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Abstract: Die Stabilisierung von Protein-Protein-Interaktio-
nen durch kleine Molekiile ist ein vergleichsweise neuer
Ansatz, fiir den bis dato nur wenige Beispiele erbracht wurden.
Hier beschreiben wir die Identifizierung von IBE-667, einem
kleinen Molekiil, dass die Affinitit von LFA-1 fiir ICAM-
1 erhoht, sowie die mittels Rontgencokristallisation erhaltene
Struktur des IBE-667/LFA-1-Komplexes. Das Design von
IBE-667 basierte auf der Struktur-Aktivitits-Beziehung,
welche aus einem vorherigen On-Bead-Screen von markierten
kombinatorischen One-Bead-One-Compound(OBOC)-Sub-
stanzbibliotheken durch konfokales Nanoscanning und Bead
Picking (CONA) abgeleitet wurde. Mithilfe von zelluliren
Analysen an aktivierten Immunzellen konnte gezeigt werden,
dass IBE-667 die Bindung von LFA-1 an ICAM-1 verstiirkt.

Das Integrin LFA-1 (leukozytenfunktionsassoziertes Anti-
gen 1) ist ein heterodimerer Immunrezeptor, der ubiquitér auf
Leukozyten exprimiert wird. Die Bindung von LFA-1 mit
dem interzelluliren Adhésionsmolekiill (ICAM-1) ist ent-
scheidend fiir das Immunsystem, um eine frithe zellvermit-
telte Immunantwort auszulosen.'! Auf diese Weise erken-
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nen T-Zellen antigenprisentierende Zellen. Die Bindungs-
achse zwischen LFA-1 und ICAM-1 wurde aus diesem Grund
bereits frither als moglicher Ansatzpunkt fiir die Medika-
mententwicklung beschrieben.*™" Allerdings stellt die Kon-
formationsdnderung von niedrig affinen zu hochaffinen Zu-
stinden, die mit der Bindung von LFA-1 an ICAM-1 einher-
geht, eine erhebliche Hiirde fiir die Konstruktion von LFA-1-
Inhibitoren dar.’®*!

Obwohl die Inhibierung von Protein-Protein-Interaktio-
nen (PPIs) mittels kleiner Molekiile lange Zeit als die ulti-
mative Herausforderung in der Wirkstoffentwicklung galt,
wurden nur sehr wenige Beispiele fiir solche PPI-Inhibitoren
beschrieben.*¥ Demgegeniiber gibt es klare mechanistisch-
konzeptionelle Argumente dafiir, dass PPI-Stabilisatoren
groBes Potential haben konnten."! LFA-1-Aktivatoren
wiren ein vielversprechender Ansatz fiir die Behandlung
einer seltenen Erbkrankheit, bekannt als Leukozytenadhasi-
onsdeffizienz (LAD), oder als mogliche Verstirker in der
Tumorimmuntherapie.!'>1°!

Ein scheinbarer Aktivator fiir LFA-1 wurde bisher be-
schrieben,['”) allerdings ergab die nihere Untersuchung, dass
diese Substanz im Endeffekt als Inhibitor wirkt, da sie die
transendothelidre Migration von Leukozyten blockiert.

AIDA-markierte OBOC-Bibliotheken

AIDA-Farbstoff CC-Bibliothek

Fluoreszenzassay

konfokales On-Bead-
Screening

Schema 1. Das Konzept zum Screenen von AIDA-markierten OBOC-Bi-
bliotheken: Der 1,3-Diaryl-substituierte Indazolfarbstoff AIDA wird bei
der kombinatorischen Festphasensynthese von Substanzbibliotheken
als erster Baustein eingefiihrt. Die einzelnen Verbindungen der Biblio-
thek aus 1,4-Diazepan-2-onen sind iiber einen Diaminopropan-Spacer
an den Farbstoff gebunden. Nach Inkubieren der Beads mit fluores-
zenzmarkierten Zielproteinen wird CONA verwendet, um jene Beads
mit gebundenem Protein nachzuweisen. Nach Isolierung der Hits
dient AIDA als Marker, um die massenspektrometrische Substanzde-
kodierung zu vereinfachen, und als Reporter fiir einen sekundiren Bin-
dungsassay. Letzerer erméglicht die Messung der Affinitit von AIDA-
markierten Hit-Verbindungen mit unmarkiertem Zielprotein in homo-
gener Losung.
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Abbildung 1. A) Struktur von Verbindung 1 (IBE-667), identifiziert
durch Screening von Bead-basierten Bibliotheken mit fluoreszenzmar-
kiertem LFA-1 ID. B) CONA-Aufnahme von IBE-667-tragenden Beads
nach Inkubation mit 40 nm Cy5-LFA-1 ID. Alle Beads im Sichtfeld
zeigen an der Oberfliche gebundenes Protein. Ein Bead und das dazu-
gehdrige Ringprofil sind auf der rechten Seite zu sehen. C) On-Bead-
Struktur-Aktivitits-Beziehung und Spezifititstest: Eine tiber eine Amid-
bindung mit AIDA verkniipfte Aminoalkylgruppe ist essentiell fur die
Bindung an LFA-1 ID. Fluoreszenzmarkiertes MAC1 ID bindet nicht an
Beads, die Verbindungen 1, 2, 3 oder 4 an der Oberfliche tragen.

