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In dem zentralen Handlungsfeld der
Forschungsférderung verfolgt die Univer-
sitat Regensburg gegenwartig vor allem
drei strategische Ziele: Starkung der SFB-
Felder und Weiterentwicklung der inter-
disziplindaren  Netzwerke, Etablierung
aufBeruniversitarer Forschungseinrichtun-
gen sowie Nachwuchsférderung. Um die
Forschungsaktivitaten der Wissenschaftle-
rinnen und Wissenschaftler in diesem
Sinne zu unterstltzen und die notigen
Freiraume zu schaffen, hat die Universitat
Regensburg in den vergangenen Semes-
tern mehrere neue Programme aufgelegt.

Das neu geschaffene und bayernweit
einzigartige Academic Research Sabba-
tical-Programm  (ARSP) verbessert die
Arbeitsbedingungen von Nachwuchswis-
senschaftler/innen auf Stellen als Akade-
mische Ratinnen bzw. Akademische Rate
auf Zeit durch die Freistellung von Lehr-
und Verwaltungsaufgaben. Besonderes
Augenmerk wird dabei auf die Erhéhung
der Berufungschancen, die internationale
Vernetzung, die Drittmittelbeantragung
sowie die Forderung von Frauen in der
Wissenschaft gerichtet.

Da der Freiraum fur Forschung zuneh-
mend eine wertvolle Ressource geworden
ist, hat die Universitatsleitung auch bei
der Neugestaltung des Verfahrens zur De-
putatsermafigung flr Professoren/innen
Forschungsaktivitaten und Antragsvorha-
ben besondere Bedeutung beigemessen.

Fir Professorinnen und Professoren,
die bereits auf eine erfolgreiche wissen-
schaftliche Karriere zurtckblicken und
weiterhin ihre Forschungsprojekte an der
Universitat Regensburg verfolgen moch-
ten, wurde das Programm ,Emeriti Re-
search Fund” (ERF) aufgelegt. Es richtet
sich an Professoren/innen, die seit 2012 in
Ruhestand getreten sind bzw. bis 2018
aus dem Dienst ausscheiden. Die Universi-
tatsleitung kommt mit diesem Programm
dem zunehmenden Bedurfnis nach Unter-
stitzung von Forschungsarbeiten auch
am Ubergang in den Ruhestand nach.

Neben diesen Programmen steht die
infrastrukturelle UnterstUtzung durch In-
formation und Beratung in Zukunft noch
mehr im Mittelpunkt. Die Universitatslei-
tung hat in Kooperation mit der Frauen-
beauftragten der Universitdt eine neue
Vortragsreihe initiiert, die Uber Forder-
moglichkeiten, Antragsmodalitaten, Pro-
jektmanagement und Vernetzungsoptio-
nen informiert. Zur Umsetzung dieser und
anderer forschungsfordernder Initiativen
wurde zudem eine zusatzliche EU-Refe-

© Referat Kommunikation UR

rentenstelle eingerichtet, die insbeson-
dere Aktivitdten zu Horizon 2020 in den
Fokus nimmt.

Fir die zukunftsorientierte Entwick-
lung der Universitat Regensburg, gerade
auch im Hinblick auf die Fortfihrung der
Exzellenzinitiative, ist es besonders wich-
tig, auferuniversitare Forschungseinrich-
tungen vor Ort anzusiedeln. Die Universi-
tatsleitung strebt in diesem Zuge mit vol-
ler Kraft an, das Institut fur Ost- und
Stdosteuropaforschung (I0S) und das
Regensburger Centrum flr Interventio-
nelle Immunologie (RCI) in Institute der
Leibniz-Gemeinschaft zu Uberfuhren.

Diese nach innen gerichteten strategi-
schen Bestrebungen werden erganzt um
die AufSendarstellung von Wissenschaft
und Forschung in der Offentlichkeit. Um
die Forschungsleistungen und -erfolge
der Wissenschaftler und Wissenschaftler-
innen unserer Universitat noch transpa-
renter zu machen und den Transfer in die
auReruniversitare Offentlichkeit zu inten-
sivieren, erfolgt die Berichterstattung auf
der neu gestalteten Webseite der Univer-
sitat verstarkt forschungsorientiert und
bildbasiert. Dieses Ziel verfolgt auch das
Forschungsmagazin Blick in die Wissen-
schaft, das die Universitat Regensburg in
ihrer wissenschaftlichen Vielfalt, Leben-
digkeit und Leistungsfahigkeit abbildet. In
diesem Sinne wilinsche ich Ihnen eine
spannende und anregende Lekture.

