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Von der Proteinstruktur zum spezifischen Inhibitor

Many successful drugs affect the function

of proteins. To be able to interfere with a
disease, the relevant key proteins need to
be defined and characterized. Inhibiting or
activating such key proteins may be of
therapeutic benefit, and thus they are
potential drug targets. The development of

a medically applicable drug is a very lengthy
process requiring substantial screening
power and enormous resources. This is
typically not compatible with the possibilities
that are available at universities and with how
academic institutions function. Therefore, an
important question is how university-based
research can contribute to drug development.
Certainly, potential drug targets can be
identified and their biological relevance
specified and verified. As an alternative for
small molecule screening, computer-based
analyses are becoming ever more powerful.
In silico screening processes combined

with docking studies, molecular dynamics
simulations and chemo-informatics can

be used to define small molecules or ‘hits’.
Further evolving these into ‘lead’ substances
and finally drugs will require industrial
partners. Together, academic research can
provide important information early in the
drug developing process and thus function
as an attractive partner for industry.
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Viele wirksame Medikamente beeinflussen
die Funktion von Proteinen. Ein Beispiel ist
Olaparib, erhaltlich unter dem Handelsnamen
Lynparza. Dieser Wirkstoff wurde von der
amerikanischen Food and Drug Adminis-
tration und der Europaischen Kommission

im Jahre 2014 zugelassen, um Patientinnen
mit bestimmten Formen von Eierstock- und
Brustkrebs zu behandeln. Dabei werden die-
jenigen Tumore therapiert, die eine bestimmte
genetische Veranderung aufweisen, namlich
eine inaktivierende Mutation in einem der
beiden Brustkrebsgene BRCA1 oder BRCA2.
Olaparib wirkt als Inhibitor hemmend auf das
PARP1-Enzym. Dieses fuhrt eine biochemi-
sche Reaktion durch, die als ADP-Ribosylie-
rung von Substratproteinen bezeichnet wird
und fUr die Reparatur der Erbsubstanz (der
DNA) wichtig ist. Befunde aus der Grund-
lagenforschung haben gezeigt, dass diese
Aktivitat nicht in direktem Zusammenhang
mit der Funktion der von den BRCA1- und
BRCA2-Genen abgelesenen Proteine steht,
sondern eher eine indirekte Wechselwirkung
ist. Die Unterdriickung von PARP1 und das
Fehlen von BRCA1 oder BRCA2 wirken ko-
operativ in Tumorzellen und fuhren zum Zell-
tod. Diese Form der Wechselwirkung wird als
synthetische Letalitat bezeichnet, ein wichti-
ges Wirkprinzip in der Tumortherapie [1].

—Nzymen,
\lolekulaesign und
NNipItorsyntnese

Bei der Entwicklung von Olaparib als spezifi-
sches Krebsmedikament war die Identifizie-
rung und Charakterisierung grundlegender
molekularer Prozesse essenziell. Dazu wur-
den umfangreiche Daten zur Funktion von
PARP1 mithilfe von biochemischen, zellbio-
logischen und genetischen Experimenten
erhoben, die sowohl mit gereinigten Proteinen
und in Zellkulturexperimenten und in der
Maus durchgefiihrt wurden. Diese Unter-
suchungen brachten den Nachweis, dass
PARP1 an der Reparatur der DNA, unserer
Erbsubstanz, beteiligt ist und damit einen
Beitrag zur genetischen Stabilitat von Zellen
leistet. Genetische Stabilitat, also der Erhalt
der Integritat unserer Erbsubstanz, ist eine
wesentliche Voraussetzung, um die bosartige
Entartung von Zellen zu verhindern und damit
der Tumorentstehung entgegenzuwirken.

Der Nachweis, dass PARP1 ein wichtiges
Enzym in einem DNA-Reparaturprozess ist,
unterstitzt die Vermutung, dass Inhibitoren
von PARP1 genutzt werden koénnten, um das
Uberleben von Zellen zu manipulieren.

Im Fall von Tumoren mit BRCA1- oder
BRCA2-Mutationen, wie zum Beispiel bei be-
stimmten Formen von Eierstock- und Brust-
krebs, zeigt sich eine deutlich hdhere Sen-
sitivitat bezlglich der Inhibition von PARP1

im Vergleich zu Tumoren ohne BRCA1- oder



Bild 1: Diskussion relevanter Aminosduren, die flr die katalytische Aktivitdt der Macrodoméanen-Hydrolase des
Chikungunya-Virus wichtig sind, anhand eines Strukturmodells.
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BRCA2-Mutationen und zu Normalgewebe.
Diese Erkenntnis war ein weiterer zentraler
Baustein auf dem Weg, Olaparib klinisch
nutzen zu kénnen.

