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Protein-Protein-Interaktionen (PPIs) sind f�r die meisten
biologischen Prozesse von großer Bedeutung, ihre gezielte
Manipulation erweist sich jedoch als schwierig, vor allem
wegen der relativ großen Oberfl�che und dem Fehlen tiefer
Taschen.[1] Große a-Helix-Mimetika konnten f�r gezielte
Manipulationen genutzt werden,[2–5] jedoch bleibt die Ent-
wicklung von wirkstoffartigen niedermolekularen Inhibitoren
von PPIs eine Herausforderung. Erste Erfolge wurden durch
virtuelles Screening,[6] einen fragmentbasierten Ansatz[7] und
das Targeting von Hot-Spots[8] erzielt, allerdings blieb die
„Trefferquote“ f�r Protein-Schnittstellen niedrig.[1c]

PPI-Komponenten mit einem vielversprechenden thera-
peutischen Potenzial sind E3-Ligasen. E3-Ligasen binden an
ihre Proteinsubstrate und ermçglichen so den Transfer von
Ubiquitin-Untereinheiten zur Markierung des Zielproteins
unter Zuhilfenahme von E2-Enzymen. Generell steuern E3-
Ligasen einen breiten Bereich biologischer Prozesse und sind
daher als Wirkstofftargets von großem Interesse.[9] Allerdings
konnten seit der Entdeckung der Nutline, der ersten nieder-
molekularen E3-Ligase-Inhibitoren,[10] nur einige wenige E3-
Ligasen gezielt kontrolliert werden.[11–13]

Das von-Hippel-Lindau-Protein (VHL) ist eine Unter-
einheit des (E3-Ligase)-Ubiquitin-Komplexes, der den pro-
lylhydroxylierten Transkriptionsfaktor HIF1a erkennt und
f�r den proteasomalen Abbau markiert (Abbildung 1).[14]

Unter hypoxischen Bedingungen kçnnen Prolylhydroxylasen
(PHDs) HIF1a jedoch nicht hydroxylieren, was wiederum zu
einer Akkumulation von HIF1a und zu einer Hochregulie-
rung der an der hypoxischen Antwort beteiligten Enzyme wie
GLUT1, VEGF und Erythropoietin f�hrt. Eine Stabilisierung
von HIF1a mithilfe von PHD-Inhibitoren[15] wird gegenw�r-

tig als Behandlung f�r chronische An�mie klinisch unter-
sucht.[16] Alternativ konnte durch eine Fusion von peptidi-
schen Inhibitoren an die Tat-Translokationsdom�ne gezeigt
werden, dass die Inhibition der VHL/HIF1a-Interaktion zu
einer Stabilisierung von HIF1a f�hrt.[17] Infolgedessen kann
eine Inhibition der PPI als alternative oder erg�nzende
Strategie zu PHD-Inhibitoren zur Behandlung von An�mie in
Betracht gezogen werden.

Erst k�rzlich haben wir eine Reihe von VHL-Liganden
beschrieben (z. B. 1; siehe Tabelle 1), die in der Lage sind, die
Bindung eines fluoreszierenden, von HIF1a abgeleiteten
Peptids an VHL kompetitiv zu inhibieren.[18] Die beschrie-
benen Inhibitoren setzen sich aus einem Hydroxyprolinrest,
der f�r die Bindung an VHL von entscheidender Bedeutung
ist,[19] und einem Isoxazolylacetamid-Fragment zusammen.
Letzteres wurde f�r die Interaktion mit einem speziellen
Wassermolek�l gew�hlt, das aufgrund des Wasserstoffbr�-
ckennetzwerks zwischen VHL und HIF1a zuvor als relevant
identifiziert wurde.[20] Allerdings binden diese Molek�le mit
limitierter Wirksamkeit, und es wurden zun�chst nur einige
wenige Analoga synthetisiert, wodurch eine zuverl�ssige
Aussage �ber Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SAR) er-
schwert wurde. Hier berichten wir �ber eine detaillierte SAR-
Studie von VHL-Liganden, einschließlich der Auffindung
verschiedener N-terminaler Fragmente mit einem alternati-
ven Bindungsmodus, wie durch Rçntgenkristallographie ge-
zeigt werden konnte. Eine Optimierung der C- und N-ter-
minalen Fragmente, sowie deren Kombination, lieferte un-
seren bisher st�rksten Liganden mit einem IC50-Wert im
submikromolaren Bereich.

