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Das Grundgeriist von TMC-95A als mogliche
Leitstruktur fiir reversible
Proteasominhibitoren®*

Markus Kaiser, Michael Groll, Christian Renner,
Robert Huber und Luis Moroder*

Das Proteasom ist ein intrazelluldrer multikatalytischer
Proteasekomplex, der im Ubiquitin-gesteuerten Proteinab-
bau bei wichtigen zelluldren Prozessen wie Antigenprésenta-
tion, Zellteilung und -differenzierung und Apoptose eine
zentrale Rolle spielt.! Die Proteolyse findet in einem
fassartigen als 20S Proteasom bezeichneten Molekiilensem-
ble statt, das aus vier gestapelten Ringen (a,3;3,0,) besteht. 22
Im eukaryotischen Proteasom sind drei -Untereinheiten der
jeweiligen -Ringe mit einem N-terminalen Threoninrest als
Nucleophil enzymatisch aktiv.?’! Diese aktiven Zentren
zeigen drei mehr oder weniger ausgeprigte Substratspezifi-
taten, ndmlich eine chymotryptische (CL), eine tryptische
(TL) und eine Peptidyl-Glutamyl-Peptid-Hydrolase(PGPH)-
Aktivitit.!

Wegen der wichtigen physiologischen Rolle innerhalb
zelluldrer Prozesse ist dieses Enzym ein potentielles Wirk-
stofftarget fiir Entziindungen, Autoimmunkrankheiten und
Tumortherapie.l! Deshalb wurde in den letzten Jahren inten-
siv an der Entwicklung hochwirksamer und selektiver Pro-
teasom-Inhibitoren sowohl durch strukturbasiertes Design als
auch durch Naturstoff-Screening geforscht. Die meisten syn-
thetischen Inhibitoren, hauptsichlich Peptid-Aldehyde, -Bo-
ronsduren oder -Vinylsulfone, sowie auch die Naturstoffe
Lactacystin und Epoxymicin hemmen das Proteasom irrever-
sibel durch eine chemische Reaktion mit dem N-terminalen
Threoninrest (eine Ubersicht gibt Lit.[5]). Eine bemerkens-
werte Ausnahme stellt allerdings der hochselektive und
kompetitiv wirkende Proteasominhibitor TMC-95A dar,
welcher aus dem Fermentationsmedium von Apiospora
montagnei Sacc. TC 1093 isoliert wurde.[’!

Dieses cyclische Metabolitpeptid ist aus L-Tyrosin, L-
Asparagin, einem stark oxidierten L-Tryptophan und den
Bausteinen (Z)-1-Propenylamin und 3-Methyloxopentanséu-
re aufgebaut und iiber die Phenyl- und Oxindolseitenkette
unter Bildung eines Biarylsystems cyclisiert (Struktur A in
Schema 1).1 Ein &hnliches Strukturmotiv in Form einer
Phenol/Indol-Verkniipfung findet sich auch bei Chloropep-
tin,'®! Complestatin ! Diazonamid!'” und den Kistamicinen.!'!]
Aufgrund seiner pharmakologischen Bedeutung und seiner
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Schema 1. Struktur des Naturstoffes TMC-95A (A), die Minimalstruktur (B), abgeleitet aus der
Kristallstruktur des Proteasom/TMC-95A Komplexes, und das Analogon (C) mit Propylamid als R! und
der Seitenkette des Asparagins als R3. Verbindung C wurde synthetisiert zur Verifizierung des Designkon-

zepts.

einzigartigen Phenol/Oxindol-Verkniipfung fand die Synthese
von TMC-95A bereits groBes Interesse.[']

Durch Rontgenstrukturanalyse des TMC-95A/Hefeprotea-
som-Komplexes konnten die nichtkovalenten Bindungsan-
teile ermittelt werden, die auf Wasserstoffbriicken zwischen
dem gestreckten Peptidriickgrat und dem Proteasom beru-
hen.¥ Dieser Bindungsmodus erkliirt auch die hohe Affinitét
zu allen drei aktiven Zentren"! Aus der Kristallstruktur
wurden die Strukturelemente des TMC-95A, die fiir eine
biologische Aktivitdt nétig sind (Minimalstruktur), abgeleitet
(Struktur B in Schema 1). Zur Uberpriifung dieser Arbeits-
hypothese wurde Verbindung C ausgewéhlt, bei der die
Seitenkette R! einen Propylamidrest zur Interaktion mit der
S1-Tasche des Enzyms und R?® eine auch im Naturstoff
vorhandene Asparaginseitenkette zur Wechselwirkung mit
der S3-Tasche enthilt. Alle anderen Reste des Naturstoffes
wurden als nicht bindungsrelevant gewertet und deshalb
vernachlissigt. Die Synthese dieses ersten TMC-95A-Ana-
logons konnte erfolgreich durchgefiihrt werden, und die
ermittelten Inhibierungswerte haben unsere Arbeitshypothe-
se bestitigt.

