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Entwicklung einer neuen Klasse von Inhibitoren der Proteintyrosin-
phosphatase-B aus Mycobacterium tuberculosis durch Biologie-orien-

tierte Synthese (BIOS)**
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Der Erreger der Lungentuberkulose, Mycobacterium tuber-
culosis, sekretiert die Proteintyrosinphosphatasen MptpA
und MptpB, die selektiv Proteine der menschlichen Interfe-
ron-y-Signalkaskasde dephosphorylieren und so die Wirtab-
wehr unterdriicken.! Eine Hemmung dieser Enzyme konnte
deshalb das Wachstum von Mycobacterium tuberculosis in
menschlichen Makrophagen unterbinden und somit ein
moglicher Ansatz zur Entwicklung selektiver Antibiotika
gegen dieses schwerwiegende Pathogen sein.”) Da Mycobac-
terium tuberculosis zu den gefahrlichsten Humanpathogenen
gehort und in letzter Zeit zunehmend neue Antibiotika-re-
sistente Stimme auftreten, besteht ein hoher Bedarf an neu-
artigen Chemotherapeutika.

Von entscheidender Bedeutung fiir eine De-novo-Ent-
wicklung neuer Enzyminhibitoren ist die biologische Rele-
vanz der getesteten Substanzklassen. Naturstoffe sind biolo-
gisch validierte Startpunkte fiir die Generierung von Sub-
stanzkollektionen, weil ihre Geriiststrukturen in der Evolu-
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tion als validierte Proteinliganden selektioniert wurden.** In
diesem Zusammenhang haben wir kiirzlich eine strukturelle
Klassifizierung von Naturstoffen (SCONP)P! fiir die Ent-
wicklung von Hypothesen zur Bibliothekssynthese einge-
fiihrt. Zusétzlich haben wir das Konzept der Biologie-orien-
tierten Synthese (BIOS) etabliert, in dem biologische Rele-
vanz und Prévalidierung im Zentrum der Syntheseplanung
und -ausfithrung stehen. So werden z.B. Gertiststrukturen
von Naturstoffen als Template fiir Verbindungskollektionen
eingesetzt.l) BIOS setzt daher auf fokussierte Diversitit um
einen biologisch prévalidierten Startpunkt innerhalb des rie-
sigen chemischen Strukturraumes und rastert diesen lokal um
den Startpunkt herum ab.”

Die Kombination dieser beiden Konzepte hat unsere
Aufmerksamkeit auf Indolalkaloid-Template als mogliche
Substanzklassen fiir die Entwicklung von MptpB-Inhibitoren
gelenkt.”! Wir haben das BIOS-Konzept nun auf Macroline
angewendet, eine Familie von mehr als 100 Indolalkaloiden
mit einem tetracyclischen Cycloocta[b]indolgrundgeriist und
vielfédltigen biologischen Aktivititen. Eine vergleichende
Analyse der biologischen Aktivititen von Substanzkollek-
tionen, die auf einem tetracyclischen Cycloocta[b]indolmotiv
basieren, wurde bisher noch nicht durchgefiihrt, was diese zu
einem interessanten Testfall fiir das Potenzial von BIOS
macht.

Als Zielstrukturen fiir die Bibliotheksgenerierung wurden
B-Ketoesterderivate der Cycloocta[blindole 1 gewihlt, da
diese iiber trans-konfigurierte Diester 2 in einer Eintopfre-
aktion durch regioselektive Epimerisierung und Dieckmann-
Cyclisierung zuginglich sind.®! Die Intermediate 2 sollten
iiber eine asymmetrische Pictet-Spengler-Reaktion immobi-
lisierter sekundidrer Amine zuginglich sein, die wiederum
durch reduktive Aminierung erhiltlich sind (Schema 1).
Dieser anspruchsvolle Syntheseplan umfasst somit zwei
asymmetrische Transformationen wihrend der Bibliotheks-
synthese.”’)

