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Benzoylphosphonat-basierte, photoaktive Phosphotyrosinpeptidmi-
metika zur funktionellen Modulierung von Proteintyrosinphosphatasen
und hochspezifischen Markierung von SH2-Doméanen**
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Die Phosphorylierung von Tyrosinresten ist eine wichtige
posttranslationale Modifizierung von Proteinen und reguliert
die Aktivitdt zahlreicher Signaltransduktionswege, z.B. in
stark proliferierenden Zellen. Phosphotyrosinreste sind an
Membranrezeptoren,!! Adapterproteinen,”’ Enzymen® und
Transkriptionsfaktoren lokalisiert.*! Sie werden durch Pro-
teintyrosinphosphatasen (PTPs) und Phosphotyrosinbin-
dungsdominen erkannt, wie der src-Homologiedoméne Typ 2
(SH2-Domine), die zuerst im humanen Sarkomprotoonko-
gen, src, beschrieben wurde.P! Die zeitlich und rdumlich auf-
geloste Analyse der Expression von Phosphotyrosinbin-
dungsstellen und ihrer Aktivitit ist von zentraler Bedeutung
fiir die priazise Beschreibung der zelluldren Aktivierung.
Photoaktivierbare, chemische Sonden wurden bereits in-
tensiv fiir die Identifizierung von Interaktionspartnern klei-
ner Molekiile in biologischen Systemen eingesetzt.l) Nor-
malerweise bestehen derartige Sonden aus einer bioaktiven
Ligandenkomponente und einer photoaktiven Markierung,
die einen Arylazid-, Diazirin- oder Benzophenonrest enthilt.
Fiir die Adressierung von Phosphotyrosinbindungsstellen
wurden mehrere bioisostere Gruppierungen beschrieben.”!
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Benzylphosphonate,”  Phenyldifluormethylphosphonate®
und Isothiazolidinone® haben breitere Verwendung gefun-
den. Kiirzlich haben wir selbst einige Phosphotyrosin nach-
ahmende Fragmente fiir die Entwicklung von hochspezifi-
schen PTP-Inhibitoren angewendet,'” die durch eine Varia-
tion des dynamischen Ligationsscreenings gefunden
wurden.!! Dariiber hinaus wurden kovalent modifizierende
Molekiile, die direkt die aktiven Taschen von PTP binden, als
Aktivitéts-basierte Sonden vorgeschlagen, allerdings mit be-
grenzter Selektivitit und Spezifitit.['?

Hier wird ein konzeptionell unterschiedliches Verfahren
zur Herstellung neuer, kovalent bindender Proteinsonden
beschrieben, die auf die aktiven Taschen Phosphotyrosin
bindender Proteine gerichtet sind. Benzoylphosphonate der
allgemeinen Struktur 1 wurden als Bioisostere des Phos-
photyrosinrests entworfen und sollten in der Lage sein, an
Phosphotyrosinerkennungsstellen als Phosphotyrosinmime-
tika zu binden. Aufgrund der Carbonylgruppe, die direkt
benachbart zur Phosphonsdure lokalisiert ist, wurde vermu-
tet, dass Verbindungen der Struktur 1 durch die Bestrahlung
mit Licht aktiviert werden und reaktive Radikale erzeugen
konnen, ™ die moglicherweise ihr Zielprotein kovalent mo-
difizieren und dadurch dessen Aktivitit modulieren konnen
(Schema 1). Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden die
Benzoylphosphonate 1a,b iiber eine Arbuzow-Acylierung
von Triethylphosphit aus den entsprechenden Séaurechloriden
hergestellt und mit Trimethylsilylbromid (TMSBr) ent-
schiitzt." Das UV-Spektrum von 1a in Wasser zeigte den n-
n*-Ubergang bei 368 nm mit einem Extinktionskoeffizien-
ten ¢ von 96 cm~'mM~.["”! Bestrahlung von 1ab, gelost in 2-
Propanol und Wasser, einem Losungsmittelgemisch, das zur
Abgabe von Wasserstoffradikalen fihig ist,' lieferte eine
Halbwertszeit von ca. 20 min. Hauptprodukte der Bestrah-
lung von 1a,b unter diesen Bedingungen waren die isomeren
Photodimere meso-2ab und rac-2a,b, den meso- und den
racemischen Diolen, die durch die Rekombination des mo-
nomeren Radikalzwischenprodukts gebildet wurden. In ge-
ringer Menge wurden die Benzaldehyde 3a,b und Benzoe-
sduren 4a,b als Nebenprodukte der Photoreaktion von 1a,b
gefunden.

