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NMR-Strukturen von Thiostrepton-Derivaten zur Charakterisierung

der ribosomalen Bindetasche**

Hendrik R. A. Jonker, Sascha Baumann, Antje Wolf, Sebastian Schoof, Fabian Hiller,
Kathrin W. Schulte, Karl N. Kirschner, Harald Schwalbe* und Hans-Dieter Arndt*

Professor Peter B. Dervan gewidmet

Thiopeptide!"! wie Thiostrepton (1) sind hochmodifizierte
makrocyclische Peptidnaturstoffe, die durch ribosomale
Biosynthese entstehen.”! 1 wurde friih® als ein sehr wirksa-
mes Antibiotikum gegen Gram-positive bakterielle Keime
identifiziert (Schema 1).*¥ Eine Rontgenkristallstruktur-
analyse zeigt, dass 1 eine globuldre Form aufweist, die an
gefaltete Proteindominen erinnert.”! Thiostrepton inhibiert
insbesondere die Proteinbiosynthese, indem es fest an die
GTPase-assoziierte Region (GAR) des 70S-Ribosoms zwi-
schen dem ribosomalen Protein L11 und dem H43/H44-Ab-
schnitt der 23S-TRNA bindet.®! Kiirzlich wurde die gleich-
zeitige Inhibierung des 20S-Proteasoms durch 1 festgestellt
und so viele seiner Wirkungen auf eukaryotische Zellen er-
klart.[”

Im Unterschied zu vielen anderen Antibiotika, die am
Ribosom binden, und trotz ihrer au3ergewohnlichen Aktivi-
tdt in vitro wurden Thiopeptide bislang fiir die Humanthe-
rapie nicht genutzt, hauptsdchlich wegen ungeniigender
Loslichkeit."! Eine wesentliche Schwierigkeit bei der Identi-
fizierung neuer Kandidatenverbindungen mit verbesserter
Pharmakokinetik liegt im Mangel an Daten zu den Schliis-

[*] Dr. S. Baumann, Dr. S. Schoof, B. Sc. K. W. Schulte, Dr. H.-D. Arndt
Technische Universitiat Dortmund, Fakultit Chemie
Otto-Hahn-Strafe 6, 44221 Dortmund (Deutschland)
und
Max-Planck-Institut fiir Molekulare Physiologie
Otto-Hahn-StraRe 11, 44227 Dortmund (Deutschland)

Fax: (+49)231-133-2498
E-Mail: hans-dieter.arndt@mpi-dortmund.mpg.de

Dr. H. R. A. Jonker, Dipl.-Biochem. F. Hiller, Prof. Dr. H. Schwalbe
Johann-Wolfgang-Goethe-Universitat

Institut fiir Organische Chemie und Chemische Biologie
Biomolekulares Magnetresonanz-Zentrum (BMRZ)
Max-von-Laue-Strafle 7, 60438 Frankfurt am Main (Deutschland)
Fax: (4 49)69-7982-9515

E-Mail: schwalbe@nmr.uni-frankfurt.de

M. Sc. A. Wolf, Dr. K. N. Kirschner

Fraunhofer-Institut fir Wissenschaftliches Rechnen (SCAI)
Abteilungen Bioinformatik und Simulationsanwendungen
Schloss Birlinghoven, 53754 Sankt Augustin (Deutschland)

[**] Diese Arbeit wurde von dem Fonds der Chemischen Industrie
(H.D.A. und H.S.), der FhG (K.N.K.), dem CEF ,Makromolekulare
Komplexe*, dem SFB 579 und von EUNMR unterstiitzt (jeweils
H.S.). H.D.A. bedankt sich fiir Férderung im Rahmen des Emmy-
Noether-Programms der DFG und bei Prof. Dr. R. Goody fiir Dis-
kussionen.

@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter

http://dx.doi.org/10.1002/ange.201003582 zu finden.

