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Phosphatase-Inhibitoren

P roteintyrosinphosphatasen (PTPs) bilden eine Familie eng

Angewandte

Aus dem Inhalt

verwandter regulatorischer Schliisselenzyme, die Phosphotyro-

sinreste in ihren Proteinsubstraten dephosphorylieren. Fehl-
funktionen der PTPs wurden mit mehreren Krankheiten in Ver-

bindung gebracht, darunter mit Krebs, neurologischen Storungen

und Diabetes, weshalb PTPs seit einigen Jahren als Angriffs-
punkte (Targets) therapeutischer Eingriffe untersucht werden.
Dieser Aufsatz diskutiert allgemeine Aspekte von PTPs sowie
akademische und pharmazeutisch-industrielle Forschungsaktivi-
tdten zur Entwicklung niedermolekularer Inhibitoren von PTPs.
Zur ldentifizierung wirksamer und selektiver Inhibitoren wurden
unterschiedliche Strategien erfolgreich angewendet. Diese Studien
bilden die Grundlage fiir eine mogliche kiinftige Entwicklung von

PTP-Inhibitoren als Wirkstoffen.

1. Einleitung

Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsreaktionen
von Proteinen in lebenden Organismen sind an der Regula-
tion zahlreicher zelluldrer Prozesse beteiligt, und fehlerhafte
Phosphorylierungen tragen zur Entwicklung vieler Krank-
heiten beim Menschen, wie Krebs und Diabetes, bei.!! Die
Phosphorylierungsschritte werden durch Proteinkinasen
(PKs) gesteuert, die die Phosphorylierung von Proteinen
katalysieren, wihrend zur Dephosphorylierung Proteinphos-
phatasen (PPs) zum Einsatz kommen (Schema 1). Angesichts
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Schema 1. Durch Kinasen und Phosphatasen katalysierte Phosphorylie-
rungs- bzw. Dephosphorylierungsreaktionen.
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dieses komplementidren Verhaltens und der Tatsache, dass
PKs etablierte Angriffspunkte (Targets) in der Wirkstoffsu-
che sind,”! iiberrascht es, dass mit der Entwicklung nieder-
molekularer Inhibitoren von PPs erst vor kurzem begonnen
wurde. Mittlerweile hat sich die Untersuchung solcher Inhi-
bitoren zu einem schnell wachsenden Forschungsgebiet in-
nerhalb der klinischen Biologie und der medizinischen
Chemie entwickelt. Proteinphosphatasen wurden nach ihrer
Struktur und Substratspezifitdt in Protein-Serin/Threonin-
(PSTPs) und Proteintyrosinphosphatasen (PTPs) klassifiziert.
Insbesondere die Entwicklung niedermolekularer Inhibitoren
fiir PTPs® ist in den Fokus sowohl der Grundlagenforschung
als auch der pharmazeutischen Forschung geriickt.] Ausloser
fiir dieses Interesse war zweifellos die Entdeckung, dass die
Inaktivierung des ptplb-Gens in Midusen Resistenz gegen
Fettleibigkeit verleiht und die Insulinempfindlichkeit ohne
negative Nebenwirkungen erhoht (siehe Abschnitt 5.2).
Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass sich die Abstoung von
Organtransplantaten sowie die Bildung von Alzheimer-Pla-
ques in Tiermodellen unterdriicken ldsst, wenn man die
Aktivitdt der ersten entdeckten Transmembranphosphatase,
CD45, durch Antikérper moduliert.”! In diesem Aufsatz
diskutieren wir die jiingsten Fortschritte bei der Entwicklung
von PTP-Inhibitoren, wobei wir uns auf solche Phosphatasen
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konzentrieren, die als potenzielle Targets einer zukiinftigen
Wirkstoffgeneration gelten. Die Inhibition von Serin/Threo-
nin-Phosphatasen wurde hauptsichlich aus Sicht der che-
misch-biologischen Grundlagenforschung intensiv unter-
sucht. Die Thematik wurde an anderer Stelle ausfiihrlich
diskutiert” und ist nicht Gegenstand dieses Aufsatzes.

2. PTPs und Krankheiten

PTPs iiben regulatorische Schliisselfunktionen aus, sodass
es wenig iiberrascht, dass Storungen der PTP-Aktivitdt mit
mehreren Krankheiten in Zusammenhang gebracht wurden
(Tabelle 1). Zum einen wurden Mutationen, durch die PTPs
inaktiviert werden, mit genetisch bedingten Erkrankungen
wie der Lafora-Krankheit®® oder der Autoimmunkrankheit
SLE (systemischer Lupus erythematodes) in Verbindung
gebracht.”) Zum anderen fungieren viele PTPs als Tumor-
suppressoren'”) und sind bei diversen Krebsarten mutiert
oder unterexprimiert.

Einige PTPs konnen bestimmte Krankheitsformen ver-
schlimmern, was eine mogliche Inhibition therapeutisch
interessant macht. Beispielsweise inhibiert ein gegen Osteo-
porose eingesetzter Wirkstoff, das Bisphosphonat Alendronat
(1; siche Abschnitt 7.2, Abbildung 5), die Phosphatase PTP-¢,
die eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Osteoklasten
spielt, die wiederum fiir die Knochenresorption verantwort-
lich sind."Y Die Wirkung von Alendronat wird zumindest
teilweise seiner PTP-inhibitorischen Wirkung zugeschrieben
(Alendronat wirkt vermutlich auch durch Inhibition der
Enzyme des Mevalonat-Stoffwechselweges). Viele Immun-
krankheiten oder allergische Reaktionen héngen mit der
Rezeptorphosphatase CD45 zusammen.["” Bei Krebserkran-
kungen verstidrken Cdc25-Phosphatasen durch ihre stimulie-
renden Effekte auf den Zellzyklus das Zellwachstum, wes-
halb eine Inhibition von Cdc25 fiir die Krebstherapie infrage
kommt."”! Ein weiteres interessantes Target, das derzeit bei
Incyte erforscht wird, ist die dualspezifische Phosphatase
MKP-1, die die Kinase JNK inaktiviert und bei mehreren
Krebsarten iiberexprimiert wird.'"! Bei neurologischen Sto-
rungen kommt PTPs ebenfalls eine wichtige Rolle zu, und
insbesondere die Inhibition von CD45 konnte zu einer
Alzheimer-Therapie fiihren.”! Manche Bakterien wie Sal-
monella typhimurium (der Typhus-Erreger) oder Yersinia
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pestis (der Pest-Erreger) verwenden entweder ihre eigenen
Phosphatasen (z. B. YopH bei Yersinia,'! die die Phagozytose
durch Makrophagen blockiert) oder die Phosphatasen des
Wirtes (z.B. RPTP-f bei Helicobacter),!'”’ um ihre Wirte zu
infizieren oder um dessen Immunreaktion auszuweichen.
Eine PTP-Inhibition bietet sich demnach als Strategie zur
Bekdmpfung von Infektionskrankheiten an. Ein anderer
Bereich, der von PTP-Inhibitoren profitieren konnte, betrifft
die Behandlung von Diabetes Typ 2 und Fettleibigkeit. Ein
besonders vielversprechendes Target ist hier die Phosphatase
PTP1B (siehe Abschnitt 5.2).5

Tabelle 1 zeigt einige PTPs, die entscheidend an der
Entwicklung von Krankheiten beteiligt sind. Einige dieser
Phosphatasen bieten sich als therapeutische Targets an.
Dieser Aufsatz fasst die Forschungen iiber niedermolekulare
Phosphatase-Inhibitoren und mogliche therapeutische Stra-
tegien auf Grundlage solcher Wirkstoffe zusammen. Andere
Strategien, etwa auf der Grundlage von Antisense-Wirkstof-
fen (ein Antisense-Wirkstoff gegen PTP1B, ISIS113715, wird
derzeit bei ISIS in der klinischen Phase II zur Behandlung
von Diabetes Typ 2 getestet) oder Antikorpern, werden hier
nicht diskutiert.

3. PTPs und dualspezifische Phosphatasen:
allgemeine Klassifizierung

Die PTP-Superfamilie verwandter Phosphatasen (107
humane PTP-Gene wurden bislang identifiziert) wurde ent-
sprechend der Aminosduresequenzen der katalytischen Do-
ménen der PTPs in vier Kategorien eingeteilt (Abbil-
dung 1).*! Die erste Gruppe umfasst die Cystein-basierten
PTPs der Klasse I. Ihr gemeinsames charakteristisches Motiv
ist die ca. 250 Aminosduren lange, hoch konservierte ,,PTP-
Domine®, die die enzymatische Reaktion katalysiert, wobei
das Cystein in der aktiven Bindungstasche eine zentrale Rolle
spielt (sieche Abschnitt 4). Die klassischen, fiir Phosphotyro-
sin-Substrate spezifischen PTPs (Rezeptor- und Nichtrezep-
tor-PTPs) gehoren zu dieser Gruppe. Einige Rezeptor-PTPs
haben zwei PTP-Dominen, obwohl iiblicherweise nur eine
aktiv ist. Auch die dualspezifischen Phosphatasen (DSPs), die
im Unterschied zu den klassischen PTPs die Dephosphory-
lierung sowohl von Tyrosin- als auch von Serin/Threonin-
Resten ihrer Substrate katalysieren, gehoren zu dieser PTP-
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Tabelle 1: Mit Krankheiten in Zusammenhang gebrachte Proteintyrosinphosphatasen.

Krankheitsklasse

beteiligte PTPs

physiologische Effekte

Immunkrankheiten,
Organtransplantation,
Entziindungen

Krebs

neurologische Erkran-
kungen und
Neuroprotektion

Infektionskrankheiten

Diabetes

Osteoporose

Fettleibigkeit

SHP-1

CD45
PTP-¢

PTENE!

PTPa

Cdc25-A, Cdc25-B
FAP-1El

HePTPH

PRL-3
PTP1B
JSP-1
SAP-1H

RPTP-B/PTP-CH
SHP-28
SHP-18
PTP-y @

CD45

PacP (saure Prostata-

phosphatase)®!
MKP-1

Laforint®!

LAR

PTP-o
CD45
SHP-1
SHP-2®

Yersinia YopH
Salmorella SptP
SHP-1

SHP-2

MPtpA und MPtpB
RPTP-a und RPTP-B/
PTPL

PTPIB
LAR

PTP-£
GLEPP-1

PTPIB
SHP-2

Mutation verursacht ,,mottenzerfressenen Phinotyp*;" negativer Regulator allergischer Reak-
tionen!"!

Inhibitoren als mégliche Wirkstoffe gegen Xenograft-AbstoRRung!®
Immunantwort

Tumorsuppressorgen?'!
aktiviert Src- und Fyn-Kinase!
stimulieren das Fortschreiten des Zellzyklus, oncogene Funktionen!™

Apoptoseinduktion!

reguliert extrazellular regulierte Kinasen (ERKs), Veranderungen in der HePTP-Expression wurden
mit hamatopoetischer Malignitit in Zusammenhang gebracht®!

Tumormetastase'™

dephosphoryliert und aktiviert c-Src in humanen Brustkrebs-Zelllinien®!

aktiviert die MAP-Kinase Jnk/”

negativer Regulator des Integrin-Signalwegs, in hepatozelluliren Krebsgeschwiiren herunterregu-
liert?®

in einer Glioblastom-Zelllinie hoch exprimiert?”

Mutation verursacht juvenile myelomonozytische Leukamie®™®

Tumorsuppressor durch den Abbau von JAK-Kinasen®"

in Nieren- und Lungenkrebsarten haufig ausgeschaltet?

korreliert mit der Proliferation von Myelomzellen®!

reduzierte Aktivitat in Prostatakrebszelllinien®

22]

bei einigen Krebsarten iiberexprimiert!"l

Mutation verursacht progressive myoklonische Epilepsie vom
Lafora-Typ!®!

Herunterregulierung verhindert Apoptose, Inhibition kénnte zur
Nervenregeneration genutzt werden®®”!

Nervenregeneration ist in PTP-o-Knockout-Mausen beschleunigt®®
Alzheimer-Krankheit!"!
Neuroprotektion?”*®!
Neuroprotektion®®®
essenziell fur die Virulenz"
essenziell fir die Virulenz!
Leishmaniose!”
Aktivierung durch Helicobacter pylori*!
Mycobacterium tuberculosis'*?

Target von VacA von Helicobacter pylori'”!

16)

PTP1B-Knockout-Miuse sind diabetesresistent!”
Uberexpression verursacht Insulinresistenz!*’

Alendronat-Inhibitor"

renale rezeptorartige PTP, Inaktivierung fiihrt zu einer veranderten Podozytenstruktur*!
PTP1B-Knockout-Miuse sind gegen Fettleibigkeit resistent®

negativer Regulator des bei Fettleibigkeit wichtigen Leptin-Signalwegs!*!

[a] Krankheit wird durch Inaktivierung der Phosphatase verursacht; eine Inhibition wire in diesen Fillen demnach kontraproduktiv.

Klasse. Dariiber hinaus wurden spezielle Tyrosinphosphata-
sen in die DSP-Familie eingeordnet, etwa die Vertreter der
Myotubularin-Familie (MTM),*"! die C-terminal prenylier-
ten PRL-Phosphatasen,””™ die RNA-Triphosphatasen!*’!
oder die PTEN-Phosphatasen,*®! die Inositolphosphate als
Substrate akzeptieren. Diese Phosphatasetypen werden hier

jedoch nur kurz angesprochen.

Angew. Chem. 2005, 117, 3880 —3906

Die zweite Gruppe sind die Cystein-basierten PTPs der
Klasse II, die sich vor allem in bakteriellen Organismen
finden. Beim Menschen wurde erst ein Gen dieses Typs
(LMPTP) entdeckt. Dieser Phosphatasetyp wird in diesem
Aufsatz nicht weiter besprochen.[*?]

Die Cdc25-Phosphatasen katalysieren zwar ebenfalls die
Dephosphorylierung von Tyrosin- und Serin/Threonin-
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Cys-basierte PTPs der Klasse |
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Abbildung 1. Klassifizierung der PTP-Familie beziiglich allgemeinem Aufbau und zelluldrer Lokalisation (aus Lit. [46b] mit Genehmigung).

Resten, bilden aber eine eigene, dritte Gruppe von Cys-
basierten PTPs der Klasse III. Die Phosphatasen dieser
Klasse sind hauptsédchlich an der Zellzyklusprogression be-
teiligt. Die vierte Gruppe schlieBlich enthélt Aspartat- an-
stelle von Cystein-basierten PTPs. Zu dieser Klasse, die hier
ebenfalls nur kurz angesprochen wird, gehoren Vertreter der
Halosiure-Dehalogenase(HAD)-Superfamilie.*”!

