offene Konformation“),[33, 34] w�hrend das Tyr100 in
der Nutlin-gebundenen Struktur der Leu26-Bindungstasche
zugewendet ist („geschlossene Konformation“).[33,38]

3.2. Benzodiazepindion

Kurz nach den Nutlinen ver�ffentlichten Grasberger et al.
eine Cokristallstruktur eines Benzodiazepindions (PDB-Co-
de: 1T4E; Abbildung 1d).[41] Die Verbindungsklasse der
Benzodiazepindione wurde durch ein HTS nach dem „Ther-
mo Fluor“-Prinzip entdeckt.[42] Dazu wurden �ber 300 000
Substanzen getestet. Der urspr�ngliche Treffer wurde zu ei-
ner Leitsubstanz mit dem Akronym TDP222669 opti-
miert.[43, 44] TPD2226699 zeigt eine Affinit�t von 80 nm und ist
auch aktiv in einem Xenograft-Krebsmodell (Tabelle 1). Al-
lerdings weist die Substanz eine geringe Bioverf�gbarkeit auf
und wird schnell abgebaut, weswegen sie auf Kosten ihrer
Affinit�t dahingehend optimiert wurde.[42, 43] Die Struktur von
TDP222669-gebundenem Mdm2 l�sst erkennen, dass die pa-
ra-Chlorphenyleinheit, �hnlich wie bei Nutlin, an Position 3
eines zentralen, ges�ttigten 1,4-Diazepindionrings gebunden
ist. Der para-Chlorphenylglycin-Substituent, gebunden �ber
das Stickstoffatom in 4-Position des Benzodiapindionrings,
f�llt die Leu26-Bindungstasche, wobei das para-Chloratom an
der tiefsten Stelle der Leu26-Bindungstasche positioniert ist.
Die beiden para-Chlorphenylringe k�nnen mit den entspre-
chenden Phenylringen der Nutlinstruktur zur Deckung ge-
bracht werden (Abbildungen 2c und 3c). Wenn beide Kom-
plexe �bereinander gelegt werden, unterscheiden sich die
zwei Chloratome in der Trp23- und Leu26-Bindungstasche
um nur 0.32 bzw. 0.44 �. Die mit dem Diazepindionring an-
ellierte 7-Iodphenylgruppe ist in der Phe19-Bindungstasche
lokalisiert. Diese Gruppe dringt zwar nicht ganz so tief in die
Tasche ein wie der Phe19-Ring, offenbar aber immer noch tief

Abbildung 3. Ansicht der verschiedenen Komplexe (Farbschema siehe
Abbildung 2): a) Mdm2 im Komplex mit dem p53-Protein (Seitenket-
ten, bei denen es sich nicht um Phe19, Trp23 und Leu26 handelt, sind
nicht dargestellt). P53-Reste sind fett markiert und Mdm2/x-Reste kur-
siv. Andere Komplexe mit p53: b) Nutlin-2, c) Benzodiazepindion,
d) MI-63-Diastereomer, e) WK23, f) Chromenotriazolopyrimidin,
g) Mdmx (die Form der Leu26-Bindungstaschen von Mdm2 und
Mdmx ist ein wesentlicher Unterschied), h) WW298.

Tabelle 1: Bindungskonstanten von Mdm2/x-p53-Inhibitoren mit
bekannten Komplexstrukturen.

Inhibitor Mdm2
Ki [mm]

Mdmx
Ki [mm]

Lit.

p53 0.89 0.21 [35]
Nutlin-1
Nutlin-2

0.26 (IC50)
0.14 (IC50)

–
–

[38]
[38]

Nutlin-3[a] 0.036, 0.09 (IC50) 9.38 [38,39]
WK23 0.916 36 [33]
Benzodiazepindion 0.080 – [41]
MI-63(-Analogon) 0.005 (0.036) 55 [33,39]
Chromenotriazolopyrimidin 1.23 (IC50) – [51]
WW298 0.109 11 [33]

[a] Keine Kristallstruktur wurde ver�ffentlicht, aber es kann angenom-
men werden, das die Struktur jener von Nutlin-2 sehr �hnlich ist.