Die Identifizierung von geeigneten Inhibitoren
wurde mithilfe von groBen Substanzbibliothe-
ken — die Zahl der untersuchten Molekule
kann dabei in die Millionen gehen — und ent-
sprechenden biochemischen Assays, stan-
dardisierten Nachweisverfahren, durchge-
fUhrt. Ein solches Vorgehen erlaubt es, so-
genannte Hits zu identifizieren, die dann nach
weiteren Evaluationsschritten zu einer Lead-
Substanz etabliert werden kénnen. Es sind
dann die Leads, die aufgrund von pharmako-
kinetischen Uberlegungen weiter verandert
werden, um so die inhibitorische Aktivitat, die
Loslichkeit, die Verfugbarkeit im Organismus,
die Stabilitdt und Zellgangigkeit zu optimieren.
Das kann dazu fuhren, dass Tausende von
Substanzen (Varianten der Lead-Substanz)
synthetisiert und in vielfaltigen Untersuchun-
gen miteinander verglichen und analysiert
werden mussen.

Von der Identifizierung eines Proteins in einem
zelluléren Prozess, das eine mdgliche Ziel-
struktur fUr eine therapeutische Intervention
darstellt, Uber die Identifizierung und Charak-
terisierung von entsprechenden Inhibitoren
und deren klinischen Uberpriifung bis zur

Anwendung im Patienten vergehen typischer-
weise viele Jahre. Unterschiedliche Diszipli-
nen von der Chemie, der Biochemie, der
Strukturbiologie, der Zellbiologie bis hin zur
Medizin missen zusammengebracht und
koordiniert werden, um eine Chance auf
Erfolg zu haben. Die Kosten bewegen sich im
Bereich von Hunderten Millionen Euro. Diese
Art der Entwicklung neuer Medikamente ist
nur im industriellen Umfeld méglich und kann
an einer Universitat nicht geleistet werden.
Doch in welchen Bereichen kann die universi-
tére Forschung zu diesem Prozess beitragen?
Ganz sicher kann sie potenzielle molekulare
Zielstrukturen identifizieren. Die universitare
Grundlagenforschung untersucht unter an-
derem Fragestellungen zur Funktionsweise
von Zellen und Geweben und zur Wechsel-
wirkung mit Pathogenen und deren krank-
heitsassoziierten Veranderungen. Aus dem
Versténdnis solcher Prozesse kdnnen die
SchlUsselproteine definiert und eine Abschéat-
zung ihrer Bedeutung fur bestimmte Krank-
heitszust&dnde vorgenommen werden. Schon
der ndchste Schritt, das Screening von
groBen Substanzbibliotheken, ist nicht mehr
maglich. Die erforderliche Logistik, also die
entsprechenden Substanzbibliotheken und
die RoboterstraBen fur die Hochdurchsatz-
analytik der Substanzen, fehlt und kann auf-
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Bild 2: Kooperation zwischen Biochemie, Organischer Chemie und Molecular Modeling auf dem Weg zum
spezifischen Inhibitor.

Bild 3: Lebenszyklus des Chikungunya Virus — Von der Miicke zum Menschen und zuriick.
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grund der hohen Kosten auch nicht vorgehal-
ten werden. Alternativ bieten sich zunehmend
computergestUtzte Analyseverfahren (In-silico-
Screenings) an, die es einerseits erlauben,
die Struktur eines moglichen Inhibitors zu
modulieren und andererseits das aktive
Zentrum von Enzymen darzustellen. Anschlie-
Bend kdnnen damit Substanzbibliotheken
daraufhin untersucht werden, ob aus ihnen
einzelne MolekUle als mdgliche Inhibitoren,
die an das Zielprotein binden, infrage kom-
men. Vorhersagen Uber die Affinitat lassen
sich mit der Nutzung von Docking-Modulie-
rung und Molecular-Dynamics-Simulationen
machen.

Diese Verfahren sind von groBBer Rechner-
kapazitat abhangig, wie dem Supercomputer
JURECA am Forschungszentrum Julich. Der
Vorteil dieser Vorgehensweise ist, dass in
vergleichsweise kurzer Zeit beliebig groBe
Substanzbibliotheken analysiert werden kén-
nen. Die Limitierung ist dabei lediglich durch
die Rechenkapazitat gegeben. Ein weiterer
Vorteil ist, dass zusétzlich zu den Verbin-
dungsklassen, die in typischen industriellen
Substanzbibliotheken vorhanden sind, neue
chemische MolekUltypen untersucht werden
koénnen. Also auch solche, die nur virtuell
vorhanden und noch gar nicht synthetisiert
worden sind.