W�hrend der Affinit�tsoptimierung der C-/N-terminalen
Fragmente versuchten wir, die Unterschiede der Liganden-
lçslichkeit durch das Testen der Bindungsaffinit�ten in einem
kompetitiven Fluoreszenzpolarisationsverfahren unter Ver-
wendung verschiedener DMSO-Konzentrationen (10%
DMSO sowie, physiologisch relevanter, 1 % DMSO) zu mi-

Abbildung 1. HIF1a ist unter normoxischen Bedingungen hydroxyliert
und wird durch VHL erkannt, worauf sich die Ubiquitinierung und der
Abbau durch das Proteasom anschließen.
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nimieren.[18] Generell wurden unter beiden Bedingungen
�hnliche Trends in der Affinit�t beobachtet. Interessanter-
weise fanden wir in F�llen, in denen die Lçslichkeit kein
Problem war, dass die Liganden in 1% DMSO einen niedri-
geren IC50-Wert hatten.

Nach der Auffindung von Verbindung 1[18] suchten wir
systematisch nach weiteren f�nfgliedrigen heteroaromati-
schen Substituenten (Tabelle 1). Tests verschiedener Oxazole
(1, 2, 3) und Thiazole (4, 5, 6, 7) ergaben, dass die urspr�ng-
liche Substitution an der 5-Position des heteroaromatischen
Substituenten und in para-Position des Arylrings optimal war.

Eine provisorische Molek�lmodellierung deutete an, dass
die Verwendung eines N-Methylpyrrols oder eines 4-Me-
thylazols zu einer Erhçhung der hydrophoben Wechselwir-
kung mit dem Pro99 des VHL f�hren kçnnte. W�hrend die N-
Methylpyrrole nur m�ßige Aktivit�ten zeigten, erwies sich
das 4-Methyloxazol 3 ann�hernd so aktiv wie Verbindung 1.
Das 4-Methythiazol 6 hingegen war bei einer DMSO-Kon-
zentration von 1% nicht nur potenter als 4, sondern auch
wirksamer als das Oxazol 1.

Mit Blick auf die offensichtliche H-Donierung des
Oxazol-C-H an die Carbonylfunktion des Pro99[18] versuchten
wir, die Wirksamkeit der Liganden durch Verwendung bes-
serer H-Br�cken-Donoren zu erhçhen. Das zun�chst unter-
suchte Imidazol 11 zeigte jedoch eine schw�chere Bindungs-
affinit�t. Die Pyrazole 12 und 13 zeigten moderate Affinit�-
ten, wenn auch schw�cher als 1. Informativ war der direkte
Vergleich des Pyrazols 15 mit dem Isoxazol 14, das nicht als
H-Br�cken-Donor fungieren kann, denn damit konnte
nachgewiesen werden, dass die Bildung einer Wasserstoff-
br�cke zu einer deutlichen Steigerung der Affinit�t f�hrt.

Parallel dazu haben wir versucht, das N-terminale Frag-
ment zu optimieren, wobei wir das p-Chlorbenzylamino-
Fragment von 16 (das sich durch seine geringe Grçße und
gute Verf�gbarkeit des Ausgangsmaterials auszeichnet) kon-
stant hielten. Zun�chst wurden Aryl- und Heteroarylacet-
amide untersucht, die jedoch schw�chere Affinit�ten zeigten
als das Isoxazol-Fragment. Dies galt auch f�r das Pyrazol 22
und die Imidazole 19 und 21, die wegen ihrer erhçhten H-
Br�cken-Akzeptorf�higkeiten eigentlich st�rker mit dem
Strukturwassermolek�l wechselwirken sollten.[21] Das Testen
andersartiger Fragmente erbrachte schließlich mehr Erfolg
(Tabelle 2), und die Aktivit�t des Chlorbenzamids 24 er-
reichte nahezu die des Isoxazolacetamids 16.

