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Gentranskription

Die biologische Signaltransduktion regelt wesentliche zelluldre Funktionen wie
Wachstum, Differenzierung und Stoffwechsel. Bei der Aufkldrung der einzelnen
Signalpfade wurden in den letzten Jahren grof3e Fortschritte erzielt. Die Synthese
von Teilstrukturen der Proteine, die an der Signaltransduktion beteiligt sind, sowie
von Naturstoffen und ihren Analoga, die in Signalkaskaden eingreifen, trigt dazu
bei, die entscheidenden Wechselwirkungen im molekularen Detail aufzukliren,
besser zu verstehen und gezielt beeinflussen zu konnen.



AUFSATZE
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Viele biologische Phdnomene werden
heute im molekularen Detail unter-
sucht und verstanden, und die Organi-
sche Chemie wendet sich zunehmend
biologischen Phidnomenen zu. An der
Grenze zwischen beiden Disziplinen
entwickelt sich daher die ,,Bioorgani-
sche Chemie®, in der sowohl biologi-
sche als auch chemische Forschung
betrieben wird. Das Zusammenspiel
zwischen organischer Synthese und
Biologie wird hier am Beispiel der

leuchtet. Fiir die Signalweiterleitung
iiber Rezeptor-Tyrosinkinasen und das
Ras-Protein sowie iiber G-Protein-ge-
koppelte Rezeptoren wird gezeigt, wie
von einem biologischen Phéinomen
ausgehend Strukturinformationen er-
halten werden konnen, die zur Ent-
wicklung neuer chemischer Methoden
und Synthesen sowie nachfolgend neu-
er Reagentien fiir biologische Studien
filhren. Im einzelnen werden bioorga-
nische Arbeiten zu Protein-Tyrosinki-

SH2- und SH3-Doménen, zur Pro—\
tein-Farnesyltransferase, zur Verwen-
dung von Peptidkonjugaten und Inosit-
phosphaten, zu den Proteinkinasen A
und C sowie zu Proteinphosphatasen
und zur ligandeninduzierten Dimeri-
sierung von Proteinen vorgestellt.
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What interests us all is finding that deep current —
in my case, the most rational understanding of life:
its reduction to the molecular details of chemistry.
A. Kornberg!!!

My idea is that chemistry is the central science.
Everything that goes on in biology or medicine
has a chemical basis.

R. Lerner?

1. Einleitung

Biologische Vorgéinge basieren auf chemischen Prozessen
und werden durch die Struktur der beteiligten Molekiile und
deren Wechselwirkungen bestimmt. Im Grunde kénnen alle
biologischen Vorginge auf chemische reduziert werden: Die
Biologie ist molekular.?! Diese Erkenntnis beeinflut beson-
ders in jlingster Zeit die biologische Forschung. Heute werden
viele biologische Phinomene im molekularen Detail unter-
sucht und verstanden, und die zunehmend wichtiger werden-
de Strukturbiologie riickt zusehends in das Blickfeld der
Organischen Chemie. So wie sich die Dimension der Studien-
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objekte der Biologie verkleinert hat, wendet sich die Orga-
nische Chemie zunehmend groferen Molekiilen und mole-
kularen Systemen zu. Infolge der hohen Leistungsfihigkeit
der organischen Synthese sind heute auch die komplizierte-
sten der als biologisch relevant erkannten Natur- und
Wirkstoffe herstellbar, und nichtkovalente Wechselwirkun-
gen zwischen grof3en Molekiilen, die in der Natur z.B. die
Protein-Protein- und Protein-DNA-Wechselwirkungen sowie
Erkennungsphdnomene an Zelloberfldchen bestimmen, sind
Gegenstand der ,,Supramolekularen Chemie“. Als Folge der
Angleichung von Art und Dimensionen der Gegenstidnde
biologischer und organisch-chemischer Forschung durchdrin-
gen sich die beiden Wissenschaften zunehmend, und an der
Grenzflache zwischen beiden etabliert sich ein immer grofler
werdendes Grenzgebiet: die ,,Bioorganische Chemie®.
Obwohl dieser Begriff bereits seit einiger Zeit verwendet
wird,Plist er bis heute nicht klar und fest definiert (und hierfiir
besteht auch nicht unbedingt eine Notwendigkeit). Nach
unserer Meinung betreibt ein ,,Bioorganiker* aktiv Forschung
in Chemie und (!) Biologie,") er vereint die ,,two cultures of
chemistry and biology“.” Der Schwerpunkt der Arbeiten
kann dabei durchaus im Bereich der Chemie oder der
Biologie liegen und beispielsweise die Anwendung von
Methoden und Werkzeugen der Organischen Chemie zum
Studium biologischer Probleme oder den Einsatz biologischer
Techniken zur Bearbeitung chemischer Fragestellungen zum
Gegenstand haben. Dieser tendenzielle Unterschied kann
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durch eine ndhere Kennzeichnung mit den Begriffen ,,Che-
mische Biologie“ und ,Biologische Chemie* verdeutlicht
werden.

Eines der moglichen Szenarien fiir die erfolgreiche Kom-
bination biologischer und organisch-chemischer Forschung ist
in Schema 1 illustriert. Dabei wird ein ausreichend gut

biologisches
/ Ph&nomen \
Werkzeuge Struktur-
fur biologische information
Studien
» .
~~___ chemisches
Problem

Schema 1. Mogliches Zusammenspiel von organischer Synthese und Bio-
logie in der ,,Bioorganischen Chemie“.

bekanntes biologisches Phdnomen beziiglich der Struktur der
daran beteiligten Biomolekiile analysiert, bei denen es sich
um niedermolekulare Wirkstoffe oder um Biomakromolekiile
handeln kann. Auf diesen Strukturinformationen basierend
werden ungeloste Syntheseprobleme identifiziert und bear-

beitet. Hier findet Innovation im Bereich der organischen Syn-
these im ureigensten Sinne statt. Nach erfolgreicher Bewalti-
gung der Syntheseprobleme werden mit den entwickelten
Methoden und Synthesen neue Reagentien zum Studium des
betrachteten biologischen Phdnomens hergestellt und dann in
biologischen Experimenten eingesetzt. Im Idealfall konnen
mit ihrer Hilfe neue Erkenntnisse gewonnen werden, die
durch Anwendung klassischer biologischer Techniken nicht
oder nur sehr viel schwieriger zuginglich gewesen wiren. Auf
diesen neuen Erkenntnissen fuBend lassen sich neue Struk-
turinformationen ableiten, und der skizzierte Cyclus fiir
bioorganisches Forschen kann erneut beschritten werden.

In der vorliegenden Ubersicht wird die erfolgreiche Ver-
zahnung biologischer und organisch-chemischer Forschung
im Sinne dieser Vorgehensweise am aktuellen Beispiel der
biologischen Signaltransduktion vorgestellt.

2. Die biologische Signaltransduktion'® °!

Zur Aufrechterhaltung der Funktions- und Uberlebens-
fahigkeit vielzelliger Organismen werden Wachstum, Diffe-
renzierung und Stoffwechsel einer groflen Zahl von Zellen
durch Synthese, Sezernierung und Erkennung von Signalmo-
lekiilen auch iiber grofSere Entfernungen abgestimmt. Nach
Ubertragung des Signals durch die Plasmamembran der

-
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Zielzellen ins Zellinnere wird die Botschaft durch intrazellu-
lare Signalkaskaden vermittelt und eine Reaktion ausgelost.
Je nach ihren physikalischen Eigenschaften werden die
extrazelluldren Signalstoffe (Hormone) von Rezeptoren im
Zellinneren erkannt (lipophile Hormone, die durch die
Plasmamembran diffundieren konnen, z.B. Steroide und
Schilddriisenhormone) oder aber an der Zelloberfliche von
Rezeptoren gebunden (hydrophile Hormone, die die Zell-
membran nicht durch Diffusion passieren konnen, z.B.
Peptidhormone und kleine geladene Molekiile wie Adrenalin
und Histamin).['”) SchlieBlich wird das Signal ausgeldscht und
so die Reaktion der Zelle auf den Signalstoff beendet.
Besonders die Wirkung der letztgenannten Klasse von
Hormonen und die iiber sie ablaufende Signalvermittlung
sind Gegenstand intensiver bioorganischer Forschung gewe-
sen. Die aus diesen Arbeiten hervorgegangenen Erkenntnisse
stehen im Mittelpunkt dieser Ubersicht.'!l Nachfolgend
werden zunichst die wichtigsten der hierfiir relevanten
intrazelluldren Signalkaskaden skizziert, deren Wirkungswei-
sen auf zelluldrer und molekularer Ebene hinreichend auf-
geklédrt wurden.

2.1. Signaltransduktion iiber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren und heterotrimere G-Proteine!® % 12-241

Eine Vielzahl hormoneller Botenstoffe, z.B. Adrenalin,
Noradrenalin, Glucagon, Corticotropin, das luteinisierende
Hormon und das follikelstimulierende Hormon, aber auch
Signale, durch die Sinneseindriicke wie Geschmack,?! Ge-
ruch und der Sehvorgang®! entstehen, werden an der Zell-
oberfliche durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren!'?
(GPCR) erkannt, die sieben Transmembranhelices aufweisen
(Schema 2). Eine intrazelluldre Schleife zwischen den Helices
5 und 6 und das ebenfalls cytosolische C-terminale Segment
des Rezeptors wechselwirken dann mit einem membranasso-
ziierten, heterotrimeren Guaninnucleotid-bindenden Protein
(G-Protein). G-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten
(G, Gg, G,),51 von denen die a-Untereinheit in der
inaktiven Form ein GDP-Molekiil gebunden hat. Als Folge
der Wechselwirkung mit dem Rezeptor wird in G, GDP
gegen GTP ausgetauscht, und der heterotrimere Komplex
dissoziiert in G,/GTP und G4/G,. Diese Aktivierung des G-
Proteins durch Nucleotidaustausch und Dissoziation wird
durch Hydrolyse des GTP zu GDP und Riickbildung des
inaktiven, aber erneut aktivierbaren GDP-bindenden hetero-
trimeren Komplexes beendet und so das Signal wieder
abgeschaltet. Vorher 16sen G,/GTP und G,4/G, jedoch unter-
schiedliche intrazelluldre Signalkaskaden aus. Wird dieser
komplizierte Mechanismus durch &uBere Einfliisse gestort,
resultieren ernsthafte Komplikationen fiir die betroffene
Zelle und den ganzen Organismus. So bewirkt das Cholera-
Toxin eine permanente Bindung von GTP an die a-Unter-
einheit einer bestimmten G-Protein-Subfamilie (G,) und
damit eine kontinuierliche Stimulierung der Adenylatcyclase,
was zu massiver Diarrhde fiihrt; das den Keuchhusten
auslosende Pertussis-Toxin inaktiviert hingegen die a-Unter-
einheit des Gy-Proteins, wodurch die Stimulierung der Phos-
pholipase C verhindert wird.
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Schema 2. Bildung von Second-messenger-Molekiilen bei der Signaltrans-
duktion iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und heterotrimere G-
Proteine.

G,/GTP wirkt abhéngig davon, aus welchem heterotrime-
ren Komplex es freigesetzt wurde, stimulierend (G,,) oder
inhibierend (G;,) auf die in die Plasmamembran eingelagerte
Adenylatcyclase, die bei Stimulierung die Cyclisierung von
ATP zu cyclo-AMP (cAMP) katalysiert (sieche Schema 2).
Dieser sekundire Botenstoff (,,second messenger®) aktiviert
dann cAMP-abhingige Proteinkinasen der Familie A
(PKAs)!' durch Freisetzung ihrer katalytischen Unterein-
heiten aus einem inaktiven tetrameren Komplex. Je nach
Zelltyp werden von PKAs dann weitere unterschiedliche
Enzyme an Serin- oder Threoninresten phosphoryliert und
damit ebenfalls aktiviert. So fiihrt in Leber- und Muskelzellen
die Aktivierung von PKAs als Folge der Bindung von
Adrenalin an den zugehorigen G-Protein-gekoppelten Re-
zeptor zum Abbau von Glycogen zu Glucose-1-phosphat, d. h.
zur Mobilisierung von Glucose aus der Depotform (Sche-
ma 3). In fettspeichernden Adipocyten bewirkt eine durch
Adrenalin ausgeloste Enzymkaskade, dafl Fettsduren frei-
gesetzt werden (Schema 3), in den Zellen der Nebennieren-
rinde stimuliert Corticotropin nach Bindung an einen G-
gekoppelten Rezeptor die Biosynthese von Steroidhormonen
wie Cortisol, und in ovariellen Zellen 16st das follikelstimu-
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Phosphorylierung von cytosolischen
Enzymen, die den Stoffwechsel
beeinflussen, z. B.

Glycogen-
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<25
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Schema 3. Aktivierung der Proteinkinase A und nachfolgende Signal-
ibertragung auf cytosolische Enzyme und Transkriptionsfaktoren.
CREB =cAMP response element binding protein.

lierende Hormon eine erhohte Biosynthese von Ostradiol und
Progesteron aus, die zur Ausprigung der weiblichen Ge-
schlechtsmerkmale benétigt werden. Weiterhin kann Pro-
teinkinase A in den Zellkern diffundieren und dort Trans-
kriptionsfaktoren stimulieren, die nachfolgend die Expression
vieler Gene aktivieren.

Der G4/G,-Komplex (und auch G,) aktiviert die membran-
gebundene Phospholipase Cg, (PLCy,), die dann das Plasma-
membranlipid Phosphatidylinosit-4,5-bisphosphat (PIP,) zu
1,2-Diacylglycerin (DAG) und Inosit-1,4,5-trisphosphat (IPs)
spaltet. Diese Substanzen sind sekundire Botenstoffe.[']
IP; diffundiert nach seiner Freisetzung durch das Cytosol und
wird am endoplasmatischen Reticulum (ER) von einem
spezifischen Rezeptor gebunden, der einen Kanal o6ffnet
und Ca?*-Ionen aus dem ER ins Cytosol entldBt (Schema 4).
Ca?t wirkt nun als weiterer sekundirer Botenstoff, der z.B.
zur Aktivierung von Proteinkinasen benétigt wird. DAG
verbleibt an der Plasmamembran und bindet dort mit Ca>*-
Ionen und Phosphatidylserin Serin/Threonin-Proteinkinasen
der Familie C (PKCs; Schema 4).2°22 Diese in ihrer cytoso-
lischen Form inaktiven Enzyme phosphorylieren nach der
Membranlokalisierung weitere Proteine und beeinflussen so
eine Vielzahl von Zellreaktionen. Von besonderer Bedeutung
ist, da3 die PKC auch Transkriptionsfaktoren phosphoryliert
und - je nach Zellart — dadurch die Synthese bestimmter
mRNA-Molekiile induziert oder unterdriickt. Die Protein-
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Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren
und cytosolischen Enzymen, z. B. IB
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PKC .
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NFB: nucleérer Transkriptionsfaktor
I¢B: inhibitorische Untereinheit

Import in den Zellkerni

Regulierung der Gentranskription‘

Schema 4. Aktivierung der Proteinkinase C durch den IP;/DAG-Signal-
weg und nachfolgende Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF,B.

kinase C spielt daher bei der Regulation des Zellwachstums
eine entscheidende Rolle, und es ist naheliegend, daf eine
Fehlfunktion der PKC zu fehlgeleitetem Wachstum und in
letzter Konsequenz zur Transformation der Zelle (siehe
Abschnitt 2.5) fithren kann.

2.2. Signaltransduktion iiber Rezeptor-Tyrosinkinasen
und Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen — die Rass/MAP-
Kinase-Signaltransduktionskaskade® -3

Viele Polypeptidhormone, durch die die Zellproliferation
und -differenzierung beeinfluit werden, binden an Zell-
oberflidchenrezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitidt (Rezeptor-
Tyrosinkinasen, RTKs). Hierzu zdhlen die Rezeptoren fiir den
epidermalen Wachstumsfaktor (EGF), den Insulin-dhnlichen
Wachstumsfaktorl (IGF-1), den Nervenwachstumsfaktor
(NGF) und den Blutpliattchenwachstumsfaktor (PDGF), die
Wachstum, Differenzierung sowie Teilung epidermaler, en-
dothelialer und epithelialer Zellen (EGF), sensorischer und
sympathischer Neuronen (NGF) sowie Zellen des Bindege-
webes, Granulocyten und Zellen des Nervensystems (PDGF)
beeinflussen.

Angew. Chem. 1998, 110, 716 -780
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Die in der aktiven Form monomeren Rezeptor-Tyrosinki-
nasen bestehen aus einer extrazelluldren Bindungsdomine,
einer membrandurchspannenden a-Helix und einer cytosoli-
schen Domidne mit Tyrosinkinaseaktivitdt. Als Folge der
Bindung des extrazelluldren Liganden dimerisieren die Re-
zeptoren, und ihre Kinasedominen erkennen und phospho-
rylieren Tyrosinreste in der jeweils anderen Monomereinheit
(Schema 5). Die phosphorylierten Rezeptoren werden von

®

Rezeptor-Tyrosinkinase

il LA R

4
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— MAP-Kinase SerOPOF"
TyrOPO%"

Wanderung in
den Zellkern

Gentranskription

Schema 5. Signaltransduktion iiber die Rass/MAP-Kinase-Kaskade.

Adaptorproteinen erkannt, die selbst keine Signalmolekiile
sind, den Rezeptor jedoch mit solchen verbinden. Von
besonderer Bedeutung ist hier das Protein Grb2 (Grb2=
growth factor receptor binding protein2), das die Peptidse-
quenz des Rezeptors, in der sich das Phosphotyrosin befindet,
tiber seine SH2-Domine (SH2=sarcoma homology?2) bin-
det. Grb2 enthélt weiterhin zwei SH3-Doménen, die pro-
linreiche Sequenzen in einem weiteren Adaptorprotein, Sos
(son of sevenless, benannt nach einer Drosophila-Mutante),
erkennen (Schema 5). Die cytosolischen Proteine Grb2 und
Sos werden so an der Innenseite der Zellmembran lokalisiert
und korrekt aufgereiht. Sos wechselwirkt dann mit der
inaktiven, GDP-bindenden Form des membranassoziierten
Proteins Ras (von rat sarcoma). Dieses tauscht nach Wech-
selwirkung mit dem als ,,molekularem Kleber*“ wirkenden
Grb2/Sos-Komplex GDP gegen GTP aus; Grb2/Sos hat also
die Funktion eines Guaninnucleotid-Austauschfaktors (gua-

Angew. Chem. 1998, 110, 716780

nine nucleotide exchange factor, GEF). Das so aktivierte Ras-
Protein wirkt dann als molekularer Schalter und leitet das von
der Rezeptor-Tyrosinkinase iiber nichtkovalente Protein-Pro-
tein-Wechselwirkungen eintreffende Signal auf eine Kaskade
von Proteinphosphorylierungen ins Zellinnere um (Sche-
ma 5). Ras verfiigt iiber eine schwache GTPase-Aktivitit,
durch die das gebundene GTP zu GDP hydrolysiert und so
das Signal beendet wird. Dieser Prozef3 wird durch das GAP-
Protein (GTPase activating protein) beschleunigt.

Die aktivierte, GTP-bindende Form von Ras bindet den N-
Terminus der Serin/Threonin-spezifischen Proteinkinase Raf
und lokalisiert diese (in Analogie zur Immobilisierung von
Sos an Grb2) an die Plasmamembran. Raf vermag nun mit
seinem C-Terminus die Proteinkinase MAP-Kinase-Kinase
(MAP =mitogen activated protein), die auch als MEK
bezeichnet wird (von MAP und ERK, extracellular signal
regulated kinase), zu binden und zu phosphorylieren. Die so
aktivierte MEK verfiigt tiber Tyrosin- und Serin/Threoninki-
nase-Aktivitét (dual specificity kinase) und phosphoryliert als
néichstes das Protein MAP-Kinase, bei dem es sich wiederum
um eine Serin/Threonin-spezifische Proteinkinase handelt.
Die aktivierte MAP-Kinase phosphoryliert und aktiviert nun
einerseits weitere Kinasen, wie die ribosomalen S6-Kinasen,
andererseits diffundiert sie in den Zellkern und phosphory-
liert dort Transkriptionsfaktoren, z.B. den terndren Kom-
plexfaktor (TCF, auch als Elk-1 bezeichnet) und das Protein
Jun, die dadurch aktiviert werden und die Expression der
entsprechenden Gene auslosen.

In einigen Fillen beeinflussen die Ras/MAP-Kinase-Kas-
kade und der GPCR-Signalweg die Expression derselben
Gene. So konnen durch ein konzertiertes Ineinandergreifen
verschiedener Signalketten viele Gene sehr schnell exprimiert
werden. Eine weitere Moglichkeit der gegenseitigen Beein-
flussung von Signalketten besteht in der Aktivierung von
Elementen der einen Kaskade durch Mitglieder der anderen
(cross talk). So konnen PKC und andere Serin/Threonin-
spezifische Proteinkinasen auch MEK und andere Mitglieder
der Ras-Kaskade phosphorylieren® und so eine Querver-
bindung zwischen dem GPCR-Signalweg und der Ras-Kas-
kade herstellen. Weitere Beispiele von ,,cross talk* zwischen
unterschiedlichen Signalkaskaden sind bekannt (siche Ab-
schnitt 3.2 und Schema 12).53%

Auch Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen (NRTKs),?¥ d.h. an
der cytosolischen Seite der Plasmamembran lokalisierte
Tyrosinkinasen, die nicht iiber eine extrazelluldre Rezeptor-
domine verfiigen, kénnen die Ras-Kaskade anschalten.!'?3!]
So erkennt die NRTK c-Src iiber eine SH2-Doméne den
durch Autophosphorylierung aktivierten PDGF-Rezeptor, !
der keine Grb2-Bindungsstelle enthilt (Schema 6). c-Src
phosphoryliert dann das Adaptorprotein Shc an einem
Tyrosinrest und bildet so eine Bindungsstelle fiir den Grb2/
Sos-Komplex, der nachfolgend Ras aktiviert (siche oben) und
damit das Signal weiterleitet.

Die Ras-Signaltransduktionskaskade ist physiologisch au-
Berordentlich wichtig. Sie ist von zentraler Bedeutung fiir die
Regulierung von Zellwachstum und -differenzierung, und
eine Fehlregulierung dieses Signalpfades kann einer der
entscheidenden Schritte bei der Transformation von Zellen
sein (siche Abschnitt 2.5). Der Ras-Weg ist in verschiedenen
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Schema 6. Aktivierung der Ras-Signalkaskade durch Nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinasen (z.B. c-Src).

Spezies hochkonserviert,> 2?7 und seine Elemente werden
z.B. von Hefen, Wiirmern, Fliegen und Sdugetieren nach dem
gleichen Muster zur Weiterleitung von Wachstumssignalen
benutzt. Dariiber hinaus hat sich in jiingster Zeit gezeigt, daf3
in Sdugerzellen mindestens drei weitere Signaltransduktions-
pfade existieren, die nach dem gleichen, dem Ras-Weg
entsprechenden Schema, unterschiedliche extrazellulidre Si-
gnale zum Zellkern weiterleiten (Schema 7).B% Hierzu zéhlen

Strel3, UV,
Wachstums-  Cytokine,
faktor osmotischer Schock,
Hitzeschock
\I/ Signal
il AR FAA
L LU Rezeptor
Ras Rac 2 GTP-bindendes
¢ Protein
Raf MEKK1 TAKA M'AP-Kin?Se.
¢ ¢ ¢ Kinase-Kinase
MEK1/2 SEK/MKK4 MKk3 MAP-Kinase-
¢ ¢ ¢ Kinase
ERK1/2 JNKs/SAPKs p38 MAP-Kinase

Elk1, cJun, ATF-2, Transkriptions-
ATF-2, ATF-2 Max faktor

cMyc

Ras/MAP-|| JNK- p38-

Kinase- Signal- Signal-

Signal- kaskade| | kaskade

kaskade

Schema 7. Gemeinsame Elemente von Signaltransduktionskaskaden, die
durch Wachstumsfaktoren, entziindungsfordernde Cytokine, alkylierende
Reagentien und Streffaktoren aktiviert werden.

Stre8 durch UV-Licht und ionisierende Strahlung, alkylie-
rende Reagentien, der osmotische und der Hitzeschock sowie
Signale von entziindungsfordernden Cytokinen (siche Ab-
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schnitt 2.3) wie dem Tumor-Nekrose-Faktora (TNF-a) und
Interleukin1 (IL —1).

2.3. Signaltransduktion iiber Janus-Kinasen und STAT-
Proteine!® 36371

Ein sehr wichtiger Signaltransduktionsweg, in dem Pro-
teinphosphorylierung und Protein/Protein-Wechselwirkun-
gen lber SH2-Doménen (siehe Abschnitt 2.2) auch eine
entscheidende Rolle iibernehmen, leitet Signale weiter, die
durch Cytokine ausgelost werden. Cytokine sind 16sliche
Proteine, die Wachstum, Differenzierung und Funktion einer
Vielzahl von Zellen beeinflussen und zu denen z.B. die
Interferone «, § und y sowie die Interleukine 2 bis 7, 9 bis 12
und 15 gehoren. Die Interferone werden z.B. von tierischen
Zellen nach einer Virusinfektion gebildet und sezerniert.
Nach ihrer Bindung an plasmamembranstindige Rezeptoren
der Zielzellen wird deren Wachstum gehemmt und die
Synthese von Proteinen induziert, die der Zielzelle eine
Virusresistenz verleihen.

Die Bindung eines Cytokins an seinen Rezeptor fiihrt zu
dessen Dimerisierung und zur Aktivierung von JAK-Kinasen
(Janus-Kinasen oder ,,just another kinase*), einer Klasse von
Tyrosinkinasen, die nichtkovalent mit der cytosolischen
Doméne des Rezeptors assoziiert sind (Schema 8). Die

Ny @@
@

@
W@
IFNy-Rezeptor
ﬁﬁﬁﬁﬁ O A ARAAFAAAAAAA
il Ot A HHHHHHHHY
Aktivierung der 2°0;PO
[ OPOZ"

@ Janus-Kinasen @
ADP

2°0,4PO
. T
ADP

STAT STAT STAT
opo3
/

Wanderung in den Zellkern und
Aktivierung der Transkription von Genen

-0PO3”

Schema 8. Die JAK/STAT-Signaltranduktionskaskade.
rony.

IFNy = Interfe-

JAK-Kinasen phosphorylieren dann den Rezeptor sowie
nachfolgend an diesen bindende STAT-Proteine (STAT =si-
gnal transducers and acitvators of transcription). Diese

Angew. Chem. 1998, 110, 716 -780
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cytosolischen Transkriptionsfaktoren bilden
nach ihrer Aktivierung homo- und heterodi-
mere Komplexe, die in den Zellkern wandern
und dort die Transkription cytokinabhéngiger
Gene induzieren.

2.4. Signaltransduktion iiber den T-Zell-
Rezeptor!3¥-401

Fir die Gewihrleistung der von den T-
Zellen getragenen zelluliren Immunantwort
ist der vom T-Zell-Rezeptor (TCR) ausgehen-
de Signalweg von essentieller Bedeutung, der
sich der gleichen Ubertragungsmechanismen
wie die vorstehend beschriebenen Signalkas-
kaden bedient. Nach Aktivierung des Rezep-
tors durch ein Antigen geht die T-Zelle zu-
nichst von der Gy-Phase in die G;-Phase tiber,
d.h., sie verldf3t den Ruhezustand und bereitet
die Zellteilung vor.B¥ Die komplexen T-Zell-
Rezeptoren bestehen aus acht nichtkovalent
miteinander verbundenen, membrandurch-
spannenden Untereinheiten (afyde,s,). So-
bald ein Makrophage iiber seine Proteine
des  Haupt-Histokompatibilitdts-Komplexes
(MHC-Proteine) dem Rezeptor ein Antigen-
fragment prisentiert, wird dieses von der a-
und der S-Untereinheit erkannt und gebunden,
und alle acht Untereinheiten aggregieren
(Schema 9). Die dadurch einander ebenfalls
angendherten cytoplasmatischen Doménen
der einzelnen Untereinheiten werden dann
von einer assoziierten Kinase (Lck oder Fyn,
Kinasen der Src-Familie) an Tyrosinresten
phosphoryliert, wobei insbesondere die Phos-
phorylierung der ¢-Untereinheit eine Bin-
dungsstelle fiir die SH2-Doméne der Tyrosin-
spezifischen Proteinkinase ZAP-70 liefert. Diese Kinase
phosphoryliert und aktiviert daraufthin die Phospholipase Cy
(PLCy), die Inosittrisphosphat freisetzt (siche Abschnitt 2.1).
Dieser sekundire Botenstoff bewirkt, dal Calciumionen aus
dem endoplasmatischen Reticulum ins Cytosol entlassen
werden, und fithrt damit zur Aktivierung von Calcineurin,
einer Ca’"-abhingigen Ser/Thr-spezifischen Proteinphospha-
tase. Calcineurin dephosphoryliert nun den cytoplasmati-
schen Teil des Transkriptionsfaktors NF-AT (nuclear factor of
activated T-cells), welcher in den Zellkern wandert und dort
die Transkription bestimmter, fiir den weiteren korrekten
Ablauf der Immunantwort wesentlicher Gene steuert.” Die
T-Zelle exprimiert daraufhin sowohl den Wachstumsfaktor
Interleukin?2 (IL-2), der in den interzelluldren Zwischenraum
entlassen wird, als auch dessen Rezeptor (IL-2-R), der als
Transmembranprotein in der Plasmamembran verankert
wird. Die dadurch bewirkte Selbststimulierung der T-Zelle
(autokrine Stimulierung) 16st den Ubergang von der G,-Phase
in die S-Phase des Zellcyclus aus, fiithrt also zur Teilung und
Vermehrung genau der T-Zelle, die das urspriinglich priasen-
tierte Antigen erkannt hat (klonale Selektion).

Angew. Chem. 1998, 110, 716780

MHC-Protein

T-Zell-Rezeptor

Zellmembran

A A A
HHEH M
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endoplasmatisches
Reticulum

o+
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Diffusion in
den Zellkern

Gentranskription

Schema 9. Signaltransduktion iiber den T-Zell-Rezeptor.

Dieses einfache Bild der T-Zell-Aktivierung wird ergidnzt
durch das Uberschneiden mit anderen Signalpfaden (cross
talk). So wird IP; auch iiber den GPCR-Signalweg freigesetzt
(siche Abschnitt 2.1), und der an Tyrosinresten phosphory-
lierte T-Zell-Rezeptor kann von den SH2-Doménen bestimm-
ter Adaptorproteine gebunden und so mit dem Ras-Signal-
weg verkniipft werden.

2.5. Signaltransduktion und Transformation von
Zellen!*" 421

Signaltransduktionskaskaden beeinflussen entscheidend
die Regulierung von Zellwachstum, -teilung und -differen-
zierung. Bei normalem Zellwachstum sind die Wechselwir-
kungen zwischen den einzelnen Komponenten der Signalkas-
kaden genau aufeinander abgestimmt. Tritt jedoch eine
Fehlregulierung wichtiger Signalkaskaden auf, so kann die
Zelle transformiert werden, d.h., ihre Wachstumseigenschaf-
ten dndern sich, und sie kann sich zu einer Tumorzelle
entwickeln. Die Transformation einer Zelle kann prinzipiell
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durch unterschiedliche Mechanismen ausgeldst werden (z.B.
durch DNA-schidigende chemische Carcinogene), eine der
héufigsten Ursachen ist jedoch die Bildung eines Onkopro-
teins, d.h. des Produktes eines Onkogens, eines Krebsgens.
Onkogene entstehen meist aus normalen, das Zellwachstum
kontrollierenden zelluldren Genen (Protoonkogenen), z.B.
durch Mutation oder durch falsche oder fehlregulierte
Expression. Zur Wachstumskontrolle tragen hauptséichlich
Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren, intrazelluldre Signal-
iibertrager, nucleédre Transkriptionsfaktoren sowie Zellcyclus-
Kontrollproteine bei. Die meisten Onkogene kodieren fiir
Proteine, die sich einer dieser fiinf Klassen zuordnen lassen,
wobei solche der Klassen 1 -4 wesentliche Elemente der oben
beschriebenen Signaltransduktionskaskaden sind.

Nur sehr wenige Onkogene gehen aus den Genen fiir
Wachstumsfaktoren hervor. Die Gene fiir Wachstumsfaktor-
Rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitdt werden z.B. dann zu
Onkogenen, wenn sie nach Mutation fiir Rezeptoren kodie-
ren, deren Kinaseaktivitit auch ohne den jeweiligen Liganden
angeschaltet bleibt. In den meisten Fillen kodieren Onkoge-
ne dieser Klasse jedoch fiir ,,Rumpf“-Rezeptoren, deren
extrazelluldre Ligandenbindungsdoméne verlorengegangen
ist. In beiden Féllen gibt das Onkoprotein ein permanentes
Wachstumssignal.

Die Mehrzahl der Onkogene stammt von Genen fiir
Proteine ab, die in intrazelluldre Signaltransduktionskaska-
den eingebunden sind. So konnen Mutationen in den G,,-
Untereinheiten der heterotrimeren G-Proteine (siehe Sche-
ma 2) dazu fithren, daB diese ihre GTPase-Aktivitit verlieren
und somit kontinuierlich die cAMP-Synthese stimulieren.
Hypophysenzellen mit mutiertem G,-Protein wachsen wegen
des hohen cAMP-Spiegels unkontrolliert, und es bilden sich
Hypophysentumore. Ahnlich fiihren Mutationen in den ras-
Genen dazu, daB3 diese nicht mehr aus dem aktiven, GTP-
bindenden Zustand in den inaktiven, GDP-bindenden zu-
riickgefithrt werden konnen (siehe Schema5). Als Folge
senden diese hochkonservierten Schalter Dauerwachstums-
signale, die zur Tumorbildung fiihren konnen. Mutationen in
den ras-Genen werden in einer Vielzahl menschlicher Tumore
gefunden.

Mutationen in den Genen fiir Nicht-Rezeptor-Tyrosinkina-
sen konnen ebenfalls zur Bildung von Onkogenen fiithren. So
wird die Kinaseaktivitidt und damit die signaltransduzierende
Wirkung von Src (siche Schema 6) durch Phosphorylierung
eines Tyrosinrestes am C-Terminus stark verringert. Wird
diese Phosphorylierungsstelle verdndert (beim Rous-Sarcom-
Virus fehlen z. B. die letzten 18 Aminosduren des C-Terminus
von Src infolge einer Deletion im src-Gen), entfillt diese
Moglichkeit zur Regulierung, und ein dauerhaftes Signal
resultiert. Auch das transformierende Potential der Raf-Serin/
Threonin-Kinase (siche Schema5) wird durch Deletion
regulatorischer Einheiten des normalen zelluldren Proteins
aktiviert. Der C-Terminus von Raf enthilt die Kinaseeinheit,
wihrend der N-Terminus zwei Dominen aufweist, durch die
die Kinaseaktivitit moduliert wird. In den raf-Onkogenen
sind diese regulatorischen Doméinen deletiert, und der
katalytisch aktive, C-terminale Enzymteil arbeitet ungesteu-
ert. Onkogene, die fiir nucledre Transkriptionsfaktoren ko-
dieren, entfalten ihre Wirkung in vielen Fillen dadurch, daf3
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die entsprechenden Onkoproteine die Transkriptionshdufig-
keit von Genen veridndern, die z.B. fiir wachstumsstimulie-
rende Proteine kodieren.

Eine Klasse von Onkogenen mit entscheidender Bedeu-
tung fiir den Zellcyclus kodiert fiir Tumorsuppressoren. > 4
Diese Proteine iiberwachen den laufenden Zellcyclus und
verhindern die Tumorbildung, indem sie Zellen in der
Ruhephase des Zellcyclus halten oder sogar einen spontanen
Zelltod® #l induzieren. Im Falle von Mutationen in Tumor-
suppressorgenen wird der Zellcyclus nicht mehr richtig
kontrolliert, und Mutationen akkumulieren.

