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Die Kristallisation von Aldosereduktase
mit den Inhibitoren Sorbinil (oben) und
Tolrestat (unten) ergab, dal? deren pola-
re Gruppen in der Nahe des Coenzyms
binden, dal} aber ihre hydrophoben
Teile um 90° zueinander geneigt sind.
Sorbinil bindet unter geringen Ande-
rungen der Enzymstruktur, wéahrend
die Bindung von Tolrestat eine Ver-
schiebung von Leu300 und Phel22
hervorruft. Diese Abbildung wurde
mit freundlicher Genehmigung von
Podjarny et al. angefertigt (Structure
1997, 5, 601).
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Die Bedeutung der Balance von Wasserstoffbriickenbindungen und
hydrophoben Wechselwirkungen im Wirkstoff-Rezeptor-Komplex

Andrew M. Davis und Simon J. Teague*

Warum fiithrt die experimentelle Be-
stimmung der Struktur von Wirkstoff-
Rezeptor-Komplexen so oft zu iiber-
raschenden Ergebnissen? Hiufig un-
terscheidet sich die Orientierung eines
Wirkstoffs bei der Bindung an seinen
Rezeptor deutlich von der, die auf der
Basis von Computersimulationen zu
erwarten wire. Hydrophobe Wechsel-
wirkungen sind viel schwerer zu visua-
lisieren als Wasserstoffbriicken, schei-
nen aber eine entscheidende Rolle bei
der Bindung vieler Wirkstoffe an ihren
Rezeptor zu spielen. In vielen Fillen,
bei denen die Strukturen einer Reihe
von Komplexen bestimmt wurden,
wiesen Analoga mit optimierten hy-
drophoben Wechselwirkungen eine
festere Bindung auf, auch wenn dies
Wasserstoffbriickenbindungen kostete.
Die Optimierung der hydrophoben
Wechselwirkungen spielt auch bei der

von Rezeptoren an ihre Liganden eine
wichtige Rolle. Eine Folge dieser An-
passung ist, dal mehrere Molekiile mit
unterschiedlicher Molekiilgestalt an
denselben Teil eines bestimmten Re-
zeptors binden und sich gut an diesen
anfiigen konnen. Die Uberbewertung
der Wasserstoffbriickenbindungen hat
héufig zu einer falschen Vorhersage
der Bindungsorientierung bei einem
Satz dhnlicher Liganden gefiihrt. Das
Problem der Balance zwischen Wasser-
stoffbriickenbindungen und hydropho-
ben Wechselwirkungen wird von Mo-
lecular-Modeling-Programmen in un-
terschiedlichem Ausmal} angegangen;
die meisten Programme betrachten
den Rezeptor als fast starr, und keines
kann die Verdnderungen voraussagen,
die oft bei der experimentellen Be-
stimmung der

meistens besser simuliert als das hy-
drophober Liganden. Fiir potentielle
Wirkstoffe ist aber eine Ausgewogen-
heit zwischen den polaren und hydro-
phoben Eigenschaften notwendig. Ei-
ne feste Bindung der Wirkstoffe an den
Rezeptor wird durch polare Wechsel-
wirkungen und vor allem durch die
Optimierung der spezifischen hydro-
phoben Wechselwirkungen erreicht.
Die Eigenschaften von Wirkstoffmole-
kiilen, die die pharmakokinetischen
Eigenschaften steuern, werden haupt-
sdchlich durch die polaren Gruppen
bestimmt und durch die Lipophilie, die
fiir die Verteilung in den Lipid-Dop-
pelschichten notwendig ist.

Stichworter: Hydrophobe Effekte
Molecular Modeling - Proteinstruk-

!,induzierten Anpassung“ (induced fit)

Wirkstoff-Rezeptor-  turen - Wasserstoffbriicken - Wirk-
Komplexe beobachtet werden. Das  stoff-Forschung
»~Andocken®“ polarer Liganden wird )

1. Einleitung

Der Erfolg der medizinischen Chemie héngt entscheidend
vom Verstindnis der Prinzipien der molekularen Erkennung
ab. Der grofite Erfolg bei der Erforschung der molekularen
Erkennung war eine der ersten Arbeiten zu diesem Thema:
die Entdeckung der Prinzipien, die der DNA-Struktur zu-
grunde liegen, durch Watson und Crick in den frithen 50er
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Jahren.[' Die gegenseitige Erkennung der Basen Adenin (A)
und Thymin (T) sowie Guanin (G) und Cytosin (C) ist auf
komplementidre Wasserstoffbriickenbindungen und komple-
mentdre Form zuriickzufithren. Inzwischen haben Rontgen-
strukturanalysen und NMR-Untersuchungen sehr viele In-
formationen iiber Proteinstrukturen geliefert. Dies ermog-
lichte, zusammen mit den Ergebnissen von Energieminimie-
rungen und Docking-Untersuchungen bei Molecular-Mode-
ling-Studien, Voraussagen iiber die Bindungsgeometrie von
neuen Liganden, und das Konzept des rationalen Designs von
Wirkstoffen wurde Realitdt. Obwohl es allgemein anerkannt
ist, daf3 bei der Bindung eines Wirkstoffs an seinen Rezeptor
ionische Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen,
Dipol/Dipol-Wechselwirkungen, die Lipophilie und die Kom-
plementaritidt der Raumstruktur eine Rolle spielen, weil3 man
erstaunlicherweise immer noch sehr wenig iiber den relativen
Beitrag dieser Wechselwirkungen. Zwar wurde in vielen
Studien versucht, diese Wechselwirkungen durch rechneri-
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sche Dekonvolution der Bindungsenergien 3 oder experi-
mentelll* 3! zu quantifizieren, aber nur selten wurde versucht,
den relativen Anteil dieser Wechselwirkungen unter den
biologisch relevanten Bedingungen, d.h. in Wasser, experi-
mentell zu analysieren.

Der Anteil der Wasserstoffbriickenbindung an den Wech-
selwirkungen zwischen Wirkstoff und Rezeptor variiert sehr
stark. Es wird oft iibersehen, daf die Bildung einer Wasser-
stoffbriickenbindung im Wirkstoff-Rezeptor-Komplex ein
Austauschprozef} ist, wobei dhnliche Bindungen sowohl vom
Wirkstoff als auch vom Rezeptor zu Wassermolekiilen auf-
gebrochen werden miissen. Gleichzeitig werden neue Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen dem Wirkstoff und dem
Rezeptor sowie zwischen den vorher an den Wirkstoff bzw.
Rezeptor gebundenen Wassermolekiilen und dem umgeben-
den Wasser gebildet. Ob die Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen Wirkstoff und Rezeptor begiinstigt sind, hédngt von
der Energie ab, die fiir das Aufbrechen und die Bildung all
dieser Bindungen notwendig ist. In den Arbeiten von Fersht
etal.ll und Williams etal.! werden zwei wichtige und sich
ergidnzende Methoden beschrieben, um den Anteil der Was-
serstoffbriickenbindungen an den Bindungswechselwirkun-
gen zwischen Wirkstoff und Rezeptor zu quantifizieren,
wobei strukturelle Verdnderungen am Rezeptor bzw. am
Wirkstoff untersucht werden. Fersht und seine Mitarbeiter
haben die Kupplung von Tyrosin an ATP zu Tyrosyl-AMP
(unter Abspaltung von Pyrophosphat) studiert — der erste
Schritt bei der durch Tyrosyl-tRNA-Synthase katalysierten
Ubertragung von Tyrosin auf die tRNA.IY) Durch gezielte
Mutagenese wurden die energetischen Eigenschaften dieser
Kupplung erforscht, indem der Effekt von Mutationen auf die
Kinetik der Reaktion untersucht wurde. Da die Struktur des
Komplexes im Kristall bekannt war, konnten die Mutationen
direkt als Verlust von spezifischen Wasserstoffbriickenbin-
dungen, Salzbriicken und hydrophoben Kontakten interpre-
tiert werden. Durch eine Reihe von Punktmutationen konnte
der Bindungsenergieanteil einer neutralen Wasserstoffbriik-
kenbindung zu ca. 0.5-1.5 kcalmol~! bestimmt werden. Das

entspricht zwar einer 2—15fachen Affinititssteigerung, eine
ladungsverstiarkte Wasserstoffbriickenbindung liefert aber
einen Beitrag von bis zu 4.7 kcalmol~!, was einer 3000fachen
Affinitdtssteigerung entspricht.