Prasident der Universitdt Regensburg
Prof. Dr. Udo Hebel

Blick in die Wissenschaft32 W 1



Inhalt

Literaturwissenschaften g k «Sie ertragt den Himmel nicht”
Zeitgenossische Kontexte literarischer Texte Uber Ballonfahrten
Ursula Regener

Psychologie Die Farbe unseres Gedachtnisses
Wie die Farbe von Objekten unser Erinnerungsvermogen beeinflusst
Christof Kuhbandner

Physik Physik als Weg der Weltbegegnung
Grammatik des Lehrens und Lernens
Karsten Rincke, Christian Maurer

Musikwissenschaft HeiRRes Herz und kalte Noten
@ Carl Philipp Emanuel Bach zwischen Ekstase und Musikphilologie
Wolfgang Horn

Medizin Der Kampf des Gehirns gegen eindringende Krebszellen
Die organspezifische Abwehr?
Tobias Pukrop

Philosophie Pl Uber Menschliches und Ubermenschliches
Zum anthropological turn der Philosophie
Elif Ozmen

Geschichtswissenschaften 5 G Die Stadt als Biihne
A Einzlige, Umzlge und religidse Prozessionen in der mittelalterlichen Stadt
Sabine Reichert

Chemie und Pharmazie oy ~Make it stick”

Kovalente Inhibitoren in der Medizinforschung
Sabine Amslinger

2 B Blick in die Wissenschaft 32



,Make it stick”

Kovalente Inhibitoren in der Medizinforschung

Sabine Amslinger

Bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe bzw.
beim Einsatz bekannter Medikamente
spielt die Vermeidung von Nebenwirkun-
gen eine entscheidende Rolle. Diese Eigen-
schaft von Substanzen — neben dem ge-
wunschten Wirkort nicht an weiteren Stel-
len anzugreifen — wird als Selektivitat
bezeichnet. Die Aufgabe der Pharmafor-
schung besteht nun darin, Molekule be-
reitzustellen, die zur selektiven Bekamp-
fung einer Krankheit verwendet werden
konnen. Ziel ist es, eine hohe pharmakolo-

gische Aktivitat zu erreichen und gleichzei-
tig die Toxizitat in einem tolerierbaren Rah-
men zu halten.

Die Bekampfung des Krankheitsprozesses
erfolgt Ublicherweise durch Eingriff in die
Aktivitat von Proteinen, haufig Enzymen,
um die Bildung bestimmter Stoffe zu hem-
men oder zu stimulieren. Es kann aber
auch allgemein die Verkniipfung und Pro-
zessierung von Biomolekulen wie Protei-
nen, Lipiden und Nukleinsauren sowie Pri-

,Make it stick”

mar- und Sekundarmetaboliten beeinflusst
werden. Entscheidend ist die Wechselwir-
kung des in der Regel vergleichsweise klei-
nen Wirkstoffmolekils mit Teilstrukturen
aus meist grofsen Biomolekulen wie Prote-
inen. Wie gelingt es nun, hohe Aktivita-
ten eines Wirkstoffs zu erzielen? Hohe
Aktivitat heifst in der Regel eine starke
Bindung, d. h. hohe Affinitat (= Verweil-
zeit) am jeweiligen Wirkort — dem, Tar-
get’. Dies kann auf zweierlei Weise reali-
siert werden:

Reaktive Einheit

(o]
dOH
2

CHs

OH
@\/\[Or
NH

Cl Cl

Acetylsalicylsdure (Aspirin®)

Diclofenac (Voltaren®)

o COOH
Reaktive Einheit ©\/IOL N
7N 'S
NH, H
Ampicillin
OH
Cl

Vancomycin

1 Beispiele fir zwei Schmerzmittel (Acetylsalicylsdure und Diclofenac) und zwei Antibiotika
(Ampicillin und Vancomycin), wobei jeweils eine der beiden Verbindungen eine Reaktiveinheit zur Ausbildung der kovalenten Bindung besitzt.
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(1) Multiple nicht-kovalente Bindungen/
Wechselwirkungen, die eine Gesamtwech-
selwirkung aufgrund eines Netzwerkes von
Interaktionen ergeben.

(2) Eine kovalente Bindung. Das heifst im Fall
der irreversiblen Bindung eine Verweilzeit
bis zum Abbau des Proteins bzw. bei reversi-
blen kovalenten Reaktionspartnern eine re-
aktivitdtsabhangige Umkehrung des Bin-
dungsschrittes.

Konzeptionell kénnte man leicht vermu-
ten, dass es erheblich einfacher ist, nur eine
kovalente Bindung zu knUpfen, die den
Wirkstoff bzw. Teile des Wirkstoffs irreversi-
bel an den Wirkort bindet. Dies steht aber
im direkten Gegensatz zur Selektivitat, die
sich durch eine Unterscheidung ahnlicher
Wirkorte auszeichnet und Ublicherweise
durch eine Mehrzahl von nicht-kovalenten
Wechselwirkungen erreicht  wird. Das
scheinbare Dilemma liegt in der Natur der
beiden Bindungstypen: bei einer kovalenten
Bindung handelt es sich um eine starke Bin-
dung, namlich eine Molekulbindung als kur-
zeste Verbindung von zwei Atomen; nicht-
kovalente Bindungen oder Wechselwirkun-
gen sind im Vergleich deutlich schwacher,
daher ist fUr eine ausreichende Affinitat
bzw. Bindung an das Target eine grofere
Anzahl dieser schwachen Interaktionen not-
wendig. Die Losung des Selektivitatspro-
blems erscheint nun naheliegend, indem
man die Struktureinheit einer nicht-kovalen-
ten Zielstruktur mit einer kovalenten Bin-
dungseinheit kombiniert.