Auch die transformierende Wirkung chemischer Verbin-
dungen, die als Tumorpromotoren erkannt wurden, ist darauf
zuriickzufiihren, daf sie Signaltransduktionskaskaden beein-
flussen. Wihrend gewohnliche chemische Carcinogene, wie
alkylierende Reagentien und polycyclische Kohlenwasser-
stoffe, direkt die DNA schidigen (Tumorinitiatoren), erh6hen
Tumorpromotoren wesentlich die Wahrscheinlichkeit einer
Tumorbildung infolge der Einwirkung eines Tumorinitiators.
Zu den Tumorpromotoren gehoren Phorbolester und Teleo-
cidine. Diese Substanzen aktivieren die ProteinkinaseC,
indem sie Diacylglycerin imitieren (siche Schema 4).

Heute geht man davon aus, daf3 die Carcinogenese in der
Regel durch mehrere Faktoren in einem mehrstufigen Prozef3
ausgelost wird; Krebs entsteht durch zahlreiche Faktoren, die
innerhalb eines lingeren Zeitraums zusammenwirken. Ein
Onkogen allein ist normalerweise nicht in der Lage, malignes
Wachstum zu induzieren, verschiedene Onkogene miissen
sich in ihrer Wirkung ergénzen. Auch menschliche Tumorzel-
len enthalten mehrere Onkogene, so daB} fiir die maligne
Transformation einer einzelnen Zelle wahrscheinlich mehrere
genetische Verdnderungen (ca. vier bis fiinf) in dieser Zelle
akkumuliert werden mii3ten. Dabei herrschen einige Muta-
tionen deutlich vor, weil sie an entscheidenden Stellen der
Regulierung von Zellwachstum, -teilung und -differenzierung
eingreifen. So werden bei ca. 50 % aller menschlicher Tumore
Mutationen in dem Gen gefunden, das fiir den Tumorsup-
pressor p53 kodiert und damit das am haufigsten auftretende
Onkogen ist. Von nahezu gleicher Bedeutung ist das ras-
Onkogen, das bei ca. 40% aller menschlichen Tumore
Mutationen aufweist. Bei einigen der Hauptkrebsarten, wie
Darm-, Brust- und Bauchspeicheldriisenkrebs, steigt die
Mutationsrate im ras-Onkogen sogar bis auf ca. 80 % an.

Das Verstiandnis von intrazelluldren Signaltransduktions-
prozessen auf molekularer Basis und deren darauf basierende
gezielte Beeinflussung eroffnen daher grundlegend neue
Moglichkeiten fiir das Studium und gegebenenfalls auch die
Therapie der malignen Transformationen. Fiir diese neue
StoBrichtung der ,,molekularen Medizin“ wurde daher von A.
Levitzki der treffende Begriff ,,Signaltransduktionstherapie®
geprigt.7]

3. Inhibierung von Protein-Tyrosinkinasen (PTKs)

Vor dem Hintergrund, dal PTKs wichtige Rollen in der
zelluldren Signaltransduktion und beim korrekten Ablauf
zahlreicher genetischer Programme, z.B. in der Ras-Signal-

kaskade, im JAK/STAT-Signalweg und im TCR-Signalpfad
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(siehe Abschnitt 2.2, 2.3 bzw. 2.4) spielen, und auch angesichts
der Tatsache, dafl die Halfte der bisher gefundenen Pro-
toonkogene fiir Proteine mit PTK-Aktivitit kodieren,*! wird
intensiv nach selektiven Inhibitoren dieser Enzyme ge-
sucht.]

Solche Substanzen wiirden die Moglichkeit erdffnen,
Signaltransduktionskaskaden und Verzweigungen verschie-
dener Signalpfade gezielt zu unterbrechen, um dadurch die
molekularen Abldufe der Reizweiterleitung besser verstehen
zu lernen; dariiber hinaus konnen sie MaBnahmen fiir die
Therapie von Krankheiten erdffnen, die mit einer abnormen
PTK-Aktivitédt einhergehen, wie Krebs, Psoriasis, Restenosis
oder dem septischen Schock.** Naturstoffe mit PTK-inhi-
bierender Aktivitit sind z.B. Radicicol 1,°” Lavendustin A
2,51 Aeroplysinin 3,2 Erbstatin 4531 und Genistein 554
(Schema 10), die aufgrund ihrer interessanten pharmakologi-
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Schema 10. Strukturen einiger Naturstoffe und synthetischer Verbindun-
gen mit PTK-inhibierender Aktivitat.

schen Profile schon vielfiltig in der biologischen Forschung
eingesetzt wurden. Dennoch stammen die potentesten der
heute verfiigbaren Inhibitoren aus den Syntheselabors.

Mit zunehmender Kenntnis der Strukturen verschiedener
PTKs (die Primérstrukturen vieler verschiedener PTKs sind
bekannt und weisen hohe Homologie in der katalytischen
Doméne auf;! dariiber hinaus wurden die Kristallstrukturen
des Insulinrezeptors,® von c-Srcl”! und von einigen Ser/Thr-

Angew. Chem. 1998, 110, 716780

Kinasen® bestimmt) und der Ableitung wesentlicher Struk-
turmerkmale der Enzymhemmer wurden in den letzten
Jahren groB3e Fortschritte bei der Entwicklung aktiverer und
selektiverer Inhibitoren erzielt. Dabei wurde die Annahme,
daB Selektivitit kaum durch ATP-kompetitive Inhibitoren
erreichbar sei, da die Strukturen der ATP-Bindungsstellen
nicht nur der PTKSs sondern sogar aller Kinasen einander sehr
dhnlich sind,** widerlegt: Die bislang aktivsten und selek-
tivsten Inhibitoren fiir den EGF-Rezeptor und den PDGF-
Rezeptor binden reversibel in der ATP-Bindungsstelle.

Nachfolgend werden stellvertretend einige Naturstoffe mit
PTK-inhibierender Wirkung und synthetische Inhibitoren
vorgestellt.

3.1. Radicicol

Radicicol 1 (Schema 10), ein Metabolit aus dem Mikro-
parasiten Monocillium nordinii,> zeigt vielfiltige biologische
Wirkungen (Fungistaticum, Antitumoraktivitat, PTK-Inhibi-
tor). Da der Naturstoff nur schwierig zu gewinnen ist, erdffnet
hier erst die Entwicklung einer effizienten Totalsynthese die
Moglichkeit, gentigend Material fiir biologische und medizi-
nische Studien sowie Analoga mit verdnderten biologischen
Eigenschaften zu erhalten.

Besondere synthetische Herausforderungen sind der Auf-
bau des l4gliedrigen Makrolactons und einer konjugierten
Dienon-Epoxid-Einheit mit einer E- und einer Z-Doppelbin-
dung. Ausgehend von Molecular-Modeling-Untersuchungen
und der Uberlegung, daf eine schon etablierte (E,Z)-Dienon-
Epoxid-Einheit die Bedingungen einer Makrolactonisierung
kaum iiberstehen wiirde, wurde bei der einzigen bisher
publizierten Totalsynthese®! die Z-Doppelbindung erst nach
der Cyclisierung der Vorstufe 15 durch Eliminierung gebildet
(Schema 11). Der Makrocyclus 15 wurde dabei retrosynthe-
tisch auf das Isocumarin 14 zuriickgefiihrt, welches durch
palladiumvermittelte Kupplung aus dem Aren 11 und dem
alle stereogenen Zentren enthaltenden Vinylstannan 13 auf-
gebaut wurde. Die Synthese von 11 gelang ausgehend von
Orcinol 10 in elf Stufen in einer Gesamtausbeute von 31 %.
Dazu wurde nach dem Schiitzen der freien Hydroxyfunk-
tionen ein weiterer Substituent durch Friedel-Crafts-Acylie-
rung eingefiihrt, und im Anschluf3 an Funktionalisierung und
C-C-Verkniipfung an der ortho-stindigen Methylgruppe wur-
de zum Isocumarin 11 cyclisiert. Im Vinnylstannan 13 muf3 auf
die absolute Konfiguration der drei Stereozentren besondere
Riicksicht genommen werden: Wihrend die beiden C-Atome
der Epoxideinheit R-konfiguriert sein miissen, sollte das
hydroxysubstituierte stereogene Zentrum variabel aufgebaut
werden konnen, je nachdem, ob zur Makrolactonisierung die
Acylfunktion (unter Retention der Konfiguration) oder die
Hydroxyfunktion (mit Inversion der Konfiguration unter Sy2-
Bedingungen) aktiviert werden soll. Durch nucleophile Off-
nung von enantiomerenreinem Propylenoxid mit lithiiertem
und an der Hydroxyfunktion geschiitztem Propargylalkohol
lieB3 sich die absolute Konfiguration des sekundéren Alkohols
beliebig einstellen. Die Schliisselschritte der weiteren Syn-
these waren eine stereospezifische Reduktion des Alkins zum
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Schema 11. Synthese von Radicicol 1. DEAD = Diethylazodicarboxylat,
DIBAH = Diisobutylaluminiumhydrid, MOM =Methoxymethyl, TBS =
tert-Butyldimethylsilyl.

(E)-Allylalkohol, eine Sharpless-Epoxidierung und die Ver-
langerung des Kohlenstoffgeriistes mit einem Vinylstannan. In
einer palladiumvermittelten Stille-Reaktion wurden die bei-
den Fragmente 11 und 13 zum Isocumarin 14 gekuppelt; nach
Freisetzen der Oxosdure durch Reduktion mit DIBAH und
Reoxidation (hierbei wurde selektiv die zur Carboxyfunktion
ortho-stindige Silylethergruppe gespalten) konnte der Ma-
krocyclus unter Mitsunobu-Bedingungen geschlossen werden
(—15). Die Synthese wurde mit der Eliminierung des MOM-
Acetals, der Chlorierung des Arens unter milden Bedingun-
gen und dem Entfernen der Silylschutzgruppen beendet.
Neben der Wirkung von Radicicol als antifungales Antibio-
ticum®™! und Tranquilizer®! wurde vor allem seine selektive
und hohe PTK-inhibierende Aktivitit" intensiv untersucht. In
einem In-vitro-Assay hemmte der Naturstoff sowohl die Auto-
phosphorylierung der v-Src-Tyrosinkinase als auch die Phos-
phorylierung eines exogenen Substrats mit einem ICs,-Wert
von 0.1 ygmL~". Die Serin/Threonin-Kinasen PKA und PKC
wurden dagegen von Radicicol erst bei sehr viel hoheren Kon-
zentrationen gehemmt. Da der Naturstoff den Phosphorylie-
rungsgrad der v-Src-Kinase in vivo ebenfalls deutlich verrin-
gerte, konnten Experimente an v-src-transformierten Ratten-
fibroblasten (SR-3Y1-2-Zellen) durchgefithrt werden, in
denen Radicicol die Morphologie des transformierten Phé-
notyps auf die Normalform zuriickfiihrte und die Zellen in der
G- bzw. G,-Phase des Zellcyclus festsetzte. Nach Aussetzen
der Behandlung mit dem Makrolid nahmen die Fibroblasten
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wieder die Form der transformierten Spezies an. Da die
Spezifitat der Wirkung in vivo nicht verlorengeht, konnte die
Morphologie c-erb-B2-transformierter Zellen (c-erb-B2 ko-
diert fiir eine mutierte und dadurch permanent aktivierte
Rezeptor-Tyrosinkinase) ebenfalls auf die Normalform zu-
riickgefiihrt werden, wéhrend dies mit v-raf-1-transformierten
Zellen nicht gelang (v-raf-1 kodiert fiir eine Serin/Threonin-
Kinase, siche Abschnitt2.2). Dal Phosphorylierung und
Dephosphorylierung an Tyrosinresten auch bei der Diffe-
renzierung von Zellen eine wichtige Rolle spielen, konnte
nachgewiesen werden, indem man Friend-Leukidmie-Zellen
in Gegenwart geringer Dosen Radicicol kultivierte: Der
Anteil der differenzierten Zellen, die Himoglobin akkumu-
lierten, nahm mit zunehmender Konzentration an Radicicol zu.
Untersuchungen zu  Struktur-Aktivitdts-Beziehungen
(SAR) wurden bisher nur in bezug auf die antifungale
Aktivitdt des Naturstoffs unternommen. Sie ergaben, daf
die biologische Wirkung bei Verdnderungen am makrocycli-
schen Ring, insbesondere der Epoxidfunktion, abnahm,
wihrend sie vom Substitutionsmuster des aromatischen
Ringes unabhingig war. Die Inhibierung der Proliferation
von HeLa-Zellen und damit die Antitumoraktivitit von
Radicicol konnte jedoch durch Acylieren der phenolischen
OH-Grupppen mit Stearin- und Palmitinsdure sowie durch
Verethern drastisch erhoht werden.®? Auch wenn erste
Untersuchungen zeigen, daf3 die PTK-inhibierende Aktivitit
von Radicicol in Gegenwart von Reagentien verschwindet,
die die Epoxideinheit reduzieren konnen, wie Dithiothreit,
stehen weitere Forschungen auf diesem Gebiet noch aus.

3.2. Tyrphostine

Besonders gut untersuchte synthetische PTK-Inhibitoren
sind die Tyrphostine 6, die sich von Erbstatin und Tyrosin
ableiten und zu denen auch die Verbindungen AG 1478 7 und
AG1296 8 gehoren (Schema 10).[4% ¢l Mehrere hundert
Verbindungen dieser Klasse, der ein donorsubstituiertes
Styrolgeriist zugrunde liegt, wurden synthetisiert und beziig-
lich ihrer Wirkung auf Kinasen getestet.

Die meisten der dabei gefundenen PTK-Inhibitoren hatten
ICs-Werte im niedrigen mikromolaren Bereich, die Inhibi-
toren der neueren Generation, z.B. 7 und 8, sind jedoch oft
um 3-4 GroBenordnungen wirksamer und auch ausgenom-
men spezifisch fiir einzelne Rezeptorsubtypen.** ¢l Tyrphos-
tine wurden z. B. dazu benutzt, das Wachstum von Tumoren zu
inhibieren,[®! die Transformation von Zellen umzukehren,[®!
die Zelldifferenzierung zu initiieren,®! die thrombininduzier-
te Blutplittchenaggregation zu inhibieren, ! die Aktivierung
von B-Zellen®) T-Zellenl®®! und weiteren Zelltypen zu
hemmen, das Wachstum von psoriatischen Keratinocyten zu
stoppen!®l und Versuchstiere vor dem durch Lipopolysaccha-
rid induzierten septischen Schock zu schiitzen.™ Hierbei
wurde in den meisten Féllen das molekulare Ziel des
Inhibitors genau bestimmt, so dal dessen Beteiligung an
den beschriebenen zelluldren Funktionen nachgewiesen wer-
den konnte. Diese Beispiele offenbaren das gro3e Potential,
das synthetische PTK-Inhibitoren als mogliche Medikamente
gegen Krankheiten wie Krebs, Restenosis, Psoriasis und
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Sepsis aufweisen. Ein interessantes Ergebnis dieser Experi-
mente ist, dal in bestimmten Féllen zur Erzielung eines
gewiinschten pharmazeutischen Effektes nicht nur eine
Kinase gehemmt werden mufite; somit sollte eine aktive
Verbindung ein breites Spektrum von Enzymen regulieren.

Uber das pharmazeutische Interesse hinaus sind wirksame
und selektive PTK-Inhibitoren fiir die Erforschung zellulédrer
Signaltransduktionsmechanismen von besonderer Wichtig-
keit. Mit dem hochselektiv die Autophosphorylierung des
EGF-Rezeptors hemmenden Tyrphostin AG 1478 77! wurde
beispielsweise gezeigt, dal die durch UV-Licht oder starke
Oxidationsmittel wie H,O, induzierte Aktivierung des EGF-
Rezeptors auf die Hemmung zugehoriger, den Rezeptor
desaktivierender Phosphatasen zuriickzufiihren ist.”l Ahnli-
che Ergebnisse wurden unter Verwendung des ebenfalls
hochspezifischen Tyrphostins AG1296 8 fiir den PDGF-
Rezeptor erhalten.]

Kinasen der Src-Familie spielen eine wichtige Rolle bei der
Entstehung und dem Fortschreiten von Tumoren, wie am
Beispiel von Brust- und Dickdarmkrebs eindrucksvoll gezeigt
wurde.[™ A431-Zellen, bei denen durch autokrine Sekretion
des TGFa (transforming growth factor «) eine konstitutive
Autophosphorylierung des EGF-Rezeptors erfolgt, weisen
eine zehnfach erhohte Aktivitit der Src-Kinasen im Vergleich
zu anderen Zellen auf. Daf} diese Phdnomene zusammen-
hidngen, konnte dadurch gezeigt werden, daf3 die komplette
Blockierung der Autophosphorylierung des EGF-Rezeptors
durch Zugabe des Tyrphostins 7 ebenfalls zu einem Ver-
schwinden der Src-Aktivitét fiihrt.” Hiermit wurde demon-
striert, daB3 eine vermehrte Autophosphorylierung des EGF-
Rezeptors fiir eine Uberaktivitdt der Src-Kinasen verant-
wortlich sein kann.

Wihrend die einzelnen Schritte der Aktivierung des Ras/
MAP-Kinase-Signalweges durch Rezeptor-Tyrosinkinasen
gut verstanden werden (siche Abschnitt 2.2), ist deren eben-
falls mogliche Aktivierung durch GPCRs bislang noch
ungekldart. An Rat-1-Zellen konnte demonstriert werden,
daBB Rezeptor-Tyrosinkinasen wie der EGF-Rezeptor als
Mediatoren fiir die mitogenen Signale der G-Protein-gekop-
pelten Rezeptoren wirken konnen, indem unabhingig vom
Liganden (in diesem Falle also dem des EGF) intrazellulidr
eine Uberkreuzung beider Signalpfade stattfindet (Sche-
ma 12). Stimuliert man namlich Ratten-Fibroblasten mit
GPCR-Agonisten wie Endothelin 1, Lysophosphatsdure oder
Thrombin, so wird der Rezeptor des epidermalen Wachstums-
faktors schnell phosphoryliert. Verhindert man diese kova-
lente Modifikation durch Zugabe von AG 1478 7 oder durch
Transfektion von Rattenzellen mit einer dominant-negativen
EGF-Rezeptor-Mutante, wird die DNA-Synthese unterbro-
chen und das Wachstum somit gestoppt. Diese Ergebnisse
liefern ein anschauliches Beispiel fiir die Uberschneidung von
Signalwegen und fiir die Art und Weise, in der ein Mem-
branrezeptor, hier ein GPCR, sich intrazelluldr der Wirkung
eines anderen Rezeptors, hier des EGF-Rezeptors, ohne
Einwirkung von dessen Liganden, also des EGF, bedient.
Weiterhin demonstriert diese Untersuchung die Leistungs-
fahigkeit von in vivo schnell wirkenden, effektiven und
selektiven Protein-Tyrosinkinase-Inhibitoren fiir die Gewin-
nung biologischer Erkenntnisse.
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Schema 12. ,,Cross talk” zwischen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
und dem EGF-Rezeptor. MAPK = MAP-Kinase.

3.3. Lavendustin A und Analoga

Eine elegante und vielversprechende Alternative zur Syn-
these einer Vielzahl von potentiellen Inhibitoren in kiirzester
Zeit ist die Anwendung der kombinatorischen Chemie.”’) Der
Naturstoff Lavendustin A 2 inhibiert die Protein-Tyrosinki-
nase-Aktivitit des EGF-Rezeptors selektiv, wiahrend er nur
geringfiigige Effekte auf die Aktivitdt der cAMP-abhéngigen
Kinase PKA oder der PKC hat.[’® Detailierte kinetische
Studien ergaben, daf} die Substanz kompetitiv beziiglich ATP
und Peptidsubstrat wirkt und die Bindungsaffinititen der
Kinase fiir beide Substrate deutlich verringert. Aus diesen
Befunden wurde geschlossen, da3 Lavendustin A in der Kina-
sedoméne, aber auflerhalb der Bindungsstellen fiir ATP und das
Peptid bindet. Als Zielstruktur fiir die Herstellung von Analoga
mit verdnderter biologischer Aktivitit durch kombinatorische
Synthese bringt die Verbindung ideale Voraussetzungen mit:
Das Grundgertist 148t sich durch einfache und effiziente
Reaktionen aus drei aromatischen Bausteinen aufbauen, und
iiber die phenolischen Funktionen oder die Carbonsdure-
gruppe 4Bt es sich an eine feste Phase ankniipfen.[””]

Fiir die kombinatorische Synthese von 60 Lavendustin-A-
Analoga wurden vier Benzylbromide A, fiinf Benzaldehyde B
und drei aromatische Aminosduren C eingesetzt; als Poly-
mere wurden das Rink-Harz 21, das Wang-Harz 22 und
hydroxymethyliertes Polystyrol verwendet (Schema 13). Die
Fmoc-geschiitzte Aminosdure 16 wurde zunichst iiber die
Carboxyfunktion an die feste Phase gebunden (—17) und
dann mit Piperidin N-deblockiert. In Gegenwart von Na-
triumcyanoborhydrid gelangen die reduktiven Aminierungen
mit den Benzaldehyden, z.B. mit 18, zu sekundédren Aminen
(—19), die dann in einem weiteren Schritt benzyliert wurden.
Nach Abspaltung der Zielmolekiile vom Polymer unter sauren
(10proz. TFA fiir das Rink-Harz, 50proz. TFA fiir das Wang-
Harz) oder Lewis-sauren Bedingungen (BBr; fiir hydroxy-
methyliertes Polystyrol) konnten die einzelnen Verbindungen
sowohl in an den Hydroxyfunktionen geschiitzter als auch in
freier Form erhalten werden. Die Ausbeuten betrugen
zwischen 10 und 76 %, die Reinheit lag zwischen 30 und 97 %.
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Schema 13. Kombinatorische Synthese von Lavendustin-A-Analoga.
DBU = 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en, = DMA = N,N-Dimethylacet-
amid, DMSO = Dimethylsulfoxid, Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl,
HBTU = O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluoro-
phosphat, HOBt = 1-Hydroxy-1H-benzotriazol. Der feste Triger (Poly-
styrol) ist als Kugel dargestellt; fiir den Linker siehe 21 und 22.

3.4. Inhibitoren vom 2-Phenylaminopyrimidin-Typ

Kiirzlich wurden 2-Phenylaminopyrimidin-Derivate als
potente Tyrosinkinase-Inhibitoren vorgestellt.® Durch ge-
zielte Variation der Struktur und der sich daraus ergebenden
Vorzugskonformation konnte der hochpotente und selektive
Inhibitor 9 (Schema 10) des PDGF-Rezeptors hergestellt
werden. Da die Substanz effizient in lebende Zellen eindringt,
wurde sowohl die Autophosphorylierung des Rezeptors als
auch die Phosphorylierung anderer Substrate in vivo ge-
hemmt. Wihrend der Inhibitor keinerlei Wirkung auf EGF-,
Insulin-, IGF1-, Fibroblasten-Wachstumsfaktor- und Phor-
bolester-stimulierte Signaltransduktion zeigt, konnte die
PDGF-induzierte Expression der c-Fos-mRNA in BALB/c
3T3-Zellen blockiert werden. Entsprechend dieser Befunde
lie3 sich die Proliferation von Zellen blockieren, die das
Onkogen v-sis iiberexprimieren (v-Sis ist ein PDGF-Rezeptor
mit einer Mutation in der Transmembrandomine) und die als
Folge einer autokrinen PDGF-Produktion wachsen, wiahrend
EGF-, IL3- und H-ras-transformierte Zellen nur bei deutlich
hoheren Inhibitorkonzentrationen im Wachstum behindert
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wurden. Durch Verfiitterung von 9 an Méuse, denen mit v-sis
und c-sis transformierte Tumorzellen implantiert wurden,
konnte eine Antitumorwirkung demonstriert werden: Die
GroBe des Tumors wurde dabei in Abhéngigkeit von der
verabreichten Dosis verringert.[s!]

3.5. Aeroplysinin

Aeroplysinin 3 ist ein mariner Naturstoff, der in beiden
enantiomeren Formen aus den Schwidmmen Aplysina aero-
phoba® und Ianthella ardis®®) isoliert wurde und ein hoch-
substituiertes Cyclohexadiengeriist mit zwei Stereozentren
aufweist. Von seinen vielfiltigen biologischen Eigenschaften
erregte neben seiner antibiotischen Wirkung vor allem seine
Fiahigkeit, die Phosphorylierung exogener Substrate des
EGF-Rezeptors in vitro zu inhibieren, sowie seine Anti-
tumorwirkung auf EGF-Rezeptor-abhingige Zellinien Auf-
merksamkeit.>?

Versuche, die Wirkung des Naturstoffs auf die Autophos-
phorylierung des EGF-Rezeptors in vivo zu untersuchen,
ergaben allerdings, dall die Applikation der Substanz zu
keiner Verdnderung des Phosphotyrosingehaltes der Zellen
fithrte.® Dieser Befund wurde auf die hohe Polaritit der
trans-Dioleinheit und die damit verbundene Schwierigkeit,
die lipophile Zellmembran zu passieren, zuriickgefiihrt und
zum Anlal genommen, das hydrophobere Analogon 26 zu
synthetisieren (Schema 14): Die Struktur von 26 dhnelt der

MEO\C[OMG BC|3,CH2C|2 MeO. | N OH
—_—
CHO #cHo

23 24
1. Pyridin-HBr-Br,,
Pyridin
2. NaBHy4, THF
Br NalO,, THF, Br
MeO. (0] H,0, HCI Meoj@iOH
-
Br \° Br CH,OH
26 25

Schema 14. Synthese des biologisch aktiven Aeroplysininanalogons 26.

von Aeroplysinin sehr, statt der Diolfunktion enthélt 26 eine
weniger hydrophile Epoxyketoneinheit. Diese hat dariiber
hinaus den Vorteil, daf} sie von Nucleophilen in der kataly-
tischen Doméne des Enzyms angegriffen werden kann, so daf3
die Moglichkeit gegeben ist, das Substrat kovalent zu
modifizieren und damit die Rezeptor-Tyrosinkinase irreversi-
bel zu hemmen. Das Analogon 26 wurde in vier Stufen aus
2,4-Dimethoxybenzaldehyd 23 durch regioselektive Spaltung
eines Methylethers, Bromierung, Reduktion zum ortho-Hy-
droxybenzylalkohol und anschlieBende Becker-Adler-Oxida-
tion in einer Gesamtausbeute von 50% hergestellt (Sche-
ma 14).

Die Wirkung von 26 auf die Autophosphorylierung des
EGF-Rezeptors wurde an immortalisierten Rattenzellen
untersucht, die den menschlichen EGF-Rezeptor iiberexpri-
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mieren. Das Enzym wurde nach nur fiinfmintitiger Inkubation
mit einem [Cs-Wert von 10 um inhibiert, wihrend selbst bei
einer zehnfach hoheren Konzentration (100um) die Auto-
phosphorylierung des PDGF-Rezeptors nicht blockiert wird
(Schema 15). Durch die Synthese weiterer strukturell ver-

/)
PDGF-Rezeptor
T W PR A
I S LA SHBHAEIEAL HCHBHLAEBHL
ATP ADP
- NN
— TyrOH 2°0,POTyr TerPog'

]

—

20,POTyr — TyrOPO?%"

*TerH

/
EGF-Rezeptor
T W PR TR
L A S AL ML A

MeO. (0]
Br \°
kein Signal

Schema 15. Selektive Blockierung der Signaltransduktion iiber den EGF-
Rezeptor durch das synthetische Aeroplysininanalogon 26; auf den PDGF-
Rezeptor hat 26 keine Wirkung (Einzelheiten siehe Text).

wandter Verbindungen wurde gezeigt, daf fiir diese hohe In-
vivo-Aktivitdt die lipophilen Bromatome und eine elektro-
phile funktionelle Gruppe essentiell sind. Dariiber hinaus
reagierte 26 mit Nucleophilen unter Offnung der Epoxid-
funktion und einer nicht erwarteten Rearomatisierung, was
die oben beschriebene Vermutung beziiglich einer kovalenten
Modifikation des Enzyms unterstiitzt. Die starke und selek-
tive Wirkung dieses synthetischen Inhibitors, die unmittelbar
nach Applikation der Substanz auftritt, kann nun dazu
benutzt werden, vom EGF stimulierte Signale gezielt zu
unterbrechen.

An diesem Beispiel wird besonders deutlich, wie sich
organische Synthese und biologische Befunde gegenseitig
befruchten konnen: Die Beobachtung der unzureichenden In-
vivo-Aktivitdt eines Naturstoffs fithrt zum rationalen Design
und zur Synthese eines aktiven Inhibitors, der nun in weiteren
biologischen und pharmazeutischen Experimenten eingesetzt
werden kann.
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3.6. Weitere Inhibitoren

In einer weiteren Untersuchung wurden ausgehend von
dem wahrscheinlichen Ubergangszustand des Phosphattrans-
fers von ATP auf Tyrosinreste mogliche Bisubstratanaloga
synthetisiert.[®] Die Verbindungen 27 und 28 enthalten einen
Nitrostyrolrest als Tyrosinmimeticum, der iiber einen Alkyl-
spacer mit einer Glutaryl-Adenosin-Einheit, die ein ATP-
Molekiil imitiert, verkniipft ist (Schema 16). 27 und 28

NH,

2N
N% N
R TS
L@EM N
o O’A\\$£2i4
27R=H OH OH
28R = Me
H,N COOH /(ch/;/r HZ/L/CE;/:@

Schema 16. Bisubstratanaloga und Tyrosmmlmetlca.

inhibierten den EGF-Rezeptor mit einem ICs-Wert von
<1mwM und wiesen dabei ebenfalls eine deutliche Subtypen-
selektivitdt gegeniiber den PTKs v-Abl und c-Src sowie
gegeniiber der Ser/Thr-spezifischen Kinase PKC auf. Auch in
einem In-vivo-System mit stark EGF-abhédngigen epiderma-
len Keratinocyten der Maus erwiesen sie sich als potente
antiproliferative Substanzen. Des weiteren wurden in einigen
Veroffentlichungen Versuche beschrieben, potente und spe-
zifische Inhibitoren bestimmter Tyrosinkinasen herzustellen,
indem ein modifiziertes Tyrosin in ein Substratpeptid der
jeweiligen Kinase inkorporiert wurde. Als Tyrosinmimetica,
die irreversibel mit nucleophilen Seitenketten im aktiven
Zentrum des Enzyms reagieren sollten, wurden beispielswei-
se L-3-Desoxymimosin 291 sowie das Pyridon 3067 und das
Pyridin-N-oxid 3187 verwendet, die nach einer O-Phospho-
rylierung durch das Enzym mit Nucleophilen reagieren
sollten. Die beobachteten biologischen Aktivitdten blieben
dabei jedoch hinter den Erwartungen zuriick.

4. Untersuchung und Inhibierung von
Wechselwirkungen iiber SH2- und SH3-Domiinen

Nichtkovalente Wechselwirkungen zwischen Proteinen
spielen bei biochemischen Phdnomenen eine entscheidende
Rolle. Sie werden hiufig von Modulen vermittelt, die in der
Natur universell eingesetzt werden und die in vielen Pro-
teinen wie PTKs, Lipidkinasen, Proteinphosphatasen, Phos-
pholipasen, Ras-kontrollierenden Proteinen (siche Ab-
schnitt 2.2), Transkriptionsfaktoren und Adaptorproteinen
in allen eukaryontischen Zellen zu finden sind.®® %1 Zu diesen
Einheiten, deren Struktur im allgemeinen unabhingig von
den umgebenden Aminosduren und den zu bindenden
Liganden konserviert ist, zdhlen insbesondere die gut unter-
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suchten SH2- und SH3-Doménen (siche Abschnitt2.2). Bei
der Erforschung der Wechselwirkungen von SH2- und SH3-
Doméinen mit ihren Liganden und fiir das Auffinden erster
Modulatoren dieser Wechselwirkungen wurde die kombina-
torische Synthese grofler Peptidbibliotheken erfolgreich an-
gewendet. Naturstoffe mit entsprechender Wirkung sind
bislang nicht bekannt.

4.1. SH2-Domiinen

SH2-Dominen sind Cluster aus ca. 100 Aminoséduren, die
an Tyrosinresten phosphorylierte Peptide erkennen und
binden, wobei die Affinitdt der Liganden im Bereich von
K, =10-100nm liegt.’™ Durch die Anwendung der kombi-
natorischen Chemie konnte eine strukturelle Basis fiir die
Wechselwirkung zwischen den SH2-Domidnen bestimmter
Proteine und ihren spezifischen Bindungspartnern gefunden
werden.’l Dazu wurde eine Bibliothek von 18°=5832 Phos-
phopeptiden der allgemeinen Sequenz Gly-Asp-Gly-pTyr-
Xxx-Xxx-Xxx-Ser-Pro-Leu-Leu-Leu, in der die drei Reste
Xxx unter Verwendung aller natiirlichen Aminosduren mit
Ausnahme von Cys und Trp variiert wurden, synthetisiert und
auf ihre Affinitdt gegeniiber 14 SH2-Dominen getestet. Es
stellte sich heraus, dal man prinzipiell zwei Kategorien von
SH2-Dominen unterscheiden kann: Klasse-I-Module, zu
denen die Doménen der Proteine Src, Fyn, Lck, Fgr, Abl,
Crk, und Nck gehoren, binden Motive der Art pTyr-Xxx-Xxx-
Ile/Pro (wobei Xxx eine hydrophile Aminosdure ist), wiahrend
Klasse-1I-Module, die in Proteinen wie p85, PLCy und
SHPTP2 vorkommen, das Motiv pTyr-Yyy-Zzz-Yyy (wobei
Yyy eine hydrophobe und Zzz eine beliebige Aminoséure ist)
bevorzugen. Durch computergestiitzten Vergleich der Se-
quenzen experimentell bestimmter Vorzugsmotive mit denen
natiirlicher Proteine konnen auf einfache Weise potentielle
neue Liganden und Zielmolekiile der verschiedenen SH2-
Doménen aufgespiirt werden. Fiir die Bindungspartner von
p85 und PLCy wurden diese Vorhersagen beispielsweise
bestatigt. Durch NMR-Spektroskopie und Rontgenstruktur-
analyse wurden die Strukturen der Dominen sowohl mit als
auch ohne gebundenen Liganden bestimmt.” Dadurch konnte
die experimentell bestimmte Selektivitit der Bindung auf mo-
lekularer Ebene aufgeklédrt und gezeigt werden, daB3 der pTyr-
Rest in einer tiefen Tasche durch ionische (iiber die Phos-
phatgruppe) und hydrophobe Wechselwirkungen (iiber das
Aren) gebunden wird, wihrend die C-terminal folgenden Ami-
nosduren entweder in einer zweiten Tasche (Klasse-I-Domé-
nen; hier bildet sich eine steckdosenformige Struktur) oder
einer hydrophoben Furche gebunden werden (Schema 17).

Die hohe Spezifitit, mit der SH2-Module eines Proteins
Phosphotyrosin enthaltende Sequenzen eines weiteren Bio-
molekiils erkennen, macht die Inhibierung oder Modifizie-
rung dieser Wechselwirkung zu einem lohnenden Ziel fiir die
bioorganische und die medizinisch-chemische Forschung,
denn sie eroffnen die Moglichkeit, mit geeigneten Substanzen
einzelne Signalwege an genau definierter Stelle zu unter-
brechen. Insbesondere hat es nicht an Versuchen gefehlt,
Antagonisten fiir die ,,steckdosenartige SH2-Doméne der
Src-Kinasen, die die Sequenz pTyr-Glu-Glu-Ile bevorzugen
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Schema 17. Schematische Darstellung der Strukturen der beiden Klassen
von SH2-Doménen.

