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Das rationale Design von Wirkstoffen erfordert die Defini-
tion eines Zielproteins, eines Targets. Statt sich auf einzelne
Targetproteine zu beschrinken, werden heute oft ganze Fa-
milien dhnlicher Proteine parallel untersucht. Ein solcher
Ansatz ist effizient, da sich bestimmte Ergebnisse auf die
gesamte Proteinfamilie {iibertragen lassen. Insbesondere
Proteinkinasen sind in dieser Hinsicht sehr attraktiv. Protein-
kinasen sind an vielen zelluldren Prozessen und daraus re-
sultierenden Krankheiten beteiligt. Alle 518 bekannten Pro-
teinkinasen!"! haben eine dhnliche Tertidrstruktur und kata-
lysieren eine analoge Reaktion, die Phosphorylierung ande-
rer Proteine. Dennoch weist jede einzelne Kinase spezielle
charakteristische Merkmale auf, z.B. strukturelle und dyna-
mische Details oder Protein-Protein-Wechselwirkungsdoma-
nen. Diese Tatsache macht die Entwicklung von pharmako-
logisch verwendbaren, spezifischen Kinaseinhibitoren mog-
lich.”

Viele Proteinkinase-Inhibitoren, z.B. Staurosporin,
binden an die hochkonservierte ATP-Bindungstasche. Sie
hemmen daher eine Vielzahl von Proteinkinasen und sind
deshalb von sehr eingeschranktem pharmakologischem Wert.
Andere Inhibitoren sind jedoch hochspezifisch, da sie auf
charakteristische Eigenschaften einer Kinase abzielen. So
bindet Gleevec, ein spezifischer Inhibitor der Abelson-
Kinase,”>* an die hochkonservierte Asp-Phe-Gly-Schleife
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(DFG-Schleife). Im Komplex mit Gleevec nimmt die DFG-
Schleife die DFG-out-Konformation an, die sich deutlich von
der in Komplexen mit ATP-Analoga und den meisten ATP-
kompetitiven Bindern gefundenen DFG-in-Konformation
unterscheidet. Der mit der Bindung einhergehende Ubergang
von DFG-in zu DFG-out o6ffnet eine hydrophobe Tasche
zwischen dem N- und C-terminalen Teil. Nur Kinasen, die die
DFG-out-Konformation annehmen kénnen, konnen Wech-
selwirkungen in dieser Tasche ausbilden. Die Selektivitéat wird
somit durch eine fiir diesen Liganden spezifische Selektion
einer der Konformationen vermittelt.

Dieser Ansatz der Untersuchung von Targetfamilien lief3
sich auf andere Mitglieder der Kinasefamilie iibertragen,
sodass weitere Beispiele fiir DFG-out-Liganden bekannt
sind, z. B. Raf,"! p38* und KDR." Die Klassifizierung eines
Inhibitors als DFG-in oder DFG-out erfordert dabei einigen
experimentellen Aufwand, meist in Form von kinetischen
oder Strukturstudien. Zudem basiert das Wissen um das
Gleichgewicht zwischen DFG-in und DFG-out hauptséchlich
auf statischen Kristallstrukturen von freiem oder ligandge-
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bundenem Protein. NMR-Messungen konnen dieses Bild er-
gianzen und ein grundlegendes Verstindnis des Gleichge-
wichts in Losung vermitteln.

Wir haben kiirzlich die MAP-Kinase p38 NMR-spektro-
skopisch charakterisiert"”! und nutzen diese als Modell zur
Untersuchung des DFG-in/DFG-out-Gleichgewichts. p38 ist
an der Regulation entziindlicher Cytokine beteiligt,'""'?! und
ihre Inhibitoren konnen entziindungshemmende Wirkung
haben. Manche dieser Inhibitoren sind strukturell und bio-
physikalisch gut charakterisiert (Tabelle 1).°" Die p38-
Inhibitoren 1 und 4 binden an die DFG-in-Konformation,""
die auch fiir apo-p38 beobachtet wird."”! Hingegen binden die
p38-Inhibitoren 2 und 3 der Diarylharnstoff-Klasse an die
DFG-out-Konformation.!! Im Komplex p38-2 verschiebt sich
Phe 169 (p38-Nummerierung) um 10 A von der in apo-p38
gefundenen Position.

