Fachartikel

Protein / Protein-Interaktionen nachgeahmt

Strukturbasierte ldentifizierung niedermolekularer Inhibitoren

von denen es schatzungsweise mehr

als 100.000 allein im Menschen gibt,
sind als zentrale Schalt- und Kontrollele-
mente bedeutend fiir alle biologischen
Prozesse. Umgekehrt fiihrt die Fehlfunkti-
on von PPIs zu Krebs und anderen Erkran-
kungen. Daher ist die Identifizierung neu-
er, fiir die pharmakologische Therapie oder
als Werkzeuge in der chemischen Biologie
geeigneter niedermolekularer Inhibitoren
von PPIs (PPlls) erstrebenswert [1,2].

Protein/Protein—lnteraktionen (PPIs),

Bislang wurden mehr als 1650 PPIIs und 50
Protein /[ PPII-Kristallstrukturen beschrie-
ben. Es ist also durchaus méglich, PPIs
zu inhibieren. Jedoch wurden nur wenige
dieser PPIIs durch systematische, struk-
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turbasierte Uberlegungen entdeckt. Dies
erscheint zunéchst iiberraschend, da sich
der Einsatz computergestiitzter Methoden
in der (strukturbasierten) Wirkstofffindung
fiir konventionelle pharmakologische Ziel-
molekiile (etwa Enzyme oder Rezeptoren;
(Abb. 1a)) bewihrt hat. Jedoch ist die di-
rekte Ubertragung solcher Methoden auf
an PPIs beteiligte Proteine schwierig, da
in den hier vergleichsweise groBen Inter-
aktionsflachen haufig ausgeprigte, von
potentiellen PPIIs adressierbare Taschen
fehlen (Abb. 1b). AuBerdem gibt es nur
selten natiirliche niedermolekulare Ligan-
den, so dass eine auf Liganden-Ahnlichkeit
basierende Suche nach PPIIs nicht moglich
ist. Aufwendige Hochdurchsatzexperimente
konnen zwar prinzipiell bei der Identifizie-

rung von PPIIs helfen. Jedoch haben die Li-
ganden konventioneller pharmakologischer
Zielmolekiile und PPIIs unterschiedliche
physikochemische Eigenschaften. Deshalb
eignen sich die gebrauchlichen Substanz-
bibliotheken nur bedingt fiir Hochdurch-
satzexperimente an PPIs [1].

Ein vielversprechender Ansatz zur
strukturbasierten Identifizierung von PPIIs
beruht dagegen auf der gezielten Adres-
sierung oder Nachahmung der essentiellen
Interaktionen einer PPI (Abb. 1d). Diese sind
oft auf wenige Aminosduren in der Interak-
tionsfldche begrenzt, sogenannte Hot Spots.
Der Ansatz beruht auf der Annahme, dass
entscheidende Faktoren von PPIs bzw. der
Bindung von PPIIs an Interaktionsfldchen
iibereinstimmen. Folglich sollten PPIIs
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durch rationale Uberlegungen, ausschlieB-
lich auf Basis einer PPI-Komplexstruktur,
identifiziert werden konnen. Wir erlautern
diesen Ansatz am Beispiel von drei ausge-
wéhlten PPIs: zwischen Interleukin-2 und
der a-Untereinheit des zugehorigen Rezep-
tors (IL-2/IL-2Ro; Abb. 1b-c), zwischen
zwei Dimeren der Nervy Homology Region
2 Domine (NHR2; Abb. 2) und zwischen den
Dimerisierungsdomédnen des Heat Shock
Protein 90 (Hsp90).

IL-2/IL-2Ra-Komplex

Zunichst validierten wir den vorgeschla-
genen Ansatz in einer retrospektiven Stu-
die anhand der IL-2/IL-2Ro-Interaktion
[3]. Zuséatzlich zur IL-2/IL-2Ro-
Komplexstruktur sind auch experimentelle
Strukturen und Affinititen fir funf IL-2/
PPII-Komplexe bekannt. Zur computer-
gestiitzten Identifizierung der Hot Spots
der IL-2/IL-2Ro- und IL-2/PPII-Komplexe
fihrten wir eine Aminosdure-weise Zerle-
gung der Bindungsenergie mit der ,Mole-
cular Mechanics Poisson-Boltzmann Sur-
face Area“ (MM-PBSA)-Methode durch
[4]. Diese Analysen zeigten, dass drei der
funf Hot Spots der IL-2/IL-2Ro-Interaktion
ebenfalls essentiell fiir die Bindung der
PPIIs sind. Alanin-Mutanten dieser Hot
Spots bestitigten diese Vorhersage. Damit
lag nahe, dass auf Basis einer PPI-Kom-
plexstruktur vorhergesagte Hot Spots die
zielgerichtete Identifizierung und Optimie-
rung von PPIIs lenken kénnen [3].