FWILEY i

ONLINE LIBRARY

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Thr-7 Hﬁ Me Dha-16 Nh2-18
o Bb9-6
Me NH Mh6-14
Dbu-8 . _NH o
Bbﬂ 15
A Thr 12 SHN Me Dha- 1?

o NE's N
Dey-9 N C N O

O:X_/ ‘{L %ne 130 B Dha 3N Aa-2

Ts9-10

H ‘r
RO N Bb9 g
H ||e1
Me Qua-0

1: n=1; R=H; (S)-4'H, 5'Hz; N",6"-A

2:n=0; R=H; (S)-4'H, 5'Hz N",6"-A
b)|33% a)|69% 3: n=0; R =H; 4',5-A; N",6"-A

4:n=0; R=H; (A)-4'H, 5Hz N"8"-A

5:n=1;R=H; (9)-4'H, 5'Hz N"H, (R)-6"H

6: n=1; R=Ac; (S)-4'H, 5'Hs; N",6"-A

Schema 1. Molekiilstrukturen von 1-4 und Synthese der Derivate 5
und 6. Die Reste wurden in Einklang mit der Literatur benannt,"! die
Nummerierung der Biosynthese angepasst.” a) NaBH;CN, MeOH;
b) Ac,O (2.2 Aquiv.), DMAP (0.3 Aquiv.), THF (3 mm), 20°C, 13 h.

selwechselwirkungen mit der adaptiven Zielstruktur aus ri-
bosomaler RNA und dem Protein L11. Die Kristallstruktur-
daten von 1 wurden genutzt, um Modelle fiir die Bindung am
dynamischen L11-rRNA-Zielkomplex mithilfe der NMR-
Spektroskopie abzuleiten.*!”! Eine Rontgenkristallstruk-
turanalyse von mit 1 getrdnkten Einkristallen der intakten
50S-Untereinheit des Ribosoms aus D. radiodurans wurde bis
zu einer Auflosung von 3—4 A verfeinert.® Biochemische
Daten liefern ein schliissiges Bild der globalen Wechselwir-
kung,** jedoch blieb wegen der betrichtlichen GroBe von
1 und der Dynamik der ribosomalen Zielstrukturregion unser
Verstiandnis davon auf molekularer Ebene unvollstindig.[**¢
Um in Zukunft eine gezielte Verbindungsoptimierung zu er-
moglichen, haben wir den Einfluss ausgewéhlter Verénde-
rungen auf den Konformationsraum von Thiostrepton (1)
mithilfe der NMR-Spektroskopie untersucht. Wahrend 1 und
verwandte Thiopeptide zur Strukturaufkldrung frith durch
NMR-Spektroskopie charakterisiert wurden,'! sind Studien
zur Konformation mit heute iiblichen Methoden selten.!"
Wir berichten hier iiber die Strukturen von 1 sowie von drei
Derivaten in Losung und korrelieren ihre molekulare Wech-
selwirkung an der GAR des 70S-Ribosoms mit ihrer biolo-
gischen Aktivitit.

Als repriasentativen Vertreter der Thiopeptidfamilie
haben wir Thiostrepton (1) durch Semisynthese modifiziert
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(Schema 1). Basenvermitteltes Abspalten des Rests Dha-17
lieferte das Derivat 2,V und die Oxidation des Rings C an
Dcy-9 ergab das chemisch stabilere Thiazol 3.°! Thiostrepton
ist konfigurativ labil,!"® was den Zugang zu dem formal von L-
Cystein abgeleiteten Epimer 4 gestattete. Auflerdem ergab
eine Reduktion des Dehydropiperidins (Mh6-14) glatt und
stereoselektiv das dquatorial substituierte Piperidin 5, das den
Thiopeptinen und Sch18640 stark zhnelt.'*! Unter sorgfiltig
kontrollierten Bedingungen gelang es auch, die sekundire
OH-Gruppe am Rest Ts9-10 zu verestern (—6). Insgesamt
machten diese Modifikationen lokale Verdanderungen in der
Gerdiiststruktur zugénglich, insbesondere in drei Segmenten
des wichtigen A-Rings.