Die NMR-spektroskopische Zuordnung von p38'" ist
unvollstindig. In Spektren vollstindig '*N-markierter p38
wurden Signale fiir 254 (75%) von 337 erwarteten Amid-
gruppen gefunden, davon konnten 216 (85%) zugeordnet

Tabelle 1: Chemische Strukturen, Wechselwirkungsweisen und biophysikalische Daten ausgewihlter p38-Inhibitoren.?!

Struktur Ko[nM] ko [MT'sT'] ko [s] AH[kmol™]  —AS[Jmol'K™"]  PDB®  Modus
O\\S/
g
NS
1 NN 115 1.5x107 18x107"  —473 9.2 la9u  DFG-in
= A
\ N
F
0 N
N/\ \ N)J\N O bo
2 N ‘ 0.1 8.4x10 83x10°° —52.7 -35 Tkv2 DFG-out
o c
3 N L /li::j/ 1160 1.2x10° 14107 —23.4 —145 Tkv2  DFG-out
N‘N N N
[
4 86.5  4.3x10 7.7x107"  —55.6 53.5 DFG-in
NS A
5 N 21 7.3x10* 1.6x107°  —485 15.9 DFG-out

[a] Werte fur Verbindungen 2 und 3 und 5 bei 296 K stammen aus Lit. [7,13] (Kp, kon, ko) und Lit. [15] (AH); AS wurde mit géngigen thermodyna-

on?

mischen Beziehungen berechnet. Alle Werte fiir Verbindungen 1 und 4 stammen aus Lit. [7,14]. [b] Kennziffer in der Protein Data Bank.
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werden. Weder die Uberlappung von Signalen noch unvoll-
stindige Amidprotonierung® konnen der Grund sein, da ein
dhnlicher Anteil von Signalen auch in selektiv "N-markier-
tem Protein fehlt. Das Fehlen von 25% der erwarteten Si-
gnale hat grundlegendere Ursachen. Die Zuordnung ist fast
vollstandig (79 %) fiir die N-terminale Doméne der Kinase
aufler der C-Helix. Im C-terminalen Teil sind das DFG-Motiv
(Asp168-Phe169-Gly170), die anschlieBende Aktivierungs-
schleife (Leul71-Glul78) und groBe Teile der Subdomi-
nen VIII und X nicht zugeordnet. Bezeichnenderweise fehlen
die entsprechenden Sequenzen ebenfalls in unserer Zuord-
nung der Proteinkinase A (PKA)."! C-Helix und Aktivie-
rungsschleife sind an Bewegungen im Rahmen von Aktivie-
rung und Katalyse der Kinasen beteiligt.””! Solche Bewe-
gungen konnen das Verschwinden von NMR-Signalen er-
klaren, da sie zu Linienverbreiterungen durch Austausch
fiihren. Austauschprozesse konnen durch NMR-Spektrosko-
pie leicht nachgeweisen werden; man klassifiziert sie in
schnell (ein durchschnittliches Signal), langsam (ein Signal fiir
jede Konformation) oder intermediér (Signal ist

stark verbreitert oder verschwunden). Lassen sich
experimentelle Griinde ausschlief3en, so weist das a)
Verschwinden eines NMR-Signals unterhalb des
Detektionslimits auf einen konformativen Aus-
tauschprozess in der intermedidren Zeitskala hin, l
der zu starker Linienverbeiterung fiihrt.

Die NMR-Signale der DFG-Schleife (Asp168-

Phe169-Gly170) wurden nicht zugeordnet. Selek-
tiv '"'N-Phe markierte p38 wurde zur Untersuchung
der DFG-Schleife verwendet. p38 enthélt 13 Phe-
nylalaninreste, von denen 12 im 'H,””"N-TROSY-
Spektrum gefunden und eindeutig zugeordnet b)
wurden (Abbildung 1). Das nicht zu beobachtende
Signal gehort zu Phe 169 in der DFG-Schleife. Dies
wurde durch das Spektrum der selektiv "N-Phe
markierten Mutante Phel69Tyr bestitigt, die ein
identisches TROSY-Spektrum mit 12 Signalen
ergab. Andere Feldstarken (400-900 MHz Proto-
nenresonanzfrequenz), Temperaturen innerhalb
des experimentell Moglichen (5-35°C) und emp-
findlichere Aufnahmebedingungen (0.5 mm Pro-
tein, 12 h Messzeit auf einem 900-MHz-Spektro-
meter mit Kryosondentechnik) fithrten zum glei-
chen Ergebnis. Das Fehlen des Amidsignals von
Phe 169 in der DFG-Schleife unter allen getesteten
Bedingungen ldsst auf ein Konformationsgleich-
gewicht in der intermedidren Zeitskala fiir diese
Region der Kinase schlieen.

