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Adressierung von Protein-Protein-Wechselwirkungen durch nieder-
molekulare Verbindungen: ein Pro-Pro-Dipeptidmimetikum mit
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Die Erkennung prolinreicher Motive (PRMs) durch spezia-
lisierte Proteindominen (so genannte PRDs) anderer Pro-
teine wird in der Natur fiir eine Vielzahl biologischer Prozesse
genutzt. Solche Protein-Protein-Wechselwirkungen spielen
unter anderem bei der Signaliibertragung tiber Tyrosinkinase-
Rezeptoren,' der Endocytose,”! Transformationen des
Cytoskeletts™® sowie bei Transkription” und SpleiBen®
eine Rolle. In den letzten Jahren wurden auch einige PRDs
als mogliche therapeutische Zielstrukturen identifiziert, die
durch synthetische niedermolekulare Verbindungen (,,small
molecules®) adressierbar sein konnten. Ein Beispiel ist die
Fyn-SH3-Domine, die fiir die Regulation der Enzymaktivitat
und des Zusammenbaus signalgebender Proteinkomplexe
wichtig ist.®

Ein typisches Merkmal aller PRMs ist ihre Neigung, eine
linksgéngige Polyprolin-II(PPII)-Helix zu bilden, die in der
Draufsicht einem trigonalen Prisma #hnelt (Abbidung 1)."!

Abbildung 1. |deale PPIl-Helix von der Seite (links) und in der Drauf-
sicht (rechts) betrachtet; cyan C, blau N, rot O.
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PPII-Helices haben eine Ganghohe (Pitch) von 9.3 \A und
drei Aminosdureeinheiten pro Umdrehung. Die Torsions-
winkel betragen typischerweise @ =—75° und ¥=145°"
Bemerkenswert ist das vollstdndige Fehlen von Wasserstoff-
briicken innerhalb der Hauptkette.

Strukturbiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass
die Polyprolinabschnitte der PRMs eine PPII-Konformation
einnehmen miissen, um von den PRDs erkannt zu werden.
Die Wechselwirkung wird zudem durch die Bildung einer
Wasserstoffbriicke zwischen einem konservierten Tryptophan
(auf der Oberfliche der Domine) und einem Riickgrat-Car-
bonylsauerstoffatom des zentralen PRM des Peptidliganden
maBgeblich verstarkt.[!!]

Im Rahmen eines Projektes, das die Entwicklung nieder-
molekularer Verbindungen zur spezifischen Beeinflussung
intrazelluldrer Protein-Protein-Wechselwirkungen zum Ziel
hat, waren wir an strukturell definierten Diprolinmimetika
interessiert, die eine PPII-Helixkonformation aufweisen und
sich in Peptidketten oder andere molekulare Konstrukte
einbauen lassen. Nach unserem Wissen haben entsprechende
Versuche in anderen Laboratorien bislang nicht zur Ent-
wicklung von Systemen mit befriedigenden Eigenschaften
gefiihrt.

Die Betrachtung von Molekiilmodellen brachte uns auf
die Idee, die PPII-Helix durch Einfithrung einer C,-Briicke
zwischen zwei benachbarten Prolinresten zu fixieren (Abbil-
dung 2). Eine computergestiitzte Modellierung legte nahe,
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Abbildung 2. Diprolin in der PPIl-Helixkonformation (links) und das
konformativ fixierte Analogon X (rechts). Die Riickgratwinkel von X
(@ =-78° und ¥=146°) entsprechen denen einer idealen PPIl-Helix.
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dass durch formale Einfithrung einer ,starren® Vinyliden-
briicke ein Diprolinanalogon X erzeugt wiirde, dessen einzige
Vorzugskonformation einer idealen PPII-Helix entspricht.
Wir berichten hier nun {iiber die stereoselektive Synthese
dieser neuartigen Verbindung (als Fmoc-geschiitztes Derivat)
sowie iiber ihre Verwendung als Pro-Pro-Ersatz im Kern-
motiv von SH3 bindenden Peptidliganden.

