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schlieBlich) den Corrin-Ring von Cobalamin bindet.”’! In
dieser Arbeit haben wir Coenzym B, 1 zur Bildung eines
Antikorpers verwendet, der selektiv die Base-on-Form von 1
und anderer B,,-Coenzyme erkennt. Die Nucleotid-Schleife,
ein den Base-on-Formen vollstindiger Cobamide vorbehal-
tenes Strukturmotiv, steuert die Reaktivitit der Cobalt-
Corrine>* und dient auBerdem als bisher kaum untersuchtes
Erkennungsmerkmal der selektiven Interaktion mit B,,-binden-
den Proteinen.® Der Antikorper 2C2 erkennt die intakte DMB-
Nucleotid-Schleife und bewirkt die Bildung der Base-on-Form
von Coenzym Bj,-Analoga, deren Strukturen in Losung tiber-
wiegend Base-off sind. Es kann sich dabei um ein funktionales
Modell fiir natiirliche B,,-bindende Proteine, beispielsweise den
(menschlichen) Intrinsischen Faktor und Transcobalamin han-
deln.?! Diese wichtigen B,,-Rezeptoren binden vorzugsweise
Cobamide mit einem DMB-Nucleotid®3" und sind selektiv
beziiglich strukturell verwandter Bj,-Derivate, die auch in
Losung eine Base-on-Konstitution vorziehen.
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In ca. 30% aller menschlichen Tumoren sind die kodieren-
den Gene der Ras-Proteine mutiert.['? Thre korrekte bio-
logische Funktion héngt entscheidend von ihrer posttrans-
lationalen Modifizierung mit Lipidresten ab. Oncogenes Ras
wirkt nur dann als molekularer Schalter beim Weiterleiten
wachstumsfordernder Signale, wenn es am C-Terminus S-
farnesyliert und nachfolgend an der Plasmamembran lokali-
siert wird. Daher sind Inhibitoren der Proteinfarnesyltrans-
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ferase (PFT) von groBem Interesse als potenzielle, neue
Antitumortherapeutikal? Allerdings sind einige der wichtigs-
ten fundamentalen Aspekte dieser Anwendung der Signal-
transduktionstherapie® bislang ungeklrt. So ist das entschei-
dende Substrat der PFT, dessen Farnesylierung durch die
Wirkstoffe unterdriickt wird, unbekannt.l?! Von besonderem
Interesse sind dariiber hinaus Inhibitoren, die Apoptose, d.h.
den programmierten Zelltod, auslosen.?! Ebenfalls als iiber-
aus viel versprechend gelten Bisubstratinhibitoren der PFT.

Um diese biologischen Fragestellungen gezielt, aber mit
hoher Flexibilitdt angehen zu konnen, wire die Verfiigbarkeit
einer Klasse potenzieller PFT-Inhibitoren besonders wiin-
schenswert, deren Struktur rasch und effizient durch kom-
binatorische Synthese variiert werden kann. Dabei sollten
sich Substanzen ergeben, die kompetitiv zum Proteinsubstrat,
zum Farnesylpyrophosphat (FPP) oder sogar zu beiden
Substraten sind und Substanzen, die in Ras-transformierten,
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aber nicht in den entsprechenden untransformierten Zellen
Apoptose ausldésen. Pepticinnamin E 1°! (Schema 1) ist ein
natiirlicher Bisubstratinhibitor der PFT (ICs, =42 um). Basie-
rend auf der erfolgreichen Totalsynthese dieses modular
aufgebauten Naturstoffsl® haben wir die in Schema 2a und 2b
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Schema 1. Der natiirliche PFT-Inhibitor Pepticinnamin E.
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Schema 2. A):a) DEAD, PPh;, THF, 0°C, 1 h, RT, 12 h, Beladung: 0.50-0.53 mmol g, 54-59 %; b) Pd(PPh;),, PhSiH; oder NMA, 24 h; ¢) 6, HATU, HOA,
iPrNEt,, NMP; 2 x24 h; d) 7, PYAOP, HOAt, iPrNEt,, NMP; 2 x 24 h; ¢) Piperidin/DMF 1:4, 2 x 5 min; f) 8, HATU, iPrNEt,, NMP, 2.5 h; g) 9, HATU,
DIPEA, NMP oder DIC, HOAt, DMF, 14 h. B): a) Piperidin/DMF 1:4, 2 x 5 min; b) R1CO,H, HATU, HOAt, iPrNEt,, NMP, 12 h (R!= ArCH,CH,-);
¢) R'CO,H, PyAOP, DMAP, iPrNEt,, CH,Cl,/DMF 1:2,12 h (R' = ArCH = CH-); d) R!ICOCI], HOAt, DMAP, iPrNEt,, CH,CL,/DMF 2:1, 7 h; ¢) Pd(PPh;),,
Morpholin, THF, 4 h; f) TFA/H,0 95:5, 5 h; g) R’NH,, PyAOP, iPrNEt,, NMP, 2 x 8 h (Y =NH); h) Cs,COs, KI, RX, DMF, 24 h, RT (X = Br) oder 24-48 h,
50°C (X=Cl); i) 10% Pd/C, H,, Dioxan oder MeOH, 8 h. (Abkiirzungen siche Lit. [18].)
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gezeigte Festphasensynthese einer Bibliothek von Pepticinn-
amin-E-Analoga entwickelt.

