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Strukturbasiertes Ligandendesign in der medizinischen Chemie und
im Pflanzenschutz beruht auf der ldentifizierung und Quantifizierung
von schwachen, nichtkovalenten Wechselwirkungen und dem Ver-
standnis der Rolle von Wasser. Ein wichtiges Werkzeug zum Abrufen
von vorhandenem Wissen ist die Suche in Datenbanken von kleinen
Molekiilen und Proteinen. Die Erstellung eines thermodynamischen
Profils zusammen mit der Rontgenstrukturanalyse und theoretischen
Untersuchungen ist der Schliissel zur Aufklidrung des Energieprofils
der Wasserverdringung durch den Liganden. Biologische Bindungs-
stellen unterscheiden sich stark in ihrer Form, konformativen Dyna-
mik und Polaritdit, weshalb verschiedene Entwicklungsstrategien fiir
Liganden bendtigt werden, wie hier anhand mehrerer Fallstudien ge-
zeigt ist. Die Wechselwirkung zwischen Dipolen ist zu einem zentralen
Baustein der molekularen Erkennung geworden. Orthogonale Wech-
selwirkungen, Halogenbriicken und Amid---n-Stapelung bieten neue
Moglichkeiten fiir innovative Leitstrukturoptimierung. Die Kombi-
nation von Untersuchungen an synthetischen Modellen und biologi-
schen Rezeptoren ist notwendig, um verldssliche Informationen iiber
schwache, nichtkovalente Wechselwirkungen und die Rolle von Was-
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ser zu erlangen.

1. Einleitung

Mit nahezu 90000 Rontgenkristallstrukturen von Protei-
nen, Nukleinsduren und deren Komplexen in der ,,Protein
Data Bank“ (PDB), mehr als 10000 Strukturen aus NMR-
Studien™ und 600000 Kristallstrukturen von niedermoleku-
laren Molekiilen in der ,,Cambridge Structural Database®
(CSD)? sind heute in groBer Menge Strukturdaten iiber
molekulare und supramolekulare Konformationen® und in-
termolekulare Wechselwirkungen® zuginglich und bilden
einen beachtlichen Ausgangspunkt fiir die rationale Leit-
strukturoptimierung von biologisch aktiven Liganden in der
Suche nach neuen Arzneimitteln und Agrochemikalien. Trotz
der steigenden Effizienz moderner strukturbasierter Strate-
gien®7! entspricht das Ergebnis nicht immer der Vorhersage.
Die molekulare Erkennung in chemischen und biologischen
Systemen in wéssriger Umgebung birgt noch immer etliche
Riitsel, vor allem in Bezug auf die Rolle des Wassers.®!

Seit Beginn der 80er Jahre beschiftigt sich unsere Ar-
beitsgruppe mit Studien zur molekularen Erkennung.”! Ein
Schliisselthema der ersten Jahre war die Untersuchung der
Wirt-Gast-Komplexierung von synthetischen Cyclophan-
rezeptoren in wissriger Losung.'*"!! Isotherme Titrationska-
lorimetrie (ITC, isothermal titration calorimetry)'? fiihrte zu
der iiberraschenden Entdeckung, dass die starke Bindung von
apolaren, aromatischen Gésten in vororganisierten Cyclo-
phanen mit engen Hohlrdumen in Wasser nicht entropisch
getrieben ist, so wie im klassischen hydrophoben Effekt be-
schrieben,! sondern durch einen groBen enthalpischen Term
begiinstigt ist, der sogar oftmals durch einen ungiinstigen
entropischen Beitrag kompensiert wird."*) Die Rolle des
Wassers und das Energieprofil der Wasserverdrangung in
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synthetischen und biologischen Ligandenerkennungsprozes-
sen ist heute ein lebhaft diskutiertes Thema vieler laufender
experimenteller und theoretischer Arbeiten und wird im
zweiten Abschnitt anhand von Fallstudien prisentiert.

Nach dem Umzug im Jahr 1992 an die ETH Ziirich erhielt
unsere Gruppe durch die Kooperation mit Wissenschaftlern
der Firma Roche in Basel die einzigartige Moglichkeit, die
Forschung im Bereich der molekularen Erkennung um die
Untersuchungen der passgenauen Ausfiillung von Taschen in
biologischen Rezeptoren, speziell in Enzymen, zu erweitern.
Das strukturbasierte Design von nichtpeptidischen Inhibito-
ren wurde auf verschiedene Enzyme angewendet, angefangen
mit der Serinprotease Thrombin aus der Blutgerinnungskas-
kade, welche strukturell wohldefinierte hydrophobe Taschen
im aktiven Zentrum enthilt.!®'®! AnschlieBend befassten wir
uns mit anspruchsvolleren Wirkstoffzielen, die sich durch
Bindungsstellen groerer konformativer Flexibilitédt, hydro-
phileren Charakters oder besonders groBer Groe auszeich-
nen. Zusétzlich wurden Konzepte wie Bisubstratinhibition
erforscht. Auch hier wurde die Forschung auf Seiten der
biologischen und strukturbiologischen Fragestellung durch

[*] Dipl.-Chem. E. Persch, Dipl.-Chem. O. Dumele,"!
Prof. Dr. F. Diederich
Laboratorium fiir Organische Chemie, Departement Chemie und
Angewandte Biowissenschaften, ETH Ziirich
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fruchtbare Zusammenarbeit mit akademischen und industri-
ellen Kooperationspartnern, wie unter anderem der Firma
Roche in Basel und der BASF in Ludwigshafen, ermoglicht.
Diese Arbeiten wurden zum ersten Mal im Jahr 2008 zu-
sammenfassend besprochen. In Abschnitt 3 werden neue
Fallstudien vorgestellt, die einen besonderen Fokus auf
Enzyme legen, welche das Potenzial haben, sich im Kampf
gegen Malaria und die menschliche afrikanische Trypano-
somiasis (HAT, Schlafkrankheit) zu neuen Wirkstoffzielen zu
entwickeln.' 81 Gleichzeitig fassen wir unsere Untersu-
chungen zur Gastbindung in klar definierten Hohlrdumen
von synthetischen, containerdhnlichen Rezeptoren zusam-
men. Die Studien folgen dem Vorbild von Cram™ und
Rebek,? die zeigen konnten, dass kovalente und supramo-
lekulare Kapseln ideal fiir die detaillierte, vom freien Lo-
sungsmittel abgeschirmte Erforschung der spezifischen in-
termolekularen Wechselwirkungen und molekularen Kon-
formationen der Giste sind, die in den entsprechenden
Hohlrdumen eingeschlossen sind.?"

Die in Kooperation ausgefiihrte Entwicklung nichtpep-
tidischer, niedermolekularer Thrombininhibitoren fiihrte in
2003 zu der Entdeckung, dass die C-F-Bindungen der Li-
ganden in einer orthogonalen Weise mit den C=O-Gruppen
der Enzympeptidbindungen wechselwirken.”” Dies weckte
bei uns das Interesse, orthogonale dipolare Wechselwirkun-
gen®2 und spiter auch Halogenbriicken zu quantifizieren,
wiederum zu Beginn in Kooperation mit Wissenschaftlern der
Firma Roche.” Die Untersuchung und Quantifizierung der
dipolaren Wechselwirkungen sowohl in Protein-Ligand-
Komplexen als auch in synthetischen Modellen ist Thema des
Aufsatzes in Abschnitt 4.

2. Die Rolle von Wasser bei der Komplexierung an
synthetische und biologische Bindungsstellen

Wasser ist unentbehrlich fiir alles Leben auf der Erde.
Genau genommen erscheint ein Leben ohne Wasser schwer
vorstellbar: Bei der Suche nach moglichem Leben im inter-
stellaren Raum halten die Wissenschaftler zuallererst Aus-
schau nach Spuren von Wasser. In diesem Abschnitt stellen
wir iiberzeugende neue Studien von verschiedenen For-
schungsgruppen vor, die die enthalpisch kontrollierte Kom-
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plexierung (den ,,nichtklassischen hydrophoben Effekt“) von
unpolaren Liganden in Bindungstaschen in wissriger Umge-
bung bestitigen. Es folgen Beispiele, bei denen ein grofer
Zuwachs an freier Bindungsenthalpie von Protein-Ligand-
Komplexen durch die Verdringung eines einzelnen Wasser-
molekiils erreicht wurde, sowie Fallstudien, die sich mit der
Energetik der Wasserverdrangung in Wassernetzwerken be-
schiftigen, die in Protein-Cokristallstrukturen aufgelost
werden konnten.

2.1. Enthalpisch kontrollierte Komplexierung in apolaren
Bindungsstellen in Wasser

Der nichtklassische hydrophobe Effekt, der fiir die
Komplexierung von aromatischen Liganden in unpolaren
Cyclophankavititen mittels ITC gemessen wurde,?! konnte
auch fir viele andere Wirt-Gast-Systeme bestdtigt
werden.? 21 Wir erklirten die enthalpische Triebkraft sowohl
mit der Ausbildung attraktiver Van-der-Waals-Kontakte im
gebildeten Komplex als auch mit dem Gewinn an kohésiven
Wechselwirkungen des Losungsmittels,'®¥ die entstehen,
wenn Wassermolekiile, die den Cyclophanhohlraum und den
Rezeptor solvatisieren, durch die Komplexierung des Gastes
in das freie Losungsmittel tiberfithrt werden. Ein giinstiger
enthalpischer Term wurde zuvor schon durch ITC-Messungen
fiir die Bindung von apolaren Solvaten in Enzymtaschen und
fiir Einschlusskomplexe mit Cyclodextrinen gefunden.!'*!
Allerdings kann der nichtklassische hydrophobe Effekt
(glinstiger enthalpischer Term, der durch einen ungiinstigen
entropischen Anteil partiell kompensiert wird) auch von zu-
sdtzlichen polaren Wechselwirkungen (H-Briicken, Ionen-
paarung, dipolare Wechselwirkungen) zwischen Ligand und
biologischem Rezeptor bzw. Cyclodextrin {iberlagert werden,
da diese Wechselwirkungen verschiedene thermodynamische
Merkmale aufweisen.'>?! Bei der Ionenpaarung wird z.B.
eine grole Anzahl von Wassermolekiilen aus der geordneten
Solvatationshiille der geladenen Spezies freigesetzt, was
einen Entropiegewinn zur Folge hat.

Bender und Saenger waren unter den Ersten, die die
Vermutung aufstellten, dass Wassermolekiile innerhalb einer
Kavitit — in diesem Fall dem Cyclodextrintorus — energiereich
(enthalpisch frustriert) sind, da sie nicht wie im freien Lo-
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sungsmittel vier giinstige H-Briicken zu vier anderen Was-
sermolekiilen ausbilden konnen.’” Dieses Konzept der en-
thalpisch frustrierten Wassermolekiile fand in neuesten
theoretischen Arbeiten, die ebenfalls die Rolle der konkaven
Geometrie unpolarer Bindungstaschen und der Natur und
Form des Gastes aufzeigen, Unterstiitzung. >3
Synthetische Wirt-Gast-Chemie erfihrt momentan eine
echte Renaissance, zu der die Entwicklung der Chemie der
Cucurbiturile (CBn) und die Untersuchung ihrer herausra-
genden Rezeptoreigenschaften einen wesentlichen Beitrag
leisten.”? Diese Makrocyclen sind aus n Glykolurileinheiten
aufgebaut, und besonders die kleineren, am meisten unter-
suchten Derivate CB7, CB8 und CB9 (Abbildung 1) besitzen
tiefe, starre Hohlrdume mit ausgeprigtem hydrophobem
Charakter. Die Assoziationskonstanten der 1:1-Einschluss-

AG°exp
kcal mol™

AHoexp
kcal mol™

—TAS exp Ka

kcal mol™ Vl
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komplexe fiir in der Groe komplementire Giste, wie neu-
trale Ferrocen-, Bicyclo[2.2.2]octan- und Adamantanderivate,
gegeniiber CB7 (Abbildung 1a) sind sehr hoch, mit K,-
Werten bei 298 K zwischen 10° und 10''M~".** Die ITC-Daten
zeigen fiir alle untersuchten neutralen Géste, dass die Kom-
plexierung deutlich enthalpisch getrieben ist, teilweise kom-
pensiert durch einen ungiinstigen, entropischen Term, wie in
Abbildung 1 fiir Adamantanol als Gast dargestellt ist. Wie
anhand der Kristallstrukturanalyse von inversem CB62%* (in
dem eine Glykolurileinheit seitenverkehrt ist) und Moleku-
lardynamik(MD)-Simulationen  in ~ Kombination  mit
ITCM2.3 gezeigt werden konnte, sind Cucurbiturile im In-
neren ihrer Kavitit durch enthalpisch frustrierte Wassermo-
lekiile, denen es an H-Briickenpartnern mangelt, solvatisiert.
So sind in der Kristallstruktur des inversen CB6 drei Was-
sermolekiile zu sehen, die keine Tetrakoordination
aufbauen. Durch die Komplexierung des Gastes
werden diese hochenergetischen Wassermolekiile aus
der Kavitit in das freie Losungsmittel tiberfiihrt, wo-
durch sie wieder vorteilhaft vierfachkoordiniert
werden, was die wesentliche Triebkraft zur Assoziati-
on des Wirt-Gast-Komplexes liefert.®®! Cucurbiturile
haben Hohlrdume sehr geringer Polarisierbarkeit —
geringer als Wasser™ — und so ist es in diesem Fall
unwahrscheinlich, dass ein Gewinn an attraktiven

R=OH
R= NHz(CHz)zNH3+

-14.1£0.2
-21.5

-19.0+04
-20.1+04

49+04
14

"
NMe;

21
NMe.
Ves

Ko =(7.2+0.7)x 10" M
G =—-24.4 kcal mol™

Abbildung 1. a) Chemische Struktur von Cucurbit[7]uril (CB7) und Bindungs-
merkmale der neutralen und dikationischen Adamantylderivate gemessen mit
ITC in H,O bei T=298 K. b) Diadamantyldiammonium-Gast und seine rekord-
hohe Bindungsaffinitit in D,O bei 298 K. Auf- und Seitenansicht der Réntgen-
kristallstruktur von Diadamantyldiammoniumdiiodid im Komplex mit CB7. Die

Kristallstruktur wurde mit Genehmigung des Verlages reproduziert.”®
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Dispersionswechselwirkungen wihrend der Bindung
des Gastes einen Beitrag zur Triebkraft der Ein-
schlusskomplexierung leistet. Ein schoner, aktueller
Aufsatz von Biederman, Nau und Schneider erweitert
diese Analyse von hochenergetischem Wasser in
konkaven Hohlrdumen und dessen Verdringung
durch den Gast auf eine groBe Vielfalt synthetischer
Rezeptoren mit Bindungstaschen verschiedenster
GroBen und Formen.”®

Beim Wechsel vom neutralen Alkohol zu einem
Adamantyldiammoniumkation (Abbildung 1, oder die
entsprechenden Ferrocen- oder Bicyclo[2.2.2]octan-
derivate) als Gast™® dndert sich der enthalpische
Anteil an der freien Bindungsenthalpie kaum, wih-
rend der Entropieterm deutlich giinstiger wird. Dies ist
eine Folge der Freisetzung der Wassermolekiile, die
sowohl die Ammoniumionen als auch die konvergie-
renden Carbonyl-Dipole der Glykolurile am Rand von
CB?7 solvatisieren, wobei es in den Komplexen zur
Ausbildung enger Ion-Dipol-Wechselwirkungen kommt.?*"]
Durch Ausnutzen beider Vorgéinge — der optimalen Ausfiil-
lung der Kavitét unter gleichzeitiger Verdrangung von ener-
giereichem Wasser und der Freisetzung der Ammoniumio-
nen-solvatisierenden Wassermolekiile durch die Wechselwir-
kung mit den C=0O-Dipolen des Wirtes — konnten Isaacs und
Mitarbeiter vor kurzem eine Assoziationskonstante mit dem
Rekordwert von K,=7.2x10"M" (AG = —24.4 kcalmol ")
fiir den Komplex von CB7 und einem Diadamantandiam-
monium-Ion als Gast erreichen (Abbildung 1b).*¥

Diese Arbeiten bestitigen ein weiteres Mal den Wert der
Forschung an strukturell klar definierten Wirt-Gast-Systemen
fir die Entschliisselung der Losungsmitteleffekte auf die
molekulare Erkennung in Wasser. Es kann mit ziemlicher
Sicherheit geschlossen werden, dass die unpolare Bindung in
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konkaven Taschen biologischer Rezeptoren von den gleichen
Kriften — den attraktiven Dispersionwechselwirkungen und
der Verdringung hochenergetischer Wassermolekiile — an-
getrieben ist. Allerdings sind Liganden in biomolekularen
Erkennungsprozessen oft deutlich groBer und in mannigfal-
tigere Wechselwirkungen wie H-Briicken oder Ionenpaarung
mit dem Protein involviert, weshalb der Anteil der unpolaren
Bindung an der freien Bindungsenthalpie viel schwieriger
aufzuschliisseln und zu benennen ist. Zudem ist die Band-
breite der GroBen und Formen von Taschen in biologischen
Systemen viel grofler, was wiederum einen Einfluss auf die
thermodynamischen Merkmale ausiibt.

Die ITC-Ergebnisse sind besonders lehrreich fiir das
Ligandendesign im Bereich der biologischen molekularen
Erkennung. Durch das Ausfiillen von tiefen, unpolaren Pro-
teintaschen kann eine grole Menge an Enthalpie gewonnen
werden, jedoch auf Kosten eines Entropieverlustes. Durch
gezielte, zusdtzliche Dekoration der Liganden mit Gruppen,
die polare Wechselwirkungen wie Ionenpaarung oder Ion-
Dipol-Wechselwirkungen ausbilden konnen, kann der
Gewinn an Enthalpie durch den nichtklassischen hydropho-
ben Effekt erhalten bleiben und gleichzeitig ein giinstigerer
Entropieterm erzielt werden. Wasser spielt dabei eine ent-
gegengesetzte Rolle in den beiden Prozessen: Bei der hy-
drophoben Bindung in den engen Taschen trégt es giinstig zur
Enthalpie bei, wédhrend es bei der Ausbildung polarer
Wechselwirkungen einen giinstigen Entropieterm bewirkt.

2.2. Verdrdngung von in Rontgenkristallstrukturen von Proteinen
und ihren Komplexen aufgelosten Wassermolekiilen durch
Liganden

Mit dem Aufkommen der kryogenen Rontgenkristallo-
graphie wurden die Erkenntnisse iiber die Hydratisierung von
Proteinen und ihren Ligandenkomplexen mafigeblich ausge-
weitet.® Die Hydratisierung von Bindungsstellen reicht von
einzelnen Wassermolekiilen bis hin zu ganzen Wassernetz-
werken. Durch Uberlagerung verschiedener Cokristallstruk-
turen von Proteinen mit ihrer Apostruktur (wenn vorhanden)
konnen konservierte und geordnete Wassermolekiile identi-
fiziert werden. Die daran ankniipfende, entscheidende Frage
fir die Leitstrukturoptimierung ist folgende: Konnen einige
dieser Wassermolekiile mit einem Gewinn an Bindungsener-
gie durch zusitzlich eingefiihrte Ligandensubstituenten ver-
drangt werden? Dunitz sagte voraus, dass der Entropiege-
winn, der durch die Entfernung eines schwach gebundenen
Wassermolekiils aus dem Inneren eines Proteins ins freie
Losungsmittel erreicht wird, einen Beitrag von bis zu 2 kcal
mol~! bei 300 K zur freien Enthalpie erzeugen kann. "

Im vergangenen Jahrzehnt wurde eine grofe Anzahl
niitzlicher Wasser-Scoringfunktionen und theoretischer An-
sdtze entwickelt, die die Unterscheidung zwischen fest ge-
bundenen und leichter zu verdringenden Wassermolekiilen
in Protein-Ligand-Cokristallstrukturen als Leitgedanken im-
plementiert haben.*! Zweck dieser Forschung ist es, die
Ligandenoptimierung durch die energetisch giinstige Ver-
drangung kristallographisch aufgeloster Wassermolekiile fiir
Vorhersagen zu bereichern. Diese Arbeiten haben sicherlich
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zum Anstieg der in der medizinisch-chemischen Literatur
beschriebenen, energetisch giinstigen Wasserverdrangungen
durch zusitzliche Ligandenteile beigetragen. Als einfache
Faustregel konnen Wassermolekiile, die vier attraktive
Wechselwirkungen mit dem Protein eingehen (H-Briicken,
dipolare Wechselwirkungen) als zu stark gebunden angese-
hen werden, als dass sie durch Ligandenteile verdrangt
werden konnten. In der Modellierung sollte man sie dhnlich
der Proteinoberfliche behandeln. Die Verdrdngung von
Wassermolekiilen, die drei enge Kontakte mit dem Protein
eingehen, ist ebenfalls schwierig und nicht empfehlenswert.
Wassermolekiile mit zwei gerichteten Wechselwirkungen mit
dem Protein hingegen konnen verdriangt werden, allerdings
meist nur mit einem geringen Gewinn an freier Enthalpie.
Demgegeniiber ist es oftmals moglich, Wassermolekiile mit
nur einer polaren Wechselwirkung zum Protein mit einem
erheblichen Gewinn an freier Enthalpie zu verdrdngen.

In diesem Abschnitt stellen wir die energetisch giinstige
Verdriangung einzelner Wassermolekiile in zwei Fallstudien
vor und besprechen anschlieend die aktuellen, anspruchs-
vollen Untersuchungen, die sich mit dem Verdréngen von
Wassermolekiilen aus ganzen Wassernetzwerken beschifti-
gen.

2.3. Verdringung einzelner Wassermolekiile

Wie in Abschnitt 3 diskutiert, verfolgen wir in einem
Kooperationsnetzwerk die Entwicklung von Inhibitoren fiir
drei der sieben Enzyme des Mevalonat-unabhingigen Iso-
prenoid-Biosynthesewegs. Beim Screening einer BASF-Ver-
bindungsbibliothek gegen das dritte Enzym des Stoffwech-
selweges, IspD aus Arabidopsis thaliana (At), auf der Suche
nach neuen Herbiziden wurde eine Komplexierung von
Triazolopyrimidin 1 (Abbildung 2a) mit einem ICs-Wert
(mittlere inhibitorische Konzentration) von 140 nM beob-
achtet.”! Die Rontgenstrukturanalyse des Cokristalls ergab
die Bindung an eine neu entdeckte allosterische Tasche des
IspD-Enzyms (Abbildung 2b). Da die Verbindung gute her-
bizide Aktivitét zeigte, wurde sie mit strukturbasierten Me-
thoden weiterentwickelt. Die Analyse der Cokristallstruktur
zeigte die Bindung eines geordneten Wassermolekiils an die
Seitenkette von Argl57 und an ein Stickstoffatom des Tria-
zolrings im Liganden auf. Der Versuch, die biologische Ak-
tivitdt durch den Ersatz dieses Wassermolekiils weiter zu er-
hohen, scheiterte jedoch, wenn eine zusétzliche Carboxylat-
gruppe in 2 eingefiihrt wurde, um mit der Argl57-Seitenkette
in Wechselwirkung zu treten. Zwar konnte das Wassermole-
kiil verdréangt werden, wie die Kristallstruktur zeigte, jedoch
war die Aktivitidt der Verbindung 2 deutlich geringer (ICs, =
274 um), was durch die hohen energetischen Kosten der De-
solvatation des Carboxylatrestes bei der Bindung an das
Protein erklart wurde. Wurde stattdessen eine Nitrilgruppe in
Ligand 3 eingefiihrt, so konnte eine hohe Aktivitdtsverbes-
serung im Vergleich zur Ausgangsverbindung 1 beobachtet
werden (ICy,=35nMm). Die Cokristallstruktur (Abbil-
dung 2c¢) bestitigte wiederum die Verdrangung des Wasser-
molekiils durch Ligand 3, welcher eine méBig starke Was-
serstoffbriicke mit der Seitenkette des Argl57 eingeht.
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Abbildung 2. a) Allosterische Inhibitoren des Enzyms IspD und Rontgenkristallstrukturen von AtlspD, cokristallisiert mit b) 1 (1.4 A Auflésung;
PDB ID: 2YC3) und c) 3 (1.6 A Auflssung, PDB ID: 2YC5).*”! Farbgebung: Ce,, grau, O rot, N blau, Cl griin, Cyizana) 8rin, Cuiganas) »hot pink*.