Williams etal. untersuchten NMR-spektroskopisch die
Bindung von Modellpeptiden mit dem D-Ala-D-Ala-Ende
des Peptidoglycangeriists der Bakterienzellwand an das Anti-
biotikum Vancomycin.! Eine strukturelle Modifikation des
Peptids hatte Anderungen der Gesamtbindungsaffinitit ge-
geniiber Vancomycin zur Folge. Die NMR-Untersuchungen
lieferten sowohl Informationen tiber die makroskopischen
Bindungskonstanten als auch iiber individuelle Wechselwir-
kungen zwischen dem Peptid und Vancomycin. Williams etal.
schitzten den Bindungsenergieanteil der neutralen Wasser-
stoffbriickenbindungen auf 0.5-1.5 kcalmol~!, im Einklang
mit den Ergebnissen von Fersht etal. Eine weitere Bestéti-
gung dieses Schitzwertes fiir den Beitrag von Wasserstoff-
briickenbindungen zur Wirkstoffbindung kann man in einer
Studie iiber die Affinitdit von Fluordesoxyzuckeranaloga
gegeniiber Glycogenphosphorylase finden. Dabei wurden
die Hydroxygruppen reihenweise durch Fluoratome, die als
H-Acceptor fungieren, ersetzt.’l Auch diese Studie fiihrte zu
dem Ergebnis, da neutrale Wasserstoffbriickenbindungen
mit ca. 1.5 kcalmol~! zur Bindungsenergie beitragen, was
maximal einer 15fachen Bindungsverstarkung entspricht. Die
Ergebnisse dieser Studien stimmen also bemerkenswert gut
iiberein und werden ferner durch viele Beobachtungen aus
Untersuchungen zur Wirkstoffentwicklung gestiitzt.’-!! Eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen einem neutralen und
einem geladenen Bindungspartner kann eine bis zu 3000fache
Affinititssteigerung bei der Bindung eines Wirkstoffs haben,
doch betrégt dieser Faktor fiir eine Wasserstoffbriickenbin-
dung zwischen neutralen Atomen weniger als 15. Erst kiirz-
lich haben Williams und Westwell sogar diese recht geringen
Anteile von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen neutra-
len Atomen revidiert; sie wiirden den Autoren zufolge sehr
stark tiberbewertet, und ihr tatsdchlicher lokaler Bindungs-
anteil ldge nahe bei Null!*?l Sogar noch géngigere Ansichten
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zur Bedeutung von Wasserstoffbriickenbindungen, etwa bei
der Quervernetzung der 4-Hydroxyprolinreste von Kollagen,
wurden kiirzlich in Frage gestellt.['’]

Der Beitrag hydrophober Wechselwirkungen an den ge-
samten Wechselwirkungen zwischen Wirkstoff und Rezeptor
ist ausfiihrlich beschrieben worden. Das Entfernen der
hydrophoben Oberfliche aus dem Wasser durch Bindung an
eine hydrophobe Region des Rezeptors macht im allgemei-
nen mindestens 28 cal A-2mol-! aus, was 0.68 kcalmol~! oder
einer 3.2fachen Erhohung der Bindungskonstante pro Me-
thylgruppe entspricht.') Einen #hnlichen Energiegewinn
liefert die Verteilung eines Wirkstoffs von Wasser auf ein
hydrophobes Losungsmittel wie n-Octanol.l”l In einigen
Fillen, bei denen die Komplementaritdt zwischen der hydro-
phoben Oberfldche des Wirkstoffs und der des Rezeptors
besonders grof ist, kann der Beitrag an der Bindungsenergie
deutlich groBer sein.l'! Die Wirkstoffmolekiile haben eine
gro3e Zahl an hydrophoben Bindungspartnern, und es ist
offensichtlich, daf die Hydrophobie eine wesentliche Ursache
fiir die Bindung zwischen Wirkstoff und Rezeptor ist. Diese
SchluBfolgerung wird gestiitzt durch eine Betrachtung der
Eigenschaften im Handel erhiltlicher, oral zu verabreichen-
der Arzneimittel, die in der Physicians Desk Reference!'”! (ein
Nachschlagewerk iiber alle zugelassenen Medikamente) auf-
gefiihrt sind. Dabei zeigt sich, da3 Wirkstoffe im Durchschnitt
nur ein bis zwei Donoratome und drei bis vier Acceptoratome
aufweisen, wihrend die durchschnittliche Zahl hydrophober
Zentren in einem Wirkstoffmolekiil 16 betrégt (Abbildung 1).

Diese Sichtweise der energetischen Aspekte von Wirkstoff-
Rezeptor-Wechselwirkungen ist nicht neu, stoBt aber an-
scheinend nicht immer auf allgemeine Zustimmung. Haufig
wird angenommen, daf} der Anteil der hydrophoben Wech-
selwirkungen fiir die Bindung zwar wichtig, aber nicht
spezifisch ist. Ebenso werden Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen Wirkstoff und Rezeptor als bedeutender Bindungs-
beitrag angesehen, die auBerdem wegen ihrer Richtungsab-
hingigkeit wichtig fiir die Spezifitit der Wirkstoff-Rezeptor-
Bindung sind. Diese Schluf3folgerungen werden durch zahl-
reiche Rontgenstrukturanalysen von Protein-Inhibitor-Kom-
plexen bekriftigt, bei denen Wasserstoffbriickenbindungen
und Wechselwirkungen zwischen zwei geladenen Zentren
nachgewiesen wurden. Aber das Visualisieren einer Wechsel-
wirkung allein sagt uns nichts iiber ihren Bindungsanteil. In
den letzten Jahren wurde manchmal die Struktur von Protein-
Inhibitor-Komplexen fiir eine Reihe von Analoga bei Reihen-
untersuchungen als Hilfsmittel fiir die Wirkstoffentwicklung
genutzt, oftmals mit iiberraschenden Ergebnissen in bezug auf
die relative Geometrie oder Orientierung der gebundenen
Liganden. Einige wenige Beispiele wurden bereits beschrie-
ben, und bei der rasch zunehmenden Zahl von Veroffentli-
chungen iiber Protein-Ligand-Komplexel™ treten solche
iiberraschenden Ergebnisse immer héufiger auf. In diesem
Aufsatz mochten wir einige dieser Beispiele herausstellen und
damit die Hypothese stiitzen, dal die Balance zwischen
polaren und hydrophoben Wechselwirkungen bei der mole-
kularen Erkennung moglicherweise tiberdacht werden muf.
Die Bedeutung der Hydrophobie und der induzierten An-
passung fiir die gesamten Wechselwirkungen zwischen Wirk-
stoff und Protein sowie die Méingel der gegenwirtig zur
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Abbildung 1. a) Haufigkeitsverteilung von Wasserstoffbriickendonoren in
415 Arzneimitteln, die in der Physicians Desk Reference aufgefiihrt sind.
b) Entsprechende Hiufigkeitsverteilung von Wasserstoffbriickenaccepto-
ren. ¢) Entsprechende Héufigkeitsverteilung hydrophober Zentren. Ordi-
nate: % Haufigkeit; Abszisse: Zahl n der jeweiligen Atome.

Voraussage verfiigbaren Hilfsmittel werden in diesem Aufsatz
besonders herausgestellt.

2. Hydrophobe Wechselwirkungen an Stelle von
Wasserstoffbriickenbindungen

In vielen Veroffentlichungen wird dargelegt, da3 hydro-
phobe Wechselwirkungen die Affinitéit sogar auf Kosten von
Wasserstoffbriickenbindungen steigern konnen. Ein elegantes
Beispiel fiir die Bedeutung der Gestaltanpassung bei der
Enzym-Substrat-Erkennung liefert die Paarbildung von Ade-
nin mit Difluortoluoldesoxynucleosid, die effizient und mit
hoher Genauigkeit erfolgt, wenn dieses fluorhaltige Analogon
in einen DNA-Strang eingebaut wurde.'”! Die Effizienz ist
nur viermal niedriger als mit Thymidin, und die Selektivitét
gegeniiber Adenin betrigt 2.9-4.2 logarithmische Einheiten
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Thymidin Difluortoluoldesoxynucleosid
in bezug auf den Einbau von C, T oder G. Die gegenwiértige
Annahme, daB die Zahl und Stirke der Wasserstoff-
briickenbindungen der Hauptfaktor fiir die Effizienz und
Genauigkeit der DNA-Synthese sind, muf3 moglicherweise
iberpriift werden. Die Beteiligung einer unkonventionellen
Wasserstoffbriickenbindung (C—F---H—N) zwischen dem
fluorhaltigen Analogon und Adenin konnte selbst in so
giinstigen Losungsmitteln wie Chloroform nicht nachgewie-
sen werden. In Abwesenheit von DNA-Polymerase konnte
keine spezifische Paarungsselektivitit beobachtet werden.
Die resultierende Doppelhelix wird interessanterweise um
4-5kcal destabilisiert gegeniiber einer mit Thymidin in
derselben Position. Somit sind Wasserstoffbriickenbindungen
fiir den DNA-Duplex wichtig, aber diese Studie liefert auch
Beweise dafiir, daf3 sie fiir die Basenerkennung durch die
DNA-Polymerase viel weniger Bedeutung haben, in einer
Situation also, die den Wirkstoff-Rezeptor-Wechselwirkun-
gen viel stdrker gleicht.

