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Global gesehen, sind parasitare Erkran- Diskutiert werden auch biochemische 
kungen wie die Malaria oder die Cha- und klinische Befunde als Grundlage fur 
gas-Herzkrankheit die groBte Bedro- das Drug-Design; denn gerade auf phy- 
hung fur eine menschenwurdige Exi- sikochemischer submolekularer Ebene 
stenz. Das BewuBtsein fur dieses Pro- mu13 der Chemiker den Entwicklungs- 
blem und die Herausforderung, eine chi- vorsprung der belebten Natur respektie- 
ninahnliche Substanz gegen die Malaria ren und nutzen. - Das Bild links zeigt 
zu synthetisieren, pragten vor etwa 100 zwei von Malariaerregern zerstorte Ery- 
Jahren die Anfange und die Entwick- throcyten. In der Bildmitte verlaI3t ein 
lung der chemischen Industrie. In dteser Parasit gerade seine Wirtszelle durch ei- 
Ubersicht werden Aspekte des Drug- ne Bresche in der Zellmembran. Sein 
Designs, einer jungen Disziplin der Ziel konnte der nachstliegende gesunde 
pharmazeutischen Chemie, behandelt. Erythrocyt (rechts unten) sein. 
Im Mittelpunkt stehen das Flavoenzym 
Glutathion-Reduktase und das vor we- Stichworte: Drug-Design . Enzyminhi- 
nigen Jahren entdeckte Parasitenenzym therapeutica gegen Parasiten modelliert. bitoren 

Trypanothion-Reduktase. Anhand der 
Strukturen dieser Molekule wurden En- 

zyminhibitoren als potentielle Chemo- 

1. Einleitung 

Drug-Design bedeutet die Anwendung biomolekularer Er- 
kennungsmechanismen auf chemotherapeutische Probleme[']. 
Der erste Schritt ist immer die Aufklarung der dreidimensiona- 
len Struktur eines Proteins oder eines imderen Makromolekuls, 
das fur einen Krankheitserreger oder einen KrankheitsprozeB 
eine wesentliche Rolle spielt. An diesem Zielmolekiil werden 
dann mit computergraphischen Methoden Inhibitormolekule 
modelliert[21. Die entsprechenden Verbindungen werden synthe- 
tisiert, auf ihre Wirksamkeit als Chemotherapeutica getestet 
und gegebenenfalls verbessert. Nach diesem Prinzip wurde bei- 
spielsweise der Peptidasehemmer Captopril, der Wirkstoff von 
Einstiegsmedikamenten bei der Beh.andlung des Bluthoch- 
drucks, entwi~kelt[~I. Der jungste Erfolg des Drug-Designs ist 
das gegen Influenzaviren wirksame Guanidinoglycal t4,  'I. 

Unser Beitrag befaBt sich mit der Notwendigkeit, neuartige 
Wirkstoffe gegen parasitare Infektionskrankheiten zu entwik- 
keln. Im Mittelpunkt stehen dabei die antioxidativen Enzyme 
Trypanothion-Reduktase und Glutathion-Reduktase als Ziel- 
molekule des Drug-Designs. 

~~ 
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2. Krankheitsbilder der Malaria 

In den letzten 25 Jahren hat die Malaria ihre angestammte 
Rolle als groBte Bedrohung fur Gesundheit und wirtschaftlichen 
Wohlstand der Menschheit zuruckgewonnen, und sie baut diese 
Position amL6* 'I. Derzeit sind nach den Zahlen der Weltgesund- 
heitsorganisation 1.5 Milliarden Menschen durch die Malaria 
gefahrdet, 300 Millionen Krankheitsfalle werden pro Jahr regi- 
striert, mehr als 2 Millionen Menschen - meist Kinder unter 
funf Jahren - sterben an der Malaria, und ungezahlte Kinder 
werden zu Kruppeln oder chronisch krank. 

Die Erreger der Malaria sind Protozoen, die verkettete 
Fortpflanzungscyclen im Menschen und in blutsaugenden 
Anophelesmucken durchlaufen. Zur eigentlichen Erkrankung 
beim Menschen kommt es, wenn sich die Malariaparasiten 
in den Erythrocyten, den roten Blutzellen, vermehren. Das 
klinische Bild ist charakterisiert durch hohes Fieber und ein 
vernichtendes Krankheitsgefiihl. Allgemein bekannt ist die 
sogenannte Malaria tertiana, bei der es an jedem dritten 
Tag zu einem Fieberschub kommt. Ein solcher Fieberschub 
kostet dem Energiehaushalt des Kranken bis zu 20000 kJ; 
da meist unterernahrte Kinder zwischen zwei und funf Jahren 
betroffen sind, ist Entkraftung in der Regel die Todesursache, 
der Kranke verhungert also durch die Fieberschube buch- 
stablich. 
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Auch das Immunsystem ist Spitzenbelastungen ausgesetzt. 
Wenn nur 1 % der Erythrocyten bei Malaria befallen sind, wer- 
den alle drei Tage beim Platzen der infizierten Zellen 10-20 g 
Fremdprotein direkt ins Blutplasma entlassen. Die Malaria ist 
somit die Sepsis, die Blutvergiftung, par excellence. Vieles deutet 
darauf hip, daB das Immunsystem und vor allem das Netzwerk 
der Interleukine nicht durch die Auseinandersetzung rnit Bakte- 
rien und Tumorzellen, sondern durch die rnit Malariaparasiten 
i m  Laufe der Evolution fur Hochstleistungen programmiert 
worden sind. 

Wesentliche Prinzipien der korpereigenen Krebsabwehr lie- 
Ben sich demnach aus dem Studium der Erkrankungen durch 
intrazellulare Parasiten - der groBeren und alteren Bedrohung 
fur hohere Organismen - erklaren. Die Empfehlung an die 
Krebsforschung, die parasitaren Erkrankungen rnit einzubezie- 
hen, hat auch einen wissenschaftspolitischen Aspekt: Fur jeden 
an Krebs erkrankten Patienten wird um ein Vielfaches mehr an 
Forschungsgeldern aufgewendet als fur jeden an Malaria ster- 
benden Menschen. 

Gefiihrlicher noch als die Malaria tertiana ist die Malaria 
tropica, die durch Plasmodium falciparum hervorgerufen wird 
und bei der der Fieberverlauf weniger charakteristisch ist. Die 
gefurchtete Komplikation ist hier die zerebrale Malaria, die sich 
in Halluzinationen, Kopfschmerzen, Krampfen und schweren 
BewuBtseinstrubungen auBert. 5 % der Kinder, die die Zerebral- 
malaria uberleben, leiden dauerhaft an neurologischen Schaden 
wie Halbseitenlahmungen, Blindheit oder Sprachstorungen18al. 
Wegen ihrer weiten Verbreitung ist die Malaria somit die 
schwerwiegendste neurologische Erkrankung der Welt. 

Die chronische Malaria ist vor allem wegen der resultierenden 
Anamie, der Blutarmut, eine schwere Krankheit. DaB es auch zu 
psychischen Veranderungen kommt, hat seinen sprachlichen 
Niederschlag im Begriff ,,Spleen" gefunden; Spleen bedeutete 
ursprunglich die bei Malaria vergroBerte Milz. 

Die Entwicklung von Impfstoffen gegen Malaria hat die Er- 
wartungen bisher nicht erfullt. Allerdings schutzt eine von Pat- 
arroyo et al. in Kolumbien entwickelte synthetische Peptidvacci- 
ne nach den Ergebnissen erster Feldstudien teilweise vor einer 
Infektion mit P. falciparum[sb]. 

Malariaerreger sind gegenuber chemischen Veranderungen 
ihrer Umwelt sehr anpassungsfahig. Bei Einfuhrung eines neuen 
Medikaments ist damit zu rechnen, daB die Plasmodien, beson- 
ders Plasmodium falciparum, nach wenigen Jahren resistent wer- 
den. Chloroquin (Resochin), noch vor einem Jahrzehnt das 

Mittel der Wahl, ist heute in vielen malariaendemischen Gebie- 
ten wirkungslos. Erst seit dem weltweiten Auftreten resistenter 
P.-falciparurn-Stamme beschaftigt sich die Wissenschaft rnit 
dem Wirkungsmechanismus dieser Verbindung. Die Hemmung 
einer parasitenspezifischen Ham-Polymerase durch Chloro- 
quin[8c] ist zur Zeit die attraktivste Hypothese. Der zivile, vor 
allem aber der militarische Ferntourismus fuhrten maogeblich 
zur Verbreitung chloroquinresistenter Erreger. 

Zur Zeit (1995) gibt es kein Praparat, das in allen Teilen der 
Welt vor Malaria schutzt; der 
Bedarf an neuartigen Chemothe- 
rapeutica ist dementsprechend H yH% 
groB. Die heute vielversprechend- 
sten Substanzen sind Derivate 
des Qinghaosu (Artemisinin) 1, 
das 1971 von chinesischen Che- 
niikern aus den Blattern von Ar- 

cH3qH 1 

-H H I  

CH3 
temisia-Arten isoliert wurdeLgbI. 0 

3. Die Chagas-Krankheit (Amerikanische 
Trypanosomiasis) 

Wie die Plasmodien sind die miteinander verwandten Trypa- 
nosomen, Leishmanien und Crithidien ebenfalls einzellige Para- 
siten. Diese drei Gattungen gehoren allerdings zu einer anderen 
Ordnung, den Kinetoplastida; der Name weist auf die typischen 
propellerartig wirkenden GeiReln hin (Abb. 1 links). Crithidien 
sind nur insektenpathogen. Trypanosomen und Leishmanien 
dagegen verursachen in tropischen Landern schwere Infektions- 
krankheiten bei Menschen und Haustieren. Beispiele sind die 
lateinamerikanische Chagas-Krankheit (Erreger : Trypanosoma 
cruzi), die Afrikanische Schlafkrankheit (Trypanosoma brucei 
gambiense und Trypanosoma brucei rhodesiense), Orientbeule 
(Leishmania tropica), Kala-Azar (Leishmania donovani) sowie 
die in Afrika verheerende Rinderseuche Nagana ( Trypanosoma 
congolense) . 

