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Abstract: Strukturbasiertes Design (SBD) wird fiir den Ent-
wurf und/oder die Optimierung neuer Hemmstoffe fiir biolo-
gische Targets verwendet. Wihrend De-novo-SBD selten be-
nutzt wird, befassen sich Berichte iiber SBD meistens mit der
Optimierung eines anfinglichen Hits. Dynamische kombina-
torische Chemie (DKC) hat sich bei der die Identifizierung
biologisch aktiver Liganden bewdhrt, da sie es dem Target
ermoglicht, die Synthese der stirksten Binder zu steuern. Aus
einer Bibliothek moglicher Hemmstoffe (Acylhydrazone), aus
je fiinf Aldehyden und Hydraziden erzeugt, haben wir mithilfe
von DKC den besten Binder identifiziert. Nach Zugabe der
Aspartylprotease Endothiapepsin haben wir die an das Protein
gebundenen Bibliotheksmitglieder mittels Sittigungstransfer-
differenz(STD)-NMR-Spektroskopie charakterisiert. Cokris-
tallstrukturen bestitigen den vorhergesagten Bindungsmodus
der beiden stirksten Hemmstoffe und zeigen, dass die Kom-
bination von De-novo-SBD und DKC eine effiziente Identi-
fizierung und Optimierung von Hits ermdglicht.

I m letzten Jahrzehnt hat sich die dynamische kombinatori-
sche Chemie (DKC)M" als leistungsstarke Strategie fiir die
Identifizierung von Liganden fiir biologische Zielstrukturen
entwickelt.’? DKC ermoglicht die Bildung einer dynamischen
kombinatorischen Bibliothek (DKB), worin die Verkniipfung
zwischen den Bausteinen im chemischen Gleichgewicht re-
versibel sind. Nach Zugabe einer Zielstruktur werden ein
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oder mehrere Bibliotheksmitglieder gebunden, dieses hat die
Selektion und Amplifikation des stdrksten Binders aus der
DKB zur Folge. Sittigungstransferdifferenz(STD)-NMR-
Spektroskopie, welche die direkte Charakterisierung von
Wechselwirkungen zwischen dem Ligand und seiner Ziel-
struktur in Losung ermoglicht,®! wurde angewendet, um die
an diese gebundenen DKB-Mitglieder zu identifizieren.
Neben DKC stellt auch strukturbasiertes Design (SBD) eine
leistungsstarke Strategie fiir das Design und die Optimierung
biologisch aktiver Verbindungen dar.”! Wihrend De-novo-
SBD wenig verwendet wird,® befassen sich die meisten Be-
richte tiber SBD mit der Optimierung eines anfénglichen, auf
andere Art und Weise gefundenen ,,Hits“. Deshalb sollte die
Kombination von SBD und DKC eine hochst effiziente
Strategie fiir die Identifizierung von ,,Hits“ in einer Reihe von
medizinalchemischen Projekten darstellen. Hier haben wir
De-novo-SBD in Kombination mit acylhydrazonbasierter
DKC und 'H-STD-NMR-Spektroskopie verwendet, um eine
neue Familie potenter Hemmstoffe fiir Endothiapepsin,
welches zur bekannterweise anspruchsvollen Klasse der As-
partylproteasen gehort,”! zu identifizieren. Schlussendlich
haben wir den vorgeschlagenen Bindungsmodus mittels
Rontgenkristallographie validiert.

Endothiapepsin gehort zur Familie der pepsinartigen
Aspartylproteasen, die an einer Vielzahl von Krankheiten wie
Bluthochdruck und Malaria ursichlich beteiligt sind."! En-
dothiapepsin wurde als Modellenzym fiir mechanistische
Studien® sowie fiir die Entwicklung von Hemmstoffen fiir
Renin® und B-Secretase verwendet.'” Eukaryotische As-
partylproteasen bestehen aus zwei strukturell dhnlichen Un-
tereinheiten, die jeweils einen Aspartylrest zur katalytischen
Diade beitragen (Asp35 und Asp219 in Endothiapepsin),
welche die Spaltung der Peptidbindung des Substrats mithilfe
eines Wassermolekiils ermoglicht.

