ZUSCHRIFTEN

Naturstoffanaloga als
Tyrosinkinaseinhibitoren: Identifikation von
IGF1R-, Tie-2- und VEGFR-3-Inhibitoren**

Petra Stahl, Lars Kissau, Ralph Mazitschek,
Athanassios Giannis* und Herbert Waldmann*

Angiogenese, die Entwicklung neuer Blutgefidfle aus be-
stehenden, ist fiir Wundheilung, Entziindungsprozesse und
die embryonale Entwicklung von zentraler Bedeutung. Fehl-
gesteuerte Angiogenese gilt als Schliisselschritt bei Tumor-
wachstum, -ausbreitung und Metastasenbildung.!-? Die Ge-
faneubildung héngt von Endothel-spezifischen Rezeptorty-
rosinkinasen ab, insbesondere von den VEGF-Rezeptoren
1-3 und dem Tie-2-Rezeptor.’l Alle diese Rezeptortyrosin-
kinasen wurden mit tumorbedingter Angiogenese in Verbin-
dung gebracht.*®l Die Antagonisierung von Tie-2, VEGFR-2
oder VEGF-D, einem Liganden von VEGFR-3, inhibiert
Tumorwachstum und Metastasierung in vivo.” > 1% Die Ent-
wicklung niedermolekularer Inhibitoren dieser Rezeptorty-
rosinkinasen ist einer der vielversprechendsten Ansitze zur
Entwicklung neuer, alternativer Tumortherapeutika, und
einige  VEGFR-2-Inhibitoren sind in klinischer Entwick-
lung.'t 2 Bei Kombination von VEGFR-2-Inhibitoren mit
Tie-2-Antagonisten sollte sich deren antiangiogene Wirkung
potenzieren.l’! Zusitzlich wiirden VEGFR-3-Inhibitoren lym-
phogene Tumormetastasierung unterdriicken. Allerdings sind
bis heute nur vereinzelte Beispiele niedermolekularer Inhi-
bitoren des Tie-2-Rezeptors und von VEGFR-3 bekannt.[’]
Wir beschreiben hier die Identifizierung von Inhibitoren
dieser Proteine aus einer Substanzbibliothek, die von einem
Naturstoff abgeleitet wurde.

Wir haben kiirzlich ein neues Konzept zur Steigerung der
Effizienz bei der Leitstruktursuche mithilfe der Kombinato-
rischen Chemie vorgestellt.'! Das grundlegende Prinzip
dieses neuen Konzepts ist, Naturstoffe mit bekannter bio-
logischer Aktivitét als biologisch validierte Startpunkte im
Strukturraum zu betrachten, die im Verlauf der Evolution fiir
die Bindung an strukturell konservierte aber dennoch gene-
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tisch mobile Proteindoménen selektiert wurden. Das Gertist
solcher Naturstoffe kann danach als Leitstruktur fiir die
Entwicklung relativ kleiner Substanzbibliotheken dienen, die
deutlich hohere Trefferquoten liefern sollten als sehr grofie
Bibliotheken, die ausschlieBlich auf der Basis bekannter
zuverldssiger Reaktionen aufgebaut wurden.

Auf der Grundlage diese Konzepts synthetisierten wir eine
Bibliothek von 56 Analoga der Nakijichinone (Schema 1), die
einzigen als Her-2/Neu-Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren be-
kannten Naturstoffe,'” und untersuchten diese Analoga als
mogliche Inhibitoren von Rezeptortyrosinkinasen, die an der
Angiogenese beteiligt sind.
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Schema 1. Struktur der Nakijichinone und Plan fiir die Synthese von
Nakijichinon-Analoga.

Die Nakijichinon-Analoga wurden anhand des modularen
Aufbaus der Naturstoffe entworfen. Sie bestehen aus einer
hydrophoben Diterpeneinheit, die moglicherweise mit einer
hydrophoben Tasche in der Nédhe der ATP-Bindungsstelle
wechselwirkt,l'?l einer chinoiden Unterstruktur und einer
Aminosdure. Letztere Strukturelemente konnten Wasser-
stoffbriicken in der ATP-Bindungstasche ausbilden. Folglich
wurde die Diterpeneinheit durch einfache hydrophobe Struk-
turen ersetzt (Schema 1). Als hydrophile Aminosduren wur-
den Serin und Threonin und als hydrophobe Valin und Glycin
ausgewdihlt; zusitzlich wurden ihre Konfigurationen variiert.
Um die Art und Zahl der Wasserstoffbriickendonoren und
-acceptoren zu modifizieren, wurden entweder zwei Amino-
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sduren, eine Aminosdure und eine Hydroxygruppe oder nur
eine Aminoséure eingefiihrt.