Zunichst untersuchten wir diese unterschiedlichen Thio-
streptongeriiste mithilfe der NMR-Spektroskopie. Da 1-5 in
biologischen Puffern nur schlecht 16slich sind (niedriger um-
Bereich)®! und auch die Bindestelle groBtenteils hydropho-
ben Charakter hat, wurde die moderat polare und anpas-
sungsfihige™ Losungsmittelmischung CDCly/[Ds]EtOH
(5:1) fiir die NMR-Studien in Losung eingesetzt.'® Von
Thiostrepton (1) und seinen Derivaten 2-5 (5-10 mm) wurden
bei 298 K und 600 MHz Homo- und Heterokern-NMR-
Spektren (HSQC, HMBC, TOCSY, NOESY) zur Zuordnung
der 'H-, C- und “N-Resonanzen bei natiirlicher Isotopen-
hiufigkeit aufgenommen (siehe die Hintergrundinformatio-
nen).

Die NMR-Spektren von 1 und 2 waren nahezu identisch,
was darauf schliefen lasst, dass die Verkiirzung des Terminus
keinen Einfluss auf die Struktur des Kerns hat.*!! Alle an-
deren Verbindungen wiesen charakteristische Merkmale in
den 'H,"N-HSQC-Korrelationsspektren (Abbildung 1, oben)
auf, was auf unterschiedliche Konformationen hindeutete.
Proton-Proton-Abstinde  aus  'H,'H-NOESY-Spektren
wurden dann Strukturrechnungen mit CNS1.107% und
ARIA 1.21" zugefiihrt, wobei angepasste Protokolle einge-
setzt wurden (siche die Hintergrundinformationen). NOE-
Aufbaudaten (z,,;, = 100-600 ms) wurden zur Korrektur von
Spindiffusionseffekten eingesetzt,”® und vom chemischen
Austausch beeinflusste Kerne wurden mit 'H,'H-ROESY
eliminiert.””! Die ausgezeichnete Auflésung der Spektren er-
moglichte es, eine gro3e Zahl von NOE-Abstandsparametern
fiir alle Proben abzuleiten (Tabelle 1). Diese umfassenden
Daten fiihrten zu sehr kompakten Strukturbiindeln (Abbil-
dung 1, unten). Wegen der vielen gut definierten NOEs und
des Algorithmus von ARIA unterschétzen diese eng kon-
vergierten Ensembles wahrscheinlich die wahre Flexibilitét
der Molekiile, sie geben allerdings die gemittelte Losung mit
niedrigster Energie sehr gut wieder.

Die NMR-Struktur von Thiostrepton (1) in Losung ver-
gleicht sich sehr gut mit der Kristallstrukturanalyse (PDB
1E9W),P! was unsere Vorgehensweise bestitigt. In allen De-
rivaten nehmen der Chinaldinsiure-Makrocyclus (Ring B)
und der Dehydroalanin-Terminus nahezu gleiche Konforma-
tionen ein. Die Termini konnten fiir 3 und 4 nicht vollstidndig
verglichen werden, die jeweils vorhandenen Teile waren aber
nahezu gleich. Wesentliche Strukturunterschiede treten in der
Konformation des Rings A auf, der die Thiazolinringe um-
fasst, und dort insbesondere in den Resten 7-10. Deren Ori-
entierung weicht fiir die oxidierte Verbindung 3 und beson-
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Abbildung 1. Oben: Zugeordnete Uberlagerung von "H,"’ N-HSQC-
Spektren fiir 1 (griin), 3 (rot), 4 (blau) und 5 (orange) bei natiirlicher
Isotopenhiufigkeit. Unten: Strukturbiindel der 20 energieminimierten
NMR-Strukturen der Verbindungen 1 (PDB 2L2W), 3 (2L2X), 4 (2L2Y)
und 5 (2L2Z), iiberlagert mit der bereits bekannten Réntgenkristall-
struktur von Thiostrepton (schwarz, 1E9W).

Tabelle 1: Wichtige Daten zu Strukturbestimmung und Docking-Studien.

