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Die Zellmembran-stindigen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCRs) gehoren zu den wichtigsten therapeutischen Zielstrukturen.
Korpereigene Botenstoffe binden von auflen an die ,,orthosterische*
Haftstelle in der Tiefe der Bindungstasche oder am extrazelluliren N-
terminalen Ende des Rezeptorproteins. Korperfremde Modulatoren,
die ein anderes ,,allosterisches” Haftareal nutzen, ebnen den Weg zu
Rezeptorsubtypselektivitit. Allerdings ist Rezeptoraktivierung iiber
den orthosterischen Ort hdufig besser moglich. Jetzt zeigt sich, dass
orthosterisch/allosterische Hybridmolekiile Subtypselektivitit und
Rezeptoraktivierung vereinen konnen. Die ,, bitopischen“/, dualsteri-
schen* Modulatoren vermdogen auflerdem, den Rezeptor auf eine se-
lektive Anschaltung intrazellulirer Signalwege auszurichten. Dieses
Konzept bietet den Zugang zu GPCR-Modulatoren mit neuartigem
Rezeptorsubtyp- und Signalwegs-Selektivititsprofil und somit zu ne-

wirkenden Arzneistoffe (Chemothe-
rapeutika, Paul Ehrlichs ,,Zauberku-
geln“) begriindet. In den folgenden
Jahrzehnten wurden die Begriffe

benwirkungsdrmeren Wirkstoffen.
1. Einleitung

9 The structure of the M, receptor provides insights into both
orthosteric and allosteric regulation of muscarinic receptors. The
development of more selective drugs for muscarinic receptors will
probably require exploitation of the more diverse allosteric sur-
face, either as exclusively allosteric ligands or as ligands that
occupy both orthosteric and allosteric sites. “u

Haga et al.l!

Paul Ehrlich (1854-1915) und John N. Langley (1854—
1936) haben das Konzept der Rezeptoren und der iiber diese
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Agonisten, welche die Rezeptoren

vollstandig aktivieren, und partielle

Agonisten, welche die Rezeptoren nur
teilweise aktivieren konnen, gepriagt. Antagonisten binden an
den Rezeptor, haben selbst keine Wirkung und verhindern
die Aktivierung durch Agonisten. Inverse Agonisten heben
eine spontane, konstitutive Aktivitit eines Rezeptors auf.
Obgleich man die Ligand-Rezeptor-Interaktionen pharma-
kologisch durch Radioligandbindungsmessungen und viele
andere Versuchsansitze gut charakterisieren kann, sind bis
heute molekiilmechanisch bei weitem noch nicht alle Details
zum Zusammenhang von Struktur und Funktion aufgeklért.
Sicher ist jedoch, dass die Annahme, korperfremde Arznei-
stoffe zur Modulation der Rezeptorfunktion bédnden an die
»orthosterische* Haftstelle des korpereigenen Botenstoffes,
nicht grundsétzlich gilt.

In den letzten 100 Jahren hat man eine Vielzahl von Re-
zeptoren kennen gelernt; die grofite Gruppe bilden die so
genannten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs; G:
Guanylnukleotid-bindend), die in der Zellmembran veran-
kert sind und nach Agonistbindung durch Konformations-
anderung das extrazelluldre Signal in das Zellinnere kom-
munizieren. Dabei nutzen sie die heterotrimeren G-Proteine,
die unter Verbrauch von Guanosintriphosphat Effektorpro-
teine, z.B. Adenylylcyclase und Phospholipase C, steuern.
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Alternativ gibt es den Arrestinsignalweg oder auch die di-
rekte Aktivierung von Kinasen.”

Die GPCRs sind fiir die Therapie von Krankheiten von
uberragender Bedeutung, wie die Tatsache zeigt, dass 30—
50% der vermarkteten Arzneistoffe an GPCRs binden und
die Signaltransduktion beeinflussen. Derzeit kennt man ca.
1000 GPCRs, die in verschiedene Familien eingeteilt werden.
Dieser Kurzaufsatz konzentriert sich auf die groite Gruppe,
die Familie A mit etwa 700 Rezeptoren, darunter die so
wichtigen aminergen und cholinergen Rezeptoren.

2. GPCR-Struktur

Die GPCRs sind eine grof3e Familien von Proteinen aus
sieben transmembranidren Helices, die tiber drei extrazellu-
lare (EL-) und drei intrazelluldre (IL-)Schleifen (,,Loops®)
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miteinander verbunden sind. Vergraben in der helicalen
Domane liegt die Bindungsstelle fiir den endogenen Ligan-
den und fiir die an der gleichen Stelle bindenden Agonisten
und Antagonisten der Klasse-A-Familie.”! Die inzwischen
zahlreichen Rontgenkristallstrukturen dieser GPCR-Familie
(P1- und P2-adrenerge Rezeptoren,!! Adenosin A, Dop-
amin D, Histamin H,,’l Muscarin M, und M,!® sowie
Opioidrezeptoren’) zeigen allerdings auch, dass trotz der
groBen Ahnlichkeit der Gesamtstruktur und der orthosteri-
schen Bindungsstelle Agonisten, inverse Agonisten und
Antagonisten unterschiedliche Orientierungen in ihrer Bin-
dungsstelle einnehmen und verschiedene Konformationsin-
derungen der Rezeptoren hervorrufen.!%!!