Schema 1. Vergleich von Nutlin-1, Nutlin-2 und Nutlin-3.

T. A. Holak et al.Kurzaufs�tze

2736 www.angewandte.de � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2011, 123, 2732 – 2741

http://www.angewandte.de


genug f�r eine hoch affine Wechselwirkung. Das Iodatom an
Position 7 geht einen engen Kontakt zum Carbonylger�st von
Gln72 ein, der k�rzer als die Summe der Van-der-Waals-Ra-
dien ist.[45] Der isomorphe Austausch des Iodatoms in Positi-
on 7 gegen andere Substituenten (H, Halogene, Acetylene,
Me, CN usw.) zeigt, dass eine Halogenbindung (d.h. eine C�
I···O-Bindung) eine �hnliche Bindungsst�rke wie eine
schwache Wasserstoffbindung hat und damit substanziell zur
beobachteten Affinit�t beitr�gt.

TDP222669 enth�lt auch eine zum Wasser hin gerichtete,
polare Carbons�ure als Seitenkette. Diese Gruppe hat zwei
Funktionen: die Substanz etwas hydrophiler zu machen und
die Affinit�t zur Bindungstasche zu erh�hen. Umfassende
SAR-Studien best�tigten die Bedeutung dieser auf der
Oberfl�che exponierten Gruppe. Außerdem fand man heraus,
dass die solubilisierende Seitenkette der Substanz einen
starken Einfluss auf die zellul�re Aktivit�t hat, indem sie
wahrscheinlich das Durchdringen der Zellmembran erm�g-
licht.[42, 43]

Anders als beim Mdm2-p53-Komplex bewirkt die Bin-
dung des Benzodiazepin-Inhibitors keine nennenswerten Li-
ganden-induzierten Struktur�nderungen („induced fit“). Die
Position des Tyr100 ist �hnlich zu jener im Mdm2-Nutlin-
Komplex, wenngleich eine Wechselwirkung der zus�tzlichen
Gln16–Gln24-Sequenz des von Grasberger et al. kristalli-
sierten Mdm2-Konstrukts nicht auszuschließen ist.[41] Diese
Sequenz ist in dem Mdm2-Konstrukt, das f�r die Kristallisa-
tion mit Nutlin verwendet worden ist, nicht vorhanden.

3.3. Die MI-219-Familie

MI-219 und das diastereomere MI-63 sind die ersten
Inhibitoren der Mdm2-p53-Wechselwirkung, bei denen eine
6-Chloroxindoleinheit als Trp23-Mimetikum verwendet wird
(Abbildung 1e).[39, 46] Sie sind nach Nutlin die am besten
charakterisierten Inhibitoren.[21] Ihr Grundger�st wurde
de novo durch Erweiterung der Oxindoleinheit konstruiert.
Das Konstrukt wurde auf Grundlage von Naturstoffen, die
diese Substruktur enthalten, synthetisiert.[46] Die Affinit�ten
zu Mdm2 betragen 5 (MI-219) und 3 nm (MI-63). Diese Fa-
milie von Verbindungen bindet Mdmx mit einer �ber 10000-
mal geringeren Affinit�t, mit einem Ki-Wert von �ber 50 mm