Ohne Bestrahlung waren lab in 2-Propanol/Wasser
stabil. Bestrahlung in einem Losungsmittel wie Wasser, das
nicht als Wasserstoffradikaldonor fungiert, fithrte nur zur
langsamen Zersetzung des Benzoylphosphonats und lieferte
kein Vernetzungsprodukt. Die Zugabe des Tetramethylpipe-
ridinyl-N-oxidradikals (TEMPO) unterdriickte die Bildung
von Photodimerisierungsprodukten in 2-Propanol/Wasser
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Schema 1. Oben: Photoaktivierung und Photovernetzung der Benzoyl-
phosphonate 1a,b als Phosphotyrosinbioisostere. IPA=2-Propanol.
Unten: Produkte der Reaktion des Ausgangsmaterials 1b wurden
durch LC/MS quantifiziert. 3b: 4-Methylbenzaldehyd, 4b: 4-Methylben-
zoesdure.

vollstdndig. Durch Mercaptane wie Dithiothreitol und Gluta-
thion wurde die Effizienz der Dimerisierung verringert.l'"]
Die Produkte der Photodimerisierung wurden ausgehend von
4-Methylbenzoylphosphonat (1b) wegen der besseren Re-
tention auf der RP-18-Sdule quantifiziert (Schema 1, unten).
Die Halbwertszeit von 1b lag bei 15 min. Nach 40 min Be-
strahlung wurden mehr als 90% des wiedergewonnenen
Materials in den beiden Dimeren meso- und rac-2b gefunden.
Das Verhiltnis der beiden Dimere zueinander war 2:1 zu-
gunsten des kinetisch und thermodynamisch bevorzugten
meso-Produkts. Um zu priifen, ob eine Vernetzung des Ben-
zoylphosphonats 1a mit Peptiden moglich war, wurde das
Modellpeptid FKIAG-NH, in Gegenwart von la 4 h lang
bestrahlt. LC/ToF-MS-Messungen offenbarten nur bei Be-
strahlung die Bildung eines Benzoyladdukts, das durch die
Vernetzung von 1a und die nachfolgende Eliminierung von
phosphoriger Sédure gebildet worden sein konnte. Es ist
unklar, ob die Eliminierung von phosphoriger Sdure wihrend
der Bestrahlung im Puffer oder wihrend der Ionisierung im
Massenspektrometer stattfand.

Als Nichstes wurde das Benzoylphosphonat 1a in Ge-
genwart der Phosphotyrosinbindungstaschen von Proteinty-

www.angewandte.de

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

rosinphosphatase A aus  Mycobacterium  tuberculosis
(MptpA) und dem die SH2-Domine enthaltenden Tran-
skriptionsfaktor STATSb untersucht, die als Modellproteine
fungierten. Docking-Experimente lieBen auf bevorzugte
Wechselwirkungen mit der P-Schleife von MptpA schliefen,
dhnlich denen, die fiir Phosphotyrosin vorhergesagt worden
sind (Abbildung 1 A). Docking-Experimente mit der SH2-
Domine von STATSb (modelliert ausgehend von einer
Kristallstruktur von STAT5a) deuteten ebenfalls auf eine
Bindung hin (Abbildung 1B). In beiden Fillen agierte die
Carbonylgruppe als Wasserstoffbriickenakzeptor fiir eine
Aminoséureseitenkette eines Asparaginsdure- oder Aspara-
ginrests.

B)

Asn642
Arg618

Abbildung 1. Docking-Experimente mit Benzoylphosphonat 1a in der
Phosphotyrosinbindungstasche der Proteintyrosinphosphatase A von
mycobacterium tuberculosis (MptpA) (A) und der SH2-Domine von
STATSb (modelliert ausgehend von STAT5a; B).