Interessant ist, dass diese Familie iiber einen zusitzlichen
Bindungsort in Form einer langen EL2 von grofler struktu-
reller Diversitiat verfiigt. Einige Rezeptoren (z.B. B,-, Bi-,
Rhodopsin-, A, - und M,-Rezeptoren)'? bilden mit EL2 ein
Vestibtil, das von den orthosterischen Liganden passiert
werden muss und dabei fiir einen sehr kurzen Moment von
diesen auch besetzt wird.'"”! Dieser ,, Vorraum zur orthosteri-
schen Bindungsstelle“, kann den so genannten allosterischen
Liganden zur Bindung dienen. Als allosterische Liganden
bezeichnet man solche Substanzen, die ihren Bindungsort am
Rezeptorprotein auflerhalb der orthosterischen Bindungs-
stelle haben. Sie konnen korperfremde, aber auch koérper-
eigene (d.h. endogene) Liganden sowie eine Vielzahl von
Ionen, wie Natrium-, Calcium-, Magnesium- oder Zinkionen,
sein.'"l Die strukturelle Diversitit des extrazelluldren Vesti-
biils bietet die Moglichkeit zu einer bevorzugten, ,,selektiven*
Besetzung nur eines Rezeptors oder Rezeptorsubtyps.'2!
Das GluAspGlyGlu(EDGE)-Motiv im EL2 des M,-Ace-
tylcholinrezeptors spielt eine Rolle z.B. fiir die M,/Ms-Se-
lektivitit von Gallamin"*'% wie auch fiir Naphmethonium,'”
wihrend L'Y2033298 (Schema 1) entsprechende Regionen des
M.,-Acetylcholinrezeptors besetzt.'! Dabei darf natiirlich
nicht aus den Augen verloren werden, dass es im Prinzip bei
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Schema 1. Muscarinische allosterische Liganden, deren Bindungsstelle
insbesondere am Extrazellularen Loop 2 (EL2) ihre M,- und M, -Acetyl-
cholinrezeptorselektivitat erklart.

keinem Rezeptor eine definierte allosterische Bindungsstelle
gibt, denn der Terminus besagt ja nur, dass es sich dabei um
eine andere als die orthosterische Bindungsstelle handelt.
Dementsprechend kann ein Rezeptorprotein mehrere, gege-
benenfalls iiberlappende, allosterische Bindungsareale auf-
weisen; dariiber hinaus wird die Rezeptorbindungsstelle fiir
das G-Protein ebenfalls als allosterische Bindungsstelle be-
trachtet.

3. Ligandkategorien

Rezeptorliganden lassen sich nach ihrem Einfluss auf die
Rezeptorfunktion und ihrem Bindungsort — orthosterisch und
allosterisch — kategorisieren. Der Funktionszustand des Re-
zeptorproteins kann grundsitzlich von beiden Bindungs-
regionen aus moduliert werden. Wie bereits erwihnt, beset-
zen endogene Liganden sowie konventionelle Agonisten,
Antagonisten und inverse Agonisten typischerweise die or-
thosterische Bindungsstelle. Diese ist in der GPCR-Familie A
hoch konserviert (die Sequenzidentitéit der transmembrani-
ren Region wird auf 20-50% geschiitzt)') und noch deutlich
konservierter von Subtyp zu Subtyp eines Rezeptors. Dies
macht die Entwicklung von selektiven orthosterischen Ago-
nisten und Antagonisten sehr schwierig.

Proteine, wie Rezeptoren, lonenkandle und Enzyme,
konnen — wie in Abschnitt 2 erwdhnt — allerdings zusitzlich
iiber eine allosterische Bindungsstelle verfiigen,***" deren
physiologische Funktion hiufig ungeklart ist.”?) Im Falle des
Vestibiils von Klasse-A-GPCRs wird eine Rolle fiir das Ab-
streifen von Wassermolekiilen vom Transmittermolekiil vor
Eintritt in die orthosterische Bindungskavitit!"®! sowie eine
Kontrolle konformativer Umlagerungen, die zu Rezeptorak-
tivierung und G-Protein-Interaktionen fiihren, postuliert.!

Die Mitte des letzten Jahrhunderts entdeckten, sedativ
wirkenden Benzodiazepine sind die ersten bekannten thera-
peutisch eingesetzten allosterischen Rezeptormodulatoren;
sie potenzieren den Effekt der y-Aminobuttersdure (GABA),
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des endogenen Liganden des GABA ,-Rezeptors (eines Li-
gand-gesteuerten Ionenkanals aus fiinf Untereinheiten), in-
dem sie die Bindungsneigung von GABA erhohen.”?! Glei-
ches ist im Prinzip an GPCRs moglich.?*?!!

