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Metallionen als Coinhibitoren von Serin-Proteasen:
ein neuer Ansatz bei der Suche nach hochaffinen und spezifischen Liganden

Tanja Schirmeister*

Serin-Proteasen haben als Schliisselenzyme verschieden-
ster biologischer Prozesse fiir den Entwurf von Arzneistoffen
eine groBe Bedeutung.['l Zu denjenigen, die von besonderem
Interesse sind, gehoren die trypsindhnlichen Proteasen der
Blutgerinnungskaskade Thrombin und Faktor Xa.! Gemein-
sames Merkmal ist ihre Spezifitét fiir basische Aminosiduren
in P1.Bl Neben Trypsin werden auch die Proteasen der
Fibrinolyse (Plasmin, t-PA, Urokinase)* und des Comple-
ment-Systems (Faktoren Clr, Cls)I! sowie die Mastzellen-
Tryptasel® zu dieser Familie gezdhlt. Von therapeutischem
Interesse ist weiterhin die Leukozyten-Elastase, die zwar den
gleichen Hydrolysemechanismus nutzt, allerdings durch eine
kleine, hydrophobe S1-Tasche nur eine P1-Spezifitit fiir die
kurzkettigen Aminosduren Alanin und Valin aufweist.]
Pathologische Prozesse, bei denen Serin-Protease-Inhibitoren
von therapeutischem Nutzen sein konnen, sind Gefdf3erkran-
kungen (Thrombin), Tumore (Plasmin, Urokinase), entziind-
liche Prozesse und Autoimmunerkrankungen (Tryptase,
Complement-Proteasen), Lungenemphysem (Elastase) sowie
Pankreatitis (Trypsin).l'! Bei der Entwicklung von Inhibitoren
fiir trypsindhnliche Proteasen gab es bisher drei Ansitze, die
sich in der Reaktion des Inhibitors mit dem aktiven Zentrum
unterscheiden. 1 ist eines der zahlreichen Benzamidine, die
mit ihrer positiv geladenen Amidiniumgruppe reversibel und
nichtkovalent die durch die Aminosidure Asp189 negativ
geladene S1-Tasche der Enzyme besetzen.®! Der Peptidyl-

[*] Dr. T. Schirmeister
Pharmazeutisches Institut der Universitét
Hermann-Herder-Strafle 9, D-79104 Freiburg
Fax: (+49)761-2036351
E-mail: schirmei@sun2.ruf.uni-freiburg.de

1930 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998

N

0..0
S\'.‘J: N o
H O
NH,
NH

aldehyd GYKI14766 (N-Me-D-Phe-Pro-Arg-H),"! ein poten-
ter Thrombininhibitor, reagiert zusétzlich in einer reversiblen
Reaktion mit dem Serinrest des aktiven Zentrums zu einem
Halbacetal. Irreversible Inhibitoren sind beispielsweise in der
Gruppe der Peptidylchlormethylketone (z. B. D-Phe-Pro-Arg-
CH,C1)P! zu finden.

Ein neuer Ansatz fiir die Entwicklung hochaffiner und
selektiver Serin-Protease-Inhibitoren ist die kiirzlich von
Katz et al. publizierte Entdeckung, daff die Wirkung schwa-
cher Inhibitoren wie des Amidinobenzimidazols!'”) BABIM 2
durch den Zusatz von Zn?*- oder Co?*-Ionen um ein
Vielfaches verstirkt werden kann.'l So wird die Aktivitit
des Inhibitors 3 durch Zn?>* von einem K;-Wert im mikro-
molaren Bereich (87.5um) um den Faktor 17000 auf K,=
5.3nMm erhoht.''l DaB Metallkationen Proteasen hemmen
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konnen, war bisher nur von Cystein- und Aspartat-Proteasen
bekannt, bei denen durch Komplexierung das aktive Zen-
trum, im Falle der Aspartat-Proteasen die beiden katalytisch
relevanten Asp-Reste und im Falle der Cystein-Proteasen das
Thiolat des aktiven Zentrums, blockiert wird. Ausnahmen bei
Serin-Proteasen bildeten Kallikreine!™?l und Herpesvirus-Pro-
teasen wie die Cytomegalievirus-Protease hCMV.[3l Diese
sind jedoch untypisch fiir Serin-Proteasen, da sie als kataly-
tische Triade nicht Asp/Glu-Ser-His, sondern His-Ser-His
verwenden und dadurch erst eine Komplexbildung ermogli-
chen. Bei den trypsindhnlichen Kallikreinen wird die Kom-
plexierung durch zusitzliche Histidin-enthaltende Loops er-
moglicht.

Bekannt sind ferner Serin- und Cystein-Proteasen, die iiber
eine zusitzliche Zn?*-Bindungsstelle verfiigen und Zn?*-
Tonen zwar nicht fiir die hydrolytische Aktivitit, so doch fiir
eine Stabilisierung der aktiven Konformation bendtigen.
Beispiele hierfiir sind das NS3-Protein des Hepatitis-C-Virus
(HCV), eine chymotrypsindhnliche Serin-Protease, und die
2A-Proteinasen der Picornaviren, eine Gruppe von chymo-
trypsindhnlichen Cystein-Proteasen.['*!