NOEs® RMSDE RSA  Bewertung®  Bewertung!’
1 231 (38) 0.43/0.42/0.42 0.77 —8.41/4 —8.35/14
3 167 (8) 043/0.42/043 1.09  —854/23  —8.54/23
4 170 (13) 0.43/0.43/0.44 183  —830/6 —7.92/34
5 220 (29) 0.45/0.42/0.44 1.02 —9.15/2 —8.71/20

[a] Gesamtzahl von NOE-Abstandsparametern, unklare NOEs in Klam-
mern. [b] Quadratisch gemittelte Abweichung in A. [c] Biindel/nur
Ring A/nur Ring B. [d] Durchschnittliche RMSD in A der Schweratome
im Bereich des Rings A (Reste 6-11) verglichen mit den Roéntgenstruk-
turdaten bei gleicher Ausrichtung der identischen Ringe B. [e] Beste
AUTODOCK-Bewertungen/Anzahl der Bindevorschlige. [f] Bewertun-
gen/Anzahl der Bindevorschlige im gréfiten Biindel.

ders fiir das Epimer 4 deutlich ab (Abbildung 1, unten).
Dabei werden der Ring C (Dcy, Cys, Bb9) und die Dihydro-
xyisoleucin-Seitenkette (Ts9-10) um bis zu 2.5-2.9 A versetzt.

Die Oxidation des Rings C fiihrt zu einer planaren Sub-
struktur, bewirkt aber nur eine leichte Verschiebung des an-
grenzenden Ts9-10. Ubereinstimmend damit beobachteten
wir eine leichte Verdnderung der chemischen Verschiebung
des Amids von Ts9-10. Die Umkehr der Konfiguration im
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Epimer 4 fiihrt zu wesentlich groeren Strukturdnderungen,
die einen merklichen Versatz des Rings C auslosen und sich in
starker verschobenen Amidsignalen der benachbarten Reste
Dbu-8 und Ts9-10 manifestieren. Dariiber hinaus rotiert Thz-
11 um 22°. Auch diese Verdnderung spiegelt sich in der che-
mischen Verschiebung der benachbarten Reste Ts9-10 und
Thr-12 wider. Fiir das Derivat 5 wurden &dhnliche Abwei-
chungen nur im Bereich des Piperidins (Reste 5 und 14) und
des angrenzenden Thiazols (Rest 15) beobachtet, was besti-
tigt, dass die Struktur des Kerns nicht stark beeinflusst wird,
die Orientierung des Dehydroalanin-Terminus dagegen
schon.

Deuteriumaustauschgeschwindigkeiten sowie die Tem-
peraturabhingigkeit der chemischen Verschiebungen der
Amide zeigten, dass die internen Wasserstoffbriicken® der
Riickgrat-Amide von Ser-5, Thr-7 und Ts9-10 auch in Losung
erhalten bleiben sollten (siche die Hintergrundinformatio-
nen). Diese Reste liegen sehr nahe bei den Stickstoffatomen
der benachbarten Thiazol(in)ringe, was ihre starke Abschir-
mung gegen chemischen Austausch erkliren kénnte. Uber-
einstimmend mit fritheren Berichten!" stellten wir untypi-
sche Eigenschaften der Dehydroaminosduren fest, was
wahrscheinlich an ihrem Enamincharakter liegt.

Die Struktur des Dehydroalanin-Terminus konnte lokal
durch NMR-Spektroskopie nicht gut definiert werden.
Darum wurde seine Flexibilitdt in quantenmechanischen
Gasphasenrechnungen (HF/6-31G*) der Torsionspotentiale
eines verkiirzten Analogons abgeschitzt (siche die Hinter-
grundinformationen).”” Im Verlauf von Drehungen um 360°
traten sieben Minima auf, die alle innerhalb eines Bereichs
von 5 kcalmol ! lagen. Die Umwandlungsbarrieren betrugen
niemals iiber 7-8 kcalmol ™', sodass die Termini recht flexibel
sein sollten. Gasphasenrechnungen unterschitzen die in
kondensierter Phase auftretenden Energien nur selten, da
stabilisierende Losungsmittel und Bindungspartner fehlen.
Demzufolge kann sicher angenommen werden, dass der
Molekiil-Terminus in Losung ein ausgedehntes Volumen
einnimmt®! und seine Konformation bei der Zielstruktur-
bindung anpasst./*!