In einer weiteren Studien, in Kooperation mit Roche
Basel, wurden Bisubstratinhibitoren fiir das Enzym Catechol-
O-Methyltransferase (COMT) entwickelt, welches die Me-
thylierung von biologisch aktiven Catecholen in der Anwe-
senheit von S-Adenosylmethionin (SAM) und Mg*"-Ionen
katalysiert.*”! Die Inhibition dieses Enzyms ist fiir verschie-
dene Storungen des zentralen Nervensystems wichtig und
findet Anwendung in der Behandlung von Parkinsonpatien-
ten. Es wird dadurch eine Blockierung der unerwiinschten
Methylierung von verabreichtem L-DOPA erreicht, was zu
einem erhohten Dopaminspiegel im Gehirn fiihrt.*!

Nachdem die Cokristallstruktur von COMT mit gebun-
denem Bisubstratinhibitor 4 (ICs,=9 nm, Abbildung 3a)
gelost wurde, wurde ersichtlich, dass ein Wassermolekiil in die
SAM-Nukleobasentasche eingefithrt worden war, welches
N(6)H, und N(7) vom Adeninteil des Inhibitors durch miBig
starke H-Briicken solvatisiert (Abbildung 3b).***! Dieses
Wassermolekiil zeigte jedoch keine polaren Kontakte zum
Protein. In einer neuen Ligandenserie,”! in der die Nitro-
gruppe am Catecholteil durch eine 4-Fluorphenylgruppe
ausgetauscht wurde, fithrten wir kleinere Alkylsubstituenten
(Me, Et, Pr, cPr, CH,CH,OH) am Adenin-N(6) ein. Fiir vier
dieser Liganden konnten die Cokristallstrukturen im Kom-
plex mit COMT gelost werden.*” In jeder Struktur nahm der
eingefiihrte Substituent am N(6) die Position des Wasser-
molekiils ein, wie fiir den gebundenen Liganden 5 (IC5,=
12 nm) in Abbildung 3¢ beispielhaft gezeigt ist.

Die neuen N-alkylierten Liganden zeigten ICs,-Werte
zwischen 9 und 41 nMm, was unerwarteterweise im gleichen
Bereich wie der ICs,-Wert des unsubstituierten Ligand 6 lag
(31 nm)."¥ Dies war vor allem deswegen unerwartet, weil der
freie Ligand die s-cis-Konformation um mindestens AAG =
—1.8 kcalmol " in wiissriger Losung bevorzugt, was durch 'H-
NMR-Studien ermittelt wurde. Jedoch binden die N-alky-
lierten Liganden in ihrer energetisch ungiinstigen s-trans-
Konformation (Abbildung 3d). Dies deutet darauf hin, dass
die Verdringung des Wassermolekiils in der Cokristallstruk-
tur mindestens —1.8 kcalmol™' zu der gemessenen Bin-
dungsaffinitdt beitragt, wodurch der gleichwertige Energie-
aufwand fiir das Einnehmen der s-trans-Konformation des
Liganden kompensiert wird (Abbildung 3d).

www.angewandte.de

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

2.4. Adressierung von Wasserclustern

In Kooperation mit der Gruppe von G. Klebe (Univ.
Marburg) haben wir /in-Benzoguanine (lineares Benzologe
von Guanin) und deren 2- und 4-substituierten Derivate als
potente Inhibitoren der tRNA-Guanin-Transglycosylase
(TGT) aus Zymomonas mobilis (Zm) etabliert.“ TGT ist ein
homodimeres Enzym, welches den Basenaustausch (Guanin
gegen preQ1) an der Wobble-Position (Gs,) im Anticodon der
tRNA in Prokaryoten katalysiert, wonach preQ1 in weiteren
Schritten letztendlich in die Nukleobase Queuin umgewan-
delt wird."”) Parasiten ohne das TGT-Gen sind apathogen,
was die Inhibition von TGT als Target gegen die hoch an-
steckende Shiggellendysenterie validiert. Das humane TGT-
Enzym fiihrt Queuin aus der Nahrungskette direkt ein.

Die lin-Benzoguanine binden an die Nukleobasenbin-
dungsstelle (Gy,) und hinterlassen im Falle eines fehlenden
Substituenten an der Benzoleinheit, wie beispielsweise in 7
(K;=77nmM, Abbildung4a), einen pyramidalen fiinf-
Wasser“-Cluster, der die Seitenketten der zwei katalytischen
Reste Asp280 und Asp102 solvatisiert (Abbildung 4b).1 Es
sollte erwdhnt werden, dass sich dieser Cluster vom soge-
nannten Walrafen-, fiinf-Wasser“-Cluster (Walrafen-Penta-
mer) unterscheidet,* in welchem ein Wassermolekiil tetra-
edrisch von vier weiteren Wassermolekiilen koordiniert ist, so
wie es hauptsichlich in der freien fliissigen Wasserphase der
Fall ist.’* In der Nihe der Bindungsstelle der tRNA-
Ribose 34 liegt eine flache hydrophobe Kerbe (Val45, Val282,
Leu68), welche durch Phenyl- oder Cycloalkylringe, die iiber
einen Linkerbaustein an der 4-Position des Liganden ver-
kniipft sind, erreicht und gefiillt werden kann. Der Linker ist
gezwungen, den Wassercluster zu durchdringen und verur-
sacht somit die Verdrangung mehrerer Wassermolekiile aus
dem Cluster. Kurze lipophile Alkyllinker ergaben die richtige
Ausdehnungsrichtung und erlaubten das Fiillen dieser Kerbe.
Diese Linker stellten sich jedoch als ungeeignet heraus, da sie
die erforderliche starke Solvatation der beiden Aspartat-
Seitenketten auf energetisch hochst ungiinstige Weise beein-
triachtigen.'l Wurde aber ein protonierter 2-Aminoethyl-
substituent an der 4-Position installiert (8, K;=55nm), so
konnten im Vergleich zum unsubstituierten Derivat 9 (K;=
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Abbildung 3. a) Bisubstratinhibitoren von COMT.#***4 b) Struktur der Adenosinbindungsstelle des terniren Komplexes von 4 mit COMT, einem
Mg®*-lon (2.6 A Auflésung, PDB ID: 1JR4)*! und dem importierten Wassermolekiil (W9). c) Bindungsmodus des Bisubstratinhibitors 5 (1.30 A
Auflésung, PDB ID: 3HVH)." Farbgebung: Ce,,,m grau, O rot, N blau, S gelb, F tiirkis, Mg hellgriin, Cyz.nq griin. d) Zusammenfassung des
Prozesses, der zu der Freisetzung des Liganden-gebundenen Wassers fiihrt.

58 nm) einige Wassermolekiile des Clusters energetisch neu-
tral verdringt werden (Abbildung 4¢)."*! Das weitere Ver-
langern des Substituenten mit sterisch passenden hydropho-
ben Resten ergab nunmehr hochaktive Liganden, wie bei-
spielsweise das Cyclohexylmethyl-Derivat 10 (K;=4 nm,
Abbildung 4d). Die Kombination von biologischen Assays
und Rontgenstruktur-Cokristallanalysen lieferte den multi-
plen Beweis dafiir, dass die erwihnte flache hydrophobe
Enzymkerbe mit einem substanziellen Gewinn an freier
Bindungsenthalpie gefiillt werden kann, wenn sekundéire
Ammoniumlinker als Briicke durch den urspriinglichen
Wassercluster fungieren.””

Diese Studie zeigt, dass das Durchdringen eines Wasser-
netzwerks, um von einer Bindungstasche in eine hydrophobe
zweite zu gelangen, spezielle Beachtung erfordert, um ener-
getisch erfolgreich zu sein. Das Ligandendesign muss sicher-
stellen, dass die umliegendenden funktionellen Gruppen des
Proteins und die tibrigen Wassermolekiile des urspriinglichen
Clusters durch den Linker weiterhin giinstig solvatisiert und
vernetzt bleiben. Ohne die richtige Polaritit des Linkers muss
der Gewinn an freier Enthalpie, welcher durch das Binden in
die erreichte zweite Tasche gewonnen wird, fiir das ungiins-
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tige Zerschlagen des Wasserclusters bezahlt werden, wobei
die energetischen Kosten sogar noch hoher sein konnen.
Wurden /in-Hypoxanthine, welche keine exocyclische
NH,-Gruppe im Vergleich zu den /in-Benzoguaninen tragen
(Abbildung 5a), als Liganden fiir TGT eingefiihrt, so konnte
eine starke Abschwichung der Inhibition beobachtet wer-
den.F®Y Drei ionische H-Briicken gehen im Falle des Li-
ganden 11 (K;=6500 nMm; im Vergleich zu Ligand 9 (K;=
58 nM, Abbildung 4a) verloren: Das Asp156 bildet nur noch
eine ionische H-Briicke aus, wiahrend Asp102, welches zwei
solcher Kontakte im Komplex mit 7 (Abbildung 4b) und 9
eingeht, an seine urspriingliche Position der Apoenzym-
struktur zuriickkehrt. Der Pyrimidinonring ohne die exo-
cyclische Aminogruppe ist nicht mehr ausreichend basisch,
um protoniert vorzuliegen, und kann daher nicht mehr
giinstig mit der Carboxylatgruppe von Aspl102 wechselwir-
ken.”!! Asp102 bildet nunmehr Wasserstoffbriicken zu der
NH,-Seitenkettengruppe von Asn70 und dem Riickgrat-NH
von Thr71 aus. Als Ergebnis dieser Konformationsdnderung
offnet sich ein groBer Hohlraum, in den ein zweiter ,,sechs-
Wasser“-Cluster importiert wird, der mit dem pyramidalen
,funf-Wasser“-Cluster neben dem Asp280 verkniipft ist
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Abbildung 4. a) Ausgewahlte lin-Benzoguanin-Liganden von ZmTGT. b) Cokristallstruktur von Ligand 7 im Komplex mit TGT (1.28 A Auflésung,
PDB ID: 2Z7K).** ¢) Cokristallstruktur von Ligand 8 im Komplex mit TGT (1.4 A Auflésung, PDB 1D: 3GC5).) d) Cokristallstruktur von Ligand
10 im Komplex mit TGT (1.78 A Auflésung, PDB ID: 3E0S)."! Farbgebung: Cenyyr, grau, O rot, N blau, Cig,ng griin.

(Abbildung 5b). Die zusitzliche Solvatation des Proteins und
des Liganden, kombiniert mit der Konformationsdnderung im
Protein kann den Verlust der drei ionischen Wasserstoffbrii-
cken nicht wettmachen, was sich in der stark gesenkten In-
hibitionskraft widerspiegelt. Durch die Alkylierung (Me, Et)
der exocyclischen NH,-Gruppe der /in-Benzoguanine konnte
eine dhnliche Konformationsverschiebung des Aspl02 aus
sterischen Griinden beobachtet werden, und es wurde wie-
derum ein Netzwerk aus sechs Wassermolekiilen eingebaut
(Abbildung 5¢). Jedoch wurde die Inhibitionsaffinitdt der
Liganden noch weiter herabgesetzt, wie Messungen fiir das /V-
Methyl-Derivat 12 zeigten (K;=28050 nm). Eine detaillier-
tere Untersuchung der individuellen Wassermolekiile im
Netzwerk ergab, dass eines der Wassermolekiile (W1) von
den hydrophoben Teilen der N-Me-Gruppe von 12 und der
Reste Aspl102, I1e201 und Met153 des Proteins umgeben
wird,"!! was energetisch recht ungiinstig sein sollte (Abbil-
dung 5d).

Es wird ersichtlich, dass die bereits durch kleine Ande-
rungen am Liganden hervorgerufene Reorganisation der
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Proteinkonformation und Verdnderungen in der Solvatation
durch das Wassernetzwerk die Gesamtsituation recht kom-
plex gestalten.”? Ohne hochaufgeloste Strukturinformatio-
nen wire eine sinnvolle Interpretation der gemessenen freien
Protein-Ligand-Bindungsenthalpien unmoglich, wie auch
Whalen und Spies in ihren Arbeiten iiber Inhibitoren der
Glutamatracemase schlussfolgern.

Ein vertieftes Verstdndnis des Beitrags von Wassernetz-
werken zu Struktur und thermodynamischem Profil von
Protein-Ligand-Komplexen wird zunehmend durch die
gleichzeitige Anwendung von mehreren Methoden gewon-
nen. Diese beinhalten hochaufgeldsten Cokristall-Rontgen-
strukturanalysen, computergestiitzte Methoden, pK,-Be-
stimmungen, Mutationen von Schliisselsequenzen der Pro-
teine (diejenigen Sequenzen, die mit Ligand und Wasser
wechselwirken) und ITC. Ein solch multidimensionaler
Ansatz wurde kiirzlich angewendet, um die Komplexierung
von /in-Benzoguaninen und /in-Hypoxanthinen mit TGT zu
untersuchen.®¥ Whitesides und Mitarbeiter untersuchten die
Komplexierung von Sulfonamid-Liganden durch die humane
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Abbildung 5. a) Beispiele von lin-Benzohypoxanthin- und N-alkylierten lin-Benzoguanin-Inhibitoren von ZmTGT. b) Uberlagerung der Cokristall-
struktur von Ligand 7 (1.28 A Auflssung, PDB ID: 2Z7K)!* und 11 (1.82 A Auflésung, PDB ID: 3S1G)*" jeweils im Komplex mit TGT. Farbge-
bung: CL,gmdm+CEnZym+Wasse,mo|eku|e(7) blaugriin, Ciigang(1) + Cenzyme wassermolekateiny PNk, O rot, N blau. c) Cokristallstruktur von Ligand 12 im Komplex
mit TGT (1.68 A Auflésung, PDB ID: 3RR4)"" und d) Wasser W1 des neu importierten Wassernetzwerkes in der energetisch ungiinstigen, hydro-

phoben Umgebung.Pl Farbgebung: Cligand grlin, Cenyym grau, S gelb.

Carbonicanhydrase (HCA) als Modellsystem und fanden,
dass die freie Bindungsenthalpie der Protein-Ligand-Kom-
plexe mit zunehmender hydrophober Oberfldche der Ligan-
den zunimmt. Allerdings stammen die Unterschiede in den
Ligandenaffinitdten auch von bindungsinduzierten Ande-
rungen der Anzahl und der Organisation von Wassermole-
kiilen, welche sich in der aktiven Tasche befinden. Die Studie
verdeutlicht, dass Wassernetzwerke im aktiven Zentrum
einen bedeutsamen Einfluss auf die Energetik der Protein-
Ligand-Komplexierung haben. Unterschiedliche thermody-
namische Profile wurden fiir den Ersatz von Wassermolekii-
len in Wassernetzwerken gemessen, je nachdem ob diese
Molekiile den freien Liganden, die sogenannte ,,hydrophobe
Wand*, die Enzymoberfliche oder das Zn?"-Ion solvatisieren.
Die Erkenntnis, dass sich die Natur der individuellen Was-
sermolekiile in den Netzwerken und deren Beitrag zum ge-
samten thermodynamischen Profil des Bindungsprozesses
von Fall zu Fall unterscheidet, macht die Quantifizierung
hydrophober Effekte sehr schwierig.
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Die Forschungsgruppen um Klebe und Hangauer wenden
seit einigen Jahren eine multidimensionale Analyse an, um zu
untersuchen, wie die Ligandenbindung Wassernetzwerke in
Proteinen, wie Thrombin®! und Thermolysin,?”* unter-
bricht und wie sich dies in den enthalpischen und entropi-
schen Anderungen des Komplexierungsprozesses widerspie-
gelt. Zusammengefasst kommen sie zum Schluss, dass Pro-
tein-Ligand-Wasser-Systeme von hoch anspruchsvoller
Komplexitdt sind, dhnlich wie auch von der Whitesides-
Gruppe berichtet. In ihren jlingsten Arbeiten zeigte sich, wie
schon kleine Substratinderungen — z.B. beim Wechsel von
Methyl- zu Butylsubstituenten in Inhibitoren von Thermoly-
sin — das thermodynamische Profil des Komplexierungspro-
zesses stark beeinflussen, da durch diese Substitution in das
umliegende Wassernetzwerk eingegriffen wird."™

Die umfangreichen Studien an biologischen Systemen,
wie etwa von den Gruppen um Whitesides, Klebe und Han-
gauer, verdeutlichen, dass das Aufteilen des gesamten ther-
modynamischen Profils biologischer Komplexierungsprozes-
se auf Beitrige individueller Anderungen in Wassernetzwer-

www.angewandte.de

Chemie

3349


http://www.angewandte.de

Angewandte

3350

Aufsiitze

ken in hochstem Mafe herausfordernd ist. Sorgsam konzi-
pierte Untersuchungen an synthetischen Wirt-Gast-Systeme,
wie oben fiir Cucurbit[7]uril beschrieben (Abschnitt2.1.,
Abbildung 1), werden sicherlich auch zukiinftig wichtige
Beitridge zur Aufkldrung und Quantifizierung des nichtklas-
sischen hydrophoben Effekts in chemischen und biologischen
Systemen liefern.

3. Liganden zum Ausfiillen von Enzymtaschen
unterschiedlicher Form, konformativer Dynamik
und Polaritdt

Taschen in aktiven Zentren von Enzymen und Proteinen
im Allgemeinen unterscheiden sich in Gréf3e, Volumen, Grad
der Priorganisation (Konformationsflexibilitit/Steifheit),
Polaritit und Polarisierbarkeit.” In diesem Abschnitt stellen
wir Fallstudien vor, die die Entwicklung von Liganden mit-
hilfe des strukturbasierten Designs illustrieren, und zeigen,
wie durch das richtige Fiillen der verschiedenen Enzym-
taschen ein erheblicher Gewinn an Bindungsaffinitét erzielt
wurde. Auch hier beginnen wir den Abschnitt mit syntheti-
schen Modellsystemen, da Lehren aus diesen Studien direkt
auf biologische Systeme iibertragbar sind.

3.1. Die optimale Belegung von Bindungstaschen — Lehren aus
Modellsystemen

Schon 1894 beschrieb Emil Fischer in seinem Schliissel-
Schloss-Prinzip die Bedeutung der geometrischen Komple-
mentaritit zwischen Enzymen und ihren Substraten./”! Dabei
stellt sich die Frage: Was ist die ideale GroBe und Form eines
Liganden fiir eine gegebene Tasche in chemischen oder bio-
logischen Rezeptorsystemen ?"°! Die genaue Bestimmung des
Volumens von Proteintaschen ist eine anspruchsvolle Frage-
stellung, da zum einen die Abgrenzungen der Tasche oft nicht
eindeutig definierbar sind und zum anderen die die Kavitdten
definierenden Proteinteile oft eine konformative Flexibilitét
aufweisen, die je nach den verwendeten Bedingungen zu-
satzlich variiert. Dieser Umstand spiegelt sich in der groflen
Anzahl an publizierten Methoden zur Identifizierung und
Charakterisierung von Proteintaschen wider.[”! Im Gegensatz
dazu bieten molekulare Kapseln und Container geometrisch
genau definierte Hohlrdume mit bekannten Volumina fiir
Wirt-Gast-Studien, wobei das thermodynamische Profil der
Komplexierung mittels NMR-Bindungsstudien oder ITC be-
stimmt werden kann. Es sind geeignete Modellsysteme, um
die Frage nach der optimalen Grofle von Liganden zu
adressieren. Eine Studie von Mecozzi und Rebek mit meh-
reren iiber H-Briicken gebundenen supramolekularen Kap-
seln verschiedener Hohlraumgrofen fithrte zur Formulierung
der 55%-Regel. Diese besagt, dass der hydrophobe Hohl-
raum eines Wirtes durch einen lipophilen, in der Form kom-
plementidren Gast energetisch am besten bei einem Pa-
ckungskoeffizienten (PK, Verhiltnis des Gastvolumens zum
Wirtvolumen) von 0.5540.09 gefiillt wird.® Interessanter-
weise liegt die Packungsdichte vieler iiblicher, organischer
Fliissigkeiten bei dem gleichen Wert.*] Die Komplexierung
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von ldngeren n-Alkanen und n-Alkylderivaten im Hohlraum
von Resorcin[4]aren-Cavitanden, Rezeptoren, die von Cram
et al. 1982 eingefiihrt wurden, bestitigten diese Befunde.[*®!
Obwohl n-Alkane iiblicherweise bis zu einer Linge von He-
xadecan®! eine vollstindig gestreckte (all-trans-)Konforma-
tion bevorzugen, nehmen sie an den Cavitanden gebunden
eine helikale Form ein, wodurch 2-3 kcalmol™' sterische
Spannung hervorgerufen werden.”! Die energetischen
Kosten fiir die helikale Konformation der Alkylkette werden
durch die optimale Ausfiillung des Raumes (56 %), die Ab-
schirmung hydrophober Oberfliche mit Ausbildung von
stirkeren  Dispersionswechselwirkungen (in  wéssriger
Losung) und bessere C-H--m-Kontakte kompensiert.!
Kiirzlich konnte auch gezeigt werden, dass lingere (C;; und
C,s) n-Alkyl-Derivate eine gefaltete Konformation einneh-
men, um in die hydrophobe Tasche eines wasserloslichen
Cavitanden in Wasser zu passen (D,0).[**!

Unsere Untersuchungen konnten die obengenannten
Resultate fiir neue Containermolekiile bestdtigen. Resor-
cin[4]aren-basierte Cavitanden sind hochdynamische Syste-
me, die durch die Verdnderung der Temperatur, des pH-
Wertes, der Zink(II)-Ionenkonzentration oder durch Re-
doxprozesse zwischen der offenen ,,Drachen“-Konformation
und der geschlossen ,Vasen“-Konformation geschaltet
werden konnen® Wihrend die ,,Drachen“-Konformation
nicht in der Lage ist, Géiste zu binden, bildet sich in der
,,Vasen“-Konformation ein innerer Hohlraum, welcher Giste
einschlieBen kann. Die Einfithrung von Diacetylenbriicken
unterschiedlicher Lange zwischen zwei Imidwénden in 13a/b
(Abbildung 6a) stabilisiert die ,,Vasen“-Konformation und
versteift die molekularen Container wesentlich im Vergleich
zu den entsprechenden offenen Resorcin[4]aren-Cavitanden
mit vier Chinoxalinwidnden, was mithilfe von MD-Simula-
tionen visualisiert wurde (Abbildung 6b).7*" Die Bindung
von Cycloalkanen in den unterschiedlich groen Hohlrdumen
der beiden verbriickten Container ist deutlich verstirkt,
wobei 13a die hochste Affinitit fiir Cyclopentan (PK 53 %,
durch MD-Simulationen bestimmt) aufweist und 13b fiir
Cyclohexan (PK 54 % ).