Es ist gezeigt worden, dass Diarylharnstoffverbindungen
wie 2 an die DFG-out-Konformation von p38 binden. Die
Bindung solcher Substanzen an p38 ist nicht mit der DFG-in-
Konformation kompatibel® und muss daher konformative
Austauschprozesse der DFG-Schleife beeinflussen. Bei einem
hinreichend starken Effekt wird erwartet, dass die Um-
wandlung DFG-in2DFG-out vollstidndig unterdriickt wird,
sodass die Austauschlinienverbreiterung verschwindet und
ein messbares Phel69-Signal auftritt. Dies wird bei dem in
Gegenwart von 2 erhaltenen NMR-Spektrum (Abbil-
dung 2 a) tatséchlich gefunden. Alle 13 aus der Primérstruktur
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Abbildung 1. TROSY-Spektrum von selektiv '*N-Phe markierter p38.
Die Signale sind wie angegeben zugeordnet, und eindimensionale
Querschnitte der einzelnen Signale sind dargestellt. Das zu Phe 169

gehdrende Signal fehlt.
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Abbildung 2. a) Effekt von p38-Inhibitoren auf das TROSY-Spektrum von selektiv
>N-Phe markierter p38. Der DFG-out-Inhibitor BIRB796 (2) fiihrt zu einem zusitzli-
chen, mit einem Pfeil gekennzeichneten Signal, das zu Phe 169 im DFG-Motiv
gehort. Der ,DFG-in“-Binder SB203580 (1) erzeugt Anderungen der chemischen
Verschiebung, jedoch kein zusitzliches Signal. b) Kinetisches Schema fiir den kon-
formativen Austausch des DFG-Motivs in p38. Im Apoprotein befinden sich DFG-in
und DFG-out in einem langsamen (kHz) konformativen Austausch. Ligand 2
bindet an die DFG-out-Konformation und friert das Konformationsgleichgewicht in
einem definierten Zustand ein. Liganden wie 1 beeinflussen das DFG-Gleichge-
wicht nicht.

erwarteten Signale sind sichtbar. Da Asp168-Phel69 das
einzige Asp-Phe-Paar in der p38-Sequenz ist, lie} sich die
Identitét des zusitzlichen Signals durch ein HNCO-Experi-
ment an einer Probe mit doppelt selektiv *C’-markiertem
Asp und “N-markiertem Phe belegen. Das Auftauchen des
Phe169-Signals ist somit eine Bestédtigung dafiir, dass im in-
hibierten DFG-out-Zustand des Proteins keine Austausch-
prozesse und die dadurch hervorgerufenen Linienverbreite-
rungen mehr auftreten.

Ahnliche Ergebnisse wurden fiir andere Diarylharnstoff-
verbindungen wie 3 erhalten (Tabelle 1). Diese Befunde
deuten auf ein langsames DFG-in=DFG-out-Gleichgewicht
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hin, das zum Verschwinden des Phe169-Signals in den Spek-
tren von apo-p38 fiihrt, wihrend DFG-out-Inhibitoren wie 2
und 3 den konformativen Austausch zwischen den Konfor-
meren offenbar unterdriicken, sodass im 2D-NMR-Spektrum
das Phel69-Signal auftaucht. Unsere Ergebnisse sind kon-
sistent mit dem in Abbildung 2b dargestellten kinetischen
Schema.

Im Unterschied zu den Diarylharnstoffverbindungen
wurden die meisten anderen p38-Binder als DFG-in-Binder
beschrieben. Verfiigbare Kristallstrukturen solcher Substan-
zen im Komplex mit p38"' zeigen das Protein in der DFG-in-
Konformation, die man auch in der Kristallstruktur von apo-
p38 findet.'’”? SB203580 (1) als DFG-in-Ligand von p38 fiihrt
zu keinen zusitzlichen Signalen im TROSY-Spektrum von
'>N-Phe-p38 (Abbildung 2a), und dies gilt auch fiir andere
DFG-in-Binder wie SKF86002 (4). Offensichtlich wird das
Gleichgewicht zwischen den DFG-Zustidnden, das das Ver-
schwinden des Phe169-Signals bedingt, durch diese Liganden
nicht gestort. Wir schlagen daher vor, die als ,,DFG-in“-
Binder bekannten Verbindungen als Liganden zu betrachten,
bei denen die Konformation der DFG-Schleife fiir die Bin-
dung keine Rolle spielt (Abbildung2b). Dieser Vorschlag
stimmt mit Ergebnissen zum Wirkmechanismus {iberein,
wonach DFG-in-Liganden keinen Einfluss auf die Aktivie-
rung von p38 haben,?!) wihrend DFG-out-Inhibitoren sowohl
Aktivitit als auch Aktivierung blockieren.*