Daraufhin wurden Docking-Studien mit AUTODOCK
durchgefiihrt.”!! NMR-Strukturensembles decken typischer-
weise einen maf3geblichen Bereich des energetisch zugéngli-
chen Konformationsraums ab, auch wenn sie die wirklich er-
reichbaren Fluktuationen moglicherweise unterschitzen.?
Daher setzten wir jede einzelne Struktur aus den NMR-
spektroskopisch ermittelten Biindeln von 1 und seinen oxi-
dierten (3), epimerisierten (4) und reduzierten Derivaten (5)
fiir Docking-Experimente an der grofen ribosomalen Un-
tereinheit ein, die einer Strukturanalyse mit gebundenem
Thiostrepton entnommen wurde (PDB 3CF5).”! Mit den
Kiristallstrukturkoordinaten des Proteins L11 und der 23S-
RNA wurde die Bindeumgebung definiert. Nutzten wir diese
Daten fiir ein vollstindig starres Docking, so erhielten wir
durchweg unerwartete Bindevorschlidge, bei denen der De-
hydroalanin-Terminus tief in die Spalte zwischen L11 und 23S
eingeschoben war. Solch eine Bindegeometrie wird weder
von den bekannten Strukturdaten noch von unserer PICC-
Studie gestiitzt, in der die Lage des Dehydroalanin-Termi-
nus biochemisch bestimmt worden war.
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In einem verfeinerten, teilrelaxierten Ansatz wurden
dann alle Seitenketten des Liganden sowie der komplette
Terminus als flexibel angenommen.?! Fiir alle vier Struktu-
ren konnten wir so Bindemodi mit den jeweils besten Do-
cking-Bewertungen (,,Scores*) finden, die der Bindungsart in
der Kristallstruktur dhnelten (Abbildung 2, oben). Diese Er-

Abbildung 2. Docking von 1 (griin), 3 (rot), 4 (blau) und 5 (helloran-
ge) an das Protein L11 (grau, nur Riickgratspur gezeigt) und die 23S-
rRNA (dunkelgriin). Die Van-der-Waals-Oberfliche wurde grau schat-
tiert, das wichtige Nucleotid A1067 hervorgehoben (rot). Oben: Binde-
vorschldge mit den besten Docking-Prognosen. Unten: Reprasentative
Bindevorschlige aus den gréfiten Biindeln. Man beachte den sehr hiu-
figen umgekehrten Bindevorschlag fiir 4.

gebnisse zeigen, dass die Flexibilitit der Seitenketten und des
Terminus fiir die korrekte Bindung an die Zielstruktur
wichtig sind. Als wir dafiir allerdings eine Bewertungsfunk-
tion einsetzten, die speziell an RNA-Zielstrukturen angepasst
ist,” erhielten wir wesentlich schlechtere Vorhersagen. Dies
weist darauf hin, dass, obwohl die Bindeumgebung von RNA
bestimmt wird,'®! die Bindestelle ihrem Charakter nach eher
einem unpolaren Proteinrezeptor als isolierter RNA &hnelt.
In der Tat treten nur Oberflichenkontakte zwischen Basen
und Ligand auf, aber keine Wechselwirkungen zwischen La-
dungen.

