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Design, Synthese und Priifung modular
aufgebauter disubstratanaloger Hemmstoffe
der Farnesyltransferase**

Martin Schlitzer* und Isabel Sattler

Die an der Innenseite von Zellmembranen lokalisierten
Ras-Proteine spielen eine entscheidende Rolle bei der
intrazelluldren Weiterleitung von Signalen, die Zellwachstum
und -differenzierung steuern. Punktmutationen im ras-Gen
fiilhren dazu, daB3 die zugehorigen Ras-Proteine ihre Fihig-
keit, aus dem aktiven in den inaktiven Zustand zuriick-
zukehren, verlieren, d.h., sie leiten kontinuierlich Wachstums-
signale in den Zellkern. Bei ca. 30 % aller Tumore findet man
solche mutierten Ras-Proteine, wobei die Inzidenz bei einzel-
nen Tumorarten bis 90% betragen kann.!! Um die Mem-
branlokalisation der Ras-Proteine zu gewdihrleisten, ist eine
posttranslatorische Modifikation obligatorisch. Erster und fiir
die Funktionsfdahigkeit normaler wie auch durch Mutation
verinderter Ras-Proteine entscheidender Schritt ist die Uber-
tragung eines Farnesylrestes von Farnesylpyrophosphat (FPP)
auf die SH-Gruppe einer Cysteinseitenkette durch das Enzym
Farnesyltransferase (FTase). Dieser Cysteinrest ist Teil der
CAAX-Sequenz (C: Cystein, A: aliphatische Aminoséure, X:
Methionin oder Serin), die den C-Terminus der Ras-Proteine
bildet und von der FTase erkannt und gebunden wird.l! Als
strukturelles Vorbild fiir Hemmstoffe der FTase diente neben
dem FPP vor allen das CAAX-Tetrapeptid. Eine weitere
Klasse von FTase-Inhibitoren sind die Disubstratanaloga,
denen sowohl das Peptidsubstrat als auch der Farnesylrest als
strukturelles Vorbild dienen.'*? Sie sind von besonderem
Interesse, weil ihnen die freie SH-Gruppe, die bei fast allen
CAAX-Peptidmimetika vorkommt, fehlt.’! Eine freie SH-
Gruppe ist nicht nur wegen ihrer chemischen Labilitét
ungiinstig, sondern auch als Ausloser ernster Nebenwirkun-
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gen, z.B. beim Antihypertensivum Captopril, erkannt.
Dariiber hinaus zeigen neuere enzymkinetische Untersuchun-
gen, daf3 die FTase ihr Reaktionsprodukt, das farnesylierte
Ras-Protein, ungewohnlich fest bindet und erst nach der
Bindung eines neuen FPP-Molekiils freisetzt.’] Disubstrat-
analoga, die als Produktanaloga anzusehen sind, sollten
demnach gute FTase-Inhibitoren sein.’! Solche Disubstrat-
oder Produktanaloga sind bisher sehr wenig bearbeitet wor-
den. Kiirzlich wurde der Naturstoff Pepticinnamin E 1
(Schema 1) von Waldmann et al. in einer vielstufigen Reak-
tionssequenz synthetisiert und als strukturelles Vorbild fiir
modulare disubstratanaloge Hemmstoffe der FTase beschrie-
ben. [

COOH
/\/\/\/\/V\/:[ 3
COOH
Schema 1. Pepticinnamin E 1 und die nichtprenylischen, FPP-analogen
FTase-Hemmer 2 und 3.

Wir stellen hier eine unabhingig von diesem Vorbild
entwickelte Klasse von synthetischen, modular zusammen-
gesetzten Disubstratanaloga vor. Ausgehend von der Struktur
der natiirlichen Enzymsubstrate (FPP und CAAX-Tetrapep-
tid) war das Ziel, einen disubstratanalogen Hemmstoff zu
entwickeln, bei dem der Peptidteil durch ein Peptidmimeti-
kum und der Farnesylrest durch einen lipophilen, aber nicht
mehr prenylischen Molekiilteil ersetzt ist. Mit Hilfe einer
Reihe von N-Acylasparginsiuren, z.B. 2 (Schema 1), als FPP-
analogen FTase-Inhibitoren haben wir den Benzyloxycinna-
moylrest als ein geeignetes Farnesylmimetikum identifiziert.[”!
Der ebenfalls FPP-analoge Naturstoff Chaetomellinsidure 3!
(Schema 1) 14Bt darauf schlieBen, daB auch langkettige
Alkylreste anstelle des Farnesylrestes Verwendung finden
konnen. Daher haben wir Palmitin- und 4-Benzyloxyzimtsidu-
re iiber -Alanin als Verbindungselement (Linker) mit der
AAM- und AA-mimetischen Partialstruktur bekannter!”!
oder eigener' CAAX-analoger FTase-Inhibitoren zu den
neuartigen Disubstratanaloga 4-9 verkniipft (Schema 2). f3-
Alanin wurde als Linker gewihlt, weil in diesem Molekiil der
Abstand zwischen dem Stickstoff- und dem Carbonylkohlen-
stoffatom dem zwischen dem SH-Schwefelatom und C-1 in
Cystein entspricht.

