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Abstract: Die Wirksamkeit und Vertr�glichkeit eines Medi-
kaments kann verbessert werden, indem dieses gezielt an den
gewînschten Wirkungsort gebracht wird. Bisphosphonate sind
Prototypen derartiger Medikamente; allerdings ist ihre Affi-
nit�t zum Knochen eher zu stark und l�sst sich nicht modu-
lieren, ohne die Aktivit�t auf das Enzym Farnesylpyrophos-
phat-Synthase (FPPS) zu verlieren. Eine Konsequenz der
hohen Knochenaffinit�t ist außerdem eine niedrige und stark
variable orale Bioverfîgbarkeit. Wir beschreiben hier Inhibi-
toren von FPPS mit einem Monophosphonat als Knochenan-
ker, der eine moderate Affinit�t zum Knochen verleiht, die
îberdies noch moduliert werden kann. �ber einen NMR-ba-
sierten Knochenbindungstest wurde ein Zusammenhang von
Struktur und Knochenaffinit�t etabliert. Das Konzept, Wirk-
stoffe durch Anh�ngen einer Monophosphonatgruppe und
ohne Verlust der oralen Bioverfîgbarkeit gezielt zum Knochen
zu bringen, kann weitreichende Anwendungsmçglichkeiten
auch fîr andere Wirkstoffe haben.

Stickstoffhaltige Bisphosphonate (N-BPs) wie Zoledronat
(1, ZOL) und Pamidronat (3 ; Schema 1) sind weitverbreitete
Medikamente, um Knochenverlust bei Krankheiten wie
Osteoporose, Morbus Paget oder Knochenmetastasen ein-
zud�mmen.[1] Ihre hohe Wirksamkeit und Vertr�glichkeit
kommt unter anderem daher, dass Bisphosphonate eine hohe
Affinit�t zu Knochensubstanz haben. Dies fîhrt zu einer
Akkumulation von Bisphosphonaten an Knochen, wo sie
Osteoklasten spezifisch hemmen, indem sie das Enzym Far-
nesylpyrophosphat-Synthase (FPPS) inhibieren.[1] FPPS ka-
talysiert die Bildung von Geranylpyrophosphat (GPP) und
Farnesylpyrophosphat (FPP) aus Isopentenylpyrophosphat
(IPP) und Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) im Meva-
lonatweg der Lipidsynthese (siehe Schema S1 in den Hinter-
grundinformationen). Kristallographische Studien haben ge-
zeigt, dass Bisphosphonate Mimetika von DMAPP sind,
wobei die Bisphosphonatgruppe die Pyrophosphatgruppe der
Substrate ersetzt und an die drei Magnesiumatome im aktiven
Zentrum von FPPS bindet.[2,3]

Die Bindung von Bisphosphonaten an Knochen ist sehr
schnell und stark, die Assoziationsraten liegen im Bereich von
Minuten und Dissoziationsraten im Bereich von Jahren.[4]

Auch dadurch sind FPPS-Inhibitoren vom Bisphosphonat-
Typ im allgemeinen sehr wirksam und vertr�glich. Trotzdem
w�ren FPPS-Inhibitoren ohne oder mit nur moderater Kno-
chenaffinit�t von therapeutischem Interesse: Fîr die Be-
handlung von Krankheiten, die den Knochen nicht betreffen,
zum Beispiel Brustkrebs,[5a,b] Multiples Myelom,[5c] Proge-
rie[5d] und parasit�re Infektionskrankheiten[5e] w�ren lipophi-
lere FPPS-Inhibitoren ohne jegliche Knochenbindung sehr
interessant. Andererseits kçnnten verbesserte Knochenme-
dikamente von FPPS-Inhibitoren mit schw�cherer und kon-
trollierbarer Knochenaffinit�t profitieren. Potenziell kçnnten
solche neuen FPPS-Inhibitoren im Vergleich zu Bisphos-
phonaten vorteilhaft sein, weil sie besser bioverfîgbar sind,
sich gleichm�ßiger im Skelett verteilen und unerwînschte
Nebenwirkungen wie Kiefer-Osteonekrose reduzieren kçnn-
ten.[6]

