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Interferone der Klasse I (nachfolgend als IFN-a und IFN-b
bezeichnet) sind proinflammatorische Zytokine, die eine
wichtige Rolle bei der Bek�mpfung viraler Infektionen spie-
len.[1] Sie ermçglichen eine erste Abwehr gegen Pathogene
und tragen zum �berleben des Wirts bei, bis die adaptive
Immunantwort einsetzt.[2] IFN Typ I wird haupts�chlich von
plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) produziert.[3]

Alle IFN vom Typ I binden an einen gemeinsamen Rezeptor
(IFNAR). Durch die Bindung wird ein positiver R�ckkopp-
lungskreislauf in Gang gesetzt, der zu einem weiteren Anstieg
der IFN-Aussch�ttung f�hrt.[4] Es gibt Indizien daf�r, dass
chronisch aktivierte pDC IFN-a als Reaktion auf die Stimu-
lation von Toll-like-Rezeptoren (TLRs) produzieren. Dies
tr�gt mçglicherweise zur Pathogenese von systemischem
Lupus erythematosus, einer schweren Autoimmunkrankheit,
bei.[5] �hnliche immuntoxische Symptome kçnnen w�hrend
der IFN-Behandlung von chronischer Hepatitis und auto-
immuninduzierter Diabetes Typ I auftreten.[6, 7]

Hier beschreiben wir die Identifizierung eines nicht-
peptidischen Inhibitors der Wechselwirkung zwischen IFN-a
und IFNAR. Die bioaktive Substanz wurde durch rechner-
gest�tztes, virtuelles Screening gefunden. Mit diesem Ansatz
konnten wir einen wirkstoffartigen Inhibitor der Protein-

Protein-Interaktion (PPI)[4] bei gleichzeitig geringem experi-
mentellem Laboraufwand identifizieren. Die resultierende
Leitstruktur reduziert die In-vitro-Produktion von IFN-a
durch murine pDC signifikant. NMR- und Oberfl�chenplas-
monresonanz(SPR)-Experimente best�tigen die direkte
Wechselwirkung des Inhibitors mit IFN-a. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass computerbasierte Modelle relevante Hypothesen
in Bezug auf Kontaktstellen in makromolekularen Komple-
xen liefern und deren Modulation durch niedermolekulare
Wirkstoffe ermçglichen kçnnen. Wir sehen diese Studie als
einen wichtigen Meilenstein f�r eine zuk�nftige Arzneistoff-
entwicklung, die darauf zielt, krankhaft erhçhte IFN-a-Titer
zu reduzieren. Dar�ber hinaus f�hren wir aber auch eine
Technik mit potentiell breitem Anwendungsfeld f�r die
schnelle Identifizierung von PPI-Inhibitoren ein.

NMR-Strukturen des humanen IFN-a als Apostruktur
(PDB-ID:1itf,[9] Modell 16) und im Komplex mit der Ekto-
dom�ne des Rezeptors (IFNAR2-EC) (PDB-ID: 2hym,[10]

Modell 6) wurden der Proteindatenbank (PDB)[11] entnom-
men (Abbildung 1A). Wir selektierten repr�sentative nied-
rigenergetische Konformationen mit der kleinsten durch-
schnittlichen Abweichung (gemessen als Wurzel der mittleren
quadratischen Abweichung aller Nicht-Wasserstoffatome,
rmsd) zu allen weiteren NMR-Modellen, die im Datenbank-
eintrag gespeichert waren (rmsd = 2.6� 0.4 � f�r IFN-a,
rmsd = 1.0� 0.1 � f�r IFNAR2-EC). Die Kontaktfl�che des
IFN-a zu IFNAR2-EC umfasst dabei 801 �2. Da die Kon-
taktfl�chen von Protein-Protein- und Protein-Wirkstoff-
Komplexen h�ufig �berlappen,[12] und um durch die IFN-
IFNAR-Wechselwirkung induzierte lokale Konformations-
�nderungen[13] mçglichst zu vermeiden, entschieden wir uns
dazu, eine vielversprechende Ligandenbindestelle auf der
ungebundenen Apostruktur des humanen IFN-a zu ermit-
teln. Der durchschnittliche rmsd-Wert zwischen der Struktur
des gebundenen und ungebundenem IFN-a betr�gt 1.14 �.
Die Wechselwirkungsfl�che zum Rezeptor ist hier durch zwei
nichtverbundene Sequenzfragmente (His7–Gln46, Pro137–
Glu165) realisiert; f�r diese betr�gt der entsprechende rmsd-
Wert 1.5 �. Dieser etwas hçhere Wert ist ein Hinweis darauf,
dass w�hrend der Rezeptorbindung in diesem Bereich tat-
s�chlich eine grçßere Konformations�nderung als im �brigen
Teil des Proteins stattfindet.