(Klasse I), zu finden. So weisen die Tetrapeptidanaloga 32—
34 (Schema 18), die alle einen hydrophilen (pTyr) und einen
hydrophoben ,,Stecker (Ile) fiir die SH2-,,Steckdose* bein-
halten, dhnlich hohe Bindungsaffinitdten wie ldngere Peptid-
sequenzen auf, die das natiirliche Vorzugsmotiv (siehe oben)

aufweisen.’> %! Weitere Arbeiten zu diesem Thema
CO,H
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Schema 18. Von pTyr-Glu-Glu-Ile abgeleitete Inhibitoren der Wechsel-
wirkung zwischen der SH2-Doméne von c-Src und natiirlichen Liganden.

umfassen die kombinatorische Synthese von Tyrosin enthal-
tenden Peptiden® sowie das rationale Design und die
Synthese von Phosphotyrosyl-Peptidmimetica als Liganden
von c-Src.” Daneben wurden konformativ rigide cyclische
Peptide, die Phosphonomethylphenylalanin- oder Phospho-
tyrosinreste enthalten, als Inhibitoren der Wechselwirkung
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zwischen PTKs und den SH2-Doménen verschiedener Ligan-
den synthetisiert.””! Das groBe Potential synthetischer Inhi-
bitoren wird z.B. dadurch belegt, daf3 das Pentapeptid Ac-
pTyr-Glu-Glu-Ile-Glu in der Lage ist, in Zell-Lysaten, d.h. in
vitro, die Wechselwirkung zwischen Src und dessen zelluldren
Phosphoprotein-Partnern zu blockieren, auch wenn dieses
Peptid in vivo keine antiproliferativen Effekte auf Zellen
ausiibt,/®® da es aufgrund seiner hohen Polaritiit die Zellmem-
bran nicht durchdringen kann und durch zelluldre Phospha-
tasen und Peptidasen abgebaut wird.

Kiirzlich wurde jedoch iiber eine neue, vielversprechende
Moglichkeit fiir den Transport von Peptid-Wirkstoffen durch
Membranen berichtet. Die Phospholipase C (siche Ab-
schnitt 2.1) erkennt mit ihrer SH2-Domine die Phosphotyro-
sin enthaltenden Sequenzen von Rezeptoren, die nach Bin-
dung ihrer Liganden, z. B. des Fibroblasten-Wachstumsfaktors
(FGF), des EGF, des PDGF oder des Neurotrophins3 (NT-3),
aktiviert wurden. Diese Bindung ist fiir die Hydrolyse von
Phospholipiden und die Freisetzung von Inositphosphaten
notwendig. Phosphorylierte Peptide, die den Phosphotyrosin-
enthaltenden Sequenzen entsprechen, inhibieren diese Bin-
dung in vitro.””» Um solche Peptide in das Zellinnere zu
transportieren, wurde eine Sequenz von 16 Aminosduren aus
dem Antennapedia-Protein erfolgreich verwendet. Das ent-
sprechende Peptid kann biologische Membranen durchdrin-
gen und dabei auch andere Peptide und Nucleotide transpor-
tieren.'”’! In einem interessanten Experiment wurde nun diese
Sequenz an ein Nonapeptid gekniipft, das der von PLCy am
FGF-Rezeptor erkannten Sequenz entspricht. Das Konjugat
wurde auf seine Aktivitédt in cerebralen Neuronen untersucht
(Schema 19).11°U Mit dem phosphorylierten Peptid konnte die
Freisetzung von Inositphosphaten bei einer Konzentration
von 1pgmL~" vollstindig inhibiert werden, wihrend das
nichtphosphorylierte Peptid iiberhaupt keine Wirkung auf-
wies. Um zu demonstrieren, daf3 der Wirkstoff tatsichlich ins
Cytoplasma eingedrungen war, wurde die Aufnahme eines
biotinylierten Derivats durch confocale Mikroskopie verfolgt.
Das Peptid hemmte spezifisch die FGF-stimulierte Hydrolyse
von Phospholipiden, da eine Behandlung der Zellen mit dem
PDGF oder mit Neurotrophin3 trotz der Gegenwart des
Wirkstoffs zur Freisetzung von Inositphosphaten fiihrte.
Weiterhin konnte gezeigt werden, daf3 die Aktivierung der
PLCy noétig und hinreichend fiir die Stimulierung des FGF-
induzierten Wachstums von Neuriten ist, da in Gegenwart des
peptidischen Inhibitors diese Wachstumsreaktion blockiert
wurde. Diese Befunde belegen, dal mit dieser Methode auch
polare Peptide verwendet werden konnen, um Signalkaska-
den gezielt zu unterbrechen. Im JAK/STAT-Signalweg wer-
den die STAT-Proteine durch Phosphorylierung an Tyrosin-
resten und nachfolgende Dimerisierung dieser Transkrip-
tionsfaktoren iiber Wechselwirkungen zwischen Phosphoty-
rosin und SH2-Doménen aktiviert (siche Abschnitt2.3).
Darauthin wandern sie in den Zellkern und binden an die
DNA. Die Aufklarung dieses Mechanismus gelang unter an-
derem durch den Einsatz von Phosphotyrosylpeptiden, die je
nach ihrer Sequenz in der Lage waren, die Dissoziation des
Homodimers zu induzieren und dadurch die Bildung des
Protein-DNA-Komplexes zu verhindern.'® Die nichtphospho-
rylierten Analoga der Peptide 16sten diesen Effekt nicht aus.
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FGF-Rezeptor

Freisetzung von Inositphosphat,
Wachstum von Neuriten

Antennapedia-Peptidkonstrukt
)

oPOZ

]
FGF-Rezeptor
2

keine Freisetzung von
Inositphosphat,
kein Wachstum von Neuriten

Schema 19. In-vivo-Hemmung der Bindung von PLCy an den FGF-
Rezeptor durch ein Antennapedia-Peptidkonstrukt.

Der menschliche Ostrogenrezeptor (HER) ist ein Trans-
kriptionsfaktor, der durch die Bindung eines lipophilen
Hormons reguliert wird und ebenfalls Homodimere bilden
mufB, um an die DNA zu binden und die Gentranskription zu
aktivieren. Die Rolle der Phosphorylierung des Tyr 537 im
HER bei der Dimerisierung und Aktivierung des Transkrip-
tionsfaktors wurde mit einem Phosphotyrosylpeptid studiert,
das die unmittelbare Umgebung dieser Phosphorylierungs-
stelle reprisentiert.l'® Dieses Dodecapeptid inhibierte voll-
stindig die Bindung des HER an das Ostrogen-Response-
Element (ERE) der DNA und war in der Lage, die
Dimerisierung des Transkriptionsfaktors durch spezifische
Bindung des Rezeptormonomers zu verhindern. Wiederum
konnten nichtphosphorylierte Peptide sowie Phosphopeptide
mit anderen Aminosiduresequenzen diesen Effekt nicht aus-
losen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fiir die Aktivierung
der Gentranskription durch den HER ein &hnlicher Mecha-
nismus wie fiir die Aktivierung der STAT-Proteine postuliert,
d.h. eine tiber SH2-Doménen vermittelte Homodimerisie-
rung. Ein weiterer interessanter Aspekt dieser Arbeiten
besteht darin, dal das Peptid anders als bekannte Antago-
nisten wie Clomiphen, Tamoxifen und RU486 die Wirkung
des Ostrogenrezeptors inhibiert, ohne an der Hormonbin-
dungsstelle anzugreifen.

Die Protein-Tyrosinphosphatase SH-PTP2 enthélt zwei
SH2-Dominen und bindet nach einer Stimulierung durch
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Wachstumsfaktoren an den PDGF-Rezeptor, an den EGF-
Rezeptor und auch an das mehrfach an Tyrosinresten phos-
phorylierte Insulin-Rezeptor-Substrat1 (IRS1). Synthetische
Phosphotyrosylpeptide mit Sequenzhomologie zum IRS1
konnten iiber eine allosterische Aktivierung die Dephospho-
rylierung durch das Enzym deutlich beschleunigen.['*

Mit einem vom EGF-Rezeptor abgeleiteten Phosphotyro-
sylpeptid, das das Tyr 1068 dieses Proteins enthilt, wurde
schlieflich die Wechselwirkung dieses Rezeptors mit dem
Adaptorprotein Grb2 inhibiert. Die Einschleusung dieses
Peptids in Zellen fiihrte zu einer geringeren Stimulierung des
Ras-Proteins und der MAP-Kinase.!'*]

4.2. SH3-Dominen

SH3-Dominen bestehen aus ca. 60 Aminosduren und
binden prolinreiche Sequenzen, die eine linksgéngige Poly-
prolinhelix vom Typ II bilden (Schema 20); die Affinitdt der

Src-SH3-Domane

Bindung eines Arg-Xxx-Xxx-Pro-Pro-Xxx-Pro-Liganden

Grb-2-SH3-Domane

Bindung eines Xxx-Pro-Pro-Xxx-Pro-Xxx-Arg-Liganden

Schema 20. Mogliche Orientierungen des Pro-Pro-Xxx-Pro-Motivs in
SH3-Dominen von Src und Grb2.

Peptide liegt bei Kp=5-100um.! Die Erforschung der
Bindungsspezifititen und der Eigenschaften dieser Module
wurde auBer durch die Strukturaufkldrung der Domé4nen und
ihrer Liganden'™ besonders durch die Anwendung der
kombinatorischen Chemie vorangetrieben.!'”] Auf der Beob-

732

achtung fuBlend, daBl Peptide mit der Sequenz Pro-Pro-Xxx-
Pro von der SH3-Doméne der Phosphatidylinosit-3-Kinase
(PI-3-Kinase) besonders gut gebunden werden, wurde eine
,vorgepriagte” Bibliothek der allgemeinen Form Xxx-Xxx-
Xxx-Pro-Pro-Xxx-Pro-Xxx-Xxx (Xxx steht fiir jede Amino-
sdure auBer Cystein) synthetisiert, die durch das Pro-Pro-
Xxx-Pro-Motiv eine Basisaffinitdt zur verwendeten SH3-
Domiéne haben sollte.' Auf Poly(dimethylacrylamid)-Kii-
gelchen wurden durch kombinatorische Synthese nach dem
»Split-and-combine“-Verfahren ca. zwei Millionen verschie-
dene Peptide hergestellt, so daB3 pro Kiigelchen genau eine
definierte Verbindung entstand. Um die Bindung der poten-
tiellen Liganden an die SH3-Doméne zu detektieren, wurde
die rekombinante SH3-Doméne der PI-3-Kinase nach Oxida-
tion des N-terminalen Serins zum Glyoxylamid an Fluores-
cein-5-thiosemicarbazid gekuppelt und die Bibliothek mit
diesem markierten Protein behandelt (Schema 21). Von 70

Ligandenbibliothek

markierte SH3-Doméne

vermischen

polymergebundener Ligand

fluoreszenzmarkierte Liganden

Schema 21. Kombinatorische Synthese von Peptid-Liganden fiir die SH3-
Doméne der PI-3-Kinase.

Kiigelchen, die das fluoreszierende Protein banden, wurden
die 17 mit der hochsten Fluoreszenz ausgesucht und die an sie
gebundenen Peptide durch Edman-Abbau sequenziert. Die
gemessenen Bindungsaffinitdten der identifizierten Liganden
gehorten zu den hochsten bis dahin bekannten (Kp=8-
30 um).

Interessanterweise konnten zwei Klassen von Peptidligan-
den identifiziert werden, die sich unter anderem darin unter-
schieden, daB3 ein basischer Argininrest im einen Fall C-
terminal vom gemeinsamen Pro-Pro-Xxx-Pro-Motiv (Xxx-
Pro-Pro-Leu-Pro-Xxx-Arg, Klasse-I-Liganden) und im an-
deren Fall N-terminal (Arg-Xxx-Leu-Pro-Pro-Leu-Pro-Xxx-
Xxx, Klasse-II-Liganden) vorkommt. Die Bestimmung der
Strukturen der Peptide aus der Bibliothek, die an die Src-
SH3-Doméne binden, durch mehrdimensionale NMR-Tech-
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niken lieferte das iiberraschende Ergebnis, da3 die Helices
der Liganden in zwei Orientierungen gebunden werden
(Schema 20). Dabei bildet jeweils der Argininrest mit einem
Aspartat- oder Glutamatrest der Bindungstasche eine Salz-
briicke und bestimmt damit die Lage des Peptids, wahrend die
Seitenketten des Prolins und Leucins mit aromatischen
Aminosduren im Protein hydrophobe Wechselwirkungen
eingehen.!'”) Da diese nichtkovalenten Bindungen allen
Doméne-Ligand-Systemen gemein sind, wird die Spezifitét
eines SH3-Moduls eines bestimmten Proteins fiir seinen
Partner iiber Wechselwirkungen des Peptids mit zwei, die
zentrale Bindungstasche flankierenden Bogen vermittelt
(Schema 20).

Die Identifizierung peptidanaloger Liganden gelang auf
dhnliche Weise durch einen kombinatorischen Ansatz. Dafiir
wurden an eine Pro-Leu-Pro-Pro-Leu-Pro-Sequenz, die eine
Orientierung der hergestellten Analoga im Sinne eines
Liganden der Klasse I garantieren sollte, vier weitere Bau-
steine aus einem Pool von 64 Verbindungen tiber Amid- und
Urethanbindungen angekniipft."'”! Die Affinitit der festpha-
sengebundenen Liganden fiir SH3-Doménen wurde mit einer
biotinylierten Src-SH3-Doméne bestimmt, die an einen
Komplex aus Streptavidin und alkalischer Phosphatase bindet
und dadurch ein detektierbares Signal liefert. Aus einer
Bibliothek von 1.1 Millionen Verbindungen konnten so 15
aktive Liganden (z.B. 35, Schema 22) mit kleinen Dissozia-

35

\/\ﬂ/ mPLPPLP NH,

Schema 22. Nlchtpeptldlscher Ligand der Src-SH3-Doméne. P=Pro, L=
Leu.

tionskonstanten (K =3.4 — 30 um) gefunden werden. NMR-
spektroskopisch wurde dariiber hinaus gezeigt, daf3 die Bin-
dungsspezifitit peptidanaloger Liganden durch andere Wech-
selwirkungen zustande kommt als die peptidischer Bindungs-
partner. Durch das Design von Substanzen, die an beide
Stellen binden, sollten daher sehr effektive Inhibitoren fiir
Wechselwirkungen iiber SH3-Doménen zu erhalten sein.['!!]

5. Inhibierung der Ras-Farnesyltransferase (PFTase)

Ras-Proteine wirken als zentrale Schalter fiir von Wachs-
tumsfaktoren ausgesandte Signale, die Zellwachstum, Zell-
differenzierung und weitere genetische Programme steuern.!''
Hierfiir miissen die Ras-Proteine membranassoziiert sein. Ihre
Verankerung in der Zellmembran wird durch co- und post-
translationale Modifizierung des C-Terminus mit Lipidresten
erreicht, mit denen die Proteine an Membranen binden kon-
nen.'®l Dazu wird bei der Biosynthese von Ras der Cysteinrest
der C-terminalen CAAX-Sequenz (C steht fiir Cystein, A fiir
eine in der Regel aliphatische Aminosédure, X fiir Methionin,
Serin, Alanin oder Glutamin) einer Proteinvorstufe zunéichst
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enzymatisch farnesyliert, dann der AAX-Teil durch eine spe-
zifische Protease abgespalten und schliellich der freie termi-
nale Cysteinrest in den Methylester iiberfiihrt (Schema 23).

HN

g

"‘| NH NH-Pro-Leu-GIy-Met-Cys
0 SH

unprozessiertes Ras-Protein
(CAAX, -Tum)
PFTase

P
;lqjﬁ("‘\)l\m

o

"I NHNH Pro Leu-Gly-Met-Cys ---

o) S

QO

Z & F
farnesyliertes Ras-Protein

1. Protease

2. Methyltransferase

3. Palmitoyltransferase,
PalCoA

\/\/\/\/\/\/\/\(o

o S

|
Me O)K(NH-Pro-Leu-Gly-Met-Cy ---

S
F Z ¥

fertig prozessiertes Ras-Protein

Schema 23. Posttranslationale Modifizierungen des Ras-Proteins. FPP =
Farnesylpyrophosphat, Pal = Palmitoyl.

Dariiber hinaus findet bei H- und N-Ras in unmittelbarer
Néhe zum CAAX-Motiv eine weitere Lipidmodifizierung von
Cysteinresten durch Bildung von Palmitoylthioestern statt.
Fiir die transformierende Wirkung von mutierten Ras-Pro-
teinen ist die Farnesylierung essentiell.''¥l Das Verhindern
dieser Lipidmodifizierung eroffnet vielfdltige Moglichkeiten
fiir das Studium von Signaltransduktionsprozessen und fiir die
Entwicklung alternativer medizinisch-chemischer Strategien,
beispielsweise fiir die Tumortherapie.['"”]

Da die rdumliche Struktur der heterodimeren Ras-Farne-
syltransferase erst kiirzlich bestimmt wurde,''l wurden fiir
die Entwicklung von Inhibitoren dieses Enzyms Informatio-
nen iiber Substratspezifitdten sowie iiber die Konformationen
der Substrate in Losung und gebunden an das Enzym
herangezogen. (Die Konformationen wurden NMR-spektro-
skopisch bestimmt: So bildet der gebundene Ligand Cys-Val-
Trp-Met einen -Turn vom Typ III (Schema 23)).1""7 Dariiber
hinaus konnten in Screening-Tests Naturstoffe mit hoher PFT-
inhibierender Wirkung gefunden werden, zu denen die
Saragossasduren (z.B. 36),[''8! Manumycin A 371 und Pepti-
cinnamin E 38!l gehoren (Schema 24).
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Schema 24. Inhibitoren der Ras-Farnesyltransferase.

5.1. Natiirlich vorkommende Ras-Farnesyltransferase-
Inhibitoren

5.1.1. Saragossasduren

Die Saragossasduren (z.B. 36, Schema 24), die erstmals in
nahe der spanischen Stadt Saragossa vorkommenden Pilzkul-
turen gefunden wurden, inhibieren nicht nur die Farnesyl-
transferase, sondern auch die Squalen-Synthase.[''®l Das hohe
therapeutische Potential dieser komplexen Verbindungen, die
in die Cholesterinbiosynthese eingreifen und somit fiir
medizinische Indikationen wie Arteriosklerose, Bluthoch-
druck und Herzinfarkt von Interesse sind, l10ste intensive
Bemiihungen aus, die zur erfolgreichen Totalsynthese dieser
neuartigen Naturstoffe fiihrten.'2:1221 Dabei ist die groBte
Herausforderung der stereospezifische Aufbau des hochpo-
laren 2,8-Dioxabicyclo[3.2.1]octangeriistes, welches an fiinf
Stereozentren insgesamt drei Carboxy- und drei Hydroxy-
gruppen trigt. Eine dieser Hydroxygruppen muf selektiv mit
einer Fettsdure acyliert werden; weiterhin muf3 eine Alkyl-
kette angebracht werden.

Retrosynthetisch 148t sich nach Entfernen der Acylseiten-
kette 52 der resultierende Alkohol 51 auf das Lactol 50
zuriickfiihren (Schema 25).1'21 Letzteres sollte durch nucleo-
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Li
Ph
BuO,C CO,tBu 49 Me BUO,C CO,tBuU
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BuO,C OBzl Ph B0, OB
50
48
1. DDQ
2. Ac,0, DMAP
3. TFA
4. N,N-Diisopropyl-O-
tert-butylharnstoff
1. Hp, Pd/IC
2.52,
DCC, DMAP
o N —— Saragossaséaure C
3. TBAF, THF
4. TFA, CHyCl, 36
51
PhM\MO
52 OH

Schema 25. Synthese der Saragossasidure C 36. Bzl = Benzyl, DCC=N,N'-
Dicyclohexylcarbodiimid, DDQ = 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon,
DMAP = 4-Dimethylaminopyridin, PMB =p-Methoxybenzyl, TBAF =
Tetrabutylammoniumfluorid.

philen Angriff der lithiierten Alkylkette von 49 auf das
Lacton 48 erhalten werden, welches aus Weinsédure zugéinglich
gemacht werden konnte. Der Aufbau des in 45 enthaltenen
Cs—C;-Gertistes gelang durch eine hoch syn-diastereoselektiv
verlaufende Evans-Aldolreaktion eines Borenolates mit Phe-
nylacrolein und anschlieBende Entfernung des chiralen Au-
xiliars. Ausgehend vom Di-tert-butylester der Weinsédure
wurde das Silylketenacetal 46 hergestellt, welches eine hoch-
diastereoselektiv verlaufende Aldolreaktion mit dem Alde-
hyd 45 zum Alkohol 47 einging. Durch Standardtransforma-
tionen wurde 47 in das Lacton 48 iiberfiihrt, das alle acht
Kohlenstoffatome des bicyclischen Geriistes sowie die Aqui-
valente der Alkohol- und Carboxygruppen aufweist. Die
Einfithrung der C;-Seitenkette gelang durch Addition der
Organolithiumverbindung 49 an 48. Nach Manipulationen der
Schutzgruppen in der Seitenkette wurde das Lactol 50 unter
sauren Bedingungen durch Umacetalisierung in den ge-
wiinschten Bicyclus 51 iiberfiihrt, in dem die Carboxyfunk-
tionen erneut als tert-Butylester geschiitzt waren. Selektive
Spaltung des Benzylethers, Einfiihrung der Acylseitenkette
52 und Entschiitzen der Hydroxy- und Carboxyfunktionen
lieferten die Saragossasidure C 36. Diese Synthese sollte sich
einfach auf die Herstellung der Saragossasidure A, die sich nur
in der Alkylseitenkette von 36 unterscheidet, iibertragen
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lassen. Bemerkenswert an dieser Totalsynthese ist neben der
hohen Stereokontrolle die geringe Stufenanzahl (21 iiber die
langste lineare Sequenz), die damit verbundene hohe Ge-
samtausbeute von 15 % und die geschickte Wahl der Schutz-
gruppen.

Die Saragossasduren weisen sehr interessante biologische
Wirkungen auf: Sie greifen in den Biosyntheseweg von
Cholesterin ein, indem sie die Squalensynthase inhibieren,
die Farnesylpyrophosphat (FPP) als Substrat verwendet.
Saragossasdure A wurde dariiber hinaus als Inhibitor fiir ein
anderes FPP benutzendes Enzym, die Ras-Farnesyltransfera-
se, identifiziert. Dabei wirkt der Naturstoff kompetitiv zu FPP
und nicht zum Peptidsubstrat. Wahrscheinlich imitieren die
Carboxy- und die Hydroxyfunktionen das Bisphosphat und
die hydrophoben Seitenketten den Isoprenteil des Farne-
sylpyrophosphates.'?! Um Inhibitoren der PFTase oder auch
der Squalensynthase in pharmazeutischen und biologischen
Experimenten einzusetzen, ist eine hohe Selektivitit gegen-
iiber anderen prenyltransferierenden Enzymen, z.B. den
Geranylgeranyltransferasen (GGTasen), von groBer Wichtig-
keit, da viele Proteine mit diesem C,y-Diterpen modifiziert
werden. Durch eine geringfiigige Verdnderung der Alkyl-
seitenkette der Saragossasdure A konnte diese Selektivitét
deutlich verbessert und die Aktivitdt gegeniiber PFTase um
den Faktor 18 erhoht sowie gegeniiber der Geranylgeranyl-
transferase] um den Faktor 2.7 verringert werden. Diese
Ergebnisse legen es nahe, durch weitere Verdnderungen der
Struktur diese Eigenschaften weiter zu verbessern. Interes-
sant ist, da} beide Verbindungen in intakten Zellen selbst bei
hohen Konzentrationen und Inkubationszeiten von 24 h
keinen EinfluB} auf die Funktion des Ras-Proteins ausiiben.
Auch hier kann man annehmen, daf3 die Verbindungen wegen
der Carboxy- und der Hydroxyfunktionen des Bicyclus zu
polar sind, um die Zellmembran zu passieren, so dal deren
Maskierung notwendig scheint, um in vivo Effekte zu
erzielen.

5.1.2. PepticinnaminE

Pepticinnamin E 38 (Schema 24) wurde aus Streptomyces-
Stammen isoliert und ist ein strukturell interessanter PFTase-
Inhibitor.”! Man kann spekulieren, daB der Naturstoff ein
Ubergangszustandsanalogon fiir den Farnesyltransfer ist,
indem die hydrophobe Alkenylacrylsdaure den Prenylrest
und das konformativ rigide, N-methylierte Peptidgeriist das
Peptidsubstrat imitiert. Da die absolute Konfiguration der
zentralen, ungewohnlichen Aminosdure unbekannt ist und
die Substanz dariiber hinaus durch ihren modularen Aufbau
viele Derivatisierungen sowie die kombinatorische Synthese
von Analoga mit verdnderter biologischer Wirkung ermog-
licht, ist ein totalsynthetischer Aufbau des Naturstoffs von
erheblichem Interesse.

Bei der Synthese des Pepticinnamins E['** 38 (Schema 26)
wurde die Acrylsdure 58 ausgehend von 2-Carboxybenzalde-
hyd nach Veresterung, Z-selektiver Wittig-Reaktion, Re-
duktion zum Aldehyd und E-selektiver Perkin-Reaktion
diastereomerenrein in einer Gesamtausbeute von 31% er-
halten. Die zentrale, ungewohnliche Aminosédure des Natur-
stoffs konnte in Form von beiden benétigten Enantiomeren
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Schema 26. Synthese von PepticinnaminE 38. All=Allyl, Boc=tert-
Butoxycarbonyl, = EDC = N'-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodi-
imid, HOAt =7-Aza-1-hydroxy-1H-benzotriazol, Z = Benzyloxycarbonyl.

durch eine Schollkopf-Reaktion erhalten werden. Dazu
wurde der lithiierte Bislactimether 53 mit dem Benzylbromid
54 alkyliert. Abspalten des Auxiliars, Schiitzen der Amino-
funktion, Esterverseifung und Methylieren des Urethans
lieferten die Aminosdure 55 und ihr Enantiomer in jeweils
enantiomerenreiner Form. Die zentrale Tripeptideinheit 56
konnte durch klassische Peptidkupplungen aufgebaut werden.
Aus 56 wurde der Allylester durch Pd’-vermittelten Allyl-
transfer auf Morpholin als nucleophilen Acceptor gespalten.
Die Veresterung der erhaltenen Carbonsidure mit dem Alko-
hol 57 unter Aktivierung der Carboxyfunktion mit Carbodi-
imiden oder Trichlorbenzoylchlorid gelang nur in niedrigen
Ausbeuten. Erst der nucleophile Angriff der Carbonsdure auf
den nach Mitsunobu aktivierten Alkohol 57 lieferte den
gewiinschten Ester in befriedigenden Ausbeuten. Nach
Entfernen aller Benzylschutzgruppen wurde durch die Kupp-
lung mit der Acrylsdure 58 schlieBlich der Naturstoff 38
erhalten.
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5.1.3. ManumycinA

Manumycin A 37 (Schema 24), ein aus Streptomyces-Stim-
men isolierter Naturstoff,[""] ist ein Beispiel fiir eine Klasse
von strukturell neuartigen PFTase-Inhibitoren. Neben der
komplexen Stammverbindung blockieren auch strukturell
einfachere Abbauprodukte und Derivate die Aktivitdt der
PFTase aus Hefe und Rattenhirnen. Mit Manumycin A
konnte anhand der Entwicklung des Fadenwurms Caeno-
rhabditis elegans ein einfaches Testsystem etabliert werden,
mit dem man die In-vivo-Aktivitit der Enzymhemmer
bestimmen kann.'”! Dariiber hinaus weisen sowohl das
Manumycin A als auch das Aminoepoxycyclohexenon-
Grundgeriist Antitumoraktivitdt auf. Die chemische Syn-
these!'?%l von Analoga des Naturstoffs sollte also auch hier ein
grofes Potential zur Herstellung von hochaktiven, selektiven
und metabolisch stabilen Enzyminhibitoren haben.

5.2. Peptidmimetica

Im Hinblick auf die Selektivitit der inhibierenden Wirkung
gegeniiber anderen Enzymen sollten Substanzen, die kom-
petitiv zum Peptid, insbesondere zum CAAX-Motiv wirken,
besonders vorteilhaft sein, da GGTasen hier andere Sequenz-
motive bevorzugen (CAAL, wobei L fiir Leucin steht) als die
PFTasen.['"”] Benzodiazepine wie 39 und 40 (Schema 24) sind
CAAX-Peptidmimetica, deren zentrale Einheit einen 5-Turn
imitiert. Dariiber hinaus bringen sie den NH,-Terminus des
Cysteinanalogons und den COOH-Terminus des Methionins
in rdumliche Nidhe zueinander, die dadurch ein fiir die
Wirkung der PFTase und die Bindung des Peptidsubstrates
essentielles Zn>*-Ion komplexieren konnen.'””l Die freie
Sdure 39 inhibiert das Enzym mit einem ICs-Wert von
< 1nmM, wihrend in intakten Zellen der Methylester 40 trotz
seiner schwicheren In-vitro-Aktivitit deutlich wirksamer ist,
da er die Plasmamembran wegen seiner geringeren Polaritét
besser durchdringen kann. Diese Eigenschaft konnte dazu
benutzt werden, die Morphologie H-ras-transformierter Zel-
len zur Normalform zuriickzufithren und ihr Wachstum zu
hemmen, wihrend die Substanzen keine Wirkung auf src-
transformierte und nichttransformierte Ratten-Fibroblasten
hatte. Der Inhibitor wirkt also selektiv auf transformierte
Zellen und beeintréachtigt normale Zellen im Wachstum nicht.
Dieser Befund ist insofern bemerkenswert, als die Farnesylie-
rung des Wildtyp-H-Ras-Proteins durch das Benzodiazepin
durchaus gehemmt wird und H-Ras am Wachstum normaler
Fibroblasten beteiligt ist. Eine genauere Untersuchung dieses
unerwarteten Befundes ergab, dal der Inhibitor 40 in nicht-
transformierten und H-ras-transformierten Zellen die Menge
an farnesyliertem H-Ras-Protein verringerte. Aber nur in den
transformierten Zellen fiihrte dies zur erwarteten Abnahme
der Aktivititen der Enzyme der Ras-Kaskade: Sowohl die
Menge an phosphoryliertem Raf als auch die Aktivitdten von
MEK-1, MEK-2 und MAP-Kinase wurden in den Tumorzel-
len verringert.'” Dariiber hinaus wurde auch die Stimulie-
rung des Ras-Signalweges durch den EGF in normalen sowie
in src-transformierten Zellen nicht beeintrichtigt. Die nor-
malen Zellen haben also offensichtlich die Moglichkeit, die
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Signalwege ohne oder mit Einbeziehung von Ras zu aktivie-
ren. Tatsdchlich konnte in weiteren Experimenten gezeigt
werden, daf3 die Farnesylierung des K-Ras-Proteins durch die
Inhibitoren deutlich weniger beeintrichtigt wird als die von
H-Ras. K-Ras ist dariiber hinaus ein Substrat der GGTasel
und kann daher bei Verringerung der PFTase-Aktivitit
geranylgeranyliert werden.l'””l Normale Zellen wie auch src-
transformierte Zellen konnen also anders als H-ras-trans-
formierte Zellen den Ausfall eines Ras-Proteins oder eines fiir
das normale Zellwachstum wichtigen Enzyms durch Aktivie-
rung alternativer Wege kompensieren.

5.3. Peptidanaloga

Ein weiterer durch rationales Design entworfener Inhibitor
ist das CAAX-B-Turn-Mimeticum 41 (Schema 24).[%1 Es ist
ein Analogon von CAAX-Peptiden, bei dem peptidische
Amidbindungen durch Ether- und Aminogruppen ersetzt
wurden. Die Verbindung inhibiert die PFTase in vitro mit
einem [Cs;-Wert von 1.8nM und weist eine hochspezifische
Wirkung im Vergleich zur Hemmung der GGTasel auf. Mit
dem weniger polaren Methylester 42 als Prodrug wurden
dagegen in vivo bessere Ergebnisse erhalten: Dieser Ester
inhibiert sowohl die Farnesylierung des Ras-Proteins als auch
das Wachstum ras-transformierter Zellen, wihrend die Pro-
liferation raf- oder mos-transformierter Fibroblasten nicht
beeintrédchtigt wird. Auch das Wachstum menschlicher Pan-
kreas-Adenocarcinom-Zellen, in denen mutierte K-ras-, c-
myc- und p53-Gene vorliegen, konnte mit 42 gehemmt
werden. Wird die Verbindung iiber einen Zeitraum von fiinf
Tagen an Miuse verabreicht, denen Ras-abhéngige Tumore
eingepflanzt wurden, kann das Tumorwachstum um bis zu
66% im Vergleich zu dem bei unbehandelten Méiusen
verringert werden, wihrend mit dem Antitumor-Antibio-
ticum Doxorubicin unter den gleichen Bedingungen nur eine
Verringerung von 33 % erreicht wurde. Besonders bemer-
kenswert ist wiederum, daf bei der Behandlung mit dem }$-
Turn-Mimeticum - im Unterschied zur Behandlung mit
Doxorubicin — keine sichtbaren Nebenwirkungen wie Ge-
wichtsverlust auftraten.

5.4. Bisubstratinhibitoren

Die Phosphinsduren 43 (R=H) und 44 (R=Me) (Sche-
ma 24) sind Bisubstratanaloga, von denen man a priori
erwarten darf, da3 sie hGhere Aktivititen und Selektivititen
aufweisen als Mimetica der einzelnen Substrate.''”] In der Tat
ist 43 ein effektiver In-vitro-Inhibitor, und das Prodrug 44 ist
aktiv in H-ras- und — wenn auch schwicher — in K-ras-
transformierten Zellen."*1' Auch inhibiert 44 das Wachstum
maligner Zellen vom Neurofibromatose-TypI, die von der
Uberaktivierung des Wildtyp-Ras-Proteins abhiingen.[!32]
Diese vielversprechenden Ergebnisse werden bislang aller-
dings noch durch die im Vergleich zu den Peptidmimetica
geringere Bioverfiigbarkeit und In-vivo-Aktivitdt relativiert.
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6. Peptidkonjugate als Werkzeuge fiir das Studium
der biologischen Signaltransduktion

Die an der Transduktion von Signalen von der Plasma-
membran in den Zellkern beteiligten Proteine tragen in vielen
Fillen zusitzliche, kovalent angekniipfte Struktureinheiten,
die fiir die Erfiillung der biologischen Funktionen unbedingt
benotigt werden (Schema 27). So sind z.B. die Zelloberfli-

B|) Bl)
H4 0 o H40 o
I IN N B W I~N 1 Il
R'—C—HN—C}C—NHR C—HNMC}CMHN—CH—C—NHR"
| ! | |
(|:H2 ?HZ ?Hz CH,
]
O—) l}lH s\V
AcHN ~ o=c o 4
RO ol @
\Y
RO “OR
\S
Glycopeptide
59
lipidmodifizierte
Peptide
60

R O:H

Phosphopeptide 61

RO (OR)

Nucleopeptide 62

Schema 27. Strukturen und Labilititen von Peptidkonjugaten. B =Base.

chenrezeptoren fiir Wachstumsfaktoren (siehe Schema 5) und
die von ihnen erkannten Liganden oft Glycoproteine, in
denen Serin-, Threonin- und Asparaginsdureeinheiten mit
Oligosacchariden verkniipft sind (59). Die membranassoziier-
ten, die Signale weiterleitenden Proteine, z.B. die Ras-
Proteine, sind an Cystein- und Glycinresten lipidmodifiziert
(60). Die Signale werden in vielen Fillen durch Phosphory-
lierung nachgeschalteter Proteine an Serin- (61), Threonin-
und Tyrosinresten weitergegeben, und die DNA selbst, die
oftmals das Ziel der Signalkaskaden ist, liegt als Nucleopro-
tein vor, in dem Serin-, Threonin- oder Tyrosinreste kovalent
als Phosphorsdureester mit einem Nucleinsdurestrang ver-
kniipft sind (62).

