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Komplizierte Naturstoffe haben ihre Strukturen und Eigen-
schaften im Laufe von Millionen von Jahren entwickelt und
zeigen haufig spezifische biologische Wirkmechanismen, die
oft auf ihre vororganisierten dreidimensionalen Geriiste ein-
hergehend mit einer perfekten Komplementierung der Ziel-
protein-Bindungstaschen zuriickzufiihren sind."! Eine kiirz-
lich veroffentliche Studie iiber die Proteinbindungseigen-
schaften verschiedener Naturstoffe und synthetischer Ver-
bindungen kam zu dem Ergebnis, dass die Proteinbindungs-
selektivitdt mit der Kompliziertheit der dreidimensionalen
Form (definiert als relativer Anteil der sp*>-Kohlenstoffzen-
tren) und der stereochemischen Kompliziertheit (definiert als
relativer Anteil der stereogenen Kohlenstoffzentren) korre-
liert.”! Oktaedrische Metallkomplexe bieten hierbei mogli-
cherweise eine interessante Alternative zum Aufbau globaler
und starrer Strukturen. Durch die Orientierung mal3ge-
schneiderter Liganden um das zentrale Metallstereozentrum
wird die konformative Flexibilitdt des Gertists eingeschrankt
und der Aufbau neuartiger raumlicher Geometrien mit zum
Teil naturstoffahnlicher Komplexitét erreicht. Die dabei er-
reichbaren, auffallend hohen Selektivititen beziiglich des
Zielproteins konnten von uns bereits in vorherigen Arbeiten
gezeigt werden.l

Ein wichtiger Aspekt beziiglich des Designs solcher Ver-
bindungen, der bisher nicht ausdriicklich angesprochen
wurde, ist der erforderliche hohe raumliche Platzbedarf eines
oktaedrischen Stereozentrums. Dieser Raumanspruch er-
schwert die Designanforderungen, da das Metallzentrum an
einer ganz bestimmten Position innerhalb der aktiven Tasche
positioniert werden muss, um seine gewiinschte Struktur-
funktion maximal erfiillen zu koénnen. Befindet es sich bei-
spielsweise zu tief innerhalb der Proteintasche oder zu nahe
am Proteinriickgrat, so ist nicht ausreichend Platz verfiigbar,
um die Liganden oktaedrisch um das Metallatom anzuord-
nen. Ragt es hingegen zu weit aus der Proteintasche Richtung
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Wasser heraus, so kann es keine entscheidende Rolle fiir die
Bindungsaffinitdt und Selektivitdt spielen. Ein eindeutiger
Hinweis auf eine vorteilhafte Positionierung des Metallzen-
trums innerhalb der Proteinbindungstasche ist der starke
Einfluss der Koordinationssphéare auf Bindungsaffinitdat und
Selektivitat. Tatsdchlich haben wir in der Vergangenheit eine
solche bevorzugte Position des Metallatoms innerhalb der
ATP-Bindungstasche von Proteinkinasen durch Verwendung
von Metallo-Pyridocarbazolen identifiziert.®” Auf diesem
vom Naturstoff Staurosporin abgeleiteten Design beruht z. B.
der oktaedrische Organorutheniumkomplex A-FL172, ein
selektiver Inhibitor der p2l-aktivierten Kinase1 (PAKI;
Abbildung 1).®¥! Wir konnten zeigen, dass in diesem Design
der zweizdhnige Pyridocarbazolligand die Adeninbindungs-
tasche besetzt und durch die Wechselwirkung mit der so ge-
nannten Scharnierregion das Rutheniumzentrum in eine
vorteilhafte Position innerhalb der Ribosetasche positioniert,
sodass der zusitzliche CO-, Chlorid- und zweizéhnige Imi-
nopyridinligand weitere wichtige Bindungen mit anderen
Bereichen der aktiven Tasche bilden und auf diese Weise
einen wichtigen Beitrag zur Affinitdt und Selektivitit leis-
ten.[*]
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Abbildung 1. Vergleich zweier Strategien zum Design metallhaltiger
Inhibitoren der Proteinkinase PAK1.