(Tabelle 1). Das Grundger�st dieser Klasse von Molek�len ist
ein Spirooxindol-3,3’-pyrrolidin, das 1) die Trp23-Bindungs-
tasche f�llt, 2) als Ger�st f�r die Positionierung weiterer
Substituenten dient, die die Leu26- und Phe19-Bindungsta-
schen f�llen, und 3) f�r eine gute Wasserl�slichkeit sorgt.
Gem�ß dem Docking-Modell von Ding et al.[46] f�llt der
Neopentylsubstituent an Position 2 des Pyrrolidinrings die
Leu26-Bindungstasche und der Halogen-substituierte Phe-
nylring an Position 4’ die Phe19-Bindungstasche. Diese Kon-
formation wird durch ein 2’R,3S,4’R,5’R-Diastereomer ver-
wirklicht. Interessanterweise wurde in der k�rzlich ver�f-
fentlichten Struktur ein 2’R,3R,4’S,5’R-Diastereomer kristal-
lisiert, das �hnliche Affinit�ten wie das erstgenannte Diaste-
reomer hat (PdB-Code: 3LBL).[33] Die Bindungsdetails sind
in den Abbildungen 2d und 3d dargestellt. Jacoby et al.[47]

erhielten die Struktur des ersten Diastereomers, die jedoch

wegen nicht hinterlegter Koordinaten nicht analysiert werden
konnte. Da die Mdm2-p53-Bindungstasche pseudosymme-
trisch entlang der Trp23-Indolfl�che ist, ist es m�glich, dass
beide Diastereomere mit �hnlich hoher Affinit�t an Mdm2
binden. In der ver�ffentlichten Kristallstruktur ist die 6-
Chloroxindolgruppe in der Trp23-Bindungstasche lokalisiert
und bildet eine Wasserstoffbr�cke zum Leu54-Carbonylsau-
erstoffatom des Mdm2-Proteins. Diese Wechselwirkung
wurde von Ding et al. vorhergesagt.[46] In der Kristallstruktur
ist der 2-Fluor-3-chlorphenylring in �hnlicher Weise in der
Leu26-Bindungstasche positioniert wie der para-Chlorphe-
nylring von Nutlin. Die Konfigurationen des 2-Fluor-3-
chlorphenyl-Substituenten wie auch der Neopentylgruppe
sind in dieser Struktur ein exaktes Spiegelbild zum Modell
von Ding et al.[46]

Die hohe Symmetrie der p53-Bindungstasche entlang der
Indolebene von Mdm2 erm�glicht es dem Molek�l, auf zwei
Arten zu binden. Jede davon kann mit einem anderen
Enantiomer oder Diastereomer realisiert werden. Bis jetzt
gibt es noch keine systematische Studie, die die Bindungsei-
genschaften verschiedener Isomere eines Molek�ls hinsicht-
lich der Bindung zu Mdm2 untersucht. Dieser ungew�hnliche
Aspekt erfordert noch weitere Untersuchungen. Die meisten
Experimente werden normalerweise mit racemischen Mi-
schungen von Inhibitoren der Mdm2-p53-Wechselwirkung
durchgef�hrt. Aus diesem Grund muss man die Bindungsda-
ten mit Vorsicht betrachten, da es m�glich ist, dass mehr als
ein Stereoisomer wechselwirkt.

Der Tyr100-Rest bleibt in der „offenen Konformation“,
wodurch genug Platz f�r das para-Halogenatom bleibt.[33] Die
Phe19-Bindungstasche wird durch eine Neopentylgruppe ge-
f�llt. Hier kann eine wichtige, Liganden-induzierte Struktur-
�nderung („induced fit“) beobachtet werden: Die Tyr67-Sei-
tenkette von Mdm2 faltet sich in das Innere der Tasche und
verdr�ngt somit den His73-Rest. Zus�tzlich erstreckt sich der
Pyrrolidinring des Inhibitors �ber Val93. Die Amidgruppe an
der Pyrrolidin-5-Position bildet eine Wasserstoffbr�cke zwi-
schen dem Carbonylsauerstoffatom und der His96-Seitenkette.