Die Bildung von Imin-artigen Bindungen wurde schon in
medizinalchemischen DKC-Projekten angewendet."! In
wissriger Losung, die fiir jede biologische Anwendung ver-
wendet werden muss, sind Imine nicht ausreichend stabil,
Acylhydrazone hingegen bieten den richtigen kinetischen
und thermodynamischen Kompromiss.'"? Trotz ihrer pH-
Abhingigkeit erhilt diese Bindungsart zunehmende Auf-
merksamkeit.

Allerdings erfordert ihre Anwendung, dass das Zielpro-
tein bei Raumtemperatur eine Woche lang stabil ist
(pH 7.2),* die Verwendung von Anilin als nukleophilem
Katalysator (pH 6.2)"®! oder eines sauren Puffersystems
(pH < 6). Acylhydrazone sind attraktiv fiir biologische DKC,
da die Bausteine einfach erhiltlich sind, eine Amid-artige
Bindung enthalten, Wasserstoffbriickendonoren und -akzep-
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toren fiir molekulare Erkennung
durch die Zielstruktur aufweisen
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und im saurem Bereich sowie bei 0
physiologischem pH ausreichend He
stabil sind (Abbildung S1), um die

direkte Analyse der DKB zu er- "

moglichen. Das pH-Optimum von
Endothiapepsin liegt bei 4.5, und wir
haben gezeigt, dass das Enzym unter
diesen Bedingungen bei Raumtem-
peratur mehr als 20 Tage lang stabil
ist (Abbildung S2). Somit ist es ein
ideales Zielenzym fiir ein SBD-Pro-
jekt, das acylhydrazonbasierte DKC
verwendet.

Wir haben zwei Cokristallstruk-
turen von Endothiapepsin (PDB:
3PBD und 3PIO0) genutzt, die zwei
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alternativen Bindungsmodi aufwei- SyHt A1
sen: mit und ohne kristallographisch i H
lokalisiertem Wassermolekiil. Wir o N
haben nicht die mit den Strukturen R HIA

komplexierten Fragmente als Start-
punkt verwendet, sondern einzig die
Struktur des Enzyms.'¥ Wir haben
mit der Molecular-Modeling-Soft-
ware MOLOC!"™! und dem FlexX-
Dockingmodul in der LeadIT-
Suite!'"! eine Reihe von Acylhydrazonen entworfen, um die
katalytische Diade iiber Wasserstoffbriicken zu adressieren.
Die Acylhydrazoneinheit erschien uns als geeignetes zentra-
les Geriist, weil die Modellierung eine Verankerung im akti-
ven Zentrum durch ein starkes Wasserstoffbriickennetzwerk
mit der katalytischen Diade zeigte. Wir haben eine o-Ami-
nogruppe eingefiihrt, die ladungsvermittelte Wasserstoffbrii-
cken mit der katalytischen Diade sowie mit Asp81, Asp33,
Gly221 oder Thr222 bilden kann. Wir haben zwei alternative
Bindungsposen modelliert, worin die Acylhydrazone die ka-
talytische Diade entweder direkt oder iiber das katalytische
Wassermolekiil adressieren (Abbildung 1). Wéihrend der

Abbildung 1. Uberlagerung des mithilfe von MOLOC erzeugten Mole-
kiilmodells maéglicher Hemmstoffe mit a) direkten H-Briicken an die
katalytische Diade im aktiven Zentrum von Endothiapepsin (PDB-
Code: 3PBD) und b) iiber das katalytische Wassermolekiil vermittelten
H-Briicken mit der katalytischen Diade im aktiven Zentrum von Endo-
thiapepsin (PDB-Code: 3PI0). Farbkodierung: gefaltetes Proteinrtick-
grat: grau; Hemmstoffgeriiste: C griin, violett, rosa, blau; N dunkel-
blau; F turkis; O rot; kristallographisch lokalisiertes Wassermolekiil:
rote Kugel.
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Schema 1. Dynamische Bildung der Acylhydrazonbibliothek und enzymatische Selektion der besten
Hemmstoffe liber Analyse der 'H-STD-NMR-Spektren.