Fiir das Studium der biologischen Funktionen dieser Pro-
teinkonjugate und die gezielte Beeinflussung der Signaltrans-
duktionskaskaden, in die diese eingebunden sind, konnen
Peptide, die die kovalent modifizierten, charakteristischen
Struktureinheiten dieser Proteine enthalten, wertvolle Werk-
zeuge sein (siche unten). Die Synthese solcher Peptidkon-
jugate wird jedoch einerseits durch deren Multifunktionalitét
erschwert, die verlangt, dal eine Vielzahl orthogonal zuein-
ander stabiler Amino-, Hydroxy-, Sulfanyl-, Carboxy- und
Phosphat-Schutzgruppen eingesetzt werden miissen.[!33-13¢]
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Andererseits sind die Peptidkonjugate ausgesprochen siure-
und basenlabil. So werden bei pH > 9 aus den Seringlycosiden
59, den lipidmodifizierten Peptiden 60 sowie den Phospho-
und Nucleopeptiden 61 bzw. 62 die Seitenkettenfunktionali-
titen in einer S-Eliminierung abgespalten, und der Thioester
60 hydrolysiert bei pH >7 in wiBriger Losung spontan. Im
Sauren besteht die Gefahr der Anomerisierung oder gar
Spaltung der N- und O-glycosidischen Bindungen in 59 und
62, und auch die Olefine des Farnesylrestes in 60 werden
leicht von Sduren angegriffen. Bei der Synthese der Peptid-
konjugate vom Typ 59-62 miissen daher alle Umsetzungen,
insbesondere die Ablosung der diversen Schutzgruppen, unter
sehr milden, moglichst neutralen Bedingungen, aber bei
vollstindiger Wahrung der orthogonalen Stabilitit erfolgen.

Peptidkonjugate sind also einerseits von grolem Interesse
als Reagentien und chemische Werkzeuge fiir biologische
Studien. Andererseits ist ihre Synthese eine Herausforderung
an die Organische Chemie. Sie verlangt nach der Entwicklung
neuer und alternativer Synthesemethoden, mit denen kom-
plexe Peptidkonjugate effizient und hochselektiv unter sehr
milden Bedingungen zuginglich werden. Dieses Teilgebiet
der organischen Synthese bietet ausgezeichnete Vorausset-
zungen fiir die Initiierung bioorganischer Forschung im Sinne
der in Abschnitt 1 gegebenen Definition. Die Chemie der
Peptidkonjugate hat daher in den zuriickliegenden zwei
Jahrzehnten groe und zunehmende Beachtung gefunden
und zur Entwicklung leistungsfahiger Synthesemethoden und
der Anwendung modifizierter Peptide in biologischen Studien
gefiihrt. Insbesondere fiir die Synthese von Glyco-'*7l und
Phosphopeptiden'*®! sind heute leistungsfihige Verfahren
etabliert. Als wertvolle Alternativen zu den dabei verwende-
ten klassisch-chemischen Schutzgruppentechniken haben sich
enzymlabile Schutzgruppen!!'**-13 erwiesen, da Enzyme oft
unter milden, neutralen Bedingungen arbeiten und eine hohe
Selektivitdt fiir die von ihnen erkannten Struktureinheiten
und ausgelosten Reaktionen mit einer breiten Substrattole-
ranz verbinden konnen. Die daraus hervorgegangenen neuen
Synthesemethoden sind Schwerpunkte der nachfolgenden
Diskussion.

6.1. Lipidmodifizierte Peptide

Signaltransduzierende Proteine, die in die Plasmamembran
eingelagert sind, tragen hdufig kovalent angekniipfte Lipid-
reste.l’* 14 So sind die C-Termini vieler G-Protein-gekop-
pelter Rezeptoren an ihren Cysteinresten S-palmitoyliert, die
a-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine sowie Nicht-
Rezeptor-Tyrosinkinasen sind an einem N-terminalen Gly-
cinrest N-myristoyliert und oft in unmittelbarer Nachbar-
schaft S-palmitoyliert. Die y-Untereinheiten der G-Proteine
enthalten einen S-farnesylierten oder S-geranylgeranylierten
Cysteinrest, und die Ras-Proteine sind S-farnesyliert und S-
palmitoyliert (Schema 28).

Die Lipidreste werden benotigt, um die Proteine an der
Stelle, an der sie ihre biologische Funktion ausiiben miissen,
d.h. in der Plasmamembran, zu verankern. So erfiillen die
Ras-Proteine sowohl in normalen als auch in transformierten
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Schema 28. Strukturen plasmamembrangebundener lipidmodifizierter
Proteine. GPCR = G-Protein-gekoppelter Rezeptor, NRTK = Nicht-Re-
zeptor-Tyrosinkinase.

Zellen ihre signaltransduzierende Funktion nur, wenn sie
membrangebunden sind. Dies wird durch Lipidmodifizierung
erreicht, nichtfarnesyliertes Ras ist cytosolisch und daher
inaktiv. Ob die korrekte Lipidmodifizierung von Proteinen
noch weitere biologische Funktionen erfiillt und z. B. aktiv am
Prozel der Signalweiterleitung teilnimmt, ist jedoch noch
weitgehend ungeklirt.['¥-14 So gibt es Hinweise darauf, daB
die Wechselwirkung von Ras mit seinem Substrat Raf iiber
den C-Terminus des Ras-Proteins erfolgt, wobei die Lipid-
modifizierung eine Rolle zu spielen scheint!'*?l (fiir eine
dhnliche Vermutung hinsichtlich der Wechselwirkung von
Hefe-Ras mit seinem Zielprotein, der Adenylatcyclase, siche
Lit.'’). Fir den G-Protein-gekoppelten f,-Adrenozeptor
konnte gezeigt werden, daf3 nach Bindung eines Agonisten
die Desensibilisierung, d.h. das Abschalten des Signals, mit
einer Depalmitoylierung des Rezeptors einhergeht.'43] Dar-
iiber hinaus bewirkt die Zugabe des Agonisten, daf3 der
Palmitoylierungsgrad des zum p,-Adrenozeptor gehorigen
G,,-Proteins erhoht wird, wodurch dessen lipidmodifizierter
N-Terminus besser mit der entsprechenden f3,y-Untereinheit
wechselwirkt und den urspriinglichen heterotrimeren und
damit inaktiven Komplex bildet (sieche Schema?2, Ab-
schnitt 2.1). Auch dieser ProzeB fiihrt zum Abschalten des
Signals."*l Weiterhin ist ungekliirt, ob die spezifische Art der
Lipidmodifizierung einzelner Proteine eine subzellulidre
Adressierung zu intrazelluliren Membranen vermittelt, z.B.
durch Wechselwirkung mit einem Rezeptor, der den Lipidrest
erkennt.'"*] Besonders bei der Untersuchung dieser Frage-
stellung haben lipidmodifizierte Peptide eine entscheidende
Rolle gespielt.

Fiir die Synthese sdure- und basenlabiler lipidmodifizierter
Peptide sind enzymatische Schutzgruppentechniken!!33-13¢
besonders leistungsfahig. So wurde der Cholinester als
enzymlabile Carboxyschutzgruppe entwickelt, die unter sehr
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milden Bedingungen mit der Butyrylcholinesterase aus Pfer-
deserum abgelost werden kann und wegen ihres ionischen
Charakters gleichzeitig den hydrophoben lipidmodifizierten
Substraten eine bessere Loslichkeit in den fiir die Biotrans-
formationen bendtigten wiBrigen Medien verleiht.!'] Mit ihr
gelang z.B. die Synthese des S-palmitoylierten und S-farne-
sylierten Lipohexapeptids 68 des menschlichen N-Ras-Pro-
teins (Schema 29). Dabei wurde der S-palmitoylierte Tripep-

Aloc-Cys-OH
|
S-Pal
63
o @ EDC/ HOBt
Br H3zN-Met-Gly-OCho 88%
64
NMe; Br
Aloc-Cys-Met-Gly-0 = >0

S-Pal
65

Butyrylcholin-
76% esterase,
pH 6.5

Aloc-Cys-Met-Gly-OH
S-Pal

66

H-Leu-Pro-Cys-OMe
| EDC/ HOBt
S-Far 97%

67

AIoc—?ys—Met—GIy—Leu—Pro—Cllys—OMe
S S

W\M

68

A S N

(o)

C-Terminus des menschlichen N-Ras-Proteins

Schema 29. Chemoenzymatische Synthese des farnesylierten und palmit-
oylierten C-Terminus des menschlichen N-Ras-Proteins unter Verwendung
des enzymlabilen Cholinesters. Aloc= Allyloxycarbonyl, Far=Farnesyl,
HOCho = Cholin.

tidcholinester 65 aus dem Cysteinderivat 63 aufgebaut und im
entscheidenden Schritt der Synthese ohne Angriff auf den
unter klassischen Bedingungen reaktiveren Thioester und
ohne f-Eliminierung gezielt abgelost. Die Verldngerung der
Peptidkette des selektiv demaskierten Tripeptids 66 mit dem
S-farnesylierten Tripeptidmethylester 67 gab die Zielverbin-
dung 68 in hoher Ausbeute.

In einer zweiten Anwendung gelang mit dieser Technik die
Herstellung des N-myristoylierten und S-palmitoylierten N-
terminalen Hexapeptids der a,-Untereinheit eines heterotri-
meren G,-Proteins!'“! (Schema 30). Ausgehend vom S-pal-
mitoylierten Dipeptid 69 wurde dabei ein Tetrapeptidcholin-
ester synthetisiert und dann unter sehr milden Bedingungen
enzymatisch C-terminal zu 70 deblockiert. Auch in diesem
Fall trat keine unerwiinschte Nebenreaktion ein. Sukzessive
Kettenverldngerung und erneute Cholinesterase-vermittelte
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Schema 30. Chemoenzymatische Synthese des myristoylierten und pal-
mitoylierten N-Terminus der a-Untereinheit eines heterotrimeren G,o-
Proteins unter Verwendung des enzymlabilen Cholinesters. DIC = Diiso-
propylcarbodiimid, MyrOH = Myristinséure.

Entschiitzung lieferten das noch Boc-maskierte Peptid 71, das
durch Spaltung der Urethangruppe und N-Myristoylierung in
die Zielverbindung 72 iiberfiihrt wurde.

Um die Synthese sdure- und basenlabiler lipidmodifizierter
Peptide auch durch N-terminale Verldngerung der Peptidket-
te zu ermoglichen, mufite die erste enzymlabile Urethan-
schutzgruppe fiir die Aminofunktion von Peptiden entwickelt
werden'¥l (Schema 31). Da kein Biokatalysator fiir die
Abspaltung von Urethanen aus Peptiden bekannt ist, wurde
eine Strategie entworfen, nach der das Enzym ein Urethan
ohne direkten Angriff auf die Urethanstruktur entfernen
kann. Die dafiir eingesetzte p-Acetoxybenzyloxycarbonyl-
(AcOZ)-Gruppe enthilt eine funktionelle Gruppe (Acetat),
die der Biokatalysator (eine Esterase oder Lipase) erkennen
kann und die iiber eine enzymlabile Bindung (einen Ester) an
eine zweite funktionelle Gruppe (ein p-Hydroxybenzylure-
than) gebunden ist, die nach Spaltung der enzymlabilen
Bindung spontan unter Freisetzung des gewiinschten Peptid-
konjugats fragmentiert (Schema 31). Dieses Prinzip gilt all-
gemein: Je nach eingesetztem Acylrest (z.B. Acetat oder

Angew. Chem. 1998, 110, 716780
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Schema 31. Enzyminitiierte Abspaltung der AcOZ-Urethanschutzgruppe.

(@]

Phenylacetat) konnen Enzyme mit unterschiedlichen Selek-
tivititen (z.B. Acetylesterase oder Penicillin-G-Acylase)
verwendet werden (sieche Schemata 32, 51 und 54), und auch
die analogen C-terminalen p-Acyloxybenzylester konnen
nach dem gleichen Mechanismus gespalten werden.!'“8] Unter
Verwendung des AcOZ-Urethans wurde der C-terminal
lipidmodifizierte Heptapeptidester des N-Ras-Proteins auf-
gebaut!¥’l (Schema 32). Die Deblockierung des urethange-
schiitzten farnesylierten Tripeptidmethylesters 73 durch en-
zyminitiierte Fragmentierung der AcOZ-Gruppe lieferte da-
bei das selektiv entschiitzte Peptid. Sukzessive Verldngerung
der Peptidkette um das AcOZ-Dipeptid 74 und erneute
lipasevermittelte Ablosung der Urethanschutzgruppe fiithrten
zum N-Ras-Pentapeptid 76, das mit dem AcOZ-maskierten S-
palmitoylierten Dipeptid 77 zum vollstdndig geschiitzten
lipidmodifizierten Heptapeptid 78 kondensiert wurde. Aus
dieser Verbindung konnte erneut das N-terminale Urethan
enzymatisch abgelost und so das aminodeblockierte Ras-
Heptapeptid 79 erhalten werden, das damit fiir weitere
Kettenverldngerungen oder die Ankniipfung zusétzlicher
funktioneller Gruppen zur Verfiigung steht.

Die hier beschriebenen enzymatischen Techniken haben
sich als flexible und effiziente Methoden fiir die Synthese
gleichzeitig basen- und sdurelabiler lipidmodifizierter Peptide
erwiesen. Gleichwohl kénnen solche Konjugate auch mit
klassischen Verfahren aufgebaut werden, wobei die verschie-
denartig zu modifizierenden Cysteineinheiten jedoch in auf-
wendigerer Vorgehensweise entsprechend geschiitzt und in
der Regel nach Komplettierung der Peptidkette selektiv
freigesetzt und funktionalisiert werden miissen.['* 1> Falls
nur basenlabile Palmitinsdurethioester in den zu demaskie-
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Schema 32. Chemoenzymatische Synthese des C-Terminus des mensch-
lichen N-Ras-Proteins unter Verwendung der enzymlabilen AcOZ-Ur-
ethanschutzgruppe.

S

renden Verbindungen vorliegen, kann z. B. auch die siurela-
bile Boc-Gruppe zum Finsatz kommen (siehe unten); sdure-
labile S-Farnesylcystein enthaltende Peptide konnen N-ter-
minal durch Abspaltung des Fmoc-Urethans deblockiert
werden 6151 Zugitzlich zu den enzymatischen Techniken
hat sich die Pd’-vermittelte Spaltung des Allylesters als
effiziente Methode fiir die Herstellung empfindlicher lipid-
modifizierter Peptide erwiesen.['*®152 Bei der Entwicklung
eines flexiblen Baukastensystems fiir die Synthese von unter-
schiedlich lipidmodifizierten N-Ras-Peptiden, die zusitzlich
fluorophore Gruppen tragen, anhand derer das Verhalten der
Verbindungen in biologischen und biophysikalischen Experi-
menten verfolgt werden kann, bewies diese Schutzgruppen-
technik ihre Leistungsfihigkeit. So wurde der AcOZ- oder
Boc-geschiitzte S-palmitoylierte Cysteinallylester 80 am N-
Terminus enzymatisch oder unter sauren Bedingungen selek-
tiv demaskiert und an die freie Aminofunktion eine fluores-
zierende Gruppe gekniipft (Schema 33). Ohne jeglichen
Angriff auf den Palmitinsdurethioester gelang dann die
Spaltung des Allylesters in jeweils sehr hoher Ausbeute durch
Pd’-vermittelte Allyliibertragung auf Morpholin als Accep-
tor-Nucleophil. Die so zugénglichen fluoreszenzmarkierten
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1) H* (SG = Boc), quant.
oder Acetylesterase

SG = AcOZ), 43%
SG-Gly-Cys-OAll ( c0Z), 43%

2) Carbodiimid,
S-Pal HOBt

80 /\/\/\/W\/\}L J
@-cooH 81

47-86%
95% — quant.
[Pd(PPhs)],
Morpholin

Q—c N- GIy Cys-OH

SG = Boc, AcOZ

/\/\/\N\/\/\}L J
82-84
Carbodiimid, HOBt, H—Met-Gly—Leu—Pro-Cys—OMe
NEt; 85
37 - 43% S—Far
i
o—C—N—Gly-Cys—Met—GIy—Leu—Pro—Cys—OMe
STfV\NWW Sy
o 86-88
O,N 0 H
N\ N
O‘C% e HC— / )-CHa S =0
N "IN
NH-(CH2)5-C(O)- CHs N H
S-CH,-C(0)- (CHR)4C(0)-
Biman Biotin

Schema 33. Synthese markierter Lipopeptidderivate fiir biologische Stu-
dien. NBD =4-Nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol, SG = Schutzgruppe.

und S-palmitoylierten Dipeptide 82—-84 wurden jeweils z.B.
mit dem farnesylierten N-Ras-Pentapeptid 85 zu den zweifach
lipidmodifizierten Ras-Heptapeptiden 86—88 verkniipft, die
in weiterfithrenden biologischen und biophysikalischen Ex-
perimenten eingesetzt wurden (siche unten).

Lipidmodifizierte Peptide kamen in vielféltiger Weise als
Werkzeuge zum Einsatz, um z.B. die an der Einfiihrung der
Lipidreste in Proteine und die an der Prozessierung der
lipidmodifizierten Proteine beteiligten Enzyme zu studieren,
und insbesondere, um Erkenntnisse iiber die Bedeutung der
Lipidreste fiir die Erfiillung der biologischen Aufgaben der
lipidmodifizierten Proteine zu erhalten. So wurden die
Fragen, welchen Beitrag die Lipidreste zur Verankerung
von Proteinen in Membranen leisten und ob die Art der
Lipidmodifikation unter Umsténden iiber die Lokalisierung
von Proteinen in bestimmten subzelluliren Membranen
entscheidet, durch Kombination biophysikalischer und zell-
biologischer Techniken mit den aus den oben beschriebenen
Synthesen zugiéinglichen Lipopeptiden angegangen.['>3 154

In einer Serie biophysikalischer Untersuchungen zur Ther-
modynamik der Insertion lipidmodifizierter Modellpeptide in
Vesikel, die als Modellmembranen fungierten, wurde zu-
ndchst die Membranaffinitdt bestimmt, die die Lipide den
Peptiden verleihen.['*>- 1551571 Dabei ergab sich, daB eine N-
Mpyristoyl- oder eine S-Farnesylgruppe allein nicht genug
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hydrophoben Charakter einbringt, um eine stabile Membran-
insertion von Peptiden — und damit auch von Proteinen — zu
gewihrleisten. Peptide und Proteine, die nur eine solche
Lipidmodifizierung enthalten, insertieren zwar innerhalb von
Sekunden in Membranen, sie tauschen aber ebenfalls rasch
wieder zwischen verschiedenen Membranen aus (Halbwerts-
zeit in der GroBenordnung von Sekunden). Eine Palmito-
ylgruppe vermittelt den Peptiden eine ca. 15mal hohere
Membranaffinitit als ein Myristoylrest, und ein Geranylge-
ranylthioether hat in etwa den gleichen Einflu}. Fir C-
terminal als Methylester modifizierte farnesylierte und ge-
ranylgeranylierte Peptide ist die Membranaffinitit etwa eine
Zehnerpotenz hoher als fiir die analogen S-prenylierten
Carbonsduren. Die C-terminale Methylierung eines farne-
sylierten Proteins hat daher einen groflen Einfluf auf dessen
Verteilung zwischen dem Cytosol und der Membran, wihrend
ein geranylgeranyliertes Protein auch ohne Veresterung vor-
wiegend membrangebunden sein wird. Die Bindung einfach
modifizierter Peptide an Modellmembranen ist somit zwar im
thermodynamischen Sinne als stark zu bezeichnen, sie erfolgt
aber rasch und reversibel.

Eine einzige Lipidmodifizierung allein gewéhrleistet nicht
die stabile Insertion eines lipidmodifizierten Proteins in eine
Membran. Durch eine zweite Lipidmodifizierung wird diese
Eigenschaft jedoch vermittelt. Biophysikalische Modellexpe-
rimente zur Kinetik des Transfers lipidmodifizierter Peptide
von einer Modellmembran in eine anderel'*- 18] ergaben, da3
die Halbwertszeit fiir den Transfer einfach farnesylierter
Peptide im Bereich von Sekunden liegt. Fiir Peptide, die N-
myristoyliert und S-palmitoyliert oder S-palmitoyliert und S-
farnesyliert sind, liegt die Halbwertszeit im Bereich von
Stunden bis Tagen. Diese Werte sind deutlich groBer als die
Halbwertszeit fiir den Austausch der S-Acylgruppen mem-
branassoziierter Proteine in vivo (<2h) oder fir die von
Eskortproteinen vermittelte Recyclisierung membrangebun-
dener Proteine. Diese doppelten Lipidmodifizierungen ver-
mitteln unter biologischen Bedingungen und im biologisch
relevanten Zeitrahmen also eine stabile Membranbindung
entsprechend modifizierter Proteine und konnen als spezifi-
sche Strukturmotive eingesetzt werden, um Proteine in
speziellen subzelluliren Membranen zu lokalisieren und zu
verankern. Tatsdchlich wird das N-Myristoyl/S-Palmitoyl-
Motiv z.B. bei Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen und bei den
a-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine vorgefunden,
und H-Ras und N-Ras sind S-palmitoyliert und -farnesyliert.

Diese Hypothese wurde elegant durch In-vivo-Studien mit
fluoreszenzmarkierten N-myristoylierten" und S-farne-
sylierten Peptiden!!3? 158 1391 {iberpriift. So werden die Peptide
89 und 90 (Schema 34), die jeweils die einfach lipidmodifi-
zierte Form des N-Terminus der menschlichen Nicht-Rezep-
tor-Tyrosinkinase Lck und des menschlichen N-Ras-Proteins
reprisentieren, in Fibroblastenzellen S-palmitoyliert, wihrend
z.B. in analoge Peptide, in denen die palmitoylierbaren Cystein-
reste durch Serinreste ersetzt waren, z.B. in 91, Palmitin-
sdure nicht eingebaut wird. Peptide, in denen der Myristoyl-
rest gegen andere Fettsduren (C,, bis C,¢) oder der Farnesyl-
rest gegen andere Alkylgruppen (n-Undecyl, n-Octyl,
trans-Geranyl) ausgetauscht wurde, werden ebenfalls pal-
mitoyliert.
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HN\/\/\J\

H—GIy-Ser—Met—GIy—Leu—Pro-Cys—OMe

L, L

91

H—Met—GIy—Leu—Pro-Cys—OMe

92 Sy
Schema 34. Lipidmodifizierte und mit dem NBD-Marker versehene
Peptide fiir biologische Studien.

Der Ort der Palmitoylierung und die intrazellulidre Verteilung
der doppelt lipidmodifizierten Peptide wurden durch fluores-
zenzmikroskopische Untersuchungen bestimmt. Dabei ergab
sich, daf3 die aus 89 und 90 gebildeten doppelt lipidmodifi-
zierten Peptide in der Plasmamembran von Fibroblastenzellen
angereichert werden (Abb. 1), und zwar auch unter Bedingun-

NBD-GIy-Cys-Met-GIy-Leu-Pro-Clys-OMe
1
SH S BN ™

Abb. 1. Fluoreszenzbild von CV-1-Fibroblasten nach Behandeln mit dem
NBD-markierten und farnesylierten Lipoheptapeptid 90. Das Bild zeigt,
daB3 die Fluoreszenz in der Plasmamembran angereichert ist.

741



AUFSATZE

H. Waldmann et. al

gen (15°C), unter denen ein intrazelluldrer Transport z. B. durch
Vesikel ausgeschlossen werden kann. Bei analogen Serinyl-
peptiden wie 91, die nicht acyliert werden (siehe oben), tritt eine
solche selektive Verteilung nicht auf, die S-n-alkylierten und
-geranylierten Analoga zu 90 verhielten sich jedoch dhnlich.
Die Peptide 89-91 waren dabei durch Verschmelzen der
Fibroblastenmembran mit Vesikeln, die jeweils mit einem der
fluoreszenzmarkierten Peptide beladen waren, in die Zellen
eingebracht worden. Die Ergebnisse wurden zusétzlich durch
Mikroinjektion von 92 und 86 (Schema 33; NBD-markiert)
und jeweils nachfolgende Untersuchung durch confocale
Laserfluoreszenzmikroskopie bestitigt.'"2l Dabei zeigte sich,
daB das farnesylierte, aber nicht mehr palmitoylierbare
Pentapeptid 92 nicht selektiv in eine bestimmte Membran
inkorporiert, das zweifach lipidmodifizierte 86 jedoch selektiv
in die Plasmamembran eingelagert wird (Abb. 2).

NBD-Gly-Cys(Pal)-Met-Gly-Leu-Pro-Cys(Far)-OMe

Abb. 2. Fluoreszenzbild von NIH-3T3-Fibroblasten nach Mikroinjektion
des NBD-markierten, farnesylierten und palmitoylierten Ras-Heptapep-
tids 86. Das Bild zeigt, da} das Peptid in der Plasmamembran lokalisiert ist.

Diese Befunde und die aus den biophysikalischen Experi-
menten erhaltenen Ergebnisse, dafl doppelt lipidmodifizierte
Peptide (im Unterschied zu einfach modifizierten) nach
Einbringen des zweiten Lipidrestes nur sehr langsam zwi-
schen Membranen austauschen (siche oben) und sich daher in
den Zellkompartimenten anreichern sollten, in denen die
zweite Lipidmodifizierung angebracht wird, fithrten zu dem
SchluB, daB3 die einfach lipidmodifizierten Peptide (und damit
auch einfach modifizierte Proteine) an der Plasmamembran
der Zellen S-palmitoyliert werden.

Die Ergebnisse der biophysikalischen und zellbiologischen
Untersuchungen stiitzen daher ein Modell'®! fiir die spezi-
fische Lokalisierung von Proteinen durch Myristoylierung/
Palmitoylierung oder Farnesylierung/Palmitoylierung. Nach
diesem Modell wird die spezifische Lokalisierung nicht nur
durch die im Verlauf der Biosynthese zuerst eingebrachte
Lipidgruppe bestimmt (im Falle der Ras-Proteine also durch
den Farnesylrest). Vielmehr konnen die einfach modifizierten
Proteine frei diffundieren und in Membranen insertieren und
von diesen desorbieren (Schema 35). Erst nach S-Acylierung
in einem bestimmten Membrankompartiment bleiben sie an
der dortigen Membran lokalisiert. Im Falle des N-Ras-Peptids
90 und des p56'*-Peptids 89 ist dies die Plasmamembran, in
der die entsprechenden lipidmodifizierten Proteine auch
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Plasma-
membran

farnesyliertes
Peptid / Protein

Insertion

Desorption

reversible
Bindung
Palmitoyl-
transferase
COA){\/\/\/\/\/\/\/
0]
konstante

Lokalisierung

farnesyliertes und
palmitoyliertes
Peptid / Protein

Schema 35. Modell fiir die Einlagerung lipidmodifizierter Proteine in die
Plasmamembran durch zusétzliche S-Palmitoylierung.

tatsdchlich vorkommen. Eine fiir diese Modifizierung in Frage
kommende membrangebundene Protein-S-Acyltransferase,
die ein farnesyliertes N-Ras-Peptid und auch das H-Ras-
Protein palmitoyliert, wurde kiirzlich identifiziert.'! Falls
das lipidmodifizierte Protein nicht mehr gebraucht wird oder
um von solchen Proteinen weitergeleitete Signale zu termi-
nieren (Regulierung von Signalketten), konnte der Thioester
durch eine entsprechende Hydrolase wieder gespalten und
damit die Desorption des Proteins von der Membran ein-
geleitet werden (Schema 35).

Neben der Einfiihrung eines zweiten Lipidrestes kann eine
stabile Insertion eines Proteins in Membranen auch dadurch
erreicht werden, daf} der erste Lipidrest durch einen Cluster
von unter physiologischen Bedingungen positiv geladenen
Aminosduren ergianzt wird, die mit der negativ geladenen
Zellmembran wechselwirken'> 13 (Schema 36). Diese ko-
operative Wechselwirkung wird durch Phosphorylierung der
Proteine in der positiv geladenen Doméne geschwécht, d.h.
durch Verringerung der Zahl der positiven Ladungen durch
negativ geladene Phosphatgruppen, und das Protein kann von
der Membran desorbieren. Auf diese Weise kann die Mem-
braninsertion/Desorption von Proteinen ebenfalls reguliert
werden. Eine Kombination eines Lipidrestes mit protonierten
basischen Aminosduren wird z.B. in der N-myristoylierten

Angew. Chem. 1998, 110, 716 -780
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Phosphatase
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Myr-Gly-Ser-Ser-Lys-Ser-Lys-Pro-Lys-Asp-Asp-Ser-Gin-Arg-Arg-Arg

HG 93

PKC

Myr-Gly-Ser-Ser-Lys-Ser-Lys-Pro-Lys-Asp-Asp-Ser-Gin-Arg-Arg-Arg

94
O

I
HO—Iﬁ—-OH
o)

10fach schwéchere Membranbindung
nach Phosphorylierung

Schema 36. Regulierung der Membranbindung durch Kombination von
N-Mpyristoylierung und einer polybasischen Aminosduresequenz sowie
Phosphorylierung.

Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase Src, dem N-myristoylierten ala-
ninreichen C-Kinase-Substrat (MARCKS) und dem S-farne-
sylierten, aber nichtpalmitoylierten K-Ras-Protein angetrof-
fen. Fir MARCKS wurde die Regulierung nach dem in
Schema 36 gezeigten Modell durch umfangreiche Mutations-
analysen belegt, und fiir das c-Src-Peptid 93 sowie das analoge
Phospholipopeptid 94, die den N-Terminus des Proteins
reprasentieren, wurde in Experimenten an Modellmembranen
ein analoges Verhalten nachgewiesen. So wird die Membran-
bindung von 93 durch Phosphorylierung an Ser 12 durch
Proteinkinase C um eine Zehnerpotenz geschwicht.[' Durch
Untersuchung dieser und &hnlicher Fragestellungen unter
Verwendung geeigneter lipidmodifizierter Peptide konnten
wertvolle Informationen erhalten werden, mit denen hetero-
loge rekombinante Proteine entwickelt und zu bestimmten
Orten der Zelle dirigiert werden konnten, an denen sie die
Signaltransduktion beeinflussen. Dariiber hinaus wiirden der
Entwicklung neuer Wirkstoffe, die pathologische Signalver-
mittlungsprozesse z.B. tiber Ras beeinflussen, neue Impulse
verliehen.

S-farnesylierte Cysteinylpeptide dienten als Werkzeuge
zum Studium und zur Inhibierung aller Enzyme, die an der
Biosynthese S-farnesylierter und C-terminal methylierter
Proteine wie der Ras-Proteine beteiligt sind (Schema 5,
Schema 23; siche Abschnitte 2.2 und 5). So wird die Farne-
syltransferase, die den Farnesylrest auf die Proteinvorstufe
iibertrédgt, durch farnesylierte Peptide, die auch die nachfol-
gend abgespaltene C-terminale AAX-Sequenz aufweisen, mit
ICs-Werten im mwm-Bereich inhibiert!'®!! (Schema 37). Ent-
sprechende um das AAX-Peptid verkiirzte, aber als Methyl-
ester maskierte Analoga, die der prozessierten Form der Ras-
Proteine entsprechen, zeigten jedoch keine inhibitorische
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S -Farnesyl-Cys-OMe-Peptide keine Inhibition
Aloc-Cys(Pal)-Met-Gly-Leu-Pro-Cys(Far)-OMe 76 5.5mm

Schema 37. Inhibierung der Ras-Farnesyltransferase durch lipidmodifi-
zierte Peptide. GST = Glutathion-S-Transferase.

Wirkung mehr.'>!1 Allerdings tritt wieder eine schwache
Inhibierung auf, wenn ein zwar verestertes, aber farnesyliertes
und palmitoyliertes Peptid als Inhibitor zum Einsatz kommt
(Schema 37). Dieser Befund deutet auf eine mogliche Feed-
back-Inhibierung bei der Biosynthese der Ras-Proteine hin.!'S!

In dhnlicher Weise wurden Tetrapeptide mit isoprenylier-
tem N-terminalem Cysteinrest zum Studium der Proteinase
eingesetzt, die das C-terminale AAX-Segment aus der Pro-
teinvorstufe abspaltet.l'4!: 1621631 Dabei ergab sich, da Sub-
strate des Enzyms einen isoprenylierten Cysteinrest auf-
weisen miissen und daf3 der Biokatalysator die absolute
Konfiguration der Aminosduren erkennt. Auf diesen Er-
kenntnissen basierend konnten einfache Farnesylpeptid-Ana-
loga als Inhibitoren der Protease entwickelt werden.['®l
Weiterhin wurden S-isoprenylierte und einfach alkylierte
Peptide eingesetzt, um eine Methyltransferase aufzuspiiren,
die die Bildung des C-terminalen Methylesters farnesylierter
Proteine katalysiert.['4- 19191 Dabei zeigte sich auch, daB ein
farnesyliertes Peptid in der Lage war, die Methylierung eines
natiirlichen Proteins zu inhibieren.

SchlieBlich wurde mit lipidmodifizierten Peptiden das
bislang ungeloste Problem angegangen, ob die Lipidreste
zusétzlich zu ihrer Bedeutung fiir die Membranverankerung
und -lokalisierung von Proteinen aktive Rollen bei der
Austibung der biologischen Funktion der lipidmodifizierten
Proteine tibernehmen. Besonders stehen hier die Fragen im
Vordergrund, ob es spezifische Rezeptoren in Membranen
gibt, die Farnesylreste erkennen, und ob die Lipidreste z.B.
tiber Lipid-Protein-Wechselwirkungen an der Kontrolle von
Signaltransduktionsprozessen beteiligt sind. Als biologisches
System wurde die Signaltransduktion iiber den G-Protein-
gekoppelten Rezeptor Rhodopsin und das heterotrimere G-
Protein Transducin in Photorezeptoren gewahlt (siche Ab-
schnitt 2.1). Durch Absorption von Licht wird Rhodopsin zu
Metarhodopsin?2 aktiviert, das dann mit Transducin wechsel-
wirkt und den Austausch von GDP durch GTP in der a-
Untereinheit katalysiert, wofiir die ,y-Untereinheit wichtig
ist. Die GTP-beladene a-Untereinheit aktiviert dann eine
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cGMP-spezifische Phosphodiesterase, die das Signal an Na-
Kanile weitergibt und dadurch die Reaktion auf das Licht-
signal weiterleitet!"*"1¢7] (Schema 38). Um zu priifen, ob die

Zellmembran
Rhodopsin

NH.

1< <R AR TR
1SS it
8

$

Metarhodopsin 2

Signalweiterleitu

ng h

TR

R-Asp-Lys-Asn-Pro-Phe-Lys-Glu-Leu-Lys-Gly-Gly-Cys-OH
l
95, R=H Far
96, R=Y

Schema 38. Beeinflussung der Signalweiterleitung im Rhodopsin/Trans-
ducin-System durch lipidmodifizierte Peptide.

Kupplung des Rezeptors an das G-Protein iiber dessen vy-
Untereinheit vermittelt wird, wurden z.B. das farnesylierte
Peptid 95, das dem C-Terminus der y-Untereinheit entspricht,
und N-Acetyl-S-farnesylcystein als Inhibitoren fiir die Wech-
selwirkung zwischen Rhodopsin und Transducin ge-
priift.['% 19 Dabei zeigte sich, daB das Peptid 95 die aktive
Form des Rezeptors (Metarhodopsin2) stabilisiert und ihn
von Transducin entkoppelt. Fiir den Effekt ist sowohl der
Farnesylrest als auch die Aminosduresequenz wichtig. Der
Farnesylrest ist demzufolge direkt fiir die Protein-Protein-
Wechselwirkung wichtig und dient nicht nur als Membranan-
ker.'®] Mit S-prenylierten Cysteinanaloga kann dariiber
hinaus die Wechselwirkung zwischen aktivierten Rezeptoren
und den By-Untereinheiten von G-Proteinen spezifisch in-
hibiert werden.['®) SchlieBlich wurden analoge Peptide wie 96
eingesetzt, um die Wechselwirkung zwischen der a-Unter-
einheit von Transducin und dem fy-Komplex zu studieren, die
z.B. durch 96 auch inhibiert werden konnte.['7%

Obgleich die aus den vorstehend erlduterten Untersuchun-
gen gezogenen Schliisse zum Rhodopsin/Transducin-System
in Zweifel gezogen wurden,/'*!] zeigen unterschiedliche Far-
nesylcystein-Analoga und farnesylierte Peptide vielféltige
physiologische Wirkungen, die nahelegen, da3 diese Verbin-
dungen in Signaltransduktionsprozesse eingreifen. Beispiels-
weise interferieren sie mit der Freisetzung von Superoxid in
Neutrophilen, [’ 1721 in die das isoprenylierte Rac-Protein
eingebunden ist, blockieren die durch Thromboxan oder
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Thrombin induzierte Blutplittchenaggregation!!’> 74 und be-
einflussen die Freisetzung von Insulin aus Pankreaszellen.['”!
Diese Effekte scheinen nicht auf eine Inhibierung der Pro-
zessierung lipidmodifizierter Proteine zuriickzufiihren zu
sein. Sie legen nahe, dal die isoprenylierten Peptide die
Funktionsweise isoprenylierter G-Proteine beeintréchtigen,
z.B. indem sie mit Proteinen eine Rezeptor-Ligand-Wechsel-
wirkung eingehen oder deren Zielproteine sind.