Das dynamische Bild, das sich aus den NMR-Ergebnissen
ergibt, wird durch die Kristallstruktur von 1 im Komplex mit
p38 gestiitzt (Abbildung 3). Wir beobachten beide Konfor-
mationen des DFG-Motivs (DFG-in und DFG-out) im Pro-
tein mit relativen Anteilen von etwa 50 %. Auflerdem beob-
achten wir gut unterscheidbare Bindungspositionen des In-

=" <
-,

Abbildung 3. Kristallstruktur von p38 im Komplex mit dem Inhibitor 2
(2.1 A Auflssung, Reeor=0.241, Ree=0.279). Die Abbildung zeigt die
molekulare Oberfliche von p38 mit dem Riickgrat des DFG-Motivs in
Rot (DFG-in-Konformation) oder Blau (DFG-out-Konformation).

Phe 169 und 2 sind in Stabdarstellung dargestellt und rot (DFG-in)
bzw. blau (DFG-out) eingefirbt. Bei der DFG-in-Form befindet sich die
Seitenkette von Phe169 in einer hydrophoben Tasche, wihrend sie bei
der DFG-out-Form nach auflen zeigt. Wir beobachten jeweils etwa
50% Besetzung fiir die DFG-in- und die DFG-out-Konformation in der
Mittelung tber die Konformationszutinde des Kristalls.
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hibitors 1 (50 % Besetzung) fiir beide DFG-Konformationen.
In beiden Positionen bleiben polare Wechselwirkungen zwi-
schen dem Inhibitor und der Hinge-Region erhalten. Die
Beobachtung zweier definierter DFG-Zusténde ist mit dem
nicht zu beobachtenden NMR-Signal von Phe169 in Ein-
klang. Sie zeigt auch, dass die Bindung von DFG-in-Liganden
mit der DFG-out-Konformation der DFG-Schleife kompati-
bel ist; dies wurde bereits zur Entwicklung kombinierter
DFG-in- und DFG-out-Liganden genutzt."*’!

Schon frither wurde indirekt auf ein langsames DFG-
in=DFG-out-Gleichgewicht geschlossen, da sich die Asso-
ziationsgeschwindigkeit fiir DFG-in- und DFG-out-Liganden
deutlich unterscheidet. Wahrend DFG-in-Inhibitoren prak-
tisch diffusionskontrolliert an das Protein binden (Tabelle 1),
assoziieren DFG-out-Inhibitoren &hnlicher GroBe zwei
GroBenordnungen langsamer.[*!* Diese Daten sind als Indiz
fiir ein langsames Gleichgewicht zwischen DFG-in- und
DFG-out-Konformationen in apo-p38, bei dem sich nur ein
kleiner Teil des Proteins in der DFG-out-Konformation be-
findet, gewertet worden.®” Unsere Ergebnisse sind ein
deutlicher Hinweis auf einen konformativen Austausch des
DFG-Motivs in apo-p38 im intermedidren Bereich der NMR-
Zeitskala zwischen stark unterschiedlichen Konformationen.
Diarylharnstoff-Inhibitoren unterdriicken den konformativen
Austauch und frieren die Bewegung in der DFG-out-Kon-
formation ein. Hingegen werden diese Bewegungen in weit-
aus geringerem MaBe durch die bislang als DFG-in-Binder
aufgefassten Liganden beeinflusst. Etwa vorhandene Ein-
schrinkungen der Beweglichkeit miissen vergleichsweise
klein sein, da sie die dynamischen NMR-Eigenschaften des
Proteins im Vergleich zum Apoprotein nicht verédndern.