Die Bindungsvorhersagen fiir die Phosphatase MptpA
wurden durch das Messen der inhibitorischen Aktivitdt von
1averifiziert. Unter Verwendung von p-Nitrophenylphosphat
(pNPP) als Substrat wurde die Enzymreaktion von MptpA
kolorimetrisch bei 405 nm iiber die Detektion des Nitrophe-
nolatanions verfolgt. 1a inhibierte MptpA mit ICs;~ 1 mm.
Wenn man beriicksichtigt, dass der Ky-Wert fiir pNPP bei
2.3 mm liegt, entspricht dieser 1Cs-Wert einem K;-Wert von
186 uMm unter Annahme eines kompetitiven Inhibitionsmo-
dus."™® 45-miniitige Bestrahlung von 1a mit dem Protein
MptpA in Tris(hydroxymethyl)-aminomethan(Tris)-Puffer
und die anschlieende Messung der PTP-Aktivitét resultier-
ten in einem verminderten 1Cs-Wert von 84 pum, was auf die
Desaktivierung der Phosphatase durch das bestrahlte Ben-
zoylphosphonat hindeutet. Die Bestrahlung der Phosphatase
und des Substrats allein verdnderte die Aktivitdt nicht.
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Zusitzlich wurde die Bindung des Benzoylphosphonats
1 an eines seiner Zielproteine unter Verwendung eines
Fluoreszenz-markierten Derivats untersucht, um ein Vernet-
zungsprodukt nachzuweisen (Schema 2). Ausgehend von 4-

/. 5,6-COOH

Q
p\» ONa
ONa

Schema 2. Herstellung von Fluorescein-markiertem Benzoylphospho-
nat 8. Reaktionsbedingungen: a) Isobutyrylchlorid, Pyridin, CH,Cl,,
0°C, 85%, nach Isomerentrennung wurde das 6-Isomer in 41% Aus-
beute erhalten; b) 3-Azidoprop-1-ylamin, DCC, HOBt, THF, 88 %;

c) TFA, 60°C, 93 %,; d) Pent-4-inoyl-OSu, Na,CO;, 87%,; €) 1. (COCI),,
[DMF], CH,Cl,; 2. P(OBn),, Toluol, 75%; f) TFA, 0°C, 92%; g) 1. 6, 7,
NaAsc, CuSO,, THF/H,O, basisch gepufferte HPLC; 2. Amberlite-IR-
120-Kationentauscher, Na*-Form, H,0, 40%. Asc=Ascorbat,

DCC= N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid, HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol,
OSu =1-Oxysuccinimid, TFA=Trifluoressigsiure.

Aminomethylbenzoesdure wurde das Pentinsdureamid 7 des
4-Aminomethylbenzoylphosphonats in drei Stufen hergestellt
(siehe Hintergrundinformationen). Dipolare Cycloaddition
mit dem 6-Fluoresceinylcarboxamid des 3-Azidoprop-1-yl-
amins 6 lieferte das Triazol 8 unter Kupfer(I)-Katalyse.'”! 8
wurde zunéchst als photoaktiver Inhibitor von PTP1B un-
tersucht (Abbildung 2 A). Durch 45 min Bestrahlung wurde
die Inhibition durch 8 von ICy;=1 mwm auf 28 um verstérkt.
Als néchstes wurden Vernetzungsprodukte von 8 mit der
Proteintyrosinphosphatase PTP1B bei unterschiedlichen
Konzentrationen in Tris-Puffer generiert und anschlieBend
mit Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) getrennt (Abbildung 2B,C). Fluoreszenz-mar-
kiertes PTP1B wurde bei einer Konzentration der Verbin-
dung 8 von 125 um und hoher gefunden. Die Fluoreszenzin-
tensitét korrelierte mit den Konzentrationen des eingesetzten
Fluoreszenzmarkers und des Proteins und belegte die kova-
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Abbildung 2. A) Inhibition (ICs-Werte) von Proteintyrosin-Phosphatase
PTP1B mit Benzoylphosphonat 8 im enzymatischen pNPP-Assay mit
(grau) und ohne Bestrahlung (schwarz). OD = optische Dichte