Schwierigkeiten bei der Synthese von Verbindung C wur-
den in der Cyclisierungsstufe zum stark gespannten Ring
erwartet. Aufgrund fritherer Veroffentlichungen zur Synthese
von Chloropeptin™ wurde ein erster Syntheseweg iiber eine
sdurekatalysierte Ringverengung einer 18-gliedrigen Vorstufe
geplant, wobei die Vorstufe selbst durch eine vorgeschaltete
Suzuki-Kupplung zur Erzeugung des Biarylsystems mit an-
schlieBender Makrolactamisierung zuginglich sein sollte. Wie
inzwischen auch von Estiarte et al.l'’] beschrieben worden ist,
schlug dieser Syntheseweg wegen der Uncyclisierbarkeit der
18-gliedrigen Vorstufe fehl. Stattdessen wurde Verbindung C,
wie in den Schemata 2 und 3 dargestellt, durch die Synthese
der ,,richtig“-verkniipften linearen Vorstufe und anschlieen-
der Cyclisierung erhalten.

Fiir diese Syntheseroute wurde 3-lodo-L-tyrosin in das
geschiitzte Derivat 2 iiberfithrt und dann mit einer Miyauri-
Suzuki-Kupplung!'®! unter Verwendung von Bis(pinakolato)-
diboron, [Pd(dppf)Cl,] und KOAc zum Arylboronat 3 umge-
setzt (Schema 2). 7-Bromo-L-tryptophan, enzymatisch zu-
ganglich aus 7-Bromindol und L-Serin mit Tryptophan-Syn-
thetase,['l wurde zum N“-Boc-geschiitzten Propylamidderivat
6 transformiert (Schema?2). 3 und 6 wurden dann unter
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Standard-Suzuki-Bedingungen zur
Schliisselverbindung 7 verkniipft,
die nach der sidulenchromatogra-
phischen Reinigung als einheitli-
ches Material in 80% Ausbeute
isoliert wurde. Die Peptidkette wur-
de am C-Terminus mit Asparagin-
tert-butylester verldngert, die ent-
standene Verbindung 8 an der In-
dolfunktion mit DMSO/konz. HCl
c oxidiert!”! (40% Ausbeute) und
schlieBlich 9 mit PyBOP/HOBt/
DIEA cyclisiert. Nach HPLC-Rei-
nigung wurde die gewiinschte Ver-
bindung C (10) in 40% Ausbeute
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Schema 2. Synthese von 3 und 6: a) SOCl,, MeOH; b) Z-OSu; c) K,CO;
(10 Aquiv.), Mel (5 Aquiv.); d) B,0,C,,H,, (1.1 Aquiv.), [Pd(dppf)Cl,]-
CH,Cl, (5 mol%), KOAc (3 Aquiv.); ) L-Serin, Tryptophan-Synthetase,
PLP, 37°C; f) Boc,O; g) nPrNH,, EDCI, HOBt. Z-OSu = N*-(Benzyloxy-
carbonyloxy)succinimid, dppf = Ph,PCsH,Fe C;H,PPh, PLP = Pyridoxal-5'-
phosphat, Boc = fert-Butoxycarbonyl, EDCI = N'-(3-Dimethylaminopro-
pyl)-N-ethylcarbodiimid, HOBt = 1-Hydroxy-1H-benzotriazol, DME =
Dimethoxyethan.

als einheitliches Produkt erhalten (Schema 3). Durch NMR-
Spektroskopie konnte die korrekte Konfiguration aller Ste-
reozentren nachgewiesen werden, auch die (S)-Konfiguration
am C3-Kohlenstoff des Oxindols. Offensichtlich erlaubt nur
diese Konfiguration aufgrund der Ringspannung eine Cycli-
sierung.?! Aus 2D-NMR-Spektren wurden die Abstands- und
Diederwinkel-Beschriankungen abgeleitet, die zur Berech-
nung der rdumlichen Struktur des Analogons C dienten.
Diese Struktur erwies sich als deckungsgleich mit der durch
Rontgenstrukturanalyse erhaltenen TMC-95A-Struktur (Ab-
bildung 1).