Die Entdeckung von Inhibitoren der Influenza-Neurami-
nidase (NA) erbrachte ein Beispiel dafiir, dal Wasserstoft-
briickenbindungen durch zusitzliche hydrophobe Wechsel-
wirkungen ersetzt werden konnen.” Dabei wurden NA-
Inhibitoren auf Basis von Ubergangszustandsanaloga fiir die
Abspaltung von Sialinsdure von Glycokonjugaten entdeckt.
Rontgenstrukturuntersuchungen von Neu5Ac und seinen
Analoga mit NA ergaben, dal die beiden endstidndigen
Hydroxygruppen der Glycerinseitenkette eine zweizéhnige
Wasserstoffbriickenbindung mit Glu276 bilden. Der Aus-
tausch der Glycerinseitenkette gegen eine Hydroxygruppe

OH  on " on
%/,,% o. ,COH %/’,% o. ,COH RO,,,” CO,H
RO
AcN = ACH H Acm H
Ho 6u NH, NH,
Sialinsaure NucbAc

1 R=H
2 R=(CH,CH,),CH

lieferte 1 (IC5,=6300nMm), was gut mit den von Fersht etal.
ermittelten Werten fiir den Verlust einer Wasserstoffbriik-
kenbindung zwischen einem geladenen und einem neutralen
Zentrum iibereinstimmt.¥l Trotzdem wurde bei einer Serie
von Alkylanaloga eine stetige Zunahme der Inhibitoraktivitat
beobachtet, die schlieBlich bei 2 (IC5y=1nm) ihr Maximum
erreichte. Die Rontgenstrukturanalyse des Komplexes von 2
mit NA ergab, daf die 3-Pentylgruppe an eine grof3e hydro-
phobe Oberfliche gebunden ist, die von den CH-Seitenketten
der polaren Aminosiduren Glu276, Arg224 und den hydro-
phoben Resten Ala246 und I1e222 erzeugt wird! Die Carbo-
xylatgruppe von Glu276, an das die Hydroxygruppen des
Glycerins in den Nuc5Ac-Analoga gebunden sind, wurde aus
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der hydrophoben Tasche herausgedréngt. Interessanterweise
ging man vorher davon aus,?!! da Wasserstoffbriickenbin-
dungen fiir die molekulare Erkennung aller Kohlenhydrate
wichtig sind, wobei oftmals Wasserstoffbriickenbindungen zu
jeder Hydroxygruppe des Zuckers existieren.

Die Untersuchung der Struktur-Aktivitédts-Beziehungen fiir
die beiden Reihen von HIV-2-Proteaseinhibitoren des Typs 3
und 4 ergab,? daB diese trotz des Austausches der P2- und
P3-Substituenten in 3 gegen den lipophilen Dimethylphen-
oxysubstituenten in 4 sehr dhnliche Affinitdten aufweisen.

o O _-NHBu

OH

§:
=
Z
[ )IIIII/
Py

4

Der Rontgenstrukturanalyse des Protein-Inhibitor-Komplexes
von 3 zufolge liegen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
der Chinolinamideinheit und Asp29’ sowie Gly48' vor. Beim
Komplex mit 4 besteht eine induzierte Anpassung an die
Dimethylphenoxygruppe iiber eine Verschiebung von Asp29’
um 1 A und eine Verschiebung der Seitenkette von Asp30’ um
4 A. Die Flap-Region (43'-48) vollzieht eine Konformations-
dnderung durch die Bindung an einen lipophileren Inhibitor.

Ein Vergleich der Komplexe von Thymidylatsynthetase
(TS) und den Inhibitoren CB3717 sowie 1843U89 (Kp=
0.1nm) ergab,?! daB sich die beiden Inhibitoren in nahezu

\\\\

o) N o

COH
N " co,H

CB3717

1843U89

identischen Positionen befinden, obwohl die Donorgruppe in
Position 3 des Guanidinrestes von CB3717 bei 1843U89 fehlt;
bei CB3717 besteht hier eine Wasserstoffbriickenbindung zu
Ala263 (Abbildung 2). Die Glutamatreste besetzen recht
unterschiedliche Positionen in den beiden Inhibitorkomple-
xen. Eine induzierte Anpassung an den Rezeptor ist schwie-
rig, da 1843U89 wegen des zusitzlichen Arenrings 4 A linger
ist als CB3717. 1843U89 nimmt eine L-formige Konformation
an, wobei I1e79, das sich auf der Innenseite des ,,L“ befindet,
sowohl zum Isoindolinonrest als auch zum Benzchinazolinon-
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TS5—dUMP-CB3717

Reswe 5481, 176

Abbildung 2. Die Bindung von CB3717 und 1843U89 an Thymidylat-Synthetase. Die Verschie-
bungen von I1e79 (179) und Phel76 (F176) sind deutlich zu sehen. Diese Abbildung wurde mit

freundlicher Genehmigung von Montfort und Weichsel angefertigt.?’!

rest Kontakt hat. Phel76 bildet einen Kontakt mit dem
Benzchinazolinrest auf der Auflenseite. Die durch 1843U89
verursachte induzierte Anpassung ist sehr ausgeprégt; sie
umfaft fast das halbe Protein und schlieBt Reste auf allen
Seiten der Bindungstasche ein. Die Atome der Hauptkette
von Ile79 verschieben sich um ca. 1.5 A und die Atome der
Seitenkette um 2.0—6.6 A zwischen den beiden Komplexen.
Den Autoren nach hat die Entdeckung von 1843U89 ,,im-
plications for drug design, as 1843U89 could not have been
obtained from current structure-based approaches.“%!

Die Komplexe von 5 und 6 (X=CH), Inhibitoren fiir
Matrix-Metalloproteasen, mit Stromelysin (MMP-3) wurden
verglichen (Abbildung 3).?4 Der Austausch der P3’-Gruppe

PN

o
H
~ N NOH
o

MeO 5

I=

von 5 durch einen Phenylring (—6) war trotz des Verlustes
von zwei Wasserstoffbriickenbindungen méglich. Der Kom-
plex mit 6 wies eine unerwartete Verschiebung einer Schleife
(Schleife 222-231) auf, wodurch die hydrophobe Bindung
eines Leu-Restes zum Benzhydrylteil ermoglicht wurde.
Nachdem die Autoren diese erstaunliche Entdeckung ge-
macht hatten, konnten sie die Strukturdaten und die neu
erzeugte hydrophobe Umgebung in diesem Komplexbereich
nutzen, um die Inhibitoren weiter zu verbessern. So wurde
nach FEinfilhren eines H-Acceptors (X=N) eine 16fache
Affinitdtssteigerung beobachtet, die mit der Bildung einer
neutralen Wasserstoffbriickenbindung in Einklang ist.