In Zusammenarbeit rnit Klaus-Dieter Hungerer, Behring- 
werke Marburg, beschaftigen wir uns vor allem mit Trypano- 
soma cruzi, dem Erreger einer chronischen Krankheit des 
Herzens und anderer innerer Organe (Abb. 1 rechts). Die 
Krankheit - 1909 von Carlos Chagas beschrieben und nach ihm 
benannt - ist das groBte soziomedizinische Problem Siidameri- 
kas. Nach Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation sind 
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Abb. 1. Der Erreger der Chagas-Krankheit, der Gei8el Siidamerikas, ist Trypa- 
nosoma cruzi. Im Zentrum des linken Bildes hefinden sich zwei Trypanosomen 
nvischen Erythrocyten; ihre Ziele sind beispielsweise Herzmuskel-, Nerven- oder 
andere Zellen. Bei vielen Patienten wird die Krankheit chronisch und fuhrt zur 
Zerriittung aller Herzstrukturen. Der plotzliche Herztod erfolgt durch Versagen der 
Erregungsleitung oder durch Bersten der linken Heizkammerspitze, deren Wand im 
Laufe der Krankheit papierdiinn und sackformig wird (unten im rechten Bild). Die 
Pathogenese der Krankheit mit ihrer schleichenden Zerstorung vegetativer Nerven- 
zellen ahnelt demnach dem ,,gebrochenen Herzen" aus der Belletristik, das 2.B. im 
Roman Die Kameliendame von A. Dumas fils (1848,) und in der darauf basierenden 
Oper La Traviata von F. M. Rave und G. Verdi (1853) kunstlerisch gestaltet 
wurde 

uber 20 Millionen Menschen aus den :;ozialen Unterschichten 
rnit 7: cruzi infiziert, dem blutsaugende Raubwanzen als Vekto- 
ren dienen. In den USA sind, wahrsclieinlich durch Ubertra- 
gung von Blut und Blutpraparaten aus Sudamerika, etwa 
I00000 Menschen betroffen. 

Auf biochemischer Ebene ist Trypanosomen und Malariaer- 
regern gemeinsam, daB sie auf einen intakten Thiolmetabolis- 
mus angewiesen sind, der sie vor reaktiven 0,-Derivaten und 
anderen Oxidantien schiitzt Diese Achillesferse der Parasi- 
ten, die Empfindlichkeit gegen oxidativen Strel3[". ''I, ist ein 
vielversprechender Ansatzpunkt fur das Drug-Design. 

4. Oxidativer StreS als chemotherapeutischer Ansatz 

Von 800 L Sauerstoff, die ein Mensch taglich aufnimmt, wer- 
den 5 %, das entspricht 50 g, in Nebenreaktionen zu reaktiven 
Sauerstoffspezies wie Oi-, HO;, O N 0 0  - (Pernitrit), HO' und 
H,O, , urngesetzt"']. Ihre cytotoxischen Wirkungen entfalten 
diese Substanzen durch Modifikation von Nucleinsauren, thiol- 
haltigen Proteinen und Membranlipiden. Fast alle Zellen ent- 
halten daher komplexe Stoffwechselsysteme, um die reaktiven 
Sauerstoffspezies unschadlich zu machen. Werden diese antioxi- 
dativen Systeme uberfordert, spricht man vom ,,oxidativen 
StreD'' fur die Zelle['']. 

Oxidativer StreB ist aber nicht nur eine unvermeidbare Be- 
gleiterscheinung des aeroben Lebens, sondern auch ein wichti- 
ges Prinzip der korpereigenen Abwehr: Beim ,,respiratory 
burst" (toxischen SauerstoffstoB) produzieren Leukocyten und 
Makrophagen rnit Hilfe einer membranstandigen Oxidase 
(NADPH + 20, + NADP+ + H +  + z!O;-) Superoxidradi- 
kale als Ausgangssubstanzen chemischer Kampfstoffe gegen 
Bakterien, Parasiten und Tumorzellen In der Haber-Weiss- 

Reaktion (0;- + H,O, -+ 0, + HO- + HO') entstehen an- 
schlieBend hochgiftige HO-Radikale" 2d]. 

Auch zahlreiche pharmakologisch und toxikologisch aktive 
Substanzen wirken dadurch, daB sie als sogenannte Redoxpend- 
ler zu oxidativem StreB fiihren. Ein Redoxpendler X kann bei- 
spielsweise durch Flavoenzyme zum Radikalanion X' - umge- 
setzt werden [GI. (a)], das dann rnit Sauerstoff reagiert [GI. (b)]. 

NADPH + 2X ----t 2X'- + NADP' + H +  (a) 

2 x -  + 20, - 2x + 20;- (b) 

BilanzmaBig katalysiert der Redoxpendler X also die gleiche 
Reaktion wie die Oxidase der Leukocyten. Bekannte Redox- 
pendler sind das in der Therapie der Chagas-Krankheit einge- 
setzte N i f u r t i m ~ x [ ~ ~ ~ ] ,  die Cytostatica Mitomycin C und Doxo- 
rubicin sowie die Herbicide und Diquat. Be- 
merkenswert ist hierbei, daB das Antimalariamittel Qinghaosu 1 
eine fur die Wirkung essentielle endo-standige Peroxidgruppe 
enthaltLgbl. 

Klinische und experimentelle Befunde sprechen dafiir, daB 
oxidativer StreB ein wichtiger Mechanismus bei der Zerstorung 
von Parasiten und Tumorzellen ist['2c1. Angeborene wie erwor- 
bene Faktoren, die in Erythrocyten einen erhohten oxidativen 
StreB bewirken, bieten beispielsweise einen partiellen Schutz ge- 
gen Plasmodium falciparum, den Erreger der Malaria tropics["]. 
Das bekannteste Beispiel hierfiir ist der Mangel an Glucose-6- 
phosphat-Dehydrogenase (G6PDH - ; das hochgestellte Minus- 
zeichen bezeichnet den Mangel). Dieser haufigste angeborene 
Enzymdefekt betrifft weltweit 400 Millionen Menschen und tritt 
in mehr als 300 genetischen Varianten a ~ f f l ~ ~ ] .  Seine Verbrei- 
tung fallt rnit der der Malaria tropica zusammen. Der funktio- 
nelle Defekt besteht unter anderem in der eingeschrankten Be- 
reitstellung von NADPH uber den Hexosemonophosphatweg. 
Dies fuhrt in Erythrocyten zu einer Beeintrlchtigung des Gluta- 
thion-Redoxsystems (Schema 1) und so zu stark erhohtem oxi- 
dativem StreB. Die zusatzliche oxidative Belastung durch den 
Parasiten" bewirkt moglicherweise eine vorzeitige Frei- 
setzung unreifer, nicht fortpflanzungsfahiger Erreger . 

Als besondere Form des Glucose-6-phosphat-Dehydrogena- 
se-Mangels findet sich in malariaendemischen Gebieten das 
Krankheitsbild des Favismus. Dabei handelt es sich um eine 
hamolytische Anamie, die bei G6PDH--Tragern nach dem Ver- 
zehr von Favabohnen auftreten kann. Da die Favabohne (Vicia 
faba) in den Landern des Mittelmeerraumes von alters her eine 
HaupteiweiBquelle ist, wurde man erwarten, da13 dieses Nah- 
rungsmittel dort gegen einen Glucose-6-phosphat-Dehydroge- 
nase-Mange1 selektioniert hatte. Tatsachlich aber ist die Haufig- 
keit mutierter G6PDH-Gene gerade in diesen Llndern am 
hochsten. Der Enzymdefekt und die Favabohne wirken in der 
Abwehr von P. faleiparum synergistisch. Aus Vicia,faba wurden 
die 8-Glucoside der Pyrimidine Isouramil und Divicin isoliert, 
die als Redoxpendler zur Bildung von H,O, fuhren und damit 
den oxidativen StreB fur die Zellen erhOher~[ '~~l.  Die Favabohne 
dient also auch der Malariaprophylaxe! [*I 

[*I Bei Schimpansen wird vermutet, daD sie bestimmte Pflanzen nicht zur Ernah- 
rung, sondern als Chemoprophylaxe gegen Malaria aufnehmen. Zur Zeit wer- 
den die aktiven Inhaltsstoffe dieser Pflanzen charakterisiert [15 b]. Besonders 
vielversprechend ist Vernodalin, ein Sesquiterpen aus Veronia omygdalina. 
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dNDP NDP 
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2 Y-SH 
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NADPH+ Hi NADP' Glu cYs 

Schema 1. Der Glutathion-Redoxcyclus. Im Mittelpunkt des Cyclus steht das Tri- 
peptid Glutathion (GSH, y-Glutamylcysteinylglycin), das ATP-abhdngig aus den 
Aminosiuren gebildet wird. GSH ist an der Entgiftung organischer Hydroperoxide 
(ROOH), an der Produktion von Desoxyribonucleotiden (Desoxynucleosiddiphos- 
phaten, dNDP) fur die DNA-Synthese [18] sowie an Thiol-Disulfid-Austauschreak- 
tionen in Proteinen beteiligt. Bei diesen Reaktionen werden zwei GSH-Molekule 
zum Disulfid GSSG oxidiert. GSH wird durch Reduktion rnit NADPH Glutathion- 
Reduktase-katalysiert regeneriert. In Erythrocyten wird NADPH als Rednktions- 
mittel durch das Enzym Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) bereit- 
gestellt. GSH dient nicht nur der Entgiftung von Peroxiden. Sogenannte Gluta- 
thion-S-Transferasen ermoglichen durch Konjugation mit Glutathion die Entsor- 
gung zahlreicher cytotoxischer Substanzen und sind auBerdem an der Synthese 
bestimmter Leukotriene und damit a n  der Kontrolle (path0)physiologischer Prozes- 
se beteiligt [19 b]. 

Da der G6PDH--Phlnotyp zu einem Mange1 an NADPH, 
dem Substrat der Glutathion-Reduktase, fuhrt, entspricht der 
Favismus aus klinischer Sicht einer Glutathion-Reduktase-In- 
suffizienz in den Erythrocyten. Dies wird auch dadurch besta- 
tigt, daI3 der seltene angeborene Glutathion-Reduktase-Mange1 
zu einem vergleichbaren Krankheitsbild fiihrt['2e, 16]. Auf dieser 
Grundlage ist die Hemmung der Glutathion-Reduktase, als Si- 
mulation eines naturlichen G6PDH-Mangels, ein erfolgverspre- 
chendes Prinzip fur die Chemotherapie der Malaria"', 13b, * ' 1 .  

4.1. Entgiftung von H,O, und organischen Hydroperoxiden 
durch den Glutathion-Redoxcyclus 

Das Hauptabwehrsystem gegen reaktive Sauerstoffderivate 
ist der Glutathion-Redoxcyclus mit den Enzymen Glutathion- 
Reduktase (GR) und Glutathion-Peroxidase (Schema 1). Das 
FIavoenzym Glutathion-Reduktase [EC 1.6.4.2.1 katalysiert die 
NADPH-abhangige Reduktion von Glutathiondisulfid (GSSG, 
oxidiertes Glutathion) zu Glutathion (GSH) [GI. (c)]. 