Im Rahmen der Strukturuntersuchungen am TMC-95A/
Proteasom-Komplex konnte festgestellt werden, dass dieser
Naturstoff alle drei proteolytischen Aktivitdten des Hefe- und
humanen Proteasoms dhnlich stark hemmt!¥! wie es frither
bereits fiir die Hemmung des humanen Proteasoms be-
schrieben wurde.l) Die Hemmwirkung der Verbindung C
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Schema 3. Synthese von 10: a)3 (1.1 Aquiv.), [Pd(dppf)Cl,]- CH,Cl,
(5mol%), K,CO; (3 Aquiv.), DME/H,O (7:1), 70°C; b) H-Asn-OtBu,
EDCI, HOBt; ¢) DMSO (20 Aquiv.), AcOH/HCl (4:1); d) PyBOP
(4 Aquiv.), HOBt (4 Aquiv.), DIEA (6 Aquiv.). PyBOP = Benzotriazol-1-
yloxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat, DIEA = Diisopro-
pylethylamin.

Abbildung 1. NMR-spektroskopisch ermittelte Konformation der Verbin-
dung C (20 energiedrmste Strukturen; grau) iiberlagert mit der Struktur
des TMC-95A im Komplex mit Hefeproteasom (schwarz). Zur besseren
Ubersicht ist die Phenylgruppe nicht dargestellt.

ist in Tabelle 1 im Vergleich zu TMC-95A und dem Calpain
Inhibitor I, d.h. Ac-Leu-Leu-Nle-H, aufgefiihrt. Trotz des
schwierigen quantitativen Vergleichs verschiedener ICs,-
Werte bei unterschiedlichen Proteasompriparationen und/
oder Testbedingungen hemmt das synthetische TMC-95A-
Analogon alle drei proteolytischen Aktivititen deutlich
stirker als der Tripeptidaldehyd (Referenzinhibitor). Verbin-
dung C inhibiert die TL- und PGPH-Aktivitédt fast genauso
stark wie der Naturstoff, die CL-Aktivitdt wird aber signifi-
kant schwicher gehemmt. Dies mag am Austausch der (Z)-
Propenylamidgruppe durch das flexiblere Propylamid als P1-

Angew. Chem. 2002, 114, Nr. 5
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Tabelle 1. Inhibierung des Proteasoms (ICs, [uMm]) durch TMC-95A,
Verbindung C und Ac-Leu-Leu-Nle-H in Abwesenheit von SDS.?!]

CL Aktivitdat ~ TL Aktivitat PGPH Aktivitit

Verbindung C 8.0l 10.61 7.4
1.9 3.7 180
TMC-95Al° 0.012M! 1.5l 6.7

Ac-Leu-Leu-Nle-H ~ 35.40 142.52 88.01

[a] Hefeproteasom. [b] Humanes Proteasom.

Rest liegen. Die fast gleichbleibende Inhibierung der beiden
anderen Aktivititen bestétigt hingegen, dass sowohl der
N-terminale Acylrest als auch die Hydroxygruppe des Tyro-
sins nicht mafgebend mit dem Proteasom wechselwirken,
wiahrend das Biarylmotiv das Peptidriickgrat in die optimale
p-Faltblatt-Konformation zur Ausbildung von Wasserstoff-
briicken zwingt. Die Ergebnisse belegen auB3erdem, dass der
Grad der Oxidation des Tryptophanrestes reduziert werden
kann, da schon die Oxindolfunktion fiir die zusétzliche
Wasserstoffbriicke zum Proteinriickgrat gentigt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die ermittel-
ten Hemmwerte fiir die Verbindung C die Richtigkeit unseres
Inhibitordesigns mit verkleinertem TMC-95A-Skelett besti-
tigen und dass durch Optimierung der R!- und R3-Reste
sowohl die Selektivitdt als auch die Affinitdt fiir alle drei
aktiven Zentren signifikant erhoht werden konnen. Die
Ergebnisse zeigen auch, dass nicht alle komplexen Struktur-
elemente des Naturstoffes zur Proteasom-Inhibierung not-
wendig sind und dadurch die Synthese von TMC-95A-
Analoga bedeutend vereinfacht wird.

