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Syntheseplanung
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., Beim Betrachten des majestiiti-
schen Deckengemdildes von
Michelangelo in der Sixtinischen
Kapelle, auf dem die Erschaffung
Adams dargestellt ist, kam mir der
Gedanke, daf; eine Verkniipfung
zweier schwacher Inhibitoren zu
einem starken fithren konnte*,

so S. Hanessian, der mit Coautoren
auf-den folgenden Seiten tiber die
Synthese, biologische Wirksamkeit
und Kiristallstruktur eines Disub-
stratinhibitors der Adenylsuccinat-
Synthetase (AdSS) berichtet.
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Ein enzymgebundener Disubstrathybrid-
Inhibitor der Adenylsuccinat-Synthetase**

Stephen Hanessian,* Pu-Ping Lu, Jean-Yves Sancéau,
Philippe Chemla, Keigo Gohda, Raymonde
Fonne-Pfister, Lars Prade und Sandra W. Cowan-Jacob

Die Natur hélt eine Vielzahl von Verbindungen mit einem
faszinierenden Aufgebot an Strukturen, Funktionen und
stereochemischer Vielfalt bereit. Solche Verbindungen zeigen
auch eine Vielzahl physiologischer Wirkungen in der Tier-
und Pflanzenwelt. Nirgends wird dies deutlicher als bei der
Wirkstoff-Forschung und der
Entwicklung von therapeu-
tisch wichtigen Arzneimit-
teln.[! Die groBen Fortschrit-
te bei den physikalischen o]
Methoden zur Proteinstruk-

o
N NH
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I N N/) GTP + Aspartat

Anschluf3 die Umsetzung mit der Erzeugung von AMP unter
Abspaltung von Fumarat.

Hydantocidin, eine einzigartige spirocyclische Hydantoin-
ribose, isoliert aus Streptomyces hygroscopicus[® inhibiert
sowohl AdSS aus E. coli als auch das pflanzliche Enzym. Als
Préherbizid wird es zuerst zum 5'-Phosphat 1 (Hydantocidin-
monophosphat, HMP) umgesetzt und soll so IMP oder AMP
imitieren.l”l Als iiberzeugender Beweis dient die Kristall-
struktur eines Komplexes aus HMP und AdSS, in dem das
Inhibitormolekiil den Platz von IMP im aktiven Zentrum
besetzt hat.

N
GDP + PO, 0 «NI:J

HO—Fl’—O o
turaufkldrung, wie Rontgen- OH _\d =

strukturanalyse und NMR- .
Spektroskopie, haben dem

Synthetiker wirksame Hilfs- MP
mittel zur Verfiigung gestellt,
um auf ,rationale“ Weise
neue Inhibitoren zu entwer-
fen.”l So bietet die Struktur

eines organischen Molekiils, ;o HN—{ HO—P—0

das im aktiven Zentrum ei-
nes Enzyms gebunden vor-
liegt,’! eine gute Visualisie-
rung von wichtigen Wechsel-
wirkungen, die zur Opti-
mierung durch chemische
Modifikation genutzt werden
konnen. Wihrend in der medizinischen Chemie diese For-
schungsansitze mit groBem Aufwand verfolgt werden, ist von
gezielt entworfenen Inhibitoren in der pflanzlichen Enzymo-
logie relativ wenig bekannt.!

Das Enzym Adenylsuccinat-Synthetase (AdSS) ist am
ersten Schritt der Umwandlung von Inosinmonophosphat
(IMP) in Adenosinmonophosphat (AMP) beteiligt (Sche-
ma 1).F] Die Reaktion benétigt GTP, Magnesiumionen und
Aspartat und fiihrt unter Freisetzung von GDP und Phosphat
zum aspartylierten Nucleotid Adenylsuccinatmonophosphat
(ASMP). Das Enzym Adenylsuccinat-Lyase vollendet im

Hydantocidin
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Schema 1. Biosynthese von AMP und Strukturen der natiirlichen Inhibitoren von AdSS.