GR 
GSSG + NADPH + H +  L 2GSH + NADP+ (c) 

GR ist somit das Bindeglied zwischen dem Pyrimidinnucleo- 
tid-Redoxsystem und dem Thiol/Disulfid-Redoxsystem der 
Zelle[16. 19a. ''I. Durch die GR-katalysierte Reaktion wird ein 
Verhaltnis der intrazellularen Konzentration von GSH zu der 

von GSSG zwischen 20 und 1000 eingestellt['2a1, wobei die 
GSH-Konzentration in tierischen Zellen etwa 5 mM ist. GSH ist 
an vielen zellularen Funktionen beteiligt. Eine der wichtigsten 
ist, Wasserstoffperoxid und organische Hydroperoxide durch 
die selenabhangige Glutathion-Peroxidase unschadlich zu ma- 
chen (Schema 1). Zusammen mit den antioxidativen Enzymen 
Superoxid-Dismutase [EC 1 .I 5.1.1 .] und Katalase [EC 
1 .I 1 .I .6.] werden Sauerstoffradikale und Hydroperoxide meta- 
bolisiertr12"1 [GI. (d)-(f)]. 

( 4  

(e )  

GSSG + 2 H 2 0  (f) 

205- + 2 H +  Superoxid-Dismutase 
0 2  + HZ02 A 

Katalase 
2 H 2 0 2  - 0, + 2H,O 

H,02 + 2GSH Glutathion-Peroxidase 

4.2. Trypanothion und andere Glutathionylspermidine 
bei Trypanosomen und Leishmanien 

Trypanosomen und ihre Verwandten weisen zahlreiche Stoff- 
wechselreaktionen auf, die bei anderen Mikroorganismen und 
bei hoheren Organismen nicht vorkommen[211. Eine mogliche 
Erklarung dafur ist die lange eigenstandige Entwicklung der 
Kinetoplastiden, die bereits vor 300 Millionen Jahren vom ge- 
meinsamen Stamm der Eukaryonten abzweigten. Auf jeden Fall 
bieten die parasitenspezifischen Stoffwechselwege, z.B. der Try- 
pa not hi on metabolism us["^ 231, vielversprechende Angriffs- 
punkte fur eine gezielte Wirkstoffentwicklung. 

Anders als nahezu alle anderen Organismen, deren intrazellu- 
lares Redoxgleichgewicht auf dem Glutathion/Glutathion-Re- 
duktase-System beruht (Schema I ) ,  haben Trypanosomatiden 
keine Glutathion-Reduktase. Ihre wichtigsten Thiole sind Ver- 
bindungen, in denen das Tripeptid Glutathion durch eine Amid- 
bindung mit dem Triamin Spermidin verknupft istKZ4] (Sche- 
ma 2). Trypanothion T(SH), und Monoglutathionylspermidin 
Gsp werden NADPH-abhangig durch das Enzym Trypano- 
thion-Reduktase (TR) in reduzierter Form gehaltenrZ5. 261. Den 
Trypanosomen fehlen auI3erdem die Enzyme Katalase und Glu- 
tathion-Peroxidase, die in anderen Organismen H,O, und orga- 
nische Hydroperoxide abbauen. Moglicherweise wird H,O, in 
nichtkatalysierten Reaktionen entgiftet (H,O, + T(SH), + 
2 H,O + TS,)[27a1. Ein besonders qualifiziertes Antioxidans 
ist das kiirzlich in Leishmanien nachgewiesene Ovothiol A (4- 
Sulfanylhi~tidin)[~'~~. 

Allgemein sind Trypanosomen wesentlich empfindlicher ge- 
genuber oxidativer Belastung als ihre biologischen Wirte, bei- 
spielsweise der Mensch. Nifurtimox (Lampit) und Benznidazol 
(Radanil), die einzigen gegen Trypanosoma cruzi, den Erreger 
der Chagas-Krankheit, zur Verfugung stehenden Medikamente, 
sind Redoxpendler. Als Nitroarene fiihren sie zur Bildung reak- 
tiver Sauerstoff~pezies[~"~. Beide Substanzen sind allerdings nur 
im akuten Stadium der Chagas-Krankheit wirksam und haben 
zudem erhebliche Nebenwirkungen. Auch fur andere Formen 
der Trypanosomiasis ist die Entwicklung neuer Medikamente 
eine Notwendigkeit. 

Erstaunlicherweise greifen die meisten der bekannten Anti- 
trypanosomenmittel in den vor kurzem entdeckten Trypa- 
nothionmetabolismus ein (Schema 2 ) .  Dies gilt beispielsweise 
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Glutathion (GSH) 

Methylthioadenosin 

decarboxylienes S-Adenosylmethionin 

Putrescin 

Difluormethylornithin 
C 0 , L  

Ornithin 

Trypanothion (T(SH),) 

NADP+\ 1 I 
Trypanothion-Reduktase \ I 

--- 1 Oxidation 

Mepacrin (Quinacrin) 
Desoxyspergualin* 
Melarsenoxid 
GH 8693 Trypanothiondisulfid (TS,) 

' '  NH 
I 

I 
(CH2)3 

Schema 2. Der Trypanothionstoffwechsel in Trypar osomen und Leishmanien. Trypanosomatiden haben keinen Gluta- 
thion-Redoxcyclus. Glutathionylspermidin (Gsp) und Trypanothion (T(SH),) sind die Hauptthiole der Parasiten. Sie 
werden aus Glutathion und Spermidin synthetisiert. Gsp und T(SH), werden NADPH-ahhlngig durch das Flavoenzym 
Trypanothion-Reduktase in reduzierter Form gehaltcn. Die Angriffsorte von Inhihitoren des Trypanothionmetabolismus 

Medikament gegen die Afrikanische Schlafkrankheit. Melarsenoxid und andere Arsenverbindungen werden ehenfalls gegen 
die Gsp. Schlafkrankheit Es hemmt kompetitiv eingesetzt. die DesoxysperguaEn*, Reduktion des Disulfids eia Immunsuppresivum Gsp,,, nicht aher die und des Cytostaticum, cyclischen Disulfids ist ein Strukturanalogon TS,. Das Naphtho- des 

s\ yv 
sind durch Doppelstriche gekennzeichnet : Difluormr:thylornithin, ein Inhibitor der Ornithin-Decarboxylase, ist ein neues (CH2)4 

I 

W t ~ ; ~ ~ ~ o  
chinon GH 8693 ist ein Sabotage-Inhihitor der TR (siehe Schema 3 und Text). co, 0 

fur die von Paul Ehrlich gegen die Schlafkrankheit entwickelten 
Arsenverbindungen. Fairlamb et a1.[281 konnten zeigen, daD 
Melarsenoxid und das Dithiol Trypanoi hion ein stochiometri- 
sches 1 : I-Addukt bilden. AuDerdem werden Enzyme mit raum- 
lich benachbarten Thiolgruppen, beispielsweise die TR und die 
GR durch aromatische Verbindungen des dreiwertigen Arsens 
gehemmt. Das von Graeme Henderson am Rockefeller-Institut 
synthetisierte Naphthochinon GH 8693, das in vitro gegen 7: 
cruzi trypanozid ist["], erwies sich als ein Sabotage-Inhibitor 
der TR (siehe Schema 3)r291. Einen besonderen Erfolg brachte 
1990 die Einfuhrung von Difluormethylornithin (Eflornithin) 2 

als Medikament gegen die namens- 
gebende chronische Form der 

H Schlafkrankheit. Am Beispiel Eflor- I 
F-C+ nithin werden aber auch die Schwie- 

rigkeiten deutlich, die Herstellung I 
H~N+-C-COO- 

I einer ausschlieDlich in der sogenann- CH2 * 
I ten Dritten Welt gebrauchten Sub- 

stanz zu fina~izieren[~'~. Difluorme- CH2 
I 
CH2 thylornithin hemmt die parasitare I 
NH,' Spermidinsynthese (Schema 2); we- 

gen der kurzen In-vivo-Halbwerts- 
zeit menschlicher Ornithin-Decar- 

boxylase wird der Polyaminstoffwechsel des Wirts nicht 
beeinflul3t ["I. Gegenuber den Erregern der siidameri- 
kanischen Trypanosomiasis ist Eflornithin vollig unwirk- 
sam, da 7: cruzi das Spermidin in einem anderen Stoffwechsel 
synthetisiert[21.221 oder aus dem Blut des Patienten auf- 
nimmt. 

5. Die dreidimensionalen Strukturen von Glutathion- 
und Trypanothion-Reduktase als Grundlage des 
Drug-Designs 

Die Trypanothion-Reduktase erscheint wie geschaffen fur das 
Drug-Design, da sie erregerspezifisch ist und beim Menschen 
nicht vorkommt. Dagegen bedarf die Wahl der Erythrocyten- 
Glutathion-Reduktase des Menschen als Zielmolekul fur Anti- 
malariamittel einer Erklarung. Vier Kriterien waren fur uns 
maI3gebend: Erstens folgen wir einem von der Natur vorgegebe- 
nen Prinzip (siehe Abschnitt 4). Zweitens zeigte sich bei Patien- 
ten, die mit 1,3-Bis(2-chlorethyl)-l-nitrosoharnstoff (BCNU, 
Carmustin) behandelt wurden (siehe Abschnitt 6.1), da8 die GR 
fur die Funktion normaler Erythrocyten nicht essentiell ist; die 
GR-Defizienz fuhrt allerdings zu einer Verkurzung der Lebens- 
spanne der Erythrocyten von 100 auf 30 Tage[16]. Drittens ist zu 
bedenken, daD Medikamente, die gegen Parasiten gerichtet sind, 
zugleich einen Selektionsdruck zugunsten medikamentenresi- 
stenter Parasiten bede~ ten [~  'I. Dies ist fur Pharmaka, deren 
Zielmolekul ein Wirtprotein ist, in weit geringerem Ma0 der 
Fall. Ein vierter Aspekt ist, daD die Membranen parasitierter 
Erythrocyten fur grohere Anionen ( M ,  < 600) permeabel 
~ i n d [ ~ ~ ] ;  in diese Substanzgruppe gehoren mehrere bekannte 
Inhibitoren der Glutathion-Reduktase[*'. 

[*I Die Glutathion-Reduktase aus PIusmodium firkiparum ist von uns in reiner 
Form isoliert und charakterisiert, aher noch nicht kristallisiert worden. 
Moglicherweise lassen sich Unterschiede zwischen Wirt- und Pdrasiten-Giuta- 
thion-Reduktase fur das Drug-Design gegen das Enzym des Malariaerregers 
nutzen. 
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Ahb 2 KdtalySeCyChS der Glutathion-Reduktase [19 a,34,37] Das Enzym 
Glutdthion-Reduktase (GR) wechselt wahrend der Katdlyse zwischen der 
oxidierten Form E,, und der Zwei-Elektronen-reduzierten Form EH, @Die 
oxidierte Form E,, der GR 1st chdrdkterisiert durch die Disulfidbrucke zwi- 
schen Cys58 und Cys63 Q Reduktion des Disulfids mit dem Coenzym 
NADPH Gezeigt 1st der Komplex zwischen dem reduzierten Enzym EH, 
und dem Produkt NADP’ @ Die Freisetzung von NADPt fuhrt zur BiI 
dung von EH, Dieser Zustdnd 1st charakterisiert durch die Chdrge-Transfer- 
Wechselwirkung zwischen der Thioldtform des Cys63 und dem Flavinring 
( 1 1  1 1 )  @ Darstellung von drei kdtalytischen Teilschntten, die zur Blldung 
von zwei Molekulen GSH aus GSSG fuhren Die hellen Pfeile heschreihen 
mutmal3liche Protonenbewegungen wahrend der Bildung des gemischten 
Disulfids zwischen Cys58 und Glutathion I, die Reaktion fuhrt zur Freiset- 
zung eines Glutathionmolekuls (GSH 11). Die schwarzen Pfeile kennzeichnen 

0 0 die Elektronenwanderungen bei der anschlie5enden Spaltung des gemischten 
Disulfids, durch die GSH I freigesetzt und das Enzym in den oxidlerten 
Zustand E,, @ uherfuhrt wird 

197 
201 

Austauschreaktionen zu zwei Molekulen GSH reduziert 
und das proteinstandige Dithiol wieder zum Disulfid oxi- 
diert, womit der katalytische Cyclus geschlossen wird. 