Die MI-63-Derivate enthalten eine Morpholinoethyl-
amidseitenkette, die in der Kristallstruktur – wom�glich we-
gen ihrer Flexibilit�t – nicht sichtbar ist. Basierend auf der
Pyrrolidinamidposition muss angenommen werden, dass sich
die Seitenkette entlang der Phe19-Bindungstasche erstreckt,
w�hrend der Morpholinring sich in der Region zwischen
Gln72 und Lys94 befindet. Auch hier sorgt die Seitenkette f�r
die Wasserl�slichkeit und gleichzeitig f�r zus�tzliche bin-
dende Wechselwirkungen.

Die R�ntgenkristallstruktur erkl�rt auch, warum MI-
Molek�le schlechte Mdmx-Inhibitoren sind: Die konforma-
tive Starrheit des Spirooxindolgrundger�sts erm�glicht keine
Anpassung an die kleinen Rezeptorunterschiede zwischen
Mdmx und Mdm2 (wegen der Unf�higkeit von Mdmx zu
Liganden-induzierten Ver�nderungen an der Phe19-Bin-
dungstasche, wegen der starren, „geschlossenen Konformati-
on“ von Tyr99 und der Unbeweglichkeit des R�ckgrats, das
nur f�r MI-Serie genutzt wird). Basierend auf diesen Struk-
tureigenschaften k�nnen neuartige Verbindungsklassen mit
erweiterten dualen Bindungseigenschaften konstruiert und
optimiert werden.

Tumortherapeutika
Angewandte

Chemie

2737Angew. Chem. 2011, 123, 2732 – 2741 � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


3.4. Imidazol-Indole

Imidazol-Indole sind die j�ngste Entwicklung auf dem
Gebiet der Inhibitoren der Mdm2/x-p53-Wechselwirkung.
Diese Verbindungen wurden unabh�ngig voneinander zur
selben Zeit von zwei Forschungsgruppen entdeckt (Abbil-
dung 1c und g).[48–50] Ein Mitglied dieser Familie, genannt
WW298 oder Novartis-101, ist die bisher einzige Verbindung,
von der eine Kristallstruktur mit dem Mdmx-Protein ver�f-
fentlicht wurde (PDB-Code: 3LBJ).[33] Die gleiche Publika-
tion zeigt auch die Struktur eines anderen Mitglieds dieser
Familie, genannt WK23, gebunden an das Mdm2-Protein
(PDB-Code: 3LBK; Abbildungen 2e und 3e). Zwar liegt die
Affinit�t von WW298 f�r Mdmx nur im mikromolaren Be-
reich (f�r Mdm2 109 nm ; Tabelle 1), allerdings gibt die
Mdmx-Inhibitor-Struktur einen ersten und wertvollen Ein-
blick in die Details der Mdmx-Inhibitor-Wechselwirkung
(Abbildungen 2h und 3h).[33] Das Grundger�st dieser Ver-
bindungsklasse besteht aus einem planaren aromatischen
Imidazolring mit einem Phenylsubstituenten in 4-Position,
einem 2-Carboxy-6-chlorindolsubstituenten in 5-Position und
einem para-Chlorbenzylsubstituenten in 1-Position. Verbin-
dungen dieser Familie unterscheiden sich durch unterschied-
liche Amidsubstituenten der Carboxygruppe der 2-Carboxy-
6-chlorindol-Einheit. Der Mechanismus der Bindung von
Imidazol-Indolen an Mdm2 gleicht dem der Bindung an
Mdmx. Die Indoleinheit ist am Boden der Trp23-Bindungs-
tasche in einer „Tryptophan-imitierenden“ Weise verankert,
und ihr Chloratom verursacht im Fall von Mdmx signifikante
Ver�nderungen am Taschenboden, um sein gr�ßeres Volu-
men unterzubringen. In der Mdm2-Struktur gibt es keine
Notwendigkeit f�r eine solche Umstrukturierung, da bereits
gen�gend Platz verf�gbar ist. In beiden Strukturen bilden die
Indolstickstoffatome Wasserstoffbr�cken zur Carbonylgrup-
pe von Met53 (Mdmx) bzw. Leu54 (Mdm2) und ahmen so die
p53-Wechselwirkung perfekt nach. Die Phe19-Bindungsta-
sche wird auf �hnliche Weise in beiden Proteinen durch den
Phenylring gef�llt, jedoch ist dessen Anordnung senkrecht zu
jener, die der Phe19-Ring einnehmen w�rde. In keiner der
beiden Strukturen dringt der Phenylring so tief in die Tasche
ein wie der Phe19-Rest von p53. Dies scheint eine generelle
Eigenschaft der meisten Mdm2-Inhibitoren zu sein, was je-
doch die hohe Affinit�t dieser Molek�le nicht verringert. Die
Leu26-Bindungstasche wird durch die para-Chlorbenzyl-
gruppe in einer Nutlin-�hnlichen Weise gef�llt. Diese Wech-
selwirkungen werden sowohl f�r den Komplex mit Mdm2 als
auch f�r den mit Mdmx beobachtet. Offensichtlich erm�glicht
die gr�ßere Flexibilit�t der Imidazol-Indol-Familie kleine
Ligandenanpassungen an unterschiedliche Eigenschaften der
Bindungstaschen von Mdmx und Mdm2, im Unterschied zu
den konformativ sehr eingeschr�nkten Spirooxindolen.