Kovalentinhibitoren werden
vielfach eingesetzt

Trotz dieser sich anbietenden Strategie
haben kovalent wirkende Molekule einen
schlechten Ruf in der Medikamentenent-
wicklung und werden haufig aus Scree-
ning-Verfahren, die neue Leitstrukturen
identifizieren  sollen, ausgeschlossen.
Grund hierfir ist die Annahme, dass die fur
die Ausbildung kovalenter Bindungen be-
notigte chemische Reaktivitat mit unspezi-
fischen, ungewollten Bindungsknipfun-
gen einhergeht, die Toxizitat ausldsen.
Trotzdem sind einige der bekanntesten
und meistgenutzten Medikamente Kova-
lentinhibitoren, d. h. Molekule die durch
die Hemmung eines krankheitsrelevanten
Targets funktionieren. Tatsachlich geht
man davon aus, dass bis zu 30 % aller Me-
dikamente auf Basis von kovalenten Bin-
dungen wirken. In [1] ist ein Vergleich von

Chemie und Pharmazi B0

Tabelle 1: Beispiele fur bekannte Medikamente und ihre Wirkmechanismen

Verbindung Bindungstyp Wirkmechanismus

Acylierung von Ser530 in Cyclooxygenase-1

Acetylsalicyl-
"cety >alcy kovalent (COX-1); initiale Wechselwirkung mit Arg120,
saure
Tyr385
Bindung in das Aktive Zentrum der Enzyme
Diclofenac nicht-kovalent COX-1/COX-2; wichtiger Aminosaurerest fir die
Interaktion ist Arg120
Acyli in-R kteriell
srsellfm Kovalent cy |erung von Serin-Resten der bakteriellen
Transpeptidasen
Bindung des Substrates D-Ala-D-Ala der
Vancomycin nicht-kovalent bakteriellen Transpeptidasen uber Vancomycin-

Peptidruckgrat

jeweils einem kovalent und nicht-kovalent-
wirkenden Schmerzmittel gezeigt, welche
beide an die Schmerzmediatoren produ-
zierenden Enzyme Cyclooxygenase-1 bzw.
Cyclooxygenase-2 (COX-1/COX-2) binden.
Ebenso sind die beiden Antibiotika Ampi-
cillin und Vancomycin gezeigt, wobei das
Reserveantibiotikum ~ Vancomycin  auf-
grund eines komplexen 3D-Netzwerkes
seine Funktion entfaltet. Im Gegensatz
dazu erscheint das kovalent-wirkende Am-
picillin aus der Gruppe der Penicilline struk-
turell sehr einfach und ist trotz auftreten-
der Resistenzen ein weiterhin oft verwen-
detes Antibiotikum. Interessanterweise
werden ahnliche bzw. dieselben Wirkstruk-
turen angegriffen, die Inhibierung aber
durch unterschiedliche Bindungsmodi er-
reicht [Tab. 1].

Die Herausforderung fur die Entwick-
lung neuer, kovalent-bindender Wirkstoffe
zur Erreichung der geforderten pharmakolo-
gischen Wirksamkeit (Potenz), der Selektivi-
tat und entsprechend niedrigen Toxizitat
wird entscheidend durch die Wahl der ,Re-
aktiven Einheit’ beeinflusst. Von besonderer
Bedeutung ist hier die Feinjustierbarkeit der
chemischen Reaktivitat, welche die Interak-
tion — sprich chemische Bindung — nur an
bestimmte Teile von Proteinen, d. h. spezifi-
sche Aminosaurereste, erlauben soll. Aller-
dings kann so eine Reaktiveinheit nicht iso-

liert fr sich betrachtet werden, sondern ist
immer Teil einer grof3eren Molekulstruktur,
die ein nicht-kovalentes Bindungsnetzwerk
vorgibt, welches hilft, Selektivitat zu erzeu-
gen. Diese Kombination von Klassischem
Konzept’, namlich der Konzentration auf
eine Summe nicht-kovalenter Wechselwir-
kungen mit dem ,Reaktiveinheit-Konzept’,
ist in [2] gezeigt und stellt die Grundlage
unserer Forschungsarbeiten dar, wobei wir
uns weitgehend auf das Reaktiveinheit-Kon-
zept stltzen und dessen Anwendungsbreite
untersuchen. Unser Ziel ist es insgesamt,
durch eine Verzahnung beider Konzepte
Strategien zu entwickeln, die die Identifizie-
rung geeigneter, feinjustierbarer Geriste
erlauben — sprich kleiner organischer Mole-
kile mit Bindungs- und Reaktiveinheiten.