Schon frither hatten Rebek und Mecozzi vorhergesagt,
dass der optimale PK ansteigt, wenn zusétzlich polare Kon-
takte in einem klar definiertem Raum aufgebaut werden.®”!
Dies konnte durch ITC fiir die Komplexierung von hetero-
alicyclischen Gisten (eine Auswahl ist in Abbildung 6¢ dar-
gestellt) durch den para-Xylylen-verbriickten Cavitanden 14
bei 303 K in Mesitylen gezeigt werden.? Mesitylen ist als
Losungsmittel zu groB, um mit dem Gast um die Kavitit zu
konkurrieren. Der optimale PK fiir diese Wirt-Gast-Kom-
plexierung steigt auf 0.63 +0.09 als Folge polarer Wirt-Gast-
Wechselwirkungen, wie C-O--C=0, N-H--m und S--m. Ein
experimenteller Nachweis fiir diese Wechselwirkungen wurde
durch Kern-Overhauser-Effekt-Spektroskopie im rotieren-
den Koordinatensystem (ROESY) erhalten. Die Verstirkung
der C-H---m-Wechselwirkung durch starker polarisierte C-H-
Bindungen der heterocyclischen Giste tragt dabei ebenfalls
zu dem beobachteten Anstieg des PK bei.™ Die stirkste
Bindung wurde fiir sechsgliedrige Heterocyclen mit PK zwi-
schen 0.60 und 0.66 beobachtet (Abbildung 6¢)." Die Gast-
bindung ist sowohl enthalpisch als auch entropisch begiinstigt.
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eine hohe Bindungs-
affinitdat. Obgleich die
Bestimmung des Ta-
schenvolumens  und
des PK in Proteinen
groBere Schwierigkei-
ten bereitet, erhilt
man eine gute Orien-
tierung fiir die opti-
male Belegung biolo-
gischer Rezeptorsys-

¢ /Q Komplex Ky M) PKo teme aus glockenfor-
. N No OxolanC14 (32+15)x105  0.55+0.02 migen Profilen, die bei
g/ © OxanC14 (1.5 +0.1) x 108 0.66 +0.03 der Auftragung der
N NG N N OxepanC14 (25+0.5)x 105 0.72 +0.03 freien Bindungsen-
NNy K %K Thietanc14 (4.2£0.1)x 10* 0.51 £0.02 thaloi die b
X Thiolanc14 (1.6+01)x108  0.62+0.03 alpie gegen die be-
0 OA—,00 ThianC14 (1.3+0.1) x 105 0.70 +0.03 rechneten PKs erhal-
Q @ // MorpholinC14 (1.7 £0.4) x 107 0.63 +0.03 ten werden.[”
Lo 14-DioxanC14  (1.1£04)x107  060+0.03
CeHiz  CeHig ™®  CeHyg PiperazinC14 (8.5 +0.6) x 108 0.66 = 0.03

14

Abbildung 6. a) Chemische Struktur der Diacetylen-verbriickten molekularen Containermolekiile 13a/b. b) MD-Simu-
lationen (1000 Strukturen)” verdeutlichen die Versteifung der verbriickten Cavitanden. Links: ,Vasen“-Form des of-
fenen Resorcin[4]aren-Cavitanden mit vier Chinoxalinwanden. Rechts: Container 13a. In beiden Fillen wurden die
Hexylsubstituenten durch Methylgruppen substituiert. c) para-Xylylen-verbriickter Container 14 und Assoziationskon-
stanten und Packungskoeffizienten aus MD-Simulationen (PKy,p) von verschiedenen heteroalicyclischen Gésten, die
einen optimalen PK von 0.63 +0.09 offenbaren. Bilder wurden mit Genehmigung des Verlages reproduzier

Die Anderung der Entropie ist positiver fiir kleine Géste, die
weniger Translations- und Rotationsfreiheitsgrade durch die
Komplexierung verlieren, wihrend groflere Giste einen ho-
heren enthalpischen Gewinn durch die Ausbildung engerer
Wechselwirkungskontakte erfahren. Der giinstige Entropie-
term wurde durch den hohen Grad an Priorganisation des
Wirtes, den Gewinn an Mischungsentropie bei der Komple-
xierung und die geordnete Ausrichtung des ungebunden
Gastes im aromatischen Losungsmittel Mesitylen erklirt.

Die vollstindige UmschlieBung des Gastes durch die
Containermolekiile ist eine wesentliche Voraussetzung fiir
eine hohe Bindungsaffinitit: Eine Abnahme der Assoziati-
onskonstante um bis zu fiinf GroBenordnungen wird zum
einen bei der Entfernung der zwei Chinoxalinwédnde des
Containers 14 beobachtet und zum anderen fiir offene
Cavitanden mit vier unverbriickten Chinoxalinwinden.”™
Die Einfiithrung von Oligo(ethylenglykol)-Ketten am Resor-
cin[4]aren-Geriist und an der para-Xylylen-Briicke von 14
fithrte zu einem wasserloslichen Cavitanden, bei dem die er-
wihnten polaren Wirt-Gast-Wechselwirkungen mit hetero-
alicyclischen Gisten ebenfalls in D,O/CD;CN (2:1) beob-
achtet wurden.™

Die Komplexierung formkomplementédrer Gastverbin-
dungen durch Containermolekiile und supramolekulare
Kapseln mit klar definiertem Hohlraum hat gezeigt, dass es
eine optimale Grof3e fiir die Géste gibt. Fiir lipophile Géste
liegt der optimale PK bei etwa 55 %, wihrend er durch die
Ausbildung von zusétzlichen polaren Wechselwirkungen auf
etwa 63 % ansteigt. Die vollstdndige UmschlieBung ist dabei
nicht nur fiir die genaue Bestimmung des Kavitédtsvolumens
und die Berechnung des PK wichtig, sondern vor allem fiir
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3.2. Stark polare aktive
Zentren der
Enzyme IspE und
IspF der Mevalonat-
unabhdngigen
Isoprenoid-
Biosynthese

4 [70b]

Die Enzyme IspE, IspF und das zuvor erwihnte IspD
(Abschnitt 2.3) katalysieren die Mevalonat-unabhéngige
Isoprenoid-Biosynthese (Abbildung 7)."® Dieser Biosynthe-
seweg kommt ausschlieBlich in Bakterien, wie Mycobacteri-
um tuberculosis (Mt), und Protozoen, wie Plasmodium fal-
ciparum (Pf), dem Erreger der Malaria, vor. Im Menschen
findet man stattdessen ausschlieBlich den Mevalonatweg,
wihrend in hoherentwickelten Pflanzen beide Biosynthese-
wege gleichzeitig, aber rdumlich getrennt vorliegen. Die
Enzyme der Mevalonat-unabhingigen Biosynthese wurden
als vielversprechende Ziele in der Wirkstoffentwicklung
gegen Infektionskrankheiten identifiziert.””! Bestitigt wurde
dies durch den Befund, dass das Antibiotikum Fosmidomycin
und seine Derivate, welche das zweite Enzym des Biosyn-
thesewegs IspC inhibieren, starke Antimalariaaktivitét
in vivo gezeigt haben.” Die Substrate des Mevalonat-unab-
hiangigen Biosynthesewegs sind hoch polar und enthalten
Mono- oder Diphosphatgruppen. Dementsprechend zeichnen
sich die Enzyme des Biosynthesewegs ebenfalls durch stark
polare aktive Zentren aus, was die Herausforderung bei der
Entwicklung potenter Inhibitoren erhoht.

3.2.1. IspE — Aktivitdtssteigerung durch das Ausnutzen einer kleinen,
hydrophoben Tasche

Die Kinase IspE katalysiert die Phosphorylierung von 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-p-erythritol (CDP-ME, Abbil-
dung 7), und ihre aktive Tasche ist in drei Haupttaschen un-
terteilt: Die Cytidintasche mit der Ribose-Subtasche, die
Methylerythritol(ME)-Bindungsstelle mit einer kleinen, hy-
drophoben Kavitéit und die ATP-Bindungstasche mit der Gly-
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HO IspD Im Komplex von EclspE
: ~op .~ und(%£)-15ist der Cytosinring

NADPH NADP+ oy 0on CcTP PPi  zwischen den Ringen von
VEP Tyr25 und Phe185 eingebettet
und bildet giinstige Dreifach-
NCZ f? H-Briicken (DDA--AAD-
o [\N . 7SN Typ; D =Donor, A = Akzep-
°o o A IspE W 9 0 L A tor)® mit der Seitenkette
0—P-0—P-0— N O T TS NN 0—P-0-P-0— N0
\ o) 7 N \ _ O und dem Riickgrat-N-H und
o on © \_( ATP ADP O oH o0 \_ﬁ C=0 von His26 aus (Abbil-
OH OH OH OH dung 8¢).®**1 Der Tetrahy-
CDP-ME CDP-ME2P drothiophenring belegt die
0 o )\/\ Ribosesubtasche und bildet
opF \\\\O oo o IspG IspH op Wechsel}mrkungen mit dem
—~ - NP0 N Nop PP Tyr25-Ring aus. Kontroll-
SMP OH gH OH “ Isomerase experimente zeigten, dass in
op diesem Fall S---7t-Wechselwir-
MECDP

Abbildung 7. Die Mevalonat-unabhingige Biosynthese der Isoprenoide. Drei der sieben beteiligten Enzyme
werden in unserer Gruppe erforscht (rot markiert). IspD katalysiert den Transfer einer Diphosphocytidyl-
einheit von Cytidintriphosphat (CTP) auf 2C-Methyl-p-erythritol-4-phosphat (MEP), wodurch 4-Diphospho-
cytidyl-2C-methyl-p-erythritol (CDP-ME) entsteht. CDP-ME wird durch IspE zu 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-
p-erythritol-2-phosphat (CDP-ME2P) phosphoryliert und anschlieRend durch IspF zum 2C-Methyl-p-erythri-

tol-2,4-cyclodiphosphat (MECDP) cyclisiert.

reichen P-Schleife (P-loop) zur Triphosphaterkennung (Ab-
bildung 8a).[%

Die richtige Ausfiillung jeder der drei Taschen erwies sich
als anspruchsvoll. Die meisten Kinasehemmer binden in der
Adenin-Tasche der ATP-Bindungsstelle.®"! In IspE bindet
ATP in der uniiblichen syn-Konformation, weshalb die Bin-
dungstasche in diesem Fall kleiner als gewohnlich ist (Ab-
bildung 8a). Daher wurde der Fokus auf die Cytidintasche
des Substrats gelegt. Wahrend heterocyclische Adenin-Sur-
rogate durch die grofle Aktivitit auf dem Gebiet der Kina-
seinhibitoren zahlreich und vielfiltig zu finden sind, ist die
Bandbreite der Cytosinanaloga deutlich geringer,® obschon
die molekulare Erkennung von Cytosin — durch die Bedeu-
tung seiner Methylierung und Demethylierung in 5-Position
auf dem Feld der Epigenetik — gesteigertem Interesse unter-
liegt.® Wir beobachteten fiir unsere Liganden fortwihrend
einen deutlichen Verlust an Aktivitdt, wenn Cytosin durch
Surrogate wie 2-Aminopyridin ersetzt wurde.®™ Daher wurde
der Cytosinring beibehalten. Das Ligandendesign fufit auf der
Cokristallstruktur von CDP-ME im Komplex mit Escherichia
coli IspE (EcIspE) und einem stabilem ATP-Analog (2.01 A
Auflssung, PDB ID: 10J4)[%! und fiihrte zu der Serie der
wirkungsstarken Liganden (+)-15 bis (+)-23 mit Aktivitdten
(Inhibitionskonstanten K)®™! im oberen nanomolaren Be-
reich (Abbildung 8b).5%"l Der Bindungsmodus der Cytosin-
basierten Liganden wurde durch Modellierung mit
MOLOCP! (Abbildung 8c) vorhergesagt und spiter durch
Rontgenstrukturanalyse von Cokristallen von Aquifex aeoli-
cus IspE (AalspE) im Komplex mit Ligand 245%! bestitigt
(Abbildung 8d). Dieser Ligand zeichnet sich durch eine er-
hohte Wasserloslichkeit aus, die durch die Einfithrung eines
Oxetanylringes erreicht wurde.®!
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kungen nicht zur Bindungs-
affinitdt beitragen, sondern
dass die giinstigen Effekte aus
der Polarisierung der C-H-
Bindungen durch das Hete-
roatom stammen.*  Die
Substitution des Tetrahydro-
thiophenringes in (+)-15
durch einen Cyclopentylring
fithrte zu einem K;-Wert von 1.5 pMm, wohingegen das Tetra-
hydrofurananalog (K;=0.7 um) eine dhnliche Affinitdt ge-
geniiber EcIspE zeigte wie (+)-15 (K; = 0.29 pum).[34560]

Der Alkinlinker richtet die Sulfonamideinheit von (+)-15
in der Weise aus, dass sie in die stark solvatisierte Region
zwischen der Substrat- und ATP-Bindungsstelle zeigt und H-
Briicken mit dem Ionenpaar aus Lys10 und Asp141 ausbildet.
Diese Wechselwirkungen tragen zur Bindungsaffinitdt bei,
was durch die Tatsache unterstrichen wird, das die N-Me-
thylierung des Sulfonamids, wie in (£)-22 (K;=2.5 um), die
hemmende Aktivitdt um beinahe einen Faktor 10 reduziert
(Abbildung 8b). Durch die bevorzugte Konformation, bei der
das freie N-Elektronenpaar mittig zwischen der SO,-Gruppe
steht und die sowohl in gebundener als auch in freier Form®!
angenommen wird,” richtet sich der terminale Alkylrest so
aus, dass er die kleine, aber klar préorganisierte, hydrophobe
Tasche aus Phel85, Leu28 und Leul5 belegt. Im Vergleich
dazu belegt die Methylgruppe der Methylerythritoleinheit
des Substrats nur den Eingang der Tasche (Abbildung 8a).
Die Tasche hat eine ungefihre GroBe von 100 A und zeich-
net sich durch eine steile Struktur-Aktivitdts-Beziehung
(SAR) gegeniiber Verdnderungen in der Ligandenstruktur
aus.* Das Cyclopropylderivat (£)-15 ist der beste Ligand.
Wird die GroBe des Alkylrestes zum Methylderivat (+)-21
reduziert oder zum Cyclohexylderivat (+)-20 vergroBert,
sinkt das Inhibitionspotential schnell um einen Faktor von
beinahe 10 (Abbildung 8b). Die 55 %-Regel von Mecozzi und
Rebek!®! (Abschnitt 3.1) trifft auch in diesem Fall zu — der
Cyclopropylrest fiillt die Tasche laut Berechnungen mit
einem PK von 0.56 aus.*®! Eine Literaturrecherche von Jor-
gensen und Mitarbeitern stellt ebenfalls heraus, dass ein
groBer Gewinn an Bindungsaffinitdt durch das Fiillen von
kleinen, aber klar definierten lipophilen Taschen mit unpo-
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Abbildung 8. a) Aktives Zentrum von EclspE im Komplex mit CDP-ME und Adenosin-5'-(B,y-imino)triphosphat (AMP-PNP) (2.01 A Auflésung,
PDB ID: 10J4)#%l und Uberlagerung mit der Bindung von (£)-15 an EclspE, wie sie durch MOLOC vorhergesagt wird. Die Substrat-Methylgruppe
fullt dabei die kleine, hydrophobe Tasche nicht komplett aus, im Gegensatz zur Cyclopropylgruppe des Inhibitors. Farbgebung: Ce,,, grau, O rot,
N blau, Ciigand(cop-me/amp-enpy £70N, Cligand(2)15) Pink. BS =Bindungsstelle. b) Ausgewéhlte EclspE-Inhibitoren. c) Bindungsmodus von Inhibitor (£)-
15 an EclspE vorhergesagt durch MOLOC (2.01 A Auflssung, PDB 1D: 10)4) %! d) Bindungsmodus von Inhibitor (4)-24 im Komplex mit AalspE,
der die hydrophobe Subtasche in der ME-Bindungsstelle belegt (2.20 A Auflssung, PDB ID: 2VF3).%*! Farbgebung: Cyigand(i2)24 8FUN.

laren Substituenten, wie Methylgruppen, erzielt werden
kann.®V

Zwei weitere Erkenntnisse sollen hier erwéhnt werden.
Das energetisch giinstige Fiillen der stark Wasser-exponierten
Regionen der aktiven Tasche von IspE stellte sich als be-
sonders anspruchsvoll heraus. Die ME-Bindungsregion und
der Spalt zwischen der Substrat- und der ATP-Bindungsstelle
werden durch ein Wassernetzwerk sowohl in EclspE als auch
in AalspE gefiillt. Wir untersuchten Liganden, die (+)-15
dhneln, jedoch Zuckerderivate als Substituenten trugen
(Ribose- und Mannosederivate), um diese Wassernetzwerke
zu verdrdngen. Der erwartete Gewinn an freier Bindungs-
enthalpie wurde jedoch nicht erreicht.” Schlussendlich
konnten wir eine zweite Klasse von Liganden etablieren, die
an die Substratbindestelle von EcIspE mit Ki-Werten im
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niederen mikromolaren Bereich binden.®*! Verbindung (+)-
23 (K;=6.9 um) besitzt eine Imidazoleinheit, welche den
Cyclohexylring in die vorher diskutierte, kleine, hydrophobe
Tasche ausrichtet. Wird der Cyclohexylring vom Imidazol
entfernt, ist die Bindungsaffinitit nicht mehr messbar.[*
Das strukturbasierte Design dieser ersten IspE-Inhibito-
ren verdeutlicht, dass die kleine, hydrophobe Tasche, welche
normalerweise die Methylgruppe des ME beherbergt, in
Wirklichkeit viel grofer ist als erwartet und dass die richtige
Ausfiillung dieser Tasche zu einem groen Gewinn an freier
Bindungsenthalpie fiithren kann. Diese Arbeiten haben
ebenfalls die Schwierigkeiten aufgezeigt, Cytosin energetisch
giinstig zu ersetzen, was im Kontrast zu den zahlreich vor-
handenen Adeninersatzverbindungen im Bereich der Kina-
sehemmer steht. Zudem konnte die Verdringung des Was-
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sernetzwerkes im Spalt zwischen der Substrat- und ATP-
Bindungsstelle nicht erreicht werden.

3.2.2. IspF — Mangel an energetischem Gewinn beim Binden an
hochflexible, hydrophobe Taschen

Die Hemmung von IspF, welches die Cyclisierung von 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-p-erythritol-2-phosphat (CDP-
ME2P, Abbildung 7)7*% katalysiert, stellte sich als noch an-
spruchsvoller heraus. Das Enzym ist ein C;-symmetrisches
Homotrimer, und die Substratbindung findet an den drei
Proteinschnittstellen statt, wobei die Aminosiduren von zwei
benachbarten Proteinen beteiligt sind. Wir entwarfen die
ersten Inhibitoren, wie 25, auf Basis der Cokristallstrukturen
von CDP und 2C-Methyl-p-erythritol-2,4-cyclodiphosphat
jeweils im Komplex mit EcIspE (PDB IDs: 1GX1 und
1JY8).**! Die Liganden sind Substratanalogal® und ent-
halten eine Cytidindiphosphateinheit fiir die Bindung in
Tasche III (Abbildung 9a) und eine fluoreszente Sonde, wie
den Dansylrest (5-(Dimethylamino)naphthalin-1-sulfonyl)
(in 25, Abbildung 9b), fiir die Belegung der Tasche 117 Es
wurden zwei Cokristallstrukturen erhalten, die zeigten, dass
die Tasche II hochflexibel ist und stark unterschiedliche
Konformationen annehmen kann, was den limitierten
Gewinn an freier Bindungsenthalpie durch die Bindung in
dieser Tasche erklart. Die aulergewohnlich hohe konforma-
tive Flexibilitit der Schleife, welche die Gestalt der Tasche 11
préagt, wurde auch in zahlreichen anderen Kristallstrukturen
beobachtet,” einschlieBlich der kiirzlich publizierten Struk-
tur von PfIspF® Eine Uberlagerung von zehn EcIspF-
Strukturen, die in Abbildung 9c gezeigt ist, verdeutlicht die
hohe konformative Flexibilitit dieser Schleife.””) Das Binden
an solche Taschen kann zu einem enthalpischen Gewinn
fithren, welcher aber oft durch den Verlust an Entropie durch
das Ausfrieren einer von vielen Proteinkonformationen
nahezu vollstindig kompensiert wird. Im Gegensatz dazu ist
die Tasche III iiber alle Strukturen hinweg hochkonserviert.
Viele Anstrengungen wurden unternommen, um die Bindung
in Tasche II zu verbessern, allerdings erfolglos.'"! Anderer-
seits konnten wir zeigen, dass die Riboseeinheit"®! und der
Diphosphatlinker in 25 energetisch giinstig durch ein hy-
drophoberes Naphthalin-1,4-diyl-Verbindungsstiick, wie in
Ligand 26, ersetzt werden kann. Es wird vermutet, dass
Ligand 26 mit einem ICs;-Wert von 0.45 mM (EcIspF) mit
seinen Enden in den beiden Tasche IT und III bindet.'*! Eine
Steigerung des Inhibitionswertes ist aufgrund der konforma-
tiven Flexibilitidt von Tasche II und dem Fehlen von potenten
Cytosinersatzverbindungen anspruchsvoll.

Fiir die neuesten Entwicklungen von Liganden aus an-
deren Laboratorien wurden daher andere Herangehenswei-
sen gewdhlt. Ziel des Ligandendesigns war die Bindung an die
Cytidinbindungsstelle (Tasche III) und die Koordination an
das konservierte Zn*'-Ion (Abbildung 9d), welches durch
drei Aminosduren des Enzyms gebunden ist (Asp10’, His12’
und His44').1% Verbindungen 27 und 28 sind Beispiele fiir
solche ditopen Binder, fiir die Cokristallstrukturen mit IspF
von Burkholderia pseudomallei (Bp) gelost werden konnten
(Abbildung 9d). Der Bindungsmodus der Cytidineinheit der
zwei Ligandentypen (Tasche II/III- und Tasche III/Zn*'-
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Binder) ist identisch, wobei der Cytosinring drei H-Briicken
mit der konservierten Peptidsequenz Met105 (N-H, Ec-Be-
schriftung)-Lys104 (Riickgrat-N-H)-Pro103 (C=0O) (Abbil-
dung 9a) eingeht. Die 2-OH- und 3’-OH-Gruppen der
Ribose stehen in Wechselwirkung mit der Seitenkette von
Asp56'.

Die beste Bindungsaffinitit gegeniiber dem Zn**-Kation,
welches auch durch Kationen wie Mn*" oder Co®" ersetzt
werden kann,™ wird durch aromatische Stickstoffdonoren
erreicht, wie in einem fragmentbasierten Ansatz gezeigt
werden konnte.'"™ Dabei weisen die aromatischen N-He-
terocyclen in 27 (K, =70 uM) und 28 (Kp =180 um) im Ver-
gleich zu CDP &hnliche oder leicht schwéchere Affinitdten
gegeniiber BpIspF!'"! auf, welches mit einem K,-Wert von
75 um in der Tasche III und an das Zn®"-Ion von BplspF
bindet.'”! Wihrend Verbindung 28 direkt an das Zink(II)-
Ion koordiniert, bindet Ligand 27 an ein Wassermolekiil an
der vierten Koordinationsstelle (Abbildung 9d).

Im GroBen und Ganzen konnten bisher noch keine ef-
fektiven Losungen fiir die Bindung an IspF-Enzyme durch die
Verwendung von strukturbasiertem Design gefunden werden.
In der Cytidinbindungsstelle (Tasche III) kann am zuverlds-
sigsten mit einem Gewinn an freier Bindungsenthalpie ge-
rechnet werden, wohingegen die hochflexible Tasche II nicht
fiir eine energetisch giinstige Bindung von Liganden geeignet
ist. Bindungsaffinitit durch Koordination an das Zn?'-Ion
kann verlasslich aufgebaut werden, allerdings bisher ohne
durchschlagenden Erfolg in Bezug auf den Gewinn von Bin-
dungsenergie. Das Screening grofler Substanzbibliotheken
scheint daher eine erstrebenswerte Losung im Fall von IspF
und dessen Hemmung zu sein. In der Tat konnten Thiazolo-
[3,2-a]pyrimidine, wie Ligand 29, durch Screenen einer Sub-
stanzbibliothek mit 40000 Molekiilen als IspF-Hemmer der
Enzyme von Pf und Mt mit ICs,-Werten im niederen mikro-
molaren Bereich identifiziert werden (Abbildung 9b).['"]
Zudem wurde eine gute, zellbasierte Aktivitdt gegeniiber
dem Pf-Stamm NF54 gefunden. Ihr Bindungsmechanismus ist
bisher jedoch unbekannt.