In der Mdmx-Struktur sieht man den N,N-Dimethylami-
nopropylteil von WW298 �ber die Phe19-Bindungstasche
gefaltet, sehr �hnlich dem Piperazin als Teil der Nutlinstruk-
tur. Das N,N-Dimethylaminopropylpyrrolidin-Fragment ist
verantwortlich f�r die herausragende Wasserl�slichkeit von
WW298. Gleichzeitig sch�tzt es die Phe19-Bindungstasche
vor L�sungsmittel, indem es die hydrophobe Region, die von
Met61 und Tyr66 gebildet wird, abschirmt. Zus�tzlich bietet

es hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen und
macht die Oberfl�che des Komplexes hydrophil. Das Amid-
sauerstoffatom der Indol-2-Position bildet eine Wasserstoff-
br�cke zur His54-Seitenkette von Mdmx. Trotz der Struk-
tur�hnlichkeit der Bindungstasche von Mdm2 und Mdmx
sowie der zus�tzlichen Wechselwirkungen erreicht WW298
nur eine moderate Affinit�t zu Mdmx (11 mm),[33] w�hrend
WK23, obwohl es nur dem essenziellen Teil von WW293
entspricht, Mdmx mit einer Affinit�t von immerhin 36 mm und
Mdm2 mit immer noch nanomolarer Bindungsaffinit�t bin-
det.

Ber�cksichtigt man, dass ein 6-Chlorindol-basiertes Pep-
tid in der Lage ist, nanomolare Affinit�t zu Mdm2 wie auch zu
Mdmx zu erreichen, l�sst sich die reduzierte Mdmx-Affinit�t
der Imidazol-Indol-Familie erkl�ren durch die suboptimale
Substituentenf�llung der Leu26- oder Phe19-Bindungstasche
oder durch einen Mangel an Konformations-Freiheitsgraden
des Inhibitors f�r die energetisch optimale Positionierung
dieser Elemente. Zusammenfassend erm�glicht die erste
Mdmx-Liganden-Cokristallstruktur (Mdmx-WW298) eine
detaillierte Bindungsanalyse und er�ffnet den Zugang zu
k�nftigen Optimierungsstrategien mit dem Ziel hoher Mdmx-
Affinit�ten.[33]