PTPs sind entscheidend an der Regulierung zelluldrer
Prozesse beteiligt, daher tiberrascht es nicht, dass PTPs selbst
hoch regulierte Enzyme sind. Die Regulationsmechanismen

3834
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umfassen Genexpression, subzelluldre Lokalisation, alterna-
tives Splicing, Phosphorylierung und reversible Oxidation der
katalytischen Cysteinreste."!

4. Struktur der katalytischen PTP-Domdine und
Mechanismus der enzymatischen Katalyse!*®

Die Kristallstrukturen von mehr als zwanzig PTPs wurden
bislang gelost. Zusammen mit Mutagenese-Experimenten

Angew. Chem. 2005, 117, 3880—3906
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tragen sie entscheidend zum Verstidndnis der katalytischen
Vorginge und der Substraterkennung bei.* PTPs sind a/f-
Proteine und bilden (3-Barrel-Strukturen mit flankierenden a-
Helices. Das katalytische Zentrum befindet sich innerhalb
einer Furche an der Proteinoberfldche, die bei klassischen
PTPs tiefer ist (9 A) als bei DSPs (6 A) — ein Unterschied, der
die hohere Substratselektivitidt der klassischen PTPs erklirt.
Weitere Elemente der Doméne sind das charakteristische
Motiv (H/V)C(X)sR(S/T) und eine Schleife mit vermehrt
sauren Resten an der Oberfliche (Abbildung 2).”"

Der allgemeine Mechanismus wird im Folgenden am
Beispiel von PTP1B erklirt,”'! einer wichtigen Phosphatase
in der Insulinkaskade (sieche Abschnitt 5.2). Wahrscheinlich
ist der Mechanismus fiir die meisten PTPs giiltig.*! Das
negativ geladene Phosphatsubstrat wird durch Wasserstoff-
briicken zu Aminosiduren der phosphatbindenden Schleife (P-
Schleife) und zu einem hoch konservierten Arginin (Arg221
bei PTP1B; siche Abbildung 2) stabilisiert. Dariiber hinaus
stabilisiert ein in der Néhe befindlicher a-Helix-Dipol das
Phosphat. Die Bindung des Substrats bewirkt eine Kon-
formationsédnderung des Enzyms, wobei sich die WPD-Schlei-
fe tiber die substratbindende Tasche schiebt und weitere

b)

L4
Ser 215

WPD-5chleile
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stabilisierende Wechselwirkungen ermoglicht. Diese Wech-
selwirkungen sind fiir die Substratselektivitdt und die kata-
lytische Aktivitdt entscheidend. Im geschlossenen Zustand
befindet sich Asp181 in der Néhe des Substrats und bildet
eine Wasserstoffbriicke mit dem phenolischen Sauerstoff-
atom des Phosphotyrosins. Weiterhin wird der Phenylring des
Phosphotyrosins zu beiden Seiten von Tyr46 und Phe 182
eingeschlossen, mit denen er hydrophobe Wechselwirkungen
eingeht. Der zentrale Schritt der Katalyse ist ein nucleophiler
Angriff durch ein deprotoniertes Cystein (Cys215), der zur
Bildung einer kovalenten Thiophosphoryl-Zwischenstufe
fiihrt."” Eine Mutationsanalyse ergab, dass eine Substitution
des Cysteins in der aktiven Bindungstasche die enzymatische
Aktivitat komplett unterbindet.’® Der Cysteinrest in der
aktiven Bindungstasche von PTPs ist besonders azide, weil
mehrere Wasserstoffbriicken das Thiolat-Ion stabilisieren,
von denen eine von der proximalen OH-Gruppe einer
konservierten Ser/Thr-Domine gebildet wird.™! Die fiinffach
koordinierte Zwischenstufe wird durch ionische Wechselwir-
kungen mit dem positiv geladenen Arg221 stabilisiert.”™ Das
azide Aspl81 stabilisiert durch Protonierung den Aufbau
einer negativen Ladung.”® In einem zweiten Schritt wird die

c) .J.l\|.'u"
A w
1 | Asp
g
o, -
AN
0 O Ao
~ 1o NH
£ o HaN=C
\ NHz
s 221
LH::,.C\,"s,
215
A o
W
T, 2
T I._O .—-&0
.
OHHOH  Ag—3
j et NH
rs] O
S o HaN—~
Cys NH;

Abbildung 2. Struktur des katalytischen
Zentrums und Katalysemechanismus von
PTP1B. a) katalytischer Spalt von PTP1B
im Komplex mit Wolframat;?®' b) Stereo-
bild der PTP1B-C215S-Mutante Tyr(P) im
Komplex mit der geschlossenen WPD-
Schleife;*"™ ¢) schematische Darstellung
des Reaktionsmechanismus (aus Lit. [51]

WPD-Schieife mit Genehmigung).
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Zwischenstufe durch ein Wassermolekiil angegriffen, das von
Asp181 (jetzt in seiner basischen Form) deprotoniert wird.
Dieser Schritt setzt das Cystein frei und regeneriert nach
Abdissoziation des Produktes das urspriingliche Enzym."”
Die konservierten, zum Arg221 proximalen Ser/Thr-Reste in
der katalytischen Schleife erleichtern die Hydrolyse des
Enzym-Phosphoryl-Addukts, mdoglicherweise indem sie
durch eine Wasserstoffbriicke den Aufbau einer negativen
Ladung am Schwefelatom wéhrend der Hydrolyse der Phos-
phoryl-Enzym-Zwischenstufe stabilisieren.”®

5. Intrazelluléire PTPs
5.1. SHP1 und SHP2

Die SHP-Phosphatasen enthalten zusétzlich zur PTP-
Domiéne die ca. 100 Aminosiduren lange Phosphotyrosin-
bindende SH2-Doméne (SH2 = Src-Homologie 2), die sich
auch in vielen anderen Signalproteinen wiederfindet.*”! SHP1
wird hauptséchlich in hdmatopoetischen Zellen exprimiert
und wirkt negativ regulatorisch in Signalwegen von Cytokin-
rezeptoren, Antigenrezeptoren und Rezeptortyrosinkina-
sen.” SHP1 wechselwirkt mit zahlreichen Wachstumsfaktor-
rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitit (z.B. dem EGF-Re-
zeptor)!® und mit Cytokinrezeptoren (z. B. IL-R*? und Epo-
RI%31) ] Fehlfunktionen von SHP1 in Lymphozyten wurden
mit Lymphoma und Leukimie in Verbindung gebracht,®
auBerdem wirkt SHP1 als Tumorsuppressor.’!! SHP2 wird
ubiquitidr exprimiert und iibt positive Funktionen bei der
Signaltransduktion {iber Rezeptortyrosinkinasen aus.*!
SHP2 wechselwirkt iiber seine SH2-Doméne mit einer Viel-
zahl von Signalproteinen, wie dem PDGF-Rezeptor, dem
EGF-Rezeptor®! und TRS-1.1! Beide Proteine haben zwei
SH2-Doménen, von denen die N-terminale an die katalyti-
sche Domiéne bindet und auf diese Weise autoinhibitorisch
wirkt.®) Beispielsweise setzt die Bindung von Epo-R an die
N-terminale SH2-Doméne die katalytische Doméne von
SHP1 frei und aktiviert diese.”” SHP1 und SHP2 gelten als
mogliche Angriffspunkte fiir die Behandlung von Infektions-
krankheiten, vor allem seit herausgefunden wurde, dass
Natriumstibogluconat, ein bekanntes Mittel gegen Leish-
maniose, SHP1 und SHP2 inhibiert.*” SHP2 ist an vielen
biologischen Stoffwechselvorgéngen beteiligt und wurde mit
klinischen Erkrankungen wie dem Noonan-Syndrom,” Neu-
tropenie,’” Diabetes”™ und juveniler myelomonozytischer
Leukimiel” in Zusammenhang gebracht.

5.2. PTP1B

PTP1B war die erste gereinigte und charakterisierte
Siuger-PTP™ Zusitzlich zur katalytischen PTP-Domine
enthilt sie eine prolinreiche Sequenz sowie eine Ankerdo-
maéane, die das Enzym an das endoplasmatische Retikulum
(ER) fixiert. Durch enzymatische Abspaltung von dieser
Domaéne kann die Phosphatase zu ihren zytosolischen Sub-
straten migrieren. PTP1B hat eine Schliisselfunktion in der
insulinabhéngigen Signalkaskade (Abbildung 3) und gilt als
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Abbildung 3. Schematische Darstellung des insulinabhingigen Signal-
wegs und der relevanten Wechselwirkungen mit PTP1B. Auch von an-
deren Phosphatasen wie PTEN und SHP2 wurde berichtet, dass sie in
diesen Signalweg eingreifen (aus Lit. [4] mit Genehmigung).

vielversprechendes Target bei der Behandlung von Diabetes
Typ 2.

Insulin ist ein anaboles Peptidhormon, das von den
Pankreas-f-Zellen sekretiert wird. Es bindet an die extrazel-
luldren (a-)Doméinen des dimeren Insulinrezeptors (IR), der
zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen gehort. Bei der
Bindung des Insulins wird der IR an Tyrosinresten der
zytosolischen (f-)Doménen autophosphoryliert (auf dhnliche
Weise wie auch andere Rezeptortyrosinkinasen)."” In seiner
phosphorylierten Form rekrutiert und phosphoryliert der IR
weitere zytosolische Molekiile, darunter das Insulinrezeptor-
substrat 1 (IRS-1). Phosphoryliertes IRS-1 wird durch andere
Proteine, die die SH2-Domine enthalten, erkannt, speziell
durch die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3-K), die ihrer-
seits weitere Substrate phosphoryliert. Uber diese Kaskade
reguliert Insulin zahlreiche biologische Prozesse, darunter die
Synthese von Glycogen, Fettsduren und Proteinen sowie
mitotische Prozesse.™ Von zentraler Bedeutung ist die
Translokation des Glucosetransporters GLUT-4 aus intrazel-
luliren Vesikeln an die Zellmembran, da hierdurch die
zelluldre Aufnahme von Glucose aus dem Plasma ermaglicht
wird.l””

Diabetes Typ 2, das 95 % aller Diabetesfille ausmacht, ist
durch eine defiziente Insulinkaskade gekennzeichnet, die zur
Insulinresistenz fithrt. PTP1B wirkt als Insulin-Antagonist
durch Dephosphorylierung und Inaktivierung des Insulinre-
zeptors an den Positionen Tyr 1150 und Tyr 1151. Nachgewie-
sen wurde dies durch Abfangen von Substraten mit einer
inaktiven C215S-Mutante™ sowie durch kinetische und
kristallographische Daten.””! Vermutlich gibt es weitere Sub-
strate von PTP1B, ein mogliches Beispiel ist IRS-1.%! Die
Wirkung von PTP1B als Insulin-Antagonist wurde durch
viele Experimente bestitigt. Die spektakulédrsten Ergebnisse
wurden mit PTP1B-Knockout-Miusen erhalten, in denen das
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ptplb-Gen desaktiviert war.”! PTP1B wird in der Embryo-
nalentwicklung nicht benétigt, sodass die Mutation nicht letal
ist. Die Tiere zeigten eine Uberempfindlicheit gegen Insulin
und waren resistent gegen Fettleibigkeit. Negative Neben-
wirkungen der Mutation wurden nicht festgestellt. In der
pharmazeutischen Industrie waren diese Ergebnisse Ausloser
intensiver Forschungen zu PTP1B-Inhibitoren als mogliche
Wirkstoffe gegen Diabetes oder Fettleibigkeit.

Neben seiner zentralen Rolle in der Insulinkaskade ist
PTP1B noch an einer Reihe anderer wichtiger Stoffwechsel-
prozesse beteiligt. Von besonderer Bedeutung ist die Tatsa-
che, dass PTP1B bei humanem Brust- und Eierstockkrebs
iiberexprimiert wird.®! PTP1B dephosphoryliert und akti-
viert dadurch die Kinase c-Src in humanen Krebszelllinien.
AuBler diesen aktivierenden Funktionen wirkt PTP1B auch
negativ regulatorisch, etwa im Signalweg des EGF-Rezep-
tors!®?! oder bei der integrinvermittelten Zelladhision.®! In
Anbetracht dieser vielfdltigen Funktionen scheint es etwas
iiberraschend, dass bei PTP1B-Knockout-Miusen keine
schwerwiegenden Nebenwirkungen auftreten.

5.3. Dualspezifische Phosphatasen™

DSPs enthalten das charakteristische PTP-Motiv (H/
V)C(X)sR(S/T) im aktiven Zentrum, ansonsten ist die Se-
quenzidentitdt zwischen den beiden Phosphataseklassen
gering. DSPs haben ein breiteres Substratspektrum und sind
katalytisch aktiv gegeniiber Phosphotyrosin, Phosphoserin,
Phosphothreonin und in vitro sogar gegeniiber Nichtprotein-
substraten wie Phospholipiden und RNA. Der Prototyp
dieser Familie ist das Enzym VH-1, das im Vaccinia-Virus
nachgewiesen wurde.[®

5.3.1. VHR

VHR ist eine humane dualspezifische Phosphatase.[®! Sie
dephosphoryliert und inaktiviert die extrazellulédr regulierten
Kinasen (ERKs; aus der Familie der MAP-Kinasen).® Die
Kristallstruktur von VHR wurde bestimmt, und es konnte
gezeigt werden, dass die Substratbindungstasche flacher ist
als bei PTP1B.[*"l Dieser Unterschied konnte erklidren, warum
DSPs nicht nur Phosphotyrosin, sondern auch Phosphoserin
und Phosphothreonin als Substrate akzeptieren. Andere
Vertreter der DSP-Familie haben zusétzliche Bindungsdomé-
nen, z.B. CH-Dominen (CH = Cdc25-Homologie), die eine
entscheidende Rolle bei der Substratbindung und -erkennung
spielen. DSPs treten im Zytosol und im Zellkern auf, und ihre
Expression ist gewebeabhingig.