Mithilfe unserer Software PocketPicker[14] zur Erkennung
von potentiellen Bindetaschen auf Proteinoberfl�chen und
der Methode iPred[15] zur Identifizierung von „Hot-Spots“ an
Protein-Protein-Schnittellen suchten wir nach potentiellen
Ligandenbindetaschen auf der Oberfl�che von IFN-a. Die
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Software PocketPicker extrahierte insgesamt 19 mçgliche
Bindetaschen, von denen sich drei im Wechselwirkungsbe-
reich des (IFN-a)-(IFNAR2-EC)-Komplexes befinden. Die
Wechselwirkungsfl�chenanalyse mittels iPred erbrachte sechs
potentielle „Hot-Spot“-Aminos�urereste. Vier dieser „Hot-
Spots“ befinden sich in der Umgebung einer kleinen Kavit�t
mit einem Volumen von 155 �3. Die „Hot-Spot“-Vorhersa-
gen stimmen genau mit fr�heren Mutationsstudien �berein,
welche die Wechselwirkung des humanen IFNAR mit IFN-a2
untersuchten.[16, 17] Besonders erw�hnenswert ist, dass diese
fr�heren biochemischen Untersuchungen noch weitere
Aminos�urereste als wichtig f�r die Wechselwirkung be-
schrieben, w�hrend die iPred-Vorhersage auf den Bereich der
Bindetasche fokussiert ist und somit das essentielle Wech-
selwirkungszentrum hervorhebt.

Basierend auf dem Proteinstrukturmodell generierten wir
anschließend ein tolerantes Pharmakophormodell in der ex-
trahierten Bindetasche mithilfe unseres „VirtualLigand“-
Ansatzes.[18] Potentielle Liganden-Rezeptor-Wechselwir-
kungsstellen wurden als Wahrscheinlichkeitsdichten berech-
net und zum Durchmustern („virtuelles Screening“) einer

Sammlung von 556763 kommerziell erh�ltlichen, wirkstoff-
artigen Substanzen verwendet. Von den 100 am besten be-
werteten Molek�len wurden sechs manuell ausgew�hlt und
mit der Software GOLD v5.0.1[19] in die IFN-a Tasche plat-
ziert (Tabelle 1, Abbildung 1C). Die Bewertungsfunktion
(GoldScore) lieferte positive Werte f�r die berechneten ge-
bundenen Positionen aller sechs Molek�le (Verbindung 1
erhielt die beste Bewertung). Dies ließ eine tats�chliche
Bindung vermuten.

Um zu testen, ob die sechs Kandidatenmolek�le tats�ch-
lich die IFN-a-Antwort blockieren, wurden Flt3-L-differen-
zierte pDC-Kulturen aus murinem Knochenmark gewonnen
(BM-pDCs) und mit modifiziertem Vakzinia-Virus Ankara
(MVA) infiziert. F�r dieses Virus ist beschrieben, dass es eine
IFN-a-Antwort durch BM-pDCs hervorruft.[20] Die Zellen
wurden mit den Testsubstanzen behandelt. Die Verbindung 1
unterdr�ckte die MVA-induzierte IFN-a-Antwort durch BM-
pDCs komplett (IC50 = 2-8 mm), wohingegen die Substanzen
2–4 die MVA-induzierte IFN-a-Antwort nicht blockierten
(Abbildung 2A,B). Die Verbindungen 5 und 6 waren im
Testpuffer unlçslich und wurden daher nicht getestet. Um die
Spezifit�t der IFN-a-Hemmung zu testen, ermittelten wir die
Konzentrationen an Interleukin(IL)-12 (IL-12p70 und IL-
12p40) im �berstand der MVA-infizierten und mit Verbin-
dung 1 behandelten BM-pDCs. Die von einer MVA-Infektion
ausgelçste IL-12-Produktion sollte durch die Hemmung der
IFN-IFNAR-Wechselwirkung nicht beeinflusst werden. Tat-
s�chlich beobachteten wir auch nur bei hohen Konzentratio-
nen eine reduzierte IL-12-Produktion (Abbildung 2B).