Um die Art der Bindung des Chlorbenzamid-Fragments
aufzukl�ren, wurde die Kristallstruktur von 24 mit dem
pVHL-ElonginB-ElonginC-Komplex (VCB) ermittelt (Ab-
bildung 2). Die Struktur belegt, dass sich zwar der Hydro-
xyprolinkern leicht umorientiert, viele der vorher genannten
Wechselwirkungen jedoch beibehalten werden.[18] So zeigen
sich Wasserstoffbr�cken von der Hydroxygruppe zu S111 und
H115 und von der Amidgruppe zum H110-R�ckgrat und zur
Y98-Seitenkette. Interessanterweise bindet hier das N-ter-
minale Fragment eindeutig in einer alternativen Weise an
VHL. W�hrend der Isoxazolrest mit dem zuvor identifizier-
ten Strukturwasser interagierte[20] und zu N67, R69 und H115
band, orientiert sich das Benzamid von der Wassertasche weg
und richtet sich an der Seitenkette von W88 aus.

Im n�chsten Schritt synthetisierten wir eine Reihe von
Benzamiden und fanden eine Vielzahl von Verbindungen mit
verbesserter Bindungsst�rke (Tabelle 3). Insbesondere das 3-
Amino-2-methylbenzamid 28, das m-Cyanobenzamid 33 und
das 2-Brom-4-chlorbenzamid 36 zeigten hçhere Affinit�ten

Tabelle 1: Optimierung des C-terminalen Fragments.

Verb. R (para) IC50 [mm][a]

(10% DMSO)
IC50 [mm][a]

(1% DMSO)

1 7.0�0.5 4.1�0.4[b]

2 11�1 n.b.

3 5.1�0.2 12.7�0.7

4 17�1 14.0�0.5

5 119�2 77�3

6 3.8�0.3 3.2�0.4

7 17.0�0.4 19�1

8 16.4�0.6 32�4

9 17.8�0.3 33�9

10 36�12 19�2

11 270�20 180�10

12 12.1�0.6 8.97�0.07

13 50�10 43�2

14 120�30 70�10

15 18�2 32�3

[a] IC50-Werte (mit Standardabweichung vom Mittelwert; SEM) wurden
durch Verdr�ngung des von HIF abgeleiteten fluoreszenten Peptides
FAM-DEALA-Hyp-YIPD aus dem VCB-Komplex (pVHL-ElonginB-Elon-
ginC-Komplex) bestimmt. n.b. = nicht bestimmt. [b] Literaturwert.[18]
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als das Isoxazolacetamid 16. Dar�ber hinaus konnte ein
großer Substituent in der meta-Position eingef�hrt werden,
ohne dass es zu einem Verlust an Affinit�t kam.

Nach der unabh�ngigen Optimierung der beiden �ußeren
Fragmente versuchten wir, die Affinit�t des gesamten Mole-
k�ls durch einen kombinatorischen Ansatz zu verbessern
(Tabelle 4). Dabei wurde in der Ethoxybenzamid-Klasse der
gleiche Trend wie beim urspr�nglichen Isoxazolylacetamid
beobachtet, wo die Affinit�t beim Austausch des C-termina-
len Aryl-Substituenten vom Chlor- (39) �ber den Oxazolyl-
(40) zum Methylthiazolyl-Substituenten (41) anstieg. In allen
anderen F�llen war das Oxazolyl-Derivat schlechter als das
Chlor- und das Methylthiazolyl-Derivat. In allen außer einem
Fall zeigte die Verbindung mit dem Methylthiazol-Fragment
die hçchste Affinit�t. Den besten Wert erzielte Verbindung
51, die VHL mit einem IC50 von 0.9 mm in 1% DMSO bindet.
Verbindung 51 ist bislang die einzige niedermolekulare Ver-
bindung, die die Interaktion zwischen VHL und dem HIF1a

-Peptid mit einem IC50 unter 1 mm inhibiert.
Abbildung 3 zeigt die Kristallstruktur des Liganden 51 im