Die Hauptfunktion von VHR ist offenbar die Dephos-
phorylierung und Inaktivierung der MAP-Kinasen in der
Aktivierungsschleife TXY, die eine wichtige Rolle in Signal-
transduktionskaskaden spielt (sowohl T als auch Y miissen
phosphoryliert sein, damit MAPKSs enzymatische Aktivitét
zeigen).**! Unterschiedliche DSPs sind iiberraschend selektiv
in der Erkennung ihrer Substrate und tragen zur korrekten
rdumlichen und zeitlichen Regulierung der MAP-Kinasen
bei.
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5.3.2. Cdc25-Phosphatasen

Die ebenfalls dualspezifischen Cdc25-Phosphatasen
werden als eigene Klasse kategorisiert, da sie sich in ihrer
Primér- und Tertidrstruktur von den iibrigen DSPs unter-
scheiden. Sie kommen im Menschen in drei homologen
Formen A, B und C vor.® Von besonderem Interesse ist ihre
zellzyklusregulierende Wirkung, die auf einer Dephosphory-
lierung der cyclinabhingigen Kinasen beruht.®! Speziell
Cdc25B, deren Uberexpression mit der Malignitit von Tu-
moren in Zusammenhang gebracht wurde, steht im Fokus der
Forschung.'"¥ Selektive Inhibitoren von Cdc25B gelten als
vielversprechende Kandidaten fiir Tumortherapeutika.
Cdc25B aktiviert den Cdc2-(Cyclin-B)-Komplex im Zyto-
plasma (vor dessen Transport in den Zellkern) durch De-
phosphorylierung von Cdc2 an der Position Tyr 15, die sich in
der Nihe der ATP-Bindungsstelle des Enzyms befindet."!
Der Cdc2-(Cyclin-B)-Komplex phosphoryliert und aktiviert
Cdc25C, die wiederum nucledres Cdc2-(Cyclin-B) dephos-
phoryliert und aktiviert. Resultat ist ein positiver Riickkopp-
lungsmechanismus, der den Ubergang von der G2- in die M-
Phase einleitet.’”

Die Cdc25A-Phosphatase wird in der frithen G1-Phase
exprimiert und steuert den Ubergang von der Gl1- zur S-
Phase.’? Sie wird zur Aktivierung des (Cyclin-E)/Cdk2-
Komplexes benotigt und wird ihrerseits durch diesen Kom-
plex in einer positiven Riickkopplungsschleife phosphoryliert
(ahnlicher Mechanismus wie oben fiir Cdc25C beschrieben;
eine ausfithrliche Diskussion zu Cdc25A findet sich in
Lit. [93]). Es wird vermutet, dass eine fehlerhafte Aktivierung
und/oder Verstarkung von Cdc25A und Cdc25B eine wichtige
Rolle bei mehreren Humankrebsarten spielt.'”! Die kataly-
tischen Dominen von Cdc25A und Cdc25B wurden anhand
mehrerer Kristallstrukturen beschrieben.

5.4. Sonstige Phosphatasen

Weitere Phosphatasen mit recht unterschiedlichen Funk-
tionen sind beschrieben worden. Einige von ihnen prozessie-
ren Phospholipide als Substrate, etwa die Phosphatase PTEN
(ein Tumorsuppressor)® oder Myotubularin (MTM), die
spezifische Inositolphosphate dephosphorylieren. Vertreter
der MTM-Familie wurden mit muskuldren und neurodege-
nerativen Erkrankungen beim Menschen in Zusammenhang
gebracht.” Eine weitere Klasse von dualspezifischen Phos-
phatasen bilden die Enzyme Mcel und BVP, die RNA-
Triphosphate dephosphorylieren.”” Nicht mit den ,klassi-
schen“ PTPs verwandte Proteintyrosinphosphatasen finden
sich in der Superfamilie der Halosdure-Dehalogenasen
(HADs). Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass der zu dieser
Familie gehorende nucledre Transkriptionsfaktor ,,Eyes
absent* eine Tyrosinphosphatase ist, die ihre Substrate nicht
wie die klassischen PTPs durch einen nucleophilen Cystein-
rest, sondern durch einen Asparaginsdurerest angreift und
hydrolysiert.”®! Ein weiterer Phosphatasetyp wird durch das
prenylierte Enzym PRL-3 reprisentiert, das in metastasie-
renden Tumoren iiberexprimiert wird und ein interessantes
therapeutisches Target fiir die Krebstherapie wire.*!
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6. Rezeptorproteintyrosinphosphatasen (RPTPs)

Rezeptor-PTPs sind aus einer extrazelluliren Doméne
mit verschiedenen Strukturmotiven aufgebaut (Immunoglo-
bulin-artig, Fibronectin-Typ etc.), die sich auch in anderen
Zelladhdsionsmolekiilen wiederfinden. Dies deutet darauf
hin, dass RPTPs bei Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwir-
kungen eine Rolle spielen. Neben einer einzelnen Trans-
membrandoméne enthalten sie intrazellulire Doménen, die
durch eine oder zwei PTP-Dominen (von denen normaler-
weise nur eine katalytisch aktiv ist) oder durch andere,
nichtkatalytische Doménen, die an Regulationsprozessen
oder der subzelluldiren Lokalisation der Enzyme beteiligt
sind, gebildet werden. Anhand struktureller und evolutiona-
rer Merkmale wurden die RPTPs in acht und die NRPTPs
(Nichtrezeptor-PTPs) in neun Unterfamilien eingeteilt (Ab-
bildung 1).””! Interessanterweise besteht eine enge Korrela-
tion zwischen der Sequenzidentitit der PTP-Doménen und
dem strukturellen Aufbau der vollstindigen Proteine.'"’!

Die genauen Funktionsweisen der RPTPs sind noch nicht
vollstdndig aufgeklirt, sodass nur einige allgemeine Eigen-
schaften vorgestellt werden, mit Schwerpunkt auf der am
besten charakterisierten Transmembranphosphatase CD45.
Diese kommt in hdmatopoetischen Zellen vor und ist essen-
ziell fiir die Signaltransduktion der Antigenrezeptoren in T-
und B-Zellen.'” CD45 wird in mehreren Isoformen expri-
miert, die sich durch alternatives Splicing der Exons der N-
terminalen Sequenz in ihren extrazelluliren Doménen unter-
scheiden."? Die variablen N-terminalen extrazellulidren Re-
gionen bestehen aus etwa 200 Aminosduren und sind hoch-
gradig glycosyliert, sodass die Isoformen deutlich unter-
schiedliche Glycosylierungsmuster haben. An die N-termina-
le Region schlieBen sich an: eine Cystein-reiche Region, drei
Wiederholungseinheiten von Fibronectin Typ 3 und eine
einzelne Transmembranregion (Abbildung 4). Auf der zyto-
plasmatischen Seite setzt sich die Phosphatase aus zwei
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Phosphatase-Untereinheiten (D1 und D2) zusammen, von
denen allerdings nur die membrannahe Doméne D1 fiir die
Phosphataseaktivitdt eine Rolle spielt. D2 ist an Protein-
Protein-Wechselwirkungen und der richtigen Faltung der
Phosphatase beteiligt. Die Expression der unterschiedlichen
Isoformen von CD45 ist zelltypspezifisch und hédngt auBler-
dem vom Differenzierungszustand der hdmatopoetischen
Zellen ab.l?

Einige extrazelluldre Liganden der RPTPs wurden iden-
tifiziert, etwa das sekretierte Protein Galectin-1 (fiir CD45),
das einen inhibitorischen Effekt auf die Phosphataseaktivitét
von CD45 haben konnte,'” ein Laminin-Nidogen-Komplex
in der extrazelluliren Matrix (fir LAR)!' und der Wachs-
tumsfaktor Pleiotrophin, der vermutlich PTP-C bindet und
inhibiert.[*’)

RPTPs scheinen auch homodimere und heterodimere
Komplexe zu bilden.'”” Dabei ist wichtig, dass eine Dimeri-
sierung der RPTPs die katalytische Aktivitdt reguliert — was
an die Aktivierung von Rezeptorproteintyrosinkinasen
(RPTKs) durch Dimerisierung erinnert.'™ So wurde etwa
gezeigt, dass die Dimerisierung von CD45 zur Inhibition der
katalytischen Aktivitdt fithrt. Die inhibitorische Teilstruktur
einer D1-Domiéne (der membrannahen, katalytisch aktiven
PTP-Domine) bindet und inhibiert die D1-Doméne der
zweiten Phosphatase.'™ Die Heterodimerisierung von
RPTPs konnte eine wichtige Rolle beim ,,cross talk“ zwischen
unterschiedlichen RPTP-vermittelten Stoffwechselwegen
spielen.

Intrazelluldre Substrate fiir RPTPs wurden in den letzten
Jahren in zunehmender Zahl identifiziert und hinsichtlich
ihrer physiologischen Funktionen aufgekldrt. Zum ersten
Subtrattyp zidhlen die PTKSs. So ist CD45 entscheidend an der
Aktivierung von T-Zellen beteiligt. Der T-Zell-Rezeptor
(TCR) ist tiber CD4 mit der Scr-Kinase Lck verbunden.
CD45 ist entscheidend an der Signaltransduktion in T-Zellen
beteiligt, indem sie Lck durch Dephosphorylierung des

Aktivierung von T-Zellen

CD45

Abbildung 4. Die Rolle von CDA45 bei der Signaltransduktion in T-Zellen.
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inhibitorischen Restes Tyr505 aktiviert (Abbildung4). Im
inaktiven Zustand wird dieser Rest durch die Kinase Csk
phosphoryliert gehalten. Csk ist tiber eine SH2-Doméne mit
dem Transmembranphosphoprotein PAG verbunden (PAG
ist ein mit Glycosphingolipid angereicherten Mikrodoménen
assoziiertes Phosphoprotein).'® Durch die Zellaktivierung
wird PAG dephosphoryliert und Csk wird in das Zytosol
freigesetzt, sodass es nicht mehr in der Lage ist, den Tyr 505-
Rest von Lck in seiner phosphorylierten Form zu halten.
CD45 kann nun mit der SH2-Domine und der N-terminalen
Region von Lck assoziieren. Nach der Dephosphorylierung
durch CD45 ist Tyr505 nicht mehr an die intramolekulare
SH2-Domine gebunden, was eine deutliche Konformations-
anderung bei Lck verursacht. Die nun zuginglich gewordene
SH2-Domaine ist in der Lage, Phosphoprotein-Substrate zu
binden. Dariiber hinaus erméglicht die Konformationsédnde-
rung die Auto- und Transphosphorylierung des Restes Tyr394
von Lck, was wiederum eine rdumliche Verlagerung der
Aktivierungsschleife verursacht und einen weiter gedffneten
katalytischen Spalt erzeugt.'”! Interessanterweise hat CD45
auch eine negativ regulierende Funktion, indem sie Tyr394
dephosphoryliert und so zum Verlust der Lck-Aktivitét
fithrt.0

Ahnliche stimulatorische Wirkungen zeigt CD45 auch bei
anderen Src-Kinasen, z.B. Lyn in B-Zellen.""”? Daneben
beteiligen sich RPTPs aber auch an der Inhibition von
Kinasen, z.B. CD45 bei Janus-Kinasen!>'®! oder LAR bei
der Signaltransduktion iiber Insulinrezeptoren.'”) RPTPs
scheinen an sehr vielfiltigen Prozessen, wie der Zelladhi-
sion,'® der neuronalen Entwicklung™'! oder an Ionenkanal-
vermittelten Vorgingen beteiligt zu sein.'""! Auf besonderes
Interesse stieB der Befund, dass eine Inhibition von CD45,
z.B. durch Antikorper, die Aktivierung von T-Zellen in
vitro?l und die TransplantatabstoBung in Miusen blo-
ckiert.'"¥ Selektive Inhibitoren von CD45 konnten daher
Anwendung bei der Behandlung von Autoimmunkrankheiten
und in der Transplantationsmedizin finden. Eine verminderte
CD45-Expression und/oder -Aktivitit wurde bei SLE-Pati-
enten festgestellt.”] Eine Punktmutation im CD45-Gen
(ptprc) wurde mit Autoimmunkrankheiten wie Multipler
Sklerose!""™ und autoimmuner Hepatitis in Zusammenhang
gebracht."¥! Dariiber hinaus kann eine Modulation der
CD45-Aktivitdt durch Antikorper die Bildung von Alzhei-
mer-Plaques hemmen." Die negativ regulierende Funktion
von CD45 in der Signaltransduktion iiber Cytokinrezeptoren
konnte der Grund dafiir sein, dass bei verschiedenen Krebs-
arten wie Leukdmie ein Verlust an CD45-Aktivitdt auf-
tritt."*! CD45 wurde mit der Proliferation von Myelomzellen
korreliert und kommt somit als therapeutisches Target fiir die
Behandlung von multiplen Myelomen infrage.””!

7. PTP-Inhibitoren

Im Folgenden wird die Entwicklung von PTP-Inhibitoren
diskutiert. Es werden nur solche Inhibitoren beriicksichtigt,
die auch zelluldire Aktivitdt zeigen, was nicht immer mit
Phosphatase-Inhibition in vitro korrelieren muss.
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7.1. Unspezifische und anorganische PTP-Inhibitoren

Vanadate sind als unspezifische Phosphatase-Inhibitoren
eingesetzt worden. Thre Wirkung beruht darauf, dass sie die
Phosphatgruppe der natiirlichen Enzymsubstrate imitieren.
Vanadate wirken als Insulin-Mimetika und antimetasta-
tisch."'®) Andere Verbindungen wie Stickstoffmonoxid oder
Phenylarsenoxid erzielen ihren pharmakologischen Effekt
zwar in erster Linie durch Phosphatase-lnhibition,[“7] konnen
aber auch andere Enzyme angreifen, was ihren therapeuti-
schen Nutzen deutlich einschrénkt.

7.2. Naturstoffe und Naturstoffderivate als PTP-Inhibitoren

Naturstoffe liefern eine reiche Auswahl an PTP-Inhibito-
ren und dienten vielfach als Ausgangspunkt fiir die Entwick-
lung synthetischer Analoga. 4-Isoavenaciolid (2, Abbil-
dung 5) wurde aus einer Pilzkultur isoliert und als ein
irreversibler Inhibitor von VHR mit einem ICs, von 1.2 um
identifiziert.""®! Einige andere Phosphatasen wie Cdc25B,
Laforin und PTP1B wurden dhnlich wirksam inhibiert, CD45
und Serin/Threonin-Phosphatasen, wie PP2A oder PPI,
jedoch tiberhaupt nicht. Eine Untersuchung des Inhibitions-
mechanismus ergab, dass zwei Inhibitormolekiile kovalent an
zwei der vier Cysteinreste von VHR binden, ndmlich an
Cys124 in der aktiven Bindungstasche und Cys171 an der
Proteinoberfldche. Die Ergebnisse fithrten zu dem Vorschlag,
dass ein hydrophober Spalt in der Néhe des Cysteinrestes fiir
eine effiziente Bindung notwendig ist.

