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Klassische Ans�tze in der Wirkstoffentwicklung, wie die
reversible Inhibition von Zielproteinen mit kleinen inerten
Molek�len, eignen sich nur mit Einschr�nkungen f�r die
Manipulation einer Reihe von krankheitsrelevanten biologi-
schen Aktivit�ten. So gestaltet sich unter anderem die Ent-
wicklung von Ribonukleins�ure bindenden kleinen Molek�-
len und von Inhibitoren einer Protein-Protein-Wechselwir-
kung �ußerst schwierig. Auch die selektive Inhibition eines
bestimmten Mitgliedes einer großen Proteinfamilie kann sehr
kompliziert sein. Derartige Probleme initiierten die Suche
nach neuen Wirkstoffklassen. Eine Vorgehensweise beruht
dabei auf der Modifizierung von Liganden mit reaktiven
Gruppen, um eine kovalente Bindung des Zielproteins zu
ermçglichen. Potenzielle Vorteile dieser Strategie sind die
resultierende hohe Affinit�t des Liganden zum Zielprotein
und eine verl�ngerte Wirkdauer.[1] Bisher wurden die meisten
zugelassenen Medikamente, die �ber eine irreversible Bil-
dung kovalent verkn�pfter Addukte mit dem Zielprotein
wirken, zuf�llig entdeckt (z. B. Acetylsalicyls�ure, Penicillin
und Omeprazol). Die mçgliche Toxizit�t kovalent modifi-
zierter Proteine f�hrte jedoch zu Vorbehalten gegen�ber der
gezielten Einf�hrung von reaktiven Gruppen bei der Ent-
wicklung von Wirkstoffen.[2] Aufgrund der mçglichen Vor-
teile kovalent bindender Inhibitoren gegen�ber inerten wur-
de nach reaktiven Gruppen mit geringeren toxikologischen
Risiken gesucht.[1] In diesem Zusammenhang wird beispiels-
weise die Entwicklung von kovalent bindenden Inhibitoren
diskutiert, die reversibel an das Zielprotein binden.[2b] Diesem
Ansatz folgend haben Taunton und Mitarbeiter eine schnelle
und reversible Addition von Thiolen an elektronenarme
Olefine genutzt, um Liganden zu entwerfen, die den Rezeptor
unter physiologischen Bedingungen kovalent und reversibel
binden und somit die Risiken einer irreversiblen Proteinmo-
difizierung minimieren kçnnten.[3]

Kinasen sind f�r die Wirkstoffentwicklung wichtige Ziel-
proteine. Die selektive Inhibition einer bestimmten Kinase
ohne die Beeinflussung strukturell verwandter Kinasen kann
sich jedoch problematisch gestalten.[4] In einem klassischen
Ansatz zur Proteininhibition werden Liganden f�r die ver-
besserte Bildung nichtkovalenter Wechselwirkungen mit dem
aktiven Zentrum des Zielenzyms optimiert (Schema 1a).

Dar�ber hinaus kann der Ligand mit elektrophilen Gruppen
modifiziert werden, um die Reaktion mit nichtkonservierten
Cysteinresten in r�umlicher N�he des aktiven Zentrums zu
ermçglichen (Schema 1b). Diese kovalente und irreversible
Bindung des Inhibitors erhçht zum einen die Affinit�t zum
Zielprotein und kann zum anderen als sekund�rer Selektivi-
t�tsfilter fungieren.[5] Ein Nachteil von reaktiven Gruppen,
beispielsweise von Acrylamiden und Halogenacetamiden, ist
ihre mçgliche Toxizit�t, die durch ihre irreversible Reaktion
mit zellul�ren Nukleophilen, wie Glutathion und Proteinen
mit hyperaktiven Cysteinresten, hervorgerufen wird. Zu-
s�tzlich besteht die Gefahr, dass durch die resultierenden,
kovalent modifizierten Proteine eine Immunantwort ausge-
lçst wird (Schema 1b).[2a] Vorhersagen �ber die Auswirkun-
gen irreversibler Proteinmodifizierungen in vivo sind sehr
schwierig, wobei davon auszugehen ist, dass besonders die
Langzeitbehandlung chronischer Erkrankungen das hçchste
Risiko birgt. Die Wirkstoffentwicklung w�rde daher von
kovalenten Inhibitoren mit verminderter Tendenz zur Bil-
dung irreversibler Proteinmodifizierungen profitieren. Bis-
herige Strategien konzentrierten sich haupts�chlich auf die