4. Allosterisch-orthosterische Interaktionen

Das arzneitherapeutisch interessante Charakteristikum
allosterisch/orthosterischer Rezeptorinteraktionen besteht in
der Moglichkeit der Bildung terndrer Komplexe (Abbil-
dung 1). Dabei ist die gegenseitige Beeinflussung eines allo-
sterisch/orthosterischen Ligandenpaars an einem gegebenen
Rezeptorprotein wechselseitig und gleichgerichtet: Man
spricht von Kooperativitdt. Wichtig ist weiterhin, dass ko-
operative Interaktionen ,sédttigbar® sind, dass also die wech-
selseitige Beeinflussung ein Maximum aufweist, dessen Lage
an einem gegebenen Rezeptor von der Art der Partner ab-
héngt (Abbildung 1a).
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Abbildung 1. Einfluss ternidrer Komplexe (bestehend aus Rezeptor mit
etwas Spontanaktivitit, allosterischem Modulator und orthosterischem
Partialagonisten) und von Kooperativitit innerhalb solcher Komplexe
auf a) die Bindungsaffinitit und b) die Rezeptoraktivierung durch den
orthosterischen Agonisten. c) Allosterische Liganden mit eigener (d.h.
in Abwesenheit eines orthosterischen Agonisten auftretender) agonisti-
scher Aktivitat oder invers agonistischer Aktivitit.
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Alloster und Orthoster konnen ihre Bindung demnach
gegenseitig fordern, hemmen oder neutral zueinander sein,
was positiver, negativer oder neutraler Kooperativitdt der
Rezeptorbindung entspricht (Abbildung 1a). Dariiber hinaus
besteht die Moglichkeit einer positiven, negativen oder neu-
tralen Kooperativitidt beziiglich der Rezeptoraktivierung
(Abbildung 1b).

Zu betonen ist, dass Richtung und Ausmaf} der Koope-
rativitit an einem gegebenen GPCR individuell fiir jedes Paar
aus orthosterischem und allosterischem Liganden verschie-
den sein konnen. So kann ein allosterischer inverser Agonist
(per se keine Rezeptoraktivierung) die Bindung eines or-
thosterischen inversen Agonisten (per se keine Rezeptorak-
tivierung) fordern, hingegen die Bindung eines orthosteri-
schen Agonisten (per se Rezeptoraktivierung) hemmen oder
dessen intrinsische Aktivitit zur Rezeptoraktivierung ab-
schalten, so z.B. gezeigt am M,-Rezeptor fiir die Akteure
Naphmethonium (allosterisch) versus Acetylcholin oder Pi-
locarpin (beide orthosterisch).'”! Diese Beobachtungen, die
auch an anderen Rezeptoren gemacht worden sind, verwun-
dern nicht, denn ein Rezeptor, der einen Alloster oder
Orthoster gebunden hat, kann als neuer Rezeptor betrachtet
werden, da sich seine Struktur und damit moglicherweise
auch die Signalweiterleitung verdndert hat.

Diese ,,Partnerabhingigkeit“ der Wirkung eines alloste-
rischen Liganden an einem gegebenen Rezeptorprotein ist zu
bedenken, wenn allosterische Modulatoren als negative al-
losterische Modulatoren (NAMs), positive allosterische Mo-
dulatoren (PAMs) oder ,,silent” (stille) allosterische Modu-
latoren (SAMs) klassifiziert werden. In diesen Fillen ist im-
mer darauf zu achten, welcher orthosterische Partner gemeint
ist.

Im vorliegenden Fall ist wichtig, dass allosterische Li-
ganden wesentlich selektiver an die gewiinschten Rezeptor-
subtypen binden als ihre orthosterischen Gegenstiicke, da das
allosterische Bindungsareal — wie bereits in Abschnitt 2 er-
ortert — zumeist in der Ndhe oder an den extrazelluldren
,,Loops“ lokalisiert und strukturell wenig konserviert ist.”!
Dies wird spiter am Beispiel muscarinischer Agonisten,
Modulatoren und bitopischer Agonisten noch im Detail er-
lautert werden (siehe Abschnitt 5.1).

4.1. Negative allosterische Modulation

Liganden, die die allosterische Bindungsstelle besetzen
und die Rezeptorfunktion hemmen (NAMs), verschieben die
Konzentrations-Wirkungs-Kurve z.B. des endogenen Ago-
nisten nach rechts (negative Bindungskooperativitit; Abbil-
dung 1a) und konnen gegebenenfalls auch die Effektivitit
des Agonisten senken (negative Aktivierungskooperativitit;
Abbildung 1b). Beide Effekte sind begrenzt (d.h. sittigbar)
und erreichen ihr Maximum, wenn die NAMs die Bindungs-
stelle vollstindig besetzt haben. Dies unterscheidet sie von
klassischen kompetitiven Antagonisten, die eine theoretisch
unbegrenzte, wesentlich grofere Rechtsverschiebung der
Agonisten-Dosis-Wirkungskurve hervorrufen konnen, weil
ihr antagonistischer Effekt nicht sattigbar ist.
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Man vermutet, dass NAMs entweder die Energiebarriere
fiir die Aktivierung des Rezeptors erhohen oder die inaktive
Konformation des Rezeptors stabilisieren, sodass die Affini-
tit der orthosterischen Liganden zum Rezeptor herabgesetzt
ist.12!