Modellierung haben sich die E-Isomere als geeignetstes
Gerlist erwiesen, welches zwei Vektoren aufweist, die in die
S2-, S1-, S1'- und S2'-Taschen gerichtet sind. Eine Inspektion
der Cokristallstrukturen von Endothiapepsin mit elf Frag-
menten!™ sowie Hot-Spot!'l-Analysen des aktiven Zentrums
von Endothiapepsin zeigen, dass sowohl aromatische als auch
aliphatische Substituenten in den S2-, S1-, S1’- und S2'-Ta-
schen benachbart zu der katalytischen Diade aufgenommen
werden konnen. Laut unserer Modellierung, finden sowohl
mono- als auch bicyclische aromatische Einheiten in der S1'/
S2'-Tasche Platz, wihrend die hydrophobe S2-Tasche am
besten durch einen Mesitylsubstituenten gefiillt wird. Die S1/
S1'-Tasche kann einen Indolyl-, Isobutyl- oder Phenylrest
aufnehmen. Wir haben eine Reihe acylhydrazonbasierter
Hemmstoffe ausgewihlt (siche Abbildung S3 und Tabelle S1
fiir ausgewihlte Docking-Resultate) deren Retrosynthese zu
fiinf Hydraziden H1-HS und fiinf Aldehyden A1-AS fiihrte
(Schema 1).

Wihrend alle Aldehyde sowie das Hydrazid H5 kom-
merziell erhéltlichen sind, konnten die Hydrazide H1-H4,
ausgehend von den entsprechenden enantiomerenreinen
Methylestern, durch Behandlung mit Hydrazin-Monohydrat
in 80-90% Ausbeute erhalten werden (Schema S1). Fiir die
Synthese von Hydrazid H2 haben wir von einer asymmetri-
schen Strecker-Reaktion, ausgehend von kommerziell er-
héltlichem para-Fluorbenzaldehyd, Gebrauch gemacht
(Schema $2).1'8!

Wir haben 'H-STD-NMR-Experimente verwendet, um
die besten Kombinationen von Komponenten zu identifizie-
ren, die an Endothiapepsin gebunden werden, da diese Me-
thode die Messung gebundener Liganden ermdglicht und nur
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geringe Mengen nichtmarkierten Proteins benétigt.”) Um die
Analyse zu vereinfachen, haben wir die gesamte Bibliothek in
fiinf Teilbibliotheken aufgeteilt, bestehend aus jeweils fiinf
Hydraziden und einem Aldehyd, die zur Bildung von fiinf
moglichen Acylhydrazonen fiihrt (zehn Isomere, einschlief3-
lich E/Z-Isomere), die im Gleichgewicht mit den anfinglichen
Bausteinen sind (Schema S3). Die Moglichkeit der Bildung
von Iminen mit der freien Aminogruppe der Hydrazide H1-
H4 oder einer Lys-Seitenkette an der Proteinoberflache kann
im saurem pH-Bereich ausgeschlossen werden.'”! Nach
Zugabe des Zielenzyms zu den Bibliotheken, die bereits im
Gleichgewicht vorlagen, wurden die Acylhydrazone durch
Analyse der Signale fiir ihre Imin-artigen (Abbildungen S4,
S5, S6 und S7) und a-Kohlenstoff-gebundenen (Abbil-
dung S8) Protonen in den 'H-STD-NMR-Spektren identifi-
ziert. In den fiinf Teilbibliotheken wurden acht Binder iden-
tifiziert (Schema 1). Um spezifische von nichtspezifischer
Bindung zu unterscheiden, haben wir den starken Hemmstoff
Saquinavir (K;=48 nm) zur H1-5 4+ A4-Teilbibliothek gege-
ben, worauf dessen Signale im 'H-STD-NMR-Spektrum
sichtbar wurden, wihrend die Acylhydrazonsignale ver-
schwanden. Dies bestétigt die spezifische Bindung der Acyl-
hydrazone H3-A4 und H4-A4 (Abbildung S9).