In Schema 2 ist ein Grofiteil der synthetisierten Bibliothek
gezeigt. Es wurde eine Serie von Analoga aufgebaut, in denen
die Diterpeneinheit entweder durch eine Benzylgruppe, einen
Cyclohexanring, eine n-Butylgruppe (nicht abgebildet) oder

NH-AS NH-L-Ser R

(0]
NH-L-Ser NH-AS
R = OMe, AS

R =H, OMe R = OMe, AS AS = L-Ser, L-Thr,
D-Thr, D-Val
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Schema 2. Charakteristische Mitglieder der Nakijichinon-Bibliothek.

durch ein Wasserstoffatom ersetzt wurde. Generell wurden
diese Verbindungen von geeignet substituierten und selektiv
geschiitzten Phenolethern iiber eine Reaktionssequenz aus
selektiver Entschiitzung, Oxidation zum Chinon und Addi-
tion der Aminosdure an den entstandenen vinylogen Ester
aufgebaut (analog zu bei der Totalsynthese der Nakijichinone
beschriebenen Methoden;!™! ein repriisentatives Beispiel ist
in Schema 3 aufgefiihrt).

7
OMe N COOH
OMe HO o
iPrO a, b O ¢, d O
— — e}
COOH

Br O | HN I
Schema 3. Synthese eines Aminosdure-substituierten Chinons. a) nBuLi,
THEF, —78°C, 30 min, dann Cul, —40°C; —78°C, Benzylbromid, THF,
55%;b) BCl;, CH,Cl,,0°C, 88 % c) O,, Salcomin, DMF, 70 %; d) p-Valin,
NaHCO;, EtOH, 75%.
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Mit den gleichen aromatischen Bausteinen und unter
Einsatz der bekannten Methodik zur Oxidation und An-
kniipfung der Aminoséduren wurden Analoga mit Decalinge-
riist synthetisiert. Die Verkniipfung mit einem trans-Decalin-
Baustein mit exocyclischer Doppelbindung gelang durch
Suzuki-Kupplung von substituierten Arylboronsiuren an das
vom entsprechenden Decalin abgeleitete Vinylbromid (ein
Beispiel hierfiir ist in Schema 4 gezeigt). Durch Reduktion
der in den Produkten der Suzuki-Kupplung enthaltenen
Doppelbindung wurden Analoga mit Alkylseitenketten am
Decalingeriist erhalten.
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Schema 4. Synthese eines Decalinanalogons der Nakijichinone;
a) BrCH,PPh;Br, KO/Bu, THF, — 78 °C —RT, 63 %; b) [Pd(PPh;),], Toluol,
EtOH, Na,CO;, 90°C, 24 h, 74%; c) BCl;, CH,Cl,, 0°C, 89%; d) ON-
(SO;K),, H,0, Benzol, Aliquat336, Na,COs, 78 %; ¢) KOH, MeOH, H,O,
59 %; f) p-Valin, NaHCO;, EtOH, 56 %.

Diese Synthesen lieferten eine Bibliothek von 56 Verbin-
dungen, die als mogliche Inhibitoren von Rezeptortyrosinki-
nasen getestet wurden. Die Kinasen wurden aufgrund der
Diversitat ihrer biologischen Aktivitdt ausgewihlt.

Zu diesem Zweck wurden neben VEGFR-2 (KDR, flk-1)
auch VEGFR-3 (flt-4), Tie-2, Her2/Neu, EGFR (ErbB-1),
ErbB-2 und IGF1R ausgewihlt. Das Her-2/Neu-Protoonko-
gen gehort zur Familie der EGF-Rezeptortyrosinkinasen. Es
ist in etwa 30% aller primiren Brust-, Eierstock- und
Magentumore iiberexprimiert.'®) Der EGF-Rezeptor (EGF:
epidermal growth factor; ErbB-1), der eng mit Her-2/Neu
verwandt ist, ist in die menschliche Tumorigenese, z.B. von
Glioblastoma und einer groen Zahl weiterer Tumorerkran-
kungen epithelialen Ursprungs einschlieBlich Brust- und
Speisershrentumore, involviert.’l Die Wirkung des IGF-1-
Rezeptors auf mitotische Prozesse, Transformation und Uber-
leben der Zelle sowie Insulin-dhnliche Wirkung wird durch
Bindung der Liganden IGF1 und IGF2 ausgeiibt. Dieser
Rezeptor beeinflusst die postnatale Entwicklung, und ein
Zusammenhang zwischen seiner Aktivitit und bosartigen
Erkrankungen wie Brustkrebs wurde bereits nachgewiesen.['8!
Der durch das IGF1/IGF1R-System induzierte antiapoptoti-
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sche Effekt korreliert mit der Induktion von Chemoresistenz
in verschiedenen Tumoren.!"”!