Unsere Synthesestrategie ist in Schema 1 skizziert. Im
Schliisselschritt beabsichtigten wir, eine Ruthenium-kataly-
sierte Ringschlussmetathese (RCM) zum Aufbau des zen-
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Schema 1. Retrosynthese von Fmoc-X. Fmoc= Fluorenylmethoxycarbo-
nyl.

tralen Siebenringes zu nutzen. Die benétigte Dipeptidvor-
stufe A wiirde durch Peptidkupplung aus geeignet geschiitz-
ten Vinylprolinbausteinen B und C erhalten, deren Synthese
allerdings eine schwierige Aufgabe war.['>14

Als Baustein B wurde das Boc-geschiitzte trans-3-Vi-
nylprolin 6 ausgehend von L-Pyroglutaminsdure (1) gemil
der Sequenz in Schema 2 hergestellt.™> Nach Umwandlung
der Carbonsdurefunktion in einen TPS-geschiitzten Alkohol
und Anbringung einer N-Boc-Schutzgruppe lieferten die o-
Selenierung von 2 und oxidationsinduzierte Eliminierung
(mit Ozon) das a,B-ungesittigte Lactam 3. Die Einfithrung
des Vinylsubstituenten durch Cuprat-1,4-Addition fiihrte
zum Pyrrolidon 4 als reinem trans-Diastereomer. Zur Ent-
fernung der Carbonylgruppe wurde 4 mit LiEt;BH reduziert
und das erhaltene ,Lactamol®“ durch ionische Hydrierung
(Et;SiH, BF;-Et,0) in das desoxygenierte Zwischenprodukt 5
uberfiihrt. Fluoridvermittelte Abspaltung der Silylschutz-
gruppe und Jones-Oxidation erbrachten schlieBlich den ge-
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Schema 2. Synthese des B-Bausteins 6: a) SOCl,, EtOH, RT, 15 h,
99%; b) NaBH,, LiCl, THF, RT, 15 h, 73%; c) TPSCI, Imidazol, DMF,
RT, 15 h, 87%; d) Boc,0, DMAP, MeCN, RT, 15 h, 89%:; €) LiN(TMS),,
PhSeCl, THF, —78°C, 2 h, 78%; f) O,, CH,Cl,, —78°C, 15 h, 78%;

g) Vinyl-MgBr, CuBr-SMe,, TMSCI, THF/Et,O, —78°C, 2 h, 59%;

h) LIBHEt,, THF, —78°C, 1 h; i) Et,SiH, BF,-OFt,, CH,Cl,, —78°C, 2 h,
65% (2 Stufen); j) TBAF, THF, RT, 15 h, 89%; k) Jones-Reagens,
Aceton, RT, 2 h, 74%. Boc = tert-Butyloxycarbonyl, DMAP = 4-(N,N-Di-
methylamino) pyridin, TBAF = Tetrabutylammoniumfluorid, TMS = Tri-
methylsilyl, TPS =tert-Butyldiphenylsilyl.
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wiinschten Baustein 6 in 9% Gesamtausbeute (iiber elf
Stufen).

Die Synthese des cis-5-Vinylprolinesters 11 (als Bau-
stein C) gelang auf dem in Schema 3 skizzierten Weg, wie-
derum ausgehend von L-Pyroglutaminséure (1). Die ionische
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Schema 3. Synthese des C-Bausteins 11: a) HCIO,, tBuOAc, RT, 15 h,
72%; b) Boc,O, DMAP, MeCN, RT, 15 h, 84 %,; c) DIBALH, CH,Cl,,
—78°C, 2 h, 93%,; d) PPTS, EtOH, RT, 15 h, 96 %; €) Allyl-TMS,
BF,-OFEt,, CH,Cl,, —78°C, 30 min, 77%; f) O;, —78°C, dann NaBH,,
CH,Cl,/MeOH, RT, 12 h, 87%; g) (0-NO,Ph)SeCN, P(nBu),, Py, THF,
RT, 30 min, 92%; h) O,, CH,Cl,, A, 30 min, 90%; i) TMSOTF, CH,Cl,,
0°C, 5 min, dann chromatographische Diastereomerentrennung (SiO,,
CH,Cl,/MeOH 25:1), 51 %. DIBALH = Diisobutylaluminiumhydrid,
PPTS = Pyridinium-p-toluolsulfonat, Py = Pyridin, OTf=Trifluormethan-
sulfonat.