Abbildung 1. Wechselwirkungsfl�che zwischen IFN-a und dessen Re-
zeptor, IFNAR. A) Die untersuchte Bindetasche an der Oberfl�che von
IFN-a ist durch blaue Kugeln dargestellt. Vorhergesagte wechselwir-
kende Aminos�urereste („Hot-Spots“) sind rot (hçchster Wert) und
gelb (mittlerer Wert) dargestellt. B) „VirtualLigand“-Pharmakophor-
modell in der Bindetasche (gr�n: lipophiles Zentrum, blau: Wasser-
stoffbr�ckendonor, rot: Wasserstoffbr�ckenakzeptor). C) �berlagerung
der Dockingposition von Molek�l 1 mit dem „VirtualLigand“-Modell.
Eine potentielle Wasserstoffbr�cke zwischen Asp35 und Molek�l 1 ist
durch eine gestrichelte Line dargestellt.

Tabelle 1: Substanzen, die mithilfe von virtuellem Screening ausgew�hlt
und auf Inhibierung der IFN-a-Antwort in vitro getestet wurden (n =4).

Nr. Struktur Inhibierung
(%�SD)

GoldScore

1 99�2 54

2 14�35 35

3 12�25 43

4 1�33 34

5
unlçslich
in DMSO

50

6
unlçslich
in DMSO

53
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Dieser Befund ist mçglicherweise korreliert mit einer zyto-
toxischen Aktivit�t von Verbindung 1 in hoher Konzentration
(Abbildung 2C). Wir weisen darauf hin, dass eine mittlere
Dosierung die IL-12-Produktion nicht beeinflusste, wohin-
gegen die IFN-a-Antwort signifikant reduziert wurde (Ab-
bildung 2 B). Wir schließen aus diesen Resultaten, dass Ver-

bindung 1 spezifisch die IFN-a-Antwort nach einer
MVA-Infektion von BM-pDCs hemmt.

Um zu testen, ob die Behandlung mit Verbindung
1 prim�r die MVA-induzierte IFN-a-Antwort unter-
dr�ckt oder ob die IFN-a-Antwort auf andere Sti-
mulantien ebenfalls gehemmt wird, wurden BM-
pDC-Kulturen mit drei verschiedenen Stimulantien
behandelt, f�r die beschrieben ist, dass sie IFN-a-
Antworten in BM-pDCs auslçsen: dem TLR9-
Ligand CpG2216,[21] dem MDA5/TLR3-Ligand poly-
(I:C)[22] und der Infektion mit vesikul�rem Stomati-
tisvirus (VSV, Variante M2).[23] Dabei zeigte sich,
dass Verbindung 1 die IFN-a-Antwort, die durch
Behandlung mit CpG2216, poly(I:C) und nach In-
fektion mit VSV-M2 hervorgerufen wurde, inhibier-
te, wohingegen die IL-12-Produktion unter diesen
Bedingungen weniger stark beeinflusst wurde (Ab-
bildung 2D).

Wir setzten S�ttigungstransferdifferenz(STD)-
NMR-Spektroskopie ein,[24] um zu untersuchen, ob
Verbindung 1 direkt an humanes IFN-a bindet.
Protonenreferenzspektren wurden zun�chst getrennt
f�r Verbindung 1 und IFN-a aufgenommen (Abbil-
dung 3 A,B), ebenso wie die Off-Resonanz-Referenz
(Abbildung 3C) und das STD-Spektrum (Abbil-
dung 3 D) der Mischung von Verbindung 1 und IFN-
a. S�ttigungstransfer ist am besten sichtbar f�r den
aromatischen Bereich des Spektrums und das Me-
thylsignal von 1. Die Signale der aromatischen Pro-
tonen (7.0–8.5 ppm) und der N-Methylgruppe
(2.7 ppm) sind im STD-Spektrum klar erkennbar.
Dies legt die direkte Bindung von 1 an IFN-a nahe.
Um die Spezifit�t der Bindung von 1 zu untersuchen,
wiederholten wir das Experiment mit Methyl-b-d-
glucopyranosid als ein vermutlich nicht an IFN-a
bindendes Molek�l. In den entsprechenden Off-Re-
sonanz- (Abbildung 3E) und STD-Spektren (Abbil-
dung 3 F) ist kein S�ttigungstransfer zwischen IFN-a
und dem Glycosid erkennbar. Zugabe von 1 zur
Mischung (Abbildung 3G) und Wiederholung des
STD-Experiments brachte den S�ttigungstransfer
zwischen IFN-a und Verbindung 1 jedoch erwar-
tungsgem�ß wieder zum Vorschein (Abbildung 3H).
Wir schließen aus diesen Ergebnissen, dass Verbin-
dung 1 seine immunsupprimierende Aktivit�t durch
die direkte Wechselwirkung mit IFN-a entfaltet.