Von den 56 Verbindungen, die im Kinase-Assay untersucht
wurden, zeigten fiinf eine inhibierende Wirkung im niedrigen
mikromolaren Bereich. Die Bibliothek der Nakijichinon-
Analoga enthielt keine Inhibitoren von Her-2/Neu, EGFR,
ErbB-2 und VEGFR-2, die Anlass zu einer weiteren Unter-
suchung gegeben hitten. Bemerkenswerterweise entpuppten
sich vier der untersuchten Verbindungen als Inhibitoren des
Tie-2-Rezeptors (Tabelle 1). Zwei dieser Verbindungen (Ein-
trige 1 und 2) waren selektiv fiir diese Kinase, d.h., die
anderen Kinasen in diesem Assay wurden bei Konzentratio-
nen von 70 uM nicht signifikant inhibiert. Angesichts dieser
Ergebnisse wurden 14 weitere eng verwandte Analoga der
Nakijichinone sowie die synthetischen Nakijichinone A, C
und DIl ebenfalls als potentielle Inhibitoren der genannten
Kinasen untersucht, aber kein weiterer Inhibitor wurde
gefunden.

Der aktivste Inhibitor in dieser Untersuchung war das
Dithreoninderivat 3 (Eintrag 3), das nicht nur Tie-2 mit einem
ICs-Wert von 5 pM inhibiert, sondern eine dhnliche Aktivitét
auch gegen VEGFR-3 zeigt. Dieses Resultat legt die Vermu-
tung nahe, dass 3 fiir die Inhibition der Angiogenese generell
und insbesondere fiir die Préavention der Lymphangiogenese
von Interesse sein konnte. Dariiberhinaus deutet die Funk-
tionalisierung des zentralen Sechsrings mit zwei Aminosduren
an, dass sowohl Aktivitdt als auch Selektivitit durch Variation
der beiden Aminoséduren erreicht werden konnten.

Aus den Eintrdgen in Tabelle 1 ist zu erkennen, dass ein
chinoides System, flankiert von einem hydrophoben Rest
(Eintrage 1 und 2) fiir die Bindung an den Rezeptor von
Bedeutung ist. Dementsprechend inhibieren die 1 und 2
zugrunde liegendenden Chinone ohne hydrophoben Rest
weder Tie-2 noch VEGFR-3. Eine als vinyloges Amid
angekniipfte Aminosdure scheint die inhibitorische Wirkung
zu verstidrken, vermutlich durch das entstehende Wasser-

Tabelle 1. Inhibition von Rezeptortyrosinkinasen durch Nakijichinon-Analoga.

stoffbriickendonor/acceptormotiv. Bemerkenswert ist auch,
dass 4 mit einem ICs;-Wert von 500 nm den IGF1-Rezeptor
selektiv inhibiert. Das Ergebnis, dass in dieser kleinen
Bibliothek von Nakijichinon-Analoga zwei IGF1R-Inhibito-
ren gefunden wurden, zeigt, dass diese Verbindungsklasse
eine generell geeignete Leitstruktur fiir die Entwicklung
aktiverer IGF1R-Inhibitoren darstellt.

Eine detaillierte Analyse der inhibitorischen Aktivitit von
3 zeigte, dass dieser ein kompetitiver Inhibitor ist und mit
ATP um die Bindungsstelle fiir das Nucleosidtriphosphat
konkurriert. Der K-Wert wurde zu 3 pMm, der Ky-Wert zu
19 uM bestimmt (ATP als Substrat).

Um die Selektivitdt beispielsweise von 4 (mit einem
hydrophoben anellierten Ringsystem) zu erkldren, unter-
suchten wir mogliche Bindungsmodi mittels Molecular Mo-
deling. Zu diesem Zweck wurden fiir VEGFR-2, VEGFR-3
und Tie-2 Homologiemodelle erstellt, basierend auf den
bekannten Kristallstrukturen fiir FGFR-1 im Komplex mit
Inhibitoren (siche Abbildung 1).I> 4 29 Obwohl kiirzlich eine
Rontgenkristallstruktur von Tie-2 (Apoenzym) publiziert
wurde,?! ist diese als Basis fiir Untersuchungen mit Molecu-
lar Modeling ungeeignet, da Rezeptortyrosinkinasen beim
Binden von Liganden signifikante Konformationsénderungen
eingehen.