Zur Synthese der Zielverbindungen 4—9 (Schema 3) wurde
Methioninmethylester 10 mit 4-Nitrobenzoylchlorid sowie
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Schema 2. Die modular aufgebauten, nichtprenylischen, nichtpeptidi-
schen disubstrat/produktanalogen FTase-Hemmer 4-9.
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Schema 3. Synthese von 4-9. a) 4-Nitrobenzoylchlorid, CH,Cl,, N-Methylmorpholin
(NMM), 12 h, 0°C, 90%; b) SnCl,-2H,0, EtOAc, 2 h, Riickflu, 11 88%, 13 81 %, 14
80%; c) N-Palmitoyl- oder N-(4-Benzyloxycinnamoyl)-#-alanin, iBuOCOCI, NMM,
Dimethylformamid (DMF), —15°C—RT, 16 h, 4 78%, 5 82%, 6 68%, 7 53%, 8 77%
9 13 % d) 3-Nitrobenzoylchlorid oder 3-Nitrobenzolsulfonylchlorid, CH,Cl,, NMM, 12 h,

0°C, 86 % bzw. 95 %.

2,3-Dimethylanilin 12 mit 3-Nitrobenzoylchlorid oder 3-Ni-
trobenzolsulfonylchlorid umgesetzt. AnschlieBend wurde die
Nitrogruppe der Amide mit Zinn(ir)-chlorid zur Aminogrup-
pe reduziert.'!] Die Zwischenprodukte 11, 13 bzw. 14 wurden
mit N-Acyl-$-alaninen, die aus S-Alanin und den entspre-
chenden Carbonsdurechloriden in wéaBrig-alkalischer Lo-
sungl'?! erhalten worden waren, zu den Zielverbindungen
4-9 verkniipft.
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Die inhibitorische Potenz von 4—9 wurde mit dem gleichen
Fluoreszenztest ermittelt, der auch von Waldmann et al.l[% zur
Bestimmung der Aktivitdt von 1 verwendet wurde. Hierbei
wird die Geschwindigkeit der FTase-Reaktion in Abhéngig-
keit von der Konzentration der Testverbindung anhand der
mit der Farnesylierung eines Dansyl-markierten Pentapeptids
(Ds-GlyCysVallleSer) einhergehenden Zunahme der Fluo-
reszenzemission bei 505 nm gemessen.'}] Rekombinante
FTase aus Saccharomyces cerevisiae wurde in bekannter
Weisel' in E. coli exprimiert und mit Hilfe des anklonierten
Glutathion-S-Transferase-Ankers isoliert.

Wie die in Schema?2 angegebenen ICs,-Werte zeigen,
hemmen die neuartigen Disubstrat/Produktanaloga die FTase
bei geringeren Konzentrationen als der Naturstoff Pepticinn-
amin E 1 (Schema 1). Ein besonderer Vorteil der Disubstra-
tanaloga 4-9 ist neben dem Fehlen empfindlicher prenyli-
scher oder peptidischer Strukturelemente ihr modularer
Aufbau. Die drei Bausteine — AA(X)-Mimetikum, Verbin-
dungselement und Farnesylmimetikum - sind synthetisch
leicht zugénglich und gut zu verkniipfen. Dies ermoglicht die
rasche Synthese von Strukturvarianten mit vorteilhafteren
pharmakologischen FEigenschaften sowie die Bereitstellung
von maf3geschneiderten ,,chemischen” Werkzeugen, um zur
weiteren Kliarung der Zusammenhénge im Ras-Signaltrans-
duktionsweg beizutragen. [ ]
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Synthese des ersten Biokonjugats aus einem
chelatisierenden Bisphosphan und einem
Peptid ausgehend von einem neuartigen
funktionalisierten Phosphor()-hydrid-
Synthon**