Mittels SPR-Messungen bestimmten wir eine
mikromolare Dissoziationskonstante (Kd = 4 mm) f�r
die Bindung von 1 an INF-a (Hintergrundinforma-
tionen, Abbildung S1). Dynamische Lichtstreuungs-
experimente wiesen nicht auf eine Molek�laggrega-
tion hin, die zu Messartefakten h�tte f�hren kçnnen.
Das niedrige Molekulargewicht von 1 ermçglicht nun
die weitere Optimierung der Ligandeneffizienz mit

der Perspektive, in die Leitstrukturoptimierung einzutre-
ten.[25] Unsere Ergebnisse best�tigen, dass die Vorhersage von
Protein-Protein-Wechselwirkungsfl�chen und deren „Hot-
Spots“ eine solide Grundlage f�r Wirkstoffentwicklungspro-
jekte[26] darstellt und eine systematische Analyse von phar-

Abbildung 2. Die MVA-induzierte IFN-a-Antwort in BM-pDCs wird durch Verbin-
dung 1 spezifisch inhibiert. A) BM-pDCs wurden mit MVA infiziert („multiplicity
of infection“: moi 1) und mit der jeweiligen Testsubstanz behandelt (18 mm ; in
DMSO gelçst). Kontrollzellen wurden nur mit DMSO behandelt (in gleicher Kon-
zentration) oder zus�tzlich mit MVA bei moi 1 infiziert. 24 Stunden nach der Be-
handlung wurden die �berst�nde mittels ELISA (n = 3) auf IFN-a untersucht.
B) BM-pDCs wurden bei moi 1 mit MVA infiziert und mit Verbindung 1 in den
angegebenen Konzentrationen (in DMSO gelçst) behandelt. Kontrollzellen
wurden entweder nur mit DMSO behandelt (hçchste Konzentration) oder bei moi
1 mit MVA infiziert. 24 Stunden nach der Behandlung wurden die �berst�nde
mittels ELISA auf IFN-a oder gesamtes IL-12 (Detektion von IL-12p70 und IL-
12p40) �berpr�ft. Die gezeigten Werte wurden auf MVA-induziertes IFN-a oder
die totale IL-12-Produktion normalisiert (n = 5). C) BM-pDCs wurden bei moi 1
mit MVA infiziert und mit Verbindung 1 in den angegebenen Konzentrationen (in
DMSO gelçst) behandelt. Kontrollzellen wurden entweder nur mit DMSO behan-
delt (hçchste Konzentration) oder bei moi 1 mit MVA infiziert. 18 Stunden nach
der Behandlung wurden die Zellen geerntet, mit Propidiumiodid angef�rbt und
mit FACS analysiert. Die Prozentwerte sind auf MVA-induzierten Zelltod normali-
siert (n= 4). D) BM-pDCs wurden mit CpG2216 in einer Konzentration von
5 mg mL�1 stimuliert, mit 2 mg poly(I:C) transfiziert oder bei moi 1 mit VSV-M2
infiziert. Sofern angegeben, wurden Zellen zus�tzlich mit Verbindung 1 behandelt
(9 mm). Kontrollzellen wurden entweder nur mit DMSO behandelt (entsprechen-
de Konzentration) oder bei moi 1 mit MVA infiziert. 24 Stunden nach der Be-
handlung wurden die �berst�nde auf ihren Gehalt an IFN-a oder totalem IL-12
(Detektion von IL-12p70 und IL-12p40) mittels ELISA getestet. Die gezeigten
Werte sind normalisiert auf CpG2216-, poly(I:C)- oder VSV-M2-induzierte IFN-a-
Produktion (n = 3). Fehlerbalken markieren Standardabweichungen. ns, nicht si-
gnifikant; *, p<0.05�0.01; **, p<0.01�0.001; ***, p<0.001 (Dunnett-Test
oder paarweiser Bonferroni-Permutationstest).
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makologisch hoch attraktiven Protein-Protein-Wechselwir-
kungen erçffnet.

Anmerkung: Eine Rçntgenstruktur des IFN-(IFNAR2-
EC)-Komplexes (PDB ID: 3s9d)[28] wurde nach Fertigstellung
unserer Studie verçffentlicht. Sie best�tigt unsere Berech-
nung, dass der hydrophobe Bereich, der Phe27 und Leu30

enth�lt, wichtig f�r die Bindung von INF-a mit seinem Re-
zeptor ist und auch Arg149 eine Schl�sselrolle in dieser
Wechselwirkung spielt. Arg149 bildet im Komplex eine Salz-
br�cke mit Glu77 von IFNAR2-EC.

Eingegangen am 20. August 2011
Online verçffentlicht am 16. November 2011
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