Einige Gruppen von wirksamen Inhibitoren fiir das aktive
Zentrum von Thrombin binden auf erstaunliche Weise an das
Enzym.??71 Diese zweibasigen Inhibitoren auf Benzo[b]thio-
phenbasis®! plazieren den hydrophoben Benzo[b]thiophen-
kern in die S;-Bindungstasche des Enzyms, die Stelle, die
normalerweise von der basischen Seitenkette des Arginins in
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der Standardsequenz D-Phe-Pro-Arg be-
setzt wird. Bei 7 wurde eine Wasserstoff-
briickenbindung von der Hydroxygruppe in
der C6-Position des Benzo[b]thiophenrestes
zu Aspl89 beobachtet, wobei die C6-Des-
oxyverbindung eine viermal geringere Affi-
nitdt aufwies. Die relative Bedeutung und

-
0
O O/\/N

Spezifitit der hydrophoben Wechselwir-
kungen zum Benzo[b]thiophen lie8 sich
dennoch zeigen, da der Austausch gegen

HO

Abbildung 3. Die Komplexe zwischen 5 (oben) und 6 (unten) mit Stro-
melysin. Die hydrophobe Bindung eines Leucinrestes ersetzt zwei Wasser-
stoffbriickenbindungen. Diese Abbildung wurde mit freundlicher Geneh-
migung von Decicco und DeGrado et al. angefertigt.[*!
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Thiophen-, Benzofuran-, Indol- oder Naphthalinreste jedes-
mal zu einem viel geringeren Affinititsabfall fiihrte. Das
Hochdurchsatz-Screening ist somit eine Moglichkeit, um auf
eine neue Klasse von Inhibitoren zu stoen. Eine Arbeits-
gruppe bei Roche! hat sehr geschickt und auf amiisante
Weise ihre Versuche beschrieben, die relativen Affinitidten
von Inhibitoranaloga basierend auf Strukturbestimmungen
fir den Komplex mit Thrombin und stellvertretende Ver-
bindungen einer Gruppe abzuschitzen. Viele erfahrene
medizinische Chemiker werden nachvollzichen konnen, auf
welche Schwierigkeiten sie dabei gestofen sind, und ihrer
SchluBfolgerung zustimmen: ,,...1it will continue to be impor-
tant to critically examine the structure-activity relationships
of any class of inhibitor for indications of unusual binding. The
enzyme ’sees’, binds and possibly adapts to the outside of the
inhibitor folded in some low energy conformation, and is
blissfully ignorant of the inhibitor’s internal chemistry. The
chemist on the other hand sees a compound as a core
structure, decorated on the outside with interesting substi-
tuents. It is only fair to say that we must learn to look at
inhibitors the way an enzyme does®.

Einige Wirkstoffe haben mehrere Hydroxygruppen und
polare Gruppen, die in vielen Diskussionen iiber die Wirk-
stoff-Rezeptor-Wechselwirkungen als ,,interaktiv® bezeichnet
wurden. Die Annahme der ,Interaktivitit* wird aber nicht
immer bestitigt, wenn die Struktur des Wirkstoff-Rezeptor-
Komplexes experimentell ermittelt wird. Ein Beispiel dafiir
ist die Bindung von Digoxin an 26-10 Fab, einen monoklo-
nalen Antikorper,?®! der fast ausschlieBlich hydrophobe
Wechselwirkungen aufweist, obwohl interaktive Gruppen
vorhanden sind.

Digoxin

Bei diesem Komplex wird deutlich, wie effektiv und
spezifisch die Komplementaritit der Raumstruktur und die
hydrophoben Wechselwirkungen sind. Der Antikorper bindet
mit einer Affinitit von 0.1 nM an den Wirkstoff, obwohl keine
Wasserstoffbriickenbindungen oder Wechselwirkungen zwi-
schen geladenen Gruppen beteiligt sind. Die Bindung von
Digoxin erfolgt so, dafl der Lactonring in einer tiefen Tasche
unten an der Bindungsstelle verborgen ist und die Kohlen-
hydratgruppen grofitenteils dem umbhiillenden Losungsmittel
ausgesetzt sind. Der Lactonring im Komplex ist gegeniiber
dem des ungebundenen Digoxins im Kristall um 180° um die
C17-C20-Bindung gedreht. Der Wirkstoff ist sandwichartig
zwischen den aromatischen Ringen der Vy-Doméne (Tyr33,
Tyrd7, Tyr50 und Trpl100) eingeschoben, die die Bindungs-
tasche bilden. Die Komplementaritit der Oberfldchen ist am
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Lacton- und am Steroid-D-Ring am groften, nimmt in
Richtung auf die Peripherie der Bindungsstelle ab und hat
zwischen den Oberflichen um die Hydroxygruppen an C12
und C14 signifikante Liicken. Der Antikorper bindet auch
Digitoxigenin, das keine 12-8-OH-Gruppe aufweist, mit
gleicher Affinitét.

2.1. Das Scheitern der Hypothese vom starren Rezeptor

Hydrophobe Wechselwirkungen werden oftmals mit Kon-
formationsédnderungen des Rezeptors in Verbindung gebracht.
Die Konformationsénderung im Rezeptor bei der Bindung
des Liganden wird tiblicherweise als induzierte Anpassung
bezeichnet. Solche Verdnderungen koénnen durch polare oder
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Li-
ganden bedingt sein; die Beispiele in der Literatur sind aber
mit tiberwiltigender Mehrheit das Ergebnis von hydrophoben

Wechselwirkungen. In diesen Fillen konnte man sich die
Konformationsdnderung genauso gut als ,,Zusammenklappen
des Rezeptors um den Liganden vorstellen, bedingt durch
hydrophobe Wechselwirkungen. Das relative Ubergewicht
von Beispielen fiir hydrophobe Bindungen konnte man als
deutliches Zeichen fiir die relative Stdrke von hydrophoben
Wechselwirkungen im Vergleich zu polaren ansehen.
Trifluoperazin (TFP) ist ein Inhibitor fiir Ca?*-Calmodulin
(Ca?-CaM).” Die Bindung von TFP induziert eine groBere
Konformationsénderung im Protein von einer verldngerten
Hantel zu einer kompak-
ten Form, die nicht mehr
. . . S
mit dem Zielenzym inter-
agieren kann. In der Kri- /©: :@
stallstruktur des Komple- CF; N
xes liegen vier TFP-Mole- K/\N/\
kille pro Ca**-CaM vor. K/N\
TFP
Man geht davon aus, daf
die positive Nettoladung
eher zur Stabilisierung der resultierenden kugelférmigen Kon-
formation dient, als daf} sie zur Bindung befahigt. Mehrere Bin-
dungsarten wurden vorher fiir TFP vorausgesagt, aber keine
war mit der beobachteten Komplexstruktur im Einklang. Das
lag an der starken Konformationsdnderung, die durch die
Bindung erfolgte, an unerwarteten hydrophoben Wechselwir-
kungen zwischen zweien der TFP-Molekiile, daran, da3 mehr
als eine Proteinregion an der Bildung einer speziellen TFP-
Bindungsstelle beteiligt war und daf3 viele der beteiligten
Proteinregionen mit mehr als einem TFP-Molekiil interagierten.
Ein Hochdurchsatz-Screening fithrte zur Entdeckung von
Bay W1807, einem starken Inhibitor der Glycogenphospho-
rylase (GP) (Abbildung 4).*% Bay W1807 bindet an eine
allosterische Bindungsstelle, an die viele endogene, phospho-
rylierte Molekiile wie AMP und Glucose-6-phosphat (Glc-6-
P) binden. Ein Vergleich der GP-Komplexe von Bay W1807
und Glc-6-P ergab, daf3 beide mit ihren geladenen Gruppen
an die Argininreste in der Bindungstasche (Arg309 und
Arg310) binden, daB aber die hohere Affinitdt (im nM-
Bereich) von Bay W1807 im Vergleich zu der von Glc-6-P (im
um-Bereich) vor allem das Resultat von zusétzlichen hydro-
phoben Wechselwirkungen ist.

Angew. Chem. 1999, 111, 778792
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Abbildung 4. Oben: Der Komplex von Glycogenphosphorylase b mit
Glucose-6-phosphat. Unten: Induzierte Anpassung des Rezeptors an
W1807. Diese Abbildung wurde mit freundlicher Genehmigung von
Johnson et al. angefertigt.[*"]

Der Chlorphenylring liegt sandwichartig zwischen Phe196
und Val45’, wobei der Chlorsubstituent in van-der-Waals-
Kontakt mit den aliphatischen Resten von Argl93 und
Asp227 steht. Begiinstigende Wechselwirkungen bestehen

Angew. Chem. 1999, 111, 778-792

zwischen Tyr75 und der N-Ethylgruppe sowie zwischen der
2-Propylgruppe, Trp67, Ile68 und dem aliphatischen Rest von
Argl93. Eine groflere Konformationsdnderung der allosteri-
schen Bindungsstelle erfolgt bei der Bindung von Bay W1807,
wobei sowohl Verschiebungen bei Ph196 in der Seitenkette
von bis zu 2.9 A als auch Verschiebungen von 1.2 A bei Val45'
auftreten. Bay W1807 wird fast vollstdandig eingehiillt, so daf3
nur 7% seiner Oberfliche fiir das umgebende Losungsmittel
zugénglich sind. Die Autoren kommentieren das so: ,,Scree-
ning for effective ligand binding has identified high-affinity
ligands that, by chance, are able to generate conformational
changes that lead to high affinity, selective binding. Although
such changes are easy to detect and rationalize in terms of the
crystal structure they are much less easy to predict in a way
that would facilitate structure-based drug design.“[%

Viele peptidische Renin-Inhibitoren wurden durch das
rationale Design basierend auf Ubergangszustandsanaloga
des spaltbaren Leu-Val-Teils vom menschlichen Angiotensi-
nogen entdeckt. Ein Hochdurchsatz-ScreeningP! fiithrte zum
3,4-disubstituierten Piperidin 8 (IC5,=50um). Die nachfol-
gende Optimierung fiihrte zu einer bemerkenswerten Steige-
rung der Affinitit; das Maximum wurde mit 9 erreicht (IC5,=
0.47nMm). Die Kristallstrukturbestimmungen bei einer Serie

H

N
MeO OMe
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O ~°
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von Verbindungen, die wahrend des Optimierungsprozesses
erhalten wurden, ergaben eine induzierte Anpassung der
Rezeptortasche zur Unterbringung der Substituenten in 3-, 4-
und 5-Stellung des Piperidinrings. Bei den Verbindungen
wurde in Tierversuchen eine ausgezeichnete metabolische
Stabilitét, eine moderate biologische Verfiigbarkeit und eine
gute Aktivitdtsdauer festgestellt.