3.2.3. Enzyme mit sehr grofien aktiven Zentren — Trypanothion-
Reduktase

Protozoische Parasiten der Familie der Trypanosomatidae
weisen einen speziellen Thiolredoxmetabolismus auf, der sich
von dem System der Sdugetiere unterscheidet und das es-
sentielle Flavoenzym Trypanothion-Reduktase (TR) um-
fasst.'™ Mitglieder dieser Parasitenfamilie sind die Erreger
der menschlichen Afrikanischen Trypanosomiasis, der
Chagas-Krankheit und der verschiedenen Formen der Leish-
maniose. Verbindungen, die in der Lage sind, die TR zu in-
hibieren, konnten als Therapeutika mit neuem Wirkmecha-
nismus gegen diese zum Einsatz kommen.!'%!

Trypanothion-Reduktase ist charakterisiert durch ein
grof3es, negativ geladenes aktives Zentrum mit Abmessungen
von ungefihr 22 x 20 x 28 A* (Abbildung 10a)."" Die nega-
tive Ladung wird durch die Seitenkette des essentiellen Glul8
eingefiihrt, und es konnte nachgewiesen werden, dass dieses
sowohl fiir die Substrat- als auch Inhibitorerkennung von
Relevanz ist.'””! Die erfolgreiche Hemmung der TR wird
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Abbildung 9. a) Cokristallstruktur des CDP-basierten Liganden 25 im Komplex mit EclspF (2.50 A Auflésung, PDB 1D: 2GZL).”® Die aromatischen
Substituenten gehen m-nt-Wechselwirkungen mit den Phe-Seitenketten in der flexiblen Schleife in Tasche Il ein. Reste, die mit einem Strich mar-

kiert sind, gehoren zu der zweiten Untereinheit des homotrimeren Enzyms. Farbgebung: Ce,,, grau, O rot, N blau, S gelb, Ciizanq 8riin, Cpegpleschieife
blaugriin. b) Ausgewihlte EclspF-Inhibitoren. Ligand 26 umgeht die polare Ribose- und Phosphatbindungsstelle mit einem Naphthyl-Verbindungs-

stiick. c) Uberlagerung von zehn EclspF-Kristallstrukturen, die die hohe

Flexibilitit der Tasche Il verdeutlicht (PDB IDs: 1GXT, 1)Y8, 1KNJ, TKNK,

TU3L, TU3P, 1U40, 1U43, 1YQN, 2GZL).® c) Bindungsmodus der Liganden 27 und 28 im Komplex mit BplspF (27: 2.05 A Auflosung, PDB ID:

3KE1; 28: 1.75 A Auflésung, PDB 1D: 3Q8H)." Farbgebung: Cyizanaq

meist durch Liganden groBer MolekiilgroBe erreicht, und
auch die Ausbildung von Protein-Ligand-Komplexen mit
einer 1:2-Stochiometrie wird vielfach beobachtet."™ Ein
Hochdurchsatzscreening  identifizierte 1-(1-Benzo[b]thio-

whot pink®, Ceyme »old pink®, Ciiganas) dunkelblau, Ce,ymps blaugriin.

phen-2-yl-cyclohexyl)piperidin (BTCP) mit einem Volumen
von etwa 366 A® und seine Analoga als wirkungsvolle, nie-
dermolekulare TR-Inhibitoren, die in der Lage sind, mit dem
doppelt so groBen Substrat Trypanothiondisulfid (TS,)
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Abbildung 10. a) Ubersicht tiber das groRRe aktive Zentrum der ThTR im Komplex mit BTCP-Analoga 30 (2.50 A Auflosung, PDB ID: 4NEV).['*
Farbgebung: Ce,,,., grau, O rot, N blau, S gelb, C,..q griin. b) Chemische Struktur des BTCP-Analogons 30 und des Diarylsulfid-basierten Ligan-
den 31. ¢) Uberlagerung der Rontgen-Cokristallstrukturen von Inhibitor 30 im Komplex mit Th und TcTR (2.80 A Auflssung, PDB ID: 4NEW).'%
Farbgebung: TcTR: Cjgpnq »hot pink*, Cenyym pink; THTR: Cigang dunkelblau, Ce,,,r, blaugriin. d) Bindungsmodus des Diarylsulfid-basierten Liganden
31 an T¢TR vorhergesagt mit MOLOC (2.40 A Auflésung, PDB ID: 1BZL).""

(817 A% um die Bindungsstelle zu konkurrieren."” Auf diese
Leitstruktur haben wir uns in unseren neueren Untersu-
chungen fokussiert,/105410%

Mithilfe von Mutationsstudien und Cokristallstruktur-
analysen konnte am Beispiel des Inhibitors 30 gezeigt werden,
dass diese Ligandenklasse an der hydrophoben Wand in der
Mepacrinbindungsstelle!'”! bindet. Das protonierte, tertizire
Amin steht dabei iiber Coulomb-Wechselwirkungen mit
Glul8 in Kontakt (Abbildungen 10a,b). Der Beitrag dieser
Wechselwirkung zur Bindung wurde aufgrund der Mutati-
onsstudie auf etwa —0.7 kcalmol™' geschitzt; mit einem
N--O-Abstand von 4.1 A ist eine ladungsunterstiitzte H-
Briicke unwahrscheinlich.'""! Cokristallstrukturen des Li-
ganden 30 im Komplex mit TR der Spezies Trypanosoma
brucei (Tb) und T. cruzi (Tc) zeigten, dass der Inhibitor leicht
unterschiedliche Bindungsmodi, je nach bindender Spezies,
aufweist (Ki(TcTR)=4 pm; K{(TbTR)=12um) (Abbil-
dung 10b,c). Die Biaryleinheit nimmt zwei unterschiedliche
Orientierung ein: Wahrscheinlich aufgrund der Mutation von
Gly112 in TbTR zu Glull2 in TcTR wird der Indolring in der
TcTR-Struktur in eine neue Position, entfernt von der stark
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solvatisierten Seitenkette von Glul12, gezwungen. Schliis-
selwechselwirkungen zwischen Protein und Ligand in der
THTR-Struktur sind, neben der bereits erwihnten Coulomb-
Ionenpaarung, C-H--n-Kontakte zwischen Trp21 und den
Cyclohexyl- und Pyrrolidineinheiten, S+~ (d(Syeuq3+-Thia-
zol)=4.0 A), SC-H-m- (d(SCH,peq1 15 Indol) =3.7 A) und
S--S-Wechselwirkungen (d=4.1 A) (Abbildung 10c). In der
TcTR-Struktur geht der Indolring Dispersionswechselwir-
kungen mit Ile106 (d(C-+C)=3.9A) und kurze O-H--7-
Kontakte (d(O-C)=2.8 A) mit der Seitenkette von Ser109
ein. Das grof3e aktive Zentrum der TR erlaubt eine Vielzahl
von moglichen Ligandenorientierungen — nicht nur fir
BTCP-Analoga!"®! — und daher wird der Bindungsmodus
generell sehr leicht durch kleine strukturelle Verdnderungen
des Proteins und auch des Inhibitors beeinflusst. Erwih-
nenswert ist hierbei eine Studie von Patterson et al., die
mithilfe von Cokristallstrukturanalyse zeigen konnten, dass
eine Serie von Dihydrochinazolin-Inhibitoren in der Lage ist,
eine konformative Verdnderung der Seitenkette von Met113
zu induzieren, wodurch sich eine neue Tasche fiir die Ligan-
den ausbildet.""” Diese konformationelle Anderung von

Angew. Chem. 2015, 127, 3341—3382


http://www.angewandte.de

Molekulare Erkennung

Met113 wurde weder in unseren Untersuchungen noch bei
einer anderen bisher publizierten Kristallstruktur beobachtet.

Da die Bindungstasche der TR eher einer dem Losungs-
mittel stark ausgesetzten Furche dhnelt als einer wirklichen
Tasche, ist die Wechselwirkungsoberfldche zwischen Protein
und Ligand vergleichsweise klein. Trotz der Tatsache, dass
groBlere Molekiile weniger ,,wirkstoffdhnlich® sind, haben sie
in diesem Fall den Vorteil, dass sie mehr Wechselwirkungen
mit der Proteinoberfliche ausbilden und daher die Bin-
dungsaffinitit erhohen. In der Tat gelangten wir durch die
Konjugation unserer Diarylsulfid-basierten Inhibitoren*’=!"!
mit dem BTCP-Motiv zu Liganden, die 7cTR im submikro-
molaren Bereich (K; (31; TcTR) =0.5 um) hemmen (Abbil-
dung 10b).'%4 Abbildung 10d zeigt einen Vorschlag fiir den
Bindungsmodus von 31 im aktiven Zentrum, der durch Mo-
dellierung mit MOLOC entstanden ist, basierend auf der
Cokristallstruktur von TS, im Komplex mit 7¢TR (PDB ID:
1BZL)."" Die Ligandeneffizienz (LE) fiir 31 (LE 0.18 kcal
mol !/Nichtwasserstoffatom) nimmt im Vergleich zu 30 (LE
0.30 kcal mol~'/Nichtwasserstoffatom) ab, was in Uberein-
stimmung ist mit dem generellen Trend fiir groBere Molekiile;
in kinftigen Ansédtzen sollte dieser Wert verbessert
werden."™ Noch niitzlicher fiir die Medikamentenentwick-
lung ist wohl die kiirzlich eingefiihrte lipophile Liganden-
effizienz (LLE;!' auch bekannt als lipophile Effizienz
(LipE)),""! welche der Effizienz lipophiler Wechselwirkun-
gen Rechnung trégt und oft invers proportional zu den
pharmakokinetischen Eigenschaften wie Ausscheidung, Los-
lichkeit, Toxizitdt und Nebenwirkungen ist.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass bei der Anwendung des
strukturbasierten Designs die Moglichkeit, dass verschiedene
Bindungsmodi fiir Liganden in groBen aktiven Zentren vor-
liegen, sorgfiltig bedacht werden sollte. Um die Bindungs-
affinitdt zu steigern, kann es bei solch grofien aktiven Zentren
angebracht sein, die Kontaktfliche zwischen Protein und
Ligand iiber diejenige der iiblichen, niedermolekularen
Leitstrukturen hinaus zu erweitern.

3.2.4. Tiefe und starre Taschen von reduzierter Polaritiit — Faktor
Xa

Das gut untersuchte Enzym Faktor Xa ist eine Serinpro-
tease aus der menschlichen Blutgerinnungskaskade und Ziel
mehrerer Antikoagulantien in therapeutischer Verwendung
oder in klinischen Studien."” Die wichtigsten Taschen des
aktiven Zentrums in diesem Enzym sind die zwei orthogonal
ausgerichteten S1- und S4-Taschen, die von allen potenten
Liganden besetzt werden, wie beispielsweise die in unserem
Labor hergestellten (+)-32 (K;=280nMm) und (+)-33 (K;=
9 nm, Abbildung 11)."® Diese Taschen sind sehr formstabil
und daher besonders gut fiir detaillierte molekulare Erken-
nungsstudien geeignet (Abbildung 11a). Die S1-Tasche wird
von zwei planaren Peptidgeriistsegmenten ausgekleidet
(Trp215-Gly216 und GIn192-Cys191-Alal90) und bietet
Platz fiir die Einlagerung flacher, (hetero-)aromatischer
Ligandenteile. Die S4-Tasche enthélt einen aromatischen
Kasten, welcher von den Seitenketten von Tyr99, Phe174 und
Trp215 gebildet wird; die vierte Seite des Kastens ist offen
und dem freien Losungsmittel ausgesetzt. Unsere Liganden
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besitzen ein tricyclisches Grundgeriist’®! und binden mit den
orthogonalen Vektoren des Grundgeriistes in der S1- und S4-
Tasche (Abbildung 11a,b).

Ein groBer Beitrag zur Bindungsaffinitdat wird durch die
Ausbildung von Kationen---w-Wechselwirkungen im aroma-
tischen Kasten der S4-Tasche gewonnen.!''*¢1418] Der Ays-
tausch der quartdren Triethylammoniumkationen in (+)-32
und (+£)-33, welche im Zentrum des aromatischen Kastens
binden (Abbildungen11a,c), durch eine isosterische tert-Bu-
tylgruppe fiihrte zu einer Verringerung der freien Bindungs-
enthalpie um 2.5-2.8 kcalmol . Dieses Ergebnis quantifiziert
den Anteil der Kationen--n-Wechselwirkung an der freien
Bindungsenthalpie auf 0.8-0.9 kcalmol ™ pro aromatischem
Ring.'""® Durch die schrittweise Demethylierung von (+)-33
zu den entsprechenden protonierten tertidren, sekundéren
und primdren Ammoniumionen wird die Bindungsaffinitét
um 1.2-1.8 kcalmol™ pro Demethylierungsschritt redu-
ziert.['®11%] Ahnliche Ergebnisse wurden von Dougherty!!!
und Waters!'") gefunden, die Kationen--m-Wechselwirkungen
jeweils an Cyclophanen und Peptidmodellen von Haarna-
delschleifen untersuchten.

Die konkave Subtasche S1 ist eine tiefe und starre Pro-
teinkavitdt und weist unterschiedliche Polaritdten auf. Der
Boden der Tasche wird durch die polaren Seitenketten von
Asp189 und Tyr228 und die lipophilen Aminosduren Ala190,
Val213 und Gly226 charakterisiert (Abbildungen 11a,c). Das
Phenylamidinium-Motiv von (#+)-32 wurde in vorangegan-
gener Medikamentenentwicklungsforschung fiir die Bindung
an das Carboxylat von Asp189 iiber geladene H-Briicken in
der S1-Tasche verwendet.''® Heutzutage wird es vielfach
durch halogensubstituierte Heteroaromaten ersetzt, die ein
Markenzeichen der zweiten Generation von Faktor Xa-Inhi-
bitoren sind."?"! Mit dem Ersatz des Phenylamidinium-Sub-
stituenten von (+)-32 durch das Motiv eines Chlorhetero-
biaryls in (£)-33 erreichten wir einen Gewinn an Bindungs-
affinitit von —AAG =2.0 kcalmol™' (Abbildung 11b).1%

Der Chlorsubstituent in (+)-33 leistet einen wesentlichen
Beitrag zur Bindung: Die Entfernung dieses Substituenten
reduziert die hemmende Wirkung um einen Faktor von
68.1"12l Die Analyse von Cokristallstrukturen zeigte, dass
dieser Effekt mehrere Griinde hat und das Chloratom in allen
potenten Inhibitoren mit Chlorheteroaryl-Substituenten eine
dhnliche Position im Verhiltnis zu Tyr228 einnimmt.['8>11]
Der Vergleich mit der Apostruktur von Faktor Xal'*! deutet
darauf hin, dass zum einen ein Wassermolekiil verdréngt wird
und zum anderen giinstige, orthogonale dipolare Wechsel-
wirkungen mit dem phenolischen C-O-Dipol von Tyr228
aufgebaut werden (Abbildung 11 c).”*! Ebenfalls werden enge
Van-der-Waals-Kontakte mit den lipophilen Aminosduren
Ala190, Val213 und Gly226 am Boden der Tasche realisiert.
Die Bedeutung des Chlorsubstituenten, welcher dhnliche
grof} wie ein Wassermolekiil ist, wurde auch in einer Studie
von Kuhn et al. untersucht. Sie erkldren besonders starke
Ligandenbindungen mit dem Aufbau von mehrdimensionalen
Wechselwirkungsnetzwerken.' Dazu implementierten sie
eine ,,Kleine-Welt-Netzwerk“-Beschreibung'*! in eine em-
pirische Scoring-Funktion, um den Effekt der lokalen Ko-
operation nichtkovalenter Wechselwirkungen auf die Bin-
dung aufzudecken, und zeigten, dass die Bindungsaffinitét

www.angewandte.de

Chemie

3357


http://www.angewandte.de

Angewandte

3358

Aufsdtze

Cys191 |

GIn192

36!
{
Tyr228

Asp189

Gly226

F. Diederich et al.

S s S A
Cl Cl
(+)-33 (+)-34 (+)-35

K; 280 nm K; 9 nm

(+)-33  (-)-33
Ki5nM K271 nM

K146 nM  K; 1620 nm

151+7° 154 £ 4 ° 156 £ 7 °
[ o}
N N
H
138 £7° 145 +5°
LA
> )
o o)\\
127 £5° 130 +4°

Abbildung 11. a) Rontgen-Cokristallstruktur des Phenylamidinium-substituierten Liganden 32 im Komplex mit Faktor Xa (1.64 A Auflésung, PDB
ID: 2BOK).I""® Der Ligand besitzt eine L-Form, belegt die S1-Tasche mit der Phenylamidiniumeinheit und bindet mit dem Ammoniumion im
aromatischen Kasten, welcher durch Tyr99, Phe174 und Trp215 in der S4-Tasche gebildet wird. Farbgebung: Ce,,,., grau, O rot, N blau, S gelb,
Ciigang grun. b) Ausgewahlte Inhibitoren von Faktor Xa mit unterschiedlichen Substituenten fiir die tiefe und starre S1-Tasche. c) Uberlagerung der
Rontgen-Cokristallstrukturen der Inhibitoren 32 und 33 im Komplex mit Faktor Xa (33: 1.25 A Auflésung, PDB ID: 2JKH).""* Der Chlorsubstituent
der Heterobiaryle verdringt das strukturelle Wasser am Boden der S1-Tasche und bildet orthogonale, dipolare Wechselwirkungen mit Tyr228 aus.
Farbgebung: Ciigands) »hot pink”, Cenzymas) PNk, Cligandsz)-wassermolekal dunkelblau, Ce,ymsz) blaugriin. d) Mittelwerte und Standardabweichungen
einer CSD-Suche nach den Austrittsvektoren der hiufigsten, fiinfgliedrigen heteroaromatischen Ringe.

nicht nur eine Summe der einzelnen Wechselwirkungen ist.
Es wurde festgestellt, dass ein hoher Netzwerkscore oft fiir
tief vergrabene Ligandenatome, die mehrere giinstige
Wechselwirkungen ausbilden, erhalten wird und dass das
Weglassen oder der Austausch dieser Atome zu einer er-
heblichen Abnahme der Ligandenstirke fiihrt. Solch ein
hoher Netzwerkscore wurde ebenfalls fiir das Chloratom der
Faktor Xa-Inhibitoren in der S1-Tasche erhalten. Dies be-
stédtigt unser experimentelles Ergebnis, dass der Chlorsubsti-
tuent durch mehrere Wechselwirkungen mit dem Protein zur
Bindung beitrigt.?*

Des Weiteren gewinnen die Inhibitoren (+4)-33-35 Bin-
dungsenergie durch die Stapelung ihrer Heterobiarylsysteme
auf den planaren Peptidgeriistsegmenten Trp215-Gly216 und
GIn192-Cys191-Alal90 in  der  S1-Tasche (Abbil-
dung 11¢)." Je nach Auswahl des fiinfgliedrigen, hetero-
aromatischen Verbindungsstiicks zwischen dem tricyclischen
Grundgeriist und dem Chlorthienylring variieren die K-
Werte iiber den Bereich von iiber zwei GroBenordnungen.
Die unterschiedlichen Konformationspréferenzen der beiden
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heterocyclischen Ringe infolge der freien Elektronenpaar-
wechselwirkungen spielen dabei sicherlich eine Rolle.*!*!
Zudem stielen wir aber auch auf die bemerkenswerten Un-
terschiede der Winkel zwischen den Austrittsvektoren der
fiinfgliedrigen heteroaromatischen Ringe.'"”! Eine CSD-
Suche lieferte uns das unerwartete Ergebnis, dass die Mit-
telwerte der gefundenen Austrittsvektoren der haufigsten
fiinfgliedrigen, heteroaromatischen Ringe zwischen 127° und
156° variieren (Abbildung 11d, siehe auch Hintergrundin-
formationen, Abbildungen S1-S7). Fujita und Mitarbeiter
konnten zeigen, dass diese Unterschiede in den Austritts-
vektoren auch einen erheblichen Einfluss auf die strukturelle
Priaferenz von metallsupramolekularen, selbstorganisierten
Anordnungen haben.'"”! Zusitzlich ist die Ausrichtung der
Heteroaromatendipole gegeniiber denen der Peptidbindun-
gen, auf denen sie stapeln, von Bedeutung fiir die Bindungs-
starke. Eine theoretische Studie kam zu dem Ergebnis, dass
die antiparallele Orientierung der Dipole der Heteroaroma-
ten und der stapelnden Peptidbindung deutlich gegeniiber der
parallelen Anordnung bevorzugt ist (siehe Abschnitt 4.3).112*]
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Schon frither wurde gezeigt, dass die Wechselwirkung der
Dipole die Stapelung von substituierten Phenylringen auf
Flavine beeinflusst.*”!

Die Untersuchung der molekularen Erkennung im akti-
ven Zentrum von Faktor Xa,''" welches die beiden starren
und konkaven Taschen S1 und S4 reduzierter Polaritét be-
inhaltet, stellt ein gutes Beispiel dafiir dar, wie der Austausch
eines einzelnen Atoms einen enormen FEinfluss auf die Bin-
dungsaffinitit haben kann. Der Ersatz von Me;N*CH,- durch
Me;CCH,- am Substituenten der S4-Tasche verringert die
Bindungsaffinitdt um einem Faktor von bis zu 100 und die
Substitution des Chloratoms am Thienylring, welches die S1-
Tasche ideal ausfiillt, durch ein Proton um einen Faktor von
68. Dariiber hinaus ergaben unsere Untersuchungen an
diesen Liganden, dass iiberraschend grof3e Unterschiede in
den Austrittsvektoren der fiinfgliedrigen, heteroaromatischen
Ringe vorliegen. Eine theoretische Studie wurde eingeleitet,
welche die Rolle der dipolaren Wechselwirkung in der -
Stapelung von Heteroaromaten auf Peptidbindungen her-
ausstellte, und dies wird nun experimentell
weiter untersucht.

3.2.5. Lipophile Tasche in Aspartatproteasen
— Plasmepsine

Aspartatproteasen sind Schliisselenzy- H
me in der Wirkstoffentwicklung unter-
schiedlicher Therapeutika.'*” Die Hem-
mung von Renin fiithrte zu Antithrombo-
tika,[*"! verschiedene HIV-Proteaseinhibi-
toren sind Teil der Mehrkomponenten-
Arzneimitteltherapie gegen HIV-Infektio-
nen,™™ und B-Sekretaseinhibitoren haben
den Schritt in die klinische Phase als Alz-
heimermedikamente  geschafft.!'*! Im
Kampf gegen die Malariaparasiten Pf
wurden die Aspartatproteasen Plasmepsin
(PM) I, II und IV als potentielle Wirk-
stoffziele identifiziert.'**]

Zusammen mit den Cysteinproteasen,
den Falcipainen (sieche Abschnitt 3.2.6),
sind die Plasmepsine am Abbau des
menschlichen Hdmoglobins beteiligt. Auf- R
grund iiberlappender Substratspezifitit o /©/
wird angenommen, dass alle von ihnen 0=5
durch ein potentielles Antimalariamittel

(+)-36
1C50 [NM]
PMI1 100
PMII 107
PMIV 11

N
gehemmt werden miissen."*! Unter diesen @7“

P w5

Aspartatproteasen ist PM II das am besten,
durch Rontgenkristallographie studierte
Enzym.[®" Das aktive Zentrum wird durch
die hydrophile Aspartatdiade Asp34—
Asp214 und eine eher grof3e, hydrophobe
Bindungsstelle, die durch die S1/S3-Tasche
und die S1'-Tasche aufgespannt wird, cha-
rakterisiert (Abbildung 12a). Ublicher-
weise sind die Inhibitoren mit einem
Ubergangszustandsanalogon oder einem
protonierten Ammoniumion an der kata-
lytischen Asp-Diade verankert.’>37) Bur
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und Mitarbeiter konnten zeigen, dass sogar zwei Molekiile
mit einem Cs-Gertist gleichzeitig im aktiven Zentrum ge-
bunden werden konnen.!'* Des Weiteren kann die Bindung
von entsprechend funktionalisierten Inhibitoren zu der Aus-
bildung und Offnung der sogenannten Schleifentasche fithren
(Abbildung 12a).1%13 Die Liganden induzieren zum einen
eine erhebliche Verschiebung der langen und flexiblen
Haarnadelschleife, die aus Lys72-Phe85 zusammengesetzt ist,
und zum anderen die Rotation von Trp41, wodurch der Ein-
gang in die lange, unpolare Tasche freigegeben wird (Abbil-
dung 12a).