Das Alkaloid Nornuciferin (3) inhibiert CD45 mit einem
ICyy von 5.3 um. Die vom T-Zell-Rezeptor abhéngige Pro-
duktion von IL-2 wurde inhibiert, andere Phosphatasen wie
Calcineurin (PP2B), alkalische Phosphatase und saure Phos-
phatase hingegen nicht.""”! Nornuciferin erwies sich als
wirksam gegen Leishmaniose,’®! und man nimmt an, dass
es der antidepressiv wirkende Bestandteil in der Frucht der
Stachel-Annone (Annona muricata) ist.'*!! Totalsynthesen
von Nornuciferin und dhnlichen Verbindungen wurden be-
schrieben.!'

Fine interessante Klasse von Depsipeptiden, die Ste-
vasteline (z.B. 4a—¢), wurde aus Penicillium-Spezies isoliert.
Es sind immunsuppressive Wirkstoffe, die die Proliferation
von T-Zellen inhibieren."? Thre Wirkung beruht darauf, dass
sie die dualspezifische Phosphatase VHR inhibieren und
dadurch die Zellzyklusprogression hemmen. Basierend auf
einer kleinen Gruppe von Analoga wurde eine Struktur-
Aktivitdts-Beziehung aufgestellt. Dabei stellte sich heraus,
dass die lange Alkylseitenkette und die freie Hydroxygruppe
des Threonins (Stevasteline vom Typ A; 4¢) fiir eine Aktivitit
gegen Jurkat-Zellen essenziell sind. Eine Derivatisierung der
Hydroxygruppe durch Sulfatierung (4a) oder Phosphorylie-
rung (4b) unterband jegliche inhibitorische Wirkung gegen II-
2- und I1-6-abhingige Genexpression in Jurkat-Zellen in vivo.
Demgegeniiber zeigten die sulfatierten Verbindungen
(Typ A) in vitro eine gute inhibitorische Wirkung gegen
VHR im mikromolaren Bereich, nicht aber gegen die PTP
CD45 und die PSTPs PP2A und PP2B. Die Inhibitorwirkung
der desulfatierten Verbindungen gegen VHR war um eine
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Abbildung 5. Aus Naturstoffen abgeleitete PTP-Inhibitoren. Die 1Cs,-
Werte sind fiir alle Verbindungen angegeben, soweit nicht anders ver-
merkt.

Groflenordnung geringer. Die Autoren erkldren diesen
Befund so, dass die Verbindungen nach der Aufnahme der
ungeladenen Formen (Typ B) in die Zelle durch zelluldre
Enzyme am Threoninrest phosphoryliert oder sulfatiert
werden. Als nicht Calcineurin-abhingige Immunsuppresso-
ren waren die Stevasteline das Ziel mehrerer Totalsynthe-
sen.['!

Das Tetronsdure-Derivat RK-682 (5a) wurde aus einem
Streptomyces-Stamm isoliert und erwies sich als kompetitiver
Inhibitor der DSPs VHR und CD45. Es arretiert den
Zellzyklus von Siugerzellen in der G,-Phase.'”” Eine aus
der Untersuchung mehrerer Derivate abgeleitete Struktur-
Aktivitits-Beziehung zeigte, dass die hoch acide 3-Acyltet-
ronsiuregruppe als Phosphat-Mimetikum fungiert.*! Als
wichtig fiir die inhibitorische Wirkung gegen VHR erwiesen
sich die hydrophobe Seitenkette an C-3 und die enolische
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Hydroxygruppe an C-4. Das Entfernen der Hydroxygruppe
im C-5-Substituenten hatte hingegen keinen Einfluss auf die
Inhibition. Keines der Derivate zeigte eine Wirkung gegen
die PSTPs PP1, PP2A und PP2C. Einige Derivate inhibierten
im submikromolaren Bereich Cdc25B und im mikromolaren
Bereich VHR. Bemerkenswerterweise zeigte Sb eine gewisse
Selektivitdt fiir Cdc25B (IC5,=0.4 pm) gegeniiber VHR
(ICsp=12.4 um) oder PTP-S2 (ICs,>100 um), wihrend bei
5a eine umgekehrte Selektivitit festgestellt wurde (ICs,=
11.6 um (VHR) und > 100 pm (Cdc25B)).1"*" Dieses Beispiel
verdeutlicht, wie sich Selektivitidt fiir verwandte Enzyme
innerhalb einer Naturstoffbibliothek fein abstimmen lésst.
Auf der Grundlage von Molecular-Modeling-Studien, der
Kristallstruktur von VHR und einer detaillierten kinetischen
Analyse wurde ein Modell vorgeschlagen, in dem das Anion
der Acyltetronsédure als Phosphat-Mimetikum mit mehreren
Wasserstoffbriicken an die Schleife des aktiven Zentrums
(Cys124-Arg130) bindet. Ein zweites Tetronsduremolekiil ist
an der Inhibition beteiligt und wechselwirkt mit Arg158.0%!
Beide C;-Alkylseitenketten wechselwirken mit der hydro-
phoben Furche des Enzyms (Abbildung 6). Ausgehend von
diesem Modell wurde ein dimerer Inhibitor S¢ entworfen
(Abbildung 5), der VHR stdrker inhibiert als der Naturstoff

Schieife des aktiven Zentrums

hydrophobe Furche

Abbildung 6. Bindung zweier Molekiile von 5a an VHR (aus Lit. [128]
mit Genehmigung).

(IC5p=1.83 um). Interessant ist auch die Tatsache, dass die
Umgebung des an der Bindung der zweiten Tetronsdure
beteiligten Arginins (Arg158) bei unterschiedlichen Phos-
phatasen wenig konserviert ist. Dieser neue Typ dimerer
Inhibitoren konnte sich sehr gut als Ausgangspunkt fiir die
Entwicklung neuer, hoch selektiver Proteinphosphatase-Inhi-
bitoren eignen.

Ein weiterer hoch interessanter Naturstoff, Dysidiolid
(siche das 6-Epimer 6), wurde 1996 aus dem marinen
Schwamm Dysidea etheria isoliert (Abbildung 7).1*! Dysidio-
lid ist ein Sesterterpen mit einer y-Hydroxybutenolidgruppe
und wirkt als Inhibitor von Cdc25A (ICs, 9.4 um). Andere
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hydrophobe
Unterstruktur

4 hydrophiles
Phosphat-
Surrogat
6-epi-6 7

5.1 um (Cde25C) 0.8 pw (Cde25C)
Antitumoraktivitat Antitumoraktivitat

Antikrebsaktivitat in vitro

HO‘

o}
8

7.7 um (Cdc25A)

Abbildung 7. Von Dysidiolid abgeleitete Inhibitoren; ICsy-Werte sind
angegeben.

Phosphatasen wie Calcineurin, CD45 und LAR werden bei
dieser Konzentration nicht inhibiert. Dysidiolid inhibiert in
mikromolaren Konzentrationen das Wachstum der Lungen-
karzinomzellen A-459 und der murinen Leukidmiezellen
P388. Dass Dysidiolid als Phosphatase-Inhibitor wirkt,
wurde allerdings in einer spéteren Arbeit angezweifelt. Es
wurde stattdessen der Schluss gezogen, dass eine nicht
identifizierte Verunreinigung die inhibitorische Aktivitét
verursacht.®™ Mehrere Totalsynthesen™! und Synthesen
einfacher Analoga™* des Dysidiolids und eine Reihe #hnli-
cher Naturstoffe mit Antitumoraktivitit wurden beschrie-
ben.! Aufbauend auf der Totalsynthese von Dysidiolid
synthetisierten Shirai und Mitarbeiter eine Reihe von Ana-
loga des Naturstoffs in Losung.** Untersuchungen an dieser
Verbindungsreihe zeigten, dass ein Ersetzen der bicyclischen
Struktur durch einen Cyclohexanring zum Verlust der Akti-
vitiit fithrt. Eine Anderung der Konfiguration an C-4 und C-6
hatte keinen Einfluss auf die Aktivitit. Offenbar ist die
Orientierung der Hydroxybutenolid-Einheit relativ zum hy-
drophoben Teil nicht ausschlaggebend. Einige dieser Diaste-
reomere inhibierten Cdc25A und Cdc25B sogar stirker als
der Naturstoff.

Berichtet wurde auch iiber die kombinatorische Synthese
einer kleinen Bibliothek von Dysidiolid-Analoga an der
festen Phase. Die Bibliothek wurde gegen Cdc25C und
mehrere Krebszelllinien getestet, darunter die Dickdarm-
krebszelllinie HCT116, die Prostatakrebszelllinie PC3 und
die Brustkrebszelllinie MDA-MB231.") Zu den Schliissel-
schritten der Synthese gehoren eine asymmetrische Diels-
Alder-Reaktion zum Aufbau der bicyclischen hydrophoben
Unterstruktur und die Oxidation eines Furanringes zur y-
Hydroxybutenolid-Einheit durch Singulett-Sauerstoff. Zur
Bindung an den festen Tridger wurde ein spurloser Linker
entwickelt, der durch Ringschlussmetathese gespalten wird.

Angew. Chem. 2005, 117, 3880 —3906

www.angewandte.de

Angewandte

Mit dieser kombinatorischen Strategie wurden Inhibitoren
fiir Cdc25C erhalten, die wirksamer sind als das natiirliche 6-
epi-Dysidiolid (ICs,=5.1 um), z.B. das Keton 7 (IC5 =
0.8 um) (Abbildung 7). Diese Analoga zeigten im mikromo-
laren Bereich auch eine Wirkung gegen Tumorzelllinien in
vitro, die Aktivitidt korrelierte allerdings nicht streng mit der
Phosphatase-Inhibition.

Bereits in der ersten Veroffentlichung zur Isolierung und
Strukturbestimmung von Dysidiolid war die Vermutung
geduBert worden, dass die Hydroxybutenolid-Einheit ein
nichtionisches Phosphat-Surrogat ist und das Decalingeriist
einschlieBlich Alkylseitenkette hydrophobe Wechselwirkun-
gen mit dem Enzym eingeht. Basierend auf dieser Hypothese
beschrieben Shirai et al. vereinfachte Analoga des Natur-
stoffs, die ausgehend von Vitamin D; synthetisiert wurden
und statt der Hydroxybutenolidgruppe eine Carbonsiure-
funktion enthielten. Unter diesen Verbindungen zeigte das
Derivat 8 im mikromolaren Bereich Inhibitorwirkung gegen
Cdc25A und Antitumoraktivitidten, die mit denen des Natur-
stoffs vergleichbar waren (Abbildung 7).

Einen interessanten Ansatz zur Synthese mikromolarer
Inhibitoren dhnlicher Strukturen beschrieben Zalkow et al.
(Abbildung 8). Nach Siliciumdioxid-vermittelter Pyrolyse des
Azids 9, das seinerseits aus Cholesterylacetat synthetisiert
wurde, wurden zehn Verbindungen isoliert und durch chemi-
sche Umsetzung in eine Serie von Analoga iiberfiihrt. Unter
diesen wurde das Nitril 10 als reversibler, nichtkompetitiver
Inhibitor von Cdc25A-C (ICs,=2.2, 8.3, 12.2 um) identifi-
ziert. Die Autoren postulierten, dass die Cyangruppe an einen

Cholesterylacetat

11 12
5.1 uM (Cdc25A)

0.7 um (Cdc25A)

~0,50

ZH
COOH

13 14
3.4 uM (Cdc25A) ICyo = 7.8 uM (Cdc25A)

Abbildung 8. Vom Cholesterin abgeleitete PTP-Inhibitoren 9-13 und
der Naturstoff Sulfircin (14); 1Cs,-Werte sind angegeben.
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Argininrest aulerhalb des Substratbindungszentrums bindet.
Das Nitril 10 inhibierte auch CD45, wihrend die Carbonsdure
11 und das O-Cholestanylxanthat 12 eine hohe Selektivitit
fiir Cdc25A (IC5,=5.1 (11), 0.7 um (12)) gegeniiber CD45
(ICs, > 100 pm) zeigten.?! Die meisten der Verbindungen
zeigten in vitro eine inhibierende Wirkung gegen Krebszell-
linien, es konnte aber keine eindeutige Korrelation mit der
Inhibition von Phosphatasen hergeleitet werden. Demnach
erwiesen sich einfache steroidale Derivate wie 12, das mit
einer Phosphatsurrogatkette funktionalisiert ist, zwar als sehr
gute Phosphatase-Hemmer, ihre inhibierende Wirkung gegen
Tumorzellwachstum war jedoch schwécher ausgepragt als die
Wirkung komplexerer Strukturen wie 11. Die Autoren
nahmen an, dass eine mangelhafte zellulire Aufnahme und
metabolischer Abbau die Antikrebsaktivitit dieser Phospha-
tase-Inhibitoren beeintréachtigen.

Forscher bei Schering synthetisierten eine Reihe von
mikromolaren Cdc25B-Inhibitoren mit sehr starrem makro-
cyclischem Geriist.”®) Am wirksamsten erwies sich das
Derivat 13 mit einem ICs, von 5.6 um (Abbildung 8). Es
wurde angenommen, dass die Ketofunktion als Phosphat-
Mimetikum fungiert und die Carboxygruppe an die Seiten-
ketten von Arg544 oder von Arg482 bindet, die beide das
Bindungszentrum flankieren.

Der aus einem Schwamm isolierte Naturstoff Sulfircin
(14, Abbildung 8)'*” inhibierte Cdc25A mit einem ICs,-Wert
von 7.8 pM, die Selektivitit beziiglich der Inhibition anderer
PTPs war jedoch méaBig. Von Sulfircin wurden Analoga
synthetisiert, wobei unter anderem die Sulfatgruppe durch
eine Malonatgruppe ersetzt wurde.®!