Eines der Merkmale von On-Bead-Screening als einer
affinitdtsbasierten Screeningmethode ist, dass die identifi-
zierten Liganden unterschiedliche biologische Aktivititspro-
file und Wirkungsweisen haben konnen. Die Moglichkeit
primédre On-Bead-Hits zu bestédtigen, indem man ihre Bin-
dungsaktivitidt fiir Zielproteine in homogenen Losungen
misst, ist essentiell fiir das effiziente Screening von OBOC-
Bibliotheken.?! Wir haben bereits frither zwei Methoden
beschrieben, die den effizienten Einsatz von markierten
OBOC-Bibliotheken fiir das On-Bead-Screening erlauben,
indem sie Festphasenscreening mit klassischen Assays in ho-
mogenen Losungen kombinieren. Die erste Methode, PS/PS-
Markierung, basiert auf der Integration einer generischen
Markierungsmethode von Hit-Verbindungen zur In-situ-
Fluoreszenzmarkierung nach dem Screeningprozess. Dies
erlaubt die anschlieBende Affinitdtsbestimmung von Hits in
Losung ohne vorherige Resynthese.??! Bei der zweiten
Methode wird schon wihrend der Synthese der Substanz-
bibliothek jede Verbindung mit einem chemisch stabilen UV-
Farbstoff, dem Indazol AIDA, dauerhaft markiert.?>? AIDA
wird anschlieBend als Marker fiir die Dekodierung mittels
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Massenspektrometrie und fiir die Affinitdtsbestimmung in
Losung verwendet.

Bei den Bemiihungen, die AIDA-Technik zur Identifi-
zierung von LFA-1-Liganden anzuwenden, wurde eine auf
das Zielprotein abgestimmte Diazepanon-Bibliothek ent-
worfen (Schema 1). Diese Bibliothek enthielt mehr als 75000
Verbindungen, die durch Standard-Festphasenyntheseme-
thoden auf TentaGel-Beads von 90 pm synthetisiert wurden.

In Ubereinstimmung mit bereits publizierten Ergebnissen
lieferte das CONA-On-Bead-Screening mit der fluoreszenz-
markierten I-Doméne von LFA-1 (LFA-1 ID) als Zielprotein
verschiedene Inhibitoren mit unterschiedlichen Affinitidten
und mikro- bis nanomolaren Dissoziationskonstanten (K,)
fir LFA-1 ID. Allerdings zeigte die ndhere Analyse der
Massenspektren wihrend der Dekodierung der Hit-Beads
auch die Anwesenheit einer Vorlduferverbindung mit einer
exakten Masse von 427, welche der Struktur 1 (Abbil-
dung 1 A) entsprechen wiirde. Die lokale Konzentration oder
Dichte von Verbindungen auf der Oberfldche von TentaGel-
Beads ist sehr hoch im Vergleich zu den bei Screeningver-
fahren in homogenen Losungen iiblichen Konzentrationen.

Aus diesem Ergebnis war zu folgern, dass geringfiigige
bindungsfahige Verunreinigungen wihrend des On-Bead-
Screens an das Zielprotein binden konnen. Verbindung
1 wurde daher erneut synthetisiert, um ihre Bindungsaktivitat