Zum Erlangen eines besseren Einblicks in das Design von
metallbasierten Enzyminhibitoren stellten wir uns nun die
Frage, ob dieses Metallo-Pyridocarbazoldesign einzigartig ist
oder ob das Metallzentrum vielleicht auch in anderen Re-
gionen der aktiven Tasche mit dhnlichem oder vielleicht sogar
besserem Ergebnis positioniert sein konnte. Um diese Frage
zu beantworten, haben wir neulich mit der Entwicklung
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neuartiger Inhibitorgeriiste”” begonnen und entdeckten dabei
den einfach zu synthetisierenden Rutheniumkomplex (R)-1,
der das Metallatom an einer wohldefinierten Stelle innerhalb
der ATP-Bindungstasche positioniert, einen komplett ande-
ren Satz von koordinierenden Liganden verwendet, aber
gleichzeitig eine hohere Affinitét fiir PAK1 als der deutlich
kompliziertere Pyridocarbazolkomplex A-FL172 aufweist.
Der Rutheniumkomplex 1 basiert auf einem einfachem
Pyridylphthalimidgeriist, das in wenigen Stufen synthetisiert
werden kann (Schema 1). Eine Suzuki-Kreuzkupplung des
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Schema 1. Synthese des Pyridylphthalimidkomplexes 1. TBS =
tert-Butyldimethylsilyl.

Bromphthalimids 2 mit 2-Pyridyltrimethylstannan lieferte das
Pyridylphthalimid 3 (49 %), das anschlieBend durch Umset-
zung mit [Ru(C¢H;,S;)(MeCN);](CF;SOs5), unter basischen
Bedingungen, gefolgt von der Reaktion mit NaSCN, in den
racemischen Komplex 1 tberfiihrt wurde (38% iiber zwei
Stufen). Eine in Abbildung 2 gezeigte Molekiilstruktur des N-
benzylierten Derivats von 1 im Kristall bestétigt die Bildung
einer C-Ru-Bindung. Diese Cyclometallierung reduziert die
Zahl der zur Metallchelatbildung benotigten Heteroatome
und ist daher essenziell fiir ein einfach zu synthetisierendes
Strukturdesign.

Der racemische Komplex 1 zeigt einen ICs,-Wert von
(83+20)nm (1 um ATP) gegeniiber PAK1 (Abbildung 3),
was einer leichten Verbesserung gegeniiber dem Wert fiir A-

Abbildung 2. ORTEP-Abbildung des N-benzylierten Derivats von Kom-
plex 1. Fehlgeordnete Lésungsmittelmolekiile und eine fehlgeordnete
Position von S101 sind nicht gezeigt. Die thermischen Ellipsoide
geben eine Aufenthaltswahrscheinlichkeit von 50% an. Ausgewihlte
Bindungslingen [A]: C15-Ru1=2.033(4), N1-Rul=2.098(3), N100-
Rul=2.084(3), ST-Rul =2.2770(9), S2-Rul =2.3972(9), S3-
Rul=2.2923(9).

www.angewandte.de

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

6 Ligand 4: IC,, > 100 pu
® 1(L=NCS) ICqy=(0.083 £ 0.02) u H
O 5(L=SeCN): ICy = (0.63 + 0.06) O N0
& 8(L=NCO): ICqy = (157 £ 2) jws
vV T(L=CO) ICgy = (12.7 +2)
1 D
100 - @ ° o (N
b 4
80
‘ ]
604
Aktivitat/% |
40
204
1,57
04
T T

10°  10® 107 10® 10° 10°
¢/ molL'—
Abbildung 3. 1Csy-Kurven des Liganden 4, des Komplexes 1 und einiger
Derivate 5-7 mit PAK1. Die ATP-Konzentration lag bei 1 um.

FL172 (IC5 =130 nm, 1 um ATP)™ entspricht. Interessanter-
weise hat der metallfreie Pyridylphthalimidligand keinerlei
Affinitat fir PAK1 (ICs, > 100 pm), was die Wichtigkeit der
gesamten Koordinationssphire fiir die Bindung an die Pro-
teinkinase verdeutlicht.