Der nicht verwandte Naturstoff Hadacidin (N-Formyl-N-
hydroxyglycin) 2, der ebenfalls herbizid wirkt, fungiert als
kompetitiver Inhibitor der Asparaginsdure und wechselwirkt
deshalb mit einem anderen Zentrum des Enzyms.®! Ein
Beispiel fiir das Visualisieren des simultanen Bindens von
zwei unterschiedlichen Inhibitoren an ein Enzym ist mit der
Kristallstruktur des Komplexes aus AdSS, HMP und Hada-
cidin gegeben.”l Die beiden genannten kristallographischen
Studien boten die einzigartige Gelegenheit, neue Aspekte fiir
das Design von AdSS-Inhibitoren zu testen.[s°]

Angesichts der relativen Orientierungen von HMP, Hada-
cidin, Mg?** und Phosphat (Schema 2) schien es wahrschein-
lich, daB die kovalente Verkniipfung von HMP und Hadacidin
mittels eines sorgfiltig ausgewdhlten Linkers zu einem HMP-
Hadacidin-Hybrid fithren konnte, das besser an das Enzym
binden und daher stdrker herbizid wirken wiirde. Molecular-
Modeling-Studien und Simulationen der Substratbindung
ergaben, daf ein Disubstrathybrid mit einer aliphatischen
C;-Briicke und einem (25)-N-Formyl-N-hydroxyaminosaure-
Rest am Ende wie 3 besser geeignet sein sollte als das 2R-
Isomer 4 oder das Analogon mit einer C,-Briicke. Wir
beschreiben hier die Bestitigung dieser Hyphothese mittels
Synthese und Rontgenstrukturanalyse.

Das Camphersultamderivat 51! lieferte mit Allylbromid in
Gegenwart von Zink in einer Mischung aus wiBriger Ammo-
niumchloridlosung und THF das (S)-Allylglycinderivat 6 in
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Schema 2. Wechselwirkungen von Hydantocidinphosphat und Hadacidin
mit AdSS.
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exzellenter Ausbeute und hoher Diastereoselektivitit (Sche-
ma 3). Schutz der Aminogruppe als N-Trichlorethoxycarbo-
nylderivat 7, Spaltung des chiralen Amidmotivs und erneute
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Veresterung ergaben den Benzylester 8 in guter Gesamtaus-
beute. Die anschlieBende Hydroborierung wurde problemlos
durchgefiihrt und lieferte den primdren Alkohol 9, der unter
den Bedingungen der Mitsunobu-Reaktion! mit dem HMP-
Dibenzylderivat 10 in hervorragender Ausbeute zu 11 ver-
kntipft wurde. Ablosen der N-Troc-Schutzgruppe und N-For-
mylierung bei gleichzeitiger Hydrolyse der Acetaleinheit
fiihrten zu einem O-Benzyl-geschiitzten Vorldufer der Ziel-
verbindung. Debenzylierung durch katalytische Hydrogeno-
lyse unter genauer Uberwachung ergab das Hybridmolekiil 3
als amorphes Pulver. Die analoge (2R)-Aminosiure 4 wurde
ausgehend vom enantiomeren Sultam auf die gleiche Weise
hergestellt.

Inhibierungsmessungen zeigten erfreulicherweise, dafl das
2S-Hybrid 3 AdSS aus E. coli und aus Weizen schon bei
Konzentrationen von 0.043 bzw. 0.200 um inhibiert, d.h. bei
deutlich niedrigeren als das 2R-Isomer 4 und die natiirlichen
Substrate 1 und 2 (Tabelle 1).['21 Die Verkniipfung zweier
relativ schwacher Inhibitoren zu einem Hybridmolekiil ver-
besserte somit die Inhibierungswirkung gegeniiber der der
natiirlichen Substrate deutlich.

Tabelle 1. Inhibierungswirkung von HMP, Hadacidin und den Disubstrat-
hybriden 3 und 4 auf AdSS aus E. coli und Weizen.

