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Abstract: Pyrrolopyrazine wurden als potente Multi-Target-
Antimalaria-Wirkstoffe identifiziert. Die wirksamsten Sub-
stanzen haben ECs,-Werte im niedrigen nanomolaren Bereich
gegen Plasmodium falciparum im erythrozytischen Stadium
und Plasmodium-bergei-Leberschizonten bei vernachlissig-
barer HepG2-Zytotoxizitit. Der Wirkungsmechanismus
wurde mit Computerverfahren zur Vorhersage moglicher ma-
kromolekularer Targets aufgedeckt. So konnte eine funktio-
nelle Ahnlichkeit zwischen Bindetaschen in nicht homologen
Proteinen erkannt und die beobachtete antiparasitire Aktivitdt
mit der Inhibierung von IspD und der von mehreren Kinasen
verkniipft werden. Essentielle P-falciparum-Kinasen wurden
als mogliche Targets der neuen Leitstrukturen identifiziert. Die
Ergebnisse bestiitigen unser Konzept der liganden- und struk-
turgestiitzten Target-Vorhersage, erweitern die bioinformati-
sche Methodik zur Proteomanalyse und erdffnen Moglich-
keiten zur Entschliisselung polypharmakologischer Effekte
bioaktiver chemischer Wirkstoffe.

M alaria ist eine der groen Bedrohungen der 6ffentlichen
Gesundheit, und die zunehmende Verbreitung von Resis-
tenzen gegen Antimalaria-Wirkstoffe unterstreicht die Not-
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wendigkeit, Medikamente mit innovativen Wirkmechanis-
men zu entwickeln.'! Wir berichten hier iiber die Identifi-
zierung neuer Antimalaria-Wirkstoffe mit nanomolarer
Wachstumshemmung von Plasmodium falciparum und de-
monstrieren den effektiven Einsatz von Computerverfahren
zur Entschliisselung des zugrunde liegenden Wirkmechanis-
mus. Mithilfe von sequenz- und strukturbasierten bioinfor-
matischen Methoden haben wir zuerst menschliche Protein-
Targets identifiziert, um anschlieBend die vermutlichen P-
falciparium-Targets durch die Identifizierung orthologer
Proteine zu bestimmen und experimentell zu iiberpriifen.”!

Urspriinglich wurde das Pyrrolochinoxalin 1 (Abbil-
dung 1) in einem Hochdurchsatz-Screening bei der BASF
entdeckt. Dieses Screening zielte darauf ab, neue niedermo-
lekulare Inhibitoren des Herbizid-Targets 4-Diphosphocyt-
idyl-2C-methyl-p-erythritolsynthase (IspD) von Arabidopsis
thaliana zu finden.® Eine grofe Zahl an Derivaten wurde
synthetisiert und getestet, aber keine der nachfolgenden
Verbindungen inhibierte Arabidopsis-thaliana-1spD mit 1Cs,-
Werten im submikromolaren Bereich. Dennoch entschieden
wir uns, die moderate Aktivitdt der Treffer fiir eine mogliche
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Abbildung 1. Strukturen der Referenzverbindung 1 (ICsy(A.-thaliana-
IspD) =1.6 um) und der Leitstruktur (+)-18 sowie die konzentrations-
abhingige Wachstumshemmung von Parasiten des resistenzfreien P.-
falciparum-Stamms NF54 durch (+)-18; ungehemmtes Parasiten-
wachstum fungierte als Kontrolle (=100%); n=4 (aus zwei unabhian-
gigen Experimenten mit je zwei technischen Replikaten). Die aufgetra-
genen Werte sind arithmetische Mittelwerte £ Standardfehler (stan-
dard error of the mean, SEM).
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Antimalaria-Anwendung zu nutzen, da IspD auch fiir
das Uberleben von Plasmodium spp. essentiell ist.l"]
Pflanzen und Apicomplexa konnen Isoprenoide mit-
hilfe des Methylerythritolphosphatwegs anstelle des
klassischen Mevalonatwegs synthetisieren. IspD ist
daher ein interessantes Antimalaria-Target, da es ein
essentielles Enzym ist und es kein Homologes im
Menschen gibt.