4.2. Positive allosterische Modulation

Liganden, die die allosterische Bindungsstelle besetzen
und die Gleichgewichtsbindung des gleichzeitig gebundenen
endogenen oder exogenen orthosterischen Liganden steigern
(PAMs; Abbildung 1a), erhohen entweder die Affinitit eines
orthosterischen Agonisten oder verringern die Aktivie-
rungsbarriere fiir das Umschalten von der inaktiven zur ak-
tiven Konformation des Rezeptors.’®! Wiederum ist das
AusmalB3 der Wirksamkeitssteigerung limitiert und erreicht
sein Maximum, wenn alle allosterischen Bindungsstellen be-
setzt sind. Wie Abbildung 2 zeigt, konnte damit eine unge-

Transmitterfreisetzung

-mangel

Rezeptoraktivierung

Agonist

PAM

Abbildung 2. Ansitze zur Kompensation neurodegenerativ verminder-

ter Transmitterfreisetzung. Oben: Pulsatile Transmitterfreisetzung un-

ter normalen Bedingungen (links) und krankhaft verminderter Freiset-

zung (rechts). Mitte: therapeutische Gabe eines orthosterischen Ago-

nisten — Addition der Effekte von Agonist und Transmitter. Unten: the-
rapeutische Gabe eines allosterischen Verstirkers — Erhaltung des phy-
siologischen Erregungsmusters.

niigende Rezeptoraktivierung wieder auf das Normalmaf,
d.h. die maximale Wirksamkeit, zuriickgefiithrt werden.
PAMs konnen also ihre Wirkung nur in Gegenwart des en-
dogenen Liganden (oder eines Orthosters) entfalten und
bieten damit ein groBes Sicherheitspotenzial in Bezug auf
Off-Target-Effekte, haben aber den Nachteil, dass in Abwe-
senheit des Neurotransmitters (z.B. bei fortgeschrittenen
neurodegenerativen Erkrankungen wie Mb. Alzheimer) eine
Wirkung ausbleibt.

4.3. Stille allosterische Modulation — allosterische Antagonisten
So genannte ,silent allosteric modulators“ (SAMs) bin-
den an die allosterische Bindungsstelle, bewirken aber kei-

nerlei Modulation einer AKktivitit eines orthosterischen
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Agonisten (neutrale Kooperativitidt der Bindung und Akti-
vierung). Da sie an die gleiche Bindungsstelle wie die PAMs,
NAMs und allosterischen Agonisten (siche Abschnitt 4.4)
binden und damit Konkurrenten um diese Bindungsstelle
sind, was in eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-
Wirkungs-Kurve dieser allosterischen Modulatoren miindet,
konnte man sie auch als allosterische Antagonisten bezeich-
nen. Aus dem Gesagten ergibt sich, dass es fiir SAMs keine
therapeutische Anwendung gibt, allerdings sind sie interes-
sante pharmakologische Experimentalwerkzeuge.”

4.4. Allosterische Agonisten

Eine Reihe von allosterischen Liganden, die ausschlieB3-
lich an der allosterischen Bindungsstelle binden, vermittelt
eine agonistische Aktivitdt in Abwesenheit des endogenen
Liganden oder anderer orthosterischer Agonisten (Abbil-
dung 1c¢). Diese Verbindungen bezeichnet man als allosteri-
sche Agonisten (oder ,,ago-allosterische Modulatoren).?’!
Fiir mehrere PAMs wurde berichtet, dass sie gleichzeitig auch
allosterische Agonisten sind, allerdings tritt die agonistische
Aktivitdt erst bei hoheren Konzentrationen zutage als die
PAM-AKktivitdt. Es ist davon auszugehen, dass die Zahl der
PAMs mit gleichzeitig allosterischen und agonistischen Ei-
genschaften hoher ist als bisher publiziert, da sie in den dazu
notwendigen Konzentrationen wegen fehlender Relevanz
nicht untersucht wurden.

4.5. Erste allosterische Modulatoren in der Klinik

Maraviroc (Celsentry; Schema 2) ist ein hochaffiner ne-
gativer allosterischer Modulator des HIV-gp120-Proteins am
CCRS5-Rezeptor (CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 5). Es ver-
hindert das ,,Andocken* des HI-Virus und somit seine Auf-
nahme in die humanen Wirtzellen. Die Interaktion der en-
dogenen Liganden MIP-1f sowie RANTES (,,regulated and
normal T cell expressed and secreted”; auch Chemokin-Li-
gand 5= CCL5 genannt) mit CCRS wird ebenso allosterisch
gehemmt. Die Wirkung ist auf HI-Viren beschriankt. Erwédhnt
sei auch das kiirzlich zugelassene Plerixafor (Mozobil; Sche-
ma 2), das ein allosterischer Antagonist am Chemokinrezep-

o
e hoN
F3C/©\/VN FjO/U\H
F

Cinacalcet

r}z/NN
XL

Maraviroc

HN/\L HN/\L
S AsUE;
HN H N H
LNH LNH
Plerixafor
Schema 2. Strukturen der drei allosterischen Modulatoren, die seit ei-

nigen Jahren auf dem Markt sind.
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tor CXCR4 ist und zur Freisetzung von Stammzellen in die
Blutbahn bei autologen Stammzelltransplantationen einge-
setzt wird.”®!