I, rel

1.04 23 nv IBE-667
1.02 K, =52mm

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
c (LFA-1) / um

T
= 4106 23 nv IBE-667 +
104 —— 500 nm LFA-1
102 Ky=76 nv

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
¢ (ICAM-1)/ pm

Abbildung 2. AIDA-basierte Fluoreszenztitrationen A) von IBE-667 mit
LFA-1 ID und B) des IBE-667/LFA-1 ID-Komplexes mit |6slichem
ICAM-1. [ o =relative Fluoreszenzintensitit. A) Zugabe von steigen-
den Mengen von LFA-T ID zu 23 nm IBE-667 fiihrt zu einem Anstieg
des AIDA-Fluoreszenzsignals. Die Auswertung der experimentellen
Daten ergab eine Dissoziationskonstante von K;=>52+3 nm. B) Inku-
bation des vorab gebildeten LFA-1 ID/IBE-667-Komplexes mit steigen-
den Mengen an 6slichem ICAM-1 (sICAM-1) fiihrte zu einem weiteren
Anstieg des AIDA-Fluoreszenzsignals. Die Auswertung ergab eine Dis-
soziationskonstante von K;=76+2 nm fiir die LFA-1 ID/IBE-667/
sICAM-1-Interaktion.
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gegeniiber der fluoreszenzmarkierten LFA-1 ID
mit dem gleichen On-Bead-Screeningassay zu
testen. Uberraschenderweise zeigte die resyn-
thetisierte AIDA-Alkyldiamin-Struktur 1 eine
sehr starke Bindung an das Zielprotein, er- g
kennbar an 100 % Ringbildung in der CONA- -
Aufnahme (Abbildung 1B).

Ein weiterer On-Bead-Aktivititstest bestd- o4
tigte zudem, dass die Interaktion zwischen 1 und
LFA-11ID spezifisch ist, denn mit der homologen
MAC-1 ID konnte keine Bindung an das Ziel- C)
protein nachgewiesen werden (Abbildung 1C). 4
AuBlerdem ergab die Struktur-Aktivitdts-Ana-
lyse, dass die Anwesenheit der Aminoalkylein-
heit eine essentielle Voraussetzung fiir die Bin-
dung ist (Abbildung 1C, vgl. Verbindungen 2
und 3), wihrend die Inversion der zweiten

aggregierte Zellen | %

Amidbindung und eine Verkiirzung der Alkyl- S
kette um ein C-Atom immer noch in einer Bin-
dung an das Zielprotein resultierten (Abbil-
dung 1C, Verbindung 4). Um die gefundene
Interaktion mit Verbindung 1 in homogener
Losung zu bestédtigen, wurden Fluoreszenztitra-
tionen unter Verwendung von unmarkiertem
LFA-1 ID als Rezeptor und der AIDA-Fluo-
reszenzintensitdt als Signal durchgefiihrt. Bei
der Inkubation von 1 mit LFA-1 ID wurde eine
konzentrationsabhingige Zunahme der Fluo-
reszenzintensitit nachgewiesen. Die Auswer-
tung der Bindungsdaten durch Berechnung der
Signalkurve ergab eine Dissoziationskonstante von Ky =
52nm (Abbildung 2A). Als dann Iosliches ICAM-1 dem
Komplex zugegeben wurde, konnte eine weitere Zunahme
der Fluoreszenzintensitdt bis zur Sittigung beobachtet
werden. Wenn Verbindung 1 als ein Inhibitor wirken wiirde,
wire hier eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit zu er-
warten, da 1 durch ICAM-1 von der Bindungsstelle am LFA-
1 ID verdriangt wiirde. Unsere Daten weisen somit auf ein
agonistisches Verhalten von Verbindung 1 bei der Interaktion
von LFA-1 ID mit ICAM-1 hin. Die Auswertung der Affini-
tdtsdaten fiir die Bindung von ICAM-1 an den LFA-1 ID/1-
Komplex ergab eine Dissoziationskonstante von K,;=76 nMm
(Abbildung 2B). Im Vergleich dazu bindet die Niederaffini-
tatskonformation von LFA-1 an ICAM-1 mit einer Affinitét
von Ky=1.5 mm.?

AnschlieBend an die Charakterisierung in vitro wendeten
wir uns zelluldren Untersuchungen zu, um zu bestétigen, dass
Verbindung 1 tatsichlich die Bindung von LFA-1 und ICAM-
1 stabilisiert. Als erstes wurde mittels FACS (Durchflusszy-
tometrie) die Fahigkeit von 1 untersucht, die Bindung von
biotinyliertem loslichem ICAM-1 an aktivierte T-Zellen zu
verstiarken. Nach Isolierung und In-vitro-Aktivierung von T-
Zellen konnte durch Farbung mit Streptavidin-PE eine do-
sisabhédngige Zunahme von biotinyliertem, 16slichem ICAM-
1in Anwesenheit von 1 detektiert werden (Abbildung 3 A,B).
Auch konnte die durch 1 induzierte Affinitdtssteigerung von
LFA-1 zu ICAM-1 durch die Zugabe des bekannten LFA-1-
Inhibitors AAQS552, der in die Mevinolin-Bindungstasche der
I-Doméne bindet, komplett aufgehoben werden (Abbil-