Mangels der Verfiigbarkeit eines direkten Inhi-
bierungstests fiir Plasmodium-IspD testeten wir
Verbindung 1 in einem phénotypischen Erythrozy-
ten-Assay gegen den resistenzfreien P-falciparum-
Stamm NF54. Wir beobachteten die nahezu voll-
standige Inhibierung (>99%) des parasitiren
Wachstums bei einer Wirkstoffkonzentration von
0.5pugmL™!, die einem ECs-Wert von ungefihr
200 nm entspricht. Die weitere chemische Optimie-
rung des urspriinglichen Treffers fiihrte zu einer ver-
besserten Wachstumshemmung, wenn das Chinoxa-
lingertist durch ein Dicyanpyrazin ersetzt wurde.
Insgesamt wurden 32 Derivate synthetisiert. Die Er-
gebnisse fiir die Verbindungen 2—(+)-33 offenbaren
deren beachtliches Potenzial als Antimalaria-Wirk-
stoffe (Tabelle 1). Die Synthese aller Derivate folgte
einem zweistufigen Verfahren (Schema 1). Das
kommerziell verfiigbare Pyrazinderivat 34 wurde
durch die Acetonitrilderivate 35-37 substituiert, um
38-40 herzustellen. Die Bildung des Pyrrolrings er-
folgte dabei durch Reaktion mit einem priméren
Amin unter basischen Bedingungen.['?

Im zellbasierten Assay erwiesen sich alle Pyr-
rolopyrazine als stark aktiv gegen P. falciparum, mit
EC,,-Werten im niedrigen nanomolaren Bereich. Die
Zytotoxizitat der Verbindungen wurde anhand von
myogenen Rattenzellen (L6) als Sdugetiermodell-
system bestimmt. Wir definierten einen Selektivi-
tatsindex (SI) als den Quotienten der gemessenen
EC,,-Werte in L6-Zellen und in Plasmodium. Gene-
rell beobachteten wir niedrige Zytotoxizitit bei ak-
zeptabler Aktivitit gegen Plasmodium fir die Ver-
bindungen mit aromatischen Seitenketten, wihrend
Derivate mit basischen Seitenketten am aktivsten
waren. Die Pyrrolopyrazine (+)-18 und (+)-20 zeig-
ten starke antiplasmodiale Aktivitiat mit ECy,-Werten
im zweistelligen nanomolaren Bereich (Tabelle 1).
Die ausgewihlte Leitstruktur (+)-18 (P-falciparum-
NF54-EC5y=53nM;  ApECs,=0.02 log-Einheiten;
Abbildung 1) enthilt eine zu Chloroquin &hnliche
Seitenkette, hat eine angemessene Selektivitit (SI=
40) und bemerkenswerte lipophile Ligandeneffizi-
enzl*¥ (LLE =4.0). Wir haben diese Leitverbin-
dung auch gegen P. falciparum des Chloroquin-resis-
tenten K1-Stammes getestet und einen EC;-Wert
von 40 nm (ApECs,=0.75 log-Einheiten) gemessen.
Die Substanz zeigte auch starke Aktivitidt gegen P-
berghei-Leberschizonten (ECs,=0.3+0.1 um) und
wies keine Zytotoxizitit gegeniiber HepG2-Zellen in
einem Zeitrahmen von 48 h auf.