Allylierung (Allyl-TMS, BF;-Et,0) der nach géingigen Vor-
schriften (als Diastereomerengemisch) erhaltenen Zwi-
schenstufe 7 lieferte tiberwiegend das angestrebte cis-konfi-
gurierte Produkt 8 (d.r. ca. 3:1).' Zur Verkiirzung der Sei-
tenkette wurde das Diastereomerengemisch einer Ozonolyse
(mit reduktiver Aufarbeitung) unterzogen und der erhaltene
Alkohol 9 (durch Ozon-induzierte Eliminierung einer o-Ni-
trophenylselenid-Zwischenstufe)!'”) zum Vinylderivat 10 um-
gesetzt. Durch Reaktion von 10 mit TMSOT( gelang die se-
lektive Abspaltung der N-Boc-Gruppe in Gegenwart der fert-
Butylesterfunktion."® Nun lieBen sich die cis/trans-Diaste-
reomere durch einfache Flashsdulenchromatographie an
Kieselgel trennen. So wurde der gewiinschte cis-5-Vinylpro-
linester 11 in reiner Form erhalten (15% Gesamtausbeute
iiber neun Stufen).

Zur Komplettierung der Synthese wurden die beiden Vi-
nylprolinbausteine 6 und 11 mit PyBOP in Gegenwart von
DIPEA gekuppelt. Die anschlieBende Cyclisierung des er-
haltenen Peptids 12 durch Ringschlussmetathese verlief pro-
blemlos unter Verwendung von 5 Mol-% Grubbs-II-Kataly-
sator.'¥ Durch Umsetzung mit TFA wurde 13 komplett ent-
schiitzt (Spaltung der N-Boc-Gruppe und des tert-Butyl-
esters) und das freie Pro-Pro-Analogon X direkt in das Fmoc-
geschiitzte Derivat Fmoc-X iiberfiihrt (Schema 4).

Unter Standardbedingungen der Festphasen-Peptidsyn-
these (Fmoc-Strategie!)) wurde das Diprolinanalogon X als
Ersatz fiir die zentrale Pro-Pro-Einheit in zwei Peptide ein-
gebaut (WT und LL), die zuvor als an SH3-Doménen bin-
dende Liganden identifiziert worden waren (Tabelle 1).*

Die Bindungsfihigkeit der X-haltigen Peptide (X-WT und
X-LL) zur Fyn-SH3-Doméne wurde (in direktem Vergleich

Angew. Chem. 2010, 122, 7265-7269


http://www.angewandte.de

S
e S
+
N HN

Boc COztBu 81%

Schema 4. Synthese von Fmoc-X: a) PyBOP, DIPEA, MeCN, RT, 15 h,
81%,; b) 5 Mol-% Grubbs II, CH,Cl,, A, tiber Nacht, 91%; c) TFA,
CH,Cl,, RT, 1 h, dann Fmoc-Cl, K,CO5, MeCN, H,0, RT, 15 h, 86 %.
DIPEA = Diisopropylethylamin, PyBOP = Benzotriazol-1-yloxytripyrroli-
dinophosphonium-hexafluorophosphat, TFA=Trifluoressigsiure.

Tabelle 1: Sequenzen der untersuchten Peptidliganden.