3.5. Chromenotriazolopyrimidine

Eine weitere k�rzlich mit Strukturdaten ver�ffentlichte
Verbindungsklasse basiert auf dem Chromenotriazolopy-
rimidin-Grundger�st (PDB-Code: 3JZK).[51] Diese Verbin-
dungsklasse wurde im Rahmen einer HTS gefunden und an-
schließend medizinalchemisch optimiert. Die beschriebene
Verbindung hat eine proapoptotische Wirkung in verschie-
denen Krebszellarten, einhergehend mit einer Erh�hung des
p53-Pegels. Die Bindungsaffinit�t zu Mdm2 liegt im submi-
kromolaren Bereich (Tabelle 1). Die Verbindung beruht auf
einem flachen heteroaromatischen Chromenotriazolpyrimi-
din-Grundger�st mit zwei para-Bromphenylringen an Positi-
on 6 und 7 (Abbildung 1 f). Typisch f�r die meisten bekannten
Inhibitoren der Mdm2-p53-Wechselwirkung zeigt nur ein
bestimmtes Stereoisomer eine sehr gute Affinit�t. Beide
Phenylringe des Inhibitors besetzen die Trp23- und Leu26-
Bindungstaschen in einer Nutlin-�hnlichen Weise, wenngleich
sie sich ca 0.5 � tiefer in den Taschen befinden als im Fall der
Nutlin-Struktur. Der Benzolring der Chromenosubstruktur
befindet sich in der Phe19-Bindungstasche, �hnlich wie das
Benzolfragment in der Benzodiazepindionfamilie. Die Ein-
zelheiten der Bindungen sind in den Abbildungen 2 f und 3 f
dargestellt. Das Triazolopyrimidinfragment faltet sich �ber
Val93 und His96 und ergibt so zus�tzliche hydrophobe und p-
p-Wechselwirkungen.

4. Optimierte Peptide und Peptid-basierte
Miniproteine

Phagendisplay-Methoden und strukturbasierte Optimie-
rungsverfahren haben zur Entwicklung einer Vielzahl von
p53-�hnlichen Peptiden[29–32, 41, 52–55] und Miniproteinen[54,56]
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gef�hrt. Mehrere dieser Peptide binden besser an Mdm2/x als
das Wildtyp-p53. Sie alle enthalten, quasi als kleinsten ge-
meinsamen Nenner, die Hot-Spot-Triade Phe19, Trp23 und
Leu26. Der Bindungsmechanismus dieser Peptide �hnelt sehr
dem des nativen p53, wie von Kussie et al. beschrieben (Ab-
bildungen 1a und 3).[34] Die Peptide bilden eine kurze a-He-
lix, wobei sie die Phe-Trp-Leu-Triade zur Bindungstasche von
Mdm2/x hin ausrichten. Ein Hauptunterschied innerhalb
dieser Peptidreihe ist die Substitution von Pro27 mit anderen
Aminos�uren. Diese kleine �nderung reicht aus, um die
Bindung eines Peptids an Mdm2 von 0.7 mm beim Wildtyp-
p53 auf 4.7 nm zu verbessern.[31, 53] Wir haben herausgefunden,
dass Pro27 bei den meisten Wirbeltieren nach UV-Bestrah-
lung weitestgehend erhalten bleibt; dies ist ein Hinweis dar-
auf, dass Pro27 f�r die Aufrechterhaltung des physiologischen
Pegels von p53 verantwortlich sein k�nnte. Die Mutation von
Pro27 erm�glicht die Verl�ngerung der p53-Helix, was als
Grund f�r die hoch affine Wechselwirkung dieser Peptide
vorgeschlagen wurde.[57] Die andere wichtige �nderung ist
der Austausch von Leu22 gegen Tyr,[31,41] wodurch die hy-
drophobe Wechselwirkung mit Mdm2 und Mdmx erweitert
wird. Im Unterschied zu niedermolekularen Verbindungen,
die starke Bindungen zu Mdm2, aber nur sehr begrenzte zu
Mdmx aufweisen, erreichen die modifizierten Peptide leicht
niedrige nanomolare Affinit�ten f�r beide Proteine.[31, 52] Es
ist deshalb denkbar, dass die Mdm2-optimierten para-Chlor-
phenylsubstituenten, die h�ufig in niedermolekularen Ver-
bindungen genutzt werden, nicht optimal sind, besonders
hinsichtlich der Leu26-Bindungstasche, die die gr�ßten Un-
terschiede zwischen Mdm2 und Mdmx aufweist.