Bei der Auswahl geeigneter funktionel-
ler Gruppen, die als Reaktiveinheiten dienen
konnen, lohnt sich ein Blick in die Natur, wo
sich zahlreiche, meist pflanzliche und mikro-
bielle Naturstoffe als potente Wirkstoffe
bzw. Leitstrukturen zur Wirkstoffentwick-
lung identifizieren lassen. Hier treten beson-
ders elektrophile Substanzen in den Vorder-
grund, wobei sowohl eine grofse struktu-
relle Diversitat als auch chemische Reaktivitat
vorliegt. Die zuvor gezeigte Ester-Einheit in
Acetylsalicylsaure und die -Lactam-Einheit
des Ampicillins sind zwei Beispiele fur solche
elektrophile Reaktiveinheiten.

H 43
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Reaktiveinheit-Konzept

Klassisches Konzept

Thia-Michael

Kovalente Wechselwirkung

}Q Nichtkovalente Wechselwirkung

Reaktivitéts-basierte
Struktur-Aktivitdts-Beziehung RSAR

A

Realktivitétseinstellung
durch chemische Modifizierung

el s

J Addition
|

0
Aktivierend

M Struktur-Aktivitéits-Beziehung
| SAR

| Selektivitit

Ny

Reduzierte Toxizitat

Erhéhte biologische

| Reaktivitéts-Assays |

| Biologische Aktivitéts-Assays || =

atubuiin

Kot CN NO, G’ B O pNO, |

Absorbanz

Nirit /% der Kontrolle

00 s an0

A [nm]

450 L
Kontr N NO, CF' 8r G pNO, |

in o

57kDa

Aktivitét

Identifizierung
justierbarer Geruste

2 Forschungskonzept: Verknlpfung von Chemischer Reaktivitdt mit Biologischer Aktivitdt als Basis zur Identifizierung justierbarer/modulierbarer Gertste
fir die Entwicklung neuer kovalent-basierter Wirkstoffe. Assays bezeichnet experimentelle Tests zur Quantifizierung eines Effekts.

Xanthohumol
aus Hopfen
(Humulus lupulus)

Kaempferol
aus Weinrebe
(Vitis vinifera)

(Arnica montana)

Die Enon-Einheit — Teilstruktur
vieler Naturstoffe

Die aq,p-ungesattigte  Carbonyl-Einheit,
auch Enon-Einheit genannt, ist durch ihre
Reaktivitat als Elektrophil gekennzeichnet,
d. h. sie kann an elektronenreiche (= nuk-
leophile) Positionen eines anderen Mole-
kils binden. Besonders wichtig ist in die-

Helenalin
aus Arnika

[B]
HS-Cystein—.‘ﬂ@
0 5 oy o
ol | Thiol ,
NN - s
X

X
>
= o,B-ungesattigte

Carbonylverbindung

X = H, Halogen, Alkyl, Aryl, CN,
CF3, Ester, Séure, NO; ...

wenn R/R' = Aryl-OH: mégliche antioxidative Eigenschaften

s Cystein

An- / Ausschalten
zellularer Signale

— Genexpression /
Proteinbiosynthese

_

sem Zusammenhang, dass sich diese Reak-
tiveinheit aufgrund ihrer strukturellen
Variabilitat bezuglich ihrer Reaktivitat sehr
gut fein einstellen lasst.

(%

3 Bedeutung von Enonen. [A] Die Enon-Einheit

[cl o

0-CN-TMC (k, = 5750 M's™")

0-CF5-TMC (17.1 M's™)

(a,3-ungesdittigte Carbonyl-Einheit) kommt in
vielen Naturstoffen vor, die sowohl in Nahrungs-
mitteln als auch Arzneipflanzen zu finden sind.
[B] Gleichzeitig ldsst sich die Enon-Einheit che-
misch gezielt modifizieren. Ein Substituent X in
der a-Position hat sich als besonders effizient zur
Modifikation erwiesen. Entscheidend fiir die Re-
aktivitdt der Enone ist die Addition von Protein-

|
(0}
(0}
|

0-Br-TMC (2.89 M's™")

E-a-p-OMe-CsH,-TMC (0.00856 M-'s") ¢

Thiolgruppen (= Cystein-Resten), was zur Beein-
flussung der Gen- und Proteinexpression verwen-
det werden kann. [C] Anhand der Naturstoff-
basierten a-X-substituierten Tetramethoxychal-
kone (a-X-TMCs) konnte gezeigt werden, wie so-
wohl die chemische Reaktivitdt (angegeben als
kinetische Konstante k) als auch die 3D-Struktur
» verdndert werden kann (exemplarische Réntgen-
Strukturen sind fur a-CN-TMC und E-a-p-OMe-
CsH TMC gezeigt).