Inhibitor 1G5, [m]
E.-coli-AdSS Weizen-AdSS
HMP 1 0.675 1.35
Hadacidin 2 3.5 12
3 0.043 0.200
4 0.665 8.93
Die Ergebnisse der biologi-
schen Tests konnten durch die
CISCCHZO(_:(_DCI mit einer Auflosung von 2.0 und
DMACPHE/E din 2.2 A ermittelten Kristallstruk-
(quant.) turen der Komplexe von AdSS
mit dem 2S- bzw. 2R-Isomer
abgesichert werden.[¥] Abbil-
1 9-BBN/THF dung 1 zeigt links das 2S-Hy-
2 NaOAc, H,0, bridmolekiil 3 in den aktiven
65% Zentren, die normalerweise

IMP bzw. Aspartat binden. Das
Magnesium- und das Phosphat-
Ion befinden sich an den erwar-

O 0
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0 Sen _\(_7',,1 AN BnO-P-0 oHN=K y selwirkungen mit dem Enzym
Bno)j\-/\/\OH sz 0 OBn "'/ﬂ/N\/\/\ooan sind erkennbar. Die C;-Briicke
z e —~ . . .
N 53° des 2S-Hybrids 3 nimmt eine
Troc” “0Bn > X Konf ti in, di t
PhaP. DIAD, THF, 0°C .on orma ion ein, . ie vermut-
9, [a]p —11.8° (c=0.4, CH.Cly) 94% 11, [a]p —16.0° (c=1.4, CH.Cly) lich die festeste Bindung von
HMP- und Hadacidin-Einheit
0 Solicht [14] :
o an AdSS ermoglicht.!**! Kurio-
1.2Zn /HOAG, 61% i o oH . )
HN H” N -
2. 96% HCOOH, Ac,0, 85% HO_?_O_W _<N = Zegwelsle bﬁsetzt ldas 2R lflybrld
- ", : ie gleichen relativen Positio-
3.Pd/C, Hy OH U SN0 M gleich ativen
s =0 nen, allerdings mit kleinen Un-
HO OH . . . .
3 terschieden im Aminosdureteil
Schema 3. Synthese des Hybrids 3. 9-BBN =9-Borabicyclo[3.3.1]nonan, Bn=Benzyl, DIAD = Diisopropyl- und in _.der[m] Konfolrmatlon
azodicarboxylat, DMAP = Dimethylaminopyridin, EDC = 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid, der C;-Briicke!"! (Abbildung 1
Troc = Trichlorethoxycarbonyl. rechts).
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Abbildung 1. Strukturen der Komplexe von 3 (links) und 4 (rechts) mit
AdSS im Kiristall. Bei den Liganden ist die Elektronendichte fiir 1o
gezeigt; Wasserstoffbriickenbindungen mit Aminoséuren der AdSS sind als
gepunktete Linien wiedergegeben. Man beachte die unterschiedlichen
Konformationen der C;-Briicke in 3 und 4.1'%]

Das Hybrid mit einer C,-Briicke — leicht herstellbar aus
dem gemeinsamen Zwischenprodukt 8 durch oxidative Spal-
tung, Reduktion, Mitsunobu-Kupplung und Abspaltung der
Schutzgruppen — war ebenfalls wirksamer als HMP oder
Hadacidin, aber nicht so wirksam wie das Hybrid 3 mit der C;-
Briicke.!'! Es ist wahrscheinlich, das sich in diesem Fall das
Enzym durch eine Konformationsédnderung an den Inhibitor
anpassen muf3 und nicht umgekehrt.

Es gibt sehr wenige Beispiele dafiir, da3 zwei Molekiile
erfolgreich zu einem Hybrid verbunden wurden, das stirker
inhibierend wirkt als die Komponenten.'! Vor wenigen
Jahren hat es allerdings durch #duBlerst geschicktes Nutzen
von Struktur-Aktivitits-Beziehungen (SARs), die NMR-
spektroskopisch ermittelt wurden, zur Entdeckung hochaffi-
ner Liganden groBe Fortschritte gegeben.'”) So weit uns
bekannt ist, haben wir aber fiir den Bereich der Herbizide hier
erstmals das Design und die Synthese eines Disubstrathybrid-
Inhibitors beschrieben.

Eingegangen am 3. Mai,
verdnderte Fassung am 12. Juli 1999 [Z13362]
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