Da die enantiospezifische Pictet-Spengler-Cyclisierung
unter sauren Bedingungen verlduft, wurde der basenlabile
Hydroxymethylbenzoesdure(HMBA)-Anker zur Festpha-
sensynthese ausgewihlt, wodurch eine Abspaltung vom po-
lymeren Trdger und die anschlieBende Dieckmann-Cyclisie-
rung in einer praktischen Eintopfreaktion moglich wurden.
Die Synthese der Cylcoocta[b]indole 1 ist in Schema 2 bei-
spielhaft fiir Derivate auf Basis von (D)-Tryptophan darge-
stellt.

Das mit (D)- oder (L)-Tryptophan beladene HMBA-Harz
5 wurde entschiitzt und anschlieBend iiber zwei Stufen re-
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Schema 1. Retrosynthese der Cycloocta[b]indol-Zielstruktur.

duktiv zu den sekundidren Aminen 3 aminiert. Die anschlie-
Bende Pictet-Spengler-Reaktion wurde unter sauren Bedin-
gungen mit Methyl-4,4-dimethoxybutyrat (4) durchgefiihrt,
wodurch die gewiinschten 1,3-trans-Isomere 2 als 3-Carboline
oder als die entsprechenden d-Lactame entstanden. Abspal-
tung vom polymeren Triger, regioselektive Epimerisierung
iiber ein Lactam-Intermediat und anschlieende Dieckmann-
Cyclisierung durch Natriummethylat fithrten schlieBlich zum
gewiinschten cis-f3-Ketoester 1. Die hierzu analoge Losungs-
synthese wurde bereits von Yu et al. untersucht. Anhand von
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Modelluntersuchungen an einem Benzylderivat wurden eine
Spiroindolenin-Zwischenstufe und eine intramolekulare
Umlagerung als Ursache fiir die beobachtete Stereoselekti-
vitit vorgeschlagen.®™ Daher verwendeten wir Verbindung
1a (Tabelle 1) exemplarisch zur Uberpriifung der absoluten
Konfiguration unserer Endprodukte, sowohl durch Vergleich
der spezifischen Rotation mit Literaturwerten ([a]3 = —177°
(c=1gdL™", CHCL); Lit. [8b]: [a]Z=-1774° (c=1gdL™",
CHCl;)) als auch durch NMR-spektroskopische Untersu-
chungen.®

Die Sechs-Stufen-Sequenz ermoglichte die Synthese der
gewiinschten B-Ketoester 11in 12-75 % Gesamtausbeute nach
HPLC-Reinigung (ausgewihlte Beispiele siche Tabelle 1 und
Hintergrundinformationen). Durch Kombination von (D)-
und (L)-Tryptophan mit unterschiedlich substituierten aro-
matischen, heteroaromatischen und Allylaldehyden wurden
mehr als 100 isomerenreine tetracyclische Alkaloidanaloga in
einer Reinheit >90% (HPLC) hergestellt. Dariiber hinaus
konnte die Bibliothek durch eine Reduktion in Losung zu den
p-Hydroxyestern 8 erweitert werden. Zusitzlich wurden
einige Ester 1 in -Ketosduren 9 umgewandelt, um wasser-
l6slichere Derivate zu erhalten (ausgewihlte Beispiele siche
Tabelle 1). Diese sind fiir Enzymassays und NMR-Experi-
mente ausreichend stabil.

Die so synthetisierten Cycloocta[b]indole wurden als po-
tenzielle Inhibitoren in Enzymassays mit den Tyrosinphos-
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Schema 2. Festphasensynthese der Cycloocta[b]indole. a) 2,6-Dichlorbenzoylchlorid (8 Aquiv.), Pyridin (12 Aquiv.), (L)- oder (p)-Fmoc-Tryptophan

(4 Aquiv.); b) 20% Piperidin in DMF, RT, 2x10 min; c) 1. RCHO (5 Aquiv.), HC(OMe)/CH,Cl, (1

:1), RT, 12 h; 2. Na(CN)BH; (5 Aquiv.), 20%

HOACc in THF, 0°C, iiber Nacht; d) 1. 15% TFA in CH,Cl,, RT, 2x5 min; 2. Methyl-4,4-dimethoxybutanoat (4, 10 Aquiv.), 15% TFA in CH,Cl,, RT,
3d;e) 1.15% NEt; in CH,Cl,, RT, 2x5 min; 2. 1M NaOMe in MeOH/Dioxan (1:1), 50°C, tiber Nacht; f) NaOMe (35 Aquiv.), MeOH/Toluol (1:9),
Riickfluss, 3 d; 12-75%; g) NaBH, (2 Aquiv.) in EtOH, —60°C—RT, tiber Nacht, 71-92%; h) 15% TFA in H,0/Acetonitril (1:1), RT, tiber Nacht,

75-81%. Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl, TFA=Trifluoressigsaure.
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Tabelle 1: Ergebnisse der Synthesen ausgewahlter Cycloocta[blindole.