Eingegangen am 13. November 2001 [Z18212]
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P,-Ligandkomplexe als Bausteine zur
Herstellung eindimensionaler Polymere*
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Junfeng Bai, Eva Leiner und Manfred Scheer*

Professor Eckhard Herrmann zum 65. Geburtstag gewidmet

Die Selbstorganisation molekularer Einheiten zur Bildung
supramolekularer Aggregate und Netzwerke ist ein aktuelles
Gebiet der Koordinationschemie.l'l Dabei kommt den Koor-
dinationspolymeren aufgrund ihrer physikalischen, elektroni-
schen, katalytischen sowie strukturellen Eigenschaften ein
besonderes Interesse zu.[?! Ubliche Synthesestrategien gehen
von N-Donorliganden und N-Heterocyclen aus, die unter-
schiedliche Metallzentren miteinander verkniipfen. Dagegen
besteht unsere Zielsetzung auf diesem Gebiet in der Nutzung
von P,-Ligandkomplexen als verbriickende Einheiten zwi-
schen Metallkationen, um sowohl wohlgeordnete Aggregate
als auch eindimensionale (1D) und zweidimensionale (2D)
Polymere zu bilden.

Bisher war die Koordinationschemie von P,-Ligandkom-
plexen®! an kationischen Metallzentren (mit Ausnahme
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kationischer Organometallkomplexel®) auf die Verwendung
von cyclo-P;-Ligandkomplexen des Typs [(triphos)M(#°-P5)]
(M = Co, Rh oder Ir; triphos = 1,1,1-tris(diphenylphosphanyl-
methyl)ethan) beschrinkt, die mit Cul-, Agl- oder Au!-
Kationen zu metallverbriickten Dimeren reagieren.”! Ferner
wurde in den Reaktionen der cyclo-P;-Ligandkomplexe mit
CuBr ein Multideckerkomplex des Cobalts mit einem
(CuBr)s-Mitteldeck erhalten. [

Um definierte Polymere herzustellen, schienen uns P,-
Ligandkomplexe geeignete Ausgangsverbindungen zu sein.
Aus unseren Erfahrungen bei der Nutzung des Chromkom-
plexes [{CpCr(CO),}(u,1?-P,) ] als Ausgangsstoff wussten
wir, dass dieser sehr leicht Fragmentierungsreaktionen!®
eingeht und entschieden uns daher fiir das stabilere Mo-
Analogon 1.0 Wir berichten hier sowohl iiber die Synthese
eines molekularen, kationischen Ag!-Komplexes mit einer
neuen Koordinationsform des P,-Ligandkomplexes als auch
iiber die Bildung der ersten 1D-Kettenpolymere mit Ag'- und
Cu!-Metallzentren, die iiber P,-Ligandkomplexe miteinander
verkniipft sind.

[Cp.Moy(CO)4(u1*-P,) ] 1

[Ag({Cp,Moy(CO)4(u.17:17>-Py)}2)
({CpMoy(CO)(u,7* " m'-Po) 1) I[ (CF3S03),] 2

[{Re(CO);Br},({Cp,Moy(CO) 41,1717 5" -P2) )] 3
[Ag{Cp,Mo,(CO)y(u,n* ' ' -Po) s (. ' -NO3) |, [NO;], 4
[Cu(u-Br){Cp,Mo,(CO)y(un*n" 1" -Py)} ] 5

Die Reaktion von Ag(CF;SO;) mit 1 in CH;CN fiihrt
quantitativ zur Bildung von 2, in dem sich die tetraedrischen
Mo,P,-Liganden an zwei Ag'-Zentren sowohl verbriickend als
auch in einer bisher unbekannten Side-on-Koordination
anordnen. Wéhrend die Koordination von tetraedrischen
M,P,-Komplexen an einer (Typ A) und zwei metallorgani-
schen Gruppen (Typ B) bekannt ist, ist die Side-on-Koordina-
tion eines M,P,-Komplexes an ein einzelnes Metallzentrum
(Typ C), wie im Komplex 2 gefunden, fiir einen P,-Ligand-
komplex bislang einzigartig.’! Der Koordinationstyp B wurde
beispielsweise durch Koordination von 1 an [Re(CO);Br]-
Fragmente erhalten, wobei sich ein zentraler Sechsring im
Komplex 3% bildet.

Sind die Gegenionen an den Ag!-Zentren nicht koordinie-
rend, werden idhnliche Verbindungen wie 2 erhalten.[']
Jedoch fanden wir ein unterschiedliches Koordinationsver-
halten, wenn das Gegenion in die Koordinationssphére des
Ag'-Tons einbezogen ist. So fiihrt die Reaktion von 1 mit
AgNO; quantitativ zu der neuen Verbindung 4, in der eines
der NO; -Gegenionen in die Koordinationssphire des Ag!-
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