Die Dnacine Al und B1 (15a und 15b, Abbildung 9), zwei
Naphthyridinomycin-artige Antibiotika mit Antitumorakti-
vitit, wurden aus Actinomycetes-Stimmen isoliert.'*”) Sie sind

O
NBn
(e}
o]
15a: R=CN 16
141 pm (Cdc25B) 64 pm (Cdc25B)
15b: R =0OH

nicht DNA-spaltend
64 um (Cdc25B)

DNA-spaltend

Abbildung 9. Dnacine A1 und B1 sowie eine vereinfachte Teilstruktur;
ICsp-Werte sind angegeben.

schwache nichtkompetitive Inhibitoren von Cdc25B (ICs,=
141 um und 64 pm),*! die durch ihre Fihigkeit zur Erzeu-
gung von Superoxidradikalen auflerdem DNA-spaltend
wirken. Wipf und Mitarbeiter synthetisierten Dnacin-Deri-
vate wie 16, deren Wirkung als mikromolare Inhibitoren von
PTPs aufrechterhalten blieb, die jedoch keine DNA-spalten-
de Aktivitdt mehr aufwiesen. Auf diese Weise gelang es den
Autoren, die beiden biologischen Mechanismen dieser Ver-
bindungsklasse zu ,separieren“.""” Auch PTP1B, VHR,
Cdc25A und Cdc25B wurden durch Derivate dieses Typs
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inhibiert. Zwei Verbindungen zeigten auerdem Selektivitét
fiir Cdc25 und PTP1B gegeniiber VHR. Aus den Ergebnissen
wurde geschlossen, dass fragmentierte Derivate, denen die
verbriickende Piperidin-Einheit fehlt, geeignete Leitverbin-
dungen fiir die Entwicklung neuer Cdc25-Inhibitoren ohne
DNA-spaltende Aktivitit sind.

Eine neue Leitverbindung fiir die Entwicklung von PTP-
Inhibitoren wurde von dem Antitumorwirkstoff TMC-69,
einem 2-Pyridon, abgeleitet.'*!* Biologische Tests der hy-
drierten Enantiomere (175)-17 und (17R)-17 (Abbildung 10)
zeigten entgegen fritherer Studien eine moderate (d.h. mi-
kromolare) inhibierende Wirkung gegen PTP1B, VHR und
PP1 sowie eine geringe Wirkung gegen Cdc25A.[1414

17
HO
7o
N O
H
(17R)-17
4 um (PTP1B), Antitumoraktivitat

. S

19 (CD45)

OMe
OH NO Hex.-N

18a (PTP1B) 18b (PTP1B)

0.94 ug m.™’
Antidiabetesaktivitat
bei oraler Verabreichung

Abbildung 10. Analoga des antitumoral wirkenden 2-Pyridons TMC-69
sind PTP-Inhibitoren; 1Csp-Werte sind angegeben.

Der Naturstoff Dephostatin (18a) wurde als mikromola-
rer kompetitiver PTP-Inhibitor in bestimmten Streptomyces-
Spezies identifiziert.'*?**! Mithilfe von Molecular Modeling
wurden spéter selektivere und stabilere Analoga ohne die
potenziell carcinogene Nitrosamin-Einheit entworfen. CH-rm-
Wechselwirkungen der Alkylseitenkette spielen vermutlich
eine wichtige Rolle bei der Bindung dieser als Tyrosin-
Mimetika fungierenden Inhibitoren. Der beste Inhibitor, 18b,
wirkt mikromolar gegen PTP1B (ICs,=0.94 ygmL™"). Die
Inhibitoren zeigen auBerdem eine moderate Selektivitit fiir
PTP1B und SHPTP1 (30fach gegeniiber CD45, mehr als
100fach gegeniiber LAR). Von groBer Bedeutung ist, dass die
Verbindungen orale antidiabetische Wirkung in Méiusen
zeigen, die auf einer Herunterregulierung hoher Blutgluco-
sewerte basiert, ohne von schwerwiegenden toxischen Effek-
ten begleitet zu sein.!**!

1997 isolierten Alvi et al. einen Naturstoff mit inhibito-
rischer Wirkung gegen CD45 aus dem marinen Pilz Corollo-
spora pulchella: das Pulchellalactam (19).1 Es enthiilt ein 3-
Pyrrol-2-on als Kernstruktur und konnte ein interessantes
Pharmakophor fiir die Entwicklung von Phosphatase-Inhibi-
toren sein.

Bei einer kiirzlich veroffentlichten Studie wurden meh-
rere Glycolipide, darunter Glucolipsin A, Cycloviracin By,

Angew. Chem. 2005, 117, 3880—3906


http://www.angewandte.de

Phosphatase-Inhibitoren

Caloporosid, Woodrosin I, Sophorolipid, Tricolorin G und
einige Analoga, auf ihre Wirkung gegen die Phosphatasen
PTP1B und Cdc25A getestet.'*! Die meisten dieser Verbin-
dungen (einige sind in Abbildung 11 dargestellt; 20-22)

OH
20 Glucolipsin A
2.2 pm (Cdc25A), PTP1B k.I.

HO™\ OAc OH OAc

HO O o o
HO K
HO._O OH O
Y HO

21 Caloporosid
5.5 um (Cdc25A), 1.6 um (PTP1B)

22 Woodrosin |
7 uMm (Cdc25A), PTP1B k.l

/ _ OMe
MeO 4/ N o N D=
Ko = / \NH HN;
C|\5[ P v ° JJ
L N-H AN N\H A
23a 23b 23c

28um (Cdc25a),
38um (PTP1B)

>50pum (Cdc25a),
10um (PTP1B)

10um (PTP1B)

Abbildung 11. Strukturen von Glycolipiden und Alkaloiden, die als
Phosphatase-Inhibitoren identifiziert wurden; 1Cs,-Werte sind angege-
ben. k.I. =keine Inhibition.

zeigten sich als mikromolare Inhibitoren von Cdc25A, wih-
rend PTP1B nicht inhibiert wurde. Diese Ergebnisse iiber-
raschten, da Glycolipide bis dahin nicht als Phosphatase-
Inhibitoren identifiziert worden waren. Analoga und Synthe-
sevorstufen der Naturstoffe Roseophilin und der Prodigiosi-
nel"*! wurden als Inhibitoren von Cdc25A, PTP1B und VHR
identifiziert (23a-c; Abbildung 11). Obgleich keine der Ver-
bindungen PP1 inhibierte, wurden einige mikromolare Phos-
phatase-Inhibitoren gefunden, was einmal mehr verdeutlicht,
wie niitzlich natiirliche Verbindungen als Startpunkte zur
Identifizierung von Phosphatase-Inhibitoren sind.!'*!
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7.3. Mechanismusbasierte niedermolekulare Inhibitoren

Rationale Ansitze wie das auf der Grundlage von Ront-
genkristallstrukturen von PTPs durchgefiihrte Molecular
Modeling wurden erfolgreich zur Entwicklung von PTP-
Inhibitoren angewendet. Ein GroBteil dieser Arbeiten be-
fasste sich mit der Entwicklung kompetitiver Inhibitoren mit
einer nichthydrolysierbaren Phosphotyrosin-imitierenden
Gruppe.

7.3.1. Nichthydrolysierbare Tyrosinphosphat-Mimetika

Ein rationales Konzept zum Design kompetitiver PTP-
Inhibitoren basiert auf dem Ersatz des Phosphatteils peptidi-
scher Substrate durch nichthydrolysierbare Phosphat-Mime-
tika. Mit diesem Ansatz wurden mehrere einfache anionische
Strukturen entwickelt und erfolgreich fiir die Entwicklung
von PTP-Inhibitoren verwendet. Die Phosphotyrosylgruppe
wurde hierbei durch folgende Gruppen ersetzt: Sulfotyro-
syl,l'72 Thiophosphoryltyrosyl,'*”®! O-Dithiophosphoryltyro-
syl O-Boranophosphoryltyrosyl,'*”! Phosphonomethyl-
phenylalanin (Pmp),'”¥ O-Malonyltyrosyl,'*’! Fluor-O-ma-
lonyltyrosyl"? und — mit den besten Resultaten — Difluor-
phosphonomethylphenylalanin (F,Pmp)."*¢! Bei dem zuletzt
genannten F,Pmp-Derivat bilden die Fluoratome Wasser-
stoffbriicken mit NH-Bindungen der PTP, wodurch die Affi-
nitdt um mehrere GroBenordnungen erhoht wird. !4

In frithen Ansédtzen zum Inhibitor-Design fungierten
peptidische Strukturen als Templat fiir die Phosphotyrosin-
Mimetika. Fin Beispiel ist das von Burke et al. entwickelte
Hexapeptid Asp-Ala-Asp-Glu-F,Pmp-Leu-NH,, das PTP1B
mit einem ICs, von 0.2 pM inhibiert.'’¢! Peptide sind jedoch
im Allgemeinen schlechte Kandidaten fiir die Wirkstoffent-
wicklung, hauptsédchlich wegen ihrer Anfilligkeit gegen Pro-
teaseabbau und mangelhaften Zellmembranpermeabilitit.
Interessanterweise haben schon einfache aromatische Diflu-
ormethylphosphonate eine schwache inhibierende Wirkung
auf PTPs und zeigen auflerdem biologische Aktivitit, etwa
bei der GefiBneubildung.**! Biphenyl- und Naphthylderivate
wirken stidrker als Phenylderivate, da die hydrophoben
Wechselwirkungen eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung
der Inhibitor-Enzym-Wechselwirkungen spielen.['*

Der Hauptnachteil dieser zweifach negativ geladenen
Phosphotyrosin-Mimetika ist ihre inhdrent mangelhafte Zell-
membranpermeabilitit.* Tatsichlich erweisen sich die
meisten dieser Verbindungen trotz einer stark inhibierenden
Wirkung auf Phosphatasen in vitro in zellbasierten Tests als
biologisch inaktiv. Infolgedessen investierten akademische
und pharmazeutisch-industrielle Arbeitsgruppen betrachtli-
che Forschungsaktivititen in die Entwicklung nichtpeptidi-
scher niedermolekularer PTP-Inhibitoren (insbesondere von
PTP1B) mit stirker ,,wirkstoffartigem* Charakter und weni-
ger negativ geladenen Phosphotyrosin-imitierenden Grup-
pen.!l Im folgenden Abschnitt werden einige auf diese Weise
entwickelte Inhibitoren mit Schwerpunkt auf neueren Fort-
schritten diskutiert.

Forscher bei Merck Frosst entwickelten mehrere Difluor-
methylphosphonate mit Desoxybenzoin-Seitenketten, die als
sehr starke (nanomolare) Inhibitoren von PTP1B wirkten
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und, etwas iiberraschend, zelluldre Aktivitit zeigten. Unter
diesen zeichnete sich vor allem das Derivat 24 (Abbil-
dung 12), das einen ortho-Brom-Substituenten am Phenylring
enthilt, durch seine orale Bioverfiigbarkeit und glucosesen-
kende Wirkung in Rattenmodellen aus.™™ Leider wurde nur

FF
O PO;H,
o O Br
24

IC50=0.12 um (PTP1B),
zelluldre Aktivitat (Sf9),
glucosesenkende Wirkung,
oral bioverfugbar in Ratten

Os,-OH
o N/\WNI-!AN/@NHZ — .
H o H § :
S

Fa
By
O~ "OH 26
25a X=OH 26 um (PTP1B)
K, =79 nm (PTP1B)
25b X=H

K, = 5.42 um (PTP1B)

Abbildung 12. Zimtaldehyde, Zimtsiuren und Difluormethylensul-
fonsduren wirken als Phosphotyrosyl-Mimetika.

eine schwache Selektivitit gegeniiber der nahe verwandten
Phosphatase TCPTP beobachtet. Aufgrund mangelnder
Informationen zum Bindungsmechanismus dieser Inhibi-
toren konnte keine Verbesserung der Selektivitidt erzielt
werden.

Moran et al. zeigten, dass mit einer Tripeptid-Einheit
versehene Zimtsidure-Derivate (z.B. 25a; Abbildung 12)
wirksame Inhibitoren sind (K;=79nm beziiglich
PTP1B)."* Allerdings wird vermutet, dass diese Struktu-
ren die Enzyme kovalent modifizieren, was in der Wirk-
stoffentwicklung meist unerwiinscht ist. Pei etal. berichte-
ten anschlieBend iiber verwandte Zimtsiurealdehyde (z.B.
25b), die als mikromolare Inhibitoren von PTP1B und der
katalytischen Doméne von SHP-1 wirkten, die dualspezi-
fische Phosphatase VHR jedoch nur schwach inhibier-
ten.3 Uberraschenderweise agiert 25b als Aktivator von
SHP-1, indem es an die inhibitorische N-terminale SH2-
Domine des Enzyms bindet.” NMR-Untersuchungen
des Inhibitionsmechanismus legen nahe, dass die Aldehyd-
gruppe und Arg221 von PTP1B reversibel ein Enamin bilden.

Taylor und Mitarbeiter beschrieben die Difluormethylen-
sulfonsdure (F,Smp) als ein monoanionisches Phosphatsur-
rogat und kuppelten sie mit Peptidstrukturen.*! Ein Ver-
gleich mit anderen Phosphat-Mimetika im Produkt mit dem
gleichen Peptidtemplat ergab, dass F,Pmp zwar weniger
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wirksam ist als das bisanionische F,Smp, mit der Wirkung
anderer monoanionischer Surrogate aber konkurrieren kann.
Die gleiche Arbeitsgruppe synthetisierte auch mehrere ein-
fache, nichtpeptidische aromatische Derivate mit ICs-Werten
zwischen 26 und 197 pm gegen PTP1B (z.B. 26, Abbil-
dung 12).

Forscher bei Pharmacia ersetzten die O-Malonyltyrosin-
gruppe (27a) durch eine wirkungsvollere 2-Carboxymeth-
oxybenzoesduregruppe (27b) (Abbildung 13). Um die durch
die schlechte Zellmembranpermeabilitdt verursachten Pro-

COOR

HOOC.__COOR

ROOC [
Verbesserung 0o
der PTP-
Inhibition

o
%
27b,R=H
27¢, R =CH,

»@esserung der

zellularen Aktivitat

28

o}
H 29 2 um (PTP1B), zelluldre Aktivitat,
BOCNH\:)J\N insulinstimulierte Aufnahme von
3\ H e} 2-Desoxyglucose durch L6-Myozyten
Ph
HN~-N
HEAY
Ny N _COOH

ZT

O
/@WNHQ]\N
E H
PhO o~ ©

Ph

30 0.67 pm (K;, PTP1B), zelluldre Aktivitat,
insulinstimulierte Aufnahme von
2-Desoxyglucose durch L8-Myozyten

Abbildung 13. Verbesserung der PTP-Inhibition und zellularen Aktivitat,
ausgehend von O-Malonyltyrosylderivaten; die Tetrazolgruppe ist ein be-
wihrtes Bioisosteres der Carbonsiuregruppe; Ki-Werte sind angegeben.

bleme zu beseitigen, wurde auflerdem eine Carbonsdure-
gruppe von 27b durch eine bioisostere Tetrazol-Einheit
ersetzt (28)."°1 Die resultierende Verbindung 29 inhibierte
PTP1B (K;=2 pum) und zeigte eine moderate zelluldre Akti-
vitidt (insulinstimulierte Aufnahme von 2-Desoxyglucose
durch L6-Myozyten). Bei einem weiteren erfolgreichen

Angew. Chem. 2005, 117, 3880—3906


http://www.angewandte.de

Phosphatase-Inhibitoren

Ansatz wurde der entsprechende Diester 27¢ als Prodrug
eingesetzt. Dieser ist zellmembrangéngiger als die Dicarbon-
sdure und kann in der Zelle zur Freisetzung des aktiven PTP-
Inhibitors enzymatisch gespalten werden.'""”! Durch Aus-
tausch der Boc-Gruppe in 29 durch Arylalkanoylgruppen
erhielt man unter anderem den Inhibitor 30 mit submikro-
molaren K;-Werten beziiglich PTP1B und einem verbesserten
insulinstimulierten Glucosetransport durch L6-Myozyten bei
100 pm. Dariiber hinaus zeigten die Verbindungen eine
gewisse Selektivitit beziiglich LAR und SHP-2.['%¥!