Blick in die Wissenschaft 32
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[A] o 47 1 UM [C] 350 ~
° 50.5 uM 1 %
‘g’ ( M) *k  hkk i — Br
2 il :
5 g
u(f_: X 250 CF;
* 2 =
= S
2 £ 200 |
z 3 ci
< 1 - -
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-CeHa % 5 COOEt F
[0 ] -
[B] 1 uM (30.5 uM) = ENOZ p-Meo-ceH4i
BPh Me COOH
HO-1 h--..'-ﬁ 32 kDa 0 T T T T T T T
Tubuli 57 kD 0 25 50 75 100
- fubulin - — .- - -~
@ - . - a [0=X-TMC] / uM
Kontrolle CN NO, CF& Br Cl p-NO, |
-CoHa

4  Entztindungshemmende Effekte der a-X-TMCs anhand der Stimulation des antientziindlichen Enzyms Hdmoxygenase-1 (HO-1) in RAW264.7-Zellen.
[A] HO-1-Enzymaktivitdt, [B] HO-1-Protein-Expression (Westernblot), [C] Aktivierung des zur HO-1-Induktion notwendigen Transkriptionsfaktors Nrf2. Die
Induktionsaktivitdt ist in Beziehung zum bekannten Nrf2-Stimulator Xanthohumol (XN*) gesetzt. Signifikanzniveaus: ***, p < 0.001; **, p < 0.01.

Chalkone als ideale Modell-Enone
zur Feinjustierung

Chalkone (1,3-Diphenyl-prop-2-enone)
sind Naturstoffe, die als biosynthetische
Vorstufen der Flavonoide dienen und in
vielen Pflanzen vorkommen. Beispiele
sind das Xanthohumol [3 A] aus Hopfen,
Isoliquiritigenin aus SuBholz und ver-
schiedene Hydroxymethoxychalkone aus
Tomate, Dahlie oder Weichsel. Beim Ein-
satz der a-X-2',3,4,4" Tetramethoxychal-
kone (a-X-TMCs) zur Untersuchung des
Einflusses des Substituenten X auf die
chemische Reaktivitdt und biologische
Aktivitat wurde gezielt eine vollstandig
methoxylierte Verbindung aus der Klasse
der Polyphenole eingesetzt. Dies soll anti-
oxidative Eigenschaften zurlckdrangen,
die bei polyphenolischen Verbindungen
Ublicherweise von freien Hydroxygruppen
an den aromatischen Ringen abhangen.
Solche antioxidativen Eigenschaften be-
sitzen beispielsweise das Flavon Kaemp-
ferol, aber auch Xanthohumol [3 Al
Stattdessen soll die sog. Michael-Akzep-
tor-Aktivitat, d. h. die Bildung von Thiol-
Addukten mit Cystein-Resten von Protei-
nen, als Werkzeug zur Beeinflussung bio-
logischer Aktivitaten dienen [3 B]. Diese
Addukte stellen kovalente Alkylierungs-
produkte der elektrophilen Enone mit
den nukleophilen Thiol-Resten der Prote-
ine dar. Die fUr eine therapeutische An-
wendbarkeit notwendige  Selektivitat
kann nun prinzipiell durch zweierlei Ein-
flussgrofsen erhalten werden:

(1) Die chemische Reaktivitat des Elek-
trophils. So kénnen nur bestimmte Stellen
des Proteins, d. h. eine Auswahl nukleo-
philer Aminosaurereste wie Cystein-Sulf-
hydryl-Gruppen, alkyliert werden.

(2) Einbettung oder Anbindung der
Enon-Einheit in bzw. an eine strukturelle
Einheit, die mit Hilfe von nicht-kovalenten
Wechselwirkungen eine ausreichende
Verweilzeit an bzw. nahe der gewUnsch-
ten kovalenten Bindungsstelle ermogli-
chen.

Um die chemische Reaktivitat des
Elektrophils zu beeinflussen, hat die syn-
thetische Organische Chemie unter-
schiedliche Mdglichkeiten. Insgesamt gilt
es, eine Balance zu finden, welche nicht
nur eine schlichte Erhéhung der Reaktivi-
tat einschliefst, sondern auch, wenn
maoglich, die Toxizitat aufgrund unge-
wollter unselektiver Alkylierungsreaktio-
nen niedrig halt. Dies stellt die grofte
Herausforderung bei der Entwicklung
von Kovalentwirkstoffen dar, und war/ist
auch der verbreitetste Kritikpunkt an die-
sem Konzept. Es ist also notwendig, ein
sog. Reaktivitatsfenster zu identifizieren,
in welchem die Substanz trotz ausrei-
chender biologischer Aktivitat (Potenz)
selektiv reagiert. Man spricht in diesem
Zusammenhang von einem ,Reaktivitats-
fenster’, um anzudeuten, dass hier ein
enger Bereich getroffen werden muss. In
[3 C] sind beispielhaft vier Substanzen
aus der Klasse der Chalkone gezeigt, die
aus einer Gruppe von 14 Derivaten ent-
nommen worden sind. Dabei konnten