In Bisphosphonaten ist das Pharmakophor fîr FPPS-In-
hibition identisch mit dem fîr Knochenbindung, sodass po-
tente Bisphosphonate mit signifikant schw�cherer Knochen-
affinit�t trotz enormer Anstrengungen noch nicht gefunden
werden konnten.[7, 8] Die von uns kîrzlich identifizierten al-
losterischen FPPS-Inhibitoren, die keine Bisphosphonate
sind und an eine andere Stelle am Enzym binden,[9] zeigen
keinerlei Knochenaffinit�t und kçnnten deshalb fîr die Be-
handlung von Krankheiten, die mit FPPS im Zusammenhang
stehen aber nicht den Knochen betreffen, von Interesse sein.
Im Hinblick auf die verbesserte Behandlung von Knochen-
krankheiten berichten wir hier îber die Ergebnisse von Un-
tersuchungen, in denen wir eine Monophosphonatgruppe als
Knochenanker an allosterische FPPS-Inhibitoren angeh�ngt
haben. Mittels des von uns entwickelten, NMR-basierten
Knochenbindungstests[10] zeigen wir, dass die Knochenaffini-
t�t von solchen Substanzen, im Unterschied zu Bisphospho-
naten, regelbar und auf den gewînschten Wert einstellbar ist,
ohne die FPPS-Inhibition systematisch zu schw�chen. Einen
Wirkstoff gezielt an seinen Wirkungsort zu bringen, ist ein
attraktives Konzept, um die Wirksamkeit zu erhçhen und
Nebenwirkungen zu reduzieren. Diese Arbeit beschreibt eine
praktische Anwendung dieses Konzepts, das auch auf andere
Wirkstoffe, die zum Knochen gebracht werden sollen, an-
wendbar ist.[10, 11]

Unsere Arbeiten wurden durch die unerwartete Beob-
achtung inspiriert, dass AMP397 (4, Becampanel; Schema 1),
ein Wirkstoff, der sich einst in der klinischen Prîfungsphase II
fîr die Behandlung von Epilepsie befand, mit moderater
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Affinit�t an Knochen bindet, wie autoradioluminographische
Ganzkçrperuntersuchungen zeigen (siehe Abbildung S1) und
unser NMR-Knochenbindungstest best�tigt (Abbildung 1).
AMP397 ist ein Monophosphonat, es zeigt aber gute orale
Bioverfîgbarkeit (22 % in M�usen und ungef�hr 50% im
Menschen).[12] Zudem hat AMP397 pr�klinische und klini-
sche Wirksamkeit als Antiepileptikum gezeigt, was belegt,
dass es biologische Membranen und sogar die Blut-Hirn-
Schranke îberwinden kann. Zus�tzlich zu AMP397 zeigen
auch andere Monophosphonate, beispielsweise das Antibio-
tikum Fosfomycin, in der klinischen Anwendung orale Bio-
verfîgbarkeit. Daraus folgt, dass Knochenaffinit�t mit oraler
Bioverfîgbarkeit und Membranpermeabilit�t in Einklang zu
bringen ist und dass eine Monophosphonatfunktion als
Knochenanker nîtzlich sein kçnnte.

Als erstes untersuchten wir die Knochenaffinit�t von
AMP397 (4) und seines Carbons�urederivats 5 im Vergleich
zu dem Bisphoshonat ZOL (1) und dessen Dehydroxyderivat
2. Der NMR-basierte Knochenbindungstest kann die Bin-
dung an Knochenmehl oder direkt an Hydroxyapatit (HAP),
den mineralischen Hauptbestandteil des Knochens, untersu-
chen.[10] Fîr diese Studie w�hlten wir HAP, da beide Varian-

ten sehr �hnliche Werte liefern,
aber HAP homogener und der
Test dadurch besser reprodu-
zierbar ist. Der Test kann ent-
weder als direkter Bindungstest
oder als Kompetitionstest er-
folgen, aus dem dann relative
Affinit�ten ermittelt werden
kçnnen.[10,13] Abbildung 1A
zeigt die Bindung von AMP397
an HAP im direkten Bin-
dungstest (siehe die Hinter-
grundinformationen fîr eine
Beschreibung der Experimen-
te). Dagegen zeigt 5, ein
AMP397-Derivat mit einer
Carbons�ure- anstelle der Mo-
nophosphonatgruppe, keinerlei
Anzeichen einer Bindung an
HAP. Somit ist die Monophos-
phonatgruppe entscheidend fîr
die Bindung an HAP (Abbil-
dung 1B). Wird der Test in
Gegenwart von ZOL (1) und
mit einer begrenzenden Menge
von HAP im kompetitiven
Format ausgefîhrt, zeigt
AMP397 keine Bindung mehr
(Abbildung 1C), was eine min-
destens 10-fach schw�chere
Bindung an HAP im Vergleich
zu ZOL anzeigt. Im Test mit
dem ZOL-Analogen 2 zeigt
AMP397 im kompetitiven
Format allerdings schwache
Bindung und nur 8-fach schw�-
chere HAP-Affinit�t als 2