Die Bindungsmechanismen dieser Inhibitoren wurden
durch  Rontgenstrukturanalysen  untersucht  (Abbil-

dung 14)."" Das Peptidriickgrat nimmt die Konformation

Abbildung 14. Bindung eines Inhibitors vom Typ 27b (weifR) an das
aktive Zentrum von PTP1B (griin); W= Wassermolekiil (aus Lit. [157]
mit Genehmigung).

eines B-Stranges an und bildet Wasserstoffbriicken zu Asp48
und Arg47 (PTP1B-Nummerierung). Die beiden Phenylringe
gehen hydrophobe Wechselwirkungen mit den Seitenketten
von Tyr46, Val49, Ala217, Ile219, GIn262 und Phe 182 ein.
Interessanterweise schlief3t sich bei der Bindung der Inhibi-
toren durch das Enzym die WPD-Schleife, dhnlich wie es bei
der Bindung des Substrats geschieht. Die Carboxygruppen
bilden Wasserstoffbriicken mit Wassermolekiilen innerhalb
des aktiven Zentrums und mit Amidgruppen und geraten
dabei niher an die WPD-Schleife als die Phosphatgruppe von
Substraten.
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Forscher bei Novo Nordisk identifizierten eine dhnliche
Struktur, die 2-(Oxalylamino)benzoesiure (31), als Phos-
photyrosin-Mimetikum (Abbildung 15). Ausgehend von
diesem Strukturelement wurden Analoga wie das Thiophen
32 entwickelt, die submikromolare ICs-Werte beziiglich

O
OH
31
NH
O%W]/OH

(0]
VaI 49 Tyr -46
Asp- 48
+/‘ Y
COO N* Lys-120
lle- 219
NH
Phe- 182
o%WO e
o N Arg-221
32 0.29 pm, Ethyldiester-Prodrug
zeigt zelluldre Aktivitat
(e}
OH
O
8 )
S
N
|
PhO‘@*Nﬁ/N |
e}
N OH
H o

33 75 % Inhibition (PTP1B, 10 um)

Abbildung 15. Phosphotyrosin-Mimetika: bei Novo Nordisk und Mole-
cumetics entwickelte Inhibitoren; ICs-Werte sind angegeben.

PTP1B und gute orale Bioverfiigbarkeit in Ratten
zeigen.'”! Die Rontgenstruktur von 32 im Komplex mit
PTP1B zeigte, dass die Oxalylaminocarboxygruppe Wasser-
stoffbriicken mit den Amidstickstoffatomen in den Haupt-
ketten von Gly 220 und Arg?221 sowie eine Salzbriicke mit der
Guanidinium-Seitenkette von Arg221 bildet. Die andere
Carboxygruppe bildet eine Salzbriicke mit Lys120. Bei der
Bindung des Inhibitors schliet sich die WPD-Schleife,
dhnlich wie bei der Bindung von Phosphotyrosin. In dieser
Konformation bildet Phe 182 giinstige Aren-Aren-Wechsel-
wirkungen mit dem Thiophenring von 32, wihrend der
Tetrahydropyridinring mit Ile 219, Val49 und Tyr46 wechsel-
wirkt. Eine weitere bemerkenswerte Wechselwirkung tritt
zwischen dem Stickstoffatom des Tetrahydropyridinrings und
Asp48 auf. Viele andere Phosphatasen wie SHP-1, PTPa und
LAR enthalten an dieser Stelle ein Asn, sodass mit dem
gleichen Stickstoffatom eine abstofende Wechselwirkung
resultiert — ein Umstand, der zur PTP-Selektivitit dieser
Inhibitorklasse beitrdgt. Mithilfe eines Prodrug-Ansatzes
(Ethylester) wurde versucht, dem Problem der schlechten
zelluldren Aufnahme dieser hoch geladenen Verbindungen zu
begegnen. Damit gelang es, die Verbindungen im oberen
mikromolaren Bereich (100 um) zellaktiv zu machen (Erho-
hung der 2-Desoxyglucoseakkumulation bei C2C12-Zellen).
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Das gleiche Phosphotyrosin-Mimetikum wurde von For-
schern bei Abbott zur Entwicklung nanomolarer PTP1B-
Inhibitoren verwendet (siche Abschnitt 7.3.2).

Aufbauend auf fritheren Arbeiten von Ham et al.
entwarfen Forscher bei Molecumetics ein Phenylalaninderi-
vat.'®! Durch Kombination mit einer Bibliothek von Triazo-
lopyridazin-Templaten mit -Strang-Struktur wurden mikro-
molare, irreversibel wirkende Inhibitoren von PTP1B erhal-
ten (z.B. 33, Abbildung 15).

Forscher bei Wyeth-Ayerst entwickelten und optimierten
PTP-Inhibitoren mit einem Benzofuran- oder einem Benzo-
thiophenring. Die besten dieser Inhibitoren inhibierten
PTP1B bei IC5-Werten von 20 bis 50 nM, und einige der
Verbindungen normalisierten den Plasmaglucosespiegel bei
einer intraperitonealen Dosis von 1 mgkg™'. Als die beste
Verbindung in vivo erwies sich das Derivat 34 (Abbil-
dung 16).'”l Weiterhin zeigten die Verbindungen eine zehn-

[160]

Lys-120 hydrophob
Tyr-46 hydrophobe
Lys 116 NH; ’y Wechselwirkungen
: - Ph
NV
Ph-. l_[ / !'-lzo;‘C,OOH
- Phe - JH, H/O Wasserstoffbriicken
hydrophobe 182 ﬂ\ /2
Wechsel- H,N NH
wirkungen “Arg-221
34

0.32 um (PTP1B), normalisiert Plasma-
glucosespiegel bei 25 mg kg™" (po) und 1 mg kg™ (ip)

Tyr—46
O oH Lys20
0 o e
Hzo

Phe-182 -

35
30 nm (PTP1B), normalisiert Plasma-

glucosespiegel bei 100 mg kg™' (po)

O W
2>COOH

Ph

36
PTP-112
384 nm (PTP1B), in Phase |l gestoppt

Abbildung 16. Von Benzofuran abgeleitete Carbonsiuren und ihre
Wechselwirkungen mit den mafigeblichen Resten von PTP1B (po = per-
oral, ip=intraperitoneal).

bis hundertfache Selektivitdt gegeniiber anderen PTPs. Ba-
sierend auf Rontgenstrukturdaten wurde ein Modell fiir den
Bindungsmechanismus dieser Inhibitorklasse entwickelt.
Demnach bindet die Carbonsduregruppe an zwei Wassermo-
lekiile, die eine Briicke zur Guanidingruppe von Arg221
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(PTP1B) bilden, das normalerweise das Phosphat des Sub-
strats bindet. Im weiteren Sinne wirkt diese Gruppe daher als
Phosphat-Mimetikum. Der zur Carbonséduregruppe proxima-
le Biphenylring schiebt sich zwischen Tyr46 und Phe 182,
dhnlich wie der Phenylring von Phosphotyrosin bei der
Substratbindung. Die weiteren Wechselwirkungen, die zu
der hohen Affinitit des Inhibitors beitragen, sind zum
Grofiteil hydrophober Natur. Der zweite Biphenylring
bindet an die Ammoniumgruppe in der Seitenkette von
Lys 120, wéhrend die 2-Benzylbenzofuran- oder 2-Benzylben-
zothiophen-Einheit mit der Seitenkette von Lys116 und dem
aromatischen Ring von Phe 182 wechselwirkt.

In der gleichen Veroffentlichung wurde ein &hnlicher
Verbindungstyp mit einer Salicylsdure-Einheit als der polaren
Gruppe beschrieben (z.B. 35; Abbildung 16). Interessanter-
weise zeigen diese einen anderen Bindungsmodus als die
oben genannten Inhibitoren, wie Rontgenstrukturanalysen
des Komplexes mit PTP1B ergaben. Ein Molekiil 35 bildet
Amid-Wasserstoffbriicken mit Lys 120 und Tyr46 und wech-
selwirkt mit einem zum Arg221 verbriickenden Wassermole-
kiil. Verglichen mit dem Inhibitor 34 sind die hydrophoben
Gruppen in die entgegengesetzte Richtung orientiert (Abbil-
dung 17). Eine #dhnliche Verbindung, Ertiprotafib (PTP-112,

Abbildung 17. Unterschiedliche Bindungsmodi der Verbindungen vom
Typ 34 (rot) und 35 (blau). Die Proteinoberfliche ist eingefirbt: lipo-
phile Regionen sind braun, hydrophile Regionen blau und griin (aus
Lit. [162] mit Genehmigung).

36, Abbildung 16), befand sich bei Wyeth als Wirkstoff gegen
Diabetes Typ 2 in der Entwicklung. Die Entwicklung wurde
jedoch 2002 in Phase II der klinischen Tests wegen unbefrie-
digender klinischer Wirksamkeit und dosislimitierender Ne-
benwirkungen eingestellt.**! Ertiprotafib erwies sich auBer-
dem als PPAR-Modulator, und einige der biologischen Ef-
fekte konnten mit dieser Aktivitit in Verbindung stehen.*>®

FEin weiteres Phosphat-Mimetikum, die a-Ketocarbon-
sdure, wurde von Seto und Mitarbeitern entwickelt.'"*) Durch
Einbau dieser Struktur in Peptide wurden schwache Inhibi-
toren erhalten (ICs,=150 um beziiglich PTP aus Yersinia).
Weitaus hohere Affinitdten ergaben sich jedoch mit dimeren
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Strukturen wie 37 (Abbildung 18).1*! Der Einsatz von dime-
ren Phosphotyrosin-Mimetika wird im folgenden Ab-
schnitt 7.3.2 ausfiihrlich diskutiert. In der gleichen Arbeits-
gruppe wurde entdeckt, dass auch Aryl-substituierte Qua-
dratsiuren als Phosphotyrosin-Mimetika fungieren.'* Unter

e} 37

0.7 um (PTP aus Yersinia),
2.7 um (PTP1B),
250 pm (LAR)

: g
[ 1]
O OH
38
47 um (PTP aus Yersinia),
400 um (PTP1B)

Abbildung 18. Phosphotyrosin-Mimetika: a-Ketocarbonsiuren und
Quadratséuren; 1C;-Werte sind angegeben.

den getesteten Verbindungen zeigte die Naphthyl-substitu-
ierte Quadratsdure 38 die stdrkste inhibierende Wirkung
(ICsy=47 um gegen PTP aus Yersinia; Abbildung 18). Wei-
terhin ergab eine kinetische Analyse, dass die Verbindungen
reversible kompetitive Inhibitoren sind, wodurch ihre Rolle
als Phosphotyrosin-Mimetika bestdtigt wurde.

7.3.2. ,Zweizentrenbinder“ als selektive Inhibitoren von PTP1B

Ein Hauptproblem bei der Suche nach selektiven Inhibi-
toren fiir PTPs ist die hohe Sequenzhomologie der katalyti-
schen Zentren bei unterschiedlichen Enzymen (bis zu 80 %
Homologie bei TCPTP und PTP1B). Von besonderer Be-
deutung ist daher die Entdeckung von Zhang und Mitarbei-
tern,'”’! die in der N#he des aktiven Zentrums von PTP1B
eine zweite, nichtkatalytische Bindungsstelle identifizierten,
die eine geringere Sequenzhomologie innerhalb der Enzym-
klasse der Phosphatasen zeigt. Anhand der Kristallstruktur
der katalytisch inaktiven PTP1B-Mutante (C215S) im Kom-
plex mit den niedermolekularen Substraten Bis(para-phos-
phophenyl)methan oder Phosphotyrosin wurde gefunden,
dass die Substrate an zwei Zentren des Enzyms binden
konnen (Abbildung 19). Im katalytischen Zentrum bildet
Phosphotyrosin ionische Wechselwirkungen mit Arg221,
Wasserstoffbriicken mit den Stickstoffatomen in der Haupt-
kette von Ser216 und Arg221 sowie Aren-Aren-Wechselwir-
kungen mit Tyr46 und Phe 182. Mit dem zweiten Bindungs-
zentrum in der Nidhe des katalytischen Zentrums bildet
Phosphotyrosin ionische Wechselwirkungen mit Arg24 und
Arg254, polare Wechselwirkungen mit Met258 und GIn262
sowie Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit Ile219, Asp48
und Arg254.
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Abbildung 19. Der PTP1B-Inhibitor BPPM kann in zweierlei Weise an
das Enzym binden, was auf das Vorliegen von zwei Bindungszentren
fir Arylphosphat in PTP1B schliefRen lisst: Der erste Bindungsmodus
(a) dhnelt der Bindung des Phosphotyrosin-Substrats, beim zweiten
Modus (b) sind Aminosauren beteiligt, die innerhalb der Klasse der
Phosphatasen weniger konserviert sind (aus Lit. [167a] mit Genehmi-

gung).