Nr. Verbindung Ausb.® [%]
Hoo
O \ CO,CH
1 Ta N -t 56
Hoo
O \ CO,CH
2 1b N T 2CHs 61
H H 2
N
oo
O \ CO,CH,
3 1c N W 54
F
F
§ N
CO,CH,
4 1d N o 55
OH
Hoo
5 Te i > nﬂ! COLH, 55
N @F
|
H o oH
O \ CO,CH
6 8a N T 2O 23
HH =~
QL
OH
Hoo
O \ CO,H
7 9a N T 2 34
H H
OH
Hoo
Sy W
8 9b N W 37
Cl

[a] Ausbeuten fiir ausgewihlte Cycloocta[b]indole nach Festphasensyn-
these und anschlieRenden Losungsreaktionen. Anmerkung: Die For-
melnummern weichen von den entsprechenden Formelnummern in den
Hintergrundinformationen ab.

phatasen MptpA, MptpB, VE-PTP, PTP1B und TC-PTPN2
sowie der dual-spezifischen Phosphatase Cdc25A gepriift
(Tabelle 2 und die Tabelle in den Hintergrundinformationen).
Verbindungen mit einem ICs-Wert <10 um wurden als
Treffer eingestuft. Das Screening lieferte mehrere potente
Inhibitoren der Tyrosinphosphatase MptpB mit ICs,-Werten
im unteren mikromolaren Bereich (Tabelle2). 1i und 1k
hemmten MptpB selektiv mit ICs-Werten von (7.04 4 0.99)
und (9.64 +£0.93) um, ohne eine Hemmung anderer Phos-
phatasen bis zu einer Konzentration von 100 um (Nr. 4 und 6,
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Tabelle 2) zu zeigen. 1j war anndhernd gleich selektiv und
hemmte MptpB mit einem ICs-Wert von (8.26 +4.57) um
(Nr.5, Tabelle 2). Der potenteste MptpB-Inhibitor in der
Bibliothek war das Macrolinderivat 1f mit ICs,=(4.71 +
1.14) uM und einer mindestens 15-fachen Selektivitdt gegen
PTP1B and VE-PTP und keinerlei Hemmung von MptpA,
TC-PTPN2 und Cdc25A bis zu einer Konzentration von
100 pm (Nr. 1, Tabelle 2). Erstaunlicherweise enthielt die
Verbindungskollektion mit 1m und 1h auch noch zwei wei-
tere PTP1B-Inhibitoren mit ICs-Werten von (8.90+0.80)
bzw. (11.9+£1.9) um (Nr. 8 bzw. Nr. 3, Tabelle 2). Diese re-
préasentieren zwei neue Beispiele der pharmazeutisch rele-
vanten nicht-sauren PTP1B-Inhibitoren.!'’! Eine Korrelation
der Aktivitét aller Macrolinderivate mit ihrer Struktur zeigte,
dass die S-Konfiguration an den Positionen C-6 und C-10
essenziell fiir die Hemmung ist, da simtliche R-Enantiomere
vollstandig inaktiv waren. Das gleiche gilt fiir die f-Ketoes-
terfunktion, da Reduktion der -Ketogruppe die biochemi-
sche Aktivitdt der MptpB-Hemmung vollstéandig aufthob. Der
Einfluss der N-Benzylreste auf die MptpB-Hemmung ist
schwieriger zu beschreiben. Es scheint, dass eine aromatische
Gruppe, die ein Sauerstoffatom innerhalb des aromatischen
Systems enthélt, oder ein Phenolsubstituent bevorzugt sind
(Nr. 1-4, 6, Tabelle 2). Alternativ zeigen auch Benzylreste mit
einer meta,para-Disubstitution elektronenziehender Grup-
pen starke Hemmung (Nr. 5 und 7, Tabelle 2).