www.angewandte.de

Tabelle 1: Struktur, Antimalaria-Aktivitdt (NF54-Stamm) und Zytotoxizitét (L6-

Zellen) der Pyrrolopyrazine 2—(+£)-33. SI: Selektivititsindex, LLE: lipophile Ligan-
deneffizienz.
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Tabelle 1: (Fortsetzung)
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cher Clusterzugehorigkeit statistisch bestimmt.
Diesen Ansatz haben wir bereits in fritheren Stu-
dien validiert, um sowohl neue Targets fiir alte
Medikamente!®??! als auch Targets fiir Verbindun-
gen aus kombinatorischen Bibliotheken zu identi-
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dhnlichkeiten wurde dabei verwendet, um relevante
Ahnlichkeiten zwischen (+)-18 und den weiteren
Molekiilen des Clusters zu erkennen und die Vor-
hersagen beziiglich ihrer Fehlerwahrscheinlichkeit
einzustufen.” Retrospektive Studien zeigten, dass
dieses Bewertungsschema auflergewoOhnlich leis-
tungsfahig ist, um richtige Vorhersagen zu treffen.
Dies ist in der durchschnittlichen ROC AUC (re-
ceiver-operator characteristic area-under-curve)®!
von 0.78 £ 0.14, die in einer zehnfachen Kreuzvali-
dierungsstudie fiir 212 Target-Familien gemessen
wurde, ersichtlich (Tabelle S13 der Hintergrundin-
formationen). Die Berechnung von Hintergrund-
wahrscheinlichkeiten ermoglichte uns die Bestim-
mung konservativer p-Werte.”” Die Target-Vor-
hersagen fiir (+)-18 mit p<0.1 (Fehlerwahr-
scheinlichkeit < 10%) sind in Tabelle 2 aufgelistet.
Die Vorhersage favorisiert eindeutig Kinasen als
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Schema 1. Allgemeine Synthesestrategie. a) DMF, 40°C, 3—4 h;
b) RNH,, NEt;, DMF, 50-70°C, 2-23 h; c) Me,SO,, K,COs;, DMF, 40°C,
10 h.

Die beobachtete Diskrepanz zwischen der erwarteten
Aktivitdt der Verbindungen im niedrigen mikromolaren Be-
reich, abgeleitet von der Aktivitdt gegen A.-thaliana-IspD,
und den gemessenen niedrigen nanomolaren ECs-Werten
gegen Plasmodium lasst auf einen anderen oder zusétzlichen
Wirkungsmechanismus schlieBen. Zur Identifizierung weite-
rer makromolekularer Targets nutzten wir daher eine com-
puterbasierte Target-Vorhersage fiir unsere Leitstruktur (£)-
18. Dafiir verwendeten wir eine selbstorganisierende Karte
(Kohonen-Netz, SOM),”! die mithilfe von 11827 diversen
Wirkstoffen und Leitstrukturen trainiert wurde. Diese Trai-
ningsdaten sind mit ihren bekannten Bioaktivitdten fiir ins-
gesamt 673 makromolekulare Strukturen aus 212 Target- und
Aktivititsfamilien beschrieben.'*® Die SOM gruppiert
Molekiile beziiglich ihrer pharmakophoren Eigenschaften in
so genannte ,,Cluster* mit funktionell dhnlichen Verbindun-
gen.? (£)-18 wurde ebenfalls auf diese Karte projiziert,
und seine moglichen Targets wurden unter Zuhilfenahme der
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potenzielle Targets. Dieses Ergebnis ist im Einklang

Tabelle 2: Hochrangige (p-Wert <10%) vorhergesagte Targets und
Target-Klassen fuir (£)-18.

Rang vorhergesagtes Target p-Wert [%)]
1 Thrombin-Rezeptor 7.2
2 Serin/Threonin-Kinase 8.7
3 Adenosinkinase 9.1
4 Tyrosinkinase 9.6
5 Wachstumshormon-Releasing-Peptid-Rezeptor 9.7
6 DNA-Topoisomerase 9.9

mit einer Studie von Volovenko und Mitarbeitern,?®! die auf
der Grundlage eines antiproliferativen Effekts von Pyrrolo-
pyrazinen deren Bindung an die Hinge-Region mehrerer
Kinasen postulierten.