(405 nm), v,=Anfangsgeschwindigkeit. Unten: B) Fluoreszenz von
PTP1B mit 8 in der Gelelektrophorese (PAGE) nach Bestrahlung tiber
45 min detektiert. C) Das gleiche Gel, gefirbt mit Coomassie (zeitab-
hiangige Experimente siehe Abbildung S5 (SI)).

lente Modifizierung von PTP1B. Zum Vergleich wurde das
Gel mit Coomassie eingefdrbt, um das gesamte Protein
sichtbar zu machen. Fluoreszierende Proteinbanden konnten
nur nach Bestrahlung in Gegenwart von 8 detektiert werden.
Der Grad der kovalenten Proteinmodifizierung wurde bei
drei Bestrahlungszeiten (20, 40, 60 min) und je bei drei
Konzentrationen (0.25, 0.5 und 1 mM) untersucht, und die
Proteinfluoreszenz nahm iiber die Zeit zu (siche Abbil-
dung S5 der Hintergrundinformationen (SI)). Lingere Be-
strahlungszeiten und hohere Sondenkonzentrationen fithrten
jedoch zu einer Defokussierung der Proteinbande; daher
waren kiirzere Bestrahlung und geringere Sondenkonzentra-
tionen vorteilhaft.

Phosphotyrosin(pTyr)-haltige Peptide sind die natiirli-
chen und in vielen Fillen &uBerst potente Liganden der
Phosphotyrosinrezeptoren. Daher wurde vermutet, dass der
Einbau von Benzoylphosphonat in Peptide in Form der
nichtnatiirlichen Aminosdure 4-(Phosphonocarbonyl)phe-
nylalanin (pcPhe) eine Strategie sein konnte, um die Affini-
tat, Vernetzungseffizienz und Spezifitit des photoaktiven
Phosphotyrosinisosters zu seinen Zielproteinen zu erhdhen
(Schema 3). Um diese Hypothese zu tiberpriifen, wurde eine
Synthese von N-Fmoc-4-(O-Benzylphosphonocarbonyl)phe-
nylalanin (15) als Baustein fiir die direkte Integration des
Benzoylphosphonats in Peptide entworfen (Schema 3).

Enantiomerenreiner ~ N-Boc-L-Tyrosinmethylester 9
wurde zunichst mit N-Phenylbis(trifluormethylsulfonimid)
sulfonyliert und lieferte N-Boc-O-Triflyltyrosinmethylester
10.”" Dieser wurde unter Einsatz von gasformigem Kohlen-
monoxid und Palladiumacetat mit 1,3-Bis(diphenylphospha-
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Schema 3. Reaktionsbedingungen: a) N-Phenylbis (trifluormethylsul-
fonimid), Et;N, CH,Cl,, 0°C, 96 %; b) dppp, Pd(OAc),, CO(g), DIPEA,
DMF/H,0 3:1, 70°C, 89%; c) TFA, CH,Cl,; FmocOSu, Na,CO;,
Aceton/H,0, 0°C, 87%; d) (COCI),, DMF, CH,Cl,; P(OBn);, Toluol,
75%,; e) LiBr, MeCN; f) Subtilisin Carlsberg, wissr. NH,HCO;, pH 8;
Amberlite IR-120, Na*-Form, H,0, 89%. Bn=Benzyl, Boc = tert-But-
oxycarbonyl, DIPEA = Diisopropylethylamin, dppp =1,3-Bis(diphenyl-
phosphanyl)propan, Fmoc=9-Fluorenylmethyloxycarbonyl, Fmoc-
OSu = Fmoc-1-Oxysuccinimid.