Die Homologiemodelle fiir die Kinasedoménen von Tie-2,
VEGFR-2 und VEGFR-3 wurden mit den Programmen
CHARMM, 2 MODELLER,?! WHATCHECK?4 und Wit-
notP™! unter Verwendung der Kristallstrukturen von FGFR-
1 als Vorlage konstruiert. Die Strukturen von FGFR-1
wurden aufgrund der hohen Sequenziibereinstimmung inner-
halb der Kinasedoménen mit VEGFR-3 (x~51%), Tie-2
(=45%) und VEGFR-2 (~56 %) ausgewihlt. Diese Werte
liegen iiber 30%, der unteren Grenze fiir ein verléssliches
Homologiemodell.”"! Zunichst wurden die Primérsequenzen
mit DIALIGNP"! an die Vorlage angepasst. Nach manueller
Feinabstimmung wurde fiir die Fertigstellung der Homologie-

ICs, fiir Rezeptor [um]@

Eintrag Verbindung EGFR Her-2/Neu ErbB-2 IGFIR VEGFR-2 VEGFR-3 Tie-2
o OMe
1 o - - - - - 18
© 1
OMe
0.
2 0 - - - - - 14
2
D-Thr
3 © - - 6 - 3 5
o 3
D-Thr
D-Val
4001 0 - - 0.5 - - 9
OH

4

[a] Zur Aktivitdtsbestimmung der Inhibitoren wurde die durch Kinasen katalysierte Phosphorylierung von Poly(Glu-Tyr) bei unterschiedlichen
Inhibitorkonzentrationen bestimmt. Die Kinasen wurden als Fusionsproteine der Glutathion-S-Transferase und der jeweiligen Kinasedomine verwendet.
Der Anteil an phosphoryliertem Substrat wurde mit Antiphosphotyrosin-ELISA bestimmt. Hierzu wurde ein an Meerrettichperoxidase (POD) konjugierter
Antiphosphotyrosin-Antikorper verwendet. Nach Addition eines Chemolumineszenzsubstrats fiir POD wurden die gebundenen Antikorper anhand der
Lichtemission bestimmt. [b] 4 wurde als Diastereomerengemisch (nicht trennbar) getestet.
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Abbildung 1. Ausrichtung der Aminoséduresequenzen von VEGFR-2, VEGFR-3, Tie-2 und FGFR-1. Die Sequenzen wurden der SWISS-PROT-Datenbank
entnommen (VEGFR-2: P25968, VEGFR-3: P35916, Tie-2: Q02763, FGFR-1: P11362).

modelle die ,kinase insert domain“ aus den Sequenzen
entfernt.

Bei der Anordnung der Inhibitoren innerhalb der ATP-
Bindungstasche orientierten wir uns an unseren vorange-
gangenen Arbeiten™ und an den von Mohammadi et al.[?’!
beschriebenen wichtigen Wechselwirkungen von Inhibitoren
mit Rezeptortyrosinkinasen. Nach manuellem Docking wur-
de der Ligand-Protein-Komplex mit CHARMM energiemi-
nimiert.? GemidB diesen Untersuchungen bindet 4 am
ehesten in der in Abbildung 2 gezeigten Weise. 4 inhibiert
Tie-2 im niedrigen mikromolaren Bereich, zeigt aber zugleich
keine inhibierende Wirkung auf VEGFR-2 oder VEGFR-3.
Unserer Ansicht nach sind ungiinstige Wechselwirkungen des
Decalingeriists mit C989 in VEGFR-2 (entspricht C900 in
VEGFR-3 und A981 in Tie-2) sowie die Moglichkeit zur
Bildung einer Wasserstoffbriicke zwischen der Carboxylat-
gruppe von 4 und N834 von Tie-2 (entspricht A844 in
VEGFR-2 und A855 in VEGFR-3) die Ursache fiir die
beobachtete Selektivitdt. Der hier vorgeschlagene Bindungs-
modus von 4 ermoglicht die Bildung essentieller Wasserstoff-

Abbildung 2. Vorgeschlagene Bindung von 4 im aktiven Zentrum von Tie-
2; Seitenketten mit Einfluss auf die Selektivitét sind rot gefarbt.
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briicken mit E917, C919 und N909 von Tie-2. Hinzu kommt,
dass durch 1902 und I866 die hydrophobe Tasche in Tie-2
etwas kleiner ist als in VEGFR-2 und VEGFR-3. Das
Decalingeriist fiillt diese Tasche in Tie-2 besser aus als in
VEGFR-2.