Der Strukturvergleich der menschlichen Aldosereduktase
mit und ohne Bindung des Inhibitors Zopolrestat (3nm)
fiihrte zur Entdeckung einer
hydrophoben Bindungsta- COH cF
sche am aktiven Zentrum, 2
in die der Wirkstoff vorziig- SN N
lich paBt.”? Die Bildung | \/m
dieser Tasche wird auf N s
Klappbewegungen zuriick- e}
gefiihrt, die durch den Li-
ganden induziert werden.

Im gebundenen Zustand hat Zopolrestat eine zugingliche
Oberfliche von 12.7 A2 nur 6.4 % von der des ungebundenen
Inhibitors. Der Benzothiazolring ist zwischen Trpl11 und
Leu300 sandwichartig eingeschoben und der Phthalazinon-
ring zwischen Trp20 und Phel22. Die Bindung des Liganden
geht mit einer Verschiebung von Leu300 zur Bindungstasche
und einer Bewegung der Schleife 121-135 einher, so daf
Phe122 an der Bindung in der Tasche teilnehmen kann. Der

Zopolrestat
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Carboxylatrest spielt dabei keine Rolle, da er iiber eine
Salzbriicke mit His110 verkniipft ist, wobei ein Sauerstoff-
atom das Sauerstoffatom in der Carbonylgruppe des Substrats
nachahmt. Dennoch lautet der Kommentar der Autoren:
»The hydrophobic residues are the major determinants of
molecular recognition. The marked preference of the enzyme
for hydrophobic substrates (e.g. steroids) is consistent with
this mode of binding the inhibitor.” Die zusitzliche Verschie-
bung von mindestens sechs geordneten Wassermolekiilen
kann einen Entropieanteil von bis zu 2 kcalmol~! pro Wasser-
molekiil an der gesamten Bindungsenergie ausmachen.?®’!
Die Kiristallisation von Tolrestat und Sorbinil mit Aldose-
reduktase (AR) ergab, daB3 die beiden polaren Gruppen in der
Néhe des Coenzyms binden, daf3 aber ihre hydrophoben Teile
um 90° zueinander geneigt sind (Abbildung 5).34 Sorbinil
bindet unter geringen Anderungen der Enzymstruktur, wih-
rend die Bindung von Tolrestat eine Verschiebung von

o} |9
H S« _N
}‘N W)LOH
HN
F i @
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CF,

Sorbinil Tolrestat

Pro121

Phel22

Leui2d
[

Abbildung 5. Induzierte Anpassung der Aldosereduktase an die Inhibi-
toren Sorbinil (oben) und Tolrestat (unten). Diese Abbildung wurde mit
freundlicher Genehmigung von Podjarny et al. angefertigt.[’
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Leu300 und Phel22 induziert. Die erhaltenen 1Csy-Werte fiir
die beiden Inhibitoren sind dennoch sehr dhnlich.

Eine Konformationsdnderung als Folge von hydrophoben
Wechselwirkungen wird sowohl mit Cofaktoren als auch mit
Wirkstoffen beobachtet.’>] Beim Enzym Isopropylmalatde-
hydrogenase (IMDH) induziert der Cofaktor NAD* einen
Schleifen-Ringschluf. Fiinf Schleifen aus verschiedenen Ab-
schnitten der Primirsequenz bewegen sich um bis zu 2.5 A,
um vorwiegend hydrophobe Wechselwirkungen mit dem
Cofaktor einzugehen. Auch wenn die Meinung vorherrscht,
Adenin weise ,,interaktive“ Stickstoffatome auf, so ist das
moglicherweise nicht immer der Fall. Die Strukturbestim-
mung von Glutamin-5-phosphoribosyl-1-pyrophosphat (PRPP),
dem Regulationsenzym bei der Biosynthese der Purinnucleo-
tide, ergab, dal der Adeninrest von AMP an der C-Seite
sandwichartig zwischen den Seitenketten von Tyr242 und
Val349 liegt, aber keine Wasserstoffbriickenbindungen zum
Protein bestehen. !

2.2. Formbarkeit des Rezeptors und Vielfiltigkeit der
Liganden

Gibt es viele stukturell verschiedene Liganden fiir einen
Rezeptor, so wird das manchmal als ausreichender Beweis fiir
mehrere unterschiedliche Bindungsstellen angesehen. Das
muf aber nicht unbedingt der Fall sein. Die Tatsache, da$3 die
induzierte Anpassung und die hydrophoben Wechselwirkun-
gen so wichtig fiir die Rezeptor-Liganden-Bindung sind, hat
als logische Konsequenz, daf3 viele strukturell unterschiedli-
che Liganden mit einem biologischen Zielmolekiil in &hnli-
chen Orientierungen und an derselben Bindungsstelle inter-
agieren konnen. Die Strukturbestimmung der HIV-Revertase
(HIV-1-RT) im Komplex mit Nichtnucleosid-Inhibitoren
liefert ein Beispiel dafiir (Abbildung 6).5%7)

Ein detaillierter Strukturvergleich zwischen den Komple-
xen von HIV-1-RT mit den vier Inhibitoren Nevirapin, dessen
nah verwandtem Analogon 1051U91 sowie den strukturell
andersartigen Verbindungen a-APA und HEPT ergab, daf
alle vier einen gemeinsamen Bindungsmodus zum Enzym
aufweisen! Die héufigsten Bindungsmerkmale sind hydro-
phobe Wechselwirkungen, hervorgerufen durch die Induktion

q 0
\ N o o fJ\NH
N
‘e ipdesliich
E;[ ré} " s N/&O
N Yo AN ¢ Ho\/\o)

Nevirapin a-APA HEPT

einer Strukturanpassung, die durch gegenseitige Konforma-
tionsumwandlungen sowohl im Enzym als auch in den
Verbindungen erreicht wird. Leu100, Tyr181 und Tyr188 sind
an umfangreichen hydrophoben Kontakten zu allen vier
Inhibitoren beteiligt. Elektrostatische Wechselwirkungen
spielen hingegen eine untergeordnete Rolle, wobei die
polaren Wechselwirkungen zwischen dem Rezeptor und den
Liganden stark variieren. Vergleicht man die Struktur mit
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Abbildung 6. Die Bindung von a)Nevirapin, b)1051U91, c) a-APA und d) HEPT an HIV-1-RT. Die pinkfarbene Oberfliche umschreibt die

4

Bindungstasche und entspricht dem Raum, der einem kleinen Substrat (1.4 A Breite) zugiinglich ist. Die Anpassungen der Bindungstasche an die
Liganden sind deutlich sichtbar. Diese Abbildung wurde mit freundlicher Genehmigung von Ren, Stuart und Stammers et al. angefertigt.l’’]

einer ,,Konsensus-Struktur®, so wird keine der Ca-Positionen
an den Enzymresten um mehr als 2.7 A verschoben. Dennoch
stimmen die beobachteten Anderungen genau mit den
Variationen bei den Inhibitorsubstituenten iiberein. Die
Bildung resistenter Virusstimme, die meistens Reste mit
kleineren hydrophoben Seitenketten wie Tyrl81Cys und
Tyr188Cys an der Bindungsstelle aufweisen, unterstreicht
die Bedeutung von hydrophoben Wechselwirkungen an der
Bindungsstelle.