Reaktivitatsunterschiede fir die Addukt-
bildung des Modellthiols Cysteamin mit
den a-X-TMCs (X =H, F, Cl, Br, I, CN, Me,
p-NO,-CeHa, Ph, p-OMe-C¢H,, NO,, CF;,
COOEt, COOH) von 1.6 Millionen gefun-
den werden, das bedeutet sechs Grofsen-
ordnungen. Die Herstellung eines ent-
sprechenden  Doppelbindungsisomeres
der Verbindung £-a-p-OMe-CgH,-TMC
[3 C] konnte dieses Reaktivitatsfenster
nochmals erweitern. Auf diese Weise
haben wir Reaktivitatsunterschiede von
300 Millionen fur eine kovalente Bin-
dungsbildung unserer elektrophilen Chal-
kone mit entsprechend nukleophilen Cy-
stein-Resten in der Zelle zur Verfligung.
Diese in der Tat sehr grofsen Unterschiede
in der chemischen Reaktivitat (man ver-
gleicht hier kinetische Konstanten k, mit
Werten von 5750 — 0.0000196 M's™,
wobei grofle Werte hoher Elektrophilie
entsprechen) erlauben allerdings noch
keinerlei Vorhersagen zur biologischen
Aktivitat dieser Verbindungen. Auf3erdem
ist es notwendig, den von uns entwickel-
ten Thiol-Reaktivitatstest auf weitere
Substanzklassen zu erweitern, was au-
genblicklich ein wichtiges Forschungsziel
unserer Arbeitsgruppe darstellt. Bezlg-
lich der biologischen Aktivitaten ist es un-
sere  Zielsetzung, entzindungshem-
mende Substanzen zu erzeugen; aber
auch eine Wirkung gegen Krebszellen,
die Hemmung des programmierten Zell-
tods nach Zellschaden (Apoptose) sowie
neuroprotektive Eigenschaften sind fur
uns von grofsem Interesse.
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5 Entziindungshemmende Effekte der a-X-TMCs anhand der Inhibierung der entziindungsfordern-
den Proteine [A] Tumornekrosefaktor (TNF) in primdren humanen Makrophagen; [B] humanem Inter-
leukin-6 (h IL-6) in HeLa-Zellen, [C] Hemmung der Aktivierung des zur TNF- und IL-6-Induktion not-
wendigen Transkriptionsfaktors NF-kB in HeLa-Zellen. C, cytosolischer Extrakt; N, nuklearer Extrakt.
Signifikanzniveaus: *** p < 0.001, ** p < 0.01; * p < 0.05.

Entziindungen — Segen und Fluch

Das Immunsystem des Menschen erfullt
seine Funktion, indem es auf das Eindrin-
gen korperfremder Substanzen oder Or-
ganismen bzw. Erreger oder Teile von
diesen reagiert und diese Eindringlinge
eliminiert, auflerdem ist es an der Hei-
lung nach Zellschadigungen wie Verlet-
zungen beteiligt. Um das zu bewerkstel-
ligen, ist ein sehr komplexes Zusammen-
spiel von Zellen und Biomolekullen wie
Proteinen notwendig. Wichtige Zellty-
pen sind beispielsweise B-Zellen, die An-
tikorper erzeugen, und T-Zellen aus dem
Blut, aber auch Makrophagen, die in Ge-
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weben ihre Funktion ausflhren. Diese
Zellen ,sprechen’ miteinander, indem sie
nach dem Erkennen eines Eindringlings
Proteine herstellen und diese an benach-
barte Zellen bzw. ins Blutplasma abge-
ben und so Gefahr signalisieren. Auf
diese Weise werden komplexe Signal-
wege ausgelost, mit deren Hilfe die Be-
kampfung/Eliminierung des Eindringlings
bzw. Reparatur eines Schadens erreicht
wird. Klassische Zeichen der Entziindung
sind: Fieber, Schmerz, Rétung, Schwel-
lung und Funktionseinschrankung. Diese
bendtigten und gewlnschten Reaktio-
nen geraten bei Autoimmunkrankheiten
aus dem Ruder, wobei der Korper eine

,Make it stick”

Immunreaktion gegen korpereigene Be-
standteile auslost. Aus diesem Grund
werden Entzindungshemmer bendtigt,
die zum einen bei ernsten Infektionen
zum Einsatz kommen, aber insbesondere
auch bei Autoimmunkrankheiten wie
chronischen entzlindlichen Darmerkran-
kungen (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa),
rheumatoide Arthritis  und Multiple
Sklerose.