Komplex mit VCB. Die optimierte Methylthiazolyl-Einheit
des C-terminalen Fragments bindet in �hnlicher Weise wie
das zuvor kristallisierte und beschriebene Oxazolyl-Fragment
1.[18] Die Methylgruppe ist dem Lçsungsmittel ausgesetzt,
sodass das grçßere und hydrophobere Aren-Schwefelatom
besser in die kleine hydrophobe Tasche unterhalb von P99
passt als der entsprechende Sauerstoff in 1. W�hrend sich der
Arylring des N-terminalen Fragments �hnlich orientiert wie
in 24, �berrascht jedoch die Ausrichtung des Anilins. Anstatt
mit dem Strukturwasser, das in der Tasche von N67, R69 und
H115 gebunden wird, zu interagieren (wie zuvor auch f�r das
Isoxazol-Fragment gezeigt), scheint das Anilin eine g�nzlich
neuartige wasservermittelte Wasserstoffbr�cke zum Q96 der
Seitenkette einzugehen.

Tabelle 2: Exploration diverser N-terminaler Fragmente und die Auffin-
dung des Benzamid-Fragments.

Verb. R IC50 [mm][a]

(10%DMSO)

16 38�3

17 330�10

18 >1000

19 >1000

20 280�40

21 >1000

22 372�7

23 300�50

24 52�2

[a] IC50-Werte (mit SEM) wurden durch Verdr�ngung von FAM-DEALA-
Hyp-YIPD aus dem VCB-Komplex bestimmt.

Abbildung 2. Kristallstruktur von VCB im Komplex mit 24. pVHL ist als
blassgr�ne Oberfl�che dargestellt. Der Ligand ist als graues Stabmo-
dell gezeigt, und pVHL-Reste, die die Bindungstasche bilden, sind als
gelbe Stabmodelle gezeigt.

Tabelle 3: Optimierung des N-terminalen Benzamid-Fragments.

Verb. R IC50 [mm][a]

(10%DMSO)

24 2-Cl 52�2
25 H 110�3
26 3,4-Dimethoxy 24�2
27 2-NH2 38�1
28 3-NH2,2-Me 10.4�0.8
29 4-NH2 29�3
30 4-Cl 70�10
31 3-F 38.5�0.5
32 3-Br 19.6�0.8
33 3-CN 8.9�0.1
34 3-OMe 26.3�0.4
35 3-OH 17�0.6
36 2-Br,4-Cl 15.5�0.4
37 3-Ph 33�4
38 Isonicotinamid 32�1

[a] IC50-Werte (mit SEM) wurden durch Verdr�ngung von FAM-DEALA-
Hyp-YIPD aus dem VCB-Komplex bestimmt.

.Angewandte
Zuschriften

11632 www.angewandte.de � 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2012, 124, 11630 –11634

http://www.angewandte.de


Zusammengefasst haben wir �ber ein struktur-
basiertes Design und die Synthese von neuartigen
VHL-Liganden berichtet und Struktur-Wirkungs-
Beziehungen aufgezeigt. Wir haben die beiden
Fragmente des Liganden optimiert und stießen dabei
auf die neue Klasse der N-terminalen Benzamid-
Fragmente. Die intermolekularen Wechselwirkun-
gen wurden durch Rçntgenkristallographie des
Protein-Ligand-Komplexes aufgekl�rt, wobei sich
sowohl ein neues Bindungsmuster als auch eine
neuartige wasservermittelte Wasserstoffbr�cke
zeigten. Als der wirksamste VHL-Ligand erwies sich
die Verbindung 51, der erste submikromolare nie-
dermolekulare Inhibitor der Wechselwirkung zwi-
schen VHL und einem von HIF1a abgeleiteten
Peptid. Zuk�nftige Studien werden vor allem das
Ziel haben, weitere VHL-Inhibitoren mit verbes-
serter Zellpermeabilit�t zu entwickeln.
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Abbildung 3. Kristallstruktur von VCB im Komplex mit 51. pVHL ist als
blassgr�ne Oberfl�che dargestellt. Der Ligand ist als orangefarbenes
Stabmodell gezeit, und pVHL, die die Bindungstasche bilden, sind als
gelbe Stabmodelle gezeigt.
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