werden.
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Abbildung 3. Aktivitit von IBE-667 in zellulidren Assays. A) IBE-667 verstirkt die Bin-
dung von biotinyliertem sICAM-1 an aktivierte T-Zellen, gezeigt durch Farbung mit
Streptavidin-PE und FACS-Analyse. B) Bindung von sICAM-1 an auf aktivierten T-Zellen
exprimiertes LFA-T in An- und Abwesenheit von IBE-667 und dem LFA-1-Inhibitor
AAQ552. Ig = mittlere Fluoreszenzintensitat. C) IBE-667 fiihrt zu einer konzentrati-
onsabhingigen Induzierung der T-Zellen-Aggregation nach Aktivierung durch Anti-
CD3- und Anti-CD28-Antikorper. D) Die durch IBE-667 induzierte T-Zellen-Aggregation
kann durch einen LFA-T-neutralisierenden Antikérper vollstandig riickgangig gemacht

dung 3B).I° Zusitzlich zu dieser Fihigkeit, die Bindung von
ICAM-1 an aktivierte T-Zellen auszuldsen, verstirkte 1 auch
die Aggregation von T-Zellen, einen Prozess, der wiederum
von der Interaktion zwischen LFA-1 und ICAM-1 abhéngt
(Abbildung 3C).?*?"! Die dosisabhingige Induktion der T-
Zellen-Aggregation konnte durch einen monoklonalen An-
tikorper gegen LFA-1 vollstidndig blockiert werden (Abbil-
dung 3D). Auf diesen Daten basierend benannten wir unsere
neu identifizierte Verbindung ICAM-1 binding enhancer 667
(IBE-667).

Um die strukturelle Basis der Interaktion von IBE-667
mit LFA-1 weiter zu untersuchen, wurden Cokristallisa-
tionsexperimente durchgefiihrt. Der Komplex aus LFA-1 ID
und IBE-667 kristallisierte in einer orthorhombischen Kris-
tallform (a=453 A, b=659 A, ¢=133.6 A, Raumgruppe
1222) mit einem Komplex pro asymmetrischer Einheit. Beu-
gungsdaten wurden bis zu einer Auflosung von 1.8 A ge-
sammelt. Die Kristallstruktur zeigte, dass IBE-667 nicht an
die MIDAS-Bindungsstelle von LFA-1 bindet, sondern in die
Mevinolin/Lovastatin-Bindungstasche. Der Bindungsmodus
von IBE-667 besteht aus zwei wasserstoffbriickenbildenden
Gruppen (Amidgruppen), die ein ausgedehntes planares
aromatisches System (das bisphenylierte Indazol von AIDA)
flankieren (Abbildung 4 A,B). AuBerdem nimmt die Ami-
noalkylgruppe, die fiir die verstirkte ICAM-1-Bindung ver-
antwortlich ist, nicht an der Interaktion mit LFA-1 ID teil.
Die beiden flankierenden Amidgruppen bilden direkt Was-
serstoffbriicken mit Tyr166-OH und Glu301-OE1, wéhrend
das Aromatensystem in der Mitte mit dem aromatischen Teil

Angew. Chem. 2014, 126, 4410 —4414
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Abbildung 4. Réntgenstruktur von an LFA-1 ID gebundenem IBE-667. A) Uberblick tber die
Cokristallstruktur. IBE-667: griin, Proteinoberfliche: grau. B) Interaktion von IBE-667 in der
Mevinolin/Lovastatin-Bindungstasche von LFA-1; C-Atome von LFA-1: gelb, C-Atome von
IBE-667: tiirkis. C) Schema der Hauptinteraktion von IBE-667 und LFA-1. D) 2F,—F-Elektro-
nendichte bei 10, fur IBE-667 (C-Atome: tiirkis) und Uberlagerung mit LFA-878 (C-Atome:
grau). E) Chemische Struktur von IBE-667 (blau) und dem von Lovastatin abgeleiteten Inhi-
bitor LFA-878. Beide Verbindungen belegen dieselbe Bindungstasche, aber nur IBE-667 wirkt

als Agonist.

von Tyr257 und der Seitenkette von Lys287 interagiert (Ab-
bildung 4 C). Wahrscheinlich bestimmt besonders die aro-
matische Interaktion zwischen dem Indazol und Tyr257 den
Bindungsmechanismus in entscheidender Weise. Da die
Aminoalkylgruppe von IBE-667 nicht direkt mit LFA-1 ID
interagiert, ist sie eher flexibel, was sich aus der schwachen
Elektronendichte (Abbildung 4 D) ableiten lésst. Ein zweiter
moglicher Bindungsmechanismus, der mit der pseudo-Spie-
gelsymmetrie des aromatischen Systems einhergeht, steht
aufgrund der leichten Asymmetrie der Bindungslédngen zwi-
schen dem Indazol und den zwei benachbarten Phenylein-
heiten nicht im selben Ausmaf} mit den Elektronendichte-
daten im Einklang. Schlussendlich zeigte das Ubereinander-

Angew. Chem. 2014, 126, 4410 —4414
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legen der Komplexstrukturen von LFA-
1 ID mit IBE-667 und dem von Mevinolin
abgeleiteten Inhibitor LFA-878 klar, dass
die Bindungsmechanismen dieser beiden
Verbindungen unterschiedlicher Natur
sind (Abbildung 4D,E).