Um die biologische Aktivitit der 'H-STD-NMR-spek-
troskopisch identifizierten Verbindungen zu untersuchen,
haben wir Inhibitionsstudien mit den aus den entsprechenden
Aldehyd- und Hydrazidvorstufen synthetisierten Acylhydra-
zonen (S)-H1-Al, (5)-H1-A3, (S)-H2-Al, (R)-H3A1, (R)-
H3-A4, (R)-H3-AS5, (S)-H4-A4 und HS5-A1 durchgefiihrt
(Schemata S4 und S5). Die Hemmwirkung wurde fiir die
Mischungen von E/Z-Isomeren bestimmt, wozu ein Fluores-
zenz-Assay zum Einsatz kam, der analog aus einem HIV-
Protease-Assay iibernommen wurde (Abbildungen S10-
S15).20

Der Enzyminhibitionsassay bestétigte das Resultat der
'"H-STD-NMR-Experimente: Die acht Acylhydrazone
hemmen Endothiapepsin mit IC5-Werten im Bereich von 13-
365 um. Die starksten Hemmer, Acylhydrazone (S)-H4-A4
und (R)-H3-AS zeigen ICs,-Werte von 12.8 um und 14.5 pm
(Tabelle 1). Die experimentellen freien Bindungsenergien
(AG) und Ligandeffizienzen (LE), die wir von den ICsy-
Werten iiber die Cheng-Prusoff-Gleichung erhalten haben,?"

Tabelle 1: 1C,,-Werte, berechnete Ki-Werte, AG und LEs der acht als
Hemmstoffe von Endothiapepsin identifizierten Acylhydrazone.?!

Hemmstoff 1Cso [UM] K; [um] AG [k)mol™] LE
(S)-H4-A4 128404 640.2 -30 0.27
(R)-H3-A5 145405 7402 ~30 0.29
(5)-H1-A1 15017 71+8 —24 0.27
(S)-H2-A1 177413 8346 -23 0.23
(R)-H3-A4 206£19 97+9 -23 0.25
(R)-H3-A1 352+13 166 6 —22 0.22
(5)-H1-A3 365+£95 172445 —-22 0.30
H5-A1 unléslich - -

[a] Werte geben die Inhibitionskonstante (K), die Gibbsche freie Bin-
dungsenergie (AG) und Ligandeneffizienz (LE) an, die aus der Cheng-
Prusoff-Gleichung abgeleitet wurden.?" Die Details des Protokolls fiir
den biologischen Assay sind in den Hintergrundinformationen zu
finden.
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korrelieren mit den berechneten Werten der Scoring-Funk-
tion HYDE in der LeadIT-Suite (AGuype((S)-H4-Ad)=
—32kJmol™!, AGuypr ((R)-H3-A5)=-26kJmol!; siche
Tabelle 1 und Tabelle S1).1*

Um den mittels SBD vorhergesagten Bindungsmodus zu
bestitigen, lieBen wir die beiden starksten Hemmstoffe in
Endothiapepsin-Kristalle eindiffundieren. So konnten wir die
Kristallstrukturen von (R)-H3-A5 (PDB-Code: 3T7P) und
(S)-H4-A4 (PDB-Code: 4KUP) als Komplex mit Endothia-
pepsin bei 1.25 A bzw. 1.31 A Auflsung bestimmen (Abbil-
dungen S16-S19). Bei den ,,Soaking“-Experimenten wahlt
das Enzym das E-Isomer aus der E/Z-Isomerenmischung aus.