Unsere Gruppe fiihrte protonierte, schwach basische exo-
3-Amino-4-endo-arylsulfonyl-7-azabicyclo[2.2.1]heptane als
Ankergruppe an der katalytischen Diade ein (Abbil-
dung 12).%% Dieses zentrale Geriist ermoglicht die Installa-
tion von Substituenten, die im Komplex mit dem Enzym die
Schleifentasche und die S1/S3-Tasche adressieren. Die resul-

tierenden Liganden zeigen hohe inhibitorische Potenz mit
1C5-Werten fiir PM I, II und IV im nanomolaren Bereich.

R= ICso [M]

PMI  PMIl  PMIV
@37 TN 100 130 50
@-38 ¢ nd. 14800 17300
@38 O 100 150 60
@40 YOS 300 900 440
@4 0N nd, 6860 3640
(#)-42 E{/\\//\\v/o\\ 360 2190 360

Abbildung 12. a) Bindungsmodus der exo-3-Amino-7-azabicyclo[2.2.1]heptan-basierten Ligan-
den von PfPM I1, abgebildet durch Inhibitor 36 und modelliert mit MOLOC (1.56 A Aufls-
sung, PDB ID: 2BJU)."*" Das einfach protonierte 7-Azabicyclo[2.2.1]heptan wird durch die
katalytische Diade erkannt (Asp34, Asp214) und erméglicht es, drei Vektoren zu installieren,
die die S1’-, S1/S3- und die Schleifentasche adressieren konnen. Farbgebung: C¢,,,., grau, O
rot, N blau, S gelb, Ciipung rlin, Cheyivieschieife blaugriin. b) Ausgewahlte ,Zweivektorenliganden®
von PM |, Il und IV mit unterschiedlichen Schleifentaschensubstituenten. Die Einfiihrung
eines Ether-Sauerstoffatoms in die Alkylkette erniedrigt die Bindungsaffinitat mit einer klaren
Positionsabhangigkeit.
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Durch Enantiomerentrennung der racemischen Liganden
konnte eine beeindruckende chirale Erkennung der einzelnen
Enantiomere gegeniiber PM IV beobachtet werden, mit
einem Unterschied in den I1Cs-Werten von einem Faktor bis
zu 3390.1%%1 Wihrend sich verschiedene aromatische Reste
fiir die Belegung der gerdumigen S1/S3-Tasche eignen (eine
ideale Ausfiillung der Tasche wurde bisher noch nicht er-
reicht), legten wir unseren Fokus auf die bestmogliche Aus-
fullung der Schleifentasche. Die optimale Fiillung dieser
Kavitit befolgt die 55 %-Regel von Mecozzi und Rebek,**1*!
und n-Pentyloxy-, n-Hexyl- oder am besten n-Heptylketten in
para-Position des Sulfonylarylrings fithren zu den hochsten
Bindungsaffinitdten. Die Substituenten binden spannungsfrei
in einer all-anti-Konformation und fiillen die lipophile Tasche
vollstandig aus."! In einem fritheren Aufsatz wurde die
Suche nach der optimalen Volumenausfiillung der Schlei-
fentasche durch vollstindig vergrabene Alkylsubstituenten
und deren Konformation im gebundenen Zustand bereits
diskutiert." Hier berichten wir iiber neu gewonnene Daten
der Liganden (+)-36 bis (+)-42 (Abbildung 12).

Vor kurzem entwickelten wir eine synthetische Methode,
um einen zusdtzlichen Vektor in der 5-exo-Position des Aza-
norbornangeriistes einzufithren, um so mit einem Substitu-
enten in die S1’-Subtasche des aktiven Zentrums reichen zu
konnen. Dies ist im Bindungsmodell des Liganden (+)-36
dargestellt, welches auf der Basis der Rontgen-Cokristall-
struktur von PM II im Komplex mit einem nichtpeptidischen
Liganden entwickelt wurde (1.56 A Auflosung, PDB ID:
2BJU)!" (Abbildung 12a). Die schmale S1’-Subtasche wird
durch Phe294, Tyr92, Ile212 und Ile300 ausgekleidet. Die
meisten der neuen ,,Dreivektorenliganden®, dhnlich (+)-36,
hemmen die drei PM-Enzyme mit Aktivitdten im nanomo-
laren Bereich. Gegeniiber PM I und II war die Bindungs-
affinitdt generell nur leicht verédndert oder schwach verbessert
im Vergleich zu den ,,Zweivektorenliganden® wie (£)-37 und
(£)-39 (Abbildung 12b).**1% Im Gegensatz dazu wurde die
Hemmung von PM IV deutlich gesteigert, wie durch den
Vergleich der ICy-Werte von (+)-36 (11 nM) und (+)-39
(60 nm) gezeigt ist. 5-exo-Cycloalkylaminomethyl-Substitu-
enten, wie in (4)-36, fiillten die S1’-Tasche am besten.
Rontgenstrukturdaten sind bisher jedoch nicht verfiigbar.

In einer weiteren Studie mit den Liganden (+)-37 bis (£)-
42 untersuchten wir den Effekt von polaren Atomen, die in
die n-Alkylketten eingefiihrt wurden, welche die lipophile
Schleifentasche ausfiillen.""! Das Ausfiillen dieser Tasche ist
fiir die Ligandenstédrke essentiell. Wird der n-Hexylsubstitu-
ent von (+)-37 durch ein Bromatom in (4)-38 ersetzt, sinkt
die Bindungsaffinitét fiir PM II um einen Faktor von 110 und
fiir PM IV um 350, was einem Verlust an freier Bindungsen-
thalpie von jeweils etwa 2.8 und 3.5 kcal mol ™! entspricht.!**]
Das FEinfiigen einer Etherfunktionalitét in der Ligandenserie
(£)-39 bis (+)-42 an unterschiedlichen Stellen der Alkylkette
fiihrte ebenfalls zu einem Verlust an Aktivitdt und zeigte eine
klare Positionsabhingigkeit auf (Abbildung 12b).1*"! Die
verringerte Affinitdt kann durch konformative Effekte,
hohere Desolvatationskosten und Repulsion der freien Sau-
erstoffelektronenpaare durch die m-Oberfliche von Trp4l
erkliart werden. Ein dhnlicher Verlust an Affinitdt wurde be-
obachtet, wenn Alkoholgruppen am Ende der Kette einge-
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fiihrt wurden."*”! Auch die Verwendung eines starren Ver-
bindungsstiicks innerhalb der Kette reduzierte die Bin-
dungsaffinitdt; dhnliche Beobachtungen aus einer anderen
Studie, die ebenfalls aus der Versteifung einer Liganden-
struktur resultierten, wurden durch Enthalpie-Entropie-
Kompensationseffekte erklirt.!'*!]

SchlieBlich haben wir in einem weiteren Ansatz zeigen
konnen, dass die Hydrate von fiinf- und sechsgliedrigen o,0.-
Difluorketoncycloalkanen, die mit Substituenten zum Fiillen
der S1/S3- und Schleifentasche dekoriert waren (dhnlich
denen in (+)-37), gute Motive fiir Ubergangszustandsanaloga
sind, die an die katalytische Diade der Plasmepsine binden
und vermutlich auch an andere polare aktiven Zentren von
Enzymen.!'*

Die Arbeit an den Plasmepsinen hat die empirische Regel
von Mecozzi und Rebek zur optimalen Ausfiillung von klar
begrenzten, lipophilen Taschen, wie hier der ligandenindu-
zierten Schleifentasche, weiter bestitigt. Die Einfiihrung
eines einzelnen Ethersauerstoffatoms in die Alkylkette, die
diese Tasche fiillt, fithrt zu einer erheblichen Verringerung
der hemmenden Wirkung. Die Azanorbornannadel fiir die
Bindung an die katalytische Asp-Diade wurde mit einem
zusitzlichen Vektor zum Fiillen der S1’-Tasche dekoriert, und
ein betrichtlicher Gewinn an Bindungsenergie, insbesondere
fiir PM IV, wurde erzielt. Der Entwurf von nichtpeptidischen
Liganden fiir die ganze Familie vakuolarer Plasmepsine nur
auf der Basis von PM IlI-Kristallstrukturen ist eindeutig
machbar, sogar auch fiir Plasmepsine, bei denen bisher keine
strukturelle Information zu der Konformation mit getffneter
ligandeninduzierter Schleifentasche vorliegt.

3.2.6. Reversible kovalent gebundene Inhibitoren von Cystein-
proteasen

Die Cysteinproteasen Rhodesain und Falcipain-2 sind
potentielle Wirkstoffziele in der Medikamentenentwicklung
fiir vernachlissigte Krankheiten.'*! Beide Proteine gehoren
zu der Cathepsin-L-dhnlichen Unterfamilie und werden unter
anderem von den Erregern der menschlichen Afrikanischen
Trypanosomiasis, 7b (Rhodesain), und der Malaria, Pf (Fal-
cipain-2), fiir den Abbau von Wirtproteinen eingesetzt.['*/l
Die Enzyme sind fiir die Parasiten lebensnotwendig, und es
konnte gezeigt werden, dass Cysteinproteasehemmer in der
Lage sind, 7h sowohl in Zellkulturen als auch in Tiermodellen
abzutsten.*! Diese Ergebnisse wecken die Hoffnung, Che-
motherapien mit neuartigen Wirkmechanismen fiir diese pa-
rasitdren Krankheiten zu entwickeln.

Die aktiven Zentren der beiden Enzyme (Rhodesain und
Falcipain-2) dhneln sich stark, und die meisten unserer Li-
ganden sind gegen beide in vergleichbarer Weise wirk-
sam.!“1 Hier beschreiben wir hauptsichlich unsere Er-
gebnisse fiir die Hemmung von Rhodesain. Das aktive Zen-
trum von Rhodesain kann am besten als eine dem Losungs-
mittel ausgesetzte Spalte mit den drei Untertaschen S1, S2
und S3 beschrieben werden (Abbildung 13a). Die meisten
literaturbekannten Rhodesain-Inhibitoren gehen eine rever-
sible oder irreversible kovalente Bindung mit Cys25 der ka-
talytischen Diade Cys25-His162 ein und hemmen so das
Enzym.'**] Wir entschieden uns, in unseren Liganden eine
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Abbildung 13. a) Uberlagerung der Rontgen-Cokristallstrukturen von Triazinnitril 44 im Komplex mit hCatL (2.80 A Auflésung, PDB ID: 4AXM)!¢l
und der Rontgenkristallstruktur von Th-Rhodesain (1.16 A Auflésung, PDB ID: 2P86)."”®! Der Ligand bildet ein reversibles Thioimidat-Intermediat
mit Cys25 und gewinnt Selektivitat fiir Rhodesain tiber hCatL hauptséchlich durch die optimale Ausfiillung der S2-Tasche. Farbgebung: Ceypymncany
grau, O rot, N blau, S gelb, Ciiyunq 81N, Cenzymrnodesain) Plaugriin. Aminosaurennummerierung: hCatL (Rhodesain). b) Ausgewahlte Triazinnitril-
Inhibitoren von Th-Rhodesain mit verschiedenen Substituenten, die die S2-Tasche adressieren. c) Chemische Struktur des Imidazopyridinnitril-
Inhibitors 48 und Darstellung des Thioimidat-Intermediates stabilisiert durch intramolekulare H-Briicken. Die geringere Reaktivitat der Nitrilgrup-
pe von 48 reduziert die Toxizitat und vermeidet unerwiinschte Effekte, wie die Bindung an andere biologische Molekiile.

Nitrilgruppe zu verwenden, die mit der Seitenkette von Cys25
ein reversibel kovalentes Thioimidat-Intermediat bildet,
welches durch das Oxyanionloch (GIn19) stabilisiert wird
(Abbildung 13a). Unter Verwendung einer einfachen Syn-
these, die von Trichlor-1,3,5-triazen ausgeht, konnten wir eine
Serie von Triazennitril-Liganden, wie 43-47, herstellen (Ab-
bildung 13b). Wihrend ihre Aktivititen herausragend waren,
wurde ebenfalls eine signifikante Zytotoxizitit gegen
menschliche Zelllinien festgestellt, welche der hohen Kreuz-
reaktivitdt der aktivierten Nitrilgruppe zugewiesen wur-
de.'**d Daraufhin filhrten wir eine experimentelle und
theoretische Untersuchung einer Serie von Aryl- und Hete-
roarylnitril-Liganden durch und beobachteten eine klare
Abhingigkeit der Bindungsaffinitdt gegeniiber Rhodesain
von der Elektrophilie der Nitrilgruppe.'**! Die Bindungs-
affinitdt variierte dabei iiber vier GroBenordnungen. Die
Zytotoxizitdt nimmt mit der Reaktivitidt der Kopfgruppe zu,
was verdeutlicht, dass in der weiteren Optimierung zu einem
potentiellen Wirkstoff tibermaBig stark aktivierte Kopfgrup-
pen vermieden werden miissen. Ein Weg, diese Zytotoxizi-
tatsprobleme zu umgehen, wurde durch die Einfithrung der 1-
Methyl-1H-imidazo[4,5-c]pyridin-4-carbonitril-Kopfgruppe
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in Verbindung 48 illustriert.'*Y Diese Nitrilgruppe ist signi-
fikant weniger reaktiv, und das entstehende kovalente Thio-
imidat wird durch intramolekulare H-Briicken stabilisiert.
Vor allem ist diese Kopfgruppe auch gegeniiber dem unspe-
zifischen Testnukleophil L-Glutathion stabil.'*% Aktivititen
im nanomolaren Bereich konnten fiir den entsprechenden
Liganden 48 (K; =190 nM) erhalten werden, und die Selekti-
vitdt gegeniiber dem strukturell verwandten menschlichen
Cathepsin L (hCatL) wurde merkbar erhoht (Selektivitits-
verhiltnisse 19 (48) und 4 (44)). Dariiber hinaus wurde eine
vierfache Abnahme der Zytotoxizitit von 48 gegeniiber
Triazin 44 in einem Test mit Skelettmyoblasten von Ratten
beobachtet.

Mithilfe der Modellierung mit MOLOC, basierend auf
der Cokristallstruktur von Rhodesain im Komplex mit einem
Vinylsulfoninhibitor (PDB ID: 2P86),!'*"") wurde die optimale
Ausfiillung der Subtaschen erforscht, um eine Verbesserung
der biologischen Aktivitit der Liganden zu erreichen.
Obwohl keine Cokristallstruktur unserer Inhibitoren im
Komplex mit Rhodesain erhalten wurde, konnte der Bin-
dungsmodus, wie er durch Modellierung vorausgesagt wurde,
durch eine Rontgen-Cokristallstruktur von 47 im Komplex
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mit hCatL bestitigt werden.**¥ Die Uberlagerung der Co-
kristallstruktur mit der Kristallstruktur von Rhodesain (PDB
ID: 2P86)!™ zeigt die hohe strukturelle Ahnlichkeit von
Rhodesain und hCatL (Abbildung 13a).

Die flache, dem Losungsmittel ausgesetzte S1-Tasche von
Rhodesain toleriert eine Vielfalt an Substituenten, ohne dass
die Bindungsaffinitit stark beeinflusst wird."**¢ Die S3-
Tasche ist weiter, wird durch das flache Peptidsegment
Gly65-Gly66 charakterisiert und weist eine klare Priferenz
fiir aromatische Substituenten auf, da diese Amid--n-Stape-
lung mit diesem Segment eingehen koénnen (sieche Ab-
schnitt 4.3). Die Hauptanteile der Bindung und Selektivitét
werden in der unpolaren S2-Tasche gewonnen, welche durch
Leu67, Met68, Alal138, Ile137, Leul60 und Ala208
ausgekleidet ist (Abbildung 13a).'*! Diese gut
konservierte, hydrophobe Kavitdt kann sowohl
aromatische Ringe, wie in Ligand 46, als auch
Cycloalkane wie Cyclohexyl (Inhibitor 44) beher-
bergen. Nur zwei Aminosduren der S2-Tasche von ~c
Rhodesain (Ile137, Leul60) sind in hCatL
(Vall34, Met161) mutiert, und diese sind wichtig
fir die Entstehung der Selektivitdt. Ein ein-
drucksvolles Beispiel fiir den Effekt der idealen
Ausfiillung der S2-Tasche auf die Selektivitét ist
die Verldngerung des 4-(n-Ethyl)-Substituenten in
45 zu einer 4-(n-Propyl)-Einheit im Ligand 43, was
die Bindungsaffinitit gegeniiber Rhodesain um einen Faktor
von 4 und zur gleichen Zeit die Selektivitit gegeniiber hCatL
um einen Faktor von 65 erhoht (Abbildung 13b).

Wihrend die hohe Affinitdt der Triazennitril-Liganden
hauptsidchlich auf der Ausbildung des reversibel kovalenten
Thioimidats beruht, fiihrt das zusétzliche optimale Ausfiillen
der S2- und S3-Taschen zu Rhodesain-Inhibitoren, die Kj-
Werte im einstelligen nanomolaren Bereich besitzen. Durch
das Adressieren der S1-Tasche kann nicht viel Bindungs-
energie gewonnen werden. Imidazopyridinnitrile wurden als
weniger reaktive Elektrophile identifiziert, wodurch uner-
wiinschte Effekte, wie die Bindung an andere biologische
Rezeptoren, vermieden werden konnen. Die Kombination
dieser neuen Kopfgruppe mit optimierten Substituenten fiir
die S2- und S3-Taschen konnte in Zukunft zu wirksamen Li-
ganden mit giinstigen physikochemischen Eigenschaften
fiihren, die dann in In-vitro- und In-vivo-Studien weiter ge-
testet werden.

4. Wechselwirkungen zwischen Dipolen: orthogona-
le Wechselwirkungen, Halogenbriicken und
Amid---w-Stapelung

Die Identifizierung und das Verstidndnis schwacher inter-
molekularer Wechselwirkungen sind zweifelsfrei Schliissel-
faktoren fiir erfolgreiches strukturbasiertes Wirkstoffdesign.
Sie werden gelegentlich iibersehen, unterschétzt oder beim
molekularen Modellieren einfach nicht erkannt.*”! Einige
dieser schwachen Wechselwirkungen konnen mit dem fun-
damentalen physikalischen Prinzip der Wechselwirkung zwi-
schen Dipolen beschrieben werden. Obwohl dipolare Wech-
selwirkungen aus rein elektrostatisch anziehenden Kréften
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stammen mogen, spielen beim genaueren Betrachten quan-
tenmechanische Effekte eine zusétzliche Rolle. Nur durch die
Kombination aus synthetischen Modellsystemen, computer-
gestiitzten Methoden und der Bestétigung in biologischen
Fallstudien kann ein vollumféngliches Verstdndnis dieser
Wechselwirkungen gewonnen werden. Auf diesem Wege
werden sie zu niitzlichen und verlédsslichen Werkzeugen fiir
das Design und die Optimierung von Leitverbindungen in der
medizinischen Chemie und im Pflanzenschutz.

In diesem Abschnitt berichten wir tiber drei verschiedene
Wechselwirkungen zwischen Dipolen: orthogonale dipolare
Wechselwirkungen, Halogenbriicken und Amid---m-Stape-
lungen (Abbildung 14). Jede dieser Wechselwirkungen liegt

; ° BN
A =
........ 5 ‘ HN\/E_
o i Jo=o
RS

Halogenbriicke

Amid---n-Stapelung

Abbildung 14. Verschiedene Wechselwirkungen von Dipolen, die in diesem Abschnitt
behandelt werden: a) orthogonale dipolare Wechselwirkung, b) Halogenbriicken (XB)
und c) Amid---t-Stapelung.

in einer fiir sich charakteristischen geometrischen Anordnung
vor, was sie im Einzelnen zu attraktiven Themen fiir detail-
lierte Untersuchungen macht. So widmete sich ein Grofteil
unseres Forschungsprogramms in den letzten Jahrzehnten der
Studie dieser schwachen Wechselwirkungen.

4.1. Orthogonale Dipolare Wechselwirkung

Innerhalb des breit geficherten Spektrums der intermo-
lekularen Wechselwirkungen stellen besonders die schwachen
Wechselwirkungen eine besondere Herausforderung fiir ihre
Identifizierung, Quantifizierung und mafgeschneiderte An-
wendung dar.®>! So wurde den Wechselwirkungen zwi-
schen zwei in etwa orthogonal angeordneten Dipolen ge-
nauere Aufmerksamkeit geschenkt, wie wir bereits in den
Jahren 2005 und 2008 in Aufsitzen berichteten.”* Eine
CSD-Datenbankerhebung aller bedeutenden Wechselwir-
kungen zwischen Bindungsdipolen ergab, dass die héufigste
Anordnung bei geringen Kontaktdistanzen, speziell bei Van-
der-Waals-Kontakt oder darunter, einer orthogonalen Geo-
metrie der Bindungspartner entspricht. Dies ist vermutlich
auf sterische Griinde zuriickzufiihren.””! Zwei spezielle Fille
waren fiir uns von besonderem Interesse: orthogonale C=
O--C=0- und orthogonale C-X--C=0O-Wechselwirkungen,
welche beide fiir die Protein-Ligand-Komplexierung relevant
sind.

Aus physikalisch-elektrostatischer Sicht kann durch eine
senkrechte Anordnung zweier Dipole tatsdchlich kein Ener-
giegewinn erwartet werden, da die potenzielle Energie fiir die
Wechselwirkung zwischen zwei Dipolmomenten vom Kosinus
ihrer Winkel zueinander abhingt (sieche Hintergrundinfor-
mationen). Sicherlich sind elektrostatische Terme und Dis-
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persionsterme hoherer Ordnung, mit zusétzlichen quanten-
chemischen Effekten, verantwortlich fiir die attraktive
Wechselwirkung in solchen Dipolausrichtungen.

Frithe Kleinmolekiil-Datenbanksuchen!*? lieferten klare
Hinweise fiir orthogonale C=O--C=0-Wechselwirkungen,
welche zu allererst in Rontgenstrukturanalysen von Bolton
und Mitarbeitern beobachtet und identifiziert wurden.*! Im
Jahre 1968 wurde von Bent iiber diese Arbeiten ausfiihrlich
referiert.> Allen et al. untersuchten im Jahre 1998 nochmals
die C=0---C=0-Wechselwirkungen in einer CSD-Suche und
schlossen daraus auf deren Relevanz fiir die Stabilisierung
von Protein-Sekundirstrukturmotiven."*! Rechnungen mit
der Methode der intermolekularen Perturbationstheorie
(IMPT) fiihrten zu dem Schluss, dass die Energie der Wech-
selwirkung bei optimalem Abstand fiir das senkrechte C=
O--C=0-Motiv dhnlich wie die von gescherten antiparallelen
Motiven und etwa ein Drittel der Energie von vollstidndig
antiparallelen Motiven ist.['*?"!