Um die vorhergesagte Kinasehemmung biochemisch zu
tiberpriifen, untersuchten wir (4)-18 sowie die ausgew&hlten
Analoga 6, 8 und 16 zunéchst in einem humanen Kinase-
Panel (Cerep ExpresS Diversity Kinase Profile; Tabelle 3).
(£)-18 hemmte die Aktivitdt von 21 der 48 getesteten Kina-
sen bei einer Konzentration von 10 umM um mehr als 50 %. Das
basische Derivat 16 zeigte einen leicht schwécheren Ge-
samteffekt (17/48), und die Pyrrolopyrazine 6 und 8, mit
aromatischen Seitenketten und schwicherer antiplasmodialer
Aktivitit, zeigten keine Kinasehemmung. ICs-Werte wurden
fiir (£)-18 gegen die vier am stérksten gehemmten Kinasen
(mit >99 % Wirksamkeit) bestimmt. Einstellig mikromolare
Werte bestétigen die Target-Vorhersage, besonders fiir die
Insulin-Rezeptor-Tyrosinkinase (IRK): 2.5 um, Serin/Threo-
nin-Kinase RAF-1: 2.3 pm, Tyrosinkinase Src: 2.3 um und die

www.angewandte.de
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Tabelle 3: Hemmung von humanen Kinasen durch die Pyrrolopyrazine 6,
8,16 und (+)-18 in einer Konzentration von 10 pm (n=2). Aufgelistet
sind diejenigen Kinasen, fiir die mindestens 50% Hemmung beobachtet
wurde (Interf.: Interferenz mit dem Assay).

Kinase Verbindung

6 8 16 ()18
Abl - - 78 -
Akt1/PKBa - Interf. 92 74
CDK2 - - 76 _
CHK1 - - 7 -
CHK2 - - - 91
CKla - - 97 73
c-Met - Interf. 82 88
EGFR - - - 88
EphA2 - - 91 -
FGFR2 - - 77 95
FGFR3 - - - 70
IKKo - - 80 94
IRK (InsR) - - 81 99
JAK3 - - 77 Interf.
Lck-Kinase - - - 78
MKK6 - - - 88
MNK2 - Interf. - 92
MST4 - - 80 92
Pim2 - Interf. 78 96
PKA - - - 83
PKCP2 - - 59 95
RAF-1 - - - 100
SGK1 - - 84 91
SIK - - - 91
Src N - 95 99
TrkA - - 98 99

Tropomyosin-Rezeptor-Kinase TrkA: 1.0 um (SEM <1 log-
Einheit fiir alle ICs,-Werte; Abbildung 2 A). Diese bioche-
mischen Befunde bestétigen die Vorhersage, dass Pyrrolo-
pyrazine potente Kinasehemmer sein konnen und stiitzen
unsere Arbeitshypothese, dass die beobachtete antiplasmo-
diale Aktivitdt von (4)-18 zumindest teilweise durch Multi-
target-Effekte erkldrt werden kann.

Die gemessene Hemmung von humanen Kinasen bietet
jedoch nur eine indirekte Erklarung fiir die beobachtete
Antimalaria-Aktivitit, da keine Plasmodium-Homologen der
gehemmten Kinasen beschrieben sind. Andererseits kann die
kinasechemmende Eigenschaft eine mogliche Erklidrung fiir
die beobachtete Zytotoxizitdt (ECsy=2 um fiir (£)-18; Ta-

A) 125 B)
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2§ 757 3c
22 25 s0
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25 50 Yo
T O e 25
E L 251 o)
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Abbildung 2. A) Konzentrationsabhingige Hemmung von humanen Ki-
nasen durch (+)-18 (n=2); positive Kontrolle: Staurosporin. B) gPCR-
Signal von DNA-markierter P.-falciparum-Proteinkinase 5 (PfPK5) nach
Hinzufiigen von 30 um der Testverbindung (n=2 technische Replika-
te), um den immobilisierten Referenzliganden zu verdringen. Die
Werte sind arithmetische Mittelwerte + Standardfehler.
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belle 1) sein, da myogene Rattenzellen Homologe mit mehr
als 90% Sequenzidentitdt zu den gehemmten Kinasen ex-
primieren und wir eine niedrigere Zytotoxizitédt fiir ausge-
wihlte Derivate ohne messbare Kinasehemmung beobach-
ten.