FEine statistische Auswertung der Bewertungen ergab fiir
1, 3 und 5 konsistent Kristallstruktur-dhnliche Geometrien
(Abbildung 2, unten), die dhnliche Wechselwirkungen mit der
Bindestelle aufwiesen (siehe die Hintergrundinformationen).
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In dieser Analyse bildeten die OH-Gruppen der Seitenketten
von Thr-7 und Ts9-10 drei Wasserstoffbriicken zu A1067, und
Bb9-6 ist in eine Stapelwechselwirkung mit A1095 einge-
bunden. Die Termini von 3 und § bilden zusitzlich Wasser-
stoffbriicken mit dem Proteinriickgrat. Dagegen fehlten diese
Charakteristika fiir das Epimer 4 weitestgehend. Dariiber
hinaus fanden wir immer wieder den unwahrscheinlichen!®!
Spaltenbindemodus iiber den Terminus. Insgesamt weisen
diese Daten sowie die schwichere Bewertung der bioche-
misch gestiitzten ,,besten” Losung deutlich darauf hin, dass
das Epimer 4 sich weniger gut fiir die Zielstrukturbindung
eignet.

Unsere Docking-Studien schitzten die reduzierte Form 5
als stdrksten Binder ein und platzierten Thiostrepton (1)
sowie seine oxidierte Form 3 mit vergleichbaren Eigenschaf-
ten zwischen 5 und 4 (Tabelle 1). Dieser vorhergesagte Trend
wurde durch eine biochemische Messung bestitigt.”! Ligan-
denaffinitdten wurden mit einem auf Fluoreszenzpolarisation
aufgebauten Assay bestimmt.**¢) Um funktionelle Inhibi-
tionskonstanten der bakteriellen Translation zu ermitteln,
setzten wir einen gekoppelten In-vitro-Transkriptions-Trans-
lations-Assay ein. Wir nutzten dabei ein GFP-Reportergen-
Konstrukt, um mit T7-Polymerase mRNA in situ zu erzeugen,
die durch Zell-Lysat aus E.-coli-Zellen direkt in detektier-
bares griin fluoreszierendes Protein (GFP) umgesetzt
wurde.”® Temperatur und zeitliche Abstimmung der gekop-
pelten Reaktionen wurden dabei auf ein stabil reproduzier-
bares Signals hin optimiert (siche die Hintergrundinforma-
tionen).

Thiostrepton (1), sein verkiirztes Derivat 2 und die oxi-
dierte Form 3 wiesen vergleichbare Aktivitdten auf. Fiir das
Epimer wurde eine deutlich verringerte Affinitdt gefunden
(20- bis 25-fach), die auch an den wesentlich kleineren
Hemmhofen auf behandelten Agarplatten erkennbar war
(siche die Hintergrundinformationen). Uberraschenderweise
zeigt 4 im Translationsinhibierungstest eine mit 1 vergleich-
bare Inhibitionskonstante. HPLC-Experimente ergaben dann
aber, dass in Anwesenheit von translationsfahigem Zell-Lysat
iiber den Zeitraum des Experiments aus 4 das stabilere D-
Epimer! 1 zuriickgebildet wurde. Wie durch die Docking-
Studien vorhergesagt, zeigte S eine deutlich erhohte Affinitét
zur isolierten Zielstruktur — vergleichbar mit dem hochakti-
ven Nosiheptid.*J Die monocyclischen Thiopeptide Micro-
coccin und Thiotipin hatten dagegen eine 10- bis 1000-fach
(Thiotipin) geringere Affinitdt. Die Translationsinhibierung
folgte qualitativ den Bindedaten.””? Interessanterweise
wurde durch Spalten des Rings B in 1 zum einfachen Ma-
krocyclus!™ eine noch deutlich weniger aktive Verbindung
erhalten (7). Dieser Befund weist erneut darauf hin, dass das
sonst recht dhnliche Micrococcin einen von 1 unterschiedli-
chen Bindemodus aufweist.[*%)

In der gesamten Klasse der Thiopeptide tritt der Dihy-
droxyisoleucin-Rest (Ts9-10) nur in Thiostrepton (1) auf.l"
Die Docking-Analysen legten nahe, dass Ts9-10 Wasser-
stoffbriicken zur Ribose von A1067 bilden koénnte. Das De-
rivat 6 mit einer acylierten sekundiren OH-Gruppe an
diesem Rest hatte tatsdchlich eine zehnfach reduzierte Affi-
nitidt fir die Zielstruktur und eine zweifach verringerte
Wirksamkeit in der Translationsinhibierung. Dies zeigt, dass
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die OH-Gruppen der Seitenketten an Ts9-10 die Wirkung von
1 fordern, sehr wahrscheinlich wegen ihrer wasserstoffbrii-
ckenbildenden Eigenschaften.