Jingste CSD-Analysen von Raines und Mitarbeitern
deckten auf, dass ein kleiner, aber dennoch signifikanter Grad
an Pyrimidalisierung aus der pseudodreieckigen R,C=O-
Ebene beobachtet werden kann, wenn Halogenidionen mit
der Carbonylgruppe in Kontakte unterhalb der Van-der-
Waals-Distanz treten (Abbildung 15)."%! Diese Geometrie-
verdnderung kann einer Biirgi-Dunitz-artigen n—m*-Wech-

X
°

Pyramidalisierung

—

N)bis zu 5°

Pyramidalisierung

Abbildung 15. a) Halogenidionen und R,C=O-Carbonylfragmente gehen
bei Kontakten unterhalb der Summe der Van-der-Waals-Radien Biirgi-
Dunitz-artige n—m*-Wechselwirkungen ein, wobei es zur Pyramidali-
sierung hin zum Halogenidion kommt und Winkel @ bis zu 5° gemes-
sen werden.'*! b) Pyramidalisierung der C=O-Amidgruppe in
C=0-:-C=0-Wechselwirkungen als Ergebnis von n—m*-Wechselwirkun-
gen, mit Pyramidalisierungswinkeln @ von bis zu 5°.*71

selwirkung zugeordnet werden, wobei die einsamen FElek-
tronenpaare (n) der Halogenidionen mit dem mt*-Orbital der
Carbonylgruppe iiberlagern.** Schon davor wurde durch die
Gruppe um Raines in einer experimentellen Studie und in
Datenbanksuchen der Einfluss solcher n—m*-Wechselwir-
kungen auf Amid-C=0--C=0-Assoziationen bestitigt,
welche in  Protein-Sekundirstrukturen allgegenwirtig
sind."™"l Hier wurde ebenso bei Kontakten unterhalb der Van-
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der-Waals-Distanz zwischen den wechselwirkenden Atomen
eine Biirgi-Dunitz-artige Pyramidalisierung der Carbonyl-
gruppe beobachtet.

FElektrostatisch-dipolare Wechselwirkungen und n—u*-
Wechselwirkungen schlieen sich gegenseitig nicht aus, und
ihr individueller Beitrag zur Gesamtwechselwirkungsenergie
ist sicherlich eine Frage der Distanz und Geometrie der in-
teragierenden Fragmente. Es kann davon ausgegangen
werden, dass n—m*-Wechselwirkungen einen wichtigen Bei-
trag bei Kontaktabstdnden unterhalb der Summe der Van-
der-Waals-Radien bilden, wohingegen elektrostatisch-dipo-
lare Anteile bei Distanzen nahe oder oberhalb der Summe
der Van-der-Waals-Radien dominieren. Fiir orthogonale C-
F---C=0O-Wechselwirkungen erwarten wir dagegen nicht
einmal fiir kurze Bindungslingen signifikante kovalente
Bindungsanteile.

Die Quantifizierung orthogonaler C=0O--C=0O- und C-
F---C=0-Wechselwirkungen in Losung wurde iiber ,,chemi-
sche Doppelmutationszyklen® mithilfe unimolekularer syn-
thetischer Modelsysteme durchgefiihrt.® Molekulare Tor-
sionswaagen nach Wilcox, basierend auf dem Geriist der
Troger-Base,™ wurden als Modellsysteme ausgewihlt, weil
diese in der gefalteten Konformation eine senkrechte An-
ordnung der funktionellen Gruppen bereitstellen, wohinge-
gen deren Wechselwirkung im ungefalteten Zustand nicht
vorhanden ist (Abbildung 16).'%1 Aus einem ,,chemischen
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Abbildung 16. Torsionswaagen 49 und 50 nach Wilcox, welche fiir die
Quantifizierung von a) orthogonalen C-F--C=O- und b) C=O---C=0-
Wechselwirkungen unter Anwendung von chemischen Doppelmuta-
tionszyklen genutzt wurden.'%1%

Doppelmutationszyklus“ konnte mithilfe der Torsionswaage
49 (Abbildung 16a) die freie Enthalpie A(AG)cg.c—o der
Cypo-F-~-C=0O(Amid)-Wechselwirkung in verschiedenen un-
polaren Losungsmitteln bei 298 K zu —0.2 bis —0.3 kcalmol ™
bestimmt werden,"® was mit friilheren Ergebnissen gut
iibereinstimmt."® Die Quantifizierung der orthogonalen
Amid-C=0--C=0-Wechselwirkung in Benzol und haloge-
nierten Losungsmitteln wie CHCI; konnte ebenfalls iiber
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einen ,,chemischen Doppelmutationszyklus“ unter Einsatz
der Waage 50 (Abbildung 16b) erreicht werden."” Der
Beitrag der freie Enthalpie A(AG)amiq c=o-.c=o Wurde expe-
rimentell zu —0.7 kcalmol™' (Benzol, 298 K) bestimmt, ein
Wert, der im Bereich der Energetik von Stapel- und T-for-
migen Wechselwirkungen zwischen aromatischen Ringen
liegt. Die experimentell bestimmte, hohere freie Wechsel-
wirkungsenthalpie fiir Amid-C=0--C=0O im Vergleich zu
Cypo-FC=0 (Amid) ist womdglich auf die hohere Polarisi-
erbarkeit der C=O-Gruppe im Vergleich zum C-F-Fragment
zuriickzufiihren; IMPT-Gasphasenberechnungen zeigten
einen substantiellen Beitrag von Dispersionskréften zur or-
thogonalen Wechselwirkung zwischen Amid-Carbonylen.
Wihrend die attraktive Natur orthogonaler C-F---C=0O- und
C=0--C=0-Wechselwirkungen erstmals in vier verschiede-
nen ,,chemischen Doppelmutationszyklen® bestétigt werden
konnte, sollte man bertiicksichtigen, dass die molekularen
Waagen nicht statisch fungieren und der Gewinn an freier
Enthalpie A(AG) fiir die orthogonalen Wechselwirkungen im
Bereich der thermischen Energie k7 bei Raumtemperatur
liegt. Daher entsprechen die gemessenen Inkremente der
freien Enthalpie nicht einer einzelnen Wechselwirkungsgeo-
metrie, sondern eher einem Ensemble, in welchem die
Kanten-Komponente auf der Flichen-Komponente herum-
wackelt.['5?]

Zwei orthogonale C=0---C=0-Wechselwirkungen sind in
der Tat schon fiir eine definierte Selbstassoziation im Fest-
korper und hoéchst wahrscheinlich auch in unpolarem Lo6-
sungsmittel ausreichend.'*!! Die Kristallstruktur von o,a-
Difluorcyclopentanon (+)-51 zeigte ein Dimer, welches durch
zwei solcher Wechselwirkungen mit kurzem Kontakt (3.05 A)
und senkrechter Anordnung (91°, Abbildung 17) zusam-
mengehalten wird. Diese Selbstassoziation erfolgt mit dhnli-
cher Geometrie ebenfalls in Losung, und die Dimerisie-
rungskonstante in perdeuteriertem Cyclohexan (CDyy,
298 K) wurde iiber NMR-Verdiinnungsstudien zu Ky, =
17.5M ! bestimmt.

CsHy4

= (£)-51-++(+)-51

Abbildung 17. a,a-Difluorcyclopentanon (+)-51 und seine Selbstasso-
ziation in der kristallinen Phase iiber zwei orthogonale C=0O---C=0-
Wechselwirkungen des Motivs (R,N)C=O---C(CF,)=0. CSD-Code:
736727. Distanzen in A. Fur die Selbstdimerisierung von (£)-51 in
Lésung (perdeuteriertes Cyclohexan, C¢D;,, 298 K) konnte eine Dimeri-
sierungskonstante von Ky,,=17.5M" durch 'H-NMR-Verdiinnungsstu-
dien gemessen werden. Farbgebung: C grau, O rot, N blau, F tiirkis.
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AuBler der Tatsache, dass organisch gebundenes Fluor in
Wirkstoffleitverbindungen fast alle pharmakologischen Ad-
sorptions-, Verteilungs-, Metabolisierungs- und Ausschei-
dungsprozesse (,, ADME-Eigenschaften) beeinflusst, wurde
dessen Beitrag zur Verbesserung von Affinitdten und Selek-
tivititen durch (Ligand-F)--Enzym-Wechselwirkungen nur
neuerdings wahrgenommen.'”l Die Signifikanz solcher
Wechselwirkungen fiir biologische Systeme wurde mithilfe
eines ,,Fluorscans“!*! an Thrombin-Inhibitoren aufgedeckt.
Hierbei wurde die Fluorophilie/Fluorophobie der aktiven
Tasche fiir diese Trypsin-dhnliche Serinprotease der Blutge-
rinnungskaskade kartographisch erfasst.’**!*") Cokristall-
strukturanalysen konnten zeigen, dass die potentesten Li-
ganden einen 4-Fluorphenylring enthalten, um die hydro-
phobe D-Tasche zu fiillen, wobei die C-F-Gruppe in Wech-
selwirkung mit dem Riickgrat-C=O von Asn98 in eine anni-
hernd orthogonale Geometrie tritt, mit einem F---C=O-
Winkel von 96° bei einem Abstand von 3.5 A. Dieser Fluor-
scan von Thrombin-Inhibitoren wurde bereits ausfiihrlich in
friiheren Aufsitzen behandelt. 165!

Eine schone biologische Fallstudie, welche die beiden
orthogonalen C-F:-C=0O- und C=0O--C=0O-Wechselwirkun-
gen gleichzeitig beschreibt, liefern die Komplexe eines Typ-
II-Kinasehemmers der zweiten Generation, Nilotinib (Han-
delsname Tasigna, Abbildung 18a). Dieser Wirkstoff findet
Anwendung bei der Behandlung von Philadelphia-Chromo-
som-positiver chronischer myeloischer Leukimie.l'** ') Der
Inhibitor bindet dabei an die Bcr-Abl-Tyrosinkinase und
stabilisiert deren DFG-Schleife (Asp381-Phe382-Gly383) in
ihrer ,,out-Konformation“ (,,DFG-out®). Die Cokristall-
struktur (221 A Auflssung, PDB ID: 3CS9)!"" zeigte drei
Typen von Protein-Ligand-Wechselwirkungen auf, welche die
DFG-Schleife und ihre benachbarte Aminosdure Ala380
(Abbildung 18b,c) einbinden. Das Amid-C=0 des Liganden
geht eine ,klassische H-Briicke zum N-H-Riickgrat von
Asp381 ein. Zwei zusétzliche Wechselwirkungen sind jedoch
von dipolarer Natur: Das Riickgrat-C=0 von Asp381 geht
eine dipolare Wechselwirkung (d(O--C) 3.4 A, Winkel
(0--C=0) 85°) mit dem Amid-C=O des Inhibitors ein. Es
kann sehr wohl angenommen werden, dass es sich dabei um
eine gewisse Kooperativitdt zwischen den zwei unterschied-
lichen Wechselwirkungen (H-Briicken und dipolare Wech-
selwirkung) handelt, welche beide die C=O-Gruppe des Li-
ganden einbeziehen. Eine dritte Wechselwirkung zeigt sich
als kurze dipolare Wechselwirkung einer C-F-Bindung aus
der CF;-Gruppe des Liganden mit dem Riickgrat-C=O von
Ala380 in Nachbarschaft zur DFG-Schleife (d(F--C) 2.9 A,
Winkel (F:--C=0) 85°). Dieses Beispiel belegt einmal mehr
das vorziiglichen Zusammenspiel von multiplen molekularen
Erkennungsprozessen, was zur Bildung eines kooperativen
Wechselwirkungsnetzwerks fiihrt, wie von Kuhn et al. be-
schrieben.'” In Anbetracht der groBen Vielzahl der in der
pharmazeutischen Industrie verfolgten Kinase-Targets be-
steht kein Zweifel, dass es viele weitere Beispiele gibt, in
denen Amidbindungen in DFG-Schleifen, aber auch in Tri-
phosphat-bindenden Glycin-reichen P-Schleifen™ erfolg-
reich iiber orthogonale Wechselwirkungen mit dipolaren
Gruppen wie C-X (X =F, Cl), CN, Amid-C=0 und anderen
adressiert wurden.
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Gly383

Abbildung 18. a) Struktur von Nilotinib."” b) Wechselwirkungen von
Nilotinib mit der DFG-Schleife.'*® 7 Orthogonale dipolare C=0-.-C=
O- (rot) und C-F---C=0O-Wechselwirkungen (griin), gleichzeitig mit Was-
serstoffbriicken (blau), bilden ein Enzym-Ligand-Netzwerk fiir eine effi-
ziente Komplexierung. c) Cokristallstruktur des Inhibitors Nilotinib mit
Ber-Abl Tyrosin-Kinase, welche kurze Kontakte fiir die oben diskutierten
orthogonalen dipolaren Wechselwirkungen aufzeigt. Distanzen in A.
2.21 A Auflssung, PDB ID: 3CS9."" Farbgebung: Ce,ym grau, O rot, N
blau, F tirkis, Cyigzng griin.

4.2. Halogenbriicken
4.2.1. Eine kurze Einfiihrung zu Halogenbriicken

Scatter-Plots sind fiir C-X--C=0O-Wechselwirkungen, wie
sie in der CSD gefunden werden, recht aussagekriftig.”!
Wenn man den X--C=0O-Winkel gegen die X:-C-Distanz
auftragt, kann man fiir X =F eine klare Préferenz for ortho-
gonale Wechselwirkungen bei kiirzeren Kontaktdistanzen
beobachten (siche Abschnitt 4.1). Dies ist jedoch weniger der
Fall fiir X=Cl, Br, und I. Zusétzlich nimmt der Anteil von
kiirzeren C-X--C=0O-Wechselwirkungen unterhalb der
Summe der Van-der-Waals-Radien mit zunehmender GroB3e
des Halogenatoms zu. Hier kommen attraktive Wechselwir-
kungen zwischen dem elektronegativen Sauerstoffatom und
dem Halogenatom ins Spiel. Die Anordnung von C-X-Frag-
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menten, welche auf ein Sauerstoffatom in Carbonylgruppen
gerichtet sind, reprédsentiert ein wichtiges Beispiel der soge-
nannten Halogenbriicken.!'"!

Der Ausdruck ,,Halogenbriicken®, abgekiirzt als XB, be-
schreibt die attraktive Wechselwirkung zwischen der elek-
trophilen Region eines Halogenatoms in einem molekularen
Baustein und einer nukleophilen Region in einem weiteren,
oder dem gleichen, molekularen Baustein, wie durch die
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
im Jahr 2013 definiert."”? Der halogenierte Teil wird als XB-
Donor und der elektronenliefernde Partner als XB-Akzeptor
definiert (in Analogie zu ,,Wasserstoffbriicken-Akzeptor®).
Diese Wechselwirkung, in welcher sich die Elektronendichte
einer Lewis-Base einem elektronegativen Halogenatom
ndhert, widerspricht zunéchst der eigenen Intuition. Jedoch
kann man die Wechselwirkung gut nachvollziehen, wenn man
sich die anisotrope Ladungsdichteverteilung um das (hohere)
Halogenatom betrachtet: Entgegengesetzt der C-X-Bin-
dungsachse bildet eine positive elektrostatische Potentialfl-
che (,,0-Loch“ genannt) den elektrophilen Teil am Halogen-
atom (Abbildung 192)."7*! Im Verstindnis der Molekiilorbi-
taltheorie (MO-Theorie) entspricht diese elektrophile
Region an der AuBlenkappe des Halogenatoms dem antibin-
denden o*-Orbital der C-X-Bindung."” In diesem Kontext
konnen Halogenbriicken als eine n—o*-MO-Wechselwir-
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Abbildung 19. a) Schematische Halogenbriicke (XB) mit elektrostati-
scher Potentialoberfliche, die das o-Loch an der dueren Kappe des
Halogenatoms X zeigt (blau: positiv, rot: negativ). b) Typische XB-
Donor- und XB-Akzeptor-Motive, welche bereits in Losung studiert
wurden;1122192 R verschiedene elektronenschiebende und -ziehende
Gruppen. c) Molekulare elektrostatische Potentialoberflichen (MEPs)
von lodmethan, lodbenzol und lodacetylen, die die ansteigende Grofie
des o-Lochs durch Herabsetzen des Hybridisierungsgrades (Skala in
kcalmol™) aufzeigen. Geplottet bei 0.001 Elektronen Bohr~, berechnet
auf dem DFT:B3LYP/DGDZVP-Theorieniveau.
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kung interpretiert werden, in welcher das einsame Elektro-
nenpaar (n) der Lewis-Base mit dem antibindenden 0*-Or-
bital entlang der C-X-Bindungsachse in Wechselwirkung tritt.
Eine solche Interpretation zeigt auch den Ladungstransfer-
charakter von XB. Der tatsichliche Ursprung der Halogen-
briicken, in welchem Umfang sie von elektrostatischer Natur
oder orbitalkontrolliert sind, héngt von der individuellen
Struktur der Verbindungen im XB-Komplex ab. Diese
grundlegende Fragestellung wird aktuell umfassend disku-
tiert 1751761

Halogenbriicken werden fiir die hoheren Halogene in der
Reihenfolge Cl < Br < I verstdrkt und konnen normalerweise
nicht fiir Fluor beobachtet werden. Dieser Trend kann durch
die zunehmende Polarisierbarkeit von F nach I innerhalb der
Gruppe VIIA im Periodensystem veranschaulicht wer-
den.'™ Elektronenziehende Substituenten am XB-Donor
verstirken die Bindung, was mit einem erhohten o-Loch-
Potential erkliart werden kann.'’*¢! Uber Halogenbriicken
wurde in den letzten Jahren in einer Vielzahl von verschie-
denen Aufsdtzen berichtet, was im Folgenden kurz zusam-
mengefasst werden soll.

Der erste Strukturbeweis fiir Halogenbriicken mittels
Rontgenstrukturanalyse wurde von Hassel und Hvoslef im
Jahre 1954 erbracht. Sie studierten die Cokristalle von zwei-
atomigem Brom mit 1,4-Dioxan, welche einen unerwartet
kurzen Br--O-Kontakt von 2.71 A mit einem Br-Br-O-
Winkel von 178° aufwiesen.!"””! Die Signifikanz der XB fiir die
molekulare Erkennung auf dem Gebiet des Kristall-Engi-
neering wurde spiter systematisch von Metrangolo und
Resnati untersucht.'”'*1™® Geriiste mit hoheren Halogen-
substituenten, welche mit den freien Elektronenpaaren an-
derer Atome wechselwirken kénnen, wurden von Desiraju als
zuverldssige Synthone fiir vorhersagbare Festkorperstruktu-
ren identifiziert."””) Goroff und Mitarbeiter nutzten die Kraft
der Halogenbriicken in beeindruckender Weise fiir den Ent-
wurf einer Cokristallstruktur, in welcher Diiodbuta-1,3-diin in
einer Matrix aus Bis(cyano)oxalamid als XB-Akzeptor aus-
gerichtet wurde. Dieser Festkorper zeigte eine spontane to-
pochemische Polymerisation des Diiodbuta-1,3-diins zu Po-
ly(diioddiacetylen) in einer Kristall-zu-Kristall-Umset-
zung."® Priimagi und Mitarbeiter haben eine anwendungs-
orientierte Studie mit XB auf amorphen Polymerfilmen
durchgefiihrt. Zunichst wurde halogeniertes Azobenzol iiber
XB an rotationsbeschichtete Lewis-basische Polymere, wie
beispielsweise Poly(4-vinylpyridin), assoziiert und nachfol-
gend eine optische Oberfldchenrelief-Vergitterung (,,optical
surface-relief grating”) vorgenommen. Diese supramoleku-
laren Polymerschichten gehen lichtinduzierte Eigenschafts-
anderungen ein, welche gut mit der XB-Donorstdrke der
halogenierten Azobenzole korrelieren.8!

Detaillierte Studien aus dem Feld der computergestiitzten
theoretischen Chemie fiihrten zu diversen Modellen fiir
XB,"7*17618] ynd Parametrisierungen von XB fiir Kraftfelder
sind zurzeit in Entwicklung.'*!

Die Anwendung von Halogenbriicken fiir den Aufbau
von supramolekularen Systemen und Architekturen ist ein
aktuelles Thema, und mehrere Aufsitze beschreiben die bis-
herigen Fortschritte auf diesem Gebiet.'™ Rebek und Mit-
arbeiter publizierten eines der ersten XB-basierten supra-
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molekularen Systeme, welches aus einem spaltenformigen
Rezeptor mit einer Perylendiimid-Plattform besteht und ein
hoheres Halogen (Cl, Br) in die Spalte orientiert. Das System
bindet Phenazin tiber N--X-Halogenbriicken und m-Stape-
lung, was durch UV/Vis-Bindungstitration verfolgt werden
konnte.'™ Der erwartete Trend, dass die XB-Donorstirke
von Br grofler als die des Cl ist, wurde im experimentellen
System bestitigt, was sich in einer Verdoppelung der Asso-
ziationskonstante (Benzol, 298 K) widerspiegelt. In der Ent-
wicklung von Anionenrezeptoren wurden Halogenbriicken
als zusitzliche verléssliche Erkennungsmotive eingearbeitet.
Die negative Ladung der Anionen wird typischerweise in
direkter Ndhe zu mehreren Organohalogenen stabilisiert,
deren o-Loch zu den Anionen ausgerichtet ist.'*" Zu den
supramolekularen Architekturen hoherer Komplexitit, in
welchen XB zur molekularen Erkennung beitrdgt, zéhlen
Rotaxane, Catenane und makrocyclische Wirte, wobei deren
Synthese iiber XB-Templateffekte erleichtert werden
kann.'"®! So wurde kiirzlich ein selektiver, fluoreszenzlo-
schender Anionensensor, der ausschlieBlich auf XB-Erken-
nungsprozessen basiert, in wissriger Losung beschrieben.!®]
Die elektrophile XB-Katalyse, mit bahnbrechenden Ent-
wicklungen durch Huber und Mitarbeiter, ist zurzeit in Ent-
wicklung. Dabei wird die o-Loch-unterstiitzte Aktivierung
von Substraten durch verschiedene halogenierte Katalysato-
ren ausgenutzt.!'s®!

Die Quantifizierung von XB-Bindungsstirken konnte fiir
mehrere XB-Motive in Losung durchgefiihrt werden.'®#1%?
Dennoch sind systematische und umfangreiche Untersu-
chungen noch immer selten.1%°<19112] Bej diesen Arbeiten
dient die NMR-Bindungstitration, neben den heute seltener
verwendeten IR- und UV/Vis-spektroskopischen Methoden,
als eine moderne und prézise Technik zur Bestimmung der
Assoziationskonstanten. Im Jahr 1983 bestimmten Laurence
und Mitarbeiter die Bindungsstirke mehrerer Iodalkine mit
verschiedenen XB-Akzeptoren mittels IR-spektroskopischer
Methoden. Sie fanden dabei eine gute Korrelation zwischen
Bindungsstarke und den elektronischen Eigenschaften der
Substituenten, welche direkt am C(2)-Atom der 1-Iodethinyl-
Einheit gebunden sind.["®*¢! Stark elektronenziehende Sub-
stituenten lieferten hohere Assoziationskonstanten. Taylor
und Mitarbeiter sowie Cabot und Hunter verwendeten spéter
NMR-Bindungstitrationen, um die Assoziationskonstanten
fir die Bindung an verschiedene XB-Akzeptoren zu bestim-
men (Abbildung 19b), wozu perfluorierte Iodaromaten und
Todalkane als XB-Donoren eingesetzt wurden.”*® In un-
polaren Losungsmitteln wie Cyclohexan reichen die freien
Bindungsenthalpien fiir perfluorierte aromatische und ali-
phatische XB-Donoren von —0.2 bis —2.1 kcalmol ™', je nach
XB-Akzeptorstiarke. Abbildung 19b zeigt typische Beispiele
von XB-Donoren und XB-Akzeptor, mit abfallender XB-
Donor/Akzeptor-Starke von oben nach unten, die in den ge-
nannten Studien behandelt wurden. Zusétzlich sammelten
Taylor und Mitarbeiter wertvolle Erkenntnisse iiber kompe-
titive Losungsmitteleffekte auf die Stirke von XB. Es stellte
sich dabei heraus, dass protische polare Losungsmittel (wie
iPrOH) die Assoziation um eine GroBenordnung im Ver-
gleich zu unpolaren Losungsmitteln (z.B. Cyclohexan,
Benzol) verringern.!”'"
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In einer kiirzlichen Arbeit untersuchten wir (Iodethi-
nyl)benzole als XB-Donoren und fanden, dass deren XB-
Bindungsvermogen so grof3 wie jenes der perfluorierten
Todverbindungen ist (Abbildung 19b, obere zwei XB-
Paare).”” Daraus kann geschlossen werden, dass das o-Loch-
Potential mit dem Hybridisierungsgrad des C-Atoms am XB-
Donor angepasst und erhoht werden kann. Niedrigere Hy-
bridisierungsgrade n in C(sp”)-X ergeben stirkere XB, wie
deutlich aus unseren experimentellen Ergebnissen und aus
Modellen des elektrostatischen Oberfldchenpotentials abge-
leitet werden kann (Abbildung 19¢). In diesem Zusammen-
hang haben wir auch erstmals experimentell gezeigt, dass die
Ausbildung einer Halogenbriicke enthalpiegetrieben ist.
Diesem Enthalpieterm steht ein grof3er entropischer Verlust
entgegen, welcher jedoch konstant bleibt, wenn man die XB-
Donorstirke mithilfe von verschiedenen Substituenten an der
para-Position des aromatischen Rings verdndert. Die Stirke
der XB-Akzeptoren, die mit den (Iodethinyl)benzol-Deriva-
ten wechselwirken, ordnet sich in folgender Reihenfolge an:
Pyridin < C=0 < S=O < P=0 < Chinuclidin."”