Mehrere strukturell unterschiedliche Inhibitoren der Cy-
clooxygenase-2 (COX-2) binden an sehr dhnliche Positionen
des Enzyms.*®! So iiberlappt der endstidndige Ring von
Flurbiprofen mit dem Bromphenylring von SC-558, und der
Pyrazolring von SC-558 liegt iiber dem Fluorphenylring von
Flurbiprofen. Der endstidndige Phenylring von Flurbiprofen
besetzt einen dhnlichen Bereich wie der Benzoylring von
Indomethacin, und ihre Carboxylatsalze binden beide an
Arg120. Dennoch bindet der Carboxylatrest von Flurbiprofen
in demselben Hohlraum wie die hydrophobe Trifluormethyl-
gruppe von SC-558! Der Phenylsulfonamidsubstituent von
SC-558, der so wichtig fiir die Selektivitdt von COX-2 ist, hat

Angew. Chem. 1999, 111, 778-792
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einen von hydrophoben Resten umgebenen Phenylring, und
der Sulfonamidrest ragt in eine relativ polare Region nahe der
Enzymoberfliche.

Ein Vergleich der Strukturen des freien Enzyms und des
Enzyms im Komplex bestétigt die Konformationsdnderungen,
die bei der Bindung des Liganden auftreten und von denen
viele anhand der Enzymstruktur erkldrbar sind. Kinetische
Untersuchungen zur geringen Bindungsgeschwindigkeit von
Inhibitoren wie Indomethacin haben ergeben, dafl grofie
Konformationsianderungen mit der Bindung der Liganden
einhergehen. Viele Programme fiir die Wirkstoffentwicklung
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konzentrieren sich eher auf die Selektivitdt zwischen ver-
wandten Rezeptoren als auf die Wirkung an sich. So wird die
Forderung an das rationale Wirkstoffdesign immer wichtiger,
Liganden zu erzeugen, die bevorzugt nur an eine bestimmte
Bindungsstelle und nicht an eine strukturell dhnliche Stelle
binden.

3. Fehler bei der Voraussage der
Bindungsorientierung

Es gibt viele Beispiele dafiir, daB die Uberbewertung der
Rolle polarer Bindungsstellen bei potentiellen Liganden zu
einer falschen Voraussage fiir die Bindungsorientierung
fiithrte. Versucht man die Orientierung von bekannten Ligan-
den zu einem Rezeptor ohne experimentelle Beobachtungen
vorauszusagen, so ist die relative Bedeutung von hydropho-
ben und polaren Wechselwirkungen besonders wichtig.
Schwichen der Computerprogramme beim Umgang mit
Konformationsédnderungen des Rezeptors und die Vernach-
lassigung von hydrophoben Wechselwirkungen in den ver-
figbaren Kraftfeldern konnen zu wenig glaubwiirdigen Er-
gebnissen fithren. Die Literatur ist mit Beispielen iibersét, bei
denen solche Schwierigkeiten auftraten.

(—)-Huperazin (HupA) ist ein
wirksamer Inhibitor (K; =6nm) fiir
Acetylcholinesterase (AChE). Un-

s o) ter Beriicksichtigung seiner phar-

Z // makophoren Gruppen ergab sich
HN eine parallele Anordnung von
HupA HupA zum Acetylcholin-Molekiil

als plausible Orientierung.” Die
nachfolgende Strukturbestimmung ergab, da3 HupA in der
Furche des aktiven Zentrums senkrecht zur erwarteten
Orientierung ausgerichtet war, und von drei moglichen
Wasserstoffbriickenbindungen wurde nur eine gefunden.
Die Bindung von HupA an AChE erfolgt iiber Wechselwir-
kungen zwischen der geladenen Aminogruppe und den
aromatischen Ringen von Trp84 und Phe330 sowie mehrere
hydrophobe Kontakte zu Trp84, His440 und den Resten
Gly118 bis Ser122. Beim Vergleich mit der urspriinglichen,
nicht gebundenen AChE werden Konformationsdnderungen
in den Seitenketten einiger dieser aromatischen Reste auf-
gedeckt, besonders bei Trp84 und Phe330. Interessanterweise
fehlen HupA potentiell erschwerende, muscarinische Effekte,
was zeigt, wie hydrophobe Wechselwirkungen fiir die Rezep-
torselektivitdt genutzt werden konnen.

1997 wurde iiber die Bedeutung der Induzierung einer
Konformation fiir die Signaltransduktion berichtet.l* 174-
Ostradiol und der Ostrogen-Antagonist Raloxifen binden an
dieselbe Bindungsstelle, aber auf unterschiedliche Weise
(Abbildung 7). Es werden deutlich verschiedene Rezeptor-
konformationen induziert, die einen Anhaltspunkt fiir den
Wirkungsmechanismus des Antagonisten liefern. Man ist
versucht, die phenolische Hydroxygruppe des A-Rings von
Ostradiol mit der OH-Gruppe in Position 6 des Benzothio-
phenrings in Ubereinstimmung zu bringen und die Hydroxy-
gruppe in Position 17 von Ostradiol auf die Hydroxygruppe
des 2-Phenylsubstituenten am Benzothiophenring. Ein Ver-
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gleich der beiden Komplexe ergibt, daf3 die letzten beiden
Hydroxygruppen aber um 5.1 A gegeneinander versetzt sind.
Raloxifen geht mit dem C3-Substituenten zahlreiche hydro-
phobe Kontakte sowie eine Wasserstoffbriickenbindung tiber
das Piperidinstickstoffatom zu Asp351 ein. Die Helix 12 wird
verschoben und die Transaktivierung von Genen durch den
Steroidkomplex unterbrochen.

Leu391
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¥ ¥ _GIu353
Abbildung 7. Ostrogen in der Bindungsdomine des Ostrogenrezeptors
(oben) und induzierte Anpassung bei der Bindung von Raloxifen (unten).
Diese Abbildung wurde mit freundlicher Genehmigung von Pike und
Hubbard et al. angefertigt.[*"]

Die ATP-Rezeptoren von Kinasen bieten ein hervorragen-
des Beispiel dafiir, wie mehrere auf den ersten Blick dhnliche
Molekiile an die Adeninbindungsstelle in vollig unterschied-
lichen Orientierungen binden. Bei der Bindung von Rosco-
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vitin ist der Purinring genau umgedreht im Vergleich zu dem
im ATP-Komplex;* N7 befindet sich in der Nihe der Stelle,
an der N1 im ATP-Komplex liegt. Der Substituent an C2

</~f o1 o
, N

N/\/OH

OH

Roscovitin Olemoucin Isopentyladenin
befindet sich in der ,,Ribosetasche®“. Zu den Wechselwirkun-
gen zwischen Roscovitin und der Kinase gehoren umfang-
reiche hydrophobe Wechselwirkungen, wobei Kontakte zu
Ile10, Leu83 und Leul34 dominieren. Die N®-Benzylgruppe
geht hydrophobe Kontakte mit Ile10, Phe82 und His84 ein.
Beim Vergleich der beiden Komplexe lassen sich Unter-
schiede in der induzierten Anpassung erkennen, die fiir den
Liganden spezifisch sind, z.B. eine Umorientierung des
His84-Restes. Die Umorientierung des Purinrings fiihrt zu
Ergebnissen, die ohne die experimentelle Strukturbestim-
mung recht erstaunlich wéren. So fiihrt z.B. die Substitution
an N9, an dem sich bei ATP der Ribosephosphatteil befindet,
durch hydrophobe Reste zu den aktivsten Verbindungen.
Olomoucin bindet in einer sehr dhnlichen Orientierung wie
Roscovitin.[”l Die Seitenkette von Ilel10 ist um 120° gegen-
iber der Orientierung der Seitenkette im ATP-Komplex
gedreht. Beim Inhibitor Isopentyladenin*! wird noch ein
anderer Bindungsmodus deutlich, bei dem der Purinring um
180° um die Achse durch N3 und N7 gedreht ist und der
Substituent an N° die Ribosetasche besetzt.

Die Flexibilitit der Kinasen und die Dominanz der
hydrophoben Wechselwirkungen in der Adenintasche wirken
moglicherweise zusammen, um eine anpassungsfihige Bin-
dungsstelle zu erzeugen. Diese akzeptiert eine Reihe von
planaren Heterocyclen, von denen viele durch Hochdurch-
satz-Screening entdeckt wurden.