Die dreidimensionale Struktur der Trypanothion-Re- 
duktase aus Crithidiu , f n s c i c ~ l u t d ~ ~ ~ ~ ~ ~  sowie die Struktur 
der TR aus 7: cruzd in oxidierter und NADPH-reduzierter 

Angemerkt sei noch, daIj maDgeschnei- 
derte Inhibitoren von Glutathion-Reduk- 
tasen nicht nur als Antimalariamittel, 
sondern auch als Cytostatica, als Sonden 
im Detoxikationsmetabolismus sowie als 
Herbizide von Interesse sindLZ3]. 

Menschliche Glutathion-Reduktase ist 
strukturell eines der bestuntersuchten 
Flavoenzyme. Die Primarstruktur sowie 
die riumliche Struktur mit 1.5 8, Auflo- 
sung sind bekannt[331. Die Bindung der 
Substrate[341, mehrerer Substratanaloga 
und 1nhibitoren[l6, 35, 361 sowie die Stereo- 
chemie der KatalyseL3’] sind auf atoma- 
rer Ebene aufgeklart. Die cDNA der Glu- 
tathion-Reduktase wurde kloniert und se- 
quenziert, so daI3 mit der Methode der ge- 
zielten Mutation eine noch detailliertere 
Struktur-Mechanismus-Analyse des En- 
zyms moglich geworden i ~ t ‘ ~ ~ ] .  

Die GR ist ein Homodimer aus Unter- 
einheiten mit M ,  = 52000. Das Enzym 
hat zwei identische aktive Zentren, an de- 
nen jeweils Aminosauren beider Protein- 
Untereinheiten beteiligt sind. Wie Abbil- 
dung 2 zeigt, bildet in jedem aktiven 
Zentrum die Isoalloxazineinheit der 
prosthetischen Gruppe FAD eine Barriere 
zwischen den Substraten: NADPH bindet 
auf der re-Seite und Glutathiondisulfid 
(GSSG) auf der si-Seite des Flavins. Hier 
befindet sich auch das redoxaktive Di- 
thiol/Disulfid des Proteins. Bei der Kata- 
lyse werden die Reduktionsaquivalente 
des NADPH uber den F1avinring die 
Disulfidbrucke des Proteins ubertragen, 

a) 

b) 

Abh. 3 .  Die aktiven Zentren der Glutathion-Reduktase (a) und der Trypanothion-Reduktase (b) [42,43] (Stereo- 
darstellungen). Der Isoalloxdzinring des FAD befindet sich in der Mitte des aktiven Zentrums. Die an der Kdtalyse 

so dalj das Dithiol Cys58-Cys63 entsteht, 
Nach Bindung Glutathiondisulfid 
wird dieses durch mehrere Thiol-Disulfid- 

heteiligte Disulfidbrucke des Proteins ist gestrichelt dargestellt. An einigen Positionen enthalten die TR aus  
Trypanosonza cruzi und Human-GR unterschiedliche Aminosiurereste: Glu18 (Ala34 in GR), Trp21 (Arg37). 
Serl09 (Ilel13), Met1 13 (Asnll7) und Ala342 (Arg347). In den Darstellungen wurden die Einbuchstaben-Symbo- 
le fur Aminosiuren verwendet. 

Angew. Chem. 1995, 107, 153-166 158 



AU FSATZ E Disulfid-Reduktase-Inhibitoren 

Form[421 wurden in den letzten drei Jahren aufgeklart. Die TR 
ist eine FAD- und NADPH-abhangige Disulfid-Reduktase['g"l 
und ahnelt somit in vielen physikalischen und chemischen Ei- 
genschaften der GR, dem am nachsten venvandten Wirten- 
zym[261. Der wichtigste Unterschied zwischen beiden Reduktasen 
ist die sich gegenseitig ausschlieljende Spezifitat gegenuber dem 
Disulfidsubstrat : Die TR reduziert nur Glutathionylspermidin- 
Konjugate, die GR nur Glutathiondisulfid. Das aktive Zentrum 
der TR ist mit der redoxaktiven Disulfid/Dithiol-Gruppe und 
dem Flavinring im Zentrum dem der GR sehr ahnlich (Abb. 3 ) .  
Alle Aminosaurenreste, die in der GR direkt an der Katalyse 
beteiligt sind, sind in der TR k ~ n s e r v i e I t [ ~ ~ . ~ ' ] .  Der Bereich des 
aktiven Zentrums, der an der Bindung des Disulfidsubstrates 
mitwirkt, ist - bedingt durch die geanderte Anordnung zweier 
a-Helices -in der TR geraumiger als in der GR. Von 19 Resten, 
die in der GR direkt oder uber Wa~serrnolekiile[~~"~ an der Bin- 
dung des GSSG beteiligt sind, sind nur fiinf in der TR nicht 
konserviert (Legende zur Abb. 3). Insgesamt sind drei Arginin- 
reste im aktiven Zentrum der GR durch neutrale oder saure 
Reste in der TR e r ~ e t z t [ ~ * , ~ ~ ] .  Dadurch wird den unterschied- 
lichen Ladungsverhaltnissen der Substrate Rechnung getragen. 
Den beiden anionischen Carboxylatgruppen der Glycinreste im 
GSSG-Molekul entsprechen in den TR-Substraten TS, und 
Gsp eine bzw. vier positive Ladungen (Schema 2). Gezielte 
Mutagenesen an TR und GR141*44*451 sowie die kurzlich aufge- 
klarte Struktur des Komplexes aus TR und bestatigen 
die Bedeutung der genannten Reste fur die Substratspezifitat. Es 
geniigt die Substitution von jeweils zwei Aminosaureresten, um 
eine TR in eine GR umzuwandeln und umgekehrt. Das nachste 
Ziel ist die kristallographische Untersuchung von Enzym-Inhibi- 
tor-Komplexen. Die Kenntnis der spezifischen Wechselwirkungen 
zwischen Protein und Liganden ist grundlegend fur die Synthese 
eines hochaffinen, spezifischen Inhibitors. 

5.1. Derivate tricyclischer Antidepressiva passen in die 
Spermidin-Nische der Trypanothion-Reduktase 

Beim Vergleich der Substratbindungszentren der Trypano- 
thion-Reduktase und der Glutathion-Reduktase entdeckten 
Benson et al.[46a1 eine hydrophobe Nische in der TR. Bei der GR 
befinden sich an den entsprechenden Aminosaurepositionen po- 
lare Reste. Mit dem computergestiitztm Programm von Good- 
ford['] sondierten die Autoren diese Nische rnit Molekiilfrag- 
menten und ordneten diesen energetisch und geometrisch gun- 
stige Positionen in der TR zu. Die anschlieljende Molekiilmodel- 
lierung ergab, daB tricyclische Substanzen vom Phenothiazin- 
typ - also bereits bekannte Pharmaca -- diese Molekulfragmente 
enthalten. Enzymkinetische Tests bestatigten dann, da13 Substan- 
Zen wie Clomipramin 3 kompetitive Inhibitoren der Trypano- 

thion-Reduktase sind und sich 
daher als Leitsubstanzen fiir die 
Synthese neuer Trypanothion- 
Reduktase-Inhibitoren anbie- 
ten. Dalj diese Substanzen die 
Glutathion-Reduktase nicht 

hemmen, war schon Ianger bekannt[4"b1. 
Nach ersten Versuchen sind die Phenothiazine vielversprechend 

zur Abtotung von Trypanosomen in Blutkonserven, womit ein 

besonders dringliches Problem gelost ist. Der Vorteil dieser Mo- 
lekiile als Leitsubstanzen beim Drug-Design liegt auf der Hand: 
Toxikologie und Pharmakologie sind gut untersucht, und einige 
dieser Substanzen sind bereits - allerdings mit sehr geringer 
Dosierung - fiir die Chemotherapie (bei depressiven Patienten) 
zugelassen. Eine Moglichkeit der Verbesserung der Leitsubstanz 
Clomipramin ist bereits erkennbar: Bei der Bindung wird der 
Tricyclus offenbar in einer urn die Mittelachse verdrillten Form 
g e b ~ n d e n ~ ~ ~ " ] .  Ein zu synthetisierendes Derivat, das ohne Ener- 
gieaufwand die rezeptorgerechte Konformation erreichen kann, 
wiirde mit hoherer Affinitat an die TR gebunden. Die vorherge- 
sagte Bindungsweise dieser Pharmaca muB dann allerdings 
durch die Rontgenstrukturanalyse kristalliner Enzym-Inhibi- 
tor-Komplexe bestatigt werden. 

Eine andere tricyclische Verbindung rnit trypanoziden Eigen- 
schaften ist das Acridinderivat Mepacrin (Primaquin, Atebrin) 
4. Es ist ebenfalls ein 

OCH, 

kompetitiver Inhibitor 
der TR, nicht aber der 
GRI3l1. Kiirzlich ist es 
uns gelungen, Mepac- - -  

HN 
rin in TR-Kristallen zu 'CK-CH3 
binden und die Struk- I 4 

tur des Enzym-Inhibi- I 
tor-Komplexes aufzu- I 

CHz 

CH2 

klaren. Der Tricyclus y 2  

N\ wird erwartungsgemalj 
an der hydrophoben C2H5/ W 5  

Wand im aktiven Zen- 
trum gebunden, wobei die Substituenten am Acridin spezifische 
Wechselwirkungen mit Proteinseitenketten eingehen[46c1. 

Dalj die Selektivitat dieser Inhibitoren fur die TR nicht ein- 
fach auf dem Vorhandensein eines Tricyclus beruht, zeigen Un- 
tersuchungen mit Riboflavinanaloga, die die GRL4'"] wirksamer 
hemmen als die TR. Diese Riboflavinanaloga werden zwischen 
den Untereinheiten der G R  in einer Hohlung gebunden, deren 
Ausdehnung in der TR wesentlich geringer ist [47b1. 