Leistungsfiahige Halogenbriicken miissen mehre-
re geometrische Voraussetzungen erfiillen. Das
strikte Kriterium der XB fiir den C-X:--Y-Winkel @& -
(sieche Abbildung 19a), der im Bereich von 165° bis
idealerweise 180° liegen muss, wurde aus CSD- und
PDB-Datenbankanalysen ermittelt.['7'#>171%] Halo-
genbriicken werden dann am effektivsten gebildet,
wenn die Distanz zwischen Halogenatom X und dem
Lewis-basischen =~ Akzeptoratom unterhalb der
Summe der Van-der-Waals-Radien liegt.'>*Y Im
Falle von XB zu Carbonylgruppen kann der Winkel ¢
(X-+-O=C) (Abbildung 19a) zwischen 90° und 180°
variieren.'>1*l Anders ausgedriickt wechselwirkt "
die Carbonylgruppe mit Halogenbriicken-Donoren
in dhnlicher Weise wie mit Wasserstoffbriicken-Do-
noren. In beiden Fillen definieren die Annihe-
rungswege der XB- oder HB-Donoren an den Car-
bonylsauerstoff einen Kegel, der mit der Spitze in
Richtung der C=0-Bindung zeigt, und sind nicht auf
die Orientierung zu den freien Elektronenpaaren des
Sauerstoffs limitiert.!"”*]

4.2.2. Halogenbriicken in biologischen Umgebungen

Die geometrischen Charakteristika von XB in
biologischen Systemen wurden von Auffinger, Ho
und Mitarbeitern in einer ausfiihrlichen PDB-Suche
analysiert."® Sie berichteten dabei von einer hohen
Haufigkeit an C-X---O-Kontakten der halogenierten
Liganden zu Amidriickgrat-Carbonylgruppen. Wie
erwartet, werden alle aus dem Bereich des organi-
schen Kristall-Engineerings, der CSD-Suchen und
der computergestiitzten Studien bekannten Kriterien
der XB-Wechselwirkung auch in biologischer Um-
gebung erfiillt, jedoch mit einer etwas breiteren
Streuung. Die Rolle der Halogenbriicken fiir struk-
turbasiertes Wirkstoffdesign wurde durch zusatzliche
systematische Datenbanksuchen weiter herausge-
stellt."™ Dabei wurden auch die Bindungsmodi zu-
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gelassener halogenierter Medikamente analysiert, begleitet
von einer umfangreichen theoretischen Beschreibung von
XB-geeigneten Proteinumgebungen.

Uber die erste systematische Studie von Halogenbriicken
in Protein-Ligand-Komplexen berichtete unsere Gruppe in
Kooperation mit Wissenschaftlern von F. Hoffmann-la Roche
im Jahr 2011.%" Eine umfangreiche Ligandenbibliothek (iiber
65 Verbindungen) wurde fiir die Untersuchung der Charak-
teristika von Halogenbriicken zu der Riickgrat-Carbonyl-
gruppe von Gly61 in der S3-Tasche von hCatL (siche Ab-
schnitt 3.2.6) zum Einsatz gebracht.”¥ Diese Inhibitoren
binden reversibel-kovalent an den katalytischen Cys25-Rest
in der S1-Tasche unter Bildung von Thioimidaten, welche
durch das Oxyanion-Loch der Protease stabilisiert werden
(Abbildung 20a; siche auch Abschnitt 3.2.6). Wasserstoff-
briicken zum Riickgrat-NH von Gly68 und zur C=O-Gruppe
von Aspl62 werden gebildet. Das Fiillen der polaren S3-
Tasche wird durch Amid---ni-Stapelung eines Arylringes auf
das flache Peptid-Riickgrat Gly67-Gly68 erreicht (sieche
Abschnitt 4.3). Die in der Studie untersuchte Halogenbriicke

S1-Tasche

Cys25 H
N
Gly68 0&
s

N -

|zentrales
Pyrrolidin

/ e 3. ‘ 
ol

Abbildung 20. a) Bindungsmodi der reversibel-kovalenten Inhibitoren im aktiven
Zentrum von hCatL. Die Halogenbriicke des 4-Substituenten zu der C=O-Gruppe
von Gly61 in der S3-Tasche ist rot hervorgehoben. b) XB-Geometrien, wie sie in
den Cokristallstrukturen von I-Derivat (+)-52f, Cl-Derivat (—)-52d und Br-Derivat
(+)-52e vorkommen. Der Bindungsmodus des F-Derivats (—)-52a ist auch ge-
zeigt. Distanzen in A, XB-Distanzen X---O=C und XB-Winkel C-X---O(=C) sind rot
dargestellt. Farbgebung: Ce,,,., grau, O rot, N blau, | violett, Cl griin, Br braun, F
tiirkis, Ciigang griin. ¢) Uberlagerung der vier halogenierten Liganden (—)-52a,
(—)-52d, (+)-52e und (+)-52f aus deren Cokristallstrukturen mit hCatL. Kleinste
Anderungen in der Faltung (,pucker“) des 5-Rings der zentralen Pyrrolidin-Ein-
heit (grauer Pfeil) justieren die Ausrichtung des para-substituierten Phenylrings
in die S3-Tasche. Farbgebung: C,,,q: abhéngig vom Liganden, O rot, N blau, |
violett, Cl griin, Br braun, F tiirkis.
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wird zu der Riickgrat-Carbonylgruppe des Gly61 in der S3-
Tasche gebildet (rote gestrichelte Linie in Abbildung 20a).
Die biologischen Affinititen (ICs,) wachsen beim Andern des
4-Arylsubstituenten von H (0.29 um) zu Cl (0.022 um), Br
(0.012 pum) und zu I (0.0065 pum) stark an (Tabelle 1). Dagegen

Tabelle 1: Inhibitoren 52a—f von hCatL mit verschiedenen Substituenten an der
4-Position des Phenylrings mit gemessenen Inhibitionswerten (ICso) und Vertei-
lungskoeffizienten (logD). Im Fall von X=Cl, Br, | erhsht sich durch XB die Bin-

dungsaffinitat zum Enzym.»

F. Diederich et al.

Faltung (,,pucker®) des Pyrrolidinrings im Zentrum des Li-
gandengeriistes bewirkt (Abbildung 20c).

Zusitzliche Wassermolekiile, welche die C=O-Gruppe
von Gly61 in der 16sungsmittelexponierten S3-Tasche mit
nahezu orthogonalen (H,0)--O(=C)--X-Winkeln von 75°
bzw. 77° solvatisieren, wurden in den Komplexen der
Cl- ((—)-52d) und Br-Derivate ((+)-52¢) beobach-
tet. Hingegen zeigt das I-Derivat (+)-52f kein
Wassermolekiill nahe zum XB-Motiv, was wahr-
scheinlich an der GroBe des Iods liegt (Van-der-

Waals-Radius: 1.98 A). Es ist bemerkenswert, dass

Verbindung X 1Cs [uM] logD PDB  Aufl. [A] ] 3 : :
D starke XB in der optimalen Geometrie ausgebildet
52 F 034 236 2xU4 112 werden konnen, wéhrend gleichzeitig die Solvatati-
A(CN E:; 52: H 029 o1 = on des C=0-Amids in der gleichen Geometrie wie
oM (£)-52¢ CH, 0.13 257 2XU5  1.60 im Apoenzym bewahrt werden kann (1.92 A A.xuf-
x o 3 (-)52d  Cl 0022 273 2YJC 1.4 l6sung, PDB ID: 4AXL).4 Solche geometrisch
\Q\g\\N (+)-52e Br 0.012 296 2Y)2 1.5 begiinstigten Anordnungen, welche eine Wasser-
(+)-52f€ | 00065 323 2Y]8 130 stoffbriicke nahezu senkrecht zu der Halogenbriicke

SO,

98

aufweisen, wurden bereits von Ho und Mitarbeitern
in einer Datenbankrecherche in vielen Cokristall-
strukturen von Protein-Ligand-Komplexen aufge-

bleibt der ICy,-Wert fast unverdndert, wenn man vom un-
substituierten Inhibitor (—)-52b (X =H, 0.29 um) zum fluor-
substituierten (—)-52a (X=F, 0.34 um) wechselt. In einem
Kontrollexperiment mit Inhibitor (—)-52¢ mit einem Me-
thylsubstituenten (X = CHj;), welcher der Groe von Cl am
meisten dhnelt, konnte die Bindungsaffinitit nicht deutlich
erhoht werden. Wurde der Cl-Substituent an der 2- oder 3-
Position des aromatischen Rings oder in einem 2-Thienylring
ortho zum Schwefelatom angebracht, verringerte sich der
kritische XB-Winkel C-X--O (idealerweise 180°) zu viel
kleineren Werten (139° in der Cokristallstruktur des Thienyl-
Liganden, 0.9 A Auflésung, PDB ID: 2XU3).”% Dement-
sprechend kommt es zu einem starken Verlust an Bindungs-
affinitat, um einen Faktor von 28.

Cokristallstrukturen fiir die Cl- ((—)-52d), Br- ((+)-52e)
und I-substituierten Liganden ((+4)-52f), allesamt in der
gleichen Raumgruppe P2,2,2,, bestdtigten einerseits den
gleichen Bindungsmodus dieser Inhibitoren und die Reihen-
folge der gemessenen ICs-Werte (Tabellel und Abbil-
dung 20b).”"! Eine klare C=0---X-Halogenbriicke konnte in
allen drei Cokristallen bestitigt werden, was durch kurze C=
O--X-Kontakte zwischen 3.0 und 3.1 A belegt ist (89-92%
der Summe der Van-der-Waals-Radien von O und X). Die
lineare Anordnung der Halogenbriicken spiegelt sich in den
gemessenen O--X-C-Winkeln im Bereich von 171-176°
wider. In scharfem Gegensatz dazu zeigt das F-Atom in (—)-
52a im Komplex mit hCatL einen grof3en F---O-Abstand von
4.5 A, wobei ein Wassermolekiil eine Briicke zur C=O-
Gruppe ausbildet. Dies weist auf eine ungiinstige Wechsel-
wirkung hin, wenn ein Organofluoratom nahe zum Sauer-
stoffatom einer C=O-Gruppe ausgerichtet wird. Dennoch ist
der restliche Teil des Liganden (—)-52a in der gleichen Po-
sition und Geometrie innerhalb der S1- und S2-Tasche ein-
gebettet. Diese prizise Justierung des halogenierten Phenyl-
rings in der S3-Tasche wird durch kleine Anderungen der
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funden.™ Protein-Ligand-Strukturen, in welchen
H- und X-Briicken einen gemeinsamen Amid-Sau-
erstoff teilen, sind ziemlich eng um einen durch-
schnittlichen D--O--X-Winkel [D = elektronegativer H-Brii-
ckendonor (O, N, S), X=ClI, Br, I] von 88° verteilt (Bereich
etwa von 75° bis 90°, Abbildung 21). Zusitzlich zeigen Ab-

Abbildung 21. Orthogonale Orientierung der Halogenbriicken und
Wasserstoffbriicken zu einem Peptid-C=O-Rest, wie sie in einer PDB-
Suche fiir Protein-Ligand-Komplexe gefunden wurden. Typische
X---O---D-Winkel @ am Amid-C=0O-Carbonylfragment mit einer geteilten
Wechselwirkung mit D-H (Wasserstoffbriickendonor) und X (X=Cl, Br,
I) reichen von 75° bis 95°, mit héchster Haufigkeit um 88°.0'*l

initio-Rechnungen (B3LYP/6-31G), dass Halogenbriicken an
Amidcarbonyl-Gruppen energetisch unabhéngig von den
Wasserstoffbriicken am geteilten Carbonyl-Sauerstoff-Ak-
zeptor ausgebildet werden. Somit kann die Carbonylgruppe
innerhalb der analogen Klassen von Wasserstoff- und Halo-
genbriicken beide Wechselwirkungen genief3en.

Wihrend die S3-Tasche von hCatL polar und 16sungs-
mittelexponiert ist, sind Halogenbriicken ebenso wirkungs-
voll in der hinteren unpolaren Tasche im aktiven Zentrum der
MEK1-Kinase.”**>!”l MEK1-Kinase spielt eine wichtige Rolle
im extrazelluldren signalregulierten Kinase-Weg (Ras-Raf-
MEK-ERK1/2) der mutagen-aktivierten Proteinkinasen
(MAP), welcher einen der hiufigsten deregulierten Signal-
wege bei humanem Krebs darstellt."” Daher ist die MEK1-
Kinase ein attraktives Target fiir die Krebstherapie, und
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Inhibitoren befinden sich derzeit in der klinischen Phase
L.

MEKI1-Inhibitoren dringen mit einem substituierten
Phenylring tief in die hintere hydrophobe Tasche ein, welche
von unpolaren Resten umgeben ist (Met143, Leul18, Cys207,
Phe209, Tle126, Vall27). Die Bindungsaffinitit steigt bei
Substitution an der 4-Position in folgender Reihenfolge an:
H < Cl<Br<I (Tabelle 2), dhnlich zur bereits diskutierten

Tabelle 2: Inhibitoren 53 a—e der MEK1-Kinase mit erhéhter Affinitit
(ICs) fuir die hoheren Halogene.!'"’

Verbindung X ICso [nM] (MEKT)
HO. 53a F 120
I 53b H 52
Hg o 53¢ cl 26
HoOF 53d Br 7.7
53e | 2.0

hCatL-Inhibition."”™ Cokristallstrukturen der an MEK1 ge-
bundenen halogensubstituierten Inhibitoren 53 c—e bestétig-
ten das Vorliegen einer Halogenbriicke zur Riickgrat-Car-
bonylgruppe von Vall27 (Abbildung 22, 2.7 A Auflésung,

Abbildung 22. Cokristallstruktur von 53e mit MEK1 (Auflésung 2.7 A,
PDB ID: 3DY7).'d Ein Phenylring des Inhibitors (Tabelle 2) reicht in
die hintere unpolare Tasche von MEK1 und gewinnt Bindungsaffinitat
durch eine XB zur C=0-Gruppe von Val127. XB-Winkel und -Distanzen
(in A) sind rot dargestellt. Die hydrophoben Aminosiuren der hinteren
MEK]1-Tasche sind beschriftet. Farbgebung: Ce,,,., grau, O rot, S gelb,
N blau, I violett, F tiirkis, C igzng griin.

PDB ID:3DY?7), und zeigen im Falle des Inhibitors 53 e einen
kurzen I-O-Kontakt von 3.4 A mit einem C-I---O-Winkel von
178° (IC5y=2 nM). In einer weiteren Cokristallstruktur mit
einem verwandten Liganden (2.3 A Auflssung, PDB ID:
3DV3, nicht bildlich gezeigt),'’’ liegt der XB-Abstand I---O
bei 3.1 A, der C-I---O-Winkel bei 175°, und das C=0O von
Vall27 ist zusitzlich durch ein Wassermolekiil solvatisiert.
Wiederum ist der Winkel (H,0)--O(=C)--I nahezu orthogo-
nal (98°, d(H,0-~O(=C)) =2.7 A).
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Zusammengefasst zeigen die Studien iiber Halogenbrii-
cken in der polaren, lI6sungsmittelexponierten S3-Tasche von
hCatL und in der hinteren unpolaren Tasche von MEK1, dass
eine XB eine wirksame Wechselwirkung in biologischen
Umgebungen von unterschiedlicher Polaritit ist. Die Arbei-
ten mit den beiden Enzymen bestdtigen auch, dass das Amid-
C=0 trotz der XB weiterhin solvatisiert bleiben kann. Ha-
logenbriicken bieten ganz klar eine innovative Moglichkeit
fur Protein-Ligand-Wechselwirkungen, die im strukturba-
sierten Wirkstoffdesign nicht tibersehen werden sollte.

Halogenbriicken-Donoren konnen als die hydrophoben
Gegenstiicke zu Wasserstoffbriicken-Donoren  gesehen
werden, wobei weniger Desolvatationsenergie fiir XB-Kom-
plexierungen aufgebracht werden muss. Ein gutes Beispiel
hierfiir wird im nachfolgenden Abschnitt diskutiert, wo
ziemlich hydrophobe XB-Donor-Liganden an die polare
»Hinge“-Region in der ATP-Bindungsstelle einer Kinase
binden. Sogar nur méBig aktive aromatische XB-Donoren,
statt der teureren perfluorierten Vertreter, sind wirksam
genug, um die Bindungsaffinitdt und Selektivitét in der bio-
logischen Umgebung zu erhohen, im Gegensatz zu den
meisten 1:1-Komplexierungsprozessen in freier Losung. Die
Ligandenbindung zum Protein kommt schon in Abwesenheit
der Halogenbriicke zustande (obschon zu einem kleineren
Ausmal), wodurch bereits der groBte Teil des komplexie-
rungsbedingten Entropieverlusts bezahlt wird. Daher kann in
der biologischen Komplexierung der Energiegewinn einer
enthalpisch getriebenen Halogenbindung weitestgehend ab-
geerntet werden (bis zu AH = —9 kcalmol "), wohingegen
in Losungsstudien mit niedermolekularen XB-Donoren und
-Akzeptoren eine starke Enthalpie/Entropie-Kompensation
wirksam ist.

Kinase-Inhibition mit Liganden, die am ,Hinge* der
ATP-Bindungsstelle binden, wird normalerweise durch
polare Liganden mit 1-3 Wasserstoffbriicken-Donoren und
-Akzeptoren realisiert.) Eine alternative Anwendung von
XB fiir die Ausbildung von Wechselwirkungen zur ,,Hinge“-
Region wurde erstmals im Jahr 2003 fiir die CDK2-Kinase
(Phospho-CDK2-Cyclin A) beispielhaft gezeigt.™ Einfache
perhalogenierte Ligandengeriiste, wie etwa 4,5,6,7-Tetra-
brombenzotriazol (54, IC5y=1.6 um), bilden zwei C-Br--O=
C-Halogenbriicken zu den Riickgrat-Carbonylgruppen von
Leu83 und Glu81 aus. Es findet keine weitere direkte
Wechselwirkung mit der NH-Gruppe von Leu83 statt, welche
gewohnlich durch Wasserstoffbriicken-Akzeptoren adressiert
wird (Abbildungen 23a,b). Eine dritte Halogenbriicke, ob-
schon in einem etwas ungiinstigen Winkel (145°), wird zur C=
O-Gruppe des Ilel0 eingegangen, und das vierte Br wech-
selwirkt mit dem mi-System des Phenylrings von Phe80.['!

In einem neueren Beispiel von Johnson und Mitarbeitern
wurde die gleiche Strategie angewendet, um Kinase-Selekti-
vitdt fiir CDK9 iiber CDK1 zu erreichen. Auch dieser au-
Bergewohnlich interessante molekulare Erkennungsprozess
konnte mit Rontgenstrukturanalysen der Cokristalle voll-
stindig aufgeklirt werden.”) CDK9, die Kinase des positi-
ven Transkriptionselongationsfaktors b (P-TEFb), wird fiir
die prozessive Transkriptionselongation durch die RNA-Po-
lymerase II benotigt.”®” Da Inhibitoren dieser Kinase hohe
Antitumoraktivitdt zeigen, ergab sich ein Interesse an der
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Abbildung 23. Halogenbriicken von verschiedenen Kinaseliganden, die an die ,,Hinge“-Region der ATP-Bin-
dungsstelle binden. a) Schematischer Bindungsmodus von 4,5,6,7-Tetrabrombenzotriazol (54) an Phospho-
CDK2-Cyclin A. b) Cokristallstruktur von CDK2 mit Inhibitor 54 (2.22 A Auflésung, PDB ID: 1P5E).”" ¢) Sche-
matischer Bindungsmodus von 5,6-Dichlorbenzimidazol-1-8-p-ribofuranosid (55) zu der ,,Hinge“-Region von
d) CDK9 (2.80 A Auflésung, PDB ID: 3MY1) und e) CDK1 (2.10 A Auflésung, PDB ID: 5MY1).2% XB-Winkel
und -Distanzen (in A) sind rot dargestellt. Seitenketten der Aminosauren sind in (a) und (c) zur Klarheit
verdeckt. Farbgebung: Ce,,,, grau, O rot, S gelb, N blau, Br braun, Cl griin, Cj,,, griin (in b) oder pink (in

d und e).

Entwicklung von selektiven CDK9-Inhibitoren. Im Vergleich
zum symmetrischen CDK2-Inhibitor 54 wurde das Gertist des
CDKO9-Inhibitors 55 (ICs, = 0.24 um) von einer Tetra- zu einer
Dihalogenierung gedndert und enthilt einen zusitzlichen
Ribose-Rest am zentralen Benzimidazolring (Abbil-
dung 23¢). Auch hier machen XB zu den konvergenten C=0-
Gruppen des ,,Hinge* der ATP-Bindungsstelle den moleku-
laren Erkennungsprozess aus, und zusétzlich behélt die C=0-
Gruppe des Aspl04 ihre Solvatation durch ein fast senk-
rechtes (104°) Wassermolekiil bei, wie schon vorher diskutiert
wurde (Abbildung 23d). Teil des Inhibitionsmechanismus ist
die durch den Inhibitor induzierte Konformationsédnderung
der Glycin-reichen P-Schleife und der 3-aC-Schleife. Dies
bietet eine bessere Abschirmung des Inhibitors vom Lo-
sungsmittel, was hochstwahrscheinlich zur Stabilisierung des
CDKO9-Inhibitor-Komplexes beitragt. Im Vergleich dazu ist
die Inhibition der CDKI1-Kinase (ICs,=65 pum) 270-fach
schwécher. Ein anderer Bindungsmodus des Inhibitors 55
findet in der engeren ATP-Bindungstasche statt, und signifi-
kante ligandeninduzierte Konformationsidnderungen werden
nicht beobachtet.

Das Zusammenspiel von XB und metallchelatisierenden
Wechselwirkungen in der allosterischen Tasche von IspD/?
(sieche Abschnitte 2.3 und 3.2 sowie Abbildung 7) wurde in
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einer  Kooperationsstudie
eines Konsortiums von
Wissenschaftlern aus der
BASF und der Akademia
erstmals aufgedeckt.””” Die
Inhibition der Enzyme des
Mevalonat-unabhingigen

Weges der Isoprenoid-Bio-
synthese ist fiir die Ent-
wicklung neuer Wirkstoffe
gegen Infektionskrankhei-
ten (Abschnitt 3.2)7"1 und
neuer Herbizide von
groBem Interesse.”® Um
die Entwicklungen in den
beiden Bereichen voranzu-
treiben, wurden Leitverbin-
dungen der agrochemischen
Forschung gegen infektiose
Bakterien getestet.”™ Ein
Screening von  Verbin-
dungsbibliotheken bei
BASF (iiber 100000 Ver-
bindungen) ergab 56c¢ und
56d als Treffer gegen
AtlspD. Diese Leitstruktu-
ren gehoren zur Klasse der
Pseudilin-Alkaloide, die
erstmals in den 1960er
Jahren aus dem marinen
Bakterium  Pseudomonas
bromoutilis isoliert wurden
(Tabelle 3).7! Diese hoch-

ICs = 65 uM (CDK1)

Tabelle 3: Inhibitoren aus der Pseudilin-Familie von IspD aus Arabidopsis
thaliana (AtlspD). Verbesserte Hemmwirkung (ICs) wird durch Brom-
substitution an der R'- und R%-Position gewonnen. CdSO, wurde iiber
den Assaypuffer zugesetzt, was eine neunfache Erhéhung der Hemm-
wirkung erbrachte.?*!