Allerdings binden die PPIIs bei IL-2
in eine Tasche der Interaktionsflache
(Abb. 1c), die sowohl im ungebundenen
IL-2 als auch im IL-2/IL-2Ro-Komplex
fehlt (Abb. 1b). Die Ausbildung dieser
Taschen in den PPII-gebundenen Struk-
turen weist auf eine erhohte Mobilitit in
der Interaktionsfliche hin [5]. Im Ein-
klang mit dem Konformations-Selektions-
Modell [6] gelang es uns mit Hilfe moleku-
larer Simulationen das Offnen transienter
Taschen in der ungebundenen IL-2-Struk-
tur vorherzusagen. Molekulares Docking
in diese Taschen und dessen Auswertung
unter Zuhilfenahme der vorhergesagten
Hot Spots lieferte die nativen Bindeposen
der PPIIs. AuBerdem konnten im Rahmen
eines Docking-basierten virtuellen Scree-
nings bekannte PPIIs unter einer groBen
Anzahl physikochemisch dhnlicher, jedoch
inaktiver Substanzen identifiziert werden.
Fiir diese Vorhersagen wurde ausschlieBlich
die IL-2/IL-2Ra-Komplexstruktur benotigt.
Daher tiberpriiften wir als néchstes, ob der
grundlegende Ansatz auch auf andere PPIs
mit bekannter Komplexstruktur iibertrag-
bar ist [3].
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Inhibitoren Peptidomimetika

Abb.1: a) Querschnitte durch die tiefe Bindetasche der Carboanhydrase, einem konventionellen

pharmakologischen Zielmolekiil, und b) die im Vergleich flache Interaktionsfliche des ungebun-
denen Interleukin-2 (IL-2), das mit der o-Untereinheit des IL-2 Rezeptors eine PPI eingeht.

c) PPIIs konnen die Ausbildung transienter Taschen in verformbaren Interaktionsflichen bedin-
gen, wie hier fiir IL-2 im Vergleich zu b) gezeigt. d) Schematische Vorgehensweise zur Identifi-

zierung von PPIIs, ausgehend von einer PPI-Komplexstruktur.

(1) Hot Spot

{Ii) Hot Spot-
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(V] Screening Hot Spot-
nachahmender PPIls
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Validierung

Abb. 2: Identifizierung von PPIIs auf Basis der PPI-Komplexstruktur (hier gezeigt am Beispiel der
tetrameren NHR2 Domdne): (I) Identifizierung von Hot Spots in den Interaktionsflichen; (II) Ent-
wicklung Hot Spot-tragender, inhibitorischer Peptide; (III) Entwurf und Synthese von peptidomi-

metischen PPIIs mit funktionellen Gruppen, die Hot Spots entsprechen; (IV, V) Auswahl adiqua-

ter, benachbarter Hot Spots, die als Templat in einem virtuellen Screening nach PPIIs dienen;
(V1) experimentelle Validierung durch biochemische und zellbiologische Experimente.

NHR2-Tetramer

Zu diesem Zweck untersuchten wir in ei-
ner prospektiven Studie die Interaktion
zwischen zwei Dimeren der NHR2-0ligo-
merisierungsdoméne [7] des aus der Trans-
lokation t-(8;21) resultierenden onkogenen
Fusionsproteins AML1-ETO. Die Homote-
tramerisierung dieser NHR2-Doméne ist
eine wesentliche Voraussetzung fiir die
Entstehung und Aufrechterhaltung der
AML1-ETO-abhdngigen akuten myeloi-
schen Leukidmie (AML). Unserem Ansatz
folgend (Abb. 2) identifizierten wir zu-

néchst finf fiir die Tetramerisierung essen-
tielle Hot Spots (Abb. 2, Schritt (I)). Experi-
mente bestétigten, dass die Mutation dieser
Hot Spots zu Alanin die NHR2-Tetrameri-
sierung verhindert ohne die o-helikale
Struktur der Dimere zu beeintrachtigen.
Mit diesen Mutanten konnten wir auBer-
dem erstmals in Zellkultur und Mausmo-
dell zeigen, dass dissoziierte AML1-ETO-
Dimere nicht tiber den onkogenen Charak-
ter des Tetramers verfiigen [8].

Da die NHR2-Hot Spots rdumlich benach-
bart in einem Spalt der Dimer/Dimer-Inter-
aktionsflache liegen, folgerten wir, dass
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die Adressierung dieses fiir
die Tetramerisierung essen-
ziellen Strukturmotivs durch
PPIIs eine gezielte Bekamp-
fung  AMLI1-ETO-abhéngiger
Leukdmien ermoglicht. In einer
proof-of-principle-Studie zeig-
ten wir, dass bereits ein relativ
kleines Molekiil, hier ein aus
der NHR2-Sequenz um die drei
wichtigsten Hot Spots abgelei-
tetes 18mer-Peptid, die NHR2-
Tetramerisierung inhibiert
(Abb. 2, Schritt (I)). Der nach-
folgende Entwurf Hot Spot-
tragender, peptidomimetischer
PPIIs fiihrte zur Synthese einer
neuen Klasse von auf Teroxazol
basierenden o-Helixmimetika
(Abb. 2, Schritt (III)) [9]. Gleich-
zeitig lieferte ein auf den drei
wichtigsten Hot Spots beruhen-
des (Abb. 2, Schritt (IV)), phar-
makophorbasiertes  virtuelles
Screening der ZINC-Datenbank
[10 und Crossmedialbalken]
nach niedermolekularen Hot
Spot-Mimetika (Abb. 2, Schritt
(V) die ersten wirkstoffartigen
PPIls der NHR2-Tetramerisie-
rung, welche die Proliferation
AML1-ETO-abhédngiger Zellen
inhibieren (Abb. 2, Schritt (VI))
[11].