nyl)propan als Katalysator in einer Ausbeute von 89 %
carboxyliert.?!! Der erhaltene N-Boc-4-Carboxyphenylala-
ninmethylester 11 wurde mit TFA am Stickstofatom ent-
schiitzt und dann erneut mit Fmoc-Succinimid geschiitzt.
Dabei entstand das Benzoesidurederivat 12, das als Carbon-
sdurechlorid aktiviert und in einer Michaelis-Arbuzow-Acy-
lierung von Tribenzylphosphit verwendet wurde, wodurch das
0,0’-(Dibenzylphosphonocarbonyl)-Derivat des N-Fmoc-
Phenylalaninmethylesters, 13, erhalten wurde.”” Da das Di-
benzylphosphonat 13 schnell durch Piperidin®! gespalten
wurde — also unter Bedingungen, die fiir die Fmoc-Ent-
schiitzung verwendet werden — wurde mit Lithiumbromid
eine nukleophile Monodebenzylierung von 13 durchgefiihrt,
die das Monobenzylphosphonat 14 erzeugte. Dieses mo-
nobenzylgeschiitzte Benzoylphosphonat war unter den basi-
schen Bedingungen der Fmoc-Entschiitzung ausreichend
stabil. Als Néchstes wurde der Methylester 14 enzymatisch
mit Subtilisin Carlsberg (,,Alcalase“) bei pH 8 verseift.”” Die
beiden Sduregruppen des Molekiils wurden mithilfe eines
Natrium-beladenen Amberlite-IR-120-Ionenaustauscherhar-
zes in die Natriumsalze iiberfithrt, wodurch der N-Fmoc-ge-
schiitzte 4-(O-Benzylphosphonocarbonyl)phenylalanin-Bau-
stein 15 zur Verwendung in der Peptidfestphasensynthese
erhalten wurde. Der Ionenaustausch war essenziell, um ein
stabiles Produkt 15 ([o]pasec =+ 25.0°, ¢c=1.0, H,0) zu er-
halten, das iiber Monate ohne Racemisierung oder Hydrolyse
der Carbonyl-Phosphonat-Bindung aufbewahrt werden
konnte.
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Als erstes Zielprotein fiir photoaktive Phospho-
tyrosinpeptidmimetika wurde das Protein STATS5b ausge-
wihlt, das eine Phosphotyrosin erkennende SH2-Doméne
enthilt. Im zelluldaren Kontext wird STATS an einem Tyro-
sinrest iiberwiegend durch die JAK2-Kinase® phosphory-
liert. Das Protein bindet an einige Rezeptoren, darunter die
Erythropoietin-?**! und Interleukin-2-Rezeptoren 2%
was die Bildung und Dimerisierung von Phospho-STATS zur
Folge hat.”?*?¥ Phospho-STATS-Dimere werden in den
Zellkern transportiert, wo sie als Transkriptionsfaktoren
agieren. Konstitutive Aktivierung oder Uberexpression von
STATS wurde fiir einige Leukédmieformen nachgewiesen. Fiir
unsere Experimente wurde STATSb als Konjugat mit dem als
Aufreinigungsmarker fungierenden Maltosebindungsprotein
(MBP) rekombinant exprimiert und lieferte ein Proteinkon-
strukt von 120 kDa.['!

Finige von STATS5 bindenden Proteinen abgeleitete
Phosphotyrosinpeptide wurden synthetisiert und als Ligan-
den von STATS getestet. Fiir Bindungsstudien wurden die
Peptide N-terminal mit 5,6-Carboxyfluorescein (CF) mar-
kiert. Das Octapeptid N-CF-Gly-pTyr-Leu-Ser-Leu-Pro-Pro-
Trp-NH, (16) aus der 3-Untereinheit des GM-CSF-Rezeptors
wurde als potentester Ligand von STATS identifiziert und
zeigte im Fluoreszenzpolarisationsassay eine Dissoziations-
konstante (Kp) von 42 nm (Schema 4, Tabelle 1). Das N-

®
® o C? Na
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a O—I?:O
X
Festphasen-
Peptidsynthese ~NH
o
—_— R‘H vlk \)J\N N AL A NH,
Y o) \‘/ I vl
16 : X = O, R = 5,6-Fluoresceinylcarboxy(CF)glycinyl: 34%
17 : X =0, R = Acetyl: 32%
18 : X = C=0, R = 5,6-Carboxyfluorescein(CF)glycinyl: 29%
19 : X = C=0, R = Acetylglycinyl: 36%