Um einen tieferen Einblick in den MptpB-Hemmmodus
zu erhalten, wurde 1i anschlieBend einer Lineweaver-Burk-
Analyse unterzogen. Die kinetischen Daten lassen den
Schluss zu, dass eine Mischung aus kompetitiver und nicht-
kompetitiver Hemmung vorliegt (Abbildung 1). Basierend
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Abbildung 1. Lineweaver-Burk-Plot von 1i bei vier Konzentrationen: 0
kein Inhibitor, A 16.2 um, ¢ 32.4 uMm, x 64.8 um.

auf diesem Hemmmodus wurde ein Kj-Wert von (1.34+
0.32) um fiir 1i berechnet und so die starke Hemmwirkung
dieser Substanzklasse belegt.

Der MptpB-Bindungsmodus der Macrolinderivate wurde
NMR-spektroskopisch charakterisiert. Hierzu wurden Sétti-
gungs-Transfer-Differenz(STD)-NMR-Experimente mit den
besser wasserloslichen p-Ketosduren durchgefiihrt.""! So
wurde z. B. die Wechselwirkung von 9b, das MptpB mit einem
I1C5-Wert von (6.91 +2.39) um hemmt, mit MptpB untersucht
(Abbildung 2 a). Da ein STD-Verbindungsscreening hiufig
sehr viele Treffer identifiziert, wurden anschlieBend “N-
TROSY-NMR-Experimente durchgefiihrt, die eine Identifi-
zierung von Ligandenbindung durch Anderung der chemi-
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Tabelle 2: Durch biochemisches Screening identifizierte MptpB-Inhibitoren.”!

Nr. Verbindung 1Csp [M]
MptpA MptpB PTP1B TC-PTPN2 VE-PTP Cdc25A
Hoo
N\ CO,CH,
1 H H n.a. 4.71+£1.14 84.2+21.0 n.a. 73.24+6.0 n.a.
(0]
1f Cl
Hoo
O \ CO,CH,
2 N H l n.a. 5.95+1.43 342431 n.a. 68.3+4.6 n.a.
H 2%
19
Hoo
O \ CO,CH,
3 H H n.a. 6.10+1.17 11.9+1.9 9.88+2.14 31.8+2.4 85.4+3.1
1h OH
Ho o
N\ CO,CH,
4 H H X0 n.a. 7.044+0.99 n.a n.a n.a n.a.
[¢]
1i F
Ho o
O \ CO,CH,
5 N u n.a. 8.26+4.57 na n.a na 97.2+7.1
i cl
! Cl
Hoo
O \ CO,CH,
6 N W f OH n.a. 9.64+0.93 n.a n.a n.a n.a.
1k
Hoo
SIS W coon
7 ” H n.a. 10.7+7.2 63.2+28.3 n.a. 32.0+4.2 n.a.
1 Br
F
Hoo
O \ CO,CH,
8 N n.a 11.6+74 8.90+0.80 11.3£23 30.2+4.6 n.a.

1m

[a] Die Dephosphorylierung von pNPP wurde iiber die Anderung der Absorption bei 405 nm bestimmt. Die Konzentration (um) der Inhibitoren ist
angegeben, bei der eine Reduktion einer Enzymaktivitat von 50% (ICs) auftrat. Die Werte wurden aus mindestens drei unabhingigen Messungen
bestimmt; n.a.: nicht aktiv (keine Hemmung in der Gegenwart von Inhibitor der Konzentration 100 um).

schen Verschiebungen (chemical-shift perturbations, CSP) an
einem N-markierten Proteinriickgrat ermoglichen. In diesen
Experimenten konnten einige kleine CSPs gefunden werden,
die fiir eine Bindung von 9b an MptpB sprechen (Abbil-
dung 2b).