Cinacalcet (Mimpara; Schema 2) ist ein PAM von Ca?'-
Ionen am Calcium-sensitiven Rezeptor (CaSR). Die mit der
Bindung an die allosterische Bindungsstelle einhergehende
Konformationsidnderung fithrt zu einer Erhohung der Emp-
findlichkeit des Rezeptors fiir extrazelluldre Calciumionen
und damit zu einer verminderten Freisetzung des Knochen-
stoffwechselhormons Parathormon. Cinacalcet wird zur
Therapie des sekundiren Hyperparathyreoidismus, einer
Nebenschilddriisenerkrankung, eingesetzt.””]

Aufgrund dieser klinischen Erfolge verwundert es nicht,
dass das Konzept der allosterischen Modulation Eingang in
die akademische und industrielle Wirkstoffsuche gefunden
hat, so z.B. bei der Suche nach besseren Arzneistoffen zur
Therapie von Mb. Alzheimer oder Schizophrenie.™”!

5. Bitopische/dualsterische Liganden

Vor wenigen Jahren wurden dem Wirkstoffrepertoire Li-
ganden hinzugefiigt, die so entworfen waren, dass sie gleich-
zeitig an die orthosterischen und allosterischen GPCR-Bin-
dungsareale binden. Das Konzept leitet sich von dem ,,Mes-
sage-Address“(,,Botschaft-Adresse*)-Konzept von Schwyzer
ab, das bereits in den 1970er Jahren publiziert wurde.P!
Prinzipiell bestehen die Molekiile aus zwei Teilen: Der
,Botschaft“-Anteil ist z. B. fiir die Aktivierung des Rezeptors
zustindig, wihrend die ,,Adresse” den Liganden zum Re-
zeptor oder einem Subtyp eines Rezeptors lenkt. Beide Teile
sind durch ein Verbindungsstiick (,,Linker*) miteinander
verbunden. Besetzt die Botschaft das hoch konservierte or-
thosterische Areal und die Adresse die wenig konservierte
allosterische Bindungsstelle, spricht man von dualsterischen
Liganden. Wie wir in Abschnitt 5.2 sehen werden, ist dies
aber eine stark vereinfachte Sichtweise, da Selektivitit, Re-
zeptoraktivierung und Signalweiterleitung nicht voneinander
zu trennen sind.

Die dualsterischen Liganden sind eine Untergruppe der
bitopischen Liganden; letztgenannte binden definitions-
gemil zwar an zwei Stellen am Rezeptor, nutzen aber nicht
notwendigerweise die allosterische und orthosterische Bin-
dungsstelle. Davon zu unterscheiden sind die von Portoghese
synthetisierten bivalenten Liganden,t? die an gleiche oder
unterschiedliche Bindungsstellen (auch Rezeptoren) binden
und zwei pharmakophore Strukturen — homobivalent oder
heterobivalent — enthalten,®! was nicht Gegenstand dieses
Kurzaufsatzes ist.

5.1. Bitopische und dualsterische Agonisten

FEin allosterisch/orthosterischer GPCR-Agonismus wurde
erstmals am muscarinischen M,-Acetylcholinrezeptor reali-
siert, und zwar einerseits durch molekiilmechanische Unter-
suchungen eines bekannten Agonisten® und andererseits
durch gezielte Neusynthese eines Liganden zur gleichzeitigen
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Besetzung der allosterischen und orthosterischen Bindungs-
stelle. ]

Die Gruppe von Christopoulos konnte den lange be-
kannten partiellen Agonisten McN-A 343, der strukturell in
die Gruppe der Oxotremorine gehért (Schema 3a), als bito-

a)
W84-Baustein = phth Oxotremorin = oxo
o]
o U
N J\; _é' : / /\/O
W ’ e
o] N-o
Naphmethonium-Baustein = naph Iperoxo = iper
b)

Orthoster

NH,

THRX-160209

g
N NA
Orthoster
N)\IN\
L N> OH
il

OH OH

Schema 3. Bitopische/dualsterische Liganden: a) M,-Agonisten McN-
A 343, Iper-6-naph und Iper-6-phth (Orthoster-Linker-Alloster); b) M,-
Antagonist THRX-160209; c) Adenosin-A;-Agonisten.

pischen Liganden charakterisieren.®* Dabei entspricht das
Fragment des endogenen Liganden Acetylcholin — ein Te-
tramethylammoniumkation — dem Bindepartner fiir die or-
thosterische Bindungsstelle, und das 3-Chlorphenylcarbamat
dem Partner fiir das allosterische EL2-Vestibiil, beides ver-
kniipft iiber einen starre Butinylkette. Jedoch scheint dieses
Molekiil zu klein, um durch Besetzung grofierer Areale der
allosterischen Bindungsstelle subtypselektiv nur an M,-Ace-
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tylcholin-Subtyp zu docken, da es dhnliche Affinitdt zum M,-
Rezeptor zeigt.*®