Die Co-Kristallstruktur von (R,E)-H3-A5 zeigt im akti-
ven Zentrum zwei Liganden: einer bindet an die katalytische
Diade, wiahrend der zweite Richtung Losungsmittel zeigt.
Wegen der Zugénglichkeit fiir das Losungsmittel und dem
Fehlen von Kontakten mit dem Protein ist der Teil dieses
Liganden, der in der Elektronendichtekarte nicht sichtbar ist,
wahrscheinlich hochst ungeordnet und nimmt verschiedene
Konformationen ein. Auch der Komplex (S,E)-H4-A4 weist
zwei Ligandenmolekiile in der Bindetasche auf. Nur das erste
bindet an die katalytische Diade, wiahrend das zweite Ligan-
denmolekiil dem Losungsmittel ausgesetzt ist und, analog
zum vorangehenden Fall, nur teils in der Elektronendichte-
karte sichtbar und partiell populiert ist (63 %; Abbildung 2).

Um zu erdrtern, ob die zusitzlich gebundenen Liganden
nur wegen der hohen Ligandenkonzentrationen wiahrend des
»Soaking“-Experiments beobachtet wurden, haben wir Kris-
talle bei verschiedenen Ligandenkonzentrationen prépariert
(2 mm, 20 mM und 100 mm) und unterschiedliche Datensitze
gesammelt (PDB-Codes: 4LHH, 4KUP und 4LBT). Bemer-
kenswerterweise, wurde bei der niedrigsten Konzentration
nur der Bindungsmodus beobachtet, bei dem der Ligand
einen Kontakt mit der katalytischen Diade eingeht. Bei der
hochsten Konzentration ist ein dritter Bindungsmodus zu
sehen (Abbildung S20). Deswegen nehmen wir an, dass nur
die Bindungsposen von (R,E)-H3-A5 und (S,E)-H4-A4 in der
Nihe der katalytischen Diade fiir unsere Uberlegungen re-
levant sind.

Die detaillierten Bindungsmodi beider Liganden sind in
Abbildung 2 sowie in den Abbildungen S11 und S12 gezeigt.
Das Amid-NH von (R,E)-H3-AS5 bildet eine iiber das kata-
lytische Wassermolekiil vermittelte H-Briicke mit der kata-
lytischen Diade aus (Abbildung 2 a). Das Imin-artige N-Atom
des Acylhydrazonlinkers akzeptiert eine H-Briicke vom
Riickgratamid-NH von Gly80 (2.9 A). Eine weitere H-
Briicke ist zwischen der Carbonylgruppe des Acylhydrazons
und dem Riickgratamid-NH von Asp81 (3.0 A) zu sehen. Die
Hydroxygruppe der Naphtholyleinheit des zweiten Liganden
stellt das Proton fiir eine H-Briicke zu dem dufleren O-Atom
der Seitenkette von Asp219 bereit(2.8 A). AufBlerdem bildet
die a-Aminogruppe des Liganden eine schwache H-Briicke
mit einem benachbarten Wassermolekiil aus. Der Rest des
Liganden ist in den S1’- und S2-Taschen gebunden und zeigt
in Richtung Losungsmittel.

(S,E)-H4-A4 wechselwirkt mit der katalytischen Diade
auf eine andere Art und Weise (Abbildung 2b), da es die a-
Aminogruppe nutzt, um eine direkte H-Briicke mit Asp35
(2.8 A, 32 A) und Asp219 (2.9 A) zu bilden; die a-Amino-
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Abbildung 2. Réntgenkristallstrukturen von Endothiapepsin, cokristallisiert mit Liganden: a) Ubersicht iiber die beiden Molekiile von (R,E)-H3-A5
(C griin, Wassermolekiile: griine Kugeln), gebunden im aktiven Zentrum (PDB-Code: 3T7P). Der zentrale Ligand bindet iiber das katalytische
Wassermolekiil an Asp35 und Asp219. b) Ubersicht tiber die zwei Molekiile von (S,E)-H4-A4 (C gelb, Wassermolekiil: gelbe Kugel, PDB-Code:
4KUP). Der zentrale Ligand adressiert Asp35 und Asp219 direkt iiber seine a-Aminogruppe. c) Uberlagerung von (R,E)-H3-A5 und (S,E)-H4-A4.