ICso [um] (AtlspD)

Verbindung R' R®* ohne Metall 40 um Cd**

Br B 56a H Br 52+6 1942
/T 56b F F 79+6 1342
Br N R' 56¢ cl 1241 2.240.2
H 56d Br Br 13+2 1.4+0.2
HO
R2

halogenierten marinen Naturstoffe und andere Derivate, wie
56a.b, zeigten eine Inhibition von AfIspD mit ICs,-Werten um
50 um (Tabelle 3). Durch Zugabe von zweiwertigen Metall-
kationen (Ca®", Cd*", Cu®" oder Zn”") als Assay-Pufferaddi-
tive verbesserten sich die Affinitdten zu 1Cs-Werten in den
unteren mikromolaren Bereich. IC5-Werte um 50 pm wurden
ebenso gegen Plasmodium vivax (Pv) IspD erreicht, jedoch
wurden diese nicht durch Metallionen beinflusst. In zellba-
sierten Assays gegen PfNF54-Stdamme konnten sogar ECs-
Werte bis 1 um gemessen werden.
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Abbildung 24. a) Cokristallstruktur von AtlspD mit Inhibitor 56d (1.80 A Auflésung,
PDB ID: 4NAK).”® Ein Br von 56d ist in eine XB mit der C=O-Gruppe von Val239
eingebunden. b) Cokristallstruktur von AtlspD mit Inhibitor 56a (1.80 A Auflosung,
PDB ID: 4NAN). Ligand 56a zeigt zwei (gedrehte) Konformationen in der Réntgenkris-
tallstruktur: 70% syn-Konformation (pink) mit Koordination der phenolischen Gruppe
an das Cd**-lon (cyanblau) und keine XB des Br-Atoms; 30% anti-Konformation
(gruner Ligand), mit Priferenz fir eine XB mit dem Br-Atom ortho zu dem phenoli-
schen OH statt der Metallkoordination. XB-Winkel und -Distanzen (in A) sind rot dar-
gestellt. Farbgebung: C¢,,,., grau, O rot, N blau, Br braun, Cd tirkis, C ;.04 griin (syn,

koordinierend) oder pink (anti, XB).

Cokristallstrukturen, die durch Kristallisation aus Puffern
mit Cd**-Ionen gewonnen wurden, deckten den Bindungs-
modus der Pseudiline zu AflspD auf (Abbildung 24). Die
Liganden komplexierten zwar in der neu entdeckten alloste-
rischen Tasche des IspD-Enzyms,[*? jedoch in einem anderen
Bindungsmodus im Vergleich zu den vorherigen Liganden 1—
3 (Abschnitt 2.3, Abbildung 2). Die Phenol- und Pyrrolringe
des gebundenen 56d liegen in der syn-Konformation vor und
komplexieren ein Cd**-Ion, welches auch an die Seitenkette
des GIn238 von IspD und an ein Wassermolekiil koordiniert.
Neben dieser Chelatisierung trigt auch XB zur Bindungs-
affinitdt bei: Der Komplex von 56d weist einen kurzen
Br--O-Kontakt von 325 A mit einem C-Br-O-Winkel von
164° zu dem Riickgrat-Carbonylsauerstoffatom von Val239
auf (Abbildung 24a). Eine &hnliche XB-Geomtrie wurde
kristallographisch fiir den Cl-substituierten Inhibitor 56 ¢ be-
stitigt (1.8 A Auflosung, PDB ID: 4NAL).

Der Ligand S6a besitzt jedoch keinen Br-Substituenten
para zur phenolischen OH-Gruppe. Daher wird zunéchst
keine XB erwartet, da die Metallkoordination die Bin-
dungsstirke der XB iiberbietet und den Liganden in der Cd*'-
koordinierten syn-Konformation stabilisieren sollte. Tat-
sdchlich aber nimmt 56a zwei unterschiedliche Konforma-
tionen in der allosterischen Tasche ein. Gerade mal 70 % von
56a sind in der erwarteten syn-Konformation, wohingegen
30% als anti-Konformer vorliegen. Diese Konformationsén-
derung des Phenolrings richtet das Br-Atom ortho zum phe-
nolischen OH in Richtung der Riickgrat-Carbonylgruppe von
Val239 aus, um eine starke XB-Wechselwirkung einzugehen
(d(Br+0)=3.17 A, C-Br:--O-Winkel = 170°, Abbil-
dung 24b). Die energetischen Gewinne der Metallkoordina-
tion und der XB in den Pseudilin-Komplexen stehen ein-
deutig in etwa gleichem Verhéltnis zueinander.

Halogenbriicken der hoheren Halogenverbindungen lie-
fern ein leistungsstarkes neues Werkzeug zum bisherigen
Repertoire der intermolekularen Wechselwirkungen fiir An-
wendungen in der supramolekularen Chemie, der Katalyse,
dem Kiristall-Engineering, fortschrittlichen Materialien und,
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wie in diesem Abschnitt hervorgehoben, zur
strukturbasierten Generierung von Treffermo-
lekiilen und Leitstruktur-Entwicklung. Die
Kriterien fiir effiziente XB-Wechselwirkungen
sind gegenwirtig gut ausgearbeitet und iden-
tisch fiir synthetische sowie biologische Syste-
me. Die Ausbildung einer Halogenbriicke kann
Protein-Ligand-Wechselwirkungen um einen
Faktor von bis zu 74 verbessern, was einem
Gewinn an freier Enthalpie von AAG=
—2.6 kcalmol™" entspricht.”* XB-Wechselwir-
kungen konnen gut sowohl in polarer als auch
unpolarer biologischer Umgebung gebildet
werden, wobei Riickgrat-Amid-(C=0)-Grup-
pen weiterhin durch Wasser solvatisiert bleiben
konnen, obwohl sie gleichzeitig eine Halogen-
briicke eingehen. Neue Moglichkeiten fiir das
Design von innovativen, aktiven und selektiven
ATP-kompetitiven Kinase-Inhibitoren konnen
so entstehen, wie beispielhaft fir CDK9 und
CDK2 gezeigt wurde.”™™ Eine Perfluorierung
der XB-Donoren der Liganden ist nicht notwendig, um die
Gibbs-Energie von Protein-Ligand-Wechselwirkungen abzu-
ernten, was das Liganden-Design vereinfacht und Kosten
spart. Enthalpisch schwichere Halogenbriicken, so wie etwa
die zwischen Arylhalogeniden (Cl, Br, I) und peptidischen C=
O-Akzeptoren, sind ausreichend, da die entropische Einbuf3e
der Protein-Ligand-Bindung hauptsichlich durch die Kom-
plexierung des restlichen Ligandengeriistes aufgefangen wird.
Dadurch konnen die zusétzlichen Enthalpiegewinne der Ha-
logenbriicken voll ausgenutzt werden, ohne dass dafiir viel
Entropie aufgebracht wird.*?

4.3. Amid----Stapelung

Die dipolare Wechselwirkung flacher Amid-Gruppen mit
aromatischen m-Systemen steht in enger Verwandtschaft zu
den gut verstandenen m-Stapelungen zwischen aromatischen
Ringen, welche von grofler Bedeutung im Bereich der che-
mischen und biomolekularen Erkennung sind.['*1%< Tn un-
serem Forschungsprogramm zur Inhibition von Faktor Xa
(siche Abschnitt 3.2.4) konnten wir einen grofen Unterschied
in den Affinititen zwischen Liganden mit konstitutionell
isomeren Oxazolringen feststellen, welche auf die flache
Peptidbindung von Cys191-Gly192 entlang der S1-Tasche
stapeln.'”! Die Rontgenstrukturanalysen der Cokristall-
strukturen von zwei Liganden, (£)-34 (K;=1620 nm) und
(£)-35 (K; =146 nm, Abbildung 25a), zeigten nahezu identi-
sche Bindungsmodi, jedoch einen 11-fachen Unterschied in
ihrer Bindungsaffinitdt. Neben unterschiedlichen Winkeln
zwischen den zwei Austrittvektoren am Oxazolring (siche
Abbildung 11 in Abschnitt 3.2.4) fassten wir die unter-
schiedliche Ausrichtung der Dipolmomente der zwei Oxa-
zolringe als einen moglichen Hauptgrund fiir die gemessenen
Affinitdtsunterschiede ins Auge. Im Komplex des besseren
Liganden (+£)-35 sind die Vektoren der lokalen Dipolmo-
mente von Heterocyclus und Peptid-Amidbindung in einer
antiparallelen Anordnung, wohingegen sie im schwicheren
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Abbildung 25. a) Dipolare Amid-nt-Stapelung zwischen Inhibitoren (+)-34
und (4)-35 und Faktor Xa (1.29 A Auflésung, PDB ID: 2Y5G, und 1.33 A
Auflésung, PDB ID: 2Y5H)." Ligand (£)-35 (K= 146 nm) zeigt eine be-
glinstigte antiparallele dipolare Stapelung auf dem Amid-Riickgrat, welches
einen Affinitdtsgewinn von Faktor 11 im Vergleich zu Ligand (+)-34 mit par-
allel angeordnetem Dipolmomentvektor (K,=1620 nm) ergibt. Farbgebung:
Cenzym grau, O rot, S gelb, N blau, Cl griin, C;,,,q griin. b) Berechnetes Ener-
gieprofil fiir den Rotationsscan des parallel versetzten NMAC-Pyridin-
Dimers bei optimierter Stapelungsanordnung der zwei Fragmente. Die anti-
parallele Anordnung (o =179°) der Dipolvektoren ist um 1.56 kcalmol™" ge-
geniiber der parallelen Anordnung (a =2°) bevorzugt.'”® Theorieniveau:
SCS-MP2/aug-cc-pVDZ//LMP2/cc-pVDZ.®7 ¢) Korrelation zwischen berech-
neten Wechselwirkungsenergien AE von verschiedenen NMAC-Heteroaren-
Dimeren bei optimierter Geometrie und den Dipolmomenten u der Hetero-
cyclen; Theorieniveau wie in (c). R?: Korrelationskoeffizient; mittlerer Winkel
zwischen den Dipolmomentvektoren o= 161°.1'%

Komplex von (+)-34 parallel angeordnet sind. Die beobach-
teten Unterschiede in der Bindungsaffinitit in Abhéngigkeit
der relativen Anordnung dieser zwei Dipolmoment-Vektoren
(entweder parallel oder antiparallel) brachte die generelle
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Frage iiber den Einfluss der dipolaren Wechselwirkungen
auf die Stapelung von Amid-n-Systemen mit aromati-
schen Resten mit ausgeprigten Dipolmomenten auf.

Der Einfluss von Dipolvektor-Ausrichtungen auf die
Energetik der Amid--Heteroaren-n-Stapelung wurde
nachfolgend in einer computergestiitzten Studie in Ko-
operation mit B. Kuhn (F. Hoffmann-la Roche)!'®! auf
dem Theorieniveau SCS-MP2 (Spinkomponenten-ska-
lierte Methode von Mgller-Plesset 2) untersucht.?”” Wenn
ein Rotations-Scan mit Pyridin (s, =2.2 D), parallel-
versetzt gestapelt auf das Amidfragment N-Methylacet-
amid (NMAC, p,, =3.7D) als Modellsystem fiir das
Amidriickgrat-Fragment, durchgefiihrt wurde, konnte
eine klare Priferenz fiir eine antiparallele Anordnung der
Dipolmoment-Vektoren festgestellt werden (a=179°,
AE = —-2.5kcalmol™!), im Vergleich zur parallelen An-
ordnung (a=2°, AE=—0.9 kcalmol !, Abbil-
dung 25b).1281

Wir untersuchten weiterhin mit theoretischen Me-
thoden die parallel-versetzte Stapelung einer Bibliothek
hiufig verwendeter aromatischer Heterocyclen mit si-
gnifikant unterschiedlichen Dipolmomenten auf einem
flachen NMAC-Amidfragment. In den optimierten
Strukturen lag der mittlere Winkel zwischen den Dipol-
moment-Vektoren nahe bei 161°, was sehr nahe an der
idealen antiparallelen Anordnung liegt. Ein linearer
Trend von zunehmender Wechselwirkungsenergie —AE
mit zunehmender Dipolmomentstdrke, mit einem Kor-
relationskoeffizienten von R*=0.84, wurde fiir 17 aro-
matische Heterocyclen erhalten (Abbildung 25¢).'?

Drei hauptsichliche Schlussfolgerungen kénnen aus
dieser theoretischen Untersuchung fiir das strukturba-
sierte Wirkstoffdesign gezogen werden: 1) ni-Stapelung
auf peptidische Amidbindungen wird mit abnehmender
ni-Elektrondichte des aromatischen Rings energetisch
giinstiger (siche Benzol, Pyrazin, Triazin in Abbil-
dung 25¢), 2) die Stiarke der Wechselwirkung verbessert
sich mit zunehmendem Dipolmoment der aromatischen
Heterocyclen, und 3) eine antiparallele Anordnung der
Dipolmoment-Vektoren des Amids und des Heterocyclus
ist stark bevorzugt. Wir arbeiten derzeit daran, diese
theoretischen Vorhersagen fiir Amid--n-Stapelungen in
Modellsystemen und in Proteinumgebungen experimen-
tell zu validieren.

5. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Die in diesem Aufsatz beschriebenen Fallstudien iiber
Komplexierungsprozesse mit synthetischen Rezeptoren,
Modellsystemen wie auch biologischen Rezeptoren un-
terstreichen die Herausforderungen und Moglichkeiten
fiir strukturbasiertes Liganden-Design und -Optimierung
in der medizinischen Chemie und im Pflanzenschutz. In
den letzten Jahrzehnten hat sich deutlich gezeigt, dass

umfangreiche Studien zu individuellen Wechselwirkungen,
isoliert von anderen Einfliissen, mit biologischen Rezeptoren
schwierig sind, da die Proteinumgebung eine hohe Komple-
xitidt aufweist. Es ist eine wahre ,, Tour de Force“, die Rolle
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des Wassers in der biologischen Komplexierung durch einen
multidimensionalen Ansatz mit ITC, Kryo-Rontgenstruktur-
kristallographie, theoretischen Studien und molekularen Si-
mulationen auf hohem Niveau, Mutationsstudien und weite-
ren Methoden zu bestimmen, da verschiedene Regionen in
den Protein-Bindungsstellen durch verschiedene thermody-
namische Profile charakterisiert sind. Eine Komplexierung
setzt Wassermolekiile frei, die vorher die freien Bindungs-
partner solvatisiert haben, wobei dieser Prozess entweder
entropisch-getrieben (z.B. bei Ionenpaarbildung oder bei
Ionen-Dipol-Komplexierungen) oder enthalpisch-getrieben
(z.B. die Verdrangung von hochenergetischem Wasser aus
unpolaren Bindungstaschen) ablaufen kann. Hier kommen
die Vorteile von kleineren, strukturell besser definierten
synthetischen Modellsystemen und Rezeptoren ins Spiel. Der
nichtklassische enthalpisch-getriebene hydrophobe Effekt
wurde in Wirt-Gast-Komplexierungsstudien mit Cyclophan-
Rezeptoren mit engen unpolaren Bindungsstellen gefunden
und konnte jetzt in eleganten Untersuchungen von Cucurbit-
uril-Komplexierungen voll validiert werden. Die Quantifi-
zierung von individuellen intermolekularen Wechselwirkun-
gen, wie die orthogonal-dipolaren Wechselwirkungen und
Halogenbriicken, wiare ohne Modellsysteme, auBerhalb der
komplexen Proteinumgebung, nicht méglich gewesen. Es ist
daher nicht verwunderlich, dass die synthetische Wirt-Gast-
Chemie momentan eine Renaissance erlebt, speziell mit den
Arbeiten iiber Cucurbituril-Rezeptoren.

Um den Fortschritt im niedermolekularen Liganden-
Design mit dem Ziel, neue Wirkstoffe und Pflanzenschutz-
mittel zu finden, jedoch weiter zu entwickeln, ist die detail-
lierte Erforschung von biologischen Komplexierungsprozes-
sen mit dem heutzutage zur Verfiigung stehenden raffinierten
Methodenrepertoire — experimentelle Analytik und Struk-
turaufkldrung sowie computergestiitzte Untersuchungen auf
hohem Niveau — geradezu noch mehr gefragt. So wire es
unmoglich gewesen, die Rolle der Wassercluster in den akti-
ven Zentren der Proteine mit synthetischen Modellsystemen
zu untersuchen. Erfreulicherweise wurden insbesonders die
computergestiitzten Werkzeuge fiir die Identifizierung der
individuellen Wassermolekiile in einem Wassercluster, die
mit einem energetischen Gewinn durch Teile der Liganden
ersetzt werden konnen, stark verbessert. Es ist auch vorher-
sagbar, dass die verschiedenen thermodynamischen Profile
der unterschiedenen Typen der Wassermolekiile in aktiven
Zentren zukiinftig viel besser verstanden werden, und dass
dadurch die Erfolgsquote im strukturbasierten Design erhoht
werden kann, fiir welches Wasser eine gro3e Herausforde-
rung darstellt.

Hochaufgeloste Proteinrontgenstrukturanalysen stellen
die Grundlage fiir strukturbasiertes Liganden-Design dar.
Dies ist in den verschiedenen Fallstudien dieses Aufsatzes
illustriert, welche die Vielfalt von biologischen Rezeptorbin-
dungsstellen unterschiedlicher Gréfe, Form, Konforma-
tionsdynamik und Polaritéit adressieren. Aktive Taschen mit
geringer Konformationsdynamik und tiefen Taschen von re-
duzierter Polaritit, wie in Faktor Xa, sind die lohnenswer-
testen Targets, und biologische Aktivititen im unteren na-
nomolaren Bereich (ICs,-Werte) konnen normalerweise in
einem angemessen Zeitraum erreicht werden. Dies steht im
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Gegensatz zu den Schwierigkeiten bei der Entwicklung po-
tenter Inhibitoren fiir sehr groBe Taschen (wie bei der Try-
panothion-Reduktase), hoch polare Taschen (wie bei IspE
und IspF) oder konformationsflexible Taschen (IspF).
Strukturbasiertes Design ist ein hervorragender Ansatz, um
Leitstrukturen zu generieren und zu optimieren, aber es wird
in der nahen Zukunft nicht das Hochdurchsatz-Screening
(HTS, high-throughput screening) oder das immer hiufiger
angewendete virtuelle Screening von groflen Verbindungs-
bibliotheken zum Auffinden von Trefferstrukturen (,,hits“)
ersetzen. Ohne HTS wiren die potenten Treffer fiir IspD
nicht gefunden worden, da die allosterische Tasche, welche
die Treffer- und Leitstrukturen bindet, nicht auf der Prote-
inoberfldache erkannt wurde.

Rontgenstrukturbestimmungen iiberfluten uns heutzuta-
ge fast schon mit strukturellen Informationen, die fiir neue
Liganden-Designprozesse angewendet werden konnen. Eine
Voraussetzung zum Erfolg ist jedoch die intelligente Ver-
wendung der riesigen Informationsflut in der PDB und in
firmeninternen Datenbanken. Insbesonders muss dieses
Wissen ohne die Notwendigkeit fiir anspruchsvolles Compu-
ting fiir Wissenschaftler zuginglich gemacht werden. Es ist
wichtig, bereits existierendes Wissen abzurufen und zu ana-
lysieren und nicht einfach nur die um ein aktives Wirkstoff-
projekt reichlich gesammelten strukturellen Informationen
zu ,konsumieren®. Hundert Cokristallstrukturen und mehr
sind heute keine Seltenheit mehr. Als eine einfache zugéing-
liche Datenbank wurde die CSD ein essentielles Werkzeug
fiir die Vermeidung von Konformationsfehlern beim Ligan-
den-Design. Weiterhin bieten die Netzwerke niedermoleku-
larer Verbindungen im Kristall eine unschétzbare Quelle, um
neue intermolekulare Wechselwirkungen zu identifizieren.
Beispiele hierzu schlieBen orthogonal-dipolare C=0O---C=0-
Wechselwirkungen und Halogenbriicken ein, welche struk-
turell zuerst in Kristallstrukturen entdeckt wurden. Es ist si-
cherlich lohnenswert, die CSD auch weiterhin zu erkunden,
um kurze intermolekulare Kontakte, die statistisch relevant
sind, zu identifizieren und um zu verstehen, was deren Ur-
sprung ist.

Themen, welche nicht in diesem Aufsatz besprochen
wurden, sind die physikochemischen und ADME/pharma-
kokinetischen (pK) Eigenschaften. Da viele der physikoche-
mischen Eigenschaften wie Loslichkeit, metabolische Stabi-
litat, Sicherheitsdaten, pK,, logD, logP oder Membranper-
meabilitdt jetzt schon am Computer bestimmt werden
konnen, ist es wiinschenswert, dass diese Daten unverziiglich
wihrend des strukturbasierten Designs zugidnglich sind. Diese
Informationen konnen die Wissenschaftler auf Projekten in
der multidimensionalen Optimierung lenken, welche fiir die
Erstellung der vielversprechendsten Leitstrukturen fiir die
spatere Weiterentwicklung notwendig sind. Eine benutzer-
freundliche computergestiitzte Organisation und Analyse der
riesigen Datensitze (,,big data“) hat das hochste Potential,
um die zukiinftige Wirkstoffforschung maBgeblich zu be-
schleunigen. Computergestiitzte Ansdtze werden die viel-
versprechendsten Treffer aus ,,In-silico“-Bibliotheken finden,
verbesserte automatisierte strukturbasierte Design-Software
liefern und die richtigen Proteintaschen fiir die Liganden-
bindung identifizieren. Diese Ansédtze werden auch Kon-
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formationspréferenzen der Liganden, basierend auf der rei-
chen Informationsquelle der CSD definieren, potentielle
Kreuzreaktivitidten basierend auf Proteindatenbank-Verglei-
chen erkennen, und Werkzeuge, die leichten Zugang zu den
bereits existierenden strukturellen, physikochemischen und
ADME-Informationen ermdoglichen, eingebaut haben. Intel-
ligente benutzerfreundliche Computerprogramme werden
zukiinftig einen echten multidimensionalen Ansatz zur Leit-
strukturoptimierung durch strukturbasiertes Design ermog-
lichen.

Aber hier schliefit sich wiederum der Kreis: bis vor
kurzem ,,wussten“ die Kraftfelder der Wirkstoffdesign-Pro-
gramme nichts von Aromaten-Aromaten-Wechselwirkungen
und deren Substituenteneffekte, orthogonal-dipolaren
Wechselwirkungen, Halogenbriicken, Amid---n-Stapelung
oder von den Energieverhiltnissen der Verdridngung von
Wassermolekiilen. Das gleiche gilt auf der Konformations-
Seite, wo bis vor kurzem bestimmte geometrische Priferen-
zen von Sulfonamiden und Arylsulfonen in der Modellie-
rungssoftware nicht parametrisiert waren. Die experimentelle
Entdeckung und Quantifizierung dieser Prozesse waren
Voraussetzung fiir das Implementieren ihrer Parameter in die
Computerprogramme. Molekulare Erkennungsstudien mit
synthetischen und biologischen Rezeptoren erweitern daher
nicht nur unser fundamentales Verstindnis von Leben und
Materie, sondern werden weiterhin wichtige Beitrdge zur
Beschleunigen der erfolgreichen Generierung und Optimie-
rung von Leitverbindungen mit Weiterentwicklungspotential
leisten.
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