Dariiber hinaus wurde mit prenylierten CAAX-Peptiden in
der mikrosomalen Membranfraktion von Rinderhirn ein
diese Peptide mit hoher Affinitdt bindendes Protein identi-
fiziert, das ein Rezeptor fiir prenylierte Peptide sein konn-
te,l” und fiir Hefe-Ras wurde nachgewiesen, daB der
Farnesylrest des Proteins nicht der Lokalisierung des Proteins
an der Plasmamembran, sondern vielmehr der Wechselwir-
kung von Ras mit seinem Zielprotein, der Adenylatcyclase,
dient.l'””)

6.2. Glycopeptide

Viele der an der extrazelluldren Seite der Plasmamembran
lokalisierten Proteine tragen komplexe Oligosaccharidein-
heiten. Diese Glycoproteine sind intensiv in die Regulierung
der Kommunikation zwischen Zellen eingebunden, sie regeln
Zell-Zell-Wechselwirkungen und bilden Zelloberfldchenanti-
gene.'”¥ In diesem Zusammenhang ist besonders bemerkens-
wert, dafl Glycoproteine auch als tumorassoziierte Antigene
identifiziert wurden, d. h. als Antigene, die auf der Oberfldche
von Tumorzellen auftreten, auf der normaler Zellen jedoch
nicht. Weiterhin sind viele der Zelloberflichenrezeptoren, die
extrazelluldre Signale aufnehmen und durch die Plasmamem-
bran ins Zellinnere weiterleiten, glycosyliert. Fiir die Erfiil-
lung der biologischen Funktion dieser Proteinkonjugate sind
die Kohlenhydrat- und die Peptidstrukturen bedeutsam, wie
fiir die Proteine des Haupt-Histokompatibilitdts-Komplexes
(MHC) nachgewiesen wurde.l'” Wihrend mit komplexen
Oligosacchariden versehene Proteine nahezu ausschlieB3lich
auf der Zelloberfliche und extrazelluldr biologische Funk-
tionen erfiillen, spielt die Glycosylierung von Proteinen auch
intrazelluldr eine wichtige Rolle, wie kiirzlich gezeigt wurde
(siehe Abschnitt 6.3).

Zur Erforschung der biologischen Funktionen von Glyco-
proteinen konnen Glycopeptide wertvolle Hilfsmittel sein.
Bei der Synthese dieser Peptidkonjugate sowohl in Losung als
auch an fester Phase wurden in den zuriickliegenden zwei
Jahrzehnten leistungsfihige Techniken fiir die reversible
Blockierung der Amino-, Carboxy- und Alkohol-Gruppen'’]
sowie Methoden fiir die schonende Ablosung vom polymeren
Triger!81%3 entwickelt. Auch die klassisch-chemische Syn-
these der Oligosaccharideinheiten der Glycoproteine hat
einen hohen Leistungsstand erreicht.['3% 184 Hierfiir zeichnen
sich dariiber hinaus erste effektive Festphasentechniken ab.[13%]

Aufgrund der Leistungsfihigkeit der etablierten klassisch-
chemischen Techniken konnen glycosylierte Peptide heute in
effizienter Weise an polymeren Trigern aufgebaut werden.
Besonders vorteilhaft sind hierbei die allylischen Linker
HYCRAM!' 97 und HYCRONT!'8!1 98 (Schema 39), die eine
schonende Ablosung der empfindlichen Glycopeptide von
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Schema 39. Festphasen-Glycopeptidsynthese unter Verwendung der HY-
CRAM- und der HYCRON-Linkergruppe. Mtr=4-Methoxy-2,3,6-tri-
methylbenzolsulfonyl.

der festen Phase in einer Pd’-vermittelten Allyliibertragung
auf N- und C-Nucleophile ermdglichen. Unter Verwendung
des HYCRAM-Linkers konnten viele Glycopeptide aufge-
baut werden, wobei sowohl die sidurelabile Boc- als auch die
basenlabile Fmoc-Schutzgruppe zum Einsatz kamen. Bei der
basischen Abspaltung der Fmoc-Gruppe ergaben sich jedoch
Schwierigkeiten z. B. durch den nucleophilen Angriff auf die
a,B-ungesittigte Amidgruppe in 97. Auch konnten die Gly-
copeptide in einigen Féllen nicht quantitativ vom festen
Trager abgelost werden. Diese Nachteile wurden mit der
Entwicklung von 98 tiberwunden. In 98 garantiert ein flexibler
Oligoethylenglycol-Spacer, daB der Pd’-Komplex bei der
Abspaltung gut zur Allylgruppe vordringen kann, die nicht
mehr als a,f-ungesittigte Carbonylfunktion, sondern als
Ether vorliegt und damit nicht mehr von Nucleophilen
konkurrierend angegriffen wird. Mit dem HYCRON-Linker
wurde z.B. das Glycopeptid 99 am polymeren Tréiger aufge-
baut und schlieflich in hoher Ausbeute abgelost. Die
Methode erwies sich bei der Herstellung eines Eicosapeptids
als ebenso leistungsfihig.

Als vorteilhafte Alternative zu den in der Regel eingesetz-
ten Tragern auf Polystyrolbasis wurde kiirzlich das PEGA-
Harz 100 (Schema 40) entwickelt, das aus Polyacrylamidket-
ten besteht, die durch Polyethylenglycoleinheiten querver-
netzt sind und freie Aminofunktionen tragen, an denen die
Synthese von Peptiden und Glycopeptiden durchgefiihrt
werden kann.[' Das hydrophile PEGA-Harz quillt sehr gut
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Schema 40. Festphasen-Glycopeptidsynthese am PEGA-Harz.

in vielen Losungsmitteln, und sein Inneres ist durch die
flexible Struktur der Matrix auch fiir groBe Molekiile und
sogar Enzyme zugénglich. Unter Verwendung des PEGA-
Harzes konnten zahlreiche glycosylierte Peptide in auto-
matisierten Festphasensynthesen aufgebaut werdenl!s2 183 180]
(Schema 40). Als N-terminale Schutzgruppe wurde das Fmoc-
Urethan verwendet, und die aufzubauende Glycopeptidkette
wurde iiber den sdurelabilen Rink-Anker (siche 101, Sche-
ma 40) an den polymeren Tréger gebunden. Durch sukzessive
Verldngerung der Peptidkette wurden so festphasengebunde-
ne Glycopeptide wie 101 effizient synthetisiert. Die Abspal-
tung dieser Glycokonjugate von der festen Phase gelang unter
leicht sauren Bedingungen und ohne unerwiinschte Neben-
reaktion. Durch diese und weitere Festphasentechniken kon-
nen Glycopeptide heute zuverldssig und effizient automati-
siert hergestellt werden.

Enzymatische Methoden haben wertvolle Alternativen fiir
die gezielte Deblockierung von Glycopeptiden und die Syn-
these ihrer Oligosaccharideinheiten eroffnet. Die selektive und
schonende enzymatische Deblockierung von O-Glycopepti-
den gelang z.B. durch lipasevermittelte Hydrolyse der Hep-
tylesterschutzgruppe. So deblockiert die Lipase aus Mucor
javanicus den C-Terminus der glycosylierten Aminosiduren
und der Peptide 102 -106 ohne unerwiinschten Angriff auf die
N-terminalen Urethan- und die Kohlenhydratschutzgrup-
penl'®! (Schema 41). Eine Anomerisierung oder 3-Eliminie-
rung der Kohlenhydrate fand unter diesen milden Bedingun-
gen ebenfalls nicht statt. Mit dieser enzymatischen Schutz-
gruppentechnik wurde das komplexe Diglycohexapeptid 113
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Schema 41. Chemoenzymatische Glycopeptidsynthese unter Verwendung
der enzymlabilen Heptyl(Hep)-Schutzgruppe.

aufgebaut, das die charakteristische Verkniipfungsregion eines
tumorassoziierten Antigens enthilt, das auf der Oberfldche
menschlicher Mammacarcinome vorkommt (Schema 42).
Nach selektiver Deblockierung des Serylglycosidheptylesters
107 am C-Terminus wurde die freigesetzte Carbonsdure 108
mit dem N-terminal deblockierten Glycodipeptidester 109
zum Diglycotripeptid 110 kondensiert. Dessen Azidogruppen
wurden in Acetamidgruppen iiberfiihrt, und nachfolgend
wurde der C-Terminus erneut selektiv und ohne jegliche
unerwiinschte Nebenreaktion durch enzymvermittelte Hy-
drolyse freigesetzt (—111). Die C-terminale Verlingerung
der Peptidkette lieferte das gewiinschte Peptid 113.

Bei Verwendung der recht hydrophoben Heptylester traten
besonders in Gegenwart ebenfalls hydrophober Aminoséduren
Probleme infolge geringer Loslichkeit der Substrate und
dadurch bedingt niedriger Umsatzgeschwindigkeiten auf.
Diese konnten durch Einfithren der hydrophileren 2-(N-
Morpholino)ethyl(MoEt)-['**l und insbesondere der Meth-
oxyethoxyethyl(MEE)-Gruppel'® iiberwunden werden. Der
MEE-Ester im Glycopeptid 116 wurde z.B. in hoher Aus-
beute durch lipasekatalysierte Hydrolyse gespalten (Sche-
ma 43), und das Threonylglycosid 114 konnte am C-Terminus
durch Papain deblockiert werden. Die Proteasen Papain,
Subtilisin und Thermitase wurden dariiber hinaus auch zur
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Schema 42. Synthese des Glycopeptids 113, eines charakteristischen Aus-
schnitts aus einem tumorassoziierten Antigen.
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Schema 43. Enzymatische Glycopeptidsynthese iiber enzymlabile Meth-
oxyethoxyethyl(MEE)-Ester.

Abspaltung von Glycopeptidmethylester-'”! und sogar von
tert-Butylesterschutzgruppen!'®l herangezogen.
Enzymatische Umsetzungen wurden bei der Glycopeptid-
synthese auch fiir den Aufbau der Oligosaccharide eingesetzt.
So wurde das glycosylierte Asparaginylpeptid 118 zuné4chst an
einem polymeren Triger synthetisiert (Schema 44), und in
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Schema 44. Enzymatische Synthese von Sialyl-Lewis*-modifizierten Peptiden und

Proteinen mit Glycosyltransferasen.

zwel aufeinanderfolgenden enzymatischen Gly-
cosylierungen gelang dann die regio- und ste-
reospezifische Ankniipfung einer Galactose-
sowie einer Neuraminsidureeinheit (—119).1%
Nach Abspaltung des Glycopeptids von der
festen Phase durch chymotrypsinvermittelte
Esterhydrolyse am C-Terminus eines Phenyl-
alanins wurde das Sialyl-Lewis*(SLe*)-Tetrasac-
charid durch Fucosylierung des N-Acetylglucos-
amins komplettiert (—120). Diese Technik er-
moglichte sehr eindrucksvoll auch die In-vitro-
Synthese eines glycosylierten Proteins.'”*! Von
der RNase B wurde dafiir ein Oligosaccharid mit
einer Glycosidase abgespalten, und der verblei-
bende GIcNAc-Rest wurde dann enzymatisch
sukzessive glycosyliert, bis das Protein mit dem
SLe*-Tetrasaccharid versehen war (Schema 44).
Mit dieser enzymatischen Technik, deren Prin-
zip bereits frither als Moglichkeit zur Modifizie-
rung unerwiinschter Glycane rekombinanter
Glycoproteine vorgeschlagen wurde,['*! konnen
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HO
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glycosylierte Proteine hoher Homogenitét erhalten
werden, die neue Moglichkeiten fiir das Studium
des Einflusses der Kohlenhydratreste auf die
Struktur und die Funktion von Glycoproteinen
eroffnen.

GroBe Vorteile fiir die Synthese komplexer Gly-
copeptide bietet die Kombination von klassisch-
chemischen mit enzymatischen Glycosylierungsschrit-
ten. So wurde das Glycopeptid 121 durch etablierte
Methoden der Kohlenhydratchemie aufgebaut und
die Oligosaccharideinheit nachfolgend durch den
Einsatz enzymatischer Glycosylierungen zum Un-
decasaccharid erweitert (—122) (Schema 45).1'%]

Synthetische Glycopeptide, die chemoenzyma-
tisch oder klassich-chemisch in Losung oder an
einer festen Phase aufgebaut wurden, wurden
héufig als Inhibitoren bei Untersuchungen einge-
setzt, in denen man das Ziel verfolgte, die An-
heftung zirkulierender Leukozyten an Endothel-
zellen und das nachfolgende Auswandern der
Leukozyten aus Blutgefden als Reaktion auf akute
und chronische Entziindungsprozesse zu hemmen.
Dabei erkennen auf der Oberfliche der Endothel-
zellen befindliche Proteine, die Selectine, auf den
Leukozyten komplexe Glycoproteine, die das Sia-
lyl-Lewis*-Kohlenhydratepitop tragen,['’® %! und
leiten so den Proze3 der Ausschleusung ein.

Diese Wechselwirkung wurde vor dem Hinter-
grund der moglichen Entwicklung eines neuen
therapeutischen Ansatzes unter Verwendung von
Glycopeptiden inhibiert. So wurden basierend auf
Daten zur Konformation von SLe* in Losung, der
rdaumlichen Struktur des humanen E-Selectins und
den fiir die Erkennung von SLe* durch das E-
Selectin wichtigen Strukturmerkmalen sowie unter-
stiitzt durch Molecular-Modeling-Rechnungen die
fucosylierten Peptide 123-125 sowie weitere Ana-
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Schema 45. Synthese einer komplexen Glycopeptidvorstufe durch sukzessive enzymati-

sche Glycosylierungen.
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Schema 46. Synthetische Sialyl-Lewis*-Mimetica.

loga synthetisiert und als Inhibitoren gepriift!'®’! (Schema 46).
Die Peptide enthalten jeweils die benstigte Fucose, eine
Hydroxygruppen tragende Struktureinheit, die die Galactose
des SLe*-Tetrasaccharids imitiert, und eine Glutarsiure, die
als Aquivalent fiir die negativ geladene Gruppe der Sialin-
sdureeinheit fungiert. 123 erwies sich als genauso wirksam wie
natiirliches SLe*, wihrend 124 und 125 deutlich bessere
Inhibitoren waren.

Die Annahme, daf3 die nur schwache Wechselwirkung von
monomeren SLe* in vivo durch ,,Clustering” (Multivalenz)
von Liganden erhoht wird, wurde mit den multiplen SLe*-
Glycopeptiden 126-128 untersucht (Schema 46). In einem
Zelladhisionstest, bei dem die Bindung von rekombinanten
E-Selectin/Immunoglobulin-Fusionsproteinen an SLe*-Ligan-
den tragende Tumorzellen gemessen wurde, war das trivalen-
te Glycopeptid 126 ein zwei- bis dreimal wirksamerer
Inhibitor als monomere SLe*-Bausteine.'”®! In 127 und 128
wurde der Abstand der SLe*-Oligosaccharide zueinander
variiert, um Riickschliisse auf die GroBe und die rdumliche
Anordnung der SLe*-Cluster ziehen zu kénnen.!'” Dabei
ergab sich, daB die divalenten Liganden 127 durchweg
weniger wirksam sind als die trivalenten Analoga 128 und
daf} die Inhibierung tatséchlich von der Zahl der als Spacer
eingefiigten Methylengruppen abhéngt. Eine deutliche Stei-
gerung der zelladhésionsinhibierenden Wirkung konnte
durch Verkniipfung des SLe*-Tetrasaccharids mit dem Tri-
peptid Arg-Gly-Asp (RGD) erreicht werden, das der Mini-
malsequenz zahlreicher Adhidsionsmolekiile entspricht und
z.B. von Integrinrezeptoren erkannt wird. Das so erhaltene
Adhésionshybrid 129 wies im Zellassay einen 1Cs-Wert von
26puM auf und ist damit ein sehr wirksamer Inhibitor der
Adhiision.?%!
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Glycopeptide, die 6-O-phosphorylierte Mannosereste tra-
gen, wurden als Reagentien zum Studium der Erkennung
phosphorylierter Glycoproteine mit dem Mannose-6-phos-
phat(Man-6-P)-Rezeptor eingesetzt.['®] Lysosomale Enzyme
tragen Oligosaccharide mit terminalen Man-6-P-Resten.
Uber diese Kohlenhydrate werden sie von Man-6-P-Rezep-
toren erkannt, nachfolgend korrekt prozessiert und schlief3-
lich in den Golgi-Apparat transportiert. Eine Fehlregulierung
dieser Vorginge ist an Entziindungsprozessen im Zentralner-
vensystem beteiligt. In der Annahme, daf} ein verzweigtes
Oligosaccharid mit zwei Man-6-P-Resten der natiirliche
Ligand fiir den Rezeptor ist, wurden diverse offenkettige
und cyclische Glycopeptide wie 130132 (Schema 47) aufge-
baut. In diese Verbindungen wurden ein phosphorylierter
Mannoserest oder eine phosphorylierte Disaccharideinheit
aus a(1,6)- oder a(l,2)-verkniipften Mannoseresten einge-
bracht sowie Lidnge und Sequenz der Aminosdurekette
zwischen den Sacchariden variiert.'*®) Die Glycopeptide
wurden dann in einem eigens entwickelten ELISA-Test als
Inhibitoren der Bindung des Man-6-P-Rezeptors an ein
immobilisiertes Phosphomannan gepriift. Dabei zeigte sich,
daB eine hohe Bindungsaffinitit dann erreicht wird, wenn die
Liganden divalent sind und 6’-O-phosphorylierte a(1,2)-ver-
kniipfte Disaccharide tragen; Monosaccharide und «(1,6)-
verkniipfte Disaccharide sind wesentlich weniger wirksam.
Drei bis fiinf Aminoséduren als Abstandshalter zwischen den
beiden Sacchariden sind giinstig, cyclische Peptide scheinen
fiir eine gute Bindung konformativ zu starr zu sein.

Da Glycoproteine die charakteristischen Strukturen tumor-
assoziierter Antigene représentieren konnen, wurden entspre-
chende synthetische Glycopeptide auch intensiv als Reagentien
fiir die Entwicklung von Antitumor-Vaccinen angewendet.[?0!
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Schema 47. Synthetische Phosphomannosyl-Glycopeptide und ihre inhi-
bierende Wirkung auf den Phosphomannose-Rezeptor.

6.3. Phosphopeptide und Glycophosphopeptide

Die durch Proteinkinasen und Proteinphosphatasen ver-
mittelte Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung von
Proteinen an deren Serin-, Threonin- und Tyrosinresten wird
von allen Organismen fiir die Regulierung vielféltiger intra-
zelluldrer Prozesse benutzt, z.B. fiir die Signalweiterleitung
von der Plasmamembran zum Zellkern sowie fiir die Steuer-
ung von Zellwachstum und -teilung.?®? Phosphopeptide
wurden daher wiederholt als Reagentien fiir das Studium
und die Steuerung solcher Prozesse eingesetzt. Die Synthese
phosphorylierter Serin- und Threoninpeptide ist durch die
ausgesprochene Basenlabilitit dieser Peptidkonjugate erheb-
lich erschwert (siche Schema 27) und verlangt ebenfalls nach
unter milden Bedingungen ablosbaren Schutzgruppen. An
Tyrosinresten phosphorylierte Peptide konnen die Phosphat-
gruppen hingegen nicht durch $-Eliminierung verlieren und
sind aus diesem Grund wesentlich einfacher aufzubauen.['®!
Auf die Entwicklung von Methoden zu ihrer Herstellung wird
daher hier nicht ndher eingegangen.

Serin/Threonin-Phosphopeptide konnen prinzipiell durch
nachtrigliche Phosphorylierung eines separat synthetisierten
Peptids (global phosphorylation strategy) oder aber durch
stufenweisen Aufbau der Zielverbindung in Losung oder an
einer festen Phase unter Verwendung phosphorylierter Ami-
nosiurebausteine (building block strategy) synthetisiert wer-
den. Die letztgenannte Vorgehensweise ist in der Regel flexibler.

Fiir die stufenweise Synthese von Phosphopeptiden kamen
zunichst Boc-geschiitzte Bausteine wie 133 zum Einsatz
(Schema 48), wobei die Phosphatschutzgruppen jedoch sorg-
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Schema 48. Phosphopeptide, die aus vollstindig geschiitzten Phospho-
aminosdurebausteinen aufgebaut wurden.

faltig gewihlt werden muften, um Dephosphorylierungen unter
den Bedingungen der Boc-Gruppen-Abspaltung zu vermei-
den.[138 2031 Obgleich mit dieser Technik Phosphopeptide, z.B.
die Teilsequenz 134 des Tau-Proteins, am polymeren Tréiger
aufgebaut werden konnten,? wurden kiirzlich vorteilhaftere,
anders geschiitzte Synthesebausteine entwickelt. Als leistungs-
fahig erwies sich z.B. die N-terminale Allyloxycarbonyl(Aloc)-
Schutzgruppe. So wurde der Aminosidurebaustein 135 (Sche-
ma 48) in einer Festphasensynthese des Tau-Proteinfragments
136 an ein Hexapeptid angekniipft, das an Wang-Harz unter
Verwendung der basenlabilen N-terminalen Fmoc-Gruppe
und sdurelabiler Seitenkettenschutzgruppen aufgebaut wor-
den war.%®! Durch Palladium(o)-vermittelte Ablosung der
Allylschutzgruppen in Gegenwart von Me;SiN;/Bu,NF konn-
ten der N-Terminus und die Phosphatgruppe gleichzeitig und
ohne f-Eliminierung deblockiert werden. Verldngerung der
Peptidkette und abschlieende Ablosung des Phosphopeptids
vom Harz bei gleichzeitiger Abspaltung der Seitenketten-
schutzgruppen lieferten das gewiinschte Peptid 136. Nachtei-
lig ist bei dieser Vorgehensweise allerdings die gleichzeitige
Freisetzung der Aminofunktion und der Phosphatgruppe, da
letztere in den nachfolgenden Peptidkupplungen ebenfalls
mitaktiviert werden kann.

Die bei der Festphasensynthese nichtmodifizierter Peptide
und Glycopeptide als eine Standardmethode etablierte Ver-
wendung der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe kann nicht
ohne weiteres bei der Phosphopeptidsynthese angewendet
werden, da als Phosphorséduretriester maskierte Serin- und
Threoninphosphopeptide anders als die stabileren Glycopep-
tide unter den Bedingungen der Fmoc-Abspaltung die Phos-
phatgruppe durch p-Eliminierung und Bildung von a.f-
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Dehydroalanylpeptiden verlieren.?® Dieser Nachteil konnte
jedoch durch Einfithrung des Fmoc-maskierten Bausteins 137,
der nur noch eine Phosphorsdurediestergruppe trégt, tiber-
wunden werden’” %! (Schema 49). Die Phosphatgruppe ist

o X
{ 0N~ om
© e
O—P-0OH
OBzl

H-Ser-Gly-Val-Ser-Glu-lle-OH
0
HO=P—OH
o
Heat-shock-Protein 27 (87-92) 138

H-Leu-Leu-Arg-Ser-Pro-Sei\r-Trp-GIu-Pro-Phe-Arg-Cys-NHz
?
HO—II=I‘—OH

Heat shock Protein 27 (10-20)-Cys-NH, 139

Schema 49. Phosphopeptide, die unter Verwendung des Phosphorsdure-
diesters 137 aufgebaut wurden. Die Zahlen in Klammern entsprechen den
Sequenznummern im Protein.

unter den basischen Bedingungen deprotoniert und wird
daher als schlechte Abgangsgruppe nicht eliminiert. Sie ist
gegeniiber Piperidin, das zur Ablosung der Fmoc-Gruppe
eingesetzt wird, stabil und wird auch bei den nachfolgenden
Verlangerungen der Peptidkette offenbar nicht aktiviert.
Unter Verwendung dieses Bausteins wurden durch Festpha-
sensynthese z.B. die Phosphopeptide 138 und 139 aufgebaut,
die phosphorylierte Partialsequenzen des Heat-shock-Pro-
teins27 sind, ohne daB die oben erwidhnten unerwiinschten
Nebenreaktionen auftraten.?®! Damit ist eine leistungsfihige
Methode fiir die flexible Synthese von Phosphopeptiden am
polymeren Triger und unter Verwendung der etablierten N-
terminalen Fmoc-Gruppe gegeben.

Auch bei der Phosphopeptidsynthese haben enzymatische
Schutzgruppentechniken interessante und vorteilhafte Alter-
nativen zu klassisch-chemischen Methoden eroffnet. So ge-
lang durch die lipasevermittelte Hydrolyse der Heptylester-
schutzgruppe (siche Abschnitt 6.2) die Synthese des Phos-
phopentapeptids 147, eines Ausschnitts aus der menschlichen
Raf-1-Kinase (siche Abschnitt 2.2)?% (Schema 50). Dabei
wurde der vollstédndig geschiitzte phosphorylierte Serinhep-
tylester 140 mit der Lipase aus Aspergillus niger selektiv am
C-Terminus deblockiert, und nach Verldngerung der Peptid-
kette 1oste das Enzym auch aus dem Phosphotripeptidester
143 ausschlieBlich die Esterschutzgruppe ab. Erneute Ketten-
verldngerung um ein Dipeptid und abschlieBende simultane
Ablosung aller Allylschutzgruppen lieferten die Zielverbin-
dung 147 Die Bedingungen der enzymatischen Deblok-
kierungen sind so mild, daB keine $S-Eliminierung des Phos-
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Lipase aus
Aloc-Ser-OHep Aspergillus niger Aloc-Ser-OH
OPO(OAIl), Deoxytaurocholséure OPO(OAI),
140 (Natriumsalz)
pH 7,37 °C 141
73%
H-Thr-Ser-OHep 142
Carbodiimid/ HOAt
92%
AIoc-Sler-Thr-Ser-OH Lipase aus AIoc—Sler—Thr—Ser—OHep
OPO(OAIl), Aspergillus niger OPO(OAIl),
pH 7,37 °C
144 68% 143
H-Thr-Pro-OAll 145
Carbodiimid/
HOBt
1% [PA(PPh3)d],
Aloc-Ser-Thr-Ser-Thr-Pro-OAll - HCO,H, H—Sler—Thr—Ser—Thr—Pro—OH
OPO(OAIl), nBUNH, OPO(OH),
146 57% 147

Schema 50. Chemoenzymatische Phosphopeptidsynthese iiber enzymlabi-
le Heptylester.

phatrestes aus den als Phosphorsiuretriestern maskierten
Peptiden auftritt.

Die N-terminale Deblockierung phosphorylierter Peptide
gelang unter Einsatz der Phenylacetoxybenzyloxycarbonyl-
(PhacOZ)-Urethanschutzgruppe.?'?  Diese  enzymlabile
Gruppe ist ein Analogon der in Abschnitt 6.1 vorgestellten
AcOZ-Gruppe und wurde im Zuge der Synthese eines
Phosphoglycopeptids entwickelt (sieche unten). Bei Behand-
lung des PhacOZ-maskierten phosphorylierten Tripeptids 150
mit dem Enzym Penicillin-G-Acylase wurde die terminale
Phenylessigsdureestergruppe selektiv gespalten und dadurch
die in Schema 31 dargestellte spontane Fragmentierung des p-
Hydroxybenzylurethans ausgelost. Das dabei freigesetzte, N-
terminal deblockierte Phosphopeptid 151 wurde dann mit
dem zweifach phosphorylierten Dipeptid 149 zum Pentapep-
tid 152 gekuppelt (Schema 51), das erneut am C-Terminus
enzymatisch deblockiert werden kann. Auch 149 konnte
durch gezielte lipasevermittelte Heptylesterspaltung aus der
entsprechenden vollstindig geschiitzten Vorlduferstufe 148
erhalten werden. Eine alternative Moglichkeit fiir die selek-
tive N-terminale Deblockierung phosphorylierter Peptide
besteht im direkten Schutz der Aminogruppe mit Phenyles-
sigsdure und der biokatalysierten Spaltung des Phenylacet-
amids mit Penicillin-G-Acylase.?'!]

Phosphorylierte Peptide erwiesen sich als wertvolle Hilfs-
mittel beim Studium von Signalkaskaden und der daran
beteiligten Phosphoproteine. So kamen Phosphotyrosylpep-
tide wiederholt bei der Aufklarung der Bindungsspezifitit von
signaltransduzierenden Proteinen zum Einsatz, die z. B. in der
Ras- und der GPCR-Signalkaskade Phosphotyrosinreste mit
Hilfe von SH2-Domaéinen erkennen (siche Abschnitt 5). Auch
gelang unter Verwendung solcher Peptidkonjugate die ge-
zielte Modulierung der Signalweiterleitung iiber den JAK/
STAT-Weg (sieche Abschnitt 2.3). Dariiber hinaus kamen
tyrosinphosphatmodifizierte Peptide, die Autophosphorylie-
rungssequenzen von Rezeptor-Tyrosinkinasen représentie-
ren, bei der Bestimmung der Substrattoleranz von Protein-
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OPO(OAIl),

Aloc-Ser-Ser-OHep PhacOZ-Pro-Gly-Ser-OHep

OPO(OAIl), OPO(OAIl),
148 150
. Penicillin-G-
Lipase aus
Aspergillus niger, | 76% Acylase, pH 6.5 | 49%
pH 6.5
(l)PO(OAII)Z H—Pro—GIy—Sler—OHep
Aloc-Ser-Ser-OH OPO(OAIl),
OPO(OAIl), 151
149

Carbodiimid/
HOBt

(l)PO(OAII)z
Aloc-Ser-Ser-Pro-Gly-Ser-OHep

OPO(OAll),  OPO(OAI),

152

Schema 51. Chemoenzymatische Phosphopeptidsynthese iiber enzymlabi-
le Heptylester und unter Verwendung der PhacOZ-Schutzgruppe.

Tyrosinphosphatasen zum Einsatz.*'? Die Substratspezifitit
der fiir Ser/Thr spezifischen Caseinkinase2 wurde mit unter-
schiedlich phosphorylierten Peptiden der Sequenz Ala-Ser/
Thr-Tyr-Ser-Ala ndher definiert,”" die von der phosphory-
lierten Form der Autophosphorylierungsstelle (Asn-Glu-Tyr-
Thr-Ala) der Src-Kinase-Familie abgeleitet worden waren.
Dabei wurden sieben Phosphopeptide mit der ,,Global-
phosphorylation“-Strategie (siche oben) aufgebaut und als
Substrate fiir Caseinkinase2 gepriift. Die enzymatischen
Untersuchungen ergaben, dal eine Phosphorylierung des
Tyrosinrestes die zusitzliche Modifizierung des sich C-termi-
nal anschlieBenden Serinrestes begiinstigt, so da in den
natiirlichen Proteinen das Tyrosinphosphat als Determinante
fungieren konnte, durch welche eine nachfolgende zweite
Phosphorylierung durch Caseinkinase2 zur C-terminal be-
nachbarten Hydroxyaminosédure dirigiert wird (Schema 52).
Diese steuernde Wirkung erklart,
warum Caseinkinase2 bei den
Src-Kinasen von ihrer sonst iibli-
chen Substratspezifitidt abweicht,
nach der C-terminal zum Ziel-
# aminosdurerest ein saurer Rest
vorliegen sollte.

Sehr elegant wurde ein an ei-
nem Serinrest phosphoryliertes
Peptid eingesetzt, um die Struk-
turvoraussetzung fiir den vom
Zellcyclus abhingigen Import
des tumorigenen Transkriptions-
faktors v-Jun im molekularen
Detail aufzukldren.?'l v-Jun ist
in der Gl-Phase des Zellcyclus
cytosolisch. In dieser Form ist es
an Ser 248 phosphoryliert, d.h. in
unmittelbarer Néhe seiner Kern-

Asn-Glu-Tyr-Thr-Ala
153

Asn-Glu-Tyr-Thr-Ala
1
(HO)(O)P
154

l Caseinkinase 2

Asn-Glu-Tyr-Thr-Ala
[
(HO)2(0)P  P(O)(OH),
155

Schema 52. Enzymatische
Phosphorylierung  eines
Peptids mit der Caseinki-
nase 2.
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lokalisierungssequenz (NLS), die den aktiven Transport des
Proteins in den Zellkern einleitet. In der G2-Phase wird der
Phosphorsédureester jedoch entfernt, und das Protein reichert
sich im Zellkern an. Offenbar wird tiber die Phosphorylierung
des Serinrestes in unmittelbarer Ndhe der NLS also der
Import des v-Jun-Proteins in den Zellkern geregelt, in den es
gelangen muf3, um als Transkriptionsfaktor zu wirken. Daf}
der Phosphorylierung diese entscheidende Rolle bei der
Regulierung des Kernimports zukommt, konnte durch Unter-
suchungen mit Proteinkinase- und Proteinphosphataseinhibi-
toren belegt werden. In Gegenwart des Serinkinaseinhibitors
Staurosporin (siehe Abschnitt 7) wird die Phosphorylierung
von v-Jun unterdriickt, und das nichtphosphorylierte Protein
wird in der GO-, der G1- und der S-Phase des Zellcyclus in den
Kern transportiert. Der Phosphataseinhibitor Okadainsdure
(siehe Abschnitt 9.1) verhindert hingegen die Dephosphory-
lierung des Proteins und bewirkt, daf3 es auch in der G2-Phase
nicht in den Kern gelangt.

Um diese Hypothese zu priifen, wurden ein phosphorylier-
tes und das entsprechende nichtmodifizierte Peptid aufge-
baut, die beide den fraglichen Serinrest sowie die NLS
enthielten und iiber einen aktivierten Ester an ein Immuno-
globulin gekniipft wurden (Schema 53). Nach Mikroinjektion

G1-Phase G2-Phase

Phosphatase

v-Jun

OPO% OH

kein Kernimport ¢
Gentranskription

0 S-CAAK-Ser-RKRKL
o] o [

OH (OPO?Z)
N
/0 J S-CAAK-Ser-RKRKL
OH (OPO?)
anti-IgB- iF‘Q@?éﬂS?éin“
Antikdrper
N
o 2 S-CAAK-Ser-RKRKL
OH(OPO?)