5.2. Informationspolitik der Organismen: flexible 
Substanzen im Innern - starre Ringsysteme fur die Umwelt 

Am Beispiel der Phenothiazine und Acridine mochten wir das 
Phanomen diskutieren, dalj ein starres Ringsystem in eine Ni- 
sche des Proteins paljt, die physiologisch fur die Bindung eines 
j7exiblen Molekiilteils, der Spermidinkette des Trypanothions, 
vorgesehen ist. Dies entspricht der Regel, dalj jeder Organismus 
fur seine eigenen Funktionen Verbindungen bevorzugt, die an 
ihre physiologischen Partner schon deshalb nicht zu fest binden, 
weil sie sehr viele freie R o t ~ r e n [ ~ ~ . ~ ~ ] ,  also zu viele Freiheitsgra- 
de, haben. Die Reversibilitat der Komplexbildung gehort zum 
Wesen der Biochemie. Ebenso wesentlich ist, dalj die Oberfla- 
chen von Proteinen - abgesehen von einigen wichtigen Zentren 
- wenig kontaktfreudig sind; auch diese Kontaktscheu beruht 
darauf, dalj polare oder geladene Aminosaurenreste mit langen 
flexiblen Seitenketten die Loslichkeit vermitteln und bei einer 
Komplexbildung fixiert ~ i i rden '~ ' -  '1. (Diesen Aspekt, dalj 
Nichtbindung eine wesentliche Eigenschaft der Oberflache bio- 
logischer Makromolekiile ist, stellen wir so deutlich heraus, weil 
immer wieder Berichte Publizitat gewinnen, in denen kunstliche 
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Polypeptide als Enzyme rnit vielseitigen katalytischen Moglich- 
keiten vorgestellt werden. Unspezifische Bindung und unspezifi- 
sche Katalyse sind Eigenschaften fast jeden Polypeptids rnit zu- 
falliger Aminosaurensequenz; solche ,,Chaoten" sind fur die 
prazise Chemie lebender Systeme aber vollig ungeeignet.) 

Durch die Einschrankung von Freiheitsgraden wahrend der 
Assoziation wird die Bildung eines Liganden-Rezeptor-Kom- 
plexes stark behindert. Dies konnte das haufige Vorkommen 
polycyclischer Naturstoffe erklaren. Cyclisierung fiihrt zu Ord- 
nung in einer chemischen Struktur; der Entropieaufwand bei 
der Bindung eines solchen Molekiils an einen Rezeptor sind 
entsprechend gering und die Gibbs-Energie der Bindung wird 
dadurch negativer. Antibiotica, Pheromone und andere aroma- 
tische Lockstoffe, Pflanzenalkaloide, aber auch Gifte auf der 
Basis cyclischer Peptide seien als Beispiele genannt. Auch viele 
Medikamente sind polycyclische Verbindungen mit stark einge- 
schranktem Konformationsraum. Am Rande sei vermerkt, da13 
solche Substanzen nicht nur an ihren Rezeptor fest binden, son- 
dern auch resistent gegen hydrolytisch abbauende Enzyme sind. 
Besonders deutlich ist dies bei starren Peptidmimetica; die ana- 
logen, nicht intern verbriickten Peptide werden im Zielorganis- 
mus sekundenschnell durch Peptidasen abgebaut. Peptidasen 

Tabelle 1. Fur die Chemotherapie interessante Prinzipien der Enzymhemmung 

und andere Hydrolasen zerstoren vor allem Molekiile mit 
grol3em Konformationsraum. 

Das AusmaD von Ringbildungen und Verbruckungen in an- 
sonsten ahnlichen Molekulen ermoglicht somit eine subtile Kon- 
trolle der Bindurlg an ein Protein und dadurch die einer physio- 
logischen Funktion. Auch die Einfiihrung einer Doppelbindung 
in den Alkylrest eines Liganden an der richtigen - am Rezeptor 
abgemessenen - Stelle kann aus entropischen Griinden die Affi- 
nitatskonstante um eine GroBenordnung erhohen (siehe An- 
hang). Viele dieser Erkenntnisse wurden an einem Modellsy- 
stem gewonnen, in dem die Wechselwirkungen des Antibioti- 
cums Ristocetin A mit N-Acetyl-D-Alanyl-D-Alaiiin, einem Stuck 
Bakterienzellwand, analysiert und quantifiziert wurden14', 491. 

6. Design von Inhibitoren mit hoher Affinitat und 
Selektivitat 

Welche Moglichkeiten gibt es, Wirkstoffe mit hoher Affiinitat 
und Selektivitat zu entwickeln, also solche, die in stochiometri- 
scher oder substochiometrischer Menge dosiert werden kon- 
nen? Beispiele fur Substanzgruppen, bei denen das Verhaltnis 

Inhibitortyp Prinzip Beispiele 

Polycyclische Verbindungen mit aromali- 
schen fiinf- und sechsgliedrigen Ringen 
(siehe Abschnitt 5.1 und 5.2 sowie An- 
hang) 

Langsam dissoziierende Liganden (siehe 
Abschnitt 6.1) 

Substratanaloga (siehe Abschnitt 6.1) 

Suizidinhibitoren (siehe Abschnitt 6.1) 

Synkatalytische Inhihitoren (siehe Ab- 
schnitt 6.1) 

Sahotageinhibitoren (siehe Abschnitt 6.1) 

Ligandenchimiren (siehe Abschnitt 6.2) 

Pep tidmiine tica (siehe A hschni tt 6.3) 

Wegen der geringeii Zahl an Einfachbindungen mit freier 
Drehbarkeit beim Liganden ist der Entropieaufwand bei der 
Komplexbildung niedriger. Zudem sind starre Verbindungen 
stabil gegeniiber dem Ahbau durch hydrolytische Enzyme 
[48, 491. 

(als Quotient der Halbwertszeiten der Komplexbildung 
und der des Komplexzerfalls) sollte <lo- '  M sein. Bei r I / *  
> 100 ms fur die Komplexbildung ist der Komplex, in biolo- 
gischen Zeitrlumen gesehen, unendlich lange stabil [52]. 

Cornputergestiitzte Sondierung des aktiven Zentrums rnit 
funktionellen Gruppen fiihrt zu Vorschldgen fur spezifische 
chemische Substituenten am Substrat 12. 41. 

Ein Substratanalogon wird vom Enzym zu einem reaktiven 
lntermediat umgesetzt, das das Enzym irreversibel hemmt 
~521. 

Eine erst im Laufe des katalytischen Cyclus exponierte 
reaktive Gruppe des Enzyms wird durch den Inhibitor modi- 
fiziert. 
Der Ligand hemmt die physiologische Reaktion des Enzyms 
und fardert eine unerwunschte Nebenreaktion. 

Zwei Liganden des Enzyms werden durch ein geeignetes 
Verbindungsstuck verhriickt, das anhand der bekannten 
Proteinstruktur maljgeschneidert wird K,,,,, der Ligan- 
denchimare entspricht dem Produkt der einzelnen Dissozia- 
tionskonstanten. 

In der Paljform fixierte Peptidanaloga hemmen die physiolo- 
gische Enzym-Peptid-Wechselwirkung. 

Peptide und Peptidanaloga verhindern intra- oder inter- 
molekulare Wechselwirkungen eines Proteins. Dies kann zur 
Destabilisierung und zum intrazellullren Abbau des Proteins 
fiihren [59]. 

- Prinzip vieler Naturstoffe (Antibiotica. Alkaloide, 

- Kompetitive Hemmung der TR durch Mepacrin [31] und 

- Hemmung der GR durch Flavinanaloga [47] 
- Halbwertszeit des physiologischen GR-FAD-Komplexes 

- Kinetische Stabilisierung durch langsame Konforma- 

Pheromone) 

tricyclische Antidepressiva [46 a] 

>1 Monat 

tionsinderung [4] des Guanidinoglykal-Sialidase-Kom- 
plexes (Therapie der Grippe) 

- Inaktivierung der Sialidase der Influenzaviren durch 
Guanidinoglykal [4, 51 

- Hemmung der GR durch Dinitrophenylglutathion 
(Abb. 4) 

- Difluormethylornithin 2 als Inhibitor der Ornithin-De- 
carhoxylase (Chemotherapie der Afrikanischen Schlaf- 
krankheit) 

- Allopurinol als Inhibitor der Xantbinoxidase (Chemo- 
privention der Gicht) 

- Kovalente Modifikation des Cys58 der GR durch BCNU 
(Chemotherapie von Tumoren und der Malaria) und des 
Cys52 der TR [29, 351 

- Induktion einer Oxidaseaktivitit der GR durch das Her- 
hizid Paraquat (Methylviologen; 1 ,l'-Dimethyl-4,4- 
bipyridinium-dichlorid) [13 a] 

- Induktion einer Oxidaseaktivitit der TR durch GH 8693, 
eine trypanozide Substanz [2Y, 55 b] (siehe Schema 3) 

- Spezifische Hemmung der Adenylatkinase durch Di- 
adenosinpentaphosphat 5, eine Substanz, bei der die Sub- 
strate ATP und AMP durch ein zusdtzliches Phosphat 
verbriickt sind [55a] 

- Affinitdtsmarkierung der Glutathion-Synthetase durch 
Adenosin-5'-polyphospho-5'-pyridoxale [56] [a] 

- Inaktivierung der Angiotensin-Convertase (ACE) durch 
Captopril (Chemotherapie des Bluthochdrucks, Behand- 
lung der Herzinsuftizienz bei der Chagas-Krankheit) [3] 

- Hemmung der Plasmodien-Himoglobinase durch ein 
Peptidmimeticum rnit Antimalariawirkung [57 a] 

- Dimerisierungsinhihitoren der Ribonucleotid-Reduktase 
des Herpes-simplex-Virus [58] und der Humail-GR [59] 

- Assoziationsinhibitoren eines Proteinensembles, das zell- 
biologische Signale amplifiziert [60] 

[a] Das Prinzip der Verbindung zweier Molekiilgruppen durch eine an der Proteinstruktur modellierte Briicke wurde auch bei der Stabilisierung der Quartirstruktur des 
Himoglobins angewendet [57 b]. Dies war ein entscbeidender Schritt auf dem Wege zur Entwicklung von Blutersatzmitteln. 
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von Wirkstoff zu Zielmolekiil nahe 1 oder sogar < 1 sein kann, 
sind in Tabelle 1 aufgefuhrt und sollen im folgenden diskutiert 
werden. 

6.1. Substrate als Leitsubstanzen 

6.1.1. Revevsibel bindende Inhibitoven 

Typische Beispiele fur Inhibitoren, die Substratanaloga sind, 
sind das Antimalariamittel Pyrimethamin, das rnit Kdiss = 
lo-" M an Dihydrofolat-Reduktase aus P. f a l ~ i p a r u r n ~ ~ ~ ]  
bindet, oder das Guanidinoglycal, der durch Drug-Design ent- 
wickelte Inhibitor der Influenzavirus-Sialidase14. 'I. Bei der Ent- 
wicklung solcher reversibel bindender Inhibitoren ist das Mas- 
senwirkungsgesetz fur die Bindung des Liganden L an den 
Rezeptor R von Bedeutung. Aus Gleichung (g) folgt, daB Kdlas 
die Konzentration an freiem Liganden ist, bei der RL und R in 
gleicher Konzentration vorliegen. 