Um nun Experimente bezlglich des
entzindungshemmenden  Verhaltens
eines Molekuls durchfiihren zu kénnen,
muss als erster Schritt ein Konzentrati-
onsbereich fur die Testungen identifiziert
werden, in welchem kein relevanter Ein-
fluss auf die Zellviabilitat — sprich die Le-
bensfahigkeit der Zellen — ausgelbt
wird. Das heifst man testet auf entzin-
dungshemmende Effekte bei Konzentra-
tionen, die nicht toxisch fur die Zellen
sind. Wir verwenden beispielsweise eine
Immunzelllinie aus der Maus, namlich
die Makrophagen RAW264.7, mit deren
Hilfe Entzlndungen gut simuliert wer-
den konnen. Konzeptionell wird die Zelle
durch Gabe eines Bakterienbestandteils,
Ublicherweise Bakterienzellwand oder
eines immunstimulierenden Proteins, in
Alarmbereitschaft versetzt, was sich
durch eine Entzindungsreaktion mani-
festiert. Ziel der Entwicklung neuer Ent-
zundungshemmer ist es nun, die Entzin-
dungsreaktion abzumildern bzw. zu
hemmen. Dazu ist es notwendig, Subs-
tanzen einzusetzen, die entweder ent-
zundungsférdernde Proteine hemmen
oder entziindungshemmende Proteine
stimulieren.

Wir verfolgen beide Ansatzpunkte
anhand unterschiedlicher Proteinaktivi-
tatstests, aber auch eine Quantifizierung
der Proteinbiosynthese sowie der Genex-
pression sind gangige Methoden, die wir
zum Nachweis der Entzindungshem-
mung einsetzen.

Entziindungshemmung durch
Reaktivitatsmodulierung

Die von uns identifizierten Elektrophil-
Reaktivitaten der a-X-TMCs zeigten
einen starken Zusammenhang mit ihrer
Toxizitat, wobei die beiden sehr starken
Elektrophile nicht toxisch sind, was einer
zelluldaren Abfangreaktion fur zu starke
Elektrophile  zugeschrieben  werden
kann. Gleichzeitig zeigen die chemisch



mittleren bis starken Elektrophile eine
entsprechend potente Entzlindungs-
hemmung, wohingegen die schwachen
Elektrophile inaktiv sind. Konkret konn-
ten wir dies an der Untersuchung des
antientzindlichen Proteins Hamoxyge-
nase-1 (HO-1) zeigen. Ein entzlindungs-
hemmender Effekt wird hier durch eine
Erhohung der Enzymaktivitat dieses Pro-
teins erreicht, was mittels einer Stimulie-
rung der Genexpression und damit Pro-
teinexpression erfolgt. In [4 A] ist die
Enzymaktivitat fir HO-1 nach Stimula-
tion der Mausmakrophagen RAW264.7
mit den chemisch reaktivsten a-X-TMCs
gezeigt. Analog zum Fehlen der Toxizitat
der reaktivsten Verbindungen, a-CN-
TMC und a-NO,-TMC, konnte keine sig-
nifikante Stimulation der HO-1-Aktivitat
nachgewiesen werden. Im Gegensatz
dazu zeigen die in der Reaktivitat nach-
folgenden Verbindungen mit X = CF;, Br
und Cl sehr gute Aktivitat. Dies ent-

spricht auch der Proteinexpression [4 B]
und der Aktivierung des fur die Genex-
pression bendtigten Proteins Nrf2 [4 C].

In weiteren Studien haben wir die
entsprechend umgekehrte Zielsetzung
verfolgt. Im Gegensatz zu einer Verbes-
serung der Entzindung durch Erzeu-
gung antientzindlich wirkender Pro-
dukte bzw. Herabsetzung der Menge
entziindungsfordernder Substanzen mit-
tels des Enzyms HO-1 kann eine Entzin-
dungshemmung auch durch eine Inhi-
bierung der Expression entzindungsfor-
dernder Proteine erreicht werden. In [5
A, B] ist die Inhibierung zweier entzin-
dungsfordernder Proteine dargestellt. Im
Teil A wurde in humanen Makrophagen
aus Spenderblut der u. a. fur die Geféhr-
lichkeit der Sepsis verantwortliche Ent-
zindungsmediator Tumornekrosefaktor
(TNF) untersucht. Im Teil B wurde die
Genexpression eines weiteren Entzln-
dungsproteins des Menschen verfolgt —
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6 Entziindungshemmende Effekte der a-X-TMCs anhand der Inhibierung des entziindungsférdern-
den Proteins induzierbare Stickstoffmonoxid(NO)-Synthase (iNOS) in RAW264.7-Zellen. [A], [B] Hem-
mung der Nitrit/NO-Produktion; [C] Struktur-Aktivitdts-Beziehung auf Basis der chemischen Reaktivitdit
(k;) vs. NO-Inhibierung. Signifikanzniveaus: *** p < 0.001, **, p < 0.01; *, p < 0.05.
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konkret humanes Interleukin-6 (h IL-6).
In beiden Fallen konnte wiederum besta-
tigt werden, dass nicht die chemisch
besten Elektrophile die beste biologische
Aktivitat besitzen, sondern Molekule mit
mittlerer Reaktivitat. Schwache Elektro-
phile waren hingegen inaktiv. Als Positiv-
kontrolle diente in einem Fall Curcumin,
welches ein bekannter NF-kB-Inhibitor
ist. Im Teil C wird der Nachweis gefuhrt,
dass die Aktivierung des flr die Genex-
pression von TNF und IL-6 notwendigen
Transkriptionsfaktors NF-xkB durch die
Substanz  a-Br-TMC verhindert wird.
Damit ist der Einfluss auf genetischer
Ebene direkt nachgewiesen.