www.angewandte.de

Um die Bindungsstelle des Inhibitors zu identifizieren,
wurde das Substratanalogon Fmoc-Phosphonomethylphe-
nylalanin (Fmoc-Pmp-OH) eingesetzt. Ein Vergleich der
CSPs im hochaufgelosten 'H/N-HSQC-Spektrum der
Phosphatase (Abbildung 2b), die einerseits durch Zugabe
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Abbildung 2. a) STD- und 'H-NMR-Spektrum von 9b in Gegenwart
von MptpB; Pfeile bezeichnen charakteristische Signale. 0.2 mm
MptpB (blau) + 1 mm 9b (rot), 50 mm Na,HPO,/NaH,PO,, 150 mm
NaCl,70 mm DTT, 2 mm EDTA, 10% DMSO, pH 6.0. b) *N-TROSY-
Spektren von MptpB und Einfluss von 1) 9b und Il) Fmoc-Pmp-OH auf
MptpB; die Kreise markieren verschobene Signale. 0.2 mm MptpB
(schwarz) + 1) 1 mm 9b (rot) und I1) T mm Fmoc-Pmp-OH (rot),
50 mm Na,HPO,/NaH,PO,, 150 mm NaCl, 10 mm DTT, 2 mm EDTA,
10% DMSO, pH 6.0. c) STD- und "H-NMR-Spektren des Konkurrenz-
experimentes zwischen Fmoc-Pmp-OH (rote Sterne) und 9b (schwarze
Sterne) in Gegenwart von MptpB. 0.2 mm MptpB, T mm 9b, 1 mm
Fmoc-Pmp-OH, 50 mm Na,HPO,/NaH,PO,, 150 mm NaCl, 10 mm
DTT, 2 mm EDTA, 10% DMSO, pH 6.0. d) *N-TROSY-Spektrum von
>N-Phe-markiertem MptpB und Einfluss von 9b; schwarze Pfeile
heben verschobene Phenylalaninsignale hervor. 0.2 mm "°N-Phe-mar-
kiertes MptpB (schwarz) + 1 mm 9b (rot), 50 mm Na,HPO,/
NaH,PO,, 150 mm NaCl,10 mm DTT, 2 mm EDTA, 10% DMSO,
pH 6.0. DTT =1,4-Dithiothreitol, EDTA = Ethylendiamintetraacetat,
Fmoc-Pmp-OH = Fmoc-Phosphonomethyl-phenylalanin.

von Fmoc-Pmp-OH und andererseits durch 9b-Zugabe
sichtbar werden, macht deutlich, dass beide gleichzeitig an
unterschiedlichen Stellen von MptpB binden. Ein zusétzliches
Kompetitionsexperiment zwischen Fmoc-Pmp-OH und 9b
(Abbildung 2¢c) bestitigt diesen unerwarteten Befund. Um
einen tieferen Einblick in den Bindungsmodus zu erhalten,
wurde die Interaktion von 9b mit den Phenylalaninen (161,
222) im katalytischen Zentrum der Phosphatase untersucht.
Hierzu wurde MptpB selektiv mit *N-markierten Phenyla-
laninen exprimiert. Die Zugabe von 9b zu diesem selektiv
markierten MptpB bewirkte nur kleine CSPs, was darauf
schlieBen lisst, das offensichtlich weder eine Reorientierung
des Proteinriickgrates, wie sie normalerweise bei einer Bin-
dung an das aktive Zentrum des Enzyms auftritt, noch eine
signifikante Anderung der Proteindynamik vorliegen (Ab-
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bildung 2d). Dieser Befund verdeutlicht erneut den unge-
wohnlichen Bindungsmodus dieser Substanzklasse.

Zusammenfassend haben wir eine stereoselektive Fest-
phasensynthese von Macrolinderivaten entwickelt, die 120
Naturstoffanaloga lieferte. Enzymatische Hemmstudien und
NMR-spektroskopische Untersuchungen belegen, dass diese
Macroline zu einer neuen Klasse potenter und selektiver
MptpB-Inhibitoren gehoren, die nicht substratkompetitiv
binden. Das Cycloocta[b]indolsystem konnte daher ein viel-
versprechendes neues Templat zur Entwicklung von Anti-
biotika gegen Mycobacterium tuberculosis sein.
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