Iper-6-phth und Iper-6-naph wurden auf dem Reif3brett
entworfen. Bausteine der allosterischen Hexamethonium-
verbindungen W84 und Naphmethonium (Schema 1), NAMs
orthosterischer Agonisten!'”) mit Priferenz fiir den M,-Ace-
tylcholinrezeptor,”” wurden mit verschiedenen orthosteri-
schen Agonistbausteinen, die vom Oxotremorin abgeleitet
sind,*! verkniipft (Schema 3a). Die so erhaltenen dualsteri-
schen Substanzen weisen alle eine relativ gute Subtypselek-
tivitdt zum M,-Rezeptor auf, auch wenn ihre Wirksamkeit/
Affinitat kleiner ist als die der orthosterischen Bausteine.
Diese konnte durch Linkeroptimierung gesteigert werden.*
Hybride, die Iperoxo als Orthoster enthielten, erwiesen sich
als Agonisten, alle weiteren Hybride waren Antagonisten.
Unerwarteterweise zeigte sich dariiber hinaus eine Signal-
wegsselektivitdt. Der M,-Subtyp des muscarinischen Acetyl-
cholinrezeptors aktiviert normalerweise zwei gegenldufige G-
Protein-abhéngige Signalwege. Bevorzugt wird der G;-Weg
(Inhibition der intrazelluldren Bildung von cyclischem Ade-
nosinmonophosphat (cAMP)), hinzu kommt bei hoheren
Agonistkonzentrationen der G,-Weg (Stimulation der cAMP-
Bildung). Iper-6-phth und Iper-6-naph vermogen im Unter-
schied zur orthosterischen Muttersubstanz Iperoxo nur noch
den G;-Weg zu aktivieren. Damit wird iiber die Rezeptor-
subtypselektivitidt hinaus ein weiterer Selektivititsmechanis-
mus verfiigbar, auf den im GPCR-Feld zurzeit gro3e Hoff-
nungen gesetzt werden: Signalwegselektivitdt, auch als
»funktionelle Selektivitdt“ oder ,biased signaling* bezeich-
net.

Steinfeld et al. haben fiir die Verbindung THRX-160209
(Schema 3b) einen orthosterischen 3-Benzylhydrylpyrrolinyl-
Baustein iiber eine Heptankette mit einem allosterischen 4-
Aminobenzylpiperidin-Motiv verkniipft und so einen Ant-
agonisten erhalten, der beide Bindungsstellen besetzt und
eine deutlich hohere Rezeptoraffinitit aufweist als die Ein-
zelkomponenten (pKi(gesamt) =9.5 gegeniiber pKi=5.5 fiir
die Einzelkomponenten) und eine gewisse Priferenz fiir den
M,-Acetylcholin-Rezeptor hat.”!

Ahnlich systematisch wie beim Design der M,-Hybride
Iper-6-phth und Iper-6-naph wurden bitopische Al-Agonis-
ten hergestellt, indem ein orthosterischer Adenosinagonist
mit einem PAM vom Typ PD81,723 iiber Linker verschiede-
ner Alkylkettenlinge verkniipft wurde (Schema 3c).*"
LUF6258 mit einer Kettenldinge von neun C-Atomen gibt
Hinweise auf seine dualsterische Rezeptorinteraktion durch
eine unverédnderte Bindungsaffinitidt und funktionelle Potenz
in Ab- und Anwesenheit einer die allosterische Bindungs-
stelle séttigenden Konzentration des PAM PD81,723 (10 um).
LUF6258 zeigte jedoch keine erhohte Affinitidt oder Potenz
gegeniiber dem monovalenten orthosterischen Agonisten.

5.2. Strategien fiir das Design von bitopischen oder
dualsterischen Agonisten

Die Entwicklung dualsterischer oder bitopischer Wirk-
stoffe ist ein mehrdimensionales Problem, da mehrere Mo-

lekiilteile, d.h. der orthosterische und der allosterische Teile
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sowie das Verbindungsstiick, jeweils optimiert und auch noch
in der richtigen Weise verkniipft werden miissen. Die Stra-
tegie ist dem computergestiitzten Fragment-basierten Design
ahnlich.

Bezogen auf die Fihigkeit zur Rezeptoraktivierung sind
folgende orthosterisch-allosterische Bausteinverkniipfungen
denkbar: aktiv-aktiv, aktiv-inaktiv, inaktiv-aktiv, inaktiv-in-
aktiv. Die vorgenannten dualsterischen M,-Rezeptoragonis-
ten reprasentieren die Konstellation ,,orthosterisch aktiv —
allosterisch inaktiv. Fiir einen hoch wirksamen dualsteri-
schen Liganden dieser Art sollte der orthosterische Agonist
iber eine sehr hohe Affinitdt zum Rezeptor (moglichst im
subnanomolaren Bereich) verfiigen, damit das bitopische
Konstrukt nicht eine rein allosterische gegeniiber der dual-
sterischen Bindung bevorzugt. Der orthosterische Agonist
sollte dariiber hinaus eine hohe intrinsische Aktivitdt zur
Rezeptoraktivierung haben, damit das dualsterische Kon-
strukt ausreichend rezeptoraktivierend bleibt; denn die
Konstellation ,,orthosterisch aktiv — allosterisch inaktiv be-
deutet gegenldufige Rezeptorkonformationen. Das allosteri-
sche Bauteil sollte eine sehr hohe Affinitédt und Selektivitidt zu
dem Rezeptorsubtyp, der adressiert werden soll, aufweisen.