Um alle drei zentralen Aminosidurefragmente breit und
unabhingig variieren zu konnen, wurden zwei verschiedene
Synthesesequenzen ausgehend von unterschiedlichen Positio-
nen im Naturstoff entwickelt. Die orthogonal geschiitzten
Tyrosine D-2 und L-2 wurden iiber eine Mitsunobu-Reaktion!”
mit Beladungsgraden von 0.5-0.53 mmolg~! an Wang-Harz
gekniipft (Ausbeuten 54-59 %; die Beladung wurde mit der
Fmoc-Methodel® bestimmt). Zum Aufbau der Tripeptid-
Einheit 4 durch C-terminale Verldngerung ausgehend von
D-3 wurden die Allylesterschutzgruppen Pd’katalysiert mit
Phenylsilan oder N-Methylanilin als Allylfanger gespalten
und die N-methylierten Aminosdurebausteine 6 und 7 wurden
dann mit den hochleistungsfahigen Kupplungsreagentien
HATU und PyAOP angekniipft (Schema 2 a).l’

Die alternative N-terminale Verldngerung ausgehend von
L-3 durch sequentielle basische Fmoc-Spaltung und anschlie-
Bende Kupplung der Fragmente 8 und 9 lieferte die Tripeptide
5 (Schema 2a). Nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe aus den
Tripeptiden 4 und 5 wurden verschiedene Zimtsiure- und
Hydrozimtsdure-Derivate R'COOH sowie Benzylchlorfor-
miate R'COCI angekuppelt, wobei die Anbindung der
Zimtsduren erst durch gemeinsame Anwendung von PyAOP
mit DMAP zufriedenstellend gelang (Schema 2b). Freiset-
zung der Carbonsiuren mit Pd’-katalysiertem Allyltransfer
auf Morpholin und saure Abspaltung der N-acylierten
Tripeptide 10 vom polymeren Tréger lieferte die Verbindun-
gen 11, aus denen durch Hydrierung der Doppelbindung des
Zimtsdurefragments weitere Analoga 13 mit geséttigten
Resten R? hergestellt wurden. Ausgehend von den polymer-
gebundenen Verbindungen 10 lieBen sich durch effiziente
Alkylierung der Carbonsdurefunktion bzw. PyAOP-vermit-
telte Aminkupplung festphasengebundene Ester und Amide
12 erhalten. Saure Ablosung vom Harz lieferte die Verbin-
dungen 14. Mit dieser Vorgehensweise wurde durch Variation
von bis zu acht Strukturparametern eine Bibliothek aus 50
Pepticinnamin-E-Analoga durch 6-9-stufige Synthese am
polymeren Triger mit Gesamtausbeuten zwischen 3 % und
63 % {iber alle Stufen erhalten. Dies entspricht einer mittleren
Ausbeute von 65-91 % je Stufe (im Regelfall werden ca. 80 %
erreicht). Die Zielverbindungen wurden in der Regel mit
Reinheiten >90% isoliert.[!%!

Die so hergestellte Pepticinnamin-E-Bibliothek wurde in
zwei Assays auf mogliche Inhibitoren der PFT gepriift. Zum
einen kam ein Fluoreszenz-basierter Assay unter Verwen-
dung von Ratten-Farnesyltransferase
und einem Dansyl-markierten Ras-
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Aktivitédt sind in Schema 3 dargestellt. Bei Inhibitoren vom
TypI ist das zentrale Tripeptidfragment des Naturstoffs
weitgehend konserviert, der Rest R! wurde variiert. Bei
Inhibitoren vom Typ II ist die Struktur des zentralen Tripep-
tids variiert, insbesondere enthalten sie ein Histidin. Dartiber
hinaus variiert die Struktur des lipophilen Restes R In
beiden Typen fehlt das C-terminale Diketopiperazin. Wah-
rend die Verbindungen 11/1-11/5 Ratten-Farnesyltransferase
im niedrigen, weitgehend einstelligen mikromolaren Bereich
inhibieren, ist 13/1 gegeniiber diesem Enzym nur schwach
aktiv (Tabelle 1). Allerdings wird die humane PFT von dieser
Substanz effizient inhibiert, ebenso von 11/1, 11/2, 11/4, 11/5.