Zur Entschliisselung der moglichen P.-falciparum-Target-
Kinasen fithrten wir zuerst eine umfassende sequenzbasierte
Suche durch (Tabelle S14 der Hintergrundinformationen).
Dafiir nutzten wir das Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST),?” um lokale Alignments zwischen den vollstindi-
gen Aminosiduresequenzen der vier am stirksten gehemmten
humanen Kinasen (IRK, RAF-1, Src, TrkA) und allen plas-
modialen Proteinen fiir die P-falciparum-Staimme 37D und
IT aus der PlasmoDB-Datenbank (v9.3) zu erstellen. Wir
konzentrierten uns dabei auf lokale Sequenzmotive in Plas-
modium-Proteinen, die von allen vier genutzten humanen
Kinasen gefunden wurden, um so potenziell eine gemeinsame
Bindetasche zu identifizieren. Dieser Konsensus-Ansatz lie-
ferte insgesamt 36 Subsequenzen aus 30 Plasmodium-Protei-
nen mit statistisch signifikanten maximalen Erwartungswer-
ten (E-Wert: die Zahl der Treffer, die man zufillig erwarten
wiirde) < 107 in allen vier Suchanfragen. Bemerkenswerter-
weise gehort die Hilfte dieser Treffer zu Kinasefamilien, die
in Gen-Knockout-Studien als essentiell fiir den Parasiten
entdeckt und als Targets fiir innovative Antimalaria-Thera-
pien vorgeschlagen wurden, z. B. NimA (,,never in mitosis* A)
sowie verschiedene Calcium- und Cyclin-abhédngige Kina-
sen. !

Als eine konsequente Erweiterung dieser sequenzbasier-
ten Analyse fithrten wir eine strukturbasierte Suche nach
tibereinstimmenden Bindetaschen durch. Da wir eine Hem-
mung von mehreren Kinasen beobachtet hatten, konzen-
trierten wir uns auf die Nukleotidbindetasche der vier hu-
manen Kinasen, die von (+)-18 komplett gehemmt wurden
(PDB-IDs:* 3omv fiir RAF-1, 4ao0j fiir TrkA, 4ibm fiir IRK,
2src fiir Src). Diese verglichen wir mit allen sieben P-fal-
ciparum-Kinasen, fiir die Rontgenstrukturen in der Protein
Data Bank (PDB) verfiigbar waren (PDB-IDs: 1ltk, 1vOp,
1z6g, 2w41, 2wwf, 2yog, 3q5i). Die Software PoLiMorph”
vergleicht die Form und Eigenschaften von Kavititen in
Proteinoberfldchen, indem sie ihre Volumina durch ver-
zweigte dreidimensionale Graphen (,,pocket graphs®) dar-
stellt und Knoten in den Graphen hinsichtlich lokaler Was-
serstoffbriicken, hydrophober und elektrostatischer Poten-
tiale wie auch nach ihrer Oberflachenzuginglichkeit einfarbt.
Die Graphen werden anschliefend mithilfe eines determi-
nistischen Algorithmus verglichen, um paarweise Ahnlich-
keiten zu erhalten.”" Signifikante Taschenzhnlichkeit wurde
fiir PfPK5P? mit den humanen RAF-1-, TrkA- und IRK-Ki-
nasen beobachtet. AnschlieBend verglichen wir PfPKS mit
seinem humanen Homologen CDK?2 in der Cyclin-aktivierten
(PDB-ID: 1fin) und inaktiven (PDB-ID: 4fko) Form (Ab-
bildung S3 der Hintergrundinformationen). Beide Vergleiche
zeigten signifikante Ahnlichkeiten zwischen den Taschen auf,
und beide CDK2-Taschen haben vergleichbare Ahnlichkeiten
zu den anderen ausgewéhlten humanen Kinasen (Tabelle S15
der Hintergrundinformationen).