Die Bindung von L868276 an die Adenintasche von CDK?2
erfolgt iiber den Benzopyranring.®¥! Das bicyclische Ring-
system befindet sich in derselben Ebene wie das Adenin im
ATP-Komplex, ist aber im Vergleich dazu um 60° gedreht. Bei
der Bindung von L868276 kann man signifikante Verschie-
bungen bei den Seitenketten beobachten, wobei sich Asp145
und Lys89 von der Tasche wegbewegen und Alal44 nédher an
sie heranriickt. Viele Kontakte zum Phenylsubstituenten
werden deutlich, und man kann sich deren mogliche Bedeu-
tung fiir die Selektivitét vorstellen.

OH O
HO @)
OH
] H
L868276 Stauroporin 10

Stauroporin verwendet seinen Indoylcarbazolrest im Kom-
plex mit cAPK* und CDK2.[*! Die Positionen von nahezu
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allen Resten, mit denen Stauroporin in seinem Komplex mit
cAPK interagiert, werden veréndert, um sich dem gegeniiber
ATP deutlich groBeren Liganden anzupassen. Es gibt kein
Aquivalent fiir die Wasserstoffbriickenbindung zwischen
Thr183 und N7 von ATP im Stauroporin-Komplex, und die
Seitenkette von Phe327 ist gedreht, um eine giinstige m-7-
Wechselwirkung mit einem der Indolringe einzugehen. Im
Stauroporin-CDK2-Komplex ist die Seitenkette von GIn131
von der Bindungstasche weggertickt. Im Komplex von 10 mit
cAPKU! befindet sich der Isochinolinrest in der Purintasche
mit einer im Vergleich zum ATP-Komplex erhohten Zahl an
hydrophoben Kontakten zu den Resten Ala70, Tyrl22,
Val123, Leul73 und Phe327. Nur eine Gruppe, die als Was-
serstoffacceptor dient und zu N1 von ATP é&quivalent ist,
bleibt bei allen bisher bestimmten Inhibitor-Kinase-Komple-
xen erhalten. Die vorhandene Flexibilitit des Rezeptors und die
anpassungsfihige lipophile Bindungstasche rdumen zusam-
men die anfinglichen Vorbehalte aus dem Weg, die gemein-
same ATP-Bindungsstelle in Kinasen sei kein guter Angriffs-
punkt fiir die Entwicklung von selektiven Inhibitoren.

4. Strukturbezogenes Design und Wirkstoff-
Rezeptor-Wechselwirkungen

Das strukturbezogene Design spielt heute in der medizi-
nischen Chemie eine wichtige Rolle. Die Identifizierung von
Pharmakophoren fiir eine Datenbankrecherche oder fiir das
Design der Liganden sowie die Verwendung von experimen-
tell erhaltenen oder homolog aufgebauten Rezeptoren in
Docking-Studien und bei Datenbankrecherchen sind nur zwei
Beispiele. Durch Molecular-Modeling-Experten, medizini-
sche Chemiker und viele Docking-Progamme wurde bisher
ein Schwerpunkt auf das Ausrichten von funktionellen
Gruppen fiir Wasserstoffbriickenbindungen und ihre Rich-
tungsabhingigkeit beim Erkennen von Pharmakophoren
gelegt.[¥> % Obwohl viele erfolgreiche Validierungen und
Anwendungen fiir das Andocken in der Literatur zu finden
sind,[*-5! lassen neuere Arbeiten darauf schlieBen, daf die
Parametrisierung einiger Kraftfelder stirker auf die Hydro-
phobie statt auf Wasserstoffbriickenbindungen ausgerichtet
werden muB.[*%52 31 Heute ist anscheinend der rechnerische
Aufwand, um die Solvatisierung angemessen zu erfassen, das
Hauptproblem fiir die korrekte Behandlung der hydrophoben
Wechselwirkungen bei Verwendung dieser Kraftfelder. Die
grofite Validierung, die bis jetzt fiir ein Docking-Programm
durchgefiihrt wurde, war die fiir das Programm GOLD.*! In
dieser Studie wurden Voraussagen zur Bindungsgeometrie fiir
das ,,Zuriickdocken“ von 100 Liganden, die von ihren
jeweiligen Proteinen entfernt worden waren, im Detail mit
den Strukturdaten aus der Brookhaven-Datenbank abgegli-
chen. Das Programm konnte 71 % der untersuchten Liganden
in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der
Datenbank einpassen. Die Analyse der gut und nicht gut
tibereinstimmenden Datenséitze machte die Schwierigkeiten
deutlich, mit denen man bei vielen Docking-Programmen
konfrontiert ist. Das Programm war beim Modellieren des
Andockens polarer Liganden erfolgreich und versagte leicht
bei hydrophoberen (wirkstoffdhnlichen) Liganden. Es lieferte
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die besten Ergebnisse, wenn der Ligand durch etliche Wasser-
stoffbriickenbindungen an die Rezeptorstelle gebunden war.
Obwohl GOLD eine vollstindige Flexibilitdt der Liganden
bertlicksichtigt, wird fiir den Rezeptor nur eine sehr begrenzte
Flexibilitit zugelassen (Drehung um die endsténdigen Bin-
dungen, z.B. die Drehung einer Hydroxygruppe, um eine
Wasserstoffbriickenbindung zu optimieren). Eine solche Stu-
die 146t leicht solche Beispiele auf3er acht, bei denen sich die
Struktur des Apo-Rezeptors stark von der des Rezeptors im
Komplex unterscheidet. Einige der in diesem Aufsatz ge-
nannten Beispiele diirften es in Zukunft erschweren, die
hiufige Annahme zu akzeptieren, jede signifikante induzierte
Anpassung des Proteins bei der Bindung des Liganden sei
wahrscheinlich konstant bei einem gegebenen Satz dhnlicher
Liganden. Bei der Weiterentwicklung des Programms
GRID,* das kleine molekulare Sonden verwendet, um die
Bindungsstellen in den Proteinstrukturen zu identifizieren,
hat man versucht, diese Probleme durch Einbeziehung einer
empirischen hydrophoben Sonde (DRY-Sonde) anzugehen.
Diese wird neben den anderen molekularen Sonden fiir die
Wasserstoffbriickenbindung, ionische Wechselwirkungen und
Dipolwechselwirkungen verwendet. Es ist von grof3er Bedeu-
tung, daB3 die neueste Version von GRID auch eine voll-
stindige Flexibilitidt der Rezeptorseitenketten zuldBt.5! Dies
ist ein groBer Schritt nach vorn, um Probleme der hier
beschriebenen Art zu 16sen. Wie erfolgreich dieser Ansatz
sein wird, muf3 sich noch zeigen.

Die in diesem Aufsatz aufgefithrten Beispiele lassen
erkennen, wie wichtig die induzierte Anpassung fiir die
Wirkstoff-Protein-Wechselwirkungen ist. Die induzierte An-
passung scheint oftmals durch hydrophobe Wechselwirkun-
gen ausgelost zu werden und kann als ,,Zusammenklappen®
des Rezeptors um den Liganden betrachtet werden. Die
Flexibilitat duBert sich nicht immer durch Drehungen in der
Bindungsdomaéne, sondern manchmal auch durch geringfiigige
Anpassungen von Positionen spezifischer Reste, um sperrige
Liganden unterzubringen und hydrophobe Kontakte herzu-
stellen. Die Verdnderungen sind nicht immer durch die
Bestimmung der Proteinkonformation (durch Circulardi-
chroismus-Spektroskopie) ersichtlich, sondern sie ergeben
sich manchmal aus kinetischen Messungen zum Zeitverlauf
der Inhibierung. Es konnte hilfreich sein, wenn solche Unter-
suchungen zum zeitlichen Verlauf in Verbindung mit Mode-
ling-Studien durchgefiihrt wiirden. Sie konnten sogar zur
Selektion solcher Fille genutzt werden, die effektiv model-
liert werden konnen. Verschiedene Methoden stehen zur
Verfiigung, um bewegliche Segmente von Proteinen zu
identifizieren, z.B. Bestimmung der B-Faktoren und NMR-
Relaxationszeitmessungen.”®l Es wiire moglich, daB3 diese die
Grundlage fiir die Einfiihrung einer Strategie der begrenzten
molekularen Dynamik in das Schema einer Wirkstoffent-
wicklung bilden. Solch eine Strategie konnte auf hydrophobe
Schnittstellen zwischen beweglichen Proteinteilen ausgerich-
tet sein. Dabei sollte man aber zwischen der Beweglichkeit
einer Proteinschleife in ihrer nativen Form und ihrer ab-
soluten Fahigkeit unterscheiden, mehr als eine Konformation
anzunehmen.F’] Im gebundenen Zustand kann die Konforma-
tion moglicherweise sowohl thermodynamisch als auch kine-
tisch nur in Gegenwart des Liganden angenommen werden.
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Folglich kann die induzierte Anpassung einen produktiven
Modus ermoglichen ohne den Entropieaufwand fiir die
Immobilisierung einer flexiblen Schleife.