Ligand Sequenz®
WT Ac-Arg-Ala-Leu-Pro-Pro-Leu-Pro-NH,
X-WT Ac-Arg-Ala-Leu-X-Leu-Pro-NH,

LL Z'-Arg-Z%-Leu-Pro-Pro-Leu-Pro-Z*>-NH,
X-LL Z'-Arg-Z>-Leu-X-Leu-Pro-Z*-NH,

[a] Z' =2-Hydroxynicotinoyl;  Z?= (25)-2-Amino-3-(2-hydroxy-2-phenyl-
acetamido)propanoyl;  Z*= (S)-2-Amino-3-(2,3-dihydroxybenzamido)-
propanoyl.

mit den entsprechenden Stammliganden WT und LL) mit
NMR-Spektroskopie ("N-HSQC™¥  und '“N-SOFAST-
HMQCP™) und isothermer Titrationskalorimetrie (ITC)?
untersucht.

Fiir alle Liganden wurden NMR-Spektren von '*N-Fyn-
SH3 aufgenommen, und zwar jeweils in Abwesenheit und in
Gegenwart der Liganden in unterschiedlichen Konzentratio-
nen. Die Proteinkonzentration (*“N-Fyn-SH3) betrug 0.8 und
0.4 mm (fiir WT bzw. X-WT) oder 0.1 mwm (fiir LL und X-LL).
Die geringe Loslichkeit von LL und X-LL erforderte den
Zusatz von DMSO als Cosolvens. Durch Begrenzung der
DMSO-Konzentration auf <4 % wurden sehr gut vergleich-
bare Spektren erhalten. In Abbildung 3 sind exemplarisch die
iiberlagerten ""N-HSQC-Spektren von N-Fyn-SH3 ohne
Ligand sowie in Gegenwart von WT oder X-WT gezeigt.

Die Ergebnisse der NMR-spektroskopischen Messungen
zeigen eindeutig, dass alle vier untersuchten Liganden in
gleicher Weise an die Fyn-SH3-Domine binden.” Am ka-
nonischen Bindungsmodus (Abbildung4) sind vor allem
Reste der so genannten RT-Schleife (Arg96, Thr97 und
Asp100) beteiligt, was durch das komplette Verschwinden der
Riickgrat-NH-Signale nach Zugabe jedes der vier Liganden
belegt wird. Das gleiche Verhalten wird fiir die NH-Signale
von Trp119 und Trp120 beobachtet. Einen zusétzlichen Bei-
trag zur Bindung leistet Trp119, dessen e-NH-Gruppe der
Seitenkette eine Wasserstoffbriicke zur Riickgrat-C=0O-
Gruppe der zweiten Aminoséure des Liganden bildet (Ala fiir
WT und X-WT; Z? fiir LL und X-LL). Die Riickgrat-NH-
Gruppen beider Tryptophane befinden sich in rdumlicher
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Abbildung 3. Uberlagerte *N-HSQC-Spektren von "*N-Fyn-SH3
(0.8 mm (WT), 0.4 mm (X-WT)) ohne Ligand sowie in Gegenwart von
WT (0.75 mm) oder X-WT (0.325 mm)).

N

Abbildung 4. Kanonisches Bindungsmodell fiir den Kontakt zwischen
der Fyn-SH3-Domine und allen untersuchten Liganden, aufgezeigt am
Beispiel von X-WT.

Néhe zu den Argininseitenketten der Liganden. Der C-Ter-
minus der Liganden (und somit das modifizierte PPLP-
Motiv) bindet hauptsidchlich unter Beteiligung von Tyr91,
Tyr93, Asnl26 sowie Tyr137, was durch die betréchtliche
Verschiebung der entsprechenden NH-Signale deutlich wird.

Als Néchstes wurden die ITC-Messungen einbezogen. Da
die LL- und X-LL-Liganden sehr lipophil sind und eine ge-
ringe Loslichkeit in wissrigem Medium aufweisen
(< 0.1 mm), wurden sie mit DMSO als Cosolvens in die Zellen
uiberfiihrt, wobei dessen Konzentration unter 1% gehalten
wurde.