Fluorescain |

Schema 53. Regulierung des Kernimports von v-Jun durch Phosphorylie-
rung.
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der so erhaltenen Proteinkonjugate in das Cytosol von
Fibroblasten konnte ihr intrazelluldres Schicksal mit einem
Fluorescein-markierten anti-IgG-Antikorper durch Fluores-
zenzmikroskopie verfolgt werden. Dabei zeigte sich, da3 das
Konjugat mit phosphoryliertem Serinrest tatsdchlich im
Cytosol verblieb, wihrend das nichtphosphorylierte Analo-
gon in den Zellkern importiert wurde. Phosphorylierte
Peptide wurden weiterhin vielféltig als antigene Strukturein-
heiten fiir die Herstellung monoklonaler Antikorper heran-
gezogen, die bestimmte Phosphoproteine erkennen.%% 2l
Diese Antikorper dienen z.B. als Hilfsmittel fiir die Immun-
diagnostik des Tau-Proteins bei der Alzheimer-Krankheit.
Die glycosidische Verkniipfung von Serin- und Threonin-
resten intrazelluldrer Proteine mit N-Acetylglucosamin
(GlcNAc) wurde als eine neuartige kovalente Modifizierung
intrazelluldrer Proteine beschrieben.?'! Die O-GleNAc-Mo-
difikation dhnelt der Phosphorylierung in vielfiltiger Weise,
insbesondere in bezug auf ihren dynamischen Charakter und
ihr ubiquitédres Auftreten, z. B. bei Transkriptionsfaktoren wie
Myc, dem Serum response factor (SRF), Jun und Fos sowie
bei Onkogen-Produkten wie den Tumorsuppressoren Rb und
p53. Offenbar nutzen Zellen die reversible Glycosylierung
mit GIcNAc als regulatorischen Mechanismus. Insbesondere
zeichnet sich ab, dal Phosphorylierung und GlcNAc-Modifi-
zierung in einem ,,Yin-Yang“-Verhiltnis zueinander stehen,
d.h. sie sind sich nicht nur dhnlich, sondern oft gegenlédufig.
Die C-terminale Domine der menschlichen RNA-Polymera-
sell ist im cytosolischen Enzym z.B. mehrfach glycosyliert,
das intranucledre Enzym ist im Transkriptionskomplex jedoch
hoch phosphoryliert und nicht mehr glycosyliert, wobei die
Phosphorylierungs- und Glycosylierungsstellen identisch
sind.?'6-2'71 Zur Klidrung der Fragen, ob das Kohlenhydrat
potentielle Phosphorylierungsstellen maskiert oder gar mar-
kiert, ob Phosphorylierung und Glycosylierung an der Regu-
lierung des Kernimports beteiligt sind oder gar die Trans-
kription des genetischen Codes beeinflussen, konnen Peptide,
die beide Modifikationen enthalten, wertvolle Hilfsmittel sein.
Bei ihrer Synthese addieren sich die Probleme der Phospho-
peptid- und der Glycopeptidchemie. Mit enzymatischen Schutz-
gruppentechniken gelang jedoch die erste Synthese eines
komplexen Phosphoglycopeptids, das einen Ausschnitt aus
der groBen C-terminalen Domine der menschlichen RNA-
Polymerase IT bildet.?'s! Dabei kamen sowohl die lipasever-
mittelte Spaltung von Heptylestern (siche Abschnitt 6.2) als
auch die enzyminitiierte Fragmentierung einer Urethan-
schutzgruppe (sieche oben und Abschnitt 6.1) zum Einsatz.
Bei Behandlung des vollstiandig geschiitzten glycosylierten
Serins 156, das am N-Terminus die enzymlabile PhacOZ-
Gruppe trigt (siche Schema 51), mit Penicillin-G-Acylase
wurde nur die Phenylessigsdureestergruppe gespalten, und
die in Schema 31 vorgestellte Fragmentierung des resultie-
renden Phenolats fithrte zur Freisetzung der gewiinschten,
selektiv deblockierten Aminosdure 157 (Schema 54). Nach
Ankniipfen eines ebenfalls PhacOZ-geschiitzten Glycodipep-
tids unter Bildung des Diglycotripeptids 159 setzte die
Penicillin-G-Acylase den N-Terminus erneut unter sehr
schonenden Bedingungen frei. Ein weiterer Cyclus aus
Kettenverldngerung und enzyminitiierter N-terminaler De-
blockierung lieferte das selektiv entschiitzte Diglycopenta-
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O
1 K
@—),\O—O—/O H-|Ser-OtBu Penicillin G-Acylase
156

pGIcNAc 78%

PhacOZz-Ser-Pro-OH

pGIcNAC
H2N—|Ser-OtBu 158 PhacOZz-Ser-Pro-Ser-Ot Bu
pGIcNAc Carbodiimid/ pGIcNAc pGlcNAc
157 HOBt, 85% 159

Penicillin-G-Acylase
74%

H)Ser—Pro—Ser—Ot Bu
pGIcNAc pGIcNAc
160

PhacOZ-Pro-Thr-OH PhacOZ-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-Ot Bu

161
pGIcNAC pGIcNAc
Carbodiimid/ 162
HOBt, 71%

Penicillin-G-Acylase
66%

H-Pro-Thr/-Ser-Pro-Ser-Ot Bu

pGIcNAc pGIcNAc
163
Aloc-Ser-OH
?APlO(OA”)Z Aloc-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-Ot Bu
Carbodiimid/ OPO(OAIl), pGIcNAc pGIcNAc
HOBt, 62% 164
1. [Pd(PPh3),]
HCOOH/ nBuNH, H-|Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-OH
2. TFA PO(OH),  GIcNAc GlcNAc
3. Hydrazinhydrat 165
ACO OAc
_Ac (0]
PGIcNAC = ‘A O
AcHN

Schema 54. Chemoenzymatische Synthese des Phosphoglycopeptids 165
unter Verwendung der enzymlabilen PhacOZ-Schutzgruppe.

peptid 163. SchlieBlich wurde das allylmaskierte Serinderivat
141 angekniipft, das durch lipasevermittelte Abspaltung der
Heptylschutzgruppe aus dem entsprechenden Ester zuging-
lich war (Schema 50). AbschlieBend gelang die sukzessive
Ablosung aller Aminosdure- und Kohlenhydratschutzgrup-
pen unter Bildung von 165.

Phosphoglycopeptide wie 146 wurden bislang noch nicht in
biologischen Untersuchungen eingesetzt. Kiirzlich konnte
jedoch gezeigt werden, dal ein synthetisches O-GIcNAc-
modifiziertes Peptid, das einer Wiederholungseinheit der C-
terminalen Doméne der RNA-Polymerase Il entspricht, die
Gentranskription in vivo deutlich inhibiert.?') Der gleiche
Effekt trat in Gegenwart eines Inhibitors der enzymatischen
O-GIcNAc-Abspaltung auf. Diese Befunde legen die Vermu-
tung nahe, dafl die O-GlcNAc-Modifizierung fiir den Trans-
kriptionsprozef3 wichtig ist. Mit synthetischen Phosphoglyco-
peptiden sollten wertvolle Erkenntnisse iiber diesen und
andere biologische Vorgénge erhalten werden konnen.

6.4. Nucleopeptide

Nucleoproteine sind vielfach an der Transkription des
genetischen Codes bei unterschiedlichen Organismen betei-
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ligt. So spielt die Bildung von Nucleopeptidbindungen eine
entscheidende Rolle beim Priming der Replikation von
Viren,?! DNA-Topoisomerasen bilden bei der Ausiibung
ihrer Funktion Nucleopeptide,?? und die DNA liegt kovalent
verkniipft mit der Matrix des Zellkerns als Nucleoprotein vor.
Nucleopeptide konnten daher vielfdltige neue Moglichkeiten
z.B. fiir das Studium der Gentranskription und insbesondere
fiir die Entwicklung neuer und alternativer antiviraler Agen-
tien erodffnen.

Bei der Synthese von Nucleopeptiden bestehen prinzipiell
die gleichen Probleme wie bei der Phosphopeptidsynthese
(siehe Abschnitt 6.3). Allerdings vergroBert sich die Zahl der
einzusetzenden, orthogonal zueinander stabilen Schutzgrup-
pen durch die hinzukommenden funktionellen Gruppen der
Kohlenhydrate und der Nucleobasen deutlich, und die
Sdurelabilitidt der Purin-N-Glycoside verbietet die Anwen-
dung sédurelabiler Schutzfunktionen.

Nachdem sich in ersten Arbeiten®? zeigte, daB mit in der
Peptidchemie bewihrten Schutzgruppen wie dem Allylester
oft keine geeigneten Losungen fiir diese Probleme gefunden
werden,??! konnten erste Schutzgruppenkombinationen fiir
die Synthese von Tyrosin-??*224 und Serin/Threonin-Nucleo-
peptiden?? 225281 in Losung und am polymeren Triger
entwickelt werden. Da die Tyrosinderivate — wie bei den
Phosphopeptiden auch - nicht durch baseninduzierte (-
Eliminierung zerstort werden, kommt nachfolgend nur die
Synthese von Serin/Threonin-Peptidkonjugaten zur Sprache.

Fiir die Festphasensynthese von Serinnucleopeptiden wur-
den zwei generelle Strategien entwickelt. In einer konver-
genten Vorgehensweisel?”] stellte man zuerst das immobili-
sierte Oligonucleotid 166 her und kuppelte es mit dem separat
aufgebauten Peptidphosphoramidit 167 (Schema 55). Die
Schutzgruppen im Peptid- und im Oligonucleotidteil sowie
die Linkergruppe zum festen Triager waren dabei so gewéhlt,
daB in zwei abschlieBenden Schritten das gewiinschte Nu-
cleopeptid erhalten wurde. Die Deblockierung war allerdings
unvollstindig. Als alternative Vorgehensweise wurde der
schrittweise Aufbau zunéchst des Peptids 170 am polymeren
Tréager nach der Boc-Methode durchgefiihrt, an den sich die
sukzessive Synthese der Oligonucleotidkette anschlie3t(2!
(Schema 56). AbschlieBend wurde der Linker zum polymeren
Tréager durch Fluorid gespalten und die Basenschutzgruppen
durch Behandlung mit konzentriertem Ammoniak entfernt.
Das gewiinschte Nucleopeptid 172 wurde in 33 % Gesamt-
ausbeute isoliert. In beiden Fillen wurde nicht angegeben, ob
unter den Bedingungen der Abspaltungen auch die j-
Eliminierung eintritt.

Fiir die Nucleopeptidsynthese in Losung kam erfolgreich
eine Strategie zum Einsatz, bei der die Aminofunktionen der
Nucleobasen und der N-terminalen Aminosdure mit der
Trichlor-Boc-Gruppe (TcBoc) und der C-Terminus als Phen-
acyl(Pac)-Ester geschiitzt wurden®! (Schema 57). In einer
konvergenten Vorgehensweise wurde ein Tripeptid mit einem
Dinucleotid zum Nucleopeptid 173 verkniipft, aus dem die
genannten Schutzfunktionen dann alle in einem Schritt ohne
pB-Eliminierung entfernt wurden.

Eine schrittweise, flexible Synthese von Nucleopeptiden in
Losung, die nach dem vorstehend erlduterten Verfahren
wegen der fehlenden Orthogonalitit der Schutzgruppen nicht
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Schema 55. Festphasensynthese von Nucleopeptiden unter Ankniipfung
eines vorgebildeten Peptids an ein Oligonucleotid. CNE = Cyanethyl,
TBDPS = tert-Butyldiphenylsilyl.

moglich ist, gelang durch Kombination klassisch-chemischer
mit enzymatischen Schutzgruppentechniken?! (Schema 58).
In den dafiir aufgebauten Nucleoaminoséduren 174 konnte die
C-terminale Methylestergruppe in hoher Ausbeute gespalten
werden. Nach Verlangerung der Aminosdurekette mit Di-
peptiddiethylenglycolmonomethylether(Dem)-Estern['®] ge-
lang die selektive C-terminale Deblockierung erneut, wobei
sich eine Lipase aus Aspergillus niger als Biokatalysator der
Wahl erwies. Im Verlauf der enzymatischen Deblockierungen
traten keine S-Eliminierung und kein Angriff auf die diversen
anderen Schutzgruppen auf. Die eingesetzten Allylschutz-
gruppen konnten andererseits in einer Pd’-vermittelten
Allylgruppeniibertragung selektiv aus 174 (B = Cytosin) ent-
fernt werden, und die gezielte Deblockierung der Amino-
funktion der Nucleobasen von 174 gelang durch Spaltung der
Phenylacetamidgruppe mit Penicillin-G-Acylase.

Diese Moglichkeit der enzymatischen Deblockierung von
Nucleobasen ist nicht auf Mononucleotide beschriankt. So
wurden die Phac-geschiitzten Oligonucleotide 179 und 182 am
festen Trdger aufgebaut und ohne Deblockierung der Nu-
cleobasen abgespalten?”! (Schema 59). Durch Behandlung
mit Penicillin-G-Acylase gelang dann die Ablosung aller
Phac-Gruppen aus dem Penta- und dem Hexadecanucleotid
bei pH 7 und Raumtemperatur. Dariiber hinaus vermag das
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Boc-Asp(OFm)—O-CHZ-CHZ—Q—C(O)-Leu-NH-CHZ—O

169

i Verlangerung der
Peptidkette

Phac—Ser—GIy—Asp(OFm)—O—CHz—CHz—@— C(O)-Leu-NH-CHz—O

170

Oligonucleotidkette

Phac- Ser Gly- Asp(OFm)—O—CHz—CHz—Q—C(O)-Leu-NH-CHz—O

i l Verlangerung der

O CBu ADmf O O 3
$ ¢ ¢ o
CNEO
CNEO CNEO CNEO )
171

i Deblockierung und
Ablésung vom Trager

Phac- Ser -Gly-Asp-OH

O CBu ADMf O T O 3
Il
$ ¢ ¢ T
CNEO |
CNEO CNEO CNEO )
172

Schema 56. Festphasensynthese von Nucleopeptiden durch sukzessive
Verldngerung der Peptid- und der Nucleotidkette. Dmf = Dimethyl-
formamidinyl, Fm = Fluorenylmethyl, Phac = Phenylacetyl.

TcBoc
f_%
cHs 1
Clac—C-0 H-Ala—Ser—Phe—O/\n"Ph
CHa o o ©
1 ~TcBoc
p—MeO—C6H4—S—Il3:O f E

N O

OTcBoc
173

Schema 57. Schutzgruppenkombination fiir die Synthese von Nucleopep-
tiden in Losung.

Enzym sogar festphasenverankerte Oligonucleotide wie 179
am Trdger zu deblockieren (Schema 59), ohne die Linker-
gruppe anzugreifen. Dieser Befund ist auch im Hinblick auf
die mogliche Anwendung von Biokatalysatoren bei der
kombinatorischen Synthese an polymeren Trigern®% von
besonderem Interesse.

Synthetische Nucleopeptide wurden bislang noch nicht fiir
biologische Studien eingesetzt.
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AIoc—-A:IAl—OMe Aloc—AAl—OMe

0 /NH—Phac (‘;)
o:e-o o B B=C,G, A l _ /NH-Phac
AllO b AA = Ser, Thr o=p © o) B
—»
OAc Papain, Allo
pH 6.6, 37 °C OAc
174 70-96%
175

1) EDC, HOB, 2) Lipase aus

Penicillin-G- | B = Cytosin o A;pergillus

Acylase, AA = Ser } A ~NO niger,

pH 6, 25 °C | §3% H-Peptid-O OMe | pH 7, 37 °C
176 58-70%

AlOC'A»IAl— OMe AIOC'-AIIM—AAZ—AAS’—OH

? MNH2 o}
0=P-0 B | NH-Phac
1 (@] =p—- <
AllO b OA”(F-; © ;o;B
OAc
OAc
178 177
Schema 58. Nucleopeptidsynthese unter Verwendung enzymlabiler

Schutzgruppen.

O
NJ\/\H/O_ 3'd(TGPhaCGPhaCGPhacGPhaC)s'
3 H

(e}
179
1) konz. NH3, Raumtemp. A
2) Penicillin-G-Acylase Penicilin-G-Acylase
(0]

— 3°d(TGNH2 GNH2 GNH 2 GNH
d(TGNH2 GNH2 GNH2GNH 3 OMMJWO 3'd(TGNH2 GNH2 GNH 2GNH 3¢
(6]

180 181
volisténdig festphasengebundenes
entschitztes entschutztes Nucleotid

Nucleotid

O
MO_3'd(TcphaCCPhaCTTTGPhaCTcF’haC_
O"‘ N

H Io) GPhacAPhacTAPhacCPhacTGPha0)5'
182

Schema 59. Enzymatische Deblockierung der Aminogruppen von Oligo-
nucleotiden in Losung und an fester Phase (Controlled-pore-glass(CPG)-
Beads), die als Kugel dargestellt ist.

7. Modulierung der Aktivititen der
Proteinkinasen C und A

Proteinkinase C (PKC)™?! ist eine Serin/Threonin-Kinase,
die in vielen Zelltypen eine wichtige Funktion in Signalkas-
kaden ausiibt,??! durch die zelluldre Prozesse wie Prolifera-
tion und Differenzierung gesteuert werden (siche Abschnitt
2.1).23325] Bis heute konnten von der PKC wenigstens
12 Klassen von Isoenzymen in Saugerzellen identifiziert
werden, %23l die je nach den Bedingungen ihrer Aktivierung
in drei oder vier Subfamilien unterteilt werden.””! Die
Subfamilie der konventionellen PKCs (cPKCs) umfafit die
Isoenzyme «, 1, 52, 3 sowie v und benétigt Calciumionen
und Diacylglycerin (DAG) oder Phorbolester fiir ihre Ak-
tivierung. Zur Subfamilie der neuartigen PKCs (nPKCs)
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gehoren die ¢-, -, - und 8-Enzyme, deren Aktivitét nicht von
Calciumionen, aber von DAG oder Phorbolestern abhingt.
Die atypischen PKCs (aPKCs) schlieBlich werden reprisen-
tiert durch die Subtypen &, 4 und ¢, die von Calciumionen,
DAG und Phorbolestern unabhéngig sind, wihrend das
Isoenzym PKCu nicht weiter klassifiziert ist. Die letztgenann-
ten Subtypen benétigen zur Ausiibung ihrer Funktion mem-
brangebundene Phospholipide wie Phosphatidylserin, 3 24
um die PKC an der Plasmamembran zu lokalisieren. Dies
verdeutlicht, dal auch Glycerolipide, Sphingolipide und
deren metabolische Produkte sowie Phospholipasen und
Phosphatidylinositkinasen Signaltransduktionsprozesse be-
einflussen konnen (siche Abschnitt 2.1).

71. Modulierung der Aktivitit von PKC durch Bindung
an die regulatorische Domiine

Die Aktivierung der PKC durch DAG (siehe Abschnitt 2.1,
Schema 2) kann auch durch Naturstoffe wie Phorbolester,
Teleocidine, Bryostatine und Aplysia-Toxine bewirkt wer-
den.?*2%1 Durch Molecular-Modeling-Untersuchungen wur-
de versucht, ein einheitliches Pharmacophor fiir diese struk-
turell sehr unterschiedlichen Verbindungen zu finden.?4-231
Dabei ergab sich, da3 ein doppeltes cysteinreiches Motiv in
der C1-Region der PKC fiir die Bindung von DAG nétig und
hinreichend ist.?* 222l Dieser Befund wurde durch eine
Rontgenstrukturanalyse des Komplexes aus PKCo und Phor-
bol-13-acetat unterstiitzt. Die Bindung des Naturstoffs an das
Protein iiber fiinf Wasserstoffbriickenbindungen schafft dabei
eine gemeinsame hydrophobe Oberfliche, iiber die der
Gesamtkomplex an die Plasmamembran binden kann.
Die Strukturanforderungen fiir die Bildung des PKC/Akti-
vator/Phospholipid-Aggregates sind jedoch noch weitgehend
unbekannt.

7.1.1. Phorbolester

Phorbolester fordern das Tumorwachstum, indem sie an die
PKC binden und so das Enzym dauerhaft aktivieren, da sie im
Unterschied zu DAG metabolisch stabil sind. Bisher wurden
zwei Totalsynthesen des strukturell komplexen und synthe-
tisch sehr anspruchsvollen Phorbols veréffentlicht, 7% aus-
gehend von diesem Naturstoff wurden dariiber hinaus diverse
Derivate hergestellt. Beispielsweise gelang die Synthese
photoaktivierbarer Substanzen, die Carbenvorstufen in Form
von Diazoacetylgruppen an unterschiedlichen Hydroxygrup-
pen des Molekiils tragen.””1 Von den sechs Hydroxyfunk-
tionen (an C3, C4, C9, C12, C13 und C20) werden die an C4
und C20 vermutlich fiir die Bindung an die PKC benétigt,
wihrend die C9-Hydroxygruppe fiir eine chemische Deriva-
tisierung sterisch zu stark abgeschirmt ist. Ausgehend von
12,13-Phorboldibutyrat wurden daher Analoga mit photola-
bilen Markern an C3, C12 und C13 synthetisiert und auf ihre
biologische Aktivitit untersucht (Schema 60). Die betreffen-
de Hydroxyfunktion wurde dafiir jeweils zunéchst mit Boc-
Glycin verestert, und nach Abspalten der Boc-Schutzgruppe
wurde das freie Amin diazotiert. Die selektive Hydrolyse des
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189

Schema 60. Synthese photoaktivierbarer Phorbolester ausgehend von
Phorbol. a) [CH;(CH,),CO],0, DMAP, NEt;, CH,Cl,; b) NaBH,, CeCl;,
MeOH; c¢) TBAF, THF; d) Boc-Gly, DMAP, NEt;, DCC, THF; e) 1~ HCI,
AcOH; f)NaNO,, H,O/CH,Cl,, H,SO,; g)Ba(OH),, MeOH;
h) [CH;(CH,),CO],0, NEt;, THF/CH,Cl,; i)(CsH;s);CCl, Pyridin;
j) HCIO,, MeOH.

Butylesters mit Ba(OH), in Methanol lieferte die gewiinsch-
ten Produkte.

Zur Herstellung von 189 wurden die drei Hydroxygruppen
an C12, C13 und C20 mit Buttersdureanhydrid in Gegenwart
von Triethylamin und DMAP acyliert. Anschlieend wurde
die Ketogruppe mit Natriumborhydrid/Certrichlorid redu-
ziert und mit TBAF selektiv der biologisch relevante (-
Alkohol 186 erhalten, der nach dem oben beschriebenen
Verfahren in den Diazoessigester 189 umgewandelt werden
konnte. Acylierte man Phorbol hingegen ohne Zugabe von
DMAP, fand eine selektive Derivatisierung an C13 und C20
statt, so daB3 ein Zugang zum gezielt an C12 markierten
Phorbolanalogon 187 eroffnet wurde. Auch fiir die Markie-
rung der C13-Position (188) konnten die unterschiedlichen
Reaktivitdten der Hydroxyfunktionen genutzt werden: Zu-
ndchst wurde die reaktivste primidre C20-Hydroxyfunktion
trityliert und dann an C13 selektiv mit Boc-Glycin verestert.
Nach Entschiitzen der primidren Hydroxygruppe wurde der
C12,C20-Dibutylester hergestellt und dieser selektiv zu 188
hydrolysiert. Die synthetisierten Verbindungen kamen bei der

755



AUFSATZE

H. Waldmann et. al

Untersuchung der Bindungsaffinitdt des PeptidsC und bei
dessen Photoaffinitdtsmarkierung zum Einsatz.*! Das Pep-
tid C ist eine cysteinreiche Untereinheit der regulatorischen
Doméne von PKCy, die [*H]Phorbol-12,13-dibutyrat in Ge-
genwart von Phosphatidylserin mit hoher Affinitdt bindet.
Dariiber hinaus erkennt es, wie die PKC, weitere Aktivatoren
wie Dioctanoylglycerin und TeleocidinB-4. Das PeptidC
konnte durch 187 und 188, nicht jedoch durch 189 photomar-
kiert werden, was darauf hindeutet, daf3 sich die C3-Hydro-
xygruppe des Phorbols im gebundenen Komplex in der Ndhe
des polaren Teils des Phosphatidylserins befindet.

Phorbolester wurden in einer Vielzahl unterschiedlicher
biologischer Studien eingesetzt. So 16st Phorbol-12-myristat-
13-acetat (PMA) die Differenzierung der Leukidmiezellinie
HL60 in makrophagenartige Zellen aus, die sich in vitro als
cytostatisch und cytotoxisch fiir maligne menschliche Zellen
erwiesen.?! Auch wurden mit PMA Hinweise auf die Rolle
von Ceramid bei der Induktion der Apoptose iiber den Fas/
Apo-1-Zelloberflaichenrezeptor erhalten. So konnte der dabei
von Ceramid ausgeloste Effekt durch Aktivierung von PKC
mit PMA verringert werden, was darauf hindeutet, daf PKC
die Auslosung der ceramidinduzierten Apoptose modu-
liert.?*) Aus der Beobachtung, daB unterschiedliche Mem-
brantransportvorginge durch PMA stimuliert werden, wurde
geschlossen, daf} die Aktivierung von PKC in diese Prozesse
eingebunden ist und eine wichtige Rolle bei der Regulierung
der Exocytose, beim Transport von Rezeptoren und beim
konstitutiven Transport von Proteinen durch den Golgi-
Komplex spielt.??:262 PMA wurde auch in Studien zur
Glucoseaufnahme durch Translokation des Glucosetranspor-
ters Glut4 erfolgreich eingesetzt (siche Abschnitt 9.1). Dabei
kann Glut4 von Insulin iiber PI-3-Kinase, iiber GTP (mogli-
cherweise iiber GTP-bindende Proteine) und iiber PKC (nach
Aktivierung mit PMA) stimuliert werden.?%! Hinweise dar-
auf, daB3 PKC auch an der Signalvermittlung iiber Stickstoff-
monoxid, das in Endothelzellen gebildet wird,?* beteiligt ist,
wurden durch Verwendung des Phorbolderivates Phorbol-
12,13-dibutyrat (PDBu) erhalten.?! So fiihrt die Inkubation
von Rattenhepatocyten mit PDBu zur Freisetzung des
Botenstoffs NO. Schliefllich konnte mit PMA gezeigt werden,
daf} eine PMA-resistente Isoform der PKC an der durch den
muscarinischen Agonisten Carbachol induzierten Sekretion
exokriner Driisen direkt beteiligt ist.[°]

7.1.2. Teleocidine und IndolactamV

Teleocidine und Indolactame sind Indolalkaloide, die das
Tumorwachstum fordern und wie Phorbolester die PKC
aktivieren. Sie wurden daher fiir das Studium der biologi-
schen Bedeutung dieses Enzyms verwendet. Bei der Total-
synthese dieser Naturstoffe,?7-273] die alle das (—)-Indolac-
tamgeriist aufweisen (Schema 61), ergaben sich als Haupt-
probleme die regioselektive Substitution des Indolgeriistes an
C4 und C7, der RingschluB3 zum neungliedrigen Lactamring
und die Kontrolle der Konfiguration an C9 und C12 (siche
z.B. 195 und 196, Schema 61). Ausgehend vom L-Trypto-
phanmethylester wurde zundchst das Keton 191 iiber
Schiitzen des Amins, Reduktion des Esters mit Lithiumbor-
hydrid und anschlieBende Acetylierung des Alkohols sowie
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HoN(_.«COOMe

1) ZCl, Dioxan, NaOH
2) LiBHg, THF

3) AcCl, CH,Cly, Pyr.

N
Iii 190 4) DDQ, THF, H,O
1) T(OCOCF3)3
2) Cu(OTf), NaN3, DMF
3) NaBHg4, DMF, H,0
\E/ cl)H
BzIO_ _~ ZHN_
\g/\NH TfO ozl "]
T o 193
N 2,6-Lutidin,
II-| 1,2-Dichlorethan
194 192

1) Hy, Pd/C, MeOH, (+)-CSA
2) BOP, NMM, HOBt, DMA
3) CH,0, NaCNBH3, CH3CN, H,0, AcOH

195
Teleocidin B-1

(-)-Indolactam V

Schema 61. Synthese von (—)-IndolactamV sowie TeleocidinB-1. (+)-
CSA = (+)-Camphersulfonsdure, NMM = N-Methylmorpholin, Tf="Tri-
fluormethansulfonyl.

eine DDQ-Oxidation hergestellt (Schema 61).27%1 Dieses
Keton konnte in der 4-Position des Indolgeriistes mit Thal-
lium(im)-trifluoracetat metalliert und nach Behandlung mit
Natriumazid/Kupfertriflat und anschlieBender Reduktion der
Azido- und der Oxofunktion in das 4-Aminoderivat 192
iiberfithrt werden. Durch eine stereospezifische Reaktion von
192 mit dem aus D-Valin zugénglichen Triflat 193 wurde das
noch fehlende Stereozentrum des Indolactams an C12 aufge-
baut. Durch Hydrogenolyse wurde sowohl die Carboxy- als
auch die Aminofunktion freigesetzt, so daf3 das Lactam mit 1-
Benzotriazolyloxytris(dimethylamino)phosphonium(BOP)-
hexafluorophosphat gebildet werden konnte. Die fehlende N-
Methylgruppe wurde durch reduktive Aminierung mit Form-
aldehyd in Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid einge-
fihrt.

Bei einer alternativen Synthese 7 wurde die Verwendung
des Thalliumreagens durch selektive Lithiierung in der 4-
Position des Triisopropylsilyl(TIPS)-geschiitzten Gramins 197
und Einfiihren der Aminofunktion mit Trimethylsilylmethyl-
azid umgangen (Schema 62). Nach Schiitzen der primiren
Aminogruppe konnte die Seitenkette durch Quarternisierung
des Amins und konjugierte Addition von Phenylacetylami-
dodiallylmalonat an das intermediédr gebildete a.,-ungesit-
tigte Imin aufgebaut werden. Spaltung des Allylesters
und Decarboxylierung der Dicarbonsidure lieferten das
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. NH,
1) nBuLi, THF
©j/| I NMez  5) Tips-cl — NMe,
—_—
N 3) tBulLi, Et,0 N
) 4) | ]
H . TIPS
—SI—\N
197 | 3 199
198
1) Boc0, CHoCly | 3) TBAF, THF,
2) Mel, DMF CooAll
H--COO0AIl
i 200 NHPhac
PhacHN COOH
NHBoc NHBoc COOAI
1) [Pd(PPh3)] COOAl
| | Morpholin, THF | |
-
N 2) Dioxan, RiickfluR NHPhac
1
H H
202 201
Penicillin-G-Acylase,
MeOH, H,0, pH 7.5
HoN . .wCOOH ZHN o\
BocHN 1) Z,0, Dioxan, NaOH NH2 OH
2) CH,N,, MeOH T
l N l 3) CF3COOH, Thioanisol N
| 4) LiBHy4, THF 1
H H
203 192

| S
Phac = P 0

Schema 62. Synthese der Indolactam-V-Vorstufe 192 durch enzymatische
Racematspaltung.

racemische Phenylacetyltryptophanderivat, dessen Enantio-
mere mit Penicillin-G-Acylase getrennt wurden. Die so
erhaltene, an der C4-Position des Indolrings selektiv deriva-
tisierte Aminosdure 203 konnte in den Alkohol 192 iiberfiihrt
werden, der eine schon zuvor beschriebene Vorstufe fiir das
IndolactamV ist (siehe oben).

Die Teleocidine iibertreffen wegen ihrer hoheren Lipophilie
Indolactam V in der PKC-aktivierenden Wirkung, so da3 ihrer
Synthesel?’* 271 und besonders der regioselektiven Substitution
in 7-Position grofle Beachtung geschenkt wurde. Diese Deri-
vatisierung gelingt beispielsweise durch nucleophile Addition
an einen durch das Chromtricarbonylfragment aktivierten
Indolring (Schema 63). Dariiber hinaus kann die C7-Position
des IndolactamsV durch eine Vilsmeier-Formylierung funk-
tionalisiert werden,””®l um photolabile Derivate herzustellen.
Dafiir wurde das Indolactam V als Acetat geschiitzt und dann
an C7 des Indolgeriists formyliert (—209). Kondensation des
Aldehyds mit Nitrohexan (hydrophobe Reste in der C7-
Position der Teleocidine scheinen die Tumorpromotor-Wir-
kung dieser Substanzen zu erhéhen?”) und anschlieBende
Reduktion lieferten das Amin 210, welches mit *H-markier-
tem Succinimido-4-azidobenzoat 211 kondensiert wurde
(Schema 64). Mit diesen Verbindungen wurde in mehreren
In-vitro-Assays versucht, die Bindungspartner und -stellen
dieser Naturstoffanaloga durch Photoaffinitdtsmarkierung zu
identifizieren. Diese Versuche waren jedoch erfolglos.

IndolactamV kam z.B. bei mechanistischen Studien zur
Regelung der Muskelkontraktion zum Einsatz, die durch
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TBS\N/ TBS\N/
@j [(CH3CN)Cr(CO)3] @U
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N Dioxan
SEM C{(CO)g I}ISEM
204 205
1) P cN (D 12

208 207

Schema 63. Synthese des Teleocidins 208. SEM = Trimethylsilylethoxy-
methyl.

- 1) Ac0, Pyridin
2) Ph(CH3)NCHO,

POCI5
_ =
1
CHOH
209
1) CH3(CH,)sNO,
CH3CO,NH,4
2) LiAIHg, AICI;,
THF
ol H ?H
N3 N o
OS < :; \N R
211 o
B — |
N
H 210
CH,)4CH
NH2( 2)4CH3

1
H3C(H2C)7; H

213

Schema 64. Synthese des photolabilen Teleocidins 212; Verbindung 213 ist
das biologisch aktive (—)-7-Octylindolactam.

Calcium/Calmodulin-vermittelte Aktivierung der Myosinki-
nase ausgelost wird.?”® 271 Die direkte Aktivierung von PKC
fiihrt zur Kontraktion von Arteriolen, und auch Indolactam V
erwies sich als potenter Stimulator der Konstriktion kleiner
Arterien. Als Wirkmechanismus wurde vorgeschlagen, daf
das Alkaloid den EinfluB von Ca?** auf die kontraktiven
Prozesse moduliert und zu einer erhohten Phosphorylierung
der Myosinkinase fiihrt.?®! Auch wurde IndolactamV ge-
nutzt, um einen schnellen und generellen Phénotyp-Assay der
PKC-Aktivitit zu entwickeln, mit dessen Hilfe PKC-aktivie-
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rende oder -inhibierende Wirkstoffe aufgefunden werden
koénnen.?®l Das (—)-7-Octylindolactam 213 wurde z.B. in
Studien der Rezeptoren fiir den inhibitorischen Neurotrans-
mitter y-Aminobuttersdure (GABA) erfolgreich eingesetzt.
GABA wird von zwei Rezeptorsubtypen erkannt (GABA,
und GABAj), die dadurch desensibilisiert werden. Die
Aktivierung der PKC fiihrt ebenfalls zur Desensibilisierung
von GABA,, wobei mit (—)-7-Octylindolactam gezeigt
wurde, daf3 der Rezeptor dabei phosphoryliert wird. Man
nimmt an, dafl die Aufgabe des PKC-Signalsystems darin
besteht, Rezeptoren abzuschalten, die nicht vollstindig von
GABA desensibilisiert wurden. SchlieBlich kam (—)-7-Octyl-
indolactam bei einer Studie zur Phosphoinosit-Umwandlung
in Gliomazellen zum Einsatz. Die Umwandlung dieser
Botenstoffe wird durch Bindung eines Agonisten an den
ATP-Rezeptor ausgelost, und man nahm an, da3 PKC an der
Steuerung dieses Prozesses durch negative Riickkopplung
beteiligt ist. (—)-7-Octylindolactam und auch PMA bewirken
also eine Desensibilisierung durch die Aktivierung der
PKC.12%1

7.1.3. Indolactamanaloga

Teleocidine und Indolactame konnen in Losung zwei
stabile Konformationen einnehmen, eine bei fiinf- bis acht-
gliedrigen Ringen bevorzugte Twist-Konformation, in der ein
cis-Amid vorliegt, und eine bei zehn und mehr Ringgliedern
vorherrschende Sofa-Konformation mit ¢rans-Amideinheiten.
Um zu klidren, welche dieser beiden Konformationen fiir die
biologische Wirkung relevant ist, wurden unterschiedliche
konformativ eingeschriankte Analoga entworfen, synthetisiert
und auch hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitidt ge-
priift.?3 2842581 So wurden der Indol- gegen einen Benzolring
ausgetauscht und Lactame mit unterschiedlichen Ringgrofien
aufgebaut, die je nach Zahl der Ringglieder die Twist- (z.B.
214) oder die Boot-Konformation (215 und 216) einnehmen
sollten.?®! Um die Verbindungen zusitzlich ausreichend
hydrophob zu gestalten, wurde das Aren mit einer n-
Decylkette versehen. Die Aktivitdt der synthetisierten Ver-
bindungen wurde in Assays zur Wachstumshemmung und zur
Zelladhésion menschlicher promyelocytischer Leukidmiezel-
len (HL-60) sowie zu deren Differenzierung zu Monocyten
untersucht. Dabei stellte sich heraus, daB die Twist-Kon-
formation der Teleocidine die biologisch aktive ist. Auch
konnte die optimale Linge der Alkylseitenkette zu 10-14
Kohlenstoffatomen ermittelt werden (Schema 65).25]

Durch Austausch des Indolgeriists gegen einen Benzofu-
ranring wurde gezeigt, da das Indolstickstoffatom die
Isoenzymselektivitidt beeinflult und dariiber hinaus nur eine
unterstiitzende Rolle bei der Wechselwirkung mit der PKC
spielt.’”] Mit einer Aza-Claisen-Umlagerung als Schliissel-
schritt gelang die Synthese der Analoga 217 und 218 mit
Twist-Konformation. Die Untersuchung der biologischen
Aktivitdt dieser und weiterer Derivate sowie der Analoga
219 und 220, die die Sofa-Konformation imitieren, er-

gab ebenfalls, dal die Twist-Form die biologisch relevante
ist.[288]
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n-CyoH21

214 215 216

Schema 65. Konformativ eingeschrankte Indolactamanaloga.