Antientziindliche  Effekte  koénnen
auch anhand des ebenfalls NF-kB-
abhangigen,  entzlindungsfordernden
Proteins induzierbare Stickstoffmono-
xid(NO)-Synthase (iNOS) untersucht wer-
den [6]. Hier wurde in RAW264.7-Zellen
die Inhibierung der NO-Produktion an-
hand des im Medium auftretenden Nit-
rits (NO,, ein Oxidationsprodukt von
NO) quantifiziert. Bei niedrigen Konzent-
rationen zeigten dieselben Verbindun-
gen wie zuvor gute bis sehr gute Aktivi-
taten, bei hdheren Konzentrationen wie-
senauch einige der weniger elektrophilen
Substanzen biologische Aktivitat auf.

In [6 C] ist der Zusammenhang der
chemischen Reaktivitdt gegen die biolo-
gische Aktivitat anhand der NO-Inhibie-
rung aufgetragen, wobei eindeutig ein
starker Zusammenhang besteht. Aller-
dings muss sich die Reaktivitat in einem
gewissen Rahmen bewegen und Sekun-
darinteraktionen von X, wie sie in X =
COOEt und p-NO,-CgH, auftreten kon-
nen, mussen ausgeschlossen sein. Das
heilst mit anderen Worten, dass die
durch das Tetramethoxychalkon-GerUst
vorgegebenen Wechselwirkungen im
Kontext einer Bindungsstelle durch diese
zusatzlichen wechselwirkenden Reste er-
ganzt bzw. signifikant verandert werden,
was sicherlich auch teilweise von der 3D-
Struktur des gesamten Molekdls ab-
hangt.

Von entscheidender Bedeutung ist
die Tatsache, dass sich durch ein geziel-
tes Feineinstellen das erhoffte bzw. ge-
forderte Reaktivitatsfenster erzeugen
liefs, was direkt in einen antientzindli-
chen Effekt umgesetzt werden konnte.
Momentan arbeiten wir an weiteren Ge-
rUsten, die wir durch das Einflhren einer
Reaktiveinheit als mogliche Entzin-
dungshemmer entwickeln wollen.
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7 Curcumin, dessen Stabilitdt und Bioverfligbarkeit fir therapeutische Zwecke ungeeignet ist, konnte durch synthetische Modifikation ohne Aktivitdts-

verlust in ein Monoenon-Derivat Uberfihrt werden.

Curcumin aus Curry als
vielfaltig-gesundheitsfordernde
Substanz — warum nicht
,Curcumin-light?

Die Verbindung Curcumin aus der
Pflanze Curcuma longa ist der Hauptbe-
standteil des gelben Currypulvers. Wie
zuvor kurz angesprochen, ist Curcumin
eine entziindungshemmende Substanz,
da sie es vermag, Nrf2 zu aktivieren und
NF-kB zu inhibieren. Weil es sich bei Cur-
cumin um ein Molekdl handelt, welches
zwei konjugierte Enon-Einheiten besitzt,
war es unser Bestreben, den Einfluss
chemischer Modifikationen auf die bio-
logische Aktivitat zu testen. Aus diesem
Grund haben wir eine Reihe syntheti-
scher Analoga hergestellt. Bei der Unter-
suchung neuroprotektiver Eigenschaften
zeigte sich, dass die formale Entfernung
der zweiten Enon-Einheit unglnstige Ei-
genschaften des Curcumins eliminieren
konnte, ohne die neuroprotektive Aktivi-
tat zu verlieren. Diese Substanz, welche
im Gegensatz zu Curcumin hohe Plas-
mastabilitat und Bioverfligbarkeit auf-
weist, kann man als Monoenon-Derivat
oder ,Curcumin-light” bezeichnen [7].
Bei diesen Experimenten zeigte sich
ebenfalls, dass das GerUst an sich, d. h.

in diesem Fall die Substituenten am aro-
matischen Ring, entscheidend fur die
Aktivitat sind. Auch hier ist die Enon-
Einheit fir sich genommen nicht ausrei-
chend, um die besten Aktivitaten zu
erzielen.

Die zentrale Bedeutung des Wechsel-
spiels — und damit der VerknUpfung —
von kovalent und nicht-kovalent binden-
den Einheiten liefd sich demonstrieren.
Die Feineinstellung und Methoden zur
ihrer Charakterisierung sind entschei-
dend, um definierte Reaktiveinheiten zu
erhalten. Diese konnen dann gezielt in
Molekularchitekturen eingebaut wer-
den, um in Kombination mit dem nicht-
kovalent-wechselwirkenden GerUst ihre
Wirkung zu entfalten. Auf diese Weise
kann das alte Paradigma, dass Kovalent-
Inhibitoren fur die Wirkstoffentwicklung
ungeeignet sind, hoffentlich bald ausge-
mustert werden.
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