Schema 4. Synthese der Phosphotyrosinpeptide 16 und 17 sowie der
entsprechenden 4-(Phosphonocarbonyl)phenylalanin-Derivate 18 und
19 zur Anwendung in Bindungsassays und fiir die kovalente Photomar-
kierung von Proteinen.

acetylierte Derivat von 16, Peptid 17, war in der Lage, mit 16
um die Bindung an STATS mit einem K;-Wert von 604 nMm zu
konkurrieren. Benzoylphosphonat 1a zeigte einen ICs,-Wert
von 840 umM, entsprechend einem K;-Wert von 326 um.P! Be-
strahlung der Sonde fiihrte zu einer signifikanten Steigerung
der gemessenen Affinitdt zu ICs,~ 457 um nach 4 h (Tabel-
le 2).

Als Nichstes wurden die 4-(Phosphonocarbonyl)peptide
18 (R = N-Carboxyfluoresceinylglycinyl) und 19 (R=N-
Acetylglycinyl), die hypothetischen, photoaktiven Mimetika
der Phosphotyrosinpeptide 16 und 17 synthetisiert
(Schema 4). Fmoc-geschiitzte Aminosiurebausteine wurden
dazu durch Diisopropylcarbodiimid/HOBt-Aktivierung an
Rinkamidlinker gekuppelt. Der geschiitzte 4-(Phosphono-
carbonyl)-Baustein 15 und die folgende Aminosidure wurden
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Tabelle 1: Bindungsaffinititen Phosphotyrosin- und Benzoylphosphonat-
basierter Peptide zu STAT5b.1!

Peptide Ko, K
16 CF-GpYLSLPPW-NH, 0.042 (:0.003) pm
17 Ac-pYLSLPPW-NH, 0.604 (£0.11) pum
18 CF-GpcFLSLPPW-NH, 0.896 (+0.44) um
19 Ac-GpcFLSLPPW-NH, 1 (£1.9) pum

[a] Ohne Bestrahlung. K-Werte wurden mit einer Gleichung von Niko-
lovska-Coleska et al.®" aus 1C;-Werten berechnet. pcF = 4-(Phosphono-
carbonyl) phenylalanin.

Tabelle 2: 1C5)-Werte von Benzoylphosphonat 1 gegen MptpA, PTP1B
und STAT5b vor und nach Bestrahlung.

ohne Bestrahlung mit Bestrahlung

MptpA (1a) 993 (4+46) um 84 (£9) umt
STATSb (1a) 840 (£126) um 457 (+47) pmt!
PTP1B (1a) ca. 4 mm 8.9 (£0.3) um
PTP1B (8) 1001 (£69) pm 28 (£1) um

[a] 45 min Bestrahlung. [b] 240 min Bestrahlung.

nach Aktivierung mit O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetra-
methyluronium-tetrafluoroborat (TBTU) und DIPEA ge-
kuppelt. Die Kupplung verlief mit hoher Effizienz, wie ein
negativer Kaisertest anzeigte. Nach Einbau von 15 wurden
die anschlieenden Fmoc-Entschiitzungen mit 2% 1,8-Di-
azabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) in DMF durchgefiihrt®”!
(1 min, 10 min), um die partielle Spaltung des Phosphonats zu
vermeiden.® Abspaltung der Peptide 18 und 19 vom Harz
wurde mit reiner TFA durchgefiihrt. Thiolnukleophile
wurden an diesem Punkt vermieden, da sie zur Bildung von
Dithioketalen fiihrten. Nach der Abspaltung wurde die TFA
im Stickstoffstrom entfernt, und die Rohpeptide wurden in
wissrigem NH,HCO; gelost. Die Aufreinigung mithilfe von
HPLC erfolgte in basischem Ammoniumhydrogencarbonat-
puffer bei pH 8 und lieferte die Peptide 18 und 19 in Aus-
beuten von 29 bzw. 36 %. Die Produkte waren unter leicht
basischen und neutralen Bedingungen stabil. Um intramole-
kulare Photoreaktionen der synthetisierten Peptidsonden 18
und 19 auszuschlieBen, verglichen wir ihre Photostabilitét
ohne das Zielprotein.