Nur die Oberfliche des Komplexes mit (R,E)-H3-A5 ist gezeigt.

gruppe belegt nahezu dieselbe Position wie das katalytische
Wassermolekiil im Komplex mit (R,E)-H3-AS5. Wihrend die
Amid-artige NH-Gruppe des Acylhydrazonlinkers eine H-
Briicke mit der Hydroxygruppe der Seitenkette von Thr222
(2.8 A) bildet, geht das indolische NH eine H-Briicke mit der
Carboxygruppe von Asp81 ein (3.0 A).

(R,E)-H3-AS und (S,F)-H4-A4 belegen unterschiedliche
Regionen der Bindungstasche von Endothiapepsin. Die un-
terschiedlichen Bindungsposen werden offensichtlich durch
die invertierte Stereochemie am Ca hervorgerufen. Auf diese
Weise kann (S,F)-H4-A4 die S1-Tasche mit seiner Indolyl-
einheit besetzen und so von CH-n-Wechselwirkungen mit
Phel16 und Leul25 profitieren. Zusétzlich wird eine Salz-
briicke mit der katalytischen Diade gebildet. AuBerdem
platziert (R,E)-H3-AS seine hydrophobe Phenylgruppe in der
S1-Tasche und ist an CH-rt- und m-rt-Wechselwirkungen mit
Leul25 und Phell6 beteiligt; die Stereochemie ermoglicht
allerdings keine Wechselwirkung mit der katalytischen Diade.
Stattdessen wird der wasservermittelte Kontakt iiber den
Acylhydrazonlinker erreicht. Dieser Ligand zieht Nutzen aus
CH-nt-Wechselwirkungen mit Ile77 und Leul33 iiber die hy-
drophobe Naphtholyleinheit in der S2'-Tasche, wihrend
(S,E)-H4-A4 einige hydrophobe Kontakte mit I1e300 und
Ile304 in der S2-Tasche eingeht. Die Bindungsposen, die
durch die zusétzlichen Liganden, die bei hoheren Konzen-
trationen in die Kristalle eindiffundieren, angezeigt werden,
zeigen Orte fiir sekundédre Wechselwirkungen, die wohl nur
geringe Affinitédtsbeitrage leisten.

Zusammenfassend haben wir zum ersten Mal gezeigt, dass
die Kombination von De-novo-SBD und DKC eine leis-
tungsfahige und effiziente Methode fiir die schnelle Identifi-
zierung neuer Hemmstoffe der Aspartylprotease Endothia-
pepsin ist. Wir haben 'H-STD-NMR-Spektroskopie genutzt,
um die Binder direkt aus der DKB zu identifizieren. Die
besten gefundenen Verbindungen zeigen I1Cs-Werte im un-
teren mikromolaren Bereich. Darauffolgende Bestimmungen
der Cokristallstrukturen haben unsere computerchemischen
Vorhersagen bestitigt, dass entweder direkte oder wasser-
vermittelte Wechselwirkungen mit der katalytischen Diade
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erlangt werden konnen. Wir haben iiber die ersten acylhy-
drazonbasierten Hemmstoffe von Endothiapepsin und As-
partylproteasen im Allgemeinen berichtet. Unsere Kombi-
nation von komplementdren Methoden verspricht, die er-
folgreiche Suche nach Wirkstoffen, nicht nur fiir die be-
kannterweise anspruchsvolle Klasse der Aspartylproteasen,
sondern fiir ein weites Spektrum von Zielstrukturen zu be-
schleunigen. Da neben der Identifizierung auch die gleich-
zeitige Optimierung neuer Hemmstoffe moglich wird, bietet
sich die Chance, vor allem in den frithen Phasen einer
Wirkstoffsuche erfolgreich zu sein.
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