Verbindungen 11/1-11/5 wurden hinsichtlich ihres Inhibi-
tionsmechanismus néher untersucht (Tabelle 1, siehe auch die
Hintergrundinformationen). Dabei zeigte sich, dass 11/1 und
11/2 beziiglich Farnesylpyrophosphat kompetitv inhibieren,
wihrend 11/3 und 11/5 nur mit dem Peptidsubstrat kon-
kurrieren. Dariiber hinaus konnte mit Verbindung 11/4 wie

Tabelle 1. Inhibition der PFT durch ausgewihlte Verbindungen.

Peptid™! zum Einsatz, das auf ein 96-

Eintrag Verb. PFT (ICs) [um]®  PFT (ICs) [um]®  PFTEl beziigl. CAAXI!  PFTU beziigl. FPP

Well-Mikrotiterplatten-Format ange-

1 131 >50
passt wurde.™” Zum anderen wurde wi 93
Tritium-markiertes Farnesylpyro- 3 112 53
phosphat zusammen mit K-Ras-Pro- 4 w3 105
tein als Substrat und humaner PFT 14 64

6 11/5 80

6.4 nb nb

57 %¢ n. komp. komp.
6.7 n. komp. komp.
nb komp. n. komp.
19.2 komp. komp.
6.4 komp. n. komp.

aus Plazenta verwendet.l'¥] Die Bib-
liothek enthielt zwei Gruppen von
Inhibitoren (zusammen 28 Verbin-
dungen) mit bemerkenswerter Akti-
vitdt. Die Inhibitoren mit hochster

3770 © 2002 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

[a] Fluoreszenz-Test gegeniiber Ratten-PFT;l”l [b] Radioaktiver Test gegeniiber humaner PFT;!!
[c] Variation der Dansyl-Peptidkonzentration in Gegenwart des Inhibitors bei konstanter FPP-Konz.;
[d] Variation der FPP-Konzentration in Gegenwart des Inhibitors bei konstanter Dansyl-Peptidkon-
zentration; [e] 57 % Inhibition bei 30 um Inhibitorkonzentration; komp. =kompetitiv; n. komp. = nicht
kompetitiv; nb =nicht bestimmt.
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erhofft auch ein Bisubstratinhibitor identifiziert
werden. Die Resultate der Enzymassays belegen,
dass auf der Basis des Naturstoffs Pepticinn-
amin E flexibel und effizient unterschiedliche
Typen von Farnesyltransferase-Inhibitoren ent-
wickelt werden konnen. Die verschiedenen In-
hibitionsmodi der gefundenen Inhibitoren wur-
den mit Molecular-Modelling-Experimenten un-
tersucht.'¥l Abbildung 1a zeigt den berechneten
Bindungsmodus fiir den Bisubstratinhibitor 11/4.
Es ist klar ersichtlich, dass beide Bindungsta-
schen besetzt sind (der substituierte Zimtsédure-
rest ragt nach hinten in die FPP-Bindungstasche)
und dass das Histidin das Zinkatom im aktiven
Zentrum der PFT koordiniert. Abbildung 1b
zeigt, dass der zu FPP kompetitive Inhibitor 11/
2 die entsprechende Bindungstasche blockiert,
nicht jedoch die Bindungsstelle fiir das Peptid.
Abbildung 1c zeigt, dass der zum Peptidsubstrat
kompetitive Inhibitor 11/3 die Peptidbindungs-
stelle, jedoch nicht die FPP-Bindungstasche be-

Abbildung 2. Wirkung des Inhibitors 13/1 auf MDCK-f3-Zellen: a) 100 um, 6 h (Apopto-

legt. se); b) 50 um (Apoptose Frithstadium); c¢) Negativ Kontrolle MDCK-f3 ohne Inhibitor

Schliellich wurde mit eines von uns entwi-
ckelten Assays!'®l gepriift, ob die Pepticinnamin-
E-Bibliothek Verbindungen enthilt, die bei Ras-
transformierten, nicht aber bei den entsprechen-
den untransformierten Zellen Apoptose auslosen. Bei diesem
Assay werden MDCK-f3-Tumorzellen aus Hundenieren ver-
wendet, die stabil mit onkogenem H-Ras transfiziert sind.!']
Eine Zellteilung-inhibierende, Morphologie-verdndernde
oder Apoptose-induzierende Wirkung einer Substanz auf
MDCK-f3-Zellen zeigt eine Beeinflussung des Ras-Signal-
transduktionspfades an.