7.1.4. Weitere PKC-Aktivatoren

Diacylglycerin(DAG)-Analoga wurden eingehend als Ak-
tivatoren der PKC untersucht. Dabei ergab sich, dafl die
Konfiguration des Glycerinderivates fiir die Bindung an das
Enzym wichtig ist. sn-1,2-DAG-Analoga werden erkannt, sn-
2,3- und sn-1,3-DAG-Derivate sind inaktiv. Fiir die Aktivie-
rung wurden zwei Estercarbonylgruppen und ein Alkohol
benotigt.?®! Die Linge der Acylgruppe kann variieren, sn-
1,2-Dibutyrylglycerin ist jedoch inaktiv, da es in Membranen
aufgenommen wird und Micellen bildet. Cyclische Analoga
sind allerdings nicht aktiv. Von den diversen untersuchten
Analoga erwiesen sich besonders 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glyce-
rin (OAG) und 1,2-Dioctanoyl-sn-glycerin (DOG) als wert-
volle Reagentien fiir biologische Studien.’™ Die hohe
Selektivitit, mit der die PKC die DAG-Analoga erkennt, legt
nahe, da3 zumindest drei Wechselwirkungen mit dem Enzym
wichtig sind, bei denen es sich wahrscheinlich um Wasser-
stoffbriickenbindungen zu den beiden Estercarbonylgruppen
sowie zur OH-Funktion handelt.?’l Weitere Aktivatoren der
PKC, auf die hier aber nicht eingegangen wird, sind Meze-
rin,??  6-(N-Decylamino)-4-hydroxymethylindol (DHT)?*]
und Ingenol.?%* 2]

7.2. Inhibierung der PKC

Da die PKC in vielfiltige Prozesse entscheidend einge-
bunden ist, kommt dem Auffinden selektiver Inhibitoren fiir
diese Kinase eine grofle Bedeutung zu. Von besonderem
Interesse ist dabei die Entwicklung von Verbindungen, die die
verschiedenen Isoenzyme selektiv inhibieren (siche Ab-
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schnitt 7). Staurosporin®® und K-252a?7 sind mikrobielle
Produkte aus der Indolocarbazolalkaloid-Familie (Sche-
ma 66), die potentielle Antitumorwirkung aufweisen. Stau-
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Schema 66. Strukturen von Staurosporin und K-252a sowie von Analoga
dieser Naturstoffe.

rosporin gehort zu den potentesten der bekannten Inhibitoren
der PKC mit einer Wirksamkeit im nanomolaren Bereich®®!
und wechselwirkt mit der ATP-Bindungsstelle in der kataly-
tischen Doméne.™- 3% Die Totalsynthese dieses Naturstoffs
wurde beschrieben,?=3% wobei eine der groBen Herausfor-
derungen darin bestand, zwei glycosidische Bindungen zu den
nur schwach nucleophilen Indolstickstoffatomen zu kniipfen.
Das dafiir eingesetzte Monosaccharid-Epoxid 228 wurde
ausgehend von Tri-O-acetyl-L-glucal 227 aufgebaut (Sche-
ma 67).50 302 Eg erwies sich als geeigneter Glycosyldonor fiir
die Verkniipfung mit der Aglycon-Vorstufe 229, die in einer
dreistufigen Sequenz aus N-BOM-maskiertem Dibrommalein-
imid zuginglich war. Der Heterocyclus wurde N-deprotoniert
und anschlieBend mit dem in situ gebildeten Epoxid 228
gekuppelt. Nach Desoxygenierung an C2 des Glycosids unter
Barton-Bedingungen und Entschiitzen der primédren Hydro-
xygruppe der Kohlenhydrateinheit sowie des zweiten Indol-
stickstoffatoms erhielt man 230. Eine Photocyclisierung,
gefolgt von der Uberfiihrung des primiren Alkohols in das
entsprechende Iodid und der Eliminierung von Iodwasser-
stoff lieferte das exo-Glycal 231. Den Schliisselschritt der
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Schema 67. Synthese von Staurosporin durch sukzessive Glycosylierung.
AIBN =2,2"-Azobisisobutyronitril, BOM = Benzyloxymethyl.

Synthese bildete die Aktivierung der Doppelbindung mit Iod
unter Cyclisierung zu 232. Nach Dehalogenieren, Offnen des
Oxazolidinons, Methylieren, Abspalten der BOM-Gruppe
und Reduktion des Imids zum Amid wurden Staurosporin
und dessen Enantiomer erhalten.

(+)-Staurosporin sowie die mit diesem Alkaloid eng
verwandten Naturstoffe (+)-K-252a, (+)-RK-286c und (+)-
MLR-52 konnten dariiber hinaus ausgehend vom gemeinsa-
men Zwischenprodukt 239 aufgebaut werden (Sche-
ma 68).5% 3% Dazu wurde die Carbenvorstufe 234 zunichst
mit dem 2,2"-Bisindol 233 in Gegenwart von Dirhodiumte-
traacetat zum  3,4-Dimethoxybenzyl(DMB)-geschiitzten
Aglycon 235 umgesetzt. Das Bisindol gab mit der Furanose
(—)-236 in Gegenwart von Camphersulfonsidure in einer
Cycloglycosylierung 237, das nach Reduktion der Estergruppe
unter Bildung des Aldehyds beim Behandeln mit Bortrifluo-
rid-Etherat eine Ringerweiterung zum Pyran 239 einging.
Reduktive Aminierung des Ketons tiber das Oxim und
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Schema 68. Synthese von Staurosporin durch Cycloglycosylierung und
Umlagerung.

Alkylierung lieferten schlieBlich Staurosporin in insgesamt 19
Stufen.

Die Untersuchung von Staurosporin sowie dazu isomeren
Verbindungen an zwei Zellinien, an drei menschlichen PKC-
Isoenzymen und an der Topoisomerasel ergab, da die
rdumliche Anordnung der Lactam-C5-Carbonylgruppe und
die der Pyranosyl-C4’-Methylaminofunktion fiir die biologi-
sche Aktivitédt wichtiger sind als die Anordnung der Pyrano-
syl-C3’-Methoxyfunktion und die der Pyranosyl-C2'-Methyl-
gruppe.?

Wegen der hoch konservierten Struktur der katalytischen
Doménen verschiedener Proteinkinasen sind Staurosporin
221 und K-252a 222 allerdings keine selektiven Inhibito-
ren,?™ so daB versucht wurde, durch Synthese weiterer
Analoga selektivere Enzymhemmer zu finden. Repréasentativ
sind die Analoga 223225 (Schema 66). 223 gehort zu einer
Klasse von Analoga, bei denen der Aminozucker durch
verschiedene Alkylsubstituenten ersetzt wurde,? und ist
eine der aktivsten und selektivsten Verbindungen dieses Typs.
Die zweite Klasse von Inhibitoren, fiir die 224 typisch ist, sind
semisynthetische Derivate des Naturstoffs, wobei 224 PKC
sehr viel wirksamer inhibierte als z. B. PKA und Tyrosinki-
nasen.P’” Bei der dritten Klasse handelt es sich um Bisindo-
lylmaleinsidureimide.PS-311]
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Ein erhohter Diacylglycerinspiegel und dadurch verursacht
eine dauerhafte Aktivierung der PKC in makrovaskuldrem
Gewebe ist fiir die Entwicklung chronischer vaskulidrer
Komplikationen bei Diabetes verantwortlich.?'? In diesem
Zusammenhang war besonders die Beobachtung relevant,
daf3 in der Retina, im Herzen und in der Aorta das Isoenzym
2 der PKC stark exprimiert wird. Um festzustellen, ob dieses
Isoenzym fiir die Komplikationen verantwortlich ist, wurde
nach Verbindungen gesucht, die spezifisch diesen Subtyp der
PKC inhibieren.’"¥] Dabei erwies sich das Staurosporinana-
logon 226 als potenter, in einem Rattenmodell nichttoxischer
und oral zu verabreichender Wirkstoff. Mit 226 konnten die
vaskuldren Fehlfunktionen korrigiert und somit belegt wer-
den, daB das (2-Isoenzym der PKC die entsprechenden
Komplikationen bei Diabetes verursacht.

7.3. Inhibierung der PKA

Proteinkinase A (PKA) ist eine Serin/Threonin-Kinase, die
nach Stimulierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren durch
cAMP aktiviert wird und das eintreffende Signal durch
Phosphorylierung weiterer Zielproteine ins Zellinnere wei-
terleitet (siche Abschnitt 2.1). Da die PKA an einer Vielzahl
wichtiger Prozesse beteiligt ist, besteht grofles Interesse an
der Entwicklung selektiver Inhibitoren fiir dieses Enzym. Die
PKA besteht aus einem heterotetrameren Komplex aus zwei
katalytischen und zwei regulatorischen Untereinheiten. Bei
der Bindung von cAMP an die regulatorischen Unterein-
heiten dndert sich die Konformation des Enzyms und fiihrt
zur Freisetzung der katalytischen Untereinheiten, die darauf-
hin die Zielproteine phosphorylieren.

Einige Oligopeptide wie AlaKemptid (Kemptid =H-Leu-
Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-OH) und AsnAlaKemptid erken-
nen und binden an die katalytische Untereinheit der PKA und
inhibieren die enzymatische Aktivitit, indem sie den Einfluf3
der regulatorischen Doméne imitieren. Das Interesse kon-
zentrierte sich jedoch auf nichtpeptidische Naturstoffe und
deren Derivate und fiihrte mit dem Auffinden von KT5720
240, dessen Struktur der von Staurosporin dhnelt, und dem
Isochinolinsulfonamid-Derivat H-89 241 zu zwei der selek-
tivsten nichtpeptidischen Inhibitoren (Schema 69).

Auch der Pilzmetabolit Balanol 253 B14316 jst ein PKA-
Inhibitor (ICsy=4nm), der allerdings auch die PKC mit
gleicher Effizienz hemmt. Um Analoga mit hoherer Selek-
tivitdt entwickeln zu konnen, wurden mehrere Totalsynthesen
des Naturstoffs durchgefiihrt.?'7321 Dabei konnten in einer
konvergenten Strategie zwei dhnlich komplexe Teilstrukturen
der Verbindung (250 und 251) aneinander gekuppelt und der
Naturstoff durch einfaches Entfernen der Benzylschutzgrup-
pen erhalten werden (Schema 70). Ausgehend von D-Serin
wurde das Hexahydroazepin 251 in 15 Stufen in 36%
Gesamtausbeute hergestellt. Fiir die Synthese des Benzophe-
nons 250 wurde zunéchst der bromierte Benzylalkohol 246 in
einer Mitsunobu-Reaktion mit der aromatischen Carbonsiu-
re 247 zum Ester 248 verkniipft. Durch Metallierung mit n-
Butyllithium wurde 248 in das Benzophenon 249 iiberfiihrt,
von dem ausgehend das Zwischenprodukt 250 durch Stan-
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Schema 69. Inhibitoren der Proteinkinase A.

dardtransformationen zugénglich war. Veresterung von 250
und 251 und nachfolgendes Deblockieren liefert Balanol 253.

Um herauszufinden, welche Struktureigenschaften des
Naturstoffs fiir die Hemmung der Kinasen verantwortlich
sind, wurden nach der oben beschriebenen Vorgehensweise
weitere Balanolanaloga synthetisiert.'®! Zwei der hergestell-
ten Verbindungen, 10”-Desoxybalanol 242 und 14”-Decarbo-
xybalanolhydrochlorid 243, inhibierten die PKA effektiver als
die PKC und waren potentere Enzymhemmer als KT5720 240
und H-89 241.P21 Auch Balanolanaloga, in denen der Perhy-
droazepinring und das p-Hydroxybenzamid durch eine acy-
clische Einheit ersetzt sind, wie 244 und 245 (Schema 69), sind
wirksame Inhibitoren. Dabei ergab sich, da} sie die PKC
deutlich effektiver hemmten als die PKA und andere Ser/Thr-
Kinasen B!

8. Inositphosphat-Analoga

Inositderivate spielen bei der Signaltransduktion iiber
heterotrimere G-Proteine entscheidende Rollen (sieche Ab-
schnitt 2.1). Dariiber hinaus sind sie aber auch an weiteren
Signalkaskaden beteiligt. So kann die Aktivierung von
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Schema 70. Konvergente Totalsynthese von Balanol. TPS = Triphenylsilyl.

Rezeptor-Tyrosinkinasen zur Stimulierung der Phosphoino-
sit-3-Kinase (PI-3-Kinase)P?! fiihren, die zunéchst Phospha-
tidylinosit-3,4,5-trisphosphat bildet.’?] Dieses wird dann in
das entsprechende 3,4-Bisphosphat iiberfiihrt, das wiederum
als Membrananker dient, der z.B. von der Proteinkinase B
(PKB, Akr) tiber Pleckstrin-Homologie(PH)-Doméinen er-
kannt wird und so eine Membranlokalisierung dieses Proteins
bewirkt. Die PKB wird nachfolgend durch Phosphorylierung
aktiviert und schaltet eine weitere Kaskade an.’?! Wegen
dieser groflen biologischen Relevanz von Inositphosphat-
Derivaten und der sich damit erdffnenden Moglichkeit,
physiologische Vorgénge wie die Insulinsekretion: 32 ge-
zielt zu beeinflussen, wurde eine Vielzahl von Analoga
synthetisiert und als Werkzeuge in biologischen Studien sowie
als Leitsubstanzen fiir die Entwicklung neuer Pharmaka
herangezogen. Die Chemie der Inositphosphate ist infolge-
dessen hochentwickelt und wurde mehrfach ausfiihrlich in
Ubersichtsartikeln vorgestellt.'s 1) Hier wird daher nur auf
einige neuere Entwicklungen und Anwendungen in biologi-
schen Studien eingegangen.

761



AUFSATZE

H. Waldmann et. al

8.1. Inositphosphat-Derivate

Im Brennpunkt des Interesses der Inositphosphat-Chemie
standen besonders das 1,4,5-Trisphosphat und die Untersu-
chungen der Strukturgrundlagen fiir die Erkennung dieses
Mediators durch die 1,4,5-1P;-3-Kinase, die 1,4,5-1P5-5-Phos-
phatase und durch dessen Rezeptor, die zur Mobilisierung
intrazelluldr gespeicherten Calciums fithrt. Durch die Syn-
these einer Vielzahl von Derivaten konnten die molekularen
Ursachen dieser Wechselwirkungen im Detail untersucht
werden. Demnach scheint das 4,5-Bisphosphatmotiv fiir die
Erkennung durch den Rezeptor essentiell zu sein, und eine
weitere Phosphatgruppe an der Cl-Position fiihrt zu einer
verstirkten Ca?*-Ausschiittung. Sterisch anspruchsvolle Sub-
stituenten an der C1-Phosphat- und an der C2-Hydroxygrup-
pe werden jedoch ebenfalls toleriert. Fiir die Phosphorylie-
rung von 1,4,5-IP; durch die 1,4,5-1P;-3-Kinase scheint die
Phosphatgruppe an C4 von besonderer Bedeutung zu sein.
Modifizierungen der CS5-Phosphatgruppe werden von der
Kinase toleriert, wohingegen die Cl-Phosphatgruppe zwar
ebenfalls wichtig, aber nicht essentiell ist. Fiir die Dephos-
phorylierung von 1,4,5-IP; durch die 1,4,5-IP;-5-Phosphatase
ist vermutlich die C1-Phosphatgruppe besonders wichtig.

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen konnten zum weite-
ren Studium des 1,4,5-1P;-Rezeptors geeignete Derivate fiir
Photoaffinitdtsmarkierungen (259) und fiir die Herstellung
einer Affinititsmatrix (260) aufgebaut werden (Sche-
ma 71).5%1 Dazu wurde das partiell geschiitzte Inosit 254 in
das Phosphat 256 iiberfiihrt, welches selektiv deblockiert und
zum 1,4,5-Trisphosphat 257 phosphoryliert wurde. Die ab-
schlieBende Entfernung aller Benzylschutzgruppen lieferte
das Inosit 258, von dem ausgehend das photoaktivierbare und
radioaktiv markierte 4-Azidosalicylamid 259 und die Affini-
tatsmatrix 260 auf Agarosebasis synthetisiert wurden. Die
Trisphosphate 258 und 259 verdringten in einem In-vitro-
Testsystem [*H]myo-1,4,5-1P; von gereinigten Rezeptoren aus
RattenhirnP® und konnten Calciumionen aus Rezeptoren
freisetzen, die in Ca*-beladenen Liposomen rekonstituiert
worden waren.*l Beide Verbindungen waren weder Sub-
strate noch Inhibitoren fiir die 1,4,5-IP;-5-Phosphatase und
die 1,4,5-1P;-3-Kinase. Mit dem immobilisierten Derivat 260
gelang schlielich die Isolierung und Reinigung von Rezep-
toren mit guten Aktivitéten.

Fir den Aufbau enantiomerenreiner IP,-Derivate und
deren Funktionalisierung zu Affinitdtsmatrices und photola-
bilen Analoga wurde eine verbesserte generelle Methode
entwickelt.?l Ausgehend von D-Glucose wurde dabei das
unterschiedlich geschiitzte und an der primdren OH-Gruppe
gezielt deblockierte Glycosid 261 aufgebaut, zum Aldehyd
oxidiert und dieser in das Enolacetat 262 iiberfiihrt (Sche-
ma 72). Mit Quecksilber(i)-acetat in wiBriger Losung rea-
gierte 262 unter Ringoffnung und erweiterndem Ringschluf3
zur Ionose 263, die stereoselektiv reduziert und dann an 2-OH
und 6-OH als Benzyloxymethyl(BOM)-Ether maskiert wur-
de. Die selektive Abspaltung der Acetylgruppe ermoglichte
die Einfithrung einer Aminoalkyl-modifizierten Phosphat-
gruppe, und nach gezieltem Entfernen der PMB-Gruppen,
Phosphorylierung und Freisetzen der restlichen Hydroxy-
funktionen wurde 265 erhalten. An die Aminopropylgruppe

762

0Bzl 0"™~""NHz
J\\ BzIO b
N o o + BzIO” \N4<
254 BzIO )\ 255
1) Tetrazol, CH,Cl,
2) MCPBA
OBzl
/&\ BzIO
52 0. O "NHZ
BzIO d,P\Ole
256
1) 0.1 N HCI, MeOH
2) (BzIO),PNiPr,
3) MCPBA
OBzl
BzIO
(BzIO),P(0)O
(BzIO),P(0)O o. L0 NHZ
BzIO 4 ~0Bzl
257
le, Pd/C, EtOH
OH
4 HO
H,03PO 2
H,03PO ~ o. O NHy
HO" & Pio-
258
N-Hydroxysuccinimido- Affi-Gel 10
4-azidosalicylat, DMF, NaHCO3-Puffer
TEAB, Puffer
OH OH
HO HO
HzOgPO H203PO
H,03PO o..0 H,03PO o0
HO P. HO P.

g <

o <
259 260

OH O O
125
N N
1 1
H H
Ng Agarose-Matrix

1125

Schema 71. Synthese von Inosittrisphosphaten fiir Photoaffinitdtsmarkie-
rungen und fiir die Herstellung einer Affinitdtsmatrix. MCPBA = meta-
Chlorperbenzoesdure, TEAB = Tetraethylammoniumbromid.

wurde schlieBlich eine photoaktivierbare und radioaktiv
markierte Seitenkette angekniipft (—266). Das Amid 266
wurde z.B. fiir die Markierung der Phosphatidylinosit-4,5-
bisphosphat(PIP,)-bindenden Pleckstrin-Homologie-Doma-
ne der Phospholipase-Cd, eingesetzt.’* 33 Durch Variieren
des Schutzgruppenmusters konnten analog 1,3,4,5-1P,-Tetra-
kisphosphate wie 269 und 270 aufgebaut werden (Schema 73).
Auch IP,-Derivate wurden zur Herstellung von Affinitéts-
matrices und Photoaffinitdtsmarkern herangezogen. So ge-
lang mit der IP,-Affinitdtschromatographie die Reinigung
verschiedener Rezeptoren des Tetrakisphosphats. Dariiber
hinaus konnte auch ein IPs-Rezeptor isoliert und markiert
werden. 35337

Auch 2-Acylderivate wurden als Photoaffinitdtsmarker und
fiir die Affinitdtschromatographie synthetisiert und verwen-
det (Schema 74).3%1 Die Synthese ging vom 4,5-Bisphosphat
271 aus, welches in fiinf Stufen aus pD-myo-Inosit zuginglich
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Schema 72. Synthese eines Inositphosphat-Analogons fiir biologische
Studien. BZDC-NHS =4-Benzyldihydrozimtsdure-N-hydroxysuccinimid
(Struktur siche Schema 79), DEAE = Diethylaminoethyl, T=3H.

war. Schutzgruppenmanipulationen lieferten das Monohy-
droxyderivat 272, das nach Phosphorylierung, Oxidation und
Hydrogenolyse das Trisphosphat 273 gab. Die Reduktion des
aromatischen Rings lieferte das Cyclohexancarbonsiure-
Derivat 274. Sowohl 273 als auch 274 wurden hinsichtlich
ihrer Wechselwirkung mit der 1,4,5-IP;-5-Phosphatase und
der 1,4,5-1P;-3-Kinase, ihres Austausches mit D-[*H]1,4,5-1P;
sowie der Fahigkeit, Calciumionen zu mobilisieren, unter-
sucht. Dabei ergab sich, dafl beide Analoga Substrate der
Phosphatase waren und aus Saponin-permeabilisierten3* 341
Makrophagen Calciumionen freisetzen konnten; allerdings
war nur das D-Isomer von 274 ein Substrat der Kinase. Ebenso
wurde eine Verdringung von D-[*H]1,4,5-IP; aus seiner
Bindungsstelle in mikrosomalen Fraktionen von Rattenhir-
nen beobachtet. Dementsprechend ist die 2-Hydroxyfunktion
von D-1,4,5-1P; wahrscheinlich nicht an der Erkennung durch
den Rezeptor beteiligt. Ausgehend von 273 und 274 wurden
Affinititsmatrices wie 275 und 276 (Schema 74) fiir die
Isolierung der entsprechenden zelluliren Bindungspartner
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Schema 73. Synthese der Inosittetrakisphosphate 269 und 270.
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Schema 74. Synthese der Affinitdtsmatrices 275 und 276 sowie des bio-
tinylierten Derivates 277. p-NBzCl = para-Nitrobenzoylchlorid.
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von 1,4,5-1P; hergestellt. Dazu wurde 274 an eine aktivierte
CH-Sepharose-4B gekuppelt (—275). Das Amin 273 eroff-
nete nach Bildung des Diazoniumsalzes einen Zugang zur
Matrix 276. In dhnlicher Weise wurde das biotinylierte
Analogon 277 aufgebaut, das mit dem Biotin/Avidin-System
auch ohne radioaktive Markierung detektierbar war. Uber die
wiederum aktivierte Aminofunktion gelang die Markierung
einer 1,4,5-1P;-5-Phosphatase aus Erythrocyten-Ghosts.34!

Die markierten Analoga 266 und 269 kamen bei der
Isolierung der zelluldren Bindungspartner der entsprechen-
den Stammverbindungen und der Markierung der genauen
Sequenzen der Bindungsdoméinen dieser Proteine zum Ein-
satz. Beispielsweise wurden mit [*'H|BZDC-1,4,5-1P; 266 die
Bindungsdoménen des IP;-Rezeptors und der PIP,-binden-
den Proteine untersucht.’! Neben der bekannten wichtigen
Rolle des 4,5-Bisphosphats fiir die Rezeptorerkennung konn-
te fiir PLC-Isoenzyme gezeigt werden, dafl hydrophobe
Wechselwirkungen fiir die Bindung durch die PH-Doméne
wichtig sind. Weiterhin konnten aus Rattenhirnen vier IP,-
bindende Proteine isoliert werden, von denen eines durch
[*H]|BZDC-1,3,4,5-1P, 269 effizient markiert wurde. Dieses
Protein, Centaurin, weist neben der IP,-Bindungsdoméne
einen PKC-Zinkfinger und noch weitere Doménen auf;
dariiber hinaus scheint es das erste Protein zu sein, welches
PIP; effektiver bindet als IP,.’*!

Deblockierte Inositphosphate konnen wegen ihrer hohen
Polaritdt Membranen nicht oder nur schwer durchdringen,
wodurch ihre Anwendbarkeit in biologischen Studien oft
eingeschriankt wird. Dieses Problem konnte mit geschiitzten
Vorstufen wie 281 (Schema 75) elegant gelost werden.’*] In
281 liegen vier Phosphatgruppen als Acetoxymethylester
geschiitzt vor, und die OH-Gruppen der Inosite sind als

1) (PrC0),0, OCOPr
Pyridin HO. OCOP
2) Hy/Pd-C '

HO™

278 1) Et;NP(0Bzl),, 279
Tetrazol
2) CH3CO3H
3) Hp, Pd/IC
o OCOPr OCOPr
AcOH,C0),PO OCOP ProNEt 2-0,pQ, OCOPr
(AcOHCO) " ACOCH.Br 3
q § -
(ACOH,CO),PO" "OP(OCH,0AC), 2-0zP0" "OPO%"
OP(OCHZ0AC), OPO%~
o}
281 280

Schema 75. Synthese eines membrangingigen Inosittetrakisphosphat-
Analogons.

Butylester maskiert. Diese lipophile Prodrug-Form des Inosit-
3,4,5,6-tetrakisphosphats vermag Membranen gut zu durch-
dringen und wird intrazelluldr durch Esterasen und Lipasen
rasch zu 3,4,5,6-IP, deblockiert. Durch Verwendung dieses
Reagens konnte z.B. die Rolle von 3,4,5,6-1P, bei der Regu-
lierung der Chloridsekretion studiert werden.’*! So kontrol-
lieren Chloridkanéle, die von cyclischen Nucleotiden und
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iiber die intrazelluldre Ca**-Konzentration geregelt werden,
die Salz- und Fliissigkeitssekretion in intestinalen Epithelzel-
len, und auch die Osmoregulierung, die pH-Balance und die
Neurotransmission héngen von der Regelung der Chloridio-
nenkonzentration ab. Mit 281 wurde gezeigt, dal der durch
erhohte Ca**-Konzentration (ausgelost z. B. durch Histamin)
verstiarkte Chloridionenstrom von 3,4,5,6-1P, inhibiert wird
und daf3 die Chloridsekretion bei erhdhter 3,4,5,6-1P,-Kon-
zentration von der Ca®*-Konzentration unabhéngig ist.

8.2. Neue Inositphosphat-Analoga

Als neue Inositphosphat-Analoga mit modifiziertem Ring,
welche statt des Cyclohexangeriists einen fiinfgliedrigen Ring
aufweisen, wurden die 1,4,5-1P5-Derivate 287, 283 und 284
entwickelt (Schema 76).34! In 287 sind die Konfigurationen
an den Positionen 1, 4, 5 und 6 unveridndert, wiahrend ein C-
Atom (C2) im kontrahierten Ring fehlt. Mehrere Studien
haben gezeigt, da} diese Position fiir die Erkennung durch
den 1,4,5-IP;-Rezeptor nicht benotigt wird. Zur Synthese des
Analogons 287 wurde das gezielt deblockierte Glucosederivat

PMBO
PMBO
BzIO

261 OMe

s

1) DMSO, (COCI),
2) EtsN

HO 2-0,P0
2fogpoa z CH2=PPhs  2.0.po
0PO—L OPO% *0:PO—L OH
283 = 284
PMBO Q
PMBO

BzIO
285

OMe

8
1) [Cp2Zr(nBu),)/[THF
2) BF3-Et,0

N

PMBO
PMBO
BzIO

286

1) 1M HCI/EtOH
2) iPr,NP(OBzl),
3) MCPBA
4) Na/NH3

N
2703PO
2-0,P0 = oPO%

287

)

Schema 76. Synthese ringmodifizierter Inositphosphat-Analoga.
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261 aufgebaut und durch Swern-Oxidation und anschlieSende
Wittig-Methylenierung zum Vinyl-Kohlenhydrat 285 umge-
setzt. Bei der Umsetzung mit [Cp,Zr(nBu),] und dann mit
Bortrifluorid-Etherat ging 285 eine Ringkontraktion zum
Vinylcyclopentan 286 ein. Standardmanipulationen lieferten
das 1,4,5-1P;-Analogon 287 Mit 287 konnten aus Blutplatt-
chen-1,4,5-IP;-Rezeptoren Calciumionen mobilisiert werden,
wenn auch bei hoheren Konzentrationen als bei 1,4,5-1P5.

Ausgehend vom Zwischenprodukt 282 gelang die Synthese
der Analoga 283 und 284 durch Samarium(ir)-iodid vermittelte
Ringkontraktion. 283 ist beziiglich der Ca**-Mobilisierung dem
Vinylderivat 287 iiberlegen, wihrend 284 kaum Ca’* mobilisier-
te. Diese Befunde verdeutlichen, daf ein sechsgliedriger Ring
fiir die Entwicklung von 1,4,5-IP;-Agonisten nicht notwendig
ist, und er6ffnen somit neue Perspektiven fiir die Erforschung
und die Blockierung der Inositphosphat-Signalpfade.

8.3. Analoga von Phosphatidylinositphosphaten
Enantiomerenreine Diester- und Diether-Analoga von PIP,
und PIP; konnen ausgehend von Verbindungen aus dem Chiral

Pool, z.B. Dehydroshikimisdure 288, synthetisiert werden
(Schema 77). So wurde zur Herstellung von 292-294 der

COLH

288

HO™ o)

289

1) (BzIO),PN/Pr,
2) MCPBA
3) DDQ, CH,Cl,

OBOM
(BzI0),0PO

(BzI0),0P0™" “OBOM
OPO(OBzl),
OR!
1) PN J:ORZ 2) MCPBA
_P-0 3) H,, Pd/C
BzIO 201

OPO(ONa),

292: R1 = R2 = C(O)(CH,)sCHs
293: R1 = R2 = (CH,)7CH3
294: R = (CHp)gNH,, R2 = (CH,)7CH;

Schema 77. Synthese von Phosphatidylinositphosphaten ausgehend von
Dehydroshikimiséure.
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Naturstoff zunédchst in das Triol 289 iiberfiihrt, das nach
Phosphorylierung und Entfernen der PMB-Gruppe das
Trisphosphat 290 gab. Kondensation mit den Phosphorami-
diten 291, Oxidation durch Persidure und Entschiitzen liefer-
ten die PIP;-Analoga 292 —294.5%] Die wasserldslichen Deri-
vate 292 und 293 stimulierten in vitro die Ca?*-unabhingigen
PKCd-, PKCe- und PKCy-Isoenzyme,*> 341 wihrend 294 fiir
die Kupplung an Antigene und fiir die Herstellung von
Affinitdtsmatrices geeignet ist.

Basierend auf der Struktur von PIP; 295 und den oben
beschriebenen IP;-Analoga wurden auch Derivate von PIP;
synthetisiert, die Reportergruppen im Glycerin- (296) oder im
Phosphotriester-Teil (297) des Molekiils trugen (Sche-
ma 78).0332.34%.38] Thre Synthese gelang ausgehend von den

297

Schema 78. Strukturen von Phosphatidylinositphosphat 295 und markier-
ten Analoga.

Inositderivaten 298 und 299 unter Verwendung der Phosphor-
amidite 306 und 307 (Schema 79). Dabei liegen im End-
produkt die vorher als PMB-Ether geschiitzten Hydroxy-
funktionen phosphoryliert und die als Benzyl- oder Benzyl-
oxymethylether geschiitzten Alkohole dagegen frei vor. Fiir
die Einfithrung von Reportergruppen in die Glycerinseiten-
kette wurden die Fragmente 298 und 299 jeweils an 307
gekuppelt und weiter zu PIP,- und PIP;-Analoga elaboriert.
Die am Phosphotriester modifizierten PIP,- und PIP;-Ana-
loga 304 bzw. 305 waren entsprechend durch Reaktion des
Phosphoramidits 306 mit den Inositderivaten 298 bzw. 299
und weitere Schritte zugénglich. Diese PIP,-Analoga und
verwandte Verbindungen wurden z.B. in Photolabeling-
Experimenten und fluoreszenzspektrometrischen Tests ein-
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OCO(CH3)14CH3

OBOM
OCO(CH5)14CHa

OBOM 9

RO,

o7 U RO

OCOCsHoNHZ

1) 307, Tetrazol OCO(CHy)16CHs

2) MCPBA

1) 306, Tetrazol  PMBO" “OBOM
2) MCPBA OPMB PMBO"

300 R=Bzl 298 R =Bzl 302 R=Bzl
301 R=PMB 299 R=PMB 303 R=PMB

1) DDQ 1) DDQ

2) iPryNP(OBzl),, Tetrazol ProN 2) iPrNP(OBzl),, Tetrazol

3) MCPBA P-0 3) MCPBA

4) Hy, PIC o OCO(CH2)14CHs 4) Hy, PAIC

OCO(CHy)14CHs
5) BZDC-NHS 5) BZDC-NHS
N 306
iProN
OCO(CHy)14CH3 Np-o OCO(CH,)sNHBZDC

OBOM O J:OCO(CHz)MCH?, BzI0 —I:OCO(CH2)16CH3 OCO(CHy)16CHs

RO, O—FI>—O OCOCsngNHZ RZO
O(CH,)sNHBZDC 307
(Na0),0PO™ “OBOM o 20,p0"
0
OPO(ONa)2 T Op032—
O O o-N

304 R=H 309 R=H

- o)
305 R =PO(ONa); T O 310 R= PO}

308 BZDC-NHS

Schema 79. Synthese markierter Phosphatidylinositphosphate.

gesetzt. Dabei konnte gezeigt werden, dafl das myristoylierte
alaninreiche C-Kinase-Substrat (MARCKS) tiber elektrosta-
tische Wechselwirkungen eine Abkapselung von PIP, und
Phosphatidylserin in laterale Domidnen der Zellmembran
bewirkt und so die Hydrolyse von PIP, reversibel inhibiert.?*’]

9. Inhibierung von Proteinphosphatasen

Die Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Pro-
teinen ist eine kritische Komponente von Signaltransduk-
tionsmechanismen, mit denen Zelldifferenzierung und
-wachstum reguliert werden (siche Abschnitte 3, 6 und 7).
Die Lage dieses modulierbaren Gleichgewichts wird von der
Aktivitdit und der Konzentration der Proteinkinasen und
-phosphatasen bestimmt,? die sich je nach zellulirem Kon-
text in ihrer Wirkung gegenseitig verstirkenl®! oder ab-
schwichen konnen. Eine Storung dieser Balance kann zu
Krankheiten und zur Transformation der Zelle fiihren.
Nachdem in den Abschnitten3 und 7 auf Tyrosin- und
Serin/Threonin-spezifische Kinasen eingegangen wurde, sol-
len im folgenden ihre zelluliren Gegenspieler behandelt
werden.