(Abbildung 1D). Da 2 seinerseits 2.3-fach schw�cher an HAP
bindet als ZOL,[10] wissen wir, dass die Affinit�t von AMP397
an HAP etwa 18-fach schw�cher ist als die von ZOL oder
anderen 1-Hydroxy-Bisphosphonaten. Trotz dieser reduzier-
ten Knochenbindung kann die Anreicherung von AMP397
am Knochen mittels autoradioluminographischer Ganzkçr-
peruntersuchung auch 72 Stunden nach der Gabe von
AMP397 noch detektiert werden (siehe Abbildung S1).

In einem zweiten Schritt entwickelten wir eine Strategie,
um eine Monophosphonatgruppe an einen allosterischen
FPPS-Inhibitor wie das Benzoindolderivat 6 anzuh�ngen.
Aufgrund der verfîgbaren Kristallstrukturen[9] sahen wir drei
Mçglichkeiten: 1) einen direkten Austausch der Carbons�ure
gegen eine Phosphons�uregruppe, 2) das gleiche Vorgehen,
aber unter Einfîhrung eines Abstandhalters, und 3) Anbrin-
gen einer Phosphonatgruppe an einer anderen, nicht an
Proteinkontakten beteiligten Stelle. Wir verfolgten nur die
ersten beiden Optionen, weil die dritte Option das Moleku-
largewicht und die negative Gesamtladung des Molekîls
unnçtig erhçhen wîrde. Abbildung 2 veranschaulicht diese
Optionen im Kontext der Kristallstruktur des Komplexes von
FPPS mit 6.

Schema 1. Strukturen der in diesem Manuskript diskutierten Verbindungen.
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Wir synthetisierten daraufhin 7, das leicht zug�ngliche 2-
Phosphonomethylcarbamoyl-Derivat von 6, und testeten
seine FPPS-Inhibition und HAP-Affinit�t. Verbindung 7 in-
hibierte die FPPS-Aktivit�t nur wenig schlechter (IC50 =

0.4 mm) als die Ausgangssubstanz 6 (IC50 = 0.2 mm), zeigte
aber eine signifikante Affinit�t zu HAP (siehe Abbil-
dung S2C). Ermutigt durch dieses Ergebnis erkundeten wir
die allgemeine Anwendung dieses Prinzips, indem wir zwei
andere kîrzlich identifizierte Chemotypen von allosterischen
FPPS-Inhibitoren[9b, 14] modifizierten. In der Serie der Sali-
cyls�uren war 10, das Monophosphonatderivat von 9, weniger
aktiv (IC50 = 0.52 mm) als die Ursprungssubstanz (IC50 =

0.021 mm), es zeigte aber noch immer submikromolare Akti-
vit�t gegen FPPS. In der Serie der Chinoline hingegen war das
Vinylphosphonat 14 (IC50 = 0.04 mm) deutlich potenter als das
Ausgangscarboxylat 13 (IC50 = 1 mm). Fîr jede der drei Leit-
strukturserien konnten wir also Monophosphonate mit sub-
mikromolarer Aktivit�t identifizieren (Schema 1).