5. Optimierung Target-unabh�ngiger Eigenschaften

Eine brauchbare Wirkstoff-�hnliche Verbindung zur Be-
stimmung des Werts eines biochemischen Targets f�r die
Wirkstoff-Entwicklung muss nicht nur gute Target-abh�ngige
Eigenschaften wie Affinit�t und Selektivit�t, sondern auch
Target-unabh�ngige Eigenschaften wie gute Wasserl�slich-
keit, niedrige Lipophilie und einen optimalen pKa-Wert auf-
weisen.[58] Die erstgenannten Eigenschaften f�hren zu guten
pharmakologischen Profilen (z. B. Effizienz und Selektivit�t),
ebenso wichtig sind jedoch die letztgenannten, um eine op-
timale ADME/Tox zu erreichen (z. B. Blut-Hirn-Barrieren-
Durchl�ssigkeit, metabolische Stabilit�t, Toxizit�t). In dieser
Hinsicht ist die Wasserl�slichkeit eine Schl�sseleigenschaft.
Eine ausreichende Wasserl�slichkeit sichert den Transport
des Wirkstoffs zum Ort des erkrankten Gewebes und ge-
w�hrleistet eine gen�gend hohe Konzentration, dass die ent-
sprechende biologische Aktivit�t erreicht wird. Dagegen
f�hren ungen�gend wasserl�sliche Verbindungen zu
schlechter Absorption, geringer Bioverf�gbarkeit, ungen�-
gender L�slichkeit f�r die Applizierung, einer komplizierten
Entwicklung und zu einer hohen Dosierung. Zus�tzlich er-
geben schlecht l�sliche Substanzen oft falsch-positive Scree-
ning-Befunde. Folglich ist die Wasserl�slichkeit eine sehr
wichtige Eigenschaft w�hrend der Entdeckung und Ent-
wicklung neuer Wirkstoffe und muss vom Medizinalchemiker
sorgf�ltig optimiert werden.

Die Grenzfl�chen von Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen generell und die p53/Mdm2/x-Grenzfl�chen im Beson-
deren stellen Medizinalchemiker vor besonders große H�r-
den, da sie sehr hydrophob sind. Aus diesem Grund m�ssen
Liganden, die dort binden, hoch lipophil sein, was unver-
meidlich mit einer geringen Wasserl�slichkeit einhergeht.
Zus�tzlich m�ssen die Liganden zum einen eine zum L�-
sungsmittel gerichtete, hydrophile Seite aufweisen und zum
anderen eine hydrophobe Seite, um die Bindung an Mdm2/x
energetisch zu optimieren. Die unterschiedlichen Bindungs-
konstanten von Nutlin-1 und -3 sowie von WK23 und WW298
best�tigen, dass ein optimierter L�sungsmittel-exponierter
Bereich des Liganden essenziell f�r eine gute Bindung ist.
Andererseits ist eine gewisse Lipophilie erw�nscht, die es den
Verbindungen erm�glicht, die Zellmembran zu passieren.
Dies ist f�r bei p53 essenziell, da sich dieses Target innerhalb
der Zelle befindet. Dieses wohlbekannte Dilemma der er-
forderlichen Lipophilie und der zum Transport ben�tigten
Hydrophilie k�nnte durch das Studium der publizierten Co-
kristallstrukturen gel�st werden. Offensichtlich enthalten alle
Mdm2/x-Kristallstrukturen eine stark hydrophobe Bin-
dungstasche, die durch den Liganden besetzt werden muss,
um eine hohe Affinit�t zu erreichen; allerdings weisen sie
auch eine gut wasserzug�ngliche, konvexe Bindungsfl�che auf
(Abbildung 3). Die Strukturmodifizierung einer hydropho-
ben Mdm2-antagonistischen Verbindungsklasse mit dem Ziel
einer verbesserten Wasserl�slichkeit wurde z. B. von Srivas-
tava et al. beschrieben.[28]