Eukaryontische Proteinphosphatasen® sind strukturell
und funktionell vielseitige Enzyme, die in mehrere Familien
eingeteilt werden. Die Ser/Thr-spezifischen Phosphatasen
unterscheiden sich dabei in ihrer katalytischen Doméne
deutlich von den ,,Dual-Specificity“-Phosphatasen und den
Tyrosin-spezifischen Phosphatasen, die beide eine hohe Se-
quenzhomologie zueinander aufweisen. Die Struktur mehre-
rer Serin/Threonin- und Tyrosin-Phosphatasen wurde durch
Kristallstrukturanalyse ermittelt. Auch sind die Mechanismen
der Katalyse bekannt.’?l Die Bedeutung dieser Enzyme fiir
die Zellphysiologie wird durch die Tatsache betont, daf} sie
hédufig das Ziel mikrobieller oder viraler Angriffe sind.
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Beispielsweise kodiert der A-Bakteriophage fiir eine Ser/
Thr-Phosphatase, das Virulenzplasmid von Yersinia fiir eine
Tyr-Phosphatase und das Vaccinia-Virus fiir eine Phosphatase,
welche sowohl an Ser/Thr- als auch an Tyr-Resten dephos-
phoryliert.?*®] Inhibitoren dieser Biokatalysatoren sind wich-
tige Werkzeuge fiir In-vivo-Untersuchungen und haben zur
Entdeckung einer Reihe von physiologischen Funktionen der
Dephosphorylierung von Proteinen gefiihrt. Dabei kommen
vor allem Naturstoffe wie Okadainsidure 311, Tautomycin
312,34 Cantharidin 3135>¢) und Calyculin A 314B%] sowie
Nodularine wie 31557 und Microcystine wie 31653%! (Sche-
ma 80) zum Einsatz. Die besondere Rolle der Phosphatase-
hemmer FK506 und Cyclosporin A wird in Abschnitt 10
beschrieben.

9.1. Okadainsiure

Okadainsédure ist ein Polyetherderivat einer Cy-Fettséure,
das aus zwei verschiedenen marinen Schw@mmen isoliert
wurde.’% Neben seiner Wirkung als diarrhéisches Schell-
fisch-Toxin wurde es als Tumorpromotor®! und als spezifi-
scher Ser/Thr-Phosphataseinhibitor®®  beschrieben. Das
Wachstum von Tumoren wird dabei anders als bei den PKC-
aktivierenden Phorbolestern (siche Abschnitt 7) durch die
Inhibierung der Dephosphorylierung von Zielproteinen der
PKC gefordert. Wegen seiner vielfiltigen biologischen Wir-
kungen und der interessanten Polyetherstruktur mit 17
Stereozentren ist der Naturstoff ein reizvolles Syntheseziel.
Die grofite Herausforderung ist hierbei der korrekte Aufbau
der Stereozentren. Das komplexe Molekiil konnte retrosyn-
thetisch auf die Fragmente 324-326 zuriickgefiihrt werden
(Schema 81),%Y die jeweils ausgehend von Glucosederivaten
aufgebaut wurden.
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H
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Calyculin A 314
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(HO),PO,,
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NH, Me Me.,, o
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CO,H
HN O Me Me OCOzH (0]
O Microcystin-LA 316
Mer-Q  H Me
N N

HO,C >—<_ o)
9) \ Me

Nodularin 315

Schema 80. Natiirlich vorkommende Phosphataseinhibitoren.

Der Schliisselschritt der Synthese des Fragments 32483621
(Schema 81) war der nucleophile Angriff des Acetylids 317
auf das Lacton 318, die beide aus Glucose hergestellt wurden.
Das einzige noch fehlende Kohlenstoffatom wurde dann
durch die stereoselektive konjugierte Addition eines Methyl-
cuprates an das Inon 319 eingefiigt, anschlieBend wurde der
Ring sdurevermittelt zum Spiroacetal geschlossen. Das Frag-
ment 325 (Schema 81) wurde ebenfalls von Glucose ausge-
hend synthetisiert.’®] Standardreaktionen lieferten den Al-
dehyd 320, in dem die Benzylidengruppe die Konformation
des Pyranoseringes fixierte. Die Verldngerung des Kohlen-
stoffgeriists gelang durch Addition eines lithiierten Sulfons
unter Bildung des Ketons 321. Gezielte Schutzgruppenmani-
pulationen fiihrten zum Acetal und schlieB3lich zum Fragment
325. Auch die Herstellung des dritten Fragments (Schema 81)
ging von einem enantiomerenreinen Glucosederivat aus.[’%4
Nach Funktionalisierung des Pyranosegeriists wurde mit
einem lithiierten Sulfon das Lacton 322 geoffnet und das
Produkt dann in den Aldehyd 323 iiberfiihrt, der in einer
Peterson-Olefinierung zunichst zum Alken umgesetzt wurde.
Die stereoselektive Einfithrung der fehlenden Methylgruppe
gelang durch chelatkontrollierte heterokonjugierte Addition

Angew. Chem. 1998, 110, 716780

Glucose

THF

1 323

1. MeyCuli, THF
2. PPTS

[e) 32

1. PhS(SiMe3),CLi
2. NH4CI, H,0
3. MCPBA
4. MeLi
5. KF

OMOM B

I OBzl PhSO,

H
0

OBzI OTBDPS o
324 325 326

Schema 81. Synthese der retrosynthetisch erhaltenen Fragmente von Oka-
dainsdure. EE = Ethoxyethyl, PPTS = Pyridinium-p-toluolsulfonat.

an das entstandene Vinylsulfon. Dieser Schliisselschritt der
Synthesesequenz wurde auch bei der Herstellung des Frag-
ments 324 angewendet. Zur Komplettierung der Synthese des
Naturstoffs (Schema 82)P%l wurde das Phenylsulfon 326 depro-

OBzI
ol
325 — y A Y
+ — OHC™: o)
326 iy \J
H =
OBzl

327

Okadainsaure 311 cE)H \J

Schema 82. Synthese von Okadainséure.

toniert, mit dem Fragment 325 gekuppelt und die Phenylsul-
fongruppe nachfolgend entfernt. Nach Einstellen der korrek-
ten Konfiguration des neu geschaffenen Alkohols durch
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Oxidation und stereoselektive Reduktion wurde durch wei-
tere Transformationen das Fragment 327 erhalten. Dieses
wurde mit dem lithiiertem Sulfon 328 zum bendétigten Olefin
gekuppelt. Schutzgruppenmanipulationen sowie die Oxida-
tion zur Sdure lieferten schlieBlich Okadainsdure 311. Die
Vielzahl der latent im Molekiil vorhandenen Hydroxyfunk-
tionen verlangte eine besonders sorgfiltige Schutzgruppen-
strategie. Verwendet wurden im Lauf der Synthese Silyl-
(TBDPS), Acetal- (MOM, Tetrahydro-2H-pyran-2-yl (THP),
Benzyliden, Ethoxyethyl) und die Acetylschutzgruppen, die
schlieBlich durch Benzylether ersetzt wurden, so daf im
letzten Schritt die komplette Entschiitzung des Molekiils mit
Lithium in Ammoniak gelang.

Die Bedeutung von Okadainsdure fiir die Erforschung
biologischer und medizinischer Phanomene wird z. B. dadurch
verdeutlicht, daB dieser Naturstoff im Jahr 1995 in ca. 450 und
1996 in ca. 400 Veroffentlichungen erwidhnt und in bio-
logischen Experimenten eingesetzt wurde. Dabei wurde
besonders seine Eigenschaft ausgenutzt, selektiv die Ser/
Thr-Phosphatase PP2A (IC5,=1nM) ohne Beeintriachtigung
der Ser/Thr-Phosphatase PP1 (ICs,=330nMm) zu inhibie-
ren.Bo]

Wesentliche Erkenntnisse ergaben sich beispielsweise bei
der Untersuchung des programmierten Zelltods, der Apop-
tose. So konnte durch Behandlung von Krebszellinien mit
Okadainsdure gezeigt werden, daB die Zellen unabhéngig von
ihrer Zellcyclusphase bereits liber das gesamte fiir die Durch-
fiihrung der Apoptose benotigte Proteinrepertoire verfii-
gen.B% 381 Eine De-novo-Synthese zusétzlicher Proteine ist
nicht erforderlich. Phosphatasen sind also an der Signalkas-
kade beteiligt, die zur Apoptose fithrt. Zum besseren
Verstdndnis des Gesamtablaufs sind allerdings noch weitere
Untersuchungen notwendig, da Okadainsidure auch Lympho-
zyten vor der Apoptose schiitzen kann, die von anderen
Reagentien induziert wurde.*]

In weiteren Experimenten wurde der EinfluB von Oka-
dainsdure auf K-562-Leukimie-Zellen untersucht.’’”! Die
Behandlung mit dem Naturstoff verminderte die Expression
der Gene c-myc und max. Diese kodieren fiir Proteine, die
eine Schliisselrolle bei der Kontrolle des Zellwachstums und
der Zelldifferenzierung spielen und dafiir im Zellkern hete-
rodimerisieren miissen.’’!! Die Abschwichung der Expres-
sion dieser Gene induzierte bei den behandelten Zellen
Apoptose. Dafl der Naturstoff die Genexpression nicht
generell verringert, wurde an mehreren Reportergenen
gezeigt. Dariiber hinaus wurde festgestellt, da3 PP2A die
einzige Phosphatase ist, die inhibiert wird. Die Behandlung
der Zellen mit dem Phosphataseinhibitor Calyculin A (314,
Schema 80) fiihrte zu dhnlichen Ergebnissen, wihrend das
gegeniiber den Enzymen inaktive Okadainsdure-Tetraacetat
keinerlei Anderung der Genexpression bewirkte. Eine nahe-
liegende Hypothese zur Erkldrung dieser Befunde ist, daf die
Phosphatase PP2A Transkriptionsfaktoren, die fiir die Trans-
kription von c-myc und max benétigt werden, dephosphory-
liert und somit aktiviert (siche Abschnitt 6.3).

Die Beteiligung der Phosphatase PP2A an der durch den
Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a) vermittelten Resistenz ge-
gen Insulin konnte durch die Behandlung von Skelettmus-
kelzellen der Ratte mit Okadainsdure nachgewiesen wer-
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den.’”! Die Insulinresistenz wird dadurch verursacht, da3 der
TNF-a die insulinstimulierte, iiber den Ras/Raf-Schalter
verlaufende Phosphorylierung von MEK und die darauf
folgende Aktivierung der MAP-Kinase blockiert (siche Ab-
schnitt 2.2). Eine Aufhebung dieses Effektes durch die Zu-
gabe von Okadainsdure sowie die Beobachtung einer erhoh-
ten PP2A-Aktivitdt nach Stimulierung durch TNF-a weisen
auf die Beteiligung der Phosphatase PP2A hin, die offenbar
MEK dephosphoryliert und dadurch inaktiviert. Andere
Phosphataseinhibitoren wie Orthovanadat oder FK 506 (siehe
Abschnitt 10) fithrten im Unterschied zu Okadainsédure nicht
zu einer Aufhebung der TNF-a-vermittelten Insulinresistenz.

In einer weiteren Arbeit, die sich mit dem insulinstimu-
lierten Transport von Glucose und der Translokation eines
Glucosetransporters (Glut4) von intrazelluldren Vesikeln zur
Zellmembran beschéftigt, wurde gezeigt, da3 Okadainsdure
Insulin hinsichtlich der Wirkung auf menschliche Adipocyten
imitiert: Die Geschwindigkeit des Glucosetransports wird
erhoht und die Wanderung von Glut4 zur Zellmembran
stimuliert.’””! Anders als im insulinstimulierten Signalweg ist
bei Verwendung von Okadainsdure diese Wirkung allerdings
unabhéngig von der Aktivitit der PI-3-Kinase. Dieses Ergeb-
nis legt nahe, daB3 mehrere Signalwege den Glucosetransport
regulieren, und eroffnet Moglichkeiten zur Therapie von
Diabetes. Die genaue Ursache der Wirkung von Okadain-
sdure wurde allerdings bisher nicht weiter untersucht.

Durch den Einsatz von Okadainsdure als in geringen
Konzentrationen von ca. 10nMm selektiven Inhibitor der
PP2A-Phosphatasen konnte auch die Beteiligung dieser
Enzyme bei der EGF-induzierten Regulierung der MAP-
Kinase in A431-Zellen™ sowie bei der Hyperphosphorylie-
rung des bei der Alzheimer-Krankheit wichtigen Tau-Pro-
teinsl*™ nachgewiesen werden.

9.2. Calyculin A

Der Sekundiarmetabolit Calyculin A 314 (Schema 80) wur-
de 1986 aus einem marinen Schwamm isoliert®! und wenig
spiter als Inhibitor von Phosphatasen beschrieben.’l Im
Unterschied zu Okadainsdure, die PP2A um einen Faktor 10—
100 effektiver hemmt als PP1, blockiert Calyculin A beide
Enzyme mit dhnlichen ICs,-Werten. Die relative Konfigura-
tion dieses Naturstoffs wurde durch eine Kristallstruktur-
analyse bestimmt,*! die Aufklirung der absoluten Kon-
figuration gelang durch eine erste Totalsynthese, in der
besondere Riicksicht auf die hydrolyselabile Phosphat-
gruppe und die konjugierte Tetraeneinheit genommen wer-
den muBte.’””l Calyculin A hat eine breitere Enzymspezifitit
als Okadainsdure, weist aber ansonsten eine sehr dhnliche
biologische Wirkung auf.

Die Behandlung von menschlichen Tumorzellen mit y-
Strahlen oder Warme fiihrt zu einer weitgehenden Fragmen-
tierung der DNA sowie zu morphologischen Verinderungen,
die fiir die Apoptose charakteristisch sind. Durch Zusatz von
20nM Calyculin A oder 500nm Okadainsdure wurde der
plotzliche Zelltod jedoch verhindert.’’® Den gleichen Effekt
iibt Calyculin A in geringen Konzentrationen bei der photo-
dynamischen Therapie (PDT) aus. Bei diesem Verfahren zur
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Tumorbehandlung wird mit Laserstrahlen in Zellen, die
vorher mit photosensitiven Reagentien behandelt wurden,
ebenfalls die Apoptose ausgelost. Dabei kann durch die
Ausrichtung der Lichtquelle bosartiges Gewebe gezielt zer-
stort werden. In Leukidmiezellen von Madusen tritt die
charakteristische DNA-Fragmentierung sehr rasch (innerhalb
von 30 Minuten) nach der Bestrahlung auf.?””! Die Behand-
lung der Zellen mit Calyculin A verhinderte den program-
mierten Zelltod, wiahrend der PKC-Inhibitor Staurosporin
den Vorgang beschleunigte. Die Autoren schliefen aus dem
sehr raschen Auftreten der Apoptose, dal die photodynami-
sche Therapie einen spiten Schritt im Gesamtprozef initiiert
(hierauf beruht wahrscheinlich die breite Anwendbarkeit der
PDT; dagegen beeinflussen Chemotherapeutica frithe Vor-
ginge des programmierten Zelltods, die in Tumorzellen nicht
mehr stattfinden oder unterdriickt sind). Weiterhin folgern
sie, daf} eine Ser/Thr-Phosphorylierung/Dephosphorylierung
an einem spidten Stadium der Signaltransduktionsprozesse,
die zum Tod der Zellen fiihren, beteiligt ist.

Calyculin A und Okadainsdure wirken als starke Tumor-
promotoren (siche oben und Abschnitt 9.1), indem sie die De-
phosphorylierung von Zielproteinen der PKC verhindern, so
daf letztlich der gleiche Effekt wie bei der Aktivierung der
Ser/Thr-Kinase durch Phorbolester (siche Abschnitt 7) erzielt
wird.%l Die beiden Naturstoffe fiihren in verschiedenen Zell-
typen weiterhin zur Translokalisierung der PKC vom Cytosol
zur Zellmembran, wobei Calyculin A bereits bei deutlich
niedrigeren Konzentrationen aktiv ist (10nm) als Okadain-
sdure (1um).B%) Diese Membranassoziation wird ebenfalls
durch Phorbolester initiiert und fithrt zur Aktivierung der
Kinase.?®!l Trotz der Unterschiede in der Struktur und den
zelluldren Zielproteinen fordern diese beiden Naturstoffe das
Tumorwachstum also in &hnlicher Weise durch Membranlo-
kalisierung der PKC. Weitere Anwendungen von Calyculin A
umfassen die Untersuchung der TNF-a-vermittelten Insulin-
resistenz,?®?l der Modulierung der Aktivitéit der Ras-Farne-
syltransferase ~ durch ~ Phosphorylierung/Dephosphorylie-
rungl®! sowie der Rolle der Phosphatasen PP1 und PP2A

bei der glucoseinduzierten Regulierung der Glycogensyntha-
se.[384]

9.3. Nodularine und Microcystine

Nodularine wie 315P] und Microcystine wie 31658
(Schema 80) sind cyclische Penta- bzw. Heptapeptide, die
von Cyanobakterien produziert werden. Diese Verbindungen
sind hepatotoxisch und fiir die Giftigkeit von Wasser, in dem
blaugriine Algen wachsen, verantwortlich. Dariiber hinaus
wirken sie als starke Inhibitoren der Ser/Thr-Phosphatasen
PP1 und PP2A sowie als Tumorpromotoren. Die Strukturen
dieser beiden Naturstoffe sind sehr dhnlich und weisen als
gemeinsames Merkmal eine ungewohnliche S-Aminosdure,
Adda 333 (Schema 83), sowie D-erythro-f-Methylasparagin-
sdure auf. Aufgrund ihrer vielfdltigen biologischen Eigen-
schaften besteht ein grofles Interesse an der Synthese dieser
Naturstoffe sowie strukturverwandter nichtnatiirlicher Ana-
loga.?®1 Dazu wird vor allem eine effiziente und stereospe-
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CO,H § Y
329 2 331 H
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MeO,C ¢ Y (OH),
o Me Me
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1. [Pd(PPhg)4],
TIOEL, H,0
2. LiOH

Boc-Adda 333

Schema 83. Synthese von Boc-Adda.

zifische Synthese von 333 benotigt.P® In der ersten Total-
synthese von Microcystin-LAP®! wurde 333 aus dem Vinylio-
did 330, das aus einem stereoselektiv in 3-Position methylier-
ten Asparaginsdurederivat zugénglich ist, und der Boronséure
332, die ausgehend vom syn-Aldol 331 synthetisiert wurde,
iiber eine Suzuki-Kupplung hergestellt (Schema 83).

9.4. Weitere Phosphataseinhibitoren

Ein Beispiel fiir die Entwicklung neuer, synthetischer
Phosphataseinhibitoren wurde kiirzlich beschrieben.”! Ba-
sierend auf den wenigen SAR-B%! und Molecular-Modeling-
Untersuchungen zur Wirkung der natiirlich vorkommen-
den Inhibitoren wurde das stark vereinfachte Calyculin-A-
Analogon 334 (Schema 84) entworfen, das eine essentielle
Carboxylatfunktion, hydrophobe Reste sowie H-Briicken-Do-
noren und -Acceptoren enthilt. Mit einem kombinatorischen
Ansatz wurden 18 Derivate von 334 synthetisiert und auf ihre
Wirkung gegeniiber den Phosphatasen PP1 und PP2A sowie
in menschlichen Brustkrebszellen getestet. Einige Verbin-
dungen der Bibliothek blockierten die Aktivitdt der Enzyme
(wenn auch bei deutlich hoheren Konzentrationen als Caly-
culinA) und entfalteten auch in Ganzzellsystemen eine
antiproliferative Wirkung, so daf3 die angekiindigten weiteren
Untersuchungen interessante Ergebnisse erwarten lassen.

Ausgehend von den Aminosduresequenzen bevorzugter
Substrate einzelner Phosphatasen konnen ebenfalls selektive
Peptid-Enzyminhibitoren synthetisiert werden. Dabei ist es
vorteilhaft, Phosphotyrosin gegen hydrolyselabile Derivate
wie Phosphonomethylphenylalanin, Difluorphosphonome-
thylphenylalanin oder O-Malonyltyrosin (OMT) zu ersetzen.
Auf diese Weise wurden cyclische, von einer Autophospho-
rylierungssequenz des EGF-Rezeptors abgeleitete, gegen
Proteolyse stabile Peptide synthetisiert. Die Verbindungen,
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Schema 84. Synthetische Phosphataseinhibitoren.

die das OMT-Mimeticum enthielten (z.B. 335, Schema 84),
waren in vitro starke Inhibitoren der Phosphatase PTP1.5%
Interessant wire die Untersuchung, ob diese Enzymhemmer
und die oben erwihnten Microcystine und Nodularine
dhnliche Strukturmerkmale aufweisen.

10. Induzierte Dimerisierung von Proteinen durch
synthetische Liganden!*!!

Eines der besten Beispiele fiir die gegenseitige Befruchtung
von organischer Synthese und Biologie ist die Aufkldrung der
Wirkmechanismen der Immunsuppressiva FK506 336 und
Cyclosporin (CsA) 338 (Schema 85) sowie der T-Zell-Ak-
tivierung (sieche Abschnitt 2.4 sowie Schema9). Da dieses
faszinierende Forschungsgebiet bereits an anderer Stelle
ausfiihrlich beschrieben wurde,?* soll hier nur kurz darauf
eingegangen werden. FK506 und Cyclosporin sind Natur-
stoffe, die Ca’*-abhiingige Signalwege blockieren und auf-
grund ihrer inhibierenden Wirkung auf die Transkription
einiger Gene in T-Zellen als Immunsuppressiva eingesetzt
werden, beispielsweise bei Organtransplantationen. Mit im-
mobilisierten Derivaten dieser Liganden wurden deren phy-
siologische Rezeptorproteine, die Inmunophiline Cyclophilin
(Cyp) und FKS506 binding protein (FKBP), identifiziert.
Zunichst wurde angenommen, daB3 die Naturstoffe ihre
immununterdriickende Wirkung durch Hemmung der fiir
die Aktivierung von T-Zellen wesentlichen Rotamaseaktivi-
tit dieser Proteine ausiiben. Diese Hypothese mufite aller-
dings aufgegeben werden, als festgestellt wurde, da3 sowohl
Rapamycin 339 als auch die synthetische FK506-bindende
Domine (506BD) 337 (Schema 85) zwar an FKBP binden
und dessen Rotamaseaktivitdt inhibieren, von Rapamycin
aber ein anderer Signalweg als von FK 506 und CsA und von
506BD gar keine Signaliibertragung gehemmt wird. Auf der
Hypothese aufbauend, daB3 die Ligand/Rezeptor-Komplexe
eine weiteres Mitglied der Transduktionskaskade beeinflus-
sen, wurde durch Affinitdtschromatographie der zelluldre
Bindungspartner des ,aktivierten Komplexes®“ aus FK506
und FKBP isoliert. Es handelt sich dabei um die Calmodulin-
abhingige Phosphatase Calcineurin, deren Enzymaktivitét
durch die Bindung an FK 506/FKBP inhibiert, durch FK 506,
FKBP, Cyp, Rapamycin, 506 BD oder Rapamycin/FKBP
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Schema 85. Immunsuppressiva und der synthetische Ligand 506 BD.

hingegen nicht beeinfluft wird. Durch die so verhinderte
Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors NF-AT (siehe
Schema 9) wird der Zellcyclus im GO-Stadium angehalten,
was zur Immunsuppression fiihrt. Interessanterweise wird die
Phosphatase Calcineurin ebenfalls durch den Komplex aus
CsA und Cyclophilin inhibiert. Die Naturstoffe haben also
zwei Proteinbindungsdoménen; mit einer binden sie an die
Immunophiline, mit der anderen an Calcineurin, weswegen
sie als ,,chemical inducers of dimerization“*! bezeichnet
wurden. Die Ergebnisse dieser Arbeiten erdffneten damit
vollig neue Moglichkeiten und Konzepte fiir die Erforschung
von Signaltransduktionsvorgidngen.

Ligandenvermittelte Signaltransduktionsprozesse werden
oft durch Di- oder Oligomerisierung von Rezeptoren in-
itiiert.’%] Hierfiir werden die extrazelluldren und die Trans-
membrandoménen jedoch nur bedingt benoétigt. Thre Funk-
tion besteht primér darin, die enzymatisch aktiven intrazellu-
laren Doménen in unmittelbare Nachbarschaft zu bringen, so
daB3 beispielsweise eine Transphosphorylierung stattfinden
kann. Auf dieser Annahme aufbauend wurde ausgehend von
FK 506 ein Dimer synthetisiert, in dem zwei FK-506-Mono-
mere iiber eine funktionelle Gruppe innerhalb der Calcineu-
rin-Bindungsdoméne miteinander verkniipft sind.’* Dieser
dimere Ligand, FK 1012 340 (Schema 86), sollte also nach wie
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Schema 86. Die Dimerisierung von Proteinen induzierende Liganden sowie das monomere Novobiocin.

vor in der Lage sein, FKBP zu binden; eine Inhibierung des
TCR-Signalweges iiber die essentielle Bindung an die Phos-
phatase Calcineurin ist aber ausgeschlossen.

Um den Nutzen dieser Eigenschaft fiir biologische Studien zu
belegen, wurden Tag-Jurkat-T-Zellen mit chiméren Src/Z/FKBP-
Rezeptoren transfiziert, die aus dem N-Terminus von Src (dieses
Protein wird myristoyliert und bewirkt damit eine Membran-
lokalisierung), aus der {-Kette des TCR (zur Induzierung einer
Kinasekaskade nach Dimerisierung der Rezeptoren, siche Sche-
ma 9) und aus mehreren Kopien des FKBP konstruiert wurden.
Bei Behandlung dieser Zellen mit dem synthetischen Dimer
340 oligomerisierten die Rezeptorkonstrukte dadurch, da3 der
Ligand sie iiber die Bindung an FKBP miteinander verband
(Schema 87). Als Folge dieser kiinstlich hervorgerufenen Ag-
gregation und der dadurch angeschalteten Kinasekaskade trat
die Aktivierung von Reportergenen auf, wie sie auch durch

FPAARAFRAAAART < AAAAAAAART < ARRRARAATR < A
BHHHHEEBAUAHLS BUMEH S BAHHHMS S B

Cytoplasma

FKBP

Schema 87. Aktivierung chimédrer Rezeptoren durch FK1012.
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ein Cross-linking iiber Antikorper hervorgerufen wird. Wurde
die Myristoylierung und damit die Membranassoziation der
Rezeptoren verhindert, indem man den N-terminalen Glycin-
rest des Src-Proteins gegen Alanin austauschte, wurde der
Signalweg nicht aktiviert. Den gleichen Befund erhielt man,
wenn die Rezeptorkonstrukte nur ein Exemplar des FKBP
enthielten, wéhrend drei Kopien die maximale Aktivitit
gewihrleisteten. Daraus wurde geschlossen, daf3 fiir die
Aktivierung des TCR-Signalweges weder die extrazellulidre
noch die Transmembrandoméne des TCR notig sind, sondern
daB der Rezeptor an der cytosolischen Seite der Plasmamem-
bran lokalisiert werden muf3. Ligandeninduzierte konforma-
tive Anderungen im T-Zell-Rezeptor spielen offenbar keine
wesentliche Rolle. Dariiber hinaus scheint eine Oligomerisie-
rung der Rezeptoren notwendig zu sein, eine bloBe Dimeri-
sierung durch die synthetisierten Liganden fiihrt nicht zum
Anschalten der Signalkaskade. Das kiinstliche Signal kann
durch Zugabe von monomerem FK 506 oder von CsA wieder
abgeschaltet werden, die Transduktionskaskade kann also
nach Belieben aktiviert oder unterbrochen werden.

Diese Methode wurde beispielsweise auch eingesetzt, um
die Transkription von Genen gezielt anzuschalten. Transkrip-
tionsfaktoren bestehen aus funktionell verschiedenen Domé-
nen, die unabhingig voneinander die Bindung an die DNA
und die Aktivierung der Transkription vermitteln.””! Da
hierzu keine kovalenten Bindungen nétig sind, besteht die
Moglichkeit, mit dimeren Liganden solche Doménen einan-
der anzunédhern und so die Transkription zu induzieren. Dazu
wurden zwei chimére Proteine, die jeweils das FKBP sowie in
einem Fall eine DNA-Bindungsdomine (GF3 oder HF3) und
im anderen Fall eine Aktivierungsdomine (NF3V1) enthal-
ten, in Zellen exprimiert (Schema 88)*! Die Behandlung
dieser Zellen mit dem Liganden FK 1012 340 fiihrte tatsdch-
lich zu einer Aktivierung der Transkription, die durch Zugabe
des monomeren FK 506 unterbrochen werden konnte. Dar-
iiber hinaus wird vermutet, daf} die Aktivierungsdoméne fiir
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Schema 88. Induzierung der Gentranskription durch einen synthetischen
Liganden.

die Aufrechterhaltung der Transkription dauerhaft an die
DNA gebunden sein muf3, daf also die einmalige Bildung
eines Komplexes nicht ausreicht.

In einer weiteren Untersuchung wurde die Signaltransduk-
tion iiber die Raf-Kinase anhand der induzierten Dimerisie-
rung untersucht.?”) Coumermycin 341 (Schema 86) ist ein
Antibioticum, das an zwei Molekiile der B-Untereinheit einer
bakteriellen DNA-Gyrase (GyrB) bindet und somit ebenfalls
eine Dimerisierung induziert. Um die Mechanismen zu
untersuchen, die zur Aktivierung der Raf-1-Kinase (siche
Abschnitt 2.2) fithren, wurden chimire Raf-Fusionsproteine
hergestellt, in denen die GyrB-Untereinheit an den C-
Terminus von Raf gekniipft wurde. Exprimierte man diese
Proteine in Cos-Zellen, lie3 sich ihre katalytische Aktivitét,
d.h. die Phosphorylierung von MEK, durch Zugabe des
Antibioticums 341 induzieren (Schema 89). Hohe Dosen an
Coumermycin sowie an Novobiocin 342 (einem monomeren
Coumermycinanalogon, Schema 86) blockierten dagegen die
MEK-Aktivierung, was mit der Hypothese der Aktivierung
durch Dimerisierung im FEinklang ist. Wurde fiir diese
Experimente eine Mutante (R89L) von Raf verwendet, die
nicht mit Ras wechselwirkt und daher auch nicht an der
Plasmamembran lokalisiert sein sollte, so wurde die gleiche
Coumermycin-abhingige Reaktion festgestellt wie im Fall der
Wildtyp-Proteine. Die Dimerisierung der Raf-Kinase reicht
also zu ihrer Aktivierung aus, eine Membranlokalisierung ist
hierfiir nicht erforderlich. Die Rolle des Ras-Proteins bei der
Aktivierung von Raf konnte nach diesen Ergebnissen also
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Schema 89. Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade durch Coumermycin-
induzierte Dimerisierung der Raf-Kinase.

darin bestehen, eine Aggregation der Kinase zu induzieren.
Zu dhnlichen Ergebnissen fiihrten Untersuchungen, bei
denen die Dimerisierung von chimédren FKBP/Raf-Fusions-
proteinen durch FK1012 induziert wurde.[!

Mit einem Cyclosporin-A-Dimer wurde in Zellen, die die
intrazellulire Doméne des Fas-Rezeptors kovalent verkniipft
mit Cyclophilin exprimieren, eine Fas-vermittelte Apoptose
induziert.®! Auch ein synthetisches Konstrukt aus FK 506
und Cyclosporin A, FKCsA, konnte erfolgreich zur Aggrega-
tion zweier verschiedener Proteine eingesetzt werden.**)

Das Potential dieser konzeptionell vollig neuen Klasse von
Wirkstoffen wird noch dadurch erhoht, daf sie in der Regel
oral verfiigbar sind und leicht von Zellen aufgenommen
werden. So wurde mit dem Naturstoff Rapamycin in Méausen,
in die zuvor Zellkonstrukte implantiert worden waren, iiber
die Steuerung der Transkription ein therapeutisches Protein,
das menschliche Wachstumshormon (human growth hor-
mone, hGH), produziert werden.*®! Diese Zellkonstrukte
wurden dafiir mit den Genen fiir hGH sowie fiir zwei
regulatorische Proteine versehen, die Erkennungssequenzen
fiir Rapamycin enthielten.

11. Zusammenfassung und Ausblick

Die in diesem Beitrag beschriebenen Beispiele fiir das erfolg-
reiche Ineinandergreifen organisch-chemischer und biologi-
scher Arbeiten bei der Untersuchung und Steuerung der
biologischen Signaltransduktion belegen eindrucksvoll die
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Leistungsfiahigkeit der interdisziplindren Forschung im Bereich
der ,,Bioorganischen Chemie“ (,,Chemischen Biologie®) im
Sinne der im einleitenden Abschnitt gegebenen Definition.
Heute werden mit rasch wachsender Geschwindigkeit immer
mehr biologische Phanomene im molekularen Detail unter-
sucht, aufgekladrt und verstanden. Fiir die Organische Chemie
eroffnet sich damit eine Vielzahl neuer Betétigungsfelder, in
denen sie ihre Leistungsfahigkeit ausspielen kann und in
denen sie auf neue, gro3e und wichtige Herausforderungen
trifft, die es anzunehmen gilt und bei deren Bewiltigung der
Organischen Chemie eine Schliisselrolle zukommen kann. Fiir
die Biologie ergeben sich aus der bioorganischen Forschung
neue, alternative Ansitze, mit denen Erkenntnisse rascher,
direkter und oft mit einem hoheren Mal3 an Prizision und
Eindeutigkeit erhalten werden konnen und die mit den heute
etablierten Methoden nicht oder nur mit viel hoherem
Aufwand erreichbar sind. Um die ,,Bioorganische Chemie®
an der Grenze zwischen Organischer Chemie und Biologie als
leistungsfihiges und breit bearbeitetes Gebiet zu etablieren,
wie die Physikalische Chemie zwischen Physik und Chemie,
bedarf es der Bereitschaft und des Willens der Organischen
Chemiker und der Biologen, die Grenze zur Nachbardisziplin
zu iiberschreiten. Es gilt, die Sprache und das methodische
Vorgehen des jeweils anderen zu erlernen, sich gegenseitig zu
respektieren (und nicht etwa die Nachbarwissenschaft als
reinen Themen- oder Substanzlieferanten zu betrachten) und
sich in wirklich praktizierter Kooperation den sich stellenden
Fragen zu widmen. Die Zukunft wird zeigen, ob wir dieser
Herausforderung gewachsen sind.

Die Motivation zum Verfassen der vorliegenden Ubersicht
wurde aus unseren eigenen Arbeiten an der Universitit Mainz,
der Universitit Bonn und der Universitit Karlsruhe zur
Verkniipfung organisch-chemischer und biologischer Forschung
im Bereich der Signaltransduktion geboren. Unsere Arbeiten
sind hauptsdichlich in den Abschnitten 3 und 5-7 erwihnt. An
ihnen waren wihrend der zuriickliegenden Jahre und sind zur
Zeit beteiligt (in alphabetischer Reihenfolge): D. Alonso-Diaz,
D. Brom, A. Cotte, E FEisele, S. Gabold, S. Glomsda, P.
Hagenbuch, A. Heuser, K. Hinterding, V. Jungmann, D.
Kadereit, T. Kappes, B. Klaholz, V. Klein, T. Krdmer, N.
Kuder, K. Kuhn, Y. Li, T. Lipps, R. Machauer, B. Meseguer-
Vidagany, E. Niigele, D. Owen, T. Pathak, T. Pohl, A. Reidel, J.
Sander, M. Schelhaas, U. Schlede, T. Schmid, T. Schmittberger,
S. Schulze, D. Sebastian, P. Stahl, F. Stieber, P. Stober und T.
Zelinski. Unsere Arbeiten wurden von der Deutschen For-
schungsgemeinschaft, vom Bundesministerium fiir Bildung
und Forschung, vom Fonds der Chemischen Industrie, von der
Europdischen Union, von der Alexander-von-Humboldt-Stif-
tung, von der Krupp-Stiftung sowie von der Bayer AG, der
BASF AG, der Degussa AG, der Boehringer Mannheim
GmbH und der Boehringer Ingelheim KG gefordert.
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