Lss = [RI[LI/[RLl = k,,,,/k,,, (g) 

Bei [L] = 100 . Kdiss ist das Enzym also zu >99 % gehemmt[*l. 
Beim Drug-Design sind Inhibitoren rnit Kdiss <lo- '  M zu mo- 
dellieren; andernfalls muBte [L] zur Aufrechterhaltung des inak- 
tiven Komplexes sehr hoch sein, was zu ungunstiger Dosierung, 
rascher Ausscheidung oder unerwunschten Nebenwirkungen 
von L fuhren konnte. Fur die Behandlung von Infektionskrank- 
heiten sind daruber hinaus langsam clissoziierende Liganden 
erwiinscht, um ein einmal komplexiertes Enzymmolekul fur 
,,immer" auszuschalten. 

Kinetisch stabil ist ein RL-Komplex, wenn die Dissoziations- 
konstante kdiss klein ist; k,,,-Werte von < s -  entsprechen 
einer Halbwertszeit des RL-Komplexes von > 18 Stunden. So- 
wohl bei synthetischen LigandenL4] als auch bei physiologisch 
bedeutsamen Liganden (FAD als prosthetische Gruppe der GR;  
spezifische Peptidanaloga als Inhibitoren von Proteasen) ist oft 
der Komplexbildung eine langsame Konformationsanderung 
RL -+ R*L* nachgeschaltet. Dadurch wird die Halbwertszeit 
des Komplexes extrem lang (Tage bis Monate), und der Kom- 
plex kann somit in biologisch sinnvoller Zeit nicht mehr zerfal- 
len. Zu beachten ist naturlich, daB von iiberlebenden Zellen das 
Zielenzym R nachproduziert wird. 

6.1.2. Suizidinhibitoven 

Eine Variation dieses Themas ist die Moglichkeit, daB ein 
Substratanalog im aktiven Zentrum dea Enzyms zu einem Pro- 
dukt umgesetzt wird, das einen extrem langlebigen Komplex mit 
dem Enzym bildet oder das aktive Zentrum kovalent blockiert. 
Bekannte Beispiele fur Suizidinhibitoren, deren Produkt eine 
essentielle Gruppe des Zielenzyms kovalent modifiziert, sind das 
gegen die Schlafkrankheit eingesetzte Difluormethylornithin 2 

[*I In diesem Zusammenhang ist das Volumen von Zellen interessant: Das Bakte- 
rium Escherichiu roli hat ein Volumen von L, der Malariaerreger Plusma- 
diurn faleiparum von etwa L und ein menschlicher Erythrocyt von 
lo-" L. 1st Kdi,, =lo-" M, so waren ndch dem Massenwirkungsgesetz in der 
Bakterienzelle nur 0.6 freie Ligandenmolekiile, im Plasmodium 6 und im Ery- 
throcyten 60 Ligandenmolekiile notwendig, urn ein Enzym zu 99 % zu hemmen. 
Zu bedenken ist weiterhin, daO viele Enzyme nnr in wenigen Exemplaren pro 
Zelle vorliegen. Deshalb wird diskutiert, ob bei L;O kleinen Zahlen das Massen- 
wirkungsgesetz anwendbar ist. Von dem hier interessierenden Enzym Gluta- 
thion-Reduktase kommen allerdings etwa 10000 Exemplare in jedem Erythro- 
cyten vor. Die TR in Trypanosomen ist sogar 10mal hoher konzentriert. 

als Inhibitor der Ornithin-Decarboxylase von Trypanosoma bru- 
cei gumbiense (siehe Schema 2) und die antivirale Substanz 
Fluoruracil, ein kovalent bindender Suizidinhibitor der Thymi- 
dylat-Syntha~e[~~].  

6.1.3. Synkatalytische Hemmung 

Das Prinzip dieser Hemmung ahnelt dem der Suizidinhibito- 
ren, da nur das tatsachlich aktive, nicht aber das ruhende 
Enzym gehemmt wird. Die GR, aber auch die TR werden 
durch das Cytostaticum 1,3-Bis(2-chlorethyl)-l-nitrosoharn- 
stoff (BCNU, Carmustin) gehemmt. Dies gilt aber nicht fur 
die normalenveise in vitro vorliegende oxidierte Form des En- 
zyms E,,, sondern nur fur die reduzierte, EH, (Abb. 2):  In statu 
nascendi reagiert die Thiolatgruppe von Cys58 mit Chlor- 
ethylisocyanat, einem Zerfallsprodukt des BCNU, zum Chlor- 
ethylcarbamoylester. Die Rontgenstrukturanalyse des kovalent 
gehemmten Enzyms ergab, daB die Carbamoylgruppe - fixiert 
durch Wasserstoffbriickenbindungen und van-der-Waals-Wech- 
selwirkungen perfekt in das Bindungszentrum eingepaBt i ~ t [ ~ ~ ] .  
Es ware interessant zu priifen, wie stark der Carbamoylester 
durch die nichtkovalenten Wechselwirkungen zwischen Enzym 
und Inhibitor stabilisiert wird. Fur eine solche Stabilisierung 
spricht, daI3 bei niedermolekularen Thiolverbindungen die Car- 
bamoylierung teilweise reversibel ist15 ']. 

BCNU und der besser vertragliche 1-(2-Chlorethyl)-3-(2-hy- 
droxyethy1)-I-nitrosoharnstoff (HeCNU) sind in Zellkulturen 
und im Tierversuch wirksame Antimalariamittel. HeCNU fuhrt 
dabei nicht zur Carbamoylierung, sondern zur Alkylierung von 
Cys58 der GR["]. Auffallig ist, daB rnit BCNU behandelte Pa- 
tienten gegen zahlreiche andere Infektionskrankheiten, nicht 
aber gegen Malaria, anfallig sind. 

Unsere Bemuhungen richten sich auf die Modellierung von 
carbamoylierenden Substanzen, die die aktiven Zentren der Hu- 
man-GR, der TR sowie der Liponamid-Dehydrogenase von 7: 
cruzi, einem der TR und der GR mechanistisch verwandten 
Enzym, unterscheiden k o n t ~ e n [ ~ ~ ] .  

6.1.4. Paradox bindende Substvatanaloga 

Nimmt man Substrate als Leitsubstanzen fur das Inhibitor- 
Design, so ist zu beachten, daD nicht alle Atomgruppen des 
Substrats dieselbe Bedeutung fur die molekulare Erkennung ha- 
bent5']. Gerade bei Substanzen mit groBem Konformations- 
raum kommt es vor, daD nur wenige markante Gruppierungen 
mit hoher Affinitat an das Enzym gebunden werden, im iibrigen 
aber nicht alle Rotoren bei der Komplexbildung fixiert werden. 
Unter diesem Aspekt ist der Ansatz von Goodford['], Bindungs- 
zentren eines Rezeptors beispielsweise mit NH; -Gruppen oder 
mit Carboxylatgruppen statt mit vollstandigen Liganden zu 
sondieren, besonders erfolgreich. 

Als Beispiel fur die unerwartete Bindung eines Substratanalo- 
gons an ein Enzym sol1 das 2,4-Dinitrophenylglutathion 
(DNPG) als Inhibitor der GR beschrieben ~ e r d e n ~ ~ ~ l  (Abb. 4). 
DNPG entsteht in der Leber aus l-Chlor-2,4-dinitrobenzol 
durch Konjugatbildung mit Glutathion. Es wird an der Gluta- 
thion-Bindungsstelle im aktiven Zentrum der GR fixiert, wobei 
der Glutathionteil des Konjugates nicht wie eines der beiden 
Glutathionreste des GSSG bindet, sondern nur der y-Glutamyl- 
rest des DNPG die erwartete Position einnimmt (Abb. 4 b). Dies 

Angew. Chem. 1995, 107, 153-166 161 



R. H. Schirmer et al. AUFSATZE 

ist im nachhinein nicht uberraschend, da der y-Glutamylrest 
jenen charakteristischen Teil des Glutathionmolekuls enthalt, 
der bei anderen Peptiden nicht vorkommt : eine negativ geladene 
Carboxylat- und eine positiv geladene Ammoniumgruppe in 
einer starren sterischen Anordnung. 

Die Groblokalisation der Glutathioneinheit des DNPG wird 
also vom Nichtglutathionteil des Molekiils bestimmt. Es ist des- 
halb zu erwarten, dal3 die Bindungsweisen und Affinitaten bei 
Glutathion-Derivaten stark variieren. In einer kristallographi- 
schen Studie haben Janes und S c h ~ l z [ ~ ~ ~ '  gezeigt, darj die wenig 
prazise Bindung von Substratanaloga an GR ein biologisch 
sinnvoller molekularer Mechanismus ist, der die chemische Um- 
setzung nichtphysiologischer Substrate verhindert. Die y-Gluta- 
mylgruppe 1st mit ihrer a-Aminosauregruppierung also das 
Charakteristicum des Glutathions und ein vielversprechendes 
Leitmotiv fur die Modellierung von Inhibitoren gluta- 
thionabhangiger Enzyme. 

6.1.5. Sabotageinhibitoven 

Besonders starke Wirkungen auf den Redoxmetabolismus 
der Zelle sind von GH 8693 und anderen ,,Sabotageinhibito- 
ren" der Disulfid-Reduktasen zu envarten. Der Begriff" ' 3  "1 ist 
in Tabelle 1 und Schema 3 erlautert. GH 8693 bindet wahr- 
scheinlich an NADPH-reduzierte Trypanothion-Reduktase und 
iibertragt anschlieoend die Elektronen auf molekularen Sauer- 
stoff, so daB zwei Snperoxidradikale entstehen. Bilanzmanig 
wird also ein antioxidatives zu einem prooxidativen Enzym um- 
funktioniert. 