6. Zusammenfassung und Ausblick

Hoch aufgel�ste R�ntgenkristallstrukturdaten sind er-
folgreich genutzt worden, um verschiedene Verbindungs-
klassen zu optimieren, wodurch Wirkstoff-Kandidaten mit
hohen Affinit�ten, hoher Selektivit�t und guten physikoche-
mischen Eigenschaften f�r eine gute Pharmakokinetik und
-dynamik (PK/PD) erzielt werden konnten. Seit der Ver�f-
fentlichung der ersten Struktur des Mdm2-p53-Komplexes im
Jahr 1996 wurden viele Strukturen mit unterschiedlichen
Mdm2- oder Mdmx-bindenden Peptiden beschrieben. Die
Strukturanalyse der verschiedenen Klassen von Mdm2-bin-
denden Molek�len f�hrte zu einem einfachen Pharmako-
phormodell, bekannt als „Daumen-Zeigefinger-Mittelfinger-
Modell“, das die Strukturanforderungen f�r Mdm2-bindende
Molek�le bildlich zusammenfasst (Abbildungen 1a, 2a und
3a).[59]

Bis vor kurzem waren als niedermolekulare Inhibitoren
der Mdm2/x-p53-Wechselwirkung nur die Nutline und Ben-
zodiazepindione strukturell charakterisiert. Mit den mittler-
weile f�nf Inhibitorklassen, die jetzt charakterisiert sind, ist es
m�glich, bew�hrte Techniken – wie Grundger�stwechsel
(Scaffold-Hopping) und andere rationale strukturbasierte
Optimierungstechniken – zu nutzen, um neue, hochpotente
Mdm2/x-Inhibitoren zu entwickeln.

Viele der derzeit bekannten Inhibitoren wurden bewusst
f�r Mdm2 optimiert, weshalb sie nur eine niedrige oder gar
keine Affinit�t zu Mdmx aufweisen; da die Unterschiede
zwischen beiden Proteinen jedoch eher gering sind, sollte es
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jetzt m�glich sein, durch Einblicke in die Struktur und deren
systematische chemische Optimierung auch potente Mdmx-
Antagonisten zu entwickeln. Es ist auch m�glich, dass sich
Molek�le, die von der Wirkstoff-Optimierug f�r Mdm2 aus-
geschlossen wurden, als effiziente Mdmx-Kandidaten her-
ausstellen. Aus diesem Grund ist es lohnenswert, vorhandene
Mdm2-fokussierte Substanzbibliotheken auf ihre Mdmx-Af-
finit�t zu untersuchen. Es wurde postuliert, dass effiziente
Inhibitoren der Mdmx-p53-Wechselwirkung auch die Mdm2-
p53-Wechselwirkung wirksam hemmen, jedoch nicht umge-
kehrt.[35]

Aufbauend auf den hier vorgestellten Arbeiten sollte es
m�glich sein, p53 effektiv von seinen Bindungsproteinen
Mdm2 und Mdmx zu trennen, um so seine Antitumoraktivit�t
wiederherzustellen. Der Fortschritt auf dem Gebiet der
Mdm2-Inhibitoren l�sst hoffen, dass die Entwicklung wir-
kungsvoller Mdmx- oder dualer Mdm2/x-Inhibitoren m�glich
sein sollte. Derartige neue, p53-Signaltransduktionswege be-
einflussende Verbindungen k�nnten damit die Grundlage f�r
die Entwicklung neuartiger Tumortherapeutika bilden.
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