Kristallstrukturen der Komplexe von FPPS mit 7, 13 und
15, eines nahen Verwandten von 14, best�tigten fîr die
Phosphonatderivate einen sehr �hnlichen Bindungsmodus
wie fîr die entsprechenden Carbons�uren und erkl�rten die
beobachteten Auswirkungen auf ihre Potenz. In der Ben-
zoindolserie ist die Phosphonatgruppe zum Lçsungsmittel
exponiert und weiter (4.7–5.1 è) von der Aminogruppe der
Lys57-Seitenkette entfernt als im entsprechenden Carboxylat
(4.0–4.3 è), was die geringfîgig niedrigere Aktivit�t erkl�rt
(Abbildung 2C). In der Chinolinserie zeigt die Vinylphos-
phonatgruppe in Richtung der Bindungsstelle des b-Phos-
phats von IPP und geht verschiedene Wasserstoffbrîcken mit
der BC-Schleife des Enzyms sowie starke elektrostatische
Wechselwirkungen mit Arg60 und Arg113 ein, was zur si-
gnifikant verbesserten Aktivit�t beitr�gt (siehe Abbil-
dung 2D und Abbildung S4). Wie die Kristallstrukturen zei-
gen,[9b] sind die Bindungsmodi der Chinolin- und Salicyls�u-

rederivate �hnlich, und die Carbons�u-
regruppen zeigen in dieselbe Richtung.
Im Vergleich zu den Benzoindolderiva-
ten hat ihre Umwandlung in Phospho-
nate deshalb potenziell mehr Einfluss auf
die inhibitorische Potenz der Verbin-
dungen, wie hier mit 9/10 und 13/14 ge-
zeigt wurde. Alles in allem kann die al-
losterische Bindungstasche in FPPS Mo-
nophosphonate als Liganden mit hoher
Affinit�t aufnehmen, wie kîrzlich auch
von Tsantrizos und Kollegen gezeigt
wurde.[15]

Eine tiefergehende Untersuchung
der Struktur-Wirkungs-Beziehungen von
Phosphons�urederivaten als allosteri-
sche FPPS-Inhibitoren w�re notwendig,
um diese Serie weiter zu optimieren,
aber ein solides Verst�ndnis der Struk-
tur-Wirkungs-Beziehungen fîr Kno-
chenbindung ist gleichermaßen wichtig,
wenn ein Monophosphonat als Kno-
chenanker verwendet werden soll, und
wir werden uns auf Letzteres konzen-

trieren. Abbildung 3 zeigt Resultate des NMR-basierten
Knochenbindungstests fîr eine Reihe von Salicyls�urederi-
vaten (9–12, vorletzte Reihe in Schema 1). Die Ursprungs-
verbindung, die Carbons�ure 9, hat keine messbare Affinit�t

Abbildung 1. Quantifizierung und Charakterisierung der Knochenaffinit�t von AMP397 (4) im
NMR-basierten Knochenbindungstest:[10] A) Im direkten Bindungstest mit zunehmender Menge
an HAP (grínes und rotes Spektrum) zeigt sich die Bindung von AMP397 an HAP. B) Ein Aus-
tausch der Phosphons�ure- gegen eine Carbons�uregruppe fíhrt zum Verlust der Bindung an
HAP. C) Der Bindungstest im Kompetitionsformat zeigt keine HAP-Bindung von AMP397 in
Gegenwart von ZOL. Die Bindung von AMP397 an HAP ist deshalb mindestens 10-fach schw�-
cher als die von ZOL. D) Im Kompetitionsformat mit 2, dem Dehydroxyderivat von ZOL, das
2.3-fach schw�cher an HAP bindet als ZOL,[10] sind 9% von AMP397 und 69% von 2 an HAP
gebunden. Die HAP-Affinit�t von AMP397 ist deshalb rund 8-fach schw�cher als 2, und 18-fach
schw�cher als ZOL (1). Siehe Schema 1 fír die Strukturformeln von 1, 2, 4 und 5.