Man sollte sich auch in Erinnerung rufen, daf3 die beob-
achtete Bindungsaffinitit eine Funktion der Stabilitdt des
Gesamtkomplexes gegeniiber dem freien Liganden und dem
Apo-Rezeptor ist. So kann die Bildung von neuen Bindungen
zwischen den Aminosduren des Rezeptors bei der Bindung
des Liganden einen wesentlichen Effekt haben, wie es
kiirzlich bei Dihydropyrancarboxamiden, die Derivate von
Zanamivir sind, beobachtet wurde.*!

5. Wirkstoffentwicklung und die Balance der
interaktiven Krifte

Das Wissen iiber die relative Bedeutung der Lipophilie und
der induzierten Anpassung im Vergleich zu der von Wasser-
stoffbriickenbindungen konnte eine neue Denkweise in der
Wirkstoffentwicklung zur Folge haben. Eine Moglichkeit
besteht darin, daB medizinische Chemiker bei der Suche
nach einer gesteigerten Wirkung und Spezifitdt nicht un-
bedingt die Funktionalitdten und Richtungsabhingigkeit von
Wasserstoffbriickenbindungen beibehalten oder einfiigen,
sondern spezifische hydrophobe Wechselwirkungen maximie-
ren. Wenn die anfinglichen Liganden recht polare Molekiile
sind, kann die Wegnahme von Wasserstoffbriickenbindungen
bildenden Gruppen viele giinstige Effekte haben. Sialinséure,
NADPH, ATP und die meisten peptidischen Inhibitoren
fallen in diese Klasse. Bei diesen besteht eine Neigung zu
schlechter Resorption und zu schneller Ausscheidung. Die
Einfiihrung von lipophilen Gruppen fiihrt hiaufig zu einer
erhohten Wirksamkeit, zur Entfernung von Gruppen fiir die
Biokonjugation und zur Erhohung der Halbwertszeit im
Plasma (aufgrund einer besseren Verteilung). Manchmal ist
der Weg zu einem geeigneten Wirkstoff ausgehend von einer
polaren Verbindung sehr lang; viele Firmen sind z.B. zu
Thrombin und Renin zuriickgekehrt und haben Ausgangs-
verbindungen verwendet, die durch das Hochdurchsatz-
Screening erzeugt wurden, um dieses Problem anzugehen.
Verbindungen, die durch das Screening erhalten werden,
konfrontieren den medizinischen Chemiker oftmals mit dem
entgegengesetzten Problem, der Einfiihrung von polaren
Gruppen in recht lipophile Molekiile. Wenn polare Gruppen
dort eingefiihrt werden, wo sie vom Rezeptor toleriert
werden, ist es wichtig, ob eine Affinitdtssteigerung resultiert
oder nicht. Bei dieser iiblichen, medizinisch-chemischen
Optimierung ist das Ziel héufig, molekulare Modifikationen
zu finden, die den gesamten lg P-Wert einer Verbindungsserie
verringern, wihrend die wichtigen hydrophoben Muster
erhalten bleiben (P = Verteilungskoeffizient). So kann z.B.
die Einfithrung eines aliphatischen Ethers in einen potentiel-
len Wirkstoff an Stelle einer Methylengruppe mehrere Aus-
wirkungen haben: Die Wirksamkeit kann fast gar nicht oder
bis zum 15fachen veridndert werden, wenn der Ether als
Acceptor fiir einen neutralen Donor im Rezeptor fungieren
kann. Die Substitution wiirde aber den IgP-Wert um
A(lgP)=—2 verringern, die Loslichkeit um das 100fache
steigern (folglich die Absorption verbessern) und den Meta-
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bolismus des Wirkstoffs sowie die pharmakodynamischen
Eigenschaften verbessern. Interessanterweise konnen die
derzeit gebrduchlichen Molecular-Modeling-Programme die
Bindung von polaren Molekiilen besser vorhersagen als die
von Verbindungen mit einer Balance zwischen polaren und
lipophilen Wechselwirkungen wie bei Wirkstoffen.*’l Die
Balance dieser Eigenschaften ist wichtig fiir die Wirkstoff-
entwicklung. Eine feste Bindung des Wirkstoffs an den
Rezeptor wird durch polare Wechselwirkungen erreicht und
vor allem durch die Optimierung von spezifischen hydropho-
ben Wechselwirkungen. Die Eigenschaften der Wirkstoffe,
die die Loslichkeit, die Absorption, den Metabolismus und
die pharmakokinetischen FEigenschaften steuern, werden
hauptséchlich durch Verwendung polarer Gruppen erreicht,
zusammen mit der Lipophilie, die fiir die Verteilung in den
Lipid-Doppelschichten notwendig ist. Bei der Firma Pfizer™
aufgestellte Regeln (M,<500, lgP <5, Z(Donoren) <35,
2 (N,0) < 10) driicken auf elegante Weise aus, wie die Steuer-
ung der Zahl der Wasserstoffbriickenacceptoren und -dono-
ren mit der Notwendigkeit, den gesamten lgP-Wert zu
begrenzen, zusammenspielt, um eine Aktivitdt bei oraler
Aufnahme iiber den iiblichen, passiven Mechanismus zu
erreichen.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Der Beitrag der Wasserstoffbriickenbindungen zu Wirk-
stoff-Rezeptor-Wechselwirkungen ist sehr schwer vorher-
zusagen. Ladungsverstirkte Wasserstoffbriickenbindungen
konnen eine bis zu 3000fache Affinitétssteigerung ausma-
chen, neutrale Wasserstoffbriickenbindungen gar keine oder
eine bis zu 15fache. Wasserstoffbriickenbindungen kénnen in
Wirkstoff-Rezeptor-Komplexen identifiziert und leicht be-
schrieben werden, was dazu fithren kann, daf3 ihre Bedeutung
im Verhéltnis zu anderen Bindungswechselwirkungen iiber-
bewertet wird. Allein das Identifizieren einer Wasserstoff-
briickenbindung sagt noch nichts iiber ihren Anteil zur
Substratbindung aus. Hydrophobe Wechselwirkungen fithren
mindestens zu einer 3.2fachen Bindungsverstirkung pro
Methylgruppe. Sie spielen eine grofe Rolle fiir die Affinitét
der meisten Wirkstoffe gegeniiber ihren Rezeptoren. Dies
wird aus der Zahl der hydrophoben Gruppen im Verhéltnis zu
der der Acceptoren und Donoren in oral zu verabreichenden
Arzneimitteln deutlich (siehe Physicians Desk Referencel!”).
Hydrophobe Wechselwirkungen scheinen die Haupttriebkraft
fur die induzierte Anpassung von Rezeptoren an ihre
Wirkstoffe zu sein. Das Scheitern der Hypothese vom starren
Rezeptor kann auch mit dem ,,Zusammenklappen® des
Rezeptors um einen Wirkstoff beschrieben werden. Eine
gesteigerte Affinitdt der Liganden kann manchmal unter
Nutzung hydrophober Wechselwirkungen und induzierter
Anpassung sogar auf Kosten von Wasserstoftbriickenbindun-
gen erreicht werden. Die induzierte Anpassung kann es
ermoglichen, dafl giinstige hydrophobe Wechselwirkungen
bei Wirkstoffen mit unterschiedlicher Gestalt an derselben
Bindungstasche eines Rezeptors auftreten. Die derzeit gangi-
gen Molecular-Modeling-Programme arbeiten nur mit einer
geringen Balance zwischen Wasserstoffbriickenbindungen
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und lipophilen Wechselwirkungen und beriicksichtigen Ver-
dnderungen in der Rezeptorstruktur nicht in ausreichendem
MaBe. Die Nutzung spezifischer hydrophober Wechselwir-
kungen kann eine sehr wirksame Methode zur Affinitédts- und
Selektivititssteigerung gegeniiber einem Rezeptor sein. Die
hier beschriebenen Beobachtungen liefern ebenso iiberzeu-
gende Argumente dafiir, dafl in der Wirkstoffentwicklung
neben dem rationalen Design auch die physikochemischen
Eigenschaften — und Gliick — weiterhin eine Rolle spielen.
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