Aufgrund der berechneten Taschendhnlichkeit, der Iden-
tifizierung von PfPKS auch in der sequenzbasierten Suche
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und der moderaten Hemmung von 16 und (+)-18 (76 bzw.
26 % Hemmung bei 10 pm, n =2) gegen die human-homologe
CDK?2-Kinase entschieden wir uns dazu, (+)-18, 8 und 16 in
einer kompetitiven Bindungsstudie auf die Bindung an PfPK5
zu testen. Sowohl 16 als auch (+)-18 zeigten eine moderate,
aber signifikante Bindung an PfPKS bei einer Testkonzen-
tration von 30 puM, wihrend fiir die negative Kontrolle 8 kein
Effekt beobachtet wurde. Bemerkenswerterweise hatte keine
der drei Verbindungen einen Effekt auf PACDPKI1 als Kon-
trolle (nicht gezeigt). Dieser Befund bestétigt unsere com-
puterbasierte Target-Vorhersage und spricht fiir das Binden
unserer Leitstruktur im aktiven Zentrum von PfPKS. Wir
betonen, dass die vorldufigen Bindungsdaten die Relevanz
von PfPK5-Hemmung durch (+)-18 in vivo nicht eindeutig
belegen. Durch eine Quantifizierung der Histon-H1-Phos-
phorylierung in Parasiten sowie mithilfe von In-vitro-Evolu-
tionsstudien konnen vermutlich weitere Hinweise gewonnen
werden. !

Das anfénglich im Hochdurchsatz-Screen gefundene
Pyrrolopyrazin zeigte bemerkenswerte Antimalaria-Aktivi-
tat. Die Optimierung der zellbasierten Aktivitit fiihrte zur
Leitstruktur (+)-18 mit Aktivitdt im niedrigen nanomolaren
Bereich. Modernste liganden-, sequenz- und strukturbasierte
Rechnermethoden wurden eingesetzt, um schlussendlich es-
sentielle plasmodiale Kinasen als mogliche Targets dieser
Molekiilklasse zu identifizieren. Tatsédchlich wurde Multitar-
get-Hemmung als ein resistenzrobuster Wirkmechanismus fiir
Antimalaria-Wirkstoffe empfohlen,? und die hier identifi-
zierte Kinase PfPKS wurde zuvor als Kandidat fiir effiziente
Multitarget-Wirkstoffe vorgeschlagen. Unsere Studie zeigt
auf, dass die auf chemischen Strukturen beruhende Target-
Identifizierung sowohl biochemische Proteomanalysen als
auch die chemische Genetik ergidnzen und inspirieren kann.
Die Vorhersagemethode erfasst subtile funktionale Bezie-
hungen zwischen Ligandenklassen und bietet damit einen
erginzenden Ansatz und eine neue Sichtweise auf Ligand-
Target-Zusammenhinge.

Experimentelles
Ligandenbasierte Target-Vorhersage: Bioaktive Referenzstrukturen
(Collection of Bioactive Reference Compounds, COBRA v.11.10)!¢!
und die Leitstruktur (£)-18 wurden vorverarbeitet mithilfe der
,wash“-Funktion der »Molecular Operating Environ-
ment“(MOE2011.10)-Software,*) mit den Optionen ,disconnect
salts“, ,,remove ion pairs“, ,deprotonate strong acids“, ,remove
minor components®, ,,protonate strong bases“ und ,,add hydrogen®.
Die Molekiile wurden danach als topologische Pharmakophormuster
dargestellt (,, CATS2“-Deskriptor) und mithilfe einer SOM gruppiert,
wie zuvor beschrieben.'"*"! Eine Computeranalyse berechnete die
Ahnlichkeiten der Medikamente zu (+)-18 beziiglich ihrer pharma-
kophoren Eigenschaften und transformierte diese in Falsch-Positiv-
Wahrscheinlichkeiten mithilfe der paarweisen Ahnlichkeiten zwi-
schen Molekiilen der COBRA-Datenbank, die mit unterschiedlichen
Targets annotiert sind. Die Berechnung von durchschnittlichen
Falsch-Positiv-Wahrscheinlichkeiten lieferte eine Bewertung der
Vorhersagen beziiglich der Konfidenz. Details sind in Lit. [22] be-
schrieben.

Kinaseassays: In-vitro-Experimente fiir humane Kinasen wurden
von Cerep im Auftrag durchgefithrt (86600 Celle 1’Evescault,
Frankreich; http://www.cerep.fr). Kompetitive Bindungsstudien fiir
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selektierte Verbindungen mit PfPK5 (KINOMEscan-Assays) wurden
von DiscoverX im Auftrag durchgefiihrt (San Diego, CA, USA;
http://www.discoverx.com).
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