Aus dieser Beobachtung ergeben sich neue Konzepte fiir
das Ligandendesign, da das zweite Bindungszentrum fiir
Arylphosphat innerhalb der Klasse der Phosphatasen weniger
konserviert ist (abgesehen von Arg254 und GIn262, die sich
in allen PTPs wiederfinden). Man kann annehmen, dass ein
zweizdhniger Ligand, der an beide Zentren bindet, einen
potenziell selektiveren Inhibitor abgibt als klassische Verbin-
dungen, die ausschlieBlich an das aktive Zentrum binden. Die
Autoren wendeten dieses Konzept erfolgreich zur Entwick-
lung wirkungsvoller und bemerkenswert selektiver PTP1B-
Inhibitoren an.'*”® Zunichst wurde eine Bibliothek von 184
Verbindungen mit drei verschiedenen charakteristischen Do-
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minen synthetisiert: 1) einer unveridnderlichen Arylphos-
phatgruppe, die an das aktive Zentrum bindet, 2) einer
Aminoséure als Linker (23 Verbindungen) und 3) einer Ein-
heit, die an das zweite Zentrum bindet (8 Verbindungen). Die
Verbindungen der Bibliothek wurden auf ihre Bindung an die
inaktive C215S-Mutante getestet. Ein Vorteil bei der Ver-
wendung dieses Enzyms besteht darin, dass Inhibitoren, die
aus dieser Studie hervorgingen, mit geringerer Wahrschein-
lichkeit den katalytisch aktiven Cysteinrest irreversibel alky-
lieren oder oxidieren. Ein solches Verhalten wire fiir die
Wirkstoffentwicklung unerwiinscht.'®* Die am stirksten bin-
dende Substanz wurde anschlieBend in ein nicht hydrolysier-
bares Phosphat-Mimetikum — das entsprechende Difluorme-
thylphosphonat — umgewandelt. Die resultierende Verbin-
dung 39 zeigte einen K;-Wert von 2.4 nm (Abbildung 20).

Linker

———
0]
HO H O
H203PF2Cw N\-)LNHZ
OO \@\
CF,PO;H,

%{_J

an das aktive Zentrum
39 bindende Gruppe

%{_J

an das Zweitzentrum
bindende Gruppe

2.4 nm (K, PTP1B)

Abbildung 20. ,Zweizentrenbinder*: ein alternativer Ansatz zum
Design selektiver und wirksamer PTP-Inhibitoren.

Abgesehen von dieser bemerkenswerten Wirksamkeit zeigte
die Verbindung eine auBergewohnliche Selektivitdt fiir
PTP1B gegeniiber anderen intrazelluliren PTPs, Rezeptor-
artigen PTPs und DSPs (in den meisten Fillen von drei
GroBenordnungen). Beziiglich der nichst verwandten Phos-
phatase, TCPTP, wurde eine zehnfache Selektivitdt beobach-
tet. TCPTP ist an der Regulierung der T-Zell-Aktivierung
beteiligt,"® und von einer Mutante wurde gezeigt, dass sie in
der Embryonalentwicklung bei Miusen letal ist.'””! Aus
therapeutischer Sicht ist eine Selektivitit fiir PTP1B gegen-
iiber TCPTP daher iiberaus wichtig.

Die auBlergewohnliche Wirksamkeit und Selektivitit der
Verbindung 39 konnte in Folgestudien anhand der Kristall-
struktur einer sehr dhnlichen Verbindung im Komplex mit
PTP1B erklirt werden."”"! Wihrend die dafiir vorgesehene
Phenyldifluormethylphosphonylgruppe in der erwarteten
Weise an das aktive Zentrum band, fanden die Autoren,
dass der Aspartat-Linker und die distale Difluormethylphos-
phonylgruppe vor allem Wechselwirkungen mit Lys41, Arg47
und Asp48 eingingen. Bei der Kristallisation eines Bisphos-
phonat-Inhibitors mit PTP1B hatten zuvor bereits andere
Arbeitsgruppen #hnliche Wechselwirkungen festgestellt.!'’”
Das zweite Phosphonat bindet demnach eher an Arg47 als an
die urspriinglich identifizierte zweite Bindungsstelle.

Forscher bei Abbott verwendeten dieses Konzept zur
Entwicklung nanomolarer PTP1B-Inhibitoren und erzielten
gute bis auBergewohnliche Selektivitdten beziiglich anderer
Phosphatasen.” Der als ,linked-fragment approach“ be-
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zeichnete Ansatz basierte auf einem NMR-Screening auf
Strukturen, die an das aktive Zentrum und an die zweite
Bindungsstelle schwach binden. Die Untersuchungen wurden
mit einer Bibliothek aus 10000 Verbindungen und einer *C-
angereicherten PTP1B durchgefiihrt (,SAR by NMR®).
Mithilfe von Rontgenstrukturdaten der Protein-Ligand-Kom-
plexe und durch Kupplung der identifizierten Fragmente
wurde die Verbindung 40 entworfen (Abbildung21), die

Cfr\:g‘\n,w
o<k

X o)
\go lel\/\f\, o: ‘ . ,

an das Zweitzentrum
bindende Gruppe
40 22 nm (K, PTP1B),
niedrige Zellmembranpermeabilitat

an das aktive Zentrum
bindende Gruppe

O/
0
0O
NJJ\rrO\/
o}
o 00«
NH/\/\/O OH
NH,

41 Prodrug, gesteigerte insulininduzierte
PKB-Phosphorylierung in FAO-Zellen

42 6.9 um (PTP1B), 30fache Selektivitat gegeniiber
TCPTP, zellulare Aktivitat in COS-Zellen

Abbildung 21. ,Zweizentrenbinder" als selektive PTP1B-Inhibitoren
(30fache Selektivitit gegentiber TCPTP durch 42).

PTP1B mit 22 nMm inhibiert. Die Diaryloxamséduregruppe
bindet an das aktive Zentrum und die Naphthoesduregruppe
an die zweite Bindungsstelle. Andere Phosphatasen wie
LAR, SHP-2 und CD45 wurden bei weitaus hoheren Kon-
zentrationen inhibiert (1-54 pm), gegeniiber der nichst ver-
wandten Phosphatase TCPTP war die Verbindung zweifach
weniger wirksam. Anhand der Rontgenstrukturdaten des
Protein-Inhibitor-Komplexes entwickelten die Autoren ein
Modell fiir den Inhibitionsmechanismus von 40 (Abbil-
dung 22). Die Oxamsdure-Einheit fungiert als Phosphat-
Mimetikum und bindet an die offene Konformation des
Enzyms, wobei die Trp 179-Ser 187-Schleife eine konformativ
dhnliche Form wie beim freien Enzym beibehilt. Der Ben-
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WPD-Schleife

Met 258

Asp 48 E

Abbildung 22. Inhibitor 40 im Komplex mit PTP1B (aus Lit. [173a] mit
Genehmigung).

zoesdurering der Oxamsdure geht hydrophobe Wechselwir-
kungen mit GIn262 ein, wihrend das Carboxylat mit Arg221
wechselwirkt. Die Naphthalin-Einheit geht hydrophobe
Wechselwirkungen mit Tyr46 ein. Die sich anschliefende
C,-Diamidokette ragt aus dem aktiven Zentrum heraus und
bildet Wasserstoffbriicken zu Asp48. Die Naphthoesdure-
gruppe ist an der zweiten Bindungsstelle lokalisiert und geht
ionische Wechselwirkungen mit Arg254 und Arg24 ein,
wobei der Naphthalinring schwache hydrophobe Wechselwir-
kungen mit Met258 ausbildet. Die Verbindung 40 ist in vitro
ein guter Phosphatase-Inhibitor, zeigt jedoch wegen der
hohen Polaritdt eine niedrige Zellmembranpermeabilitit.
Um diesem Nachteil zu begegnen, wurde 40 in das Diester-
Prodrug 41 iiberfiihrt, das eine erhohte insulininduzierte
PKB-Phosphorylierung in FAO-Zellen bewirkt."*! In einem
weiteren Ansatz wurde ein NMR-basiertes Screening ange-
wendet, wobei von weniger polaren Verbindungen ausgegan-
gen wurde.' Aus diesen Arbeiten resultierte die Struktur
42, in der die Oxamsédure-Einheit durch eine Isoxazolcarbon-
sdure ersetzt ist. Der Inhibitor 42 zeigt einen K;-Wert (gegen
PTP1B) von 6.9 um und eine 30fache Selektivitét gegeniiber
TCPTP. Weitere Phosphatasen (LAR, CD45, Cdc25, SHP-2)
wurden bei Konzentrationen von bis zu 300 um nicht inhi-
biert, sodass 42 bislang einer der selektivsten PTP1B-Inhibi-
toren ist. Dariiber hinaus ist 42 im Leptin-Stoffwechselweg
bei COS-7-Zellen aktiv (zu dhnlichen Untersuchungen bei
Abbott, siehe Lit. [173]).
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Trotz der bemerkenswerten Fortschritte bei der Entwick-
lung von PTP-Inhibitoren gibt es gewisse Zweifel, ob sich
dieses Konzept generell zur Entwicklung wirklich selektiver
PTP-Inhibitoren eignet, da einige der an der Bindung der
zweiten Arylgruppe beteiligten Reste (besonders Arg47)
aufler in PTP1B auch in anderen Phosphatasen prisent sind,
speziell in TCPTP.!7!

Andere Aminosduren wie Phe52 und Ala27 (PTP1B)
wurden von Forschern bei Merck-Frosst anvisiert, da diese in
TCPTP durch Tyr bzw. Ser ersetzt sind. Basierend auf
Rontgenstrukturdaten wurde der Inhibitor 43 entwickelt
(Abbildung 23), der folgende Strukturelemente enthilt:

sekundares
Bindungszentrum
» Arg-24
PO~ Arg-254

OMe
Phe -2

SN
Arg-47
Asp-48 Phe-182

PO;H,
priméres Bindungszentrum

43
5 nm (PTP1B), zellulare Aktivitat,
7fache Selektivitat gegeniber TCPTP

Abbildung 23. Struktur des PTP-Inhibitors 43 und dessen Wechselwir-
kungen mit PTP1B.

1) ein Phenyldifluormethylphosphonat zur Bindung an das
primire, aktive Zentrum, 2) eine Benzotriazolgruppe, die mit
Arg47 und Asp48 wechselwirkt, und 3) eine substituierte
Chinolin-Einheit, die in Richtung Phe 52 und Ala27 zeigt und
durch einen starren Biphenyl-Linker mit dem Rest des
Molekiils verkniipft ist. Die Phosphonat-Einheit des Chino-
lins wechselwirkt mit Arg24 und Arg254, den Resten der
urspriinglich von Zhang et al. definierten sekundédren Bin-
dungsstelle, wogegen die Methoxy- und die Isobutylgruppen
Wechselwirkungen mit Phe52 eingehen (Abbildung 24). 43
ist ein sehr wirksamer PTP1B-Inhibitor (ICsy=5nm) mit
zelluldrer Aktivitdt (IC5,=58 nMm) (vgl. 24, Abbildung 12),
zeigt aber nur eine sehr moderate Selektivitdt gegeniiber
TCPTP (7fach). Hier wird erneut deutlich, dass die Entwick-
lung wirklich selektiver PTP1B-Inhibitoren eine schwierige
Aufgabe ist."7¥

7.3.3. Chinone

Viele PTP-Inhibitoren enthalten ein Chinon, wobei man
intuitiv erwarten wiirde, dass Chinone kovalent an das
Cystein des aktiven Zentrums binden oder dieses oxidieren.
Die tatsichlich gefundenen Inhibitionsmechanismen der von
Chinonen abgeleiteten Inhibitoren unterscheiden sich jedoch
manchmal von diesem Bild.

In einem interessanten Ansatz testeten Wipf et al. 10070
Verbindungen des National Cancer Institute (NCI) auf eine
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Abbildung 24. Réntgenstruktur von 43 im Komplex mit PTP1B: Die
entscheidende Wechselwirkung mit Phe52 (in TCPTP befindet sich an
dieser Stelle ein Tyrosin) hat eine 7fache Selektivitit gegentiber TCPTP
zur Folge (aus Lit. [174] mit Genehmigung).

inhibitorische Wirkung gegen Cdc25."121 Verbindungen mit
1C5-Werten unter 1 pm wurden identifiziert; 75 % der Treffer
waren Chinone, und mehr als 40 % waren para-Naphthochi-
none, darunter die Verbindung 44 (NSC95397, ICs-
(Cdc25B) =0.125 pm, Abbildung 25). Diese ist mit dem
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inhibiert Zellwachstum

Antikrebsaktivitat in vitro

(@]
O
1) NI
9 NH%
o]
46 47
0.2 uM (CD45),

antiproliferative Wirkung
gegen T-Zellen (0.1 um)

0.32 um (PTP1B)
plasmaglucosesenkende
Aktivitat in Mausen

Br (0]
HO Cl | X
OH =
Bf NH N
(0]
48 R = Prenyl 49
Ki=0.64 um (Cdc25B) 35 pm (Cdc25B)
zytotoxisch

Abbildung 25. Von Chinon abgeleitete PTP-Inhibitoren; 1Cs,-Werte sind
angegeben.
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Naphthochinon 45 verwandt, einem Vitamin-K-Analogon,
das bereits zuvor als Inhibitor beschrieben worden war."”®
Die Verbindungen zeigen jedoch nur eine maBige Selektivitat
gegeniiber anderen Phosphatasen wie PTP1B und VHR. Sie
inhibieren irreversibel, zeigen in vitro Antikrebsaktivitét
gegen eine Prostata- und zwei Brustkrebs-Zelllinien und
induzieren in mikromolaren Konzentrationen die Arretie-
rung des Zellzyklus bei tsFT210-Zellen. Mithilfe der bekann-
ten Struktur von Cdc25B gelang es den Autoren, eine
Bindungsstelle des Inhibitors an der Oberfliche des Enzyms
zu postulieren. Sie schlugen einen Bindungsmodus vor,
demzufolge die Naphthochinon-Einheit an ein sekundires,
Sulfat-bindendes Zentrum in Nachbarschaft zum aktiven
Zentrum bindet.'™**! In diesem Modell bilden die Carbo-
nylsauerstoffatome des Chinons Wasserstoffbriicken mit den
beiden Argininresten Arg482 und Arg544. Der aromatische
Ring wird durch hydrophobe Wechselwirkungen mit weiteren
Aminosduren (Arg479, Thr547, Tyr428, Phe 543) im Inneren
der Bindungstasche fixiert. Um ihr Modell zu bestitigen,
synthetisierten die Autoren eine Reihe von Analoga. Dabei
zeigte sich, dass die aromatische Gruppe und die para-
Chinon-Einheit essenzielle Strukturelemente fiir eine inhi-
bierende Wirkung sind. Eine weitere Substitution der Thiol-
seitenketten verstédrkte die Aktivitdt nicht. An diesem Modell
lasst sich auch erkldren, warum so viele para-Chinone der
NCI-Bibliothek keine Inhibitoren von Cdc25 sind. Die Bin-
dungsstelle befindet sich in der Nihe des katalysierenden
Cysteins (Cys473), das durch das elektrophile Chinon kova-
lent modifiziert werden konnte.['””!