Insgesamt liefert der Bindungsmecha-
nismus von IBE-667 und die Tatsache, dass
die Aminoalkylkette nicht direkt mit LFA-
1 interagiert, keine naheliegende Erkli-
rung fiir die die ICAM-1-Bindung verstir-
kende Wirkung von IBE-667. Ein Ver-
gleich der LFA-1 ID/IBE-667-Struktur mit
bereits frither beschriebenen niedrig-,
mittel- oder hochaffinen Cysteinmutan-
ten® der LFA-1 ID zeigte, dass nur #hnlich
kleine Abweichungen in der a7-Helix der
LFA-1 ID vorliegen. Allerdings verursacht
die Bindung von Mevinolin an LFA-1 ID,
welches dieselbe Bindungsstelle wie IBE-
667 belegt, #hnliche kleine Anderungen
mit entgegengesetzten Konsequenzen.m]
Dariiber hinaus konnte, dhnlich wie bei
Mevinolin, keine Anderung innerhalb der
MIDAS-Bindungstelle infolge der Bindung
von IBE-667 an LFA-1 ID beobachtet
werden. Das lidsst vermuten, dass die von
IBE-667 induzierte, gesteigerte Affinitét
von LFA-1 ID an ICAM-1 auf kinetische
Effekte, z.B. Unterschiede in den Asso-
ziationsgeschwindigkeiten, zuriickzufiih-
ren ist. Die zusétzliche Ladung, die durch
die Aminoalkylgruppe von IBE-667 ein-
gebracht wird, konnte ebenfalls einen da-
hingehenden Einfluss haben.

Zusammenfassend beschreiben wir
hier die Identifizierung von IBE-667,
einem LFA-1-Agonisten, der die Affinitét
von LFA-1 fiir ICAM-1 erhoht. Die Ver-
bindung wurde durch CONA-On-Bead-
Screening einer markierten OBOC-Bi-
bliothek identifiziert. IBE-667 ist zwar ein
Vorlaufer des urspriinglichen Bibliotheks-
designs, zeigt aber erneut die Flexibilitét
des On-Bead-Screenings fiir die kosten-
giinstige Identifizierung von biologisch
aktiven Liganden in hochminiaturisierter Form. Zudem de-
monstrieren die Resultate die Vorteile von markierten Sub-
stanzbibliotheken: Die entscheidende Bestitigung der Inter-
aktion unserer Hit-Verbindung mit dem Zielprotein in ho-
mogener Losung, ebenso wie die Aufkldrung der molekularen
Wirkungsweise, wird durch den generischen und sensitiven
fluoreszenzbasierten Assay, welchen die markierten Sub-
stanzen ermoglichen, deutlich erleichtert. Allerdings zeigt
dieses Ergebnis auch, dass die AIDA-Reportergruppe selbst
nicht interaktionsinert ist. Aus diesem Grund haben wir be-
reits eine neue Variante des markierten Bibliothekansatzes
beschrieben, bei der die Markierung erst nach dem ur-
spriinglichen on bead Screeningschritt eingefiihrt wird, sodass

LFA-878
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die Markierung zwar als Reporter fiir den Losungsassay
verwendet wird, nicht aber das entscheidende Reaktionsele-
ment darstellen kann.?!! AbschlieBend nehmen wir an, dass
die Erkenntnisse aus der LFA-1 ID/IBE-667-Cokristall-
struktur einen wertvollen Ausgangspunkt fiir ein optimiertes
Design von neuen LFA-1-Inhibitoren darstellen. LFA-1-Ak-
tivatoren konnten Moglichkeiten fiir eine effizientere Tu-
morimmuntherapie eréffnen. Schlielich konnte die Steige-
rung der LFA-1/ICAM-1-Affinitit durch niedermolekulare
PPI-Stabilisatoren Méngel in der LFA-1-Expression oder
-Aktivierung ausgleichen, welche die Ursache fiir das LAD-
Syndrom sind.
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