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Abstract: Die Verwendung einer metallorganischen Sonde zur
Entwicklung des ersten niedermolekularen Inhibitors des Re-
paraturenzyms 8-Oxo-dGTPase wird beschrieben. Dabei
handelt es sich um einen unkonventionellen cyclometallierten
Ruthenium-Halbsandwichkomplex. Der niedrig nanomolare
metallorganische Inhibitor weist eine erstaunliche Spezifitit
auf, was durch Tests in umfangreichen Kinase- und ATPase-
Panels verifiziert wird. Die Bindung des metallorganischen
Inhibitors an MTHI1 wird durch Proteinkristallographie un-
tersucht.

E in signifikanter Teil der im menschliche Genom kodierten
Proteine bindet und verwendet purinbasierte Nukleoside
oder Nukleotide wie ATP, GTP, NAD(P), FAD, PAPS und
Coenzym A" Diese Proteine umfassen wichtige Enzym-
klassen wie Kinasen, ATPasen, Ligasen, Helikasen und
Chaperone, sind an einer Vielzahl von zelluldren Prozessen
beteiligt, bilden den Ursprung fiir viele menschliche Erkran-
kungen, und stellen daher wichtige Enzymtargets fiir die
Entwicklung von Wirkstoffen dar. Unsere Arbeitsgruppe hat
kiirzlich eine Strategie fiir die Entwicklung hochpotenter und
selektiver ATP-nachahmender Hemmer von Proteinkinasen
eingefiihrt, welche auf der Verwendung von substitutions-
inerten Ubergangsmetallkomplexen basiert.>*! Aufgrund
bestehender Gemeinsamkeiten von Nukleotidbindungsta-
schen stellte sich uns nun die Frage, ob inerte Ubergangs-
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metallkomplexe auch attraktive Template fiir die Entwick-
lung von Inhibitoren anderer Nukleotid-bindender Proteine
darstellen. Hier berichten wir iiber die Entwicklung einer
neuartigen Organorutheniumverbindung als erster im nied-
rigen nanomolaren Bereich wirksamer und selektiver Inhi-
bitor des menschlichen Reparaturenzyms 7,8-Dihydro-8-
oxoguanosin-Triphosphatase  (8-Oxo-dGTPase, NUDTI,
MTH1), ein Enzym das oxidierte Purinnukleosidtriphosphate
hydrolysiert und somit deren Fehleinbau in die DNA ver-
hindert."!

Als Ausgangspunkt unserer Untersuchungen wurde der
Organoruthenium-Halbsandwichkomplex 1 konzipiert, der
zusitzlich zu dem zweizdhnigen 8-(Pyridin-2-yl)adenin-Li-
ganden eine w’-koordinierenden Cyclopentadienylgruppe
und einen CO-Liganden enthilt (Abbildung 1). Wir gingen

3 (35 nm)

Abbildung 1. Entwickelte und untersuchte metallorganische Inhibitoren
fiir die menschliche 8-Oxo-dGTPase (MTH1, NUDT1). Gemessene
1C5p-Werte sind in Klammern angegeben. Die Verbindungen wurden als
Racemate verwendet.

dabei davon aus, dass die Organometallverbindung 1 als
Sonde fiir Adeninnukleotid-bindende Proteine dienen kann,
da sie sowohl eine Ruthenium-koordinierte Adenin-Nukleo-
base enthilt, als auch durch ihre Molekiilstruktur die dreidi-
mensionale Form von Nukleotiden nachahmt. Zur Verifizie-
rung dieser Hypothese wurde eine Technik verwendet, bei der
ein biotinyliertes Acylphosphatderivat von ATP und ADP
zum Einsatz kommt. Dieses kann mit konservierten Lysin-
Resten in den Bindungstaschen ATP-bindender Proteine ir-
reversibel reagieren und ermoglicht damit die Bestimmung
der direkten Konkurrenz zwischen der Bindung eine Inhibi-
tors und der reaktiven Acylphosphatsonde und zwar in einer
frei wihlbaren biologischen Probe® Das entsprechende
Profiling der metallorganischen Verbindung 1 (100 um) gegen
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mehr als 150 ATP-bindende Proteine innerhalb des Lysats
von HL60-Zellen ergab,”’ dass 1 nur an wenige zellulire
Proteine bindet und zwar insbesondere das nukleidre Chape-
ron Midasin und ein Midasin-Homolog,® desweiteren ein
Protein, das an der Pyrimidin-Biosynthese beteiligt ist (CAD
Protein),” und das Reparaturenzym MTH1"! (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Profiling von Komplex 1 (100 um) gegen ATP-bindende
Proteine im Lysat von HL60-Zellen durch Verwendung einer Sonden-
technologie mit biotinylierten Acylphosphatderivaten von ATP und ADP
(KiNativ, ActivX Biosciences, La Jolla, CA, USA). Gezeigt ist die Inhi-
bierung der ATP/ADP-Sondenbindung durch Komplex 1 an 207 besta-
tigte Peptidfragmente von 153 ATP-bindenden Proteinen. Midasin
(MDN1, 90% Inh.), ein Midasin-Homolog (90% Inh.), das CAD Prote-
in (87% Inh.) sowie die 8-Oxo-dGTPase (MTH1/NUDT1, 72% Inh.)
weisen die héchsten Inhibitionswerte auf. Siehe die Hintergrundinfor-
mationen fir Details.