Schema 1. Inhibitorische Strategien: a) reversible Inhibition mithilfe
inerter Binder, b) irreversible Inhibition �ber reaktive Liganden und
c) reversible und kovalente Inhibition mithilfe reaktiver Liganden.
d) Mechanismus f�r die Addition eines Thiols 2 an einen elektronenar-
men Michael-Akzeptor 1 sowie die entsprechende R�ck(Eliminie-
rungs)-Reaktion (R = aromatischer Ring, R’= O-Alkyl/NH-Alkyl).
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Verringerung der Reaktivit�t verwendeter elektrophiler
Reste, um so Nebenreaktionen zu minimieren. Inspiriert von
fr�heren Beispielen, die die prinzipielle Anwendbarkeit von
kovalent, aber dennoch reversibel bindenden Inhibitoren
belegen (Schema 1c),[2b, 6] verwenden Taunton und Mitarbei-
ter hochreaktive Elektrophile, die von einem Thiol reversibel
angegriffen werden kçnnen (Schema 1d).[3] Dabei wurden die
vorgestellten Kinaseinhibitoren so mit elektronenarmen
Olefinen modifiziert, dass eine Reaktion mit einer dem ak-
tiven Zentrum benachbarten nichtkonservierten Cysteinsei-
tenkette mçglich wird.

Basierend auf der fr�heren Beobachtung schneller und
reversibler Reaktionen von Thiolen mit 2-Cyanacrylaten bei
neutralem pH-Wert[7] wurden Olefine mit verschiedenen
elektronenziehenden Gruppen entworfen.[3] Bei der Umset-
zung von doppelt aktivierten Michael-Akzeptoren 1 mit
Thiolen wurde tats�chlich ein sich schnell einstellendes
Gleichgewicht zwischen Addition und Eliminierung beob-
achtet (Schema 1d). Die Autoren argumentieren, dass die
elektronenziehenden Substituenten sowohl die Elektrophilie
des b-Kohlenstoffatoms in der Ausgangsverbindung 1 als
auch die Stabilit�t des resultierenden Carbanions 3 erhçhen
und somit eine Beschleunigung der Additionsreaktion be-
wirken. Außerdem fçrdern die elektronenziehenden Grup-
pen in Produkt 4 dessen Ca-H-Acidit�t und damit eine
schnelle R�ckreaktion (Eliminierung). Diese aktivierten
Michael-Akzeptoren wurden anschließend f�r die Modifi-
zierung von Pyrrolopyrimidinen verwendet, die von einem
bekannten irreversibel bindenden Inhibitor (FMK; Abbil-
dung 1a)[8] der p90-ribosomalen Protein-S6-Kinase (RSK)
abgeleitet wurden. Das aktive Zentrum der RSK wird von
einem Cysteinrest (Cys436) flankiert. Auf Grundlage der
prognostizierten Bindungsorientierung wurde der Pyrrolo-
pyrimidin-Baustein so mit dem doppelt aktivierten Michael-
Akzeptor modifiziert, dass sich die reaktive Gruppe in
r�umlicher N�he zu Cys436 befindet. Es wurden verschiedene
reversibel kovalent bindende Inhibitoren (RCI) synthetisiert
(unter anderem RCI14 und RCI16), die die erwartete inhi-
bitorische Wirkung auf die Kinase RSK2 zeigen. Eine Kris-
tallstruktur von RCI16 in Komplex mit der C-terminalen
Kinasedom�ne von RSK2 best�tigt den erwarteten Bin-

dungsmodus und die Bildung einer kovalenten Bindung zwi-
schen Cys436 und dem Elektrophil (Abbildung 1b).[3]