Die Wirkungen eines Sabotageinhibitors auf den intrazellulii- 
ren Metabolismus sind vielfaltig: NADPH und 0, werden ver- 

Abb. 4. a) Stereobild der Bindung von 2,4-Dini- 
trophenylglutathion (DNPG) an der GSSG- 
Bindungsstelle der Glutathion-Reduktase [36]. 
Die Differenzelektronendichten sind in Vogelkl- 
fig-Darstellung gegeben. Tyr114 ist in seiner ur- 
sprunglichen Position eingezeichnet. Bei Bin- 
dung des DNPG rotiert die Seitenkette des 
Tyrll4 um die C,-C,-Bindung. Die positive 
Elektronendichte, die durch diese Bewegung 
entsteht, erscheint oberhalb von uud hinter dem 
Tyrosinring. Der y-Glutamylteil des DNP- 
Glutathions mit der fur ein Peptid ungewohn- 
lichen freien a.-L-Aminosiuregruppe betindet 
sich rechts unten. b) Vergleich der GSSG- und 
der DNPG-Bindung (Stereodarstellung). Das 
DNPG (mit dem 7-Glutamylteil rechts unten) ist 
fett markiert. Die restlichen, dunner gezeichne- 
ten Strukturen reprasentieren Ausschnitte der 
Glutathion-Reduktase mit gebundenem GSSG. 
Man kann sich am besten anhand Abb. 2 sowie 
der Schwefelatome (kleme schwarze Kreise) on- 
entieren. Dargestellt sind Tyrll4 (links aulJen), 
das redoxaktive Dithiol Cys58-Cys63, His467, 
Glu472' und der Riboflavinrest des FAD. Beim 
Vergleich der Bindung von GSSG mit der von 
DNPG fallt auf, dalj nur die y-Glutamylgruppen 
- gehalten durch Lys67 und Glu473' - iiberlap- 
pen. Die Position des Schwefelatoms im DNPG 
macht den Unterschied zur Bindung von GSSG 
besonders deutlich. Ware die Struktur des GR- 
Inhibitor-Komplexes vor der des Enzym-Sub- 
strat-Komplexes aufgeklart worden, hltten wir 
wahrscheinlich eine fakche Vorhersage fur die 
Bindung des Substrats gemacht. 

geudet, der Thiol/Disulfid-Quotient wird vermindert und die 
entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies konnen Lipidperoxi- 
dation und andere Kettenreaktionen auslosen. Demnach ist ver- 
standlich, darj Sabotageinhibitoren als potentielle Chemothera- 
peutica gegen parasitare Erkrankungen besonders aktuell 
sindL3 'I .  

6.2. Ligandenchimaren 

Fast jedes Protein bindet an raumlich getrennten Zentren sehr 
unterschiedliche Substanzen. Diese Liganden lassen sich durch 
Verbindungsstiicke verbrucken, die anhand der Struktur des 

- NADP' + T(SH), NADPH + TS, + H' 
Trypanothion-Redukfae 

" t  

* NADP' + 20;+ H* 
Trypanothion-Reduktase 

NADPH + 20, 

Schema 3. Die trypdnozide Substanz GH 8693 als Sabotageinhibitor der Trypano- 
thion-Reduktase. GH 8693 [55  b] wirkt in mikromolaren Konzentrationen als Inhi- 
bitor der Trypanothion-Reduktase [29] (obere Gleichung, Inhibierungskonstante 
K,  = 1 p M ) .  Bei hoheren Konzentrdtionen an GH 8693 katdlysiert die Trypano- 
thion-Reduktase die Reduktion von 0, zum Superoxidrddikal (untere Gleichung, 
Michaehs-Konstdnte K,,, = 15 p~). Die Bindung von GH 8693 verkehrt also die 
antioxidative Funktion des Enzyms in eine prooxidative Aktivitit - ddher die Be- 
zeichnungen Sabotageinhibitor [ l l ,  291 oder subversives Substrdt [55b]. 
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Die Ribonucleotid-Reduktase des Herpe~-simplex-Virus[~~~ 
besteht aus einer kleinen und einer groRen Untereinheit. Ein 
Nonapeptid, dessen Sequenz dem C-terminalen Bereich der 
kleinen Untereinheit entspricht, verdrangt die kleine von der 
groRen Untereinheit, so daR die Untereinheiten getrennt werden 
und die Ribonukleotid-Reduktase inaktiviert wird. Im Prinzip 
konnen solche inhibitorischen Peptide sogar in substochiometri- 
schen Mengen, also katalytisch, wirken, da die getrennten Un- 
tereinheiten oft instabil sind und von zelleigenen Proteasen ab- 
gebaut werden. Der stabilere Kontaktflacheninhibitor kann sich 
dann dem nachsten Dimer zuwenden. 

Die Hemmung der Dimerisierung und ihre Folgen haben wir 
am Beispiel der Human-Glutathion-Reduktase naher unter- 
s ~ c h t ' ~ ~ ] .  Jede der beiden identischen Untereinheiten steuert 
funktionelle Gruppen zu je einem aktiven Zentrum bei. Die 
Kristallstruktur ergab also, dalj das Monomer nicht aktiv sein 
kann. Auljerdem hemmen Peptide, die den komplementaren 
Kontaktflachen oder Proteinuntereinheiten entsprechen, die 
Bildung des aktiven Enzyms. Anhand der dreidimensionalen 
Struktur wurde die Stelle des Enzyms ausgewahlt, an der die 
beiden Untereinheiten den engsten Kontakt bilden (Abb. 5) .  Es 

Rezeptors hinsichtlich ihrer Lange und nach 
chemischen Kriterien maljgeschneidert sein 
miissen. Diese Molekiilmodellierung am Re- 
zeptor fiihrt zu Ligandenchimaren mit lioher 
Affinitat zum R e ~ e p t o r [ ~ ~ ~ '  561. In Tabelle 1 
ist als Beispiel Diadenosinpentaphosphat 5, 
ein Disubstratanalogon der Adenylat-Kina- 
se (ATP + AMP + 2 ADP), aufgefiihrt. Bei 
der GR und der TR sind in Anbetracht der 
vielen bekannten Liganden - Substrate, Co- 
faktoren und Inhibitoren - zahlreiche Kom- 
binationen nioglich. Von Interesse ist bei- 
spielsweise eine Chimare, die einen Tricyclus 
(siehe Abschnitt 5.1) und einen Sabotagein- 
hibitor (siehe Abschnitt 6.1) im angeniesse- 
nen Abstand enthalt. 

Zu beachten ist auch hier die kinetische 
Stabilitat der Enzym-Liganden-Komplexe 
(Tabelle 1,2. Absatz) . Beim Diadenosinpen- 
taphosphat-Adenylat-Kinase-Kompler; be- 
tragt die der Dissoziation nur 
etwa 1 S. Das Diadenosinpentaphosphat ist 
also fGr die diagnostische oder fiir die N ~ ~ -  
fallmedizin besser geeignet alS fur die 1a.nger- 
fristige Chemotherapie von Infek tions- intrazellullren Glutathion-Reduktase wirken. 

krankheiten. 

Abb. 5 .  Stereobild des Bereichs mit dem engsten Kontakt zwischen den Untereinheiten der Glutathion-Re- 
duktase. Gezeigt sind die Helices 439-454 und 439-454 mit den fett markierten Aminosaurenresten Gly446 
und Phe447 bzw. 446 und 447' in der Mitte. Bei Mutageneseexperimenten fiihrte hereits der jeweilige Aus- 
tausch von Gly446 und Gly446 gegen Glu zu einer ungeordneten inaktiven GR-Mutante, die intrazellular 
rasch abgebaut wird [59]. Ein Peptidanalogon, das den Kontakt der Untereinheiten an dieser Stelle hindert, 
hatte wahrscheinlich denselben Effekt wie die Mutation und kannte in katalytischen Mengen als Inhibitor der 

6.3. Blockierung 
durch katalytisch 

der Proteinfaltung und -organisation 
wirkende Peptidmimetica 

Viele Proteine von Pathogenen - beispielsweise die Trypanot- 
hion-Reduktase aus i? C P U Z ~ [ ~ ~ ] ,  die Enzyme der AIDS-Viren 
und die Ribonucleotid-Reduktase des Herpe~-sirnplex-Virus[~~~ 
- sind obligatorische Dimere; jede Untsreinheit fur sich ist nicht 
aktiv. Da Substanzen, die Protein-Protein-Wechselwirkungen 
beeintrachtigen, hochspezifische Inhibitoren sind, sind gerade 
dimere Proteine von allgemeinem Interesse als Zielmolekule fur 
Pharmaka. 

handelt sich um die parallel laufenden Helices 439-454 und 
439'-454'[331. Durch gezielte Mutagenese (Gly446, Gly446 -+ 

Glu, Glu) wurden an gegeniiberliegenden Stellen der Kontakt- 
flache die kleinsten Seitenketten ( jeweils H-Atome des Gly- 
cins) durch sperrige negativ geladene Reste e r s e t ~ t [ ~ ~ ] .  Da- 
durch wurde aber nicht nur die Bildung von Dimeren verhin- 
dert, sondern jedes Monomer verhielt sich nach physikochemi- 
schen Kriterien wie eine ungeordnete Polypeptidkette; in keiner 
der vier Domanen waren Strukturelemente nachweisbar. Die 
biologische Stabilitat des mutierten Proteins wurde in Bakte- 
rienzellen untersucht. Wahrend normale Human-Glutathion- 
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Reduktase uber viele Stunden stabil und aktiv bleibt, wird das 
mutierte Protein innerhalb von Minuten quantitativ abgebaut. 

Als ersten Schritt zur Entwicklung von Dimerisierungsinhibi- 
toren der GR planen wir, Analogd des Peptids 439-454 zu 
synthetisieren und in der nativen Konformation, einer leicht 
deformierten a-Helix, zu fixieren (Abb. 5) .  Prinzipien und Me- 
thoden der Synthese stabiler Peptidmimetica sind in einer Mo- 
nographie von WielandL6 l l  und in einer exemplarischen Arbeit 
von Struthers et al.[621 sowie in neueren Ubersichtsarti- 
keln[63-651 zusammengefaflt. 

Die Dimerisierung von Proteinen kann einerseits als Sonder- 
fall des Proteinfaltungsprozesses und andererseits als Beispiel 
fur den Aufbau von oligomeren Proteinen betrachtet werden. 
Die Entwicklung von Peptidmimetica ist demnach ein beson- 
ders vielversprechender Ansatz des Drug-Designs; denn rnit sol- 
chen Substanzen lassen sich sowohl Faltungsprozesse als auch 
Protein-Protein-Wechselwirkungen beeinflussen. Da Peptidmi- 
metica in der Regel zur Destabilisierung des Zielproteins fiihren, 
konnen sie in kleinsten Dosen pathophysiologische Prozesse be- 
einflussen. 

7. Ausblick 

Das Drug-Design ist nicht nur eine Erganzung des Reper- 
toires der pharmazeutischen Chemie. Die Auseinandersetzung 
mit naturgegebenen Problemen fuhrt in vielen Details auch zu 
neuen Erkenntnissen der Strukturchemie und der molekularen 
Strukturbiologie. Nicht zuletzt wegen ihrer Bedeutung fur die 
Medizin gehort die hier behandelte Glutathion-Reduktase zu 
den am besten verstandenen [661 und fur die industrielle Anwen- 
dung vielversprechenden Enzymen" 6 .  671. 