Hier kommt die universitéare organische Che-
mie ins Spiel. Eine ihrer wesentlichen Aufga-
benstellungen ist es, neue Syntheseverfahren
fir Molekule mit verschiedensten Strukturen
zu entwickeln. Dabei werden vor allem solche
Verbindungen von Interesse sein, die in dem
oben beschriebenen In-silico-Verfahren
identifiziert wurden, neue molekulare Grund-
strukturen darstellen, aber nicht in bekannten
Substanzbibliotheken vorhanden sind. Das
kann auch zur Konsequenz haben, dass
ganzlich neue Synthesewege entwickelt wer-
den mussen. Zudem erlauben solche neuen
Substanzen den Schutz des entsprechenden
geistigen Eigentums. Das hat auch in den
Universitaten einen hohen Stellenwert. Dort
kd&nnen wenige solcher Substanzen initial
getestet werden. Die weitere Entwicklung

bis zu einer entsprechenden Lead-Substanz
ist moglich, wenn eine Vielzahl von Arbeits-
schritten in silico durchgefuhrt werden kann.
Es lasst sich dann ein Verfahren mit wieder-
holten Rechengéngen (iterativ) entwickeln, in
dem die jeweils auf computerbasierten Mo-
deling-Verfahren besten Substanzen synthe-
tisiert und biochemisch sowie zellbiologisch
getestet werden. Dann jedoch kommt der
universitére Ansatz an seine Grenzen. Eine



Lead-Optimierung sowie das Testen daraus
resultierender multipler Substanzen kann nur
noch im industriellen MaBstab erfolgen.

Das Chikungunya-Virus, kurz CHIKV, bei-
spielsweise ist endemisch in Zentralafrika und
hat sich in den letzten Jahren auf groBe Teile
von Sudafrika, Stidostasien sowie Stud- und
Zentralamerika ausgebreitet. Auch Uber erste
Falle in Norditalien und Sudfrankreich wurde
bereits berichtet. CHIKV wird durch Micken
wie Aedes aegypti (Agyptische Tigermiicke)
und Aedes albopictus (Asiatische Tiger-
mucke) Ubertragen, deren Ausbreitungsge-
biete durch den Klimawandel zunehmen. Es
ist deshalb zu erwarten, dass die von diesen
Mucken Ubertragenen viralen Krankheiten
sich kunftig auch in Europa und in Nord-
amerika verbreiten werden. Zu den viralen
Erkrankungen zéhlen unter anderem auch
das Denguefieber und das Gelbfieber.
CHIKV ist ein sogenanntes RNA-Virus, seine
Erbsubstanz (Genom) besteht aus einer RNA
und nicht wie beim Menschen aus einer DNA.
Nach einer Infektion durch CHIKV reagiert die
infizierte Zelle mit der Produktion von Inter-
feronen, also Signalmolekdlen, die eine viel-
faltige anti-virale Antwort koordinieren. Einer
der Effekte ist die Aktivierung von ADP-ribo-
sylierenden Proteinen, die zelluldre Proteine
in ihren Funktionen verandern und dadurch
zur antiviralen Immunabwehr beitragen, so-
dass die Vermehrung der Viren gehemmt
wird. Neueste Daten weisen darauf hin, dass
CHIKV einen Antagonisten der ADP-Ribo-
sylierung herstellt, eine sogenannte Makro-
domanen-Hydrolase [2]. Die Aktivitat dieses
Enzyms ist flr die Vermehrung von CHIKV
essenziell. Diese Befunde legen den Schluss
nahe, dass das virale Genom ein Protein
nutzt, um den durch Interferon induzierten
ADP-Ribosyltransferasen entgegenzuwirken.
Mit anderen Worten: Die ADP-Ribosylierung
in den Wirtszellen scheint fir CHIKV und
andere BRNA-Viren ein zentraler, inhibierender
Mechanismus zu sein, der durch ein Virus-
protein gezielt antagonisiert wird.

Mithilfe eines Strukturmodells der CHIKV-
Makrodoméanen-Hydrolase kénnen nun In-
silico-Methoden etabliert und weiterentwickelt
werden, um potenzielle Inhibitoren dieses
Enzyms zu finden. Uber das oben beschrie-
bene Verfahren der Hit-ldentifizierung und
der Optimierung in einem iterativen Prozess
zwischen der Modeling-Gruppe, der Organi-
schen Chemie, der Biochemie und Zellbiolo-
gie sollen damit Lead-Substanzen generiert
und getestet werden. Erwartet wird, dass
solche Inhibitoren die Virus-Vermehrung

hemmen oder einddmmen. Eine Weiterent-
wicklung solcher Inhibitoren mUsste dann
mit industriellen Partnern erfolgen, da ihre
Kapazitaten typischerweise deutlich groBer
sind als die, Uber die universitare Einheiten
verfligen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten,
dass insbesondere die Hit-ldentifizierung und
-Validierung sowie eine initiale Entwicklung
und Abschétzung der Aktivitat von Inhibitoren
durch kooperative Ansatze im universitaren
Umfeld méglich sind. Die Innovation ist moti-
viert durch die biologische Fragestellung,
durch die Entwicklung neuer oder modifi-
zierter Verfahren der computerbasierten
Analyse der Wechselwirkung kleiner organi-
scher MolekUle mit SchlUssel-Enzymen und
die Darstellung neuer Synthesewege fur die
entsprechenden Substanzen.
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