In einem dhnlichen Ansatz identifizierten Choi et al. die
1,2-Naphthochinongruppe als Pharmakophor fiir PTP1B.['7*!
Einige substituierte Derivate, wie 46, zeigten eine bemer-
kenswerte inhibierende Wirkung gegen PTP1B (ICs,=
0.32 um) sowie eine 10- bis 60fache Selektivitdt gegeniiber
anderen Phosphatasen (etwa CD45, LAR, Yop, PP1 und
Cdc25B). Die Verbindungen senkten auBerdem den Plasma-
glucosespiegel in Méusen.

Die dhnlichen Phenanthrendione (z. B. 47, Abbildung 25),
mit zellularer Aktivitat, wurden von Forschern bei AstraZe-
neca untersucht.'"””! Das wirksamste Derivat inhibierte CD45
im einstelligen mikromolaren Bereich, PTP1B wurde hinge-
gen auch bei Konzentrationen von 30 um nicht inhibiert. Die
Verbindungen wirkten als reversible kompetitive Inhibitoren,
und einige inhibierten auch die Proteasen Cathepsin L und S,
nicht jedoch Cathepsin B.

Ein erschwerender Faktor bei der Suche nach Inhibitoren
fiir dualspezifische Phosphatasen wie Cdc25 ist die offene und
flache Form des aktiven Zentrums — eine Eigenschaft, die
direkt mit der geringen Spezifitit dieser Enzyme fiir ihre
Substrate zusammenhéngt. In Hinblick darauf beschrieben
Rudolph und Mitarbeiter die Indolyldihydroxychinon-Ein-
heit (siche 48, Abbildung25) als vielversprechende Leit-
struktur zur Entwicklung reversibler kompetitiver Inhibito-
ren fiir Cdc25 mit submikromolaren Inhibitionskonstan-
ten.'®"! Das Substitutionsmuster der Indolgruppe wurde sys-
tematisch variiert, und es zeigte sich, dass Substituenten an
der 2- und der 4-Position zu einer deutlich verringerten
Wirksamkeit fiithrten und solche an der 1- und der 5-Position
nur einen geringen Effekt hatten. Modifikationen an den
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Positionen 6 und 7 ergaben hingegen eine verstirkte inhibie-
rende Wirkung gegen Cdc25. Alle Isoformen von Cdc25 (A,
B und C) wurden inhibiert, PTP1B wurde hingegen bei
Konzentrationen bis zu 50 uM nicht angegriffen. Obgleich die
Verbindungen den zuvor beschriebenen chinoiden Inhibito-
ren dhneln (siehe z.B. NSC 668394, 49, Abbildung 25), konn-
ten die Autoren nachweisen, dass ein anderer Inhibitionsme-
chanismus vorliegt (reversibel und kompetitiv). Der Befund,
dass die Chinongruppe das Enzym nicht durch kovalente
Bindung modifiziert, wurde mit der elektronenreichen Natur
des Chinons (zwei Hydroxygruppen, eine Indolylgruppe)
erklart. Um den Inhibitionsmechanismus aufzukléiren,
wurden mehrere ortsgerichtete Mutanten und eine am C-
Terminus verkiirzte Variante von Cdc25B untersucht. Es
wurde nachgewiesen, dass die drei Aminosduren Glu474,
Phe475 (die Teil der charakteristischen HCXsR-Schleife
sind) und Arg482 sowie der C-terminale Bereich fiir den
Inhibitionsmechanismus von Bedeutung sind. Von Arg482
war bereits zuvor angenommen worden, dass es an andere
chinoide Cdc25-Inhibitoren bindet."™ Der C-terminale Ab-
schnitt spielt eine entscheidende Rolle bei der Wechselwir-
kung mit dem natiirlichen Substrat von Cdc25, dem Komplex
aus Cdk2 und Cyclin A."*! Besonders interessant ist, dass mit
dem natiirlichen Substrat hohere ICs-Werte erhalten wurden
(jedoch immer noch im mikromolaren Bereich) als mit dem
hiufig eingesetzten kiinstlichen Substrat 3-O-Methylfluores-
ceinphosphat. In vitro wurde eine zelltoxische Wirkung der
Inhibitoren nachgewiesen; Ursache sind moglicherweise
apoptotische Mechanismen. Bemerkenswerterweise wurde
keine erhohte Phosphorylierung der Cdk-Proteine beobach-
tet. Die beobachtete nichtspezifische Bindung der Inhibitoren
an Serumalbumin konnte sich bei einer zukiinftigen Weiter-
entwicklung dieser Verbindungen zu moglichen Wirkstoff-
kandidaten als Problem erweisen.

7.3.4. Weitere Ansiitze

Ausgehend von einem Pharmakophor-Modell, das sich
von Naturstoffinhibitoren der Serin/Threonin-Phosphatase
PP1 ableitet,'™ wurde ein kombinatorischer Ansatz genutzt,
um neue Inhibitoren (z.B. 50, Abbildung 26) fiir PTPs und
DSPs zu erzeugen.'"! Dies ist bemerkenswert, da sich Serin/
Threonin-Phosphatasen von PTPs erheblich unterscheiden.
Der Inhibitionsmechanismus dieser Verbindungen bleibt
weitgehend unklar. Eine kinetische Analyse ergab, dass sie
partiell kompetitive, reversible Inhibitoren von Cdc25B sind,
bei anderen Phosphatasen jedoch nichtkompetitiv wirken.
Die Verbindungen inhibierten das Tumorzellwachstum in
Kultur. Eine wichtige Rolle beim Inhibitionsprozess spielen
hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Enzym, und sowohl
die Carbonsdure- als auch die Oxazolgruppe bilden Wasser-
stoffbriicken. Der Cyclohexyldiamin-Linker verleiht den
Molekiilen konformative Steifigkeit und erhoht dadurch die
Wirksamkeit der Verbindungen.

PTPs enthalten einen fiir die katalytische Aktivitét es-
senziellen Cysteinrest. Dessen Oxidation inaktiviert das
Enzym - ein Vorgang, der auch fiir die Regulierung des
Enzyms in vivo relevant ist. So bewirkt z.B. friith in der
Insulinkaskade ein explosionsartiger Anstieg der intrazellu-
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Abbildung 26. Durch diverse Ansitze gefundene PTP-Inhibitoren; aufer fiir 50

und 55 sind die ICs, -Werte angegeben.

laren Wasserstoffperoxid-Konzentration die Inhibition der
Phosphatase PTP1B, wodurch die Kaskade verstirkt wird.['*!
Dieser Prozess ist reversibel, da das resultierende Oxida-
tionsprodukt durch Glutathion reduziert wird. Ein dhnlicher
Mechanismus tritt vermutlich bei der Inhibition von PTP1B
in vitro durch die bei Roche entwickelten Pyrimidotriazindi-
amin-Derivate auf (z.B. 51, Abbildung 26), die das Enzym in
Gegenwart von Dithiothreitol (DTT) reversibel inhibie-
ren."™ Die Verbindungen sind in vivo im ob/ob-Mausmodell
bei 30 mgkg ™' aktiv, zeigen jedoch nur eine geringe Selekti-
vitdt gegeniiber anderen Phosphatasen (LAR, PTPa, SHP-2).

Forscher bei Biovitrum identifizierten Pyridazin-Analoga
wie 52 (Abbildung 26) als einen weiteren Inhibitortyp.!'s
Diese wirken als nichtkompetitive reversible Inhibitoren
mit ICy-Werten im unteren mikromolaren Bereich und
binden an eine vom aktiven Zentrum abweichende Bindungs-
stelle. Positive Eigenschaften sind ihre hohe Selektivitit fiir
TCPTP (20fach gegeniiber einigen anderen Analoga) und
ihre gute Zellmembranpermeabilitit, die orale Bioverfiigbar-
keit ermoglicht. Des Weiteren verstdrken sie die insulinsti-
mulierte Phosphorylierung des Insulinrezeptors.
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Weitere niedermolekulare PTP-Inhibitoren wurden mehr
oder minder durch Zufall entdeckt. Beispielsweise berichte-
ten Forscher bei Wyeth-Ayerst iiber Azolidinonderivate mit
submikromolaren ICs-Werten beziiglich PTP1B. Einige der
Derivate (ein Beispiel ist 53, Abbildung 26) normalisierten
die Plasmaglucose- und Plasmainsulinspiegel in Diabetes-
Mausmodellen.'® Die Autoren weisen darauf hin, dass die
Verbindungen als PPAR-y-Agonisten wirken konnten
(PPAR-y = Peroxisomen-Proliferator-aktivierter =~ Rezeptor
Y)-

Beim Versuch, neue Wirkstoffe gegen die Pest durch ein
Screening von 720 kommerziell verfiigbaren Carbonséduren zu
finden, entdeckten Zhang und Mitarbeiter einen hoch wirk-
samen und selektiven Inhibitor der fiir die Virulenz essenzi-
ellen Phosphatase YopH aus Yersinia.'"! Aurintricarbonsiu-
re (54) inhibierte YopH mit einem ICs, von 10 nm bei einer 6-
bis 120fachen Selektivitdt gegeniiber anderen Phosphatasen
wie PTP1B (61 nm) oder CD45 (250 nm). Die Verbindung
stellte auch die T-Zell-Aktivitdt in YopH-transfizierten
Jurkat-Zellen wieder her, allerdings musste zur zelluldren
Aufnahme der hoch geladenen Verbindung eine Elektropo-
ration vorgenommen werden.

Inhibitoren der dualspezifischen Phosphatase MKP-1
befinden sich derzeit bei Incyte in Entwicklung. MKP-1
inhibiert die Apoptose durch Inaktivierung der Janus-Kinase
(JNK). Einer der Inhibitoren, MX7091 (55, Abbildung 26), ist
gegen solide Tumore in Miusen wirksamer als Paclitaxel und
zeigt zudem synergistische Effekte mit Cisplatin.!!

8. Schlussfolgerungen und Ausblick

Wir haben im vorliegenden Aufsatz einen Uberblick iiber
die Strukturen, Funktionen und die mogliche therapeutische
Relevanz ausgewéhlter Proteintyrosinphosphatasen gegeben.
Die Strukturen und enzymatischen Mechanismen mehrerer
Phosphatasen sind heute recht gut verstanden. Hinsichtlich
der Beteiligung von PTPs an Signalwegen und an der
Ausbildung von Krankheiten und Infektionen verbleibt
trotz beachtlicher Fortschritte ein gro3er Forschungsbedarf.
Gleiches gilt fiir die Identifizierung neuer PTPs.

Spitestens mit der Entdeckung, dass ein PTP1B-Knock-
out bei Miusen nicht letal ist und einen Schutz vor Fettlei-
bigkeit sowie eine verbesserte Insulinempfindlichkeit be-
wirkt, ist klar geworden, dass die Inhibition von PTPs nicht
nur als Methode in der molekularbiologischen Forschung
dienen kann (wie fiir die Serin/Threonin-Phosphatasen be-
reits etabliert), sondern moglicherweise auch die Entwicklung
von Wirkstoffen gegen verbreitete Krankheiten wie Diabetes
und Fettleibigkeit ermoglicht. Es wird auch erwartet, dass die
Therapie anderer Krankheiten wie infektidser, autoimmuner
und neurologischer Erkrankungen oder Krebs von PTP-
Inhibitoren profitieren kann. Obwohl auch etliche Naturstof-
fe als PTP-Inhibitoren identifiziert wurden, besteht die heute
wichtigste Strategie im Design niedermolekularer Verbin-
dungen, die auf nicht hydrolysierbaren Phosphotyrosin-Mi-
metika basieren. Zwar konnten sehr wirksame PTP-Inhibito-
ren in vitro identifiziert werden, zwei zentrale Herausforde-
rungen verbleiben aber: 1) die Verbesserung der Zellmem-
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branpermeabilitdt durch das Design ungeladener oder niedrig
geladener Verbindungen — dies ist eine Voraussetzung fiir In-
vivo-Aktivitit; 2) die Identifizierung wirklich selektiver Inhi-
bitoren, was sich angesichts der hochgradig konservierten
Sequenz im aktiven Zentrum der PTPs als sehr schwierige
Aufgabe erweist. Die Entdeckung einer zweiten Bindungs-
stelle fiir Arylphosphate bei PTP1B war hier ein wichtiges
Ergebnis. Eine hochstmogliche Selektivitit beziiglich anderer
Phosphatasen, die vitale zelluldire Funktionen beeinflussen
(etwa die T-Zell-PTP), ist zwingend erforderlich, um das
Risiko unerwiinschter Nebenwirkungen gering zu halten.
Angesichts der bisherigen Fortschritte bei der Entwick-
lung von PTP1B-Inhibitoren und der Leistungsfahigkeit der
modernen medizinisch-chemischen Forschung scheinen die
genannten Forschungsziele durchaus im Bereich des Mogli-
chen. In Einklang damit geht die pharmazeutische Industrie
davon aus, dass Phosphatasen einen betrichtlichen Anteil
(4%) des durch Wirkstoffe adressierbaren Genoms (,,drug-
gable genome*) ausmachen.!'® Eine griindliche Analyse des
Genoms deckte auf, dass es 107 Proteintyrosinphosphatasen
gibt,'®! die — aller Voraussicht nach — die primiren Kandi-
daten fiir die Wirkstoffentwicklung sein werden. Bereits seit
einigen Jahren sind Phosphatasen ein integraler Bestandteil
der Screening Units pharmazeutischer Unternehmen, und ein
erster Wirkstoffkandidat ist bereits klinisch getestet worden
(Abschnitt 7.3.1). Verglichen mit anderen Target-Klassen des
»druggable®“ Genoms sind Phosphatasen erst in jiingster Zeit
zunehmend in den Fokus der pharmazeutischen Forschung
geraten, und die Arbeiten hierzu befinden sich noch im
Anfangsstadium. Angesichts der entscheidenden Rollen
dieser Enzyme bei zahlreichen biologischen Prozessen
diirfte jedoch sicher sein, dass Phosphatase-Inhibitoren aus-
sichtsreiche Kandidaten fiir zukiinftige Wirkstoffe sind.

Diese Arbeit wurde durch die Max-Planck-Gesellschaft, die
Deutsche Forschungsgemeinschaft und den Fonds der Chemi-
schen Industrie unterstiitzt.
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