Ebenso sind mehrere Trypsin-Mutanten synthetisiert wor-
den, die durch Austausch verschiedener Aminoséduren gegen
Histidin durch Zn>*-Ionen und andere Metallkationen ge-
hemmt, aktiviert oder in ihrer Substratspezifitit verdndert
werden konnen.[]

Die enorme Erhohung der Inhibitor-Aktivitdt der Benz-
amidine vom Typ 2 durch Kombination mit Zn?*-Ionen ist
zuriickzufiihren auf eine Chelatisierung des Metallions durch
die Aminosduren des aktiven Zentrums der Protease (His57,
Ser195) und die N-Atome der beiden Imidazolringe.'] Eine
Komplexierung wird hier also durch chelatisierende Elemen-
te des Inhibitors ermoglicht und nicht nur wie im Falle der
oben genannten metallabhéngigen Trypsin-Varianten oder
Virus-Proteasen durch Histidinreste im Enzym. Wie Ront-
genstrukturanalysen*” am Beispiel von Keto-BABIM/Tryp-
sin (Schema 1) zeigen,'!l ist fiir diese hohe Affinitit der

HNa NH:
B His 57
H-N_& No NH
T 2+ TR
0] _Zn
WY -0
? H Ser 195
NH,

N7

Asp 189

Schema 1. Bindungsmodus von Ke-
to-BABIM an Trypsin.

Abstand zwischen dem S1-Erkennungselement, der Amidi-
niumgruppe, und dem chelatisierenden Element des Inhibi-
tors von entscheidender Bedeutung. Dadurch konnen sowohl
die S1-Tasche als auch beide katalytisch relevanten Amino-
sdurereste des Enzyms blockiert werden.

Ein dhnliches Phédnomen konnten Katz et al. schon bei der
Hemmung von Trypsin durch Peptidylboronate (z.B. 4;
BOC = tert-Butoxycarbonyl) in Kombination mit Alkoholen
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nachweisen.l') Dieses Verhalten HZN/\/j\
des Enzyms, Komponenten aus BOC-Ala-Val JOH
dem Reaktionsmedium fiir die Bin- U
dung ,auszuwihlen“, wurde als
Episelektion bezeichnet.['*]

Hauptproblem bei der Entwick-
lung neuer Inhibitoren ist neben der Pharmakokinetik (z.B.
orale Verfiigbarkeit) die mangelnde Selektivitidt. Erreicht
werden kann diese durch Substituenten, die nicht nur die P1-
Spezifitit der einzelnen Proteasen, sondern auch groflere
Substratsequenzen beriicksichtigen. Beispielsweise konnte
die Selektivitdt zwischen Thrombin und Trypsin erheblich
durch Ausnutzung der Tatsache gesteigert werden, daf
Thrombin im Unterschied zu Trypsin iiber eine ausgeprigte,
lipophile P3-Tasche verfiigt, wie dies z.B. in GYKI14766
verwirklicht ist.

Wie Katz et al. zeigten, ist eine Verbesserung der Selek-
tivitit auch mit Zn?*-Ionen als Coinhibitor méglich.''l So
wird die Hemmung von Throm-
bin durch den Inhibitor 5 mit

o-m

H

4

Zn*"-Tonen um den Faktor 760 HzNﬁN S_ )
erhoht (K;=41nM mit Zn?**, T Z

31um ohne Zn?*), wihrend der

Zn*"-Zusatz sich auf die Hem- 5

mung von Trypsin kaum auswirkt
(K;=22.5, 31.2 uM mit bzw. ohne
Zn%**). Zwischen Thrombin und Tryptase wird sogar eine
Selektivitatserhohung um den Faktor 4750 erreicht (K; = 54.5,
8.8 uM mit bzw. ohne Zn**, Tryptase). Offensichtlich werden
durch die Chelatisierung die Unterschiede der einzelnen
Enzyme in den Substratbindungsseiten auBerhalb von S1
verstarkt.

Da die Erhohung von Selektivitdt und Affinitét bereits bei
Zn**-Konzentrationen von 100nm, d.h. weit unter physiolo-
gischen Konzentrationen, zu beobachten ist,['!l ergeben sich
vielversprechende Moglichkeiten fiir die Entwicklung neuer
Wirkstoffe. Allerdings sollten Ergebnisse mit Inhibitoren, die
zur Chelatbildung fahige funktionelle Gruppen tragen, und
die ohne den absoluten Ausschlufl komplexbildender Metall-
kationen erhalten wurden, kritisch iiberdacht werden.

Ubertragen auf andere Serin-Proteasen bedeuten diese
Ergebnisse, dal durch Kombination eines geeigneten S1-
Erkennungselementes, fiir Chymotrypsin hydrophobe Reste
oder fiir Elastase kurze Alkylketten, mit einer chelatisieren-
den Gruppe durch Komplexierung mit Metallionen aus
schwachen, unselektiven Liganden hochaffine und spezifische
niedermolekulare Inhibitoren entstehen konnen. Fiir Cystein-
Proteasen, bei denen vor allem die lysosomalen Cathepsine
interessante Targets fiir den therapeutischen Einsatz von
Inhibitoren sind,['”! miiBten neben der Tatsache, daB diese
durch das Vorliegen eines Thiolats im aktiven Zentrum iiber
eine funktionelle Gruppe mit hoherer Komplexbildungsten-
denz verfiigen, auch die zur Struktur von Serin-Proteasen
spiegelbildliche Geometrie des aktiven Zentrums!'® und die
ausgesprochene P2-Spezifitét fiir hydrophobe Aminosiuren
beriicksichtigt werden.

Stichworter: Chelate Enzyminhibitoren Kationen
Serin-Proteasen - Zink
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