In weiteren Experimenten wurde die Reversibilit�t der
Bindungsbildung zwischen Inhibitor und Kinase genauer
untersucht.[3] Dabei konnte gezeigt werden, dass nach der
Bindung des Inhibitors sowohl die Entfaltung des Proteins als
auch dessen proteolytischer Abbau die R�ckreaktion und
damit die Eliminierung des Inhibitors unterst�tzen. Dies be-
legt die Bedeutung der intakten Proteinterti�rstruktur f�r die
Bildung einer kovalenten Bindung. Obwohl die Kinasedo-
m�ne eine Reihe von zug�nglichen Cysteinresten enth�lt,
reagieren die RCI-Derivate auch in mikromolaren Konzen-
trationen nur mit Cys436. Interessanterweise wird die inhi-
bitorische Wirkung der Verbindungen durch wasserlçsliche
Thiole, wie Glutathion, selbst bei millimolaren Konzentra-
tionen nicht gestçrt. Eine Mutation von Cys436 hebt dagegen
die Wirkung der RCI-Derivate auf. Diese Beobachtungen
belegen die Reversibilit�t der Reaktion und demonstrieren
die Wichtigkeit der Ligandbindung f�r eine schnelle und se-
lektive Addition des Thiols (Templateffekt). In-vitro-Assays
zeigten eine hohe Selektivit�t von RCI14 f�r die Inhibition
von RSK (in einem Test mit 442 Kinasen). Die inhibitorische
Wirkung �bertrifft dabei die des analogen irreversibel bin-
denden Inhibitors FMK (Abbildung 1a). In zellbasierten
Assays wurde die Wirkung von RCI14 auf die RAF-indu-
zierte Migration und Invasion von Epithelzellen untersucht,[3]

Prozesse, an denen auch RSK-Proteine beteiligt sind. Wie
erwartet und konsistent mit einer Inhibition von RSK, ver-
ringerte RCI14 dabei analog zu FMK die Zellmobilit�t. Die
reversible Bindung der RCI-Derivate an RSK-Proteine
konnte auch bei der Analyse von Zelllysaten beobachtet
werden. Daf�r wurden die Zellen vor der Analyse mit einem
fluoreszenzmarkierten Analogon von RCI14 behandelt.
RCI14 und FMK zeigten �hnliche zellul�re Aufenthaltsdau-
ern und waren bis etwa zwei Tage nach der Inkubation
nachweisbar.

Taunton und Mitarbeiter beschreiben die Verwendung
elektronenarmer Michael-Akzeptoren in reversiblen Addi-
tions-/Eliminierungsreaktionen mit Thiolen unter physiolo-
gischen Bedingungen.[3] Sie verwenden 2-Cyanacrylate oder
-acrylamide f�r die Umwandlung eines bekannten irreversi-
bel bindenden Kinaseinhibitors in einen reversibel kovalent
bindenden Inhibitor. Ein derartiger Ansatz kçnnte die Ent-
wicklung von reversibel bindenden Inhibitoren ermçglichen,
die von der erhçhten Affinit�t und Selektivit�t einer kova-
lenten Bindung nichtkonservierter Cysteinreste profitieren,
dabei aber die toxikologischen Risiken, die sonst mit einer
irreversiblen Proteinmodifizierung verbunden sind, umgehen.
Im Prinzip sollte diese Strategie f�r zahlreiche krankheitsre-
levante Zielproteine einsetzbar sein. So wurde beispielweise
abgesch�tzt, dass etwa 20% aller Kinasen f�r eine kovalente
Inhibition �ber Cysteinreste zug�nglich sind.[5] Im Hinblick
auf das Potenzial reversibel kovalent bindender Inhibitoren in
der Wirkstoffentwicklung wird es in Zukunft wichtig sein, die
Anwendbarkeit und Toxizit�t dieser Pharmakophore genauer
zu untersuchen.
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Abbildung 1. a) Irreversibel (FMK) und reversibel (RCI14, RCI16) kova-
lent bindende Inhibitoren f�r die C-terminale Kinasedom�ne von RSK2.
b) Kristallstruktur von RCI16, kovalent gebunden an RSK2 (Blick in das
aktive Zentrum der C-terminalen Kinasedom�ne von RSK2, PDB
4D9U).[3]
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