Wir entschlossen uns, MTH1 fiir weitere Untersuchungen
auszuwéhlen, da es eine wichtige Rolle in der zelluldren Re-
paraturmaschinerie bei oxidativem Stress spielt. Seine Inhi-
bierung konnte einen interessanten Ansatz darstellen, um
Tumorwachstum zu verringern, indem RAS-induzierte oxi-
dative Schidden zu DNA-Doppelstrangbriichen fithren und
somit den Eintritt der Zellen in eine verfrithte Seneszenz
bewirken.”! Dariiber hinaus wurde kiirzlich eine Kokristall-
struktur von MTH1 mit gebundenem 8-Oxo-dGMP verof-
fentlicht, welche die Identifizierung wichtiger Inhibitor-
Enzym-Wechselwirkungen fiir weitere Affinititssteigerungen
erleichtern sollte.'*!!

Die Konzentration von 1, bei der die MTHI1-Aktivitit
halbmaximal ist (ICs,-Wert) wurde mit einem HPLC-Assay
bestimmt und stellt mit moderaten 151 uMm einen verniinftigen
Ausgangspunkt dar (Abbildung 3). Es ist hierbei wichtig an-
zumerken, dass zusitzlich zu seiner Affinitit zu 8-Oxo-dGTP
(Kn=15.2 um), MTHI1 auch oxidierte ATP-Derivate (z.B. 8-
Oxo0-dATP: K,=13.9 um) bindet und effizient hydroly-
siert,"” und somit erklirt, warum das Adeninderivat 1 iiber-
haupt eine Affinitdt zu 8-Oxo-GTPase aufweisen kann. In-
teressanterweise, der Austausch des 8-(Pyridin-2-yl)adenin-
Liganden von 1 durch ein 4-Amino-6-(pyridin-2-yl)chinazo-
lin, das nach Cyclometallierung zu Komplex 2 fiihrt, verbes-
sert den ICs;-Wert um mehr als zwei Groflenordnungen auf
1.1 um. Das anschlieBende Erstellen einer Struktur-Aktivi-
tits-Beziehung mit dieser Metallo-Chinazolin-Leitstruktur
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Abbildung 3. 1Csy-Kurven der Komplexe 1-4 gegen MTH1: 1=leere

Quadrate, 2=leere Kreise, 3 =leere Dreiecke, 4 =gefiillte Kreise.

Assaybedingungen: Die Verbindungen 1-4 wurden fiir 30 min mit ge-

reinigtem MTH?1 (10 nm) vorinkubiert. Nach Zugabe von 8-Oxo-dGTP

(25 um) wurde 10 min bei 37°C unter Schitteln inkubiert, bevor die

Enzymreaktion abgebrochen und das Substrat (8-Oxo-dGTP) sowie

das Reaktionsprodukt (8-Oxo-dGMP) per HPLC quantifiziert wurden.

durch Derivatisierung des Cyclopentadienylliganden fiihrte
zu Komplex 3, der mit einem ICs,-Wert von 35 nm eine wei-
tere Verbesserung darstellt (siehe die Hintergrundinforma-
tionen fiir Derivate). Letztlich fiihrte die Einfithrung einer
Methylgruppe in C2-Position des Chinazolinsystems zu dem
im einstelligen nanomolaren Bereich wirksamen MTHI-
Inhibitor 4 (ICs,=6 nm). Verglichen mit der urspriinglichen
Sonde 1 hat die metallorganische Verbindung 4 eine um etwa
den Faktor 25000 verbesserte Affinitdt zu MTHI.