PAK1 hat eine sehr weit gedffnete ATP-Bindungstasche,
was vermutlich die Schwierigkeiten bei der Entwicklung von
Inhibitoren fiir diese Kinase erklirt.**!°! Eine Cokristall-
struktur des R-Enantiomers von 1 in der ATP-Bindungsta-
sche von PAK1 (Aminosduren 249-545 mit Mutation
Lys299Arg)"! bei einer Auflosung von 2.0 A verdeutlicht den
Bindungsmodus (Abbildungen 4 und 5). Die Darstellung der
Van-der-Waals-Oberfliachen in Abbildung 4 zeigt die kom-
plementire Ausfiillung der Bindungstasche durch (R)-1 unter
gleichzeitiger Bildung von Wasserstoffbriicken zwischen dem

Abbildung 4. Cokristallstruktur von PAKT (Aminosiuren 249-545 mit

Mutation Lys299Arg) mit (R)-1 bei einer Auflésung von 2.0 A. Gezeigt
sind die Van-der-Waals-Oberflichen. Die Koordinaten der Struktur sind
in der Proteindatenbank hinterlegt (PDB-ID: 4DAW).
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Abbildung 5. Gebildete Wasserstoffbriicken von (R)-1 innerhalb der
ATP-Bindungstasche der Proteinkinase PAK1.

Phthalimidrest und der Scharnierregion (Glu345 und Leu347)
sowie einem Wasser-vermittelten Kontakt zu Thr406 (Abbil-
dung 5). Die Uberlagerung dieser Struktur mit der kiirzlich
gelosten Cokristallstruktur von A-FL172 und PAK1™ zeigt
Unterschiede in den Bindungsmodi (Abbildung 6). Obwohl

Abbildung 6. Relative Bindungsposition von (R)-1 und A-FL172 (PDB-
ID: 3FXZ) in der ATP-Bindungstasche der Proteinkinase PAK1. Uberla-
gert mit dem Programm PyMOL Molecular Graphics System, Version
1.3, Schrédinger, LLC.

es sich in beiden Fillen um ATP-kompetitive Inhibitoren
handelt, die jeweils die typischen Wasserstoffbriicken zwi-
schen Maleimid und der Scharnierregion der ATP-Bin-
dungstasche bilden, sind die Heterocyclen deutlich um etwa
30° gegeneinander verdreht, was die Flexibilitidt in der Di-
rektionalitdt von H-Briicken aufzeigt. Des Weiteren sind die
Metallzentren der beiden Inhibitoren 3.0 A voneinander
entfernt und die einzéhnigen Liganden in unterschiedlichen
Bereichen der aktiven Tasche angeordnet. Wéhrend der CO-
Ligand von A-FL172 in die Mitte der glycinreichen Schleife
(P-Schleife) zeigt, weist der NCS-Ligand Richtung Grenz-
flache zwischen der glycinreichen Schleife (Verbindungs-
strange 31 und f2) und der Methylengruppe Arg299 des f3-
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Faltblattstrangs 3 und besetzt auf diese Weise eine kleine
hydrophobe Tasche, wie aus Abbildung 4 ersichtlich ist. Die
Wichtigkeit des NCS-Liganden wird dadurch deutlich, dass
die Bindungsaffinitdt fiir dhnliche Komplexe mit SeCN-
(IC5,=(0.625 £ 0.06) um, 7.5fach schlechter), NCO- (ICsy=
(15.7 £2) pm, 193fach schlechter) oder CO-Liganden (ICs5)=
(12.7+2) um, 153fach schlechter) stark abnimmt (Abbil-
dung 3). Dieses Beispiel zeigt eindrucksvoll, wie eine Verin-
derung der Position des Metallzentrums innerhalb einer ak-
tiven Tasche — und sei es nur um gerade einmal 3.0 A — eine
komplett andere Koordinationssphire benotigt, um die Pro-
teintasche in vergleichbarer Weise auszufiillen.

Zusammenfassend verdeutlichen das hier vorgestellte
metallbasierte Enzyminhibitordesign und die kristallogra-
phische Analyse der Bindungsweise innerhalb der aktiven
Taschen die vielfiltigen Moglichkeiten von oktaedrischen
Metallkomplexen zur effizienten Ausfiillung von Enzymta-
schen. Trotz der Kiirze der Synthese (insgesamt sechs Stufen)
und Einfachheit der Struktur (nur zwei mogliche Stereoiso-
mere) hat der Phthalimidkomplex 1 eine hohere Bindungs-
affinitdt als der deutlich schwieriger zu synthetisierende
(>15 Stufen) und stereochemisch kompliziertere (20 Ste-
reoisomere) Komplex FL172. Der hier beschriebene Ruthe-
niumkomplex 1 gehort damit zu den potentesten ATP-kom-
petitiven Inhibitoren fiir die Proteinkinase PAK1™ und un-
terstreicht somit die Vorteile der Ausfiillung grof3er oder weit
geoffneter Enzymtaschen durch globulidre oktaedrische Me-
tallkomplexe.
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