Erfreulicherweise 16ste der Inhibitor 13/1 Apoptose der
Tumorzelllinie aus (Abbildung 2). Bei 100 um Inhibitorkon-
zentration wurde nach 6 h Apoptose im Endstadium beob-
achtet, bei 50 um Konzentration war nach 6 h Apoptose im
Frithstadium erkennbar. Ein Vergleichstest unter ansonsten
identischen Bedingungen zeigte gegeniiber Wildtyp-MDCK-

a) B)

(keine Apoptose); d) Wirkung von 13/1 (100 um, 6 h) auf MDCK-Zellen (Wild-Typ) (keine
Apoptose).

Zellen keinen Apoptose-auslosenden Effektl'”] Verbindung
13/1 ist daher nicht generell cytotoxisch, ihre Wirkungsweise
ist unmittelbar mit einer Beeinflussung des Ras-Signalweges
verkniipft. Zusammenfassend haben wir eine flexible und
effiziente Festphasensynthese fiir eine Pepticinnamin-E-Bib-
liothek entwickelt, die unterschiedliche Typen von PFT-
Inhibitoren und Apoptose-auslosenden Substanzen liefert
und deren biologische Aktivitdt durch Molecular Modelling
gut rationalisiert werden kann. Diese Substanzklasse sollte
der chemischen Biologie der Ras-Proteine neue Moglichkei-
ten erdffnen.['®!

Eingegangen am 24. April 2002 [Z19161]

Abbildung 1. Ergebnisse der Molecular-Modeling-Experimente. Die Bindungsstelle des FPP ist griin, die des Peptidsubstrates gelb dargestellt. Das Zn>*-Ion
im aktiven Zentrum ist violett dargestellt. a) 11/4 im aktiven Zentrum der PFT; b) 11/3 im aktiven Zentrum der PFT; c¢) 11/2 im aktiven Zentrum der PFT.
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Mit molekularer Symmetrie zu neuen
Wirkstoffen: Hydroxymethyl-substituierte 3,9-
Diazatetraasterane als erste eigenstindige
Klasse symmetrischer MDR-Modulatoren®*

Andreas Hilgeroth,* J6sef Molnar und
Eric De Clercq

Integrale Proteine als Ionenkanile, Neurorezeptoren oder
Transportproteine sind problematische Targetstrukturen fiir
die moderne Wirkstoffentwicklung, da die Erkennungs- oder
Bindungsregionen von funktionsmodifizierenden Arzneistof-
fen hiufig nicht oder nur unzureichend bekannt sind.l!! Ein
Design auf der Basis von Struktur-Wirkungs-Beziehungen
setzt die moglichst genaue Kenntnis der rdaumlichen Anord-
nung der proteinogenen Aminosiuren dieser Bindungsregio-
nen voraus.'l Da die Strukturauflosung bei integralen Mem-
branproteinen auflerordentlich problematisch ist, griinden
sich Theorien iiber ihre Funktion und deren Beeinflussung
mit Wirkstoffen hiufig auf Modelle.l'?) Zu diesen bislang in
ihrer Funktion nur modellhaft beschriebenen und hochak-
tuellen Targetstrukturen fiir die Bekdmpfung der problema-
tischen Mehrfachresistenz (multidrug resistance, MDR) in
der Krebstherapie gehoren die transmembransténdigen Mo-
lekiilpumpen P-Glycoprotein (P-GP) und das Multidrug-
Resistance-assoziierte Protein (MRP).34 Durch ihre Ein-
bindung in die fluide Membran der Zelle ist eine Kristallisa-
tion erheblich erschwert, die notwendig wire fiir die Struktur-
aufklarung der Bindungsregion fiir modifizierende Arznei-
stoffe, die die MDR im Sinne einer Blockade der Molekiil-
pumpen modulieren oder umkehren konnten. Bis heute ist
damit eine gezielte Entwicklung von so genannten MDR-
Modulatoren auf der Basis von Targetstrukturen nicht
moglich. Dennoch konnten bislang zahlreiche Arzneistoffe
aus unterschiedlichen Wirkstoffklassen wie Verapamil (VRP)
oder Cyclosporin A als MDR-Modulatoren in In-vitro- Assays
charakterisiert werden, die bei Applikation mit den P-GP-
und MRP-Substraten deren Ausschleusen aus den Tumorzel-
len als Inhibitoren der Pumpen vermindern.®! Thre pharma-
kologische Eigenwirksamkeit, durch die auch weiterentwi-
ckelte, strukturell modifizierte Verbindungen gekennzeichnet
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