Da ein DFG-out-Ligand das Gleichgewicht zwischen den
Konformeren unterdriickt, gehen Freiheitsgrade der inneren
Bewegung verloren, was sich in einer negativen Bindungs-
entropie  niederschlagen  sollte. = Thermodynamische
Daten!"!! (Tabelle 1) zeigen jedoch keinen einheitlichen
Trend fiir DFG-in- im Vergleich zu DFG-out-Inhibitoren.
Daher scheinen thermodynamische Daten nicht zur Identifi-
zierung eines DFG-out-Bindungsmodus geeignet. Dagegen
erweisen sich NMR-Messungen an selektiv markierter p38 als
geeignete Methode zur schnellen und eindeutigen Klassifi-
zierung eines Liganden als DFG-in- oder als DFG-out-
Binder. Eine solche Klassifizierung wiirde normalerweise
eine aufwindige Cokristallisation (falls moglich) oder eine
detaillierte kinetische Analyse des Bindungsprozesses erfor-
dern. Dieser Ansatz ist somit zur schnellen Charakterisierung
neuer Strukturen aus dem Screening auf ihren Bindungsmo-
dus mit p38 (DFG-in kontra DFG-out) geeignet.

Experimentelles

Proteinproduktion: Murines p38o (2-349) wurde in einen modifi-
zierten pET16b-Vektor mit N-terminalem His-Tag und einer
Schnittstelle fiir TEV-Protease kloniert. Das resultierende Plasmid
pETp38 wurde als Templat fiir die gerichtete Mutagenese von p38
F169Y verwendet. Rekombinantes p38 wurde in E. coli BL21 (DE3)
mit dem Expressionsplasmid pETp38 iiberexprimiert und nach
Lit. [19] gereinigt. Bakterienkulturen wurden bis zu ODgy, = 0.6 her-
angezogen und nach Zusatz von IPTG (Isopropyl-f-p-thiogalacto-
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pyranosid) bei 30°C 4 h inkubiert. ""N-Markierung der Aminoséuren
wie beschrieben.!"!

NMR-Spektroskopie: Die NMR-Spektren wurden bei 800 MHz
Protonenresonanzfrequenz auf einem DRX800-Spektrometer
(Bruker) aufgenommen. Bedingungen: 0.2-0.7 mMm Protein, 150 mm
NaCl, 50 mm HEPES-Puffer pH 6.8, 5mm DTT (Dithiothreit) in
H,0/D,0 (9:1), Messtemperatur 298 K. Die Liganden 1 und 4
(Sigma) sowie 2, 3 und 5 (Synthese nach Lit. [7]) wurden als 50—
100 mM Stammlésung in DMSO zugegeben (Endkonzentration 0.2—
1 mm).

Kristallographie: Kristalle des p38-1-Komplexes wurden mit der
Methode des hingenden Tropfens bei 4°C erhalten. Die Proteinlo-
sung (5mgmL~" Protein, 1mM 1, 1 mm TCEP (Tris(2-carboxy-
ethyl)phosphan-hydrochlorid), 50 mm NaCl, 5mwm TRIS-Puffer
pH 7.0) wurde mit dem gleichen Volumen der Fallungslosung (7 % v/v
MPD (2-Methyl-2,4-pentandiol) und 50 mm MES-Puffer pH 6.0)
versetzt. Die Kristalle wurden in einer Losung mit 1 mm 1, 30% v/v
MPD, 50 mm MES-Puffer (pH 6.0) getrankt und in fliissigem Stick-
stoff schockgefroren. Kristallographische Daten wurden bei 100 K
mit einem CCD-Detektor (ADSC Q4) an der European Synchrotron
Radiation Facility (Grenoble, Frankreich) erhalten. Die Struktur
wurde mit Standardsoftware gelost (Tabelle 2).? Die Proteinkris-

Tabelle 2: Réntgenbeugungsdaten  und
p38-1-Komplexes.!

Strukturverfeinerung  des

p38-1
Raumgruppe P2,2,2,
Auflésung [A] 2.1
Vollstandigkeit [%] 99.5 (99.3)
Redundanz 4.8 (4.9)
1/a(l) 8.2 (2.0)
Ronerge [%] 5.3 (34.8)
B-Faktor nach Wilson [A?] 413
Verfeinerung
Auflésungsbereich [A] 50-2.1
Zahl der Reflexe 23123
Riee/ R [9%] 27.9/24.1
RMSD (Bindungen/Winkel) [A/°] 0.0060/1.11
durchschnittlicher B-Faktor [A?%] 46.4

[a] Zahlen in Klammern beziehen sich auf den Bereich hochster Aufls-
sung (highest resolution shell).

tallstrukturen sind unter der Kennziffer 2EWA in der Protein Data
Bank abgelegt.
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