Beide Teile konnen getrennt voneinander optimiert wer-
den. Dabei darf nicht vergessen werden, dass die Bindung der
Einzelbestandteile die jeweils andere Rezeptorbindungsstelle
strukturell verdndern kann, d.h. dass der Rezeptor Kon-
formationsinderungen im Sinne einer negativen Kooperati-
vitdt unterworfen wird, wenn das dualsterische Konstrukt
bindet. Infolgedessen wiirden sich Affinitdt und/oder Akti-
vitédt des jeweils anderen Partners zum Rezeptorprotein ver-
mindern.*) Moglicherweise ist gerade das ,,Krifteverhiltnis®
in der Konstellation ,,orthosterisch aktiv — allosterisch inak-
tiv* der Schliissel zur Feineinstellung der Signalwegsselekti-
vitit.?!

Eine entscheidende Rolle spielt das Verbindungsstiick
zwischen beiden Bausteinen (Abbildung 3). Es muss an je-

orthosterer
Baustein

Allosterer

B Verbindungsstiick

Abbildung 3. Prinzipieller Aufbau dualsterischer Liganden.

dem Bauteil so angekniipft werden, dass der Bindemodus
nicht verdndert wird. Zudem muss es in Bezug auf Linge,
Flexibilitdt und chemische Natur mafgeschneidert werden.
Die Lénge der Zwischenkette muss einerseits ausreichen,
damit beide Bausteine ihr Bindungsareal erreichen und in der
vorgesehenen Weise andocken konnen, darf aber andererseits
nicht zu lang sein, da es ansonsten zu sterischen Problemen
kommen kann. Verbindungsstiicke konnen Alkan- und Po-
lyethylenglycolketten oder auch Polyglycine sein.*) Diese
sind entweder chemisch inert oder konnen Wechselwirkun-
gen mit dem Rezeptorprotein eingehen.*!

Sind alle Bausteine des dualsterischen Liganden zusam-
mengefiigt, konnen die Affinitdt zum Rezeptorprotein und
die agonistische Aktivitdt geringer sein als beim urspriinglich
eingesetzten orthosteren Agonisten**! und die Rezeptor-
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subtypselektivitdt kleiner als beim allosterischen Liganden.
Dieser Effekt kann durch Feinabstimmung zwar abge-
schwicht, aber nicht immer vollstindig aufgehoben werden.
Nichtsdestoweniger kann die Kombination aus grofler Akti-
vitdt und Selektivitdt die der Einzelliganden deutlich {iiber-
treffen.

FEine erhohte Affinitdt eines bitopischen oder dualsteri-
schen Liganden gegeniiber jener der unabhéngigen Einzel-
liganden, die dann moglich ist, wenn beide Bausteine optimal
in ihre Bindetaschen docken konnen und es zu keinen Kon-
formationsédnderungen wihrend der Bindung eines der Be-
standteile gekommen ist, lasst sich durch die geringeren Ge-
samtentropiekosten des Ligand-Rezeptor-Komplexes erkla-
ren; die zumeist giinstige raumliche Nihe der orthosterischen
und allosterischen Bindeareale trigt zur Senkung der Entro-
piekosten bei, wenn dies nicht durch einen zu flexiblen Linker
konterkariert wird.®>%4! Letztlich kann dies von Fall zu Fall
verschieden sein, da bei einer sequenziellen Bindung bitopi-
scher Liganden an das ortho- und dualsterische Bindeareal
die treibenden Krifte entropischer wie auch enthalpischer
Natur sein konnen und sehr wohl Konformationsdnderungen
zwischen den beiden Bindungsereignissen stattfinden kon-
nen. Die allgemeine Regel, dass die treibende Kraft des
Andockens eines polaren Agonisten die Entropiesteigerung
und die eines zumeist hydrophoben Antagonisten die Ent-
halpieabnahme ist,*® ist hier nur schwer anwendbar, da bei-
des in einem Molekiil vereint sein kann.

Vorsicht beim Zusammenbau dieser drei Elemente ist
geboten in Bezug auf die Grof3e des Liganden. Arzneistoffe,
die oral eingenommen werden sollen, sollten entsprechend
der ,Lipinski Rule Five“*! ein Molekulargewicht von
500 Dalton nicht iiberschreiten. Molekiile, die an molekularer
,Fettleibigkeit“ (molecular obesity) leiden, d.h. zu groB und
zu lipophil sind, scheitern héufig in den klinischen Priifun-
gen.! Dies bedeutet, dass die allosterischen und orthosteri-
schen Einzelbausteine moglichst klein sein miissen.