Wir haben gezeigt, dass eine relativ kleine Bibliothek
basierend auf einem natiirlichen Kinaseinhibitor weitere
potente Inhibitoren fiir andere Kinasen mit hoher Treffer-
quote liefert. Dies fiihrte zur Identifikation von IFG1R-, Tie-
2- und VEGFR-3-Inhibitoren. Diese Ergebnisse konnten
neue Moglichkeiten zur Unterdriickung von Angiogenese
und Lymphangiogenese und fiir die Entwicklung neuer
Tumortherapeutika eroffnen. Insbesondere stiitzen die Re-
sultate unser Konzept zur Steigerung der Trefferquote in
Bibliotheken und zur Verbesserung der Effizienz bei der
Leitstruktursuche.['¥! Sie zeigen, dass durch die Synthese von
Bibliotheken von Naturstoffanaloga ein Gegengewicht zur
Variabilitdt der Aminosduresequenzen von wiederholt vor-
kommenden Proteindoménen mit dhnlichen Strukturen ge-
schaffen wird (in diesem Fall der Kinasedoménen); die
Totalsynthese von Naturstoffen alleine hitte die gesuchten
Inhibitoren nicht liefern konnen.

Eingegangen am 10. Oktober 2001 [Z18042]
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Intramolekulare [3+2]-Cycloaddition eines
Nitriliumphosphan-Ylid-Komplexes an die
P-Phenylgruppe eines Wittig-Ylides**

Nils Hoffmann, Peter G. Jones und Rainer Streubel*

Professor Masaaki Yoshifuji zum 60. Geburtstag gewidmet

Wittig-Ylidel" 2 des Typs R;PCR’, I zihlen zu den meist-
verwendeten und daher am besten untersuchten Phosphor-
verbindungen in der Organischen Synthese. So sind z.B.
Cycloadditionen von I mit 1,3-Dipolen II klassische Reak-
tionen der Heterocyclenchemie. In der Regel verlaufen solche
Reaktionen glatt und fithren zu Phosphor(v)-Fiinfringhetero-
cyclen III (Schema 1).[Y Bislang sind weder Cycloadditionen
an eine P-gebundene Phenylgruppe der Wittig-Ylide, in
denen Erstere als 2m-Cycloadditionskomponente reagiert,
noch solche an andere Benzol-Derivate bekannt.®! Cyclo-
metallierungen von P-Phenyl-Wittig-Ylid-Derivaten sind hin-
gegen bekannt, wenn auch selten, und wurden z.B. bei
Reaktionen mit Zirconium-# und Platin-KomplexenP! be-
schrieben.

R3P—CR"
® 0O ® o) 3 2
R3P—CR’; + a/b\c —_— /
[ a
\b/

Schema 1. Cycloaddition von Wittig-Yliden mit 1,3-Dipolen (R, R’ =be-
liebige organische Substituenten; a, b, c = Elementorganylfragmente).

Nitriliumphosphan-Ylid-Komplexe VI, deren intermedi-
dres Auftreten wir durch Abfangreaktionen nachweisen
konnten,[®! sind mittlerweile ein etabliertes 1,3-Dipolsystem
in der Heterocyclenchemie.-! Vor kurzem fanden wir mit der
1,1-Addition von elektrophilen terminalen Phosphandiyl-
Komplexen IV an Nitrile V durch die Verwendung von 7-
Phosphanorbornadien-Komplexen!'® 'l einen weiteren Zu-
gang zu VI (Schema 2), sodass das priparative Potential von
VI deutlich vergroBert werden konnte.

Wir suchen seit einiger Zeit nach Maoglichkeiten, zu
kinetisch stabilisierten Nitriliumphosphan-Ylid-Komplexen
zu gelangen, um deren Eigenschaften studieren zu konnen.

/W(CO)E, e ® @/W(Co)s
Rt + R —> <{RC=N—~P, -
- AN AN —”
R R
Iv v vi

Schema 2. Bildung von Nitriliumphosphan-Ylid-Komplexen durch 1,1-
Addition von elektrophilen terminalen Phosphandiyl-Komplexen mit
Nitrilen (R, R’ =beliebige organische Substituenten).
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