Die Proben wurden in 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazi-
nyl)-ethansulfonsdaure(HEPES)-Puffer bei 4 °C bestrahlt und
nach verschiedenen Zeiten mithilfe von HPLC analysiert. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede detektiert werden.
Danach wurde die Bindung von 18 an STATS5-Protein unter-
sucht, und im Fluoreszenzpolarisationsassay wurde ein Kp-
Wert von 0.9 um bestimmt (Tabelle 1). Die Bindung von 19
wurde im Verdrangungsexperiment mit 16 evaluiert, und ein
K-Wert von 11 pm (IC5,=28 um) wurde gemessen. Nach
Bestrahlung konnte eine signifikante, zeitabhéngige Abnah-
me des gemessenen ICs-Werts beobachtet werden, die in
1C5y=13 um nach 4 h resultierte, wahrend der inhibitorische
Effekt von 17 unverandert blieb.

Nachdem die Erkennung der Peptide 18 und 19 durch das
MBP-STATS5b-Proteinkonstrukt belegt worden war, wurde
das Photovernetzungspotenzial des Liganden erforscht. Zu
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diesem Zweck wurden Proteinlosungen mit dem 4-(Phos-
phonocarbonyl)phenylalaninpeptid unterschiedlicher Kon-
zentrationen in HEPES-Puffer in Mikrotiterplatten mit
384 Vertiefungen mit transparentem Boden bei 365 nm von
unten mit einem Transilluminator bestrahlt. Die erhaltenen
Proteinlosungen wurden mit SDS-Polyacrylamid-Gelelek-
trophorese analysiert. Lediglich bestrahlte Proben wiesen
eine Fluoreszenzbande auf. Die Gele wurden zur Kontrolle
mit Coomassie angefirbt. Die Proteinmenge und die Form
der Proteinbanden wurden durch die Bestrahlung nicht ver-
andert. Die Markierung wurde mit einem Lumi-Imager
quantifiziert und war konzentrationsabhéngig in Bezug auf
das Protein und das photovernetzende Peptid 18 (siche Ab-
bildungen 3 A sowie S6, S7 (SI)).

A) 6x10°71

T 4,(1007.

le 2x10974

c/lymy —»

B)
100 50 25 13 6.3 0.39 100 50 25 13 6.3 0.39

--~-—

C)
100 50 25 13 6.3 0.39 100 50 25 13 6.3 0.39

-

Abbildung 3. Experimente zur Verifizierung der Spezifitit der Photo-
markierung von MBP-STAT5b mit dem photoaktiven Mimetikum 18.
A) Photomarkierungsexperimente unter Variation der Sondenkonzen-
tration von 18 bei gleichen Konzentrationen von STATSb (schwarz)
und von BSA (grau), quantifiziert auf dem SDS-Polyacrylamidgel (in-
vertierte Fluoreszenz und Coomassie-Bilder des Gels siehe Abbildun-
gen S8 und S9 (Sl)). B) Photomarkierung von MBP-STATSb bei unter-
schiedlichen um-Konzentrationen von 18 ohne (links) und mit Denatu-
rierung (rechts) des Proteins mit 6 M Harnstoff (siehe Abbildun-

gen S10 und S11 (Sl)). C) Photomarkierung von BSA ohne (links) und
mit Proteindenaturierung (rechts) durch 6 m Harnstoff (siehe Abbil-
dungen S10 und S11 (SI)).

Die Photomarkierungseffizienz, definiert als die Sonden-
konzentration bei halbmaximaler Markierung, lag bei 18 pm.
Die Zeitabhédngigkeit der Photomarkierung wurde iiber
120 min bei verschiedenen Konzentrationen bestimmt. Bei
niedriger Konzentration (2.5 um) des photoaktiven Reagens
18 wurde iiber die gesamte Zeitdauer eine nahezu lineare
Zunahme beobachtet, wohingegen die Proteinfluoreszenz bei
hoher Konzentration (40 um) nach 20-30 min geséttigt war
(Abbildungen S14-S16 (SI)).