Die Optimierung kann heute von validen Computer-
modellierungen begleitet werden, da fiir eine ganze Reihe
von GPCRs Kristallstrukturen zur Verfiigung stehen. Aller-
dings muss einerseits beachtet werden, welcher Zustand des
Rezeptorproteins — aktiv oder inaktiv oder Zwischenzusténde
— in dem Kiristall festgehalten worden ist, und andererseits,
welche Funktion (Agonist oder Antagonist) der Ligand ha-
ben soll.

5.3. Molekulare Schalter

Man spricht von molekularen Schaltern, wenn bei nur
kleinen Strukturdnderungen im Molekiil z. B. aus einem PAM
ein NAM wird. Molekulare Schalter gibt es auch in Bezug auf
Rezeptorselektivitdt. In der Gruppe von Lindsley wurde
kiirzlich durch Variation der Substitution der N-Benzylisa-
tinderivate aus einem PAM an den Acetylcholinrezeptoren
M,;, M; und M; ein selektiver Ms-PAM (Methoxy- oder
Phenoxysubstitution am Benzylrest) oder M;-PAM (Fluor-
und Pyrazolreste; Schema 4) erhalten.[*!

Uber ein PAM-NAM-Umschalten wurde auch von Wood
et al. fiir Modulatoren von metabotropen Glutamatrezepto-
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Schema 4. N-Benzylisatinderivate mit unterschiedlicher Subtypselekti-
vitit an den Muscarinrezeptoren.

ren (mGlu) berichtet®™ und von Muth et al. fiir die Antago-
nistbindung von N-Methylscopolamin (NMS) am muscarini-
schen Acetylcholinrezeptor.®!! Beim zweiten Beispiel konnte
allein durch die Einfithrung von Methylgruppen in die late-
ralen Zwischenketten aus einem NAM ein PAM fiir einen
orthosterischen Antagonist-Radioliganden gemacht werden.
Der Effekt ist besonders prononciert, wenn die Methylgrup-
pen an der Naphthalimidopropylkette (1b) substituiert wer-
den (Abbildung 4).

Molekulare Schalter gibt es auch in der Gruppe der du-
alsterischen Agonisten am M,-Acetylcholinrezeptor. Die
oben beschriebenen dualsterischen Agonisten am M,-Re-
zeptor konnen allein durch die Einfiihrung einer Doppel-
bindung in den Isoxazolinring zu Antagonisten werden
(Schema 5).

o
O P B Bl Y
X \ +
/\/\/\/N N
'1 MY A
X o
o)

1a | 1b 1c 1d

X|H|[CH;| H |CHs

Y|H H | CH; | CH;
207 o 1d(CHyCHy
1761 O 1b(CHH -
150{ & 1c(HCHy) gl %
125] © taHH
100 gt —22 poc =-001

~
3

pou= -0.20

153
=}

spezifische [*HINMS-
Gleichgewichtsbindung (%)
b

=}
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Abbildung 4. Molekularer Schalter von NAM zu PAM bei allosteri-
schen Modulatoren des M,-Rezeptors in Gegenwart des orthosteri-
schen Antagonisten N-Methylscopolamin. Der Kooperativitatsfaktor o
fungiert als Maflzahl, um die Qualitit (Richtung) und das Ausmafd
(Stdrke) der allosterischen Interaktion im ternidren Komplex aus allo-
sterischem Modulator, orthosterischem N-Methylscopolamin und M,-
Rezeptor zu quantifizieren; sein negativer dekadischer Logarithmus
—lga=pa erméglicht es anhand seines Vorzeichens auf einfache Wei-
se, positive (pa > 0), negative (pa. < 0) oder neutrale (pa=0) Koopera-
tivitdt voneinander zu unterscheiden.
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Schema 5. Durch Einfithrung allein einer Doppelbindung wird aus dem
M,-Agonisten Iper-6-naph ein Antagonist.

6. Ausblick

Mit den allosterischen Liganden konnte die Tiir zu se-
lektiver Wirkung geoffnet werden, und dariiber hinaus bieten
diese Substanzen abgesehen von den klassischen FRET-
Messungen®™ und Molekiildynamiksimulationen™ sowie
Molecular Modeling™” auch die Méoglichkeit, den Rezeptor-
aktivierungsprozess aufzukliren.!

FEinige allosterische Modulatoren haben bereits den Weg
in die Klinik gefunden, und einige befinden sich in der
Pipeline.® Die hier vorgestellten bitopischen/dualsterischen
Liganden zeigen ein neues, vielversprechendes Konzept fiir
das rationale Design von Signalweg-selektiven GPCR-Akti-
vatoren auf. Die Zukunft wird weisen, wann wir die ersten
dualsterischen/bitopischen Liganden als Arzneistoff auf dem
Markt finden werden und ob sie bei der Anwendung an
groBlen Patientenklientelen wirklich die in sie gesetzten
Hoffnung erfiillen werden.

Unsere Arbeiten wurden von der Deutschen Forschungsge-
meinschaft (HO1368/7-1 bis 7-3, 12-1; MO 821/1-1 bis 1-4, 2-
1; KO 1582/3-2) gefordert.
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