Die Ergebnisse der ITC-Messungen (Tabelle 2) sind in
Einklang mit den NMR-spektroskopischen Daten und be-
stdtigen, dass es uns tatsdchlich gelungen ist, eine Diprolin-
einheit sowohl des WT- als auch des LL-Liganden durch
unser synthetisches Geriist X zu ersetzen, ohne die Fahigkeit
der Liganden zur Bindung an die Fyn-SH3-Doméne zu zer-
storen. Zwar haben die X-substituierten Peptide geringfiigig
niedrigere Affinitdten fiir das Zielprotein als die Stammli-
ganden (was in den Kj- und AG°-Werten zum Ausdruck
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Tabelle 2: Ergebnisse der ITC-Messungen (Fyn-SH3).

wWT X-WT LL X-LL
Ko 1845 62+13 8+2 27+4
AGeM —27140.7  —24.0+05 —29.240.7 —26.140.3
AHP! —60+10 —54+13 —58+10 -19+43
TAS 3349 30+£13 29410 —7+4

[a] [uM]. [b] In k) mol™; 95 % Konfidenzintervalle.

kommt), jedoch belegen unsere Befunde erstmals, dass das
Kernmotiv eines PRD-bindenden Liganden strukturell
iiberhaupt modifiziert werden kann.!""!

Ein zweiter Blick auf Tabelle 2 zeigt, dass die WT-, X-WT-
und LL-Liganden die typische thermodynamische Signatur
zeigen, die fiir die Wechselwirkung einer SH3-Doméne mit
einem Peptidliganden zu erwarten ist (d.h. ein giinstiger
enthalpischer Beitrag, der einer ungiinstigen Bindungsentro-
pie entgegensteht).*?! Eine plausible Erklirung dieses
Verhaltens ist die Bildung komplexer Wasserstoffbriicken-
netzwerke, die auch durch versteckte Wassermolekiile auf der
Bindungsgrenzfliche vermittelt werden.?

Zwar lassen die NMR-spektroskopischen Daten auf einen
dhnlichen Bindungsmodus fiir alle vier Liganden schliefen,
jedoch wird das abweichende thermodynamische Verhalten
von X-LL durch eine Verdnderung des Riickgrat-NH-Signals
von Asnl36 in gewisser Weise bestitigt (siche Abbildung 4
der Hintergrundinformationen). Eine Ursache fiir dieses
Verhalten konnte in einer Verdnderung der durch Wasser-
molekiile vermittelten Bindung der C-terminalen Region von
X-LL liegen. Es kann aber auch nicht ausgeschlossen werden,
dass die Substitution zweier Prolinreste des LL-Liganden
durch das starre Analogon X zu Sekundédrwechselwirkungen
zwischen X und den Z-Bausteinen fiihrt."!

Fazit: Wir haben eine stereoselektive Synthese des ratio-
nal entworfenen tricyclischen Pro-Pro-Mimetikums X entwi-
ckelt, die eine Ruthenium-katalysierte Ringschlussmetathese
nutzt, um das konformativ starre Ringgeriist ausgehend von
geeigneten Vinylprolinbausteinen aufzubauen. Wir konnten
zeigen, dass dieses neue PPII-Helixmimetikum tatsichlich in
der Lage ist, die gewiinschte Funktion zu erfiillen. So fiihrte
die Modifizierung von Peptidliganden, die an die PRM-er-
kennende Fyn-SH3-Domiéne binden (d.h. die Substitution
zweier benachbarter Prolinreste durch X), zu Molekiilen, die
noch immer ausgepréigte Bindungseigenschaften gegentiber
Fyn-SH3 aufweisen.

Somit wurde auch die prinzipielle Moglichkeit aufgezeigt,
relativ flache Bindungsstellen an der Oberfldche von Protei-
nen (,,undrugable targets*) durch rational entworfene syn-
thetische ,,small molecules” (als zentrale Module quasi-
peptidischer Liganden) zu adressieren. Wir sind zuversicht-
lich, dass unser Ansatz zur Entwicklung neuer aktiver Ver-
bindungen mit potenziell niitzlichen pharmakologischen Ei-
genschaften fithren wird.
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