Im Unterschied dazu resultierte die Bestrahlung von 18 in
Gegenwart von Rinderserumalbumin (BSA) als Kontroll-
protein ohne Phosphotyrosinerkennungsstellen in unspezifi-
scher Markierung, die nicht gesittigt wurde und auch bei sehr

www.angewandte.de

Chemie

9581


http://www.angewandte.de

Angewandte

9582

Zuschriften

hohen Konzentrationen der photoreaktiven Sonde linear
zunahm (Abbildungen 3 A sowie S8, S9 (SI)).

Zusatzlich wurde die Spezifitit der Photomarkierung
durch die Denaturierung des Zielproteins mit 6 M Harnstoff
verifiziert (Abbildungen 3B,C sowie S10, S11 (SI)). Nur
korrekt gefaltetes STATSb wurde kovalent modifiziert, de-
naturiertes STATS, BSA und denaturiertes BSA wurden nicht
markiert. SchlieBlich wurde die Spezifitidt der Photomarkie-
rung durch die Verwendung des nichtfluoreszierenden,
Phosphotyrosin-haltigen Kontrollpeptids 17 als kompetitives
Molekiil weiter erhértet, das die Photomarkierung mit 18
konzentrationsabhéngig unterdriickte, wéihrend es keine
Wirkung auf die unspezifische Photomarkierung zeigte (Ab-
bildung 4 sowie S12, S13 (SI)).

R

07 - 1. hv
6x10 2. SDS-PAGE
1. hv
2. SDS-PAGE
4x10°7
Ie
2x1007-
\
0. T T 1
-8 -6 -4 -2
logc —>
PAM-Sondenkonz. 18 40 pm

Ac-GpYLSLPPW-NH,
17

Fluoreszenz

Abbildung 4. Kompetitive Verdringung der PAM-Sonde 18

(PAM = photoaktives Mimetikum) durch das acetylierte Phosphotyro-
sinpeptid 17 resultierte in der Unterdriickung der Markierung. Die
Photomarkierung wurde aus dem invertierten Fluoreszenzbild des
SDS-Polyacrylamid-Gels quantifiziert (vollstindiges Fluoreszenzbild
siehe Abbildung S12 (SI), Coomassie-Kontrollfirbung siehe Abbil-
dung S13 (S1)).

Wir haben hier demonstriert, dass Benzoylphosphonate
photoaktive Bioisostere von Phosphotyrosinresten sind.
Ebenso wurde bewiesen, dass 4-(Phosphonocarbonyl)phe-
nylalanin-haltige Peptide photoaktive Mimetika von nativen
Phosphotyrosinpeptiden sind. Die bioisosteren Fragmente
und Peptidmimetika binden beide reversibel an Phosphoty-
rosin erkennende Proteindoménen. Bei Bestrahlung mit
Licht fiihrte die Photoaktivierung der Benzoylphosphonate
zur funktionellen Desaktivierung und kovalenten Modifizie-
rung der Zielproteine STATSb, PTP1B und MptpA. Der
Grad der kovalenten Markierung korrelierte mit den Kon-
zentrationen und der Bestrahlungszeit. Besonders wichtig ist
es, dass die Phosphotyrosinpeptidmimetika ihre Zielproteine
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mit hoher Spezifitit fiir die Phosphotyrosinbindungstasche
markierten. Die photochemische Ligationsreaktion wurde
konzentrationsabhingig geséttigt, und die Markierung
konnte durch Denaturierung des Proteins und die Verwen-
dung von nativem Phosphotyrosinpeptid als kompetitivem
Liganden unterdriickt werden.

Nach unserer Kenntnis ist diese Arbeit das erste Beispiel
eines photoaktiven Bioisosters, also einer chemischen Entitit,
die eine photovernetzende Aktivitdt mit einer biomimeti-
schen Funktion in derselben bioisosteren Gruppe vereint.
Photoaktive Bioisostere konnten Anwendungen in der
funktionellen Zellbiologie, Bioanalytik und Proteomfor-
schung finden.
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