Hariprasad Gali, Srinivasa R. Karra,
V. Sreenivasa Reddy und Kattesh V. Katti*

Professor S. S. Krishnamurthy zum 60. Geburtstag gewidmet

Der Einbau von Metall-chelatisierenden Einheiten in
Peptidriickgrate (und in verwandte Biomolekiile) ist ein
Forschungsgebiet, das wegen seiner moglichen Anwendungen
bei der Katalyse!!l und in der Biomedizin groBes Interesse
findet. Unter den verschiedenen zur Verfiigung stehenden
Liganden sind die Phosphane besonders geeignet, da sie mit
Ubergangsmetallen vielseitige Koordinationsverbindungen
bilden konnen.’! Kniipft man sie an Peptide, so kénnten
deren Sekundédr- und Tertidrstrukturen spéter helfen, die
Reaktivitit der phosphangebundenen Ubergangsmetalle zu
steuern. Insbesondere konnten die Chiralitdt und andere
wichtige stereochemischen Eigenschaften der Biomolekiile
(wie Peptide und Proteine) auf die Ubergangsmetalle iiber-
tragen werden, wenn an die Peptide chelatisierende Einheiten
gekniipft werden, die in der Lage sind, Ubergangsmetalle zu
koordinieren.[*! Dieser Ansatz, katalytisch aktive Ubergangs-
metalle mit chiralen Biomolekiilen zu verkniipfen, ist ein
direkter Zugang zu chiralen Verbindungen, die Anwendung
in der enantioselektiven Katalyse finden konnten. Der
Einbau von Phosphanen in Peptide (und Proteine) wird auch
dabei helfen, Metallbindungsstellen zu entwickeln, die kon-
formative Stabilitdt, Biospezifitit sowie erhohte enzymati-
sche Aktivitit bewirken koénnten.P!

Die Biokonjugation cytotoxischer Ubergangsmetalle an
rezeptoraktive Peptide konnte sogar effektive Vehikel liefern,
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mit denen man iiber rezeptorvermittelte Wechselwirkungen
mit Agonisten oder Antagonisten cytotoxische Verbindungen
gezielt in Tumore einbringen kann.l! In diesem Zusammen-
hang sind Peptide (oder an Rezeptoren bindende Biomole-
kiile), die Phosphansubstituenten enthalten, fiir das Design
und die Entwicklung tumorspezifischer Radiopharmaka
wichtig.’®1 Trotz der bedeutenden katalytischen und bio-
medizinischen Anwendungen, die durch solche Peptide (und
Proteine) offenstiinden, stecken die Synthesemethoden zur
Herstellung solcher Biokonjugate noch in den Kinderschu-
hen. Die elegante Arbeit von Gilbertson und Mitarbeitern
iiber den Einbau von Aryl- und Cyclohexylphosphanen in
bestimmte Peptide lieferte entscheidende Impulse in diesem
Bereich, in dem die chemische und biomedizinische Wissen-
schaft eine Bliitezeit erleben konnte.)

Im Rahmen unserer Untersuchungen zur Entwicklung
funktionalisierter Phosphane fiir Anwendungen in Biomedi-
zin und Katalysel' haben wir kiirzlich eine neuartige
Strategie entwickelt, die es uns ermdglicht, unter milden
Bedingungen Bisphosphane mit Heteroatomen und chelati-
sierenden Gruppen direkt in Peptidriickgrate einzubauen.
Dabei entstanden die ersten Biomolekiile, die mit hydrophi-
len chelatisierenden Phosphaneinheiten funktionalisiert sind.
Hier berichten wir tiber die Verwendung von 3-Brompropyl-
phosphan 1 zur Synthese eines funktionalisierten, wasser-
16slichen Phosphans, das auf dem Dithiobisphosphan-Grund-
geriist (P,S,) von 6,8-Bis[ (3-phosphanylpropyl)thio]octansidu-
re 2 basiert. Wir zeigen auch, da3 die COOH-Gruppe von 2
effizient an Peptide gebunden werden kann, wobei die
Phosphaneinheiten erhalten bleiben.

Schema 1 zeigt unseren Ansatz zur Synthese des Liganden-
geriists von 2. Er beinhaltet die Verwendung von 1 als
Schliisselsynthon, das wir vor kurzem bei der Reduktion von
Diethyl-3-brompropylphosphonat mit AIHCL!'" erhielten.
Die Reaktion von 1 mit dem Dianion von D,L-6,8-Thioctsédure
(D,L-a-Liponsiure) lieferte das COOH-funktionalisierte P,S,-
Geriist 2. Das protonengekoppelte 3¥P-NMR-Spektrum von 2
wies zwei iiberlagerte Tripletts auf ("Jpy=193.2 Hz), die das
Vorhandensein zweier unterschiedlicher Phosphanylgruppen
bestiitigen. Das thermisch stabile P!-Hydrid 2 wurde dann
mit 37proz. Formaldehydlosung in Ethanol formyliert, wobei

a

m/\/\/COOH (\(\/\/COOH

S—S HS SH
D,L-Thioctséure 98%
b c
Bq _ b m/OEt e QH d
r r ~P< r 2
0” "OEt 7%
85% 1
o
COOH COOH
G fhding
CorE=2=C o—Co)
\7P+ +P\ Saure R P PH, HaP
o [ < >\ OH ( \ r\ 80%
HO 4, OH HOHOOHOH 2
OH >95%
3

Schema 1. a) NaBH, (3.0 Aquiv.), H,O, EtOH, 25°C, 5h; b) P(OEt);
(0.2 Aquiv.), 2, 1 h; ¢) LiAIH, (1.5 Aquiv.), AICI, (4.6 Aquiv.), Tetraglyme,
0—25°C, 12 h; d) NaH (4.1 Aquiv.), THE, 2, 12 h; ¢) HCHO (4.0 Aquiv.),
EtOH, 25°C, 15 min.
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