Die wissenschaftliche Arbeit auf dein Gebiet der Parasiten ist 
nicht nur eine humanitare Selbstverstiindlichkeit, sondern kann 
auch zur treibenden Kraft des Fortschritts werden, da nur ein 
interdisziplinarer Ansatz zurn Verstandnis und zur Beherr- 
schung dieser geheimnisvollen Erreger fuhren wird. In den 
Industrienationen sind die groflen parasitaren Erkrankungen 
zu Unrecht vergessen. Es geht nicht nur um die sekundaren 
Infektionen durch intrazellulare Parasiten als Komplikation bei 
AIDS. Auch andere Probleme unserer Gesellschaft - Allergien, 
Kreislauf- und Krebserkrankungen, Erbkrankheiten sowie die 
Frage nach einer menschengerechten Urnwelt - sollten vor dem 
Hintergrund der uralten naturgegebenen Situation des Men- 
schen, der Auseinandersetzung mit Parasiten und rnit Entbeh- 
rungen aller Art, gesehen werdenL6' 'I. 

Anhang: Zur Stabilitat eines Protein-Liganden- 
Komplexes 

Fur die Gibbs-Energie der Bindung des Liganden an ein Ma- 
kromolekul gilt die Gibbs-Helmholtz-Gleichung (h), wobei sich 

Z A G  aus zahlreichen negativen ( = gunstigen) und positiven 
( = ungunstigen) Teilbetragen zusammensetzt. Nach dem heuti- 
gen Wissensstand ist es nicht moglich, die Gibbs-Energie fur 
biologisch oder pharmakologisch interessante Wechselwirkun- 

gen rnit hinreichender Genauigkeit zu berechnen. Die folgenden 
U b e r l e g ~ n g e n [ ~ ~ - ~ ~ ' ~ ~ - ~ ~ ]  sind aber nutzlich, wenn man 
ZAG, fur eine Leitsubstanz kennt und jeweils nur eine chemi- 
sche Gruppierung dieses Liganden andern mochte. Nach der 
Gleichung (i) bedeutet eine AGO-Anderung von 5.7 kJ mol- ' 
AGO = 2.3 RTlg Kdlrr (9 

eine Anderung der Inhibitorkonstanten Kdiss von 10. Die Fixie- 
rung eines Bindungsrotors des Liganden in der richtigen Kon- 
formation - z.B. durch Einfiihrung einer Doppe lb ind~ng[~~]  - 

kann zu einer Abnahme ( = Verbesserung) der Inhibitorkon- 
stanten um den Faktor 10 fuhren [siehe c)]. Im einzelnen muB 
man folgende Terrne beriicksichtigen ; die Werte beziehen sich 
jeweils auf 300 K. 

a) AGR + T, der globale Entropieverlust bei der bimolekularen 
Assoziation: Ligand und Makromolekul, jeweils als starre Kor- 
per betrdchtet, verlieren bei der Komplexbildung Entropie der 
Translation und der Rotation. AG, + ist ungunstig und laBt sich 
nach Gleichung ( j )  a b s c h a t ~ e n [ ~ ~ ~ ;  wobei M die relative Mole- 
kiilmasse des Liganden ist. 

AG,,, = (201gMr + lo )  kJmol-' (j) 

b) AG,,, bestimmt durch Entropiegewinn des Wassers (hydro- 
phober Effekt): Kohlenwasserstoffgruppierungen werden haufig 
bei der Komplexbildung dem Kontakt rnit Wasser entzogen. 
AC,, ist negativ (giinstig) und betragt etwa -20 kJmol-' pro 
nm2 hydrophober F l a ~ h e [ ~ ~ %  711. Schwer bestimmbar ist der 
Entropiegewinn von Wassermolekiilen, die bei der Bildung einer 
Wasserstoffbriickenbindung zwischen Ligand und Protein an 
den Bruckenkopfen freigesetzt werden und jetzt freizugig rnit 
dem umgebenden Wasser in Wechselwirkung treten konnen 
(vgl. dazu zwei kontroverse Arbeitet~'~', 701 von Williams). 

c) AG,, der Entropieverlust bei Arretierung von Bindungsroto- 
ren: Bei der Komplexbildung werden Bindungsrotoren arretiert, 
d. h. die Drehbarkeit um Einfachbindungen wird eingeschrankt. 
Pro Rotor betragt der Aufwand an freier Energie AGr zwischen 
3.5 und 6 kJmol-1[49. ''I. Eine fur die Pharmakologie und Toxi- 
kologie bedeutsame Tatsache ist, daB bei der Bindung 
aromatischer Liganden keine Bindungsrotoren des Liganden 
fixiert werden mussen. 

d) AGi, die freie Energie der Wechselwirkung zwischen kom- 
plementaren Cruppen: AC, bezieht sich auf die Situation, daB 
Ligand und Protein bereits in die richtige Position fur die Bil- 
dung nichtkovalenter Bindungen gebracht sind. AG, ist also eine 
Art intrinsische Bindungsenergie, nachdem andere Parameter 
herausfaktorisiert sind. Bei der Erkennung sind die Molekul- 
oberflachen komplementar, das heiflt es treten giinstige nicht- 
kovalente Wechselwirkungen zwischen ihnen auf. Bei Komple- 
mentaritat und damit selektiver Bindung sind je zwei Partner 
auf den beiden Seiten der Kontaktfliichen entweder zwei Dipole, 
zwei elektrisch entgegengesetzt geladene Gruppen oder zwei 
apolare Gruppen. Die Dipole bilden dann meist Wasserstoff- 
bruckenbindungen, die elektrischen Ladungen Salzbrucken, 
und apolare Partner werden durch Dispersionskrafte zusam- 
mengehalten. Die AGi-Werte (- 2 bis -20 kJrno1-I fur 
H-Bruckenbindungen, bis zu - 30 kJmol- ' fur Salzbrucken 
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und -0.1 kJmol-' fur ein Paar apolarer Partnerato- 
70* '11 sind durch das Coulonb-Gesetz bestimmt. Sie 

hangen somit auch von der relativen Orientierung der Partner 
sowie der mikroskopischen Dielektrizitatskonstanten E ab, die 
in der Regel nicht bekannt ist. Fur das Protein-Innere ist E 

beispielsweise 10- bis 20mal kleiner als fur Wasser. Zur Verbesse- 
rung der Polarisierung einer chemischm Gruppierung ist es oft 
giinstig, Metall-Ionen als Partner aiif der komplementaren 
Oberflache anzubieten. Dieses Prinzip ist in der Natur bei der 
Bindung von 0, durch Hamoglobin-Eiisen oder bei der Fixie- 
rung der Methylgruppe des Ethanols durch das Zink-Ion der 
Alkoholdehydrogenase ve r~ i rk l i ch t [~~ l .  

e) AG,,,, die Anderung der van-der-Waals-Energien: Beruck- 
sichtigen mu0 man auch die Anderung der van-der-Waals- 
Wechsel~irkungsenergie~~~l bei der Komplexbildung. Dabei ist 
zu beachten, daR anziehende Krafte schwach und abstoBende 
Krafte sehr stark sind, so daD schon durch einen ungiinstigen 
van-der-Waals-Kontakt eine im ubrigen gunstige Komplexbil- 
dung verhindert werden kann. 

f )  AGConr, die Konformationsenergie: SchlieDlich ist zu beach- 
ten, daD der Rezeptor sich vor oder nach der Bindung des Ligan- 
den in einer ungiinstigen Konformation befinden kann, in der 
Bindungswinkel oder Bindungsabstantle unter Spannung ste- 
hen. Es sind auch biologisch wichtige Assoziationen bekannt, 
bei denen der molekularen Erkennung eine langsame Konfor- 
mationsanderung des Komplexes nachgeschaltet istc4, "I. Sol- 
che kinetisch stabilisierten Komplexe sind - in biologischen 
Zeitraumen betrachtet - irreversibel (siehe auch Abschnitt 6.1). 

Die Faktorisierung der Bindungsenergie in die unter a) bis f) 
beschriebenen Beitrage hat sich bewahrt, vor allem weil so er- 
kennbar wird, wie groR die Fehlermoglichkeiten bei der Ab- 
schatzung bimolekularer oder intramolekularer Wechselwir- 
kungen sind. Allerdings andert sich beim Vergleich von zwei 
Liganden fur einen Rezeptor oft nur einer der Parameter. Zu 
beachten ist, daD man bei der Buchfuhriing Energieposten nicht 
doppelt zahlt. Eine besondere Schwierigkeit sind auch Wasser- 
molekiile, die spezifisch an das Protein gebunden sind. In der 
Glutathionreduktase gibt es mehr als 100 solcher Molekule, von 
denen einige so stark fixiert sind, daD sie mit dem umgebenden 
Wasser nicht au~ tauschen[~~] .  Bei der Analyse des Gluta- 
thionreduktase-GSSG-Komplexes ergaben sich 10 unmittelbare 
und 14 durch Wassermolekule vermittelte Kontakte zwischen 
dem Enzym und seinem Substrat [s4a1. i3hne Berucksichtigung 
dieser Wassermolekule ist das Andocken des Liganden an den 
Rezeptor unberechenbar und ein ab-inii-io-Design substratana- 
loger Liganden nicht moglich. Auch bei der Genregulation 
durch Proteine sind Wassermolekiile funktionell beteiligt; H,O- 
Addukte an DNA-Basen konnen sogar die entscheidenden ste- 
reospezifischen Erkennungsstrukturen sein ["I. Die intrinsische 
Bindungsenergie zwischen zwei PartnerrL ist nur in wenigen Fal- 
len bekannt. Salzbrucken haben eine hohe intrinsische, aber oft 
eine geringe tatsachliche Stabilisierungsenergie. Diese Diskre- 
panz beruht darauf, daR zahlreiche Rotoren arretiert und adju- 
stiert werden miissen [vgl. c ) ] ,  bevor die ionischen Gruppen in 
Salzbriickenabstand ( = H-Bruckenbindungsabstand) zueinan- 
der ~tehen[~'l.  

Molekulare Erkennung hat somit noch nicht den Status einer 
Wissenschaft erreicht, d. h. sie ist in der Regel nicht in der Lage, 
verlaDliche Vorhersagen zu machen. N=ue Ansatze, beispiels- 

weise die problemgerechte Anwendung genetischer Algo- 
r i t h m e ~ ~ l ~ ~ ,  741, sind daher dringend erforderlich. 

Die Kolleginnen und Kollegen, denen wir herzlich danken rnoch- 
ten, sind als Autoren irn Literaturverzeichnis aufgefuhrt. Stellver- 
tretend f u r  alle seien Herr Dr. K.-D. Hungerer, Behringwerke 
Marburg, Frau Irene Konig, Heidelberg, und Herr Pro$ Dr. K. 
Lingelbach, Hamburg, namentlich genannt. Frau Helga Alt war 
rnapgeblich an der Erstellung des Manuskripts beteiligt. Gefor- 
dert werden unsere Arbeiten von der Deutschen Forschungsge- 
rneinschaft, vom Fonds der Chemischen lndustrie und vom Bun- 
desrninisteriurn fiir Forschung und Technologie. 
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