Hsp90-Dimer

In einer dritten Studie unter-
suchten wir die iiber die C-
terminale Doméne vermittelte
Dimerisierung von Hsp90. Als
Chaperon ist Hsp90 an einer
Reihe von zelluldren Prozes-
sen beteiligt, wie etwa der
(Riick-)Faltung, Stabilisierung
und Qualitatskontrolle von
Proteinen. Vereinfacht gesagt
schiitzt Hsp90 die Zelle vor
Stress. Allerdings begiins-
tigt Hsp90 auch die maligne
Transformationen von Zellen.
Folglich haben vielen Studien
die Inhibierung von Hsp90 als
eine Moglichkeit zur Bekamp-
fung von Krebserkrankungen
aufgezeigt. Die meisten der
bisher entdeckten Hsp90 Inhi-
bitoren adressieren die ATP-
Bindetasche der N-terminalen
Domine. Jedoch ist ATP in
Zellen weit verbreitet, so dass
gegen ATP-Bindetaschen ge-
richtete Inhibitoren hiufig un-

erwiinschte Nebenwirkungen
haben. Hingegen sollten In-
hibitoren der fiir die Aktivitat
notwendigen und durch die C-
terminale Doméne vermittelten
Dimerisierung von Hsp90 die-
sen Nachteil nicht aufweisen.
Unserem Ansatz folgend
konnten wir vier Hot Spots in
der Interaktionsflache zwischen
den C-terminalen Doménen vor-
hersagen. Hierzu verwendeten
wir, zusatzlich zur MM-PBSA-
Methode, die aus PPI-Komplex-
strukturen abgeleitete wissens-
basierte  Bewertungsfunktion
DrugScoref™ [12]. Ein Webser-
vice zur Hot Spot-Vorhersage
mittels DrugScore®™ wurde von
uns eingerichtet (Crossmedia-
balken). Die verminderte Sta-
bilitit des Hsp90-Komplexes
nach Alanin-Mutationen besti-
tigte die Bedeutung dieser Hot
Spots [13]. Hingegen zeigten
Alanin-Mutanten vorhergesag-
ter Cold Spots keinen solchen
Effekt, was fiir die hohe Spezi-
fitat der Hot Spot-Vorhersagen
spricht. Vorlaufige Ergebnisse
weisen auBerdem darauf hin,
dass aus der Interaktionsflache
der C-terminalen Doméne abge-
leitete Hot Spot-tragende Pep-
tide die Komplexbildung von
Hsp90 inhibieren. Analog zu
unserem Vorgehen bei IL-2 und
NHR2 nutzen wir die Kenntnis
der Hot Spots fiir die pharma-
kophorbasierte Suche und das
rationale Design von PPIIs der
Hsp90-Dimerisierung [14].

Fazit

Zusammengefasst haben wir
drei Anwendungsbeispiele zur
strukturbasierten Identifizierung
von PPII vorgestellt (Abb. 1d).
Vorhergesagte Hot Spots und
transiente Bindetaschen kenn-
zeichnen essentielle Interaktio-
nen und potentielle Bindestellen
fiir PPIIs in einer Protein/Pro-
tein-Interaktionsflache. Dieses
Wissen kann zur zielgerichte-
ten Lenkung von molekularem
Docking oder pharmakophor-
basiertem virtuellen Screening
eingesetzt werden. Da hierfiir
lediglich die PPI-Komplexstruk-
tur bekannt sein muss, eignet
sich diese Vorgehensweise als

Startpunkt fiir eine Vielzahl ver-
gleichbarer Vorhaben zur Identi-
fizierung von PPIls.
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- 4 zum Thema:http: http://cpclab.uni-duesseldorf.de/dsppi

[/bit.ly/Wirkstoff Zinc-Datenbank: https://docking.org

Das RFA-Labor vor&‘ _

Das neue portable SPECTROSCOUT
bietet viel von der analytischen Leistung
erstklassiger RFA Geréate im Labor, ist
aber fiir den Einsatz vor Ort konzipiert.

* Elementanalyse in der Exploration und
bei Umweltscreenings

* Analyse der relevanten Elemente im Bereich
Na-U innerhalb 10-15 Minuten mit hoher
Empfindlichkeit mdglich

» Komplette Datenspeicheru er™
GPS-Position - ’ i

* Leicht zu transportieren, leicht zu bedi'er;é‘n-'“m

SPECTRO Analytical Instruments GmbH
BoschstraRe 10, 47533 Kleve, Germany
Tel.: +49.2821.892.2100, Fax: +49.2821.892.2200

WWW. SpeCtI’O.dE/SCOUt E-Mail: spectro.info@ametek.com

Pharmazeutische Forschung

GIT Labor-Fachzeitschrift 8/2014 Il 35