Um die Bindung der metallorganischen Verbindung 4 an
MTHI1 zu verstehen, wurde 4 mit MTH1 kokristallisiert und
die Struktur mit einer Auflosung von 2.70 A bestimmt (Ta-
belle 1).°! Abbildung 4 zeigt die Gesamtstruktur. Als Mit-
glied der Nudix-Hydrolasen-Uberfamilie™ weist MTH1 mit
einer Anordnung gemischter B-Faltblattstrukturen, die von

Abbildung 4. Kokristallstruktur von MTH1 (Kette A, halbtransparente
Oberflachenansicht) mit in der Nukleotidbindungstasche gebundener
metallorganischer Verbindung (S)-4. Die absolute Konfiguration des
Inhibitors wurde aus der Elektronendichte abgeleitet (Darstellung als
blaues Maschennetz). Die SIGMAA-gewichtete 2 F,,—F_,-Differenz-
elektronendichtekarte des Inhibitors wurde bei 10 dargestellt.
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Tabelle 1: Kristallographische Daten und Verfeinerungsstatistiken fiir
4/MTH1 (PDB-Eintrag 3WHW).

Datensammlung und -prozessierung

Anzahl der vermessenen Kristalle 1
Wellenlange [A] 0.91841
Raumgruppe P2,2,2,

Konstanten der Elementarzelle

a,b, ¢ Al 59.76, 67.65, 79.54
a B,y 90, 90, 90
Matthews-Koeffizient [A*Da™"] 2.21

Solvensgehalt [%)] 44.2

Diffraktionsdaten
Auflssungsbereich [A]
Zahl unabhingiger Reflexe

25.0-2.70 (2.90-2.70)
9264 (1737)

R(1).ym [%] 16.0 (63.3)
Vollstandigkeit [9] 99.6 (99.0)
Redundanz 5.8 (5.7)
1/o(l) 10.62 (3.0)
Verfeinerung

Auflésungsbereich [A] 25.0-2.70
Zahl der Reflexe (Arbeits-Set/Test-Set) 8800/464
Finale R-Werte fiir R, on/Rpee) [%] 21.5/26.6
Aminosduren 308
Inhibitoratome 78
Wassermolekiile 34
Sulfationen 7

RMSDs

Bindungen [A] 0.0085
Winkel [] 1.280
Ramachandran-Diagramm

Reste in den giinstigsten Bereichen [%] 89.6

Reste in zusétzlich erlaubten Bereichen [%)] 10.4

Reste in grofiziigig erlaubten Bereichen [%] -
B-Faktoren [A?

Protein 51.9
Inhibitor 58.9
Wassermolekiile 33.4
Sulfationen 99.8

zwei a-Helices umgeben sind und zusammen mit einigen
Schleifen die aktive Tasche bilden, eine typische Nudix-Fal-
tung auf. Wie zu erwarten besetzt Komplex 4 die Nukleotid-
bindungstasche, wobei die Elektronendichte, insbesondere
die des Phenylester-Substituenten, die eindeutige Bestim-
mung der S-Konfiguration am stereogenen Metallzentrum
ermoglicht.™ Die halbtransparente Oberflichenansicht in
Abbildung 4 zeigt auf anschauliche Art und Weise, dass
Komplex 4 eng von Aminosédureseitenketten der angrenzen-
den a-Helices, p-Faltblétter und Schleifen umgeben ist, was
eine berechnete Wechselwirkungsfliche von etwa 501 A’
ergibt.'! Der Chinazolinheterocyclus ist an einigen Wasser-
stoffbriicken beteiligt (Abbildung 5a): Eine H-Briicke wird
zwischen der exocyclischen NH,-Gruppe und Asp119 ausge-
bildet, eine weitere kann zwischen dem endocyclischen N3
und Asp120 identifiziert werden und zusétzlich befinden sich
die NH-Gruppe des Gly34-Riickgrats und die Amid-Seiten-

Angew. Chem. 2014, 126, 311-315

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewan

Abbildung 5. Wechselwirkungen von (S)-4 in der aktiven Tasche von
MTH1 und iiberlagerte Kokristallstrukturen von (S)-4 (griin) und 8-
Ox0-dGMP (grau) mit MTH1 (PDB-Eintrag 3ZR0). Die Uberlagerung
wurde mit PyMOL Molecular Graphics System, Version 0.99rc6, Schré-
dinger, LLC durchgefiihrt.