Abbildung 2. Kristallstruktur des bin�ren Komplexes von FPPS mit
dem allosterischen Inhibitor 6.[9] A) Ansicht einer FPPS-Untereinheit
mit 6 in grín, in dem die Lage der allosterischen Bindungsstelle im
Vergleich zur DMAPP/ZOL-Bindungsstelle (rot) und IPP-Bindungsstel-
le (gelb) sichtbar ist. Das Enzym nimmt im Komplex mit 6 eine andere
Gesamtkonformation an (offene Konformation, blaues Band) als im
Komplex mit ZOL und IPP (geschlossene Konformation, graues Band).
B) Detailansicht der allosterischen Bindungsstelle mit Darstellung der
Proteinoberfl�che, die die Zug�nglichkeit der Carbons�uregruppe in
Position 2 des Benzoindolrings veranschaulicht. C) Detailansicht des
Komplexes von FPPS mit 7 (gelb), eines Monophosphonatderivats von
6, mit �berlagerung von 6 (grín). D) Detailansicht des FPPS-Komple-
xes mit 15 (gelb), eines Monophosphonatderivats von 13, mit �berla-
gerung von 13 (grín)
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zu HAP (Abbildung 3A), was unserer Beobachtung mit dem
Carbons�urederivat 5 von AMP397 entspricht. Wird eine
Phosphonatgruppe anstelle der Carboxylgruppe direkt an das
aromatische Ringsystem angeh�ngt (10, Abbildung 3B) ist
noch immer keine Knochenbindung detektierbar. Nach Ein-
fîhrung einer Methylengruppe als Abstandhalter (11, Ab-
bildung 3 C) ist Knochenbindung aber klar zu erkennen.
Diese wird noch verst�rkt, wenn der Linker zum Phosphonat
l�nger und damit flexibler gemacht wird (12, Abbildung 3D).
Eine qualitativ �hnliche Struktur-Wirkungs-Beziehung wird
mit den Benzoindolderivaten 6, 7 und 8 gesehen (siehe Ab-
bildung S2). Diese Daten zeigen, dass die bloße Einfîhrung
einer Phosphonatgruppe fîr Knochenaffinit�t noch nicht
ausreichend ist, aber auch, dass die Knochenaffinit�t durch
Variation des Linkers modulierbar ist und dass Flexibilit�t fîr
HAP-Affinit�t notwendig ist: Schon eine einzige Methylen-
gruppe scheint genîgend Flexibilit�t fîr die HAP-Bindung zu
verleihen, aber die Bindung kann durch l�ngere (zwei- oder
dreiatomige) Linker verst�rkt werden. Das Vinylphosphonat
14 bindet interessanterweise nicht an HAP, was die Notwen-
digkeit der Flexibilit�t weiter unterstreicht. Es scheint also
mçglich zu sein, den gewînschten Grad an Knochenaffinit�t
einzustellen, indem die L�nge und Art des Linkers zur
Phosphons�uregruppe ver�ndert wird.

Fîr AMP397 (4) sind pr�klinische In-vivo-Daten verfîg-
bar, die mittels autoradioluminographischer Ganzkçrperun-
tersuchungen die Akkumulation dieser Substanz am Skelett
nach 72 Stunden zeigen (Abbildung S1). Es ist nun interes-
sant, die relativen HAP-Affinit�ten unserer allosterischen
FPPS-Inhibitoren verglichen mit AMP397 zu messen. Dazu
wurden 11 und 12, die Salicyls�urederivate mit der besten
HAP-Affinit�t, im NMR-basierten Knochenbindungstest im
kompetitiven Format gegen AMP397 (4) getestet. Abbil-
dung 4A zeigt, dass 11 und 4 eine fast identische Affinit�t zu
HAP aufweisen (52% gebundenes 11, 56% gebundenes 4).
Dagegen bindet 12, was auch im direkten Format st�rkere
HAP-Bindung als 11 zeigt (Abbildung 3C und D), mit deut-

lich hçherer Affinit�t an HAP als 4 (Abbildung 4B: 91%
gebundenes 12, 51% gebundenes 4). Dieses Resultat ist ent-
scheidend, weil es In-vitro-HAP-Aktivit�ten und In-vivo-
Knochenakkumulation korreliert und fîr Verbindungen wie
11 und 12 eine Anreicherung am Knochen vorhersagt.

Abbildung 4C fasst die Ergebnisse zusammen und zeigt
die relative HAP-Affinit�t der hier diskutierten Substanzen.
Man sieht, dass Monophosphonate wie 11, 12 oder AMP397
(4) eine moderate HAP-Affinit�t aufweisen, die deutlich
schw�cher ist als die von Bisphosphonaten wie ZOL (1).