Im L-Cystein-Epimer 4 ist der Abstand zwischen A- und
B-Ring verkleinert, was zu einer mit der Zielstruktur weniger
gut komplementdren Form fiihrt. Dadurch leiden die pass-
genaue Insertion des Dehydrobutyrinrests (Dbu-8) zwischen
RNA und dem Protein L11 sowie die optimale Platzierung
von Ts9-10 an A1067. Bemerkenswert ist, wie gut die expe-
rimentellen Daten von der integrierten NMR-Docking-
Studie qualitativ beschrieben wurden (Tabelle 2), besonders,

Tabelle 2: Bestimmung der biologischen Aktivitit.

Verbindung Ko(L11/RNA) [nm]™ ICso [m]®!
1(TS) 0.26 +0.06 0.69+0.03
2 (TS-1) 0.25+0.06 0.80+£0.18
3 (ox-TS-1) 0.30+0.14 0.88 +0.06
4 (epi-TS-1) 74114 (0.6340.08)™
5 (red-TS) 0.14£0.07 -
Nosiheptid 0.1440.08 -
Micrococcin 23+£1.2 1.69+0.12
Thiotipin 240413 7.02+1

7 (Ring B offen) 882169 8.01+2.8
6 (Ac-TS) 2.4+0.28 1.67+£0.42

[a] Scheinbare Affinitit an den rekonstituierten minimalen L11-rRNA-
Zielkomplex (T. thermophilus). [b] ICs, fiir die Translationsinhibierung
aus einem gekoppelten Transkriptions-Translationsreporter-Assay in
vitro. [c] Redquilibriert zu 2 wihrend des Experiments (siehe Text).
[d] Verdeckt durch Autofluoreszenz des Liganden. Fiir Details siehe die
Hintergrundinformationen.

wenn man die recht geringe Auflosung der Rontgenkristall-
struktur des Zielkomplexes bedenkt (3-4 A). Dies weist stark
darauf hin, dass die Inhibitorstrukturen bei der Bindung an
den Komplex keiner groeren Konformationsdnderung un-
terliegen sollten. Thiopeptidinhibitoren konnten sich also
entwickelt haben, um dieses Erkennungsmotiv abzubilden,
etwa um die Domine V des Elongationsfaktors EF-G in
einem seiner Stadien wihrend des Ubergangs vom PRE- in
den POST-Zustand nachzuahmen.F3!!

Zusammenfassend konnten durch integrierte Semisyn-
these, NMR-spektroskopische Strukturbestimmung in
Losung, computergestiitzte Docking-Studien und biologische
Evaluierung wesentliche konformative und strukturelle Pa-
rameter gefunden werden, die am Ansteuern der ribosomalen
GAR durch Thiostrepton beteiligt sind.™®! Diese ternire
Ligand-RNA-Protein-Wechselwirkung scheint von der
Ligandenform und RNA-Erkennung bestimmt zu werden,*!
toleriert jedoch Strukturvariationen in einem gewissen Maf.
Die NMR-Analyse der Strukturen von Thiostrepton (1) und
den Derivaten 2-5 zeigte auch, dass das Molekiilgeriist von 1
nicht perfekt geeignet sein mag, um die Pharmakophorregion
dieser hochkomplexen RNA-Protein-Zielstruktur anzusteu-
ern. Dieser leichte ,,Formfehler wird anscheinend durch die
Dihydroxyisoleucin-Seitenkette — ausgeglichen. Insgesamt
zeigen die vorgestellten Daten strukturelle Rahmenbedin-
gungen auf, innerhalb derer eine Verbesserung des pharma-
kologischen Profils dieser Verbindungen oder ihrer Analoga
moglich sein wird.
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