kette von Asn33 in H-Briickendistanz zum endocyclischen
N1. Weitere polare Wechselwirkungen mit groleren Ab-
stinden werden zwischen der Ester-Carbonylgruppe von 4
und Lys23 sowie zwischen einer Methoxygruppe von 4 und
der NH-Gruppe von Lys38 beobachtet. Wie aus Abbil-
dung 5b hervorgeht, befindet sich der Inhibitor auch in Van-
der-Waals-Wechselwirkungen mit verschiedenen Seitenket-
ten. Besonders bemerkenswert ist dabei die Anzahl aroma-
tischer Seitenketten, die mit dem Chinazolinliganden des
Inhibitors Fliche auf Flache (Trp117 und Phe27) und Seite
auf Seite (Trp123, Phe72 und Tyr7) stapeln. Die Uberlagerung
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der Kokristallstrukturen von (S5)-4 und 8-Oxo-dGMP (PDB-
Eintrag 3ZR0!') mit MTHI ist in Abbildung 5 ¢ gezeigt und
erlaubt einen Vergleich der Bindungsmodi. So nimmt der
Pyridylchinazolinligand von (S5)-4 etwa die gleiche Position
ein wie die Guaninnukleobase von 8-Oxo-dGMP und die
Position des Rutheniums deckt sich in etwa mit der Ribose,
wihrend der 2,6-Dimethoxyphenylester den gleichen Platz
fiillt, der im Fall von 8-Oxo-dGMP von der Phosphatgruppe
besetzt wird. Obwohl der heteroaromatische Chinazolinli-
gand von (S5)-4 im Vergleich zur Purinnukleobase von 8-Oxo-
dGMP etwas verschoben und gekippt ist, sind dieselben
Schliisselseitenketten bei der Ausbildung von Wasserstoff-
briicken zu beiden Liganden beteiligt. Dies ist deshalb mog-
lich, da die Guaninnukleobase von 8-Oxo-dGMP offenbar als
Lactim-Tautomer vorliegt.'")

Insgesamt lasst sich aus der Analyse der Kristallstruktur
ableiten, dass die hohe Affinitit von (S)-4 zu MTHI1 auf eine
Kombination zahlreicher Wasserstoffbriicken mit einer
ganzen Reihe giinstiger Van-der-Waals-Kontakte und einer
genauen Passform der Organometallverbindung in der Nu-
kleotidbindungstasche zuriickgefithrt werden kann. Die ein-
geschriankte konformative Flexibilitdt von 4 liefert nicht nur
einen entropischen Vorteil, der sich in der hohen Bindungs-
affinitdt zu MTH1 widerspiegelt, sondern trégt auch zur be-
eindruckenden Spezifitit bei. Tatsdchlich zeigt die Organo-
metallverbindung 4 keine nennenswerte Affinitidt zu Prote-
inkinasen, wie mithilfe eines kompetitiven Enzymtaschen-
gerichteten Assays in einem Panel von 457 Kinasen bei einer
Konzentration von 1 pM bestitigt wurde (siche die Hinter-
grundinformationen).'”'®! Die hohe Bindungsselektivitit
wurde des Weiteren durch ein Profiling von 4 gegen 191 ATP-
bindende Proteine belegt, wobei neben MTHI nur eine si-
gnifikante Bindung an die Deoxycytidinkinase ermittelt
werden konnte (>50% Inhibierung der irreversiblen Bin-
dung einer Acylphosphatsonde; sieche die Hintergrundinfor-
mationen fiir Details).

Zusammenfassend haben wir hier die Entdeckung und
Entwicklung eines molekularen Hemmers fiir das menschli-
che Reparaturenzym 8-Oxo-dGTPase (MTHI1) beschrieben.
Die vorgestellte Verbindung gehort nicht dem Standardre-
pertoire niedermolekularer organischer Substanzen an, son-
dern stellt eine fiir die chemische Biologie und Medizinal-
chemie unkonventionelle, cyclometallierte Ruthenium-
Halbsandwichverbindung dar. Der Inhibitor 4 wirkt im ein-
stellig nanomolaren Bereich und weist eine erstaunliche
Spezifitit in einem erweiterten Spektrum von Proteinkinasen
und anderen ATP-bindenden Proteinen auf. Diese Ergeb-
nisse bestdrken die Schlussfolgerungen aus unseren fritheren
Arbeiten zu metallbasierten Proteinkinaseinhibitoren, nim-
lich dass inerte Metallkomplexe ausgezeichnete strukturelle
Template fiir die Herstellung hochselektiver molekularer
Sonden darstellen, was wir zumindest teilweise auf die ein-
geschrinkte Beweglichkeit der globuldren Metallkomplex-
geriiste zuriickzufiihren.'”! Des Weiteren skizziert diese
Arbeit eine Blaupause fiir die Entdeckung und Entwicklung
metallorganischer Inhibitoren weiterer Purinnukleotid-bin-
dender Proteine unter Verwendung von metallkoordinierten
Adenin- und Chinazolinderivaten mit verschiedenen Ligan-
densphidren. Letztlich wird der neuartige, metallorganische
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MTHI1-Inhibitor 4 als Hilfsmittel zur genaueren Untersu-
chung der biologischen Funktion von MTH1 dienen, das sich
als potenzielles Zielenzym fiir die Krebstherapie erweisen
konnte.
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