Wir haben hier einen rationalen Ansatz beschrieben, wie
man Wirkstoffe mit dem gewînschten Grad an Knochen-
bindung ausstatten kann. Man muss dazu nur eine Phospho-
natgruppe im Abstand von 1–3 Atomen an den Wirkstoff
anh�ngen. Wie mit den Benzoindolderivaten gezeigt, kann
dies an jeder gewînschten Position geschehen, sofern sie nicht
die Bindung ans Enzym stçrt. Die Ergebnisse mit den Chi-
nolinderivaten zeigen, dass man in gînstigen F�llen die in-
hibitorische Aktivit�t der Substanzen sogar steigern kann.
Der NMR-basierte Knochenbindungstest ist außerordentlich
nîtzlich, um Knochenaffinit�t in der Optimierungsphase
schnell und zuverl�ssig zu messen. W�hrend eine detaillierte
Analyse der Struktur-Wirkungs-Beziehung fîr Knochenaffi-
nit�t noch aussteht, zeigen unsere Daten, dass Knochenbin-
dung relativ einfach zu erreichen ist, sofern der verwendete
Linker genîgend lang und flexibel ist. Allerdings fîhrt nicht
jede Phosphonatgruppe zu Knochenbindung, und es gibt auch
keine Berichte von Knochenaffinit�t von phosphat- oder
phosphonathaltigen Prodrugs oder Metaboliten. Trotzdem
haben Medizinalchemiker eine Vielzahl von Mçglichkeiten,
den gewînschten Grad an Knochenaffinit�t einzustellen und
gleichzeitig die inhibitorische Potenz, die physikochemischen

Abbildung 3. Messung der Affinit�t zu HAP von Salicyls�urederivaten
im direkten NMR-basierten Knochenbindungstest.[10] Der urspríngliche
allosterische FPPS-Inhibitor 9 zeigt keine Binding an HAP (A), und
auch nicht 10, in dem die Carboxylgruppe direkt durch eine Phospho-
natgruppe ersetzt wurde (B). Durch Verl�ngerung des Linkers zwi-
schen aromatischem Ring und Phosphonatgruppe wird selbige jedoch
beweglicher, und die Affinit�t zum Knochen wird erhçht (C,D). Die
Strukturformeln von 9–12 sind in der vorletzten Reihe von Schema 1
abgebildet. Abbildung 4. A,B) Bestimmung der relativen HAP-Affinit�ten von 11

(A, grín) bzw. 12 (B, orange) im Kompetitionsformat mit AMP397 (4,
blau). Die Resonanzen von 4, 11 und 12 werden durch entsprechend
gef�rbte Pfeile angezeigt. Der Stern markiert eine Verunreinigung.
C) Relativen HAP-Affinit�ten der in diesem Manuskript diskutierten
Substanzen auf einer logarithmischen Skala.
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und die pharmakologischen Eigenschaften des Wirkstoffes
beizubehalten.

Die klinischen Substanzen AMP397 und Fosfomycin
zeigen beispielhaft, dass Monophosphonate gleichzeitig an
Knochen binden und oral bioverfîgbar sein kçnnen. Die
vorgeschlagene Strategie, eine Phosphonatgruppe als Kno-
chenanker anzuh�ngen, kann von Nutzen sein, um die
Wirksamkeit und Vertr�glichkeit von Medikamenten zu er-
hçhen, die den Knochenabbau hemmen oder den Knochen-
aufbau fçrdern, zum Beispiel Inhibitoren von c-Src,[16,17]

Cathepsin K[18] , „Colony-stimulating-factor-1“-Rezeptor
(CSF-1R), selektiven Androgenrezeptormodulatoren
(SARMs), selektiven ©strogenrezeptormodulatoren
(SERMs) oder Prostaglandin-E2-Konjugaten.[19] Die klini-
sche Entwicklung solcher Wirkstoffe ist schwierig, weil die
entsprechenden Enzyme nicht nur in knochenaufbauenden
oder knochenabbauenden Zellen wie Osteoklasten oder
Osteoblasten vorkommen, sondern im gesamten Kçrper, was
zu unerwînschten Nebenwirkungen fîhren kann. Solche
Wirkstoffe gezielt zum Knochen zu bringen, hat das Poten-
zial, Vertr�glichkeit und Wirksamkeit zu steigern, w�hrend
Zellg�ngigkeit und orale Bioverfîgbarkeit beibehalten
werden. Wir hoffen, dass dieser Ansatz dazu beitragen wird,
vertr�glichere und wirksamere Medikamente zur Behandlung
von Knochenkrankheiten zu entwickeln.
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