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Rationales Design neuer Rezeptor-Ligand-
Kombinationen**

Peter J. Belshaw, Joseph G. Schoepfer, Karen-Qianye
Liu, Kim L. Morrison und Stuart L. Schreiber*

Die Signaliibertragung in Zellen erfolgt hauptsichlich durch
zwei Mechanismen: Bei dem einen spielen allosterische Effekte
eine Rolle, bei dem anderen raumliche Nihe!!!. Die Rolle ligand-
induzierter allosterischer Anderungen in Proteinen hat {iber
viele Jahre groBe Beachtung gefunden und zur Synthese einer
groBen Zahl von Molekiilen gefiihrt, die fiir die Signaliiber-
tragung notwendige allosterische Anderungen entweder férdern
oder hemmen. Kiirzlich konnten zellbiologische Untersuchun-
gen die Rolle der regulierten Proteindimerisierung oder -oligo-
merisierung als Mittel des Informationstransfers aufkliren.
Durch diesen Vorgang kann eine enge Nachbarschaft von En-
zym und Substrat oder von Rezeptor und Ligand begiinstigt
werden, was die molekulare Wechselwirkung, die zur Si-
gnaliibertragung flihrt, erleichtert. Die Dimerisierung von Re-
zeptoren fiir Wachstumsfaktoren!®, die Oligomerisierung von
Antigenrezeptoren® und die Dimerisierung von Transkrip-
tionsfaktoren' sind Beispiele fiir diesen ProzeB. Das zuneh-
mende Verstindnis er6ffnete den Chemikern neue Mdéglichkei-
ten zur Synthese von Molekiilen, die zwei Bindungsregionen fiir
Proteine haben und dadurch Proteinassoziationen induzieren
konnen. Derartige chemische Dimerisierungsausléser (CIDs)
konnen viele zelluldre Prozesse einschlieBlich solcher mit biolo-
gischer und medizinischer Bedeutung aktivieren. Vor kurzem
haben wir eine Methode zur Steuerung der Proteinassoziation in
Zellen mittels Induktion beschrieben!®: %, Dieses Ergebnis wur-
de durch die Expression heterozygoter Proteine in Sdugetierzel-
len erreicht, die aus einer Dimerisierungsdoméine und dem inter-
essierenden Protein oder der interessierenden Proteindoméne
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bestehen. Behandelt man die Zellen mit einem synthetischen, in
die Zelle eindringenden Dimerisierungsauslgser, der an die Di-
merisierungsdoméne bindet, wird die Selbstassoziierung ausge-
16st und ein Signal iibertragen (Abb. 1).
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Abb. 1. Regulierte intrazellulire Dimerisierung mit synthetischen Liganden, die
durch die Zellmembran passieren kdnnen (D = Kupplungsreagens).

Von den vielen denkbaren Rezeptor-Ligand-Systemen wur-
den fiir diese Arbeit die Immunophiline FKBP12 und Cyclophi-
linA (CyP) sowie deren Liganden FK506 bzw. Cyclosporin A
(CsA) ausgewdhlt. Die Liganden konnen durch die Zellmem-
bran diffundieren und synthetisch in rationaler Weise so modifi-
ziert werden, dabB sie ihre intrinsischen immunsuppressiven und
toxischen Eigenschaften verlieren. Dies erfordert eine Modifi-
zierung der Calcineurin-, nicht aber der Immunophilin-Bin-
dungsdomane der natiirlich vorkommenden CIDs. FKBP12
und CyP binden ihre Liganden mit hoher Affinitit (K, = 0.5
bzw. 5 nM), sind momoner, zeigen bei der Expression in Zellen
keine erkennbare Wirkung, und ihre geringe GroBe (12 bzw.
18 kDa) erleichtert das Einschleusen ihrer cDNA in Expres-
sionsvektoren. Ein Nachteil ist allerdings, daB die natiirlichen
Immunophiline in vielen Zellen in hohen Konzentrationen ex-
primiert werden. Damit besteht die Gefahr, daB sich viele
»falsche* Rezeptor-Ligand-Komplexe bilden, was die Fahigkeit
der CIDs herabsetzte, an mit dem Immunophilin vereinigte Pro-
teine zu binden (Abb. 2a). Der daraus resultierende Verlust an
Spezifitat ist besonders in ganzen Organismen abtriglich, in
denen méglicherweise nur wenige Zellen die Immunophilin-Pro-
tein-Hybride exprimieren, weil damit die Pufferwirkung der na-
tiirlichen Immunophiline verstarkt wird.
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Abb. 2. Verbesserte Rezeptor-Ligand-Paare fir die regulierte intrazelluldre Pro-
teinassoziation mit synthetischen Liganden. a) Mdgliche Proteinassoziationen in
Zellen, die Wildtyp-Immunophiline als Dimerisierungsdominen exprimieren.
b) Proteinassoziationen, die vorausgesagt werden, wenn synthetisch modifizierte
CIDs und Immunophiline mit dazu passenden Mutationen verwendet werden.

Um dieses Problem zu 16sen, nahmen wir uns die Herstellung
neuer Rezeptor-Ligand-Paare vor, die aufgrund gezielter Verdn-
derungen in den Bindungsregionen einen hohen Grad an Spezi-
fitit versprachen. Das Design der Immunophilinliganden sah
den Einbau von Substituenten vor, die aus sterischen Griinden
mit Aminoséureseitenketten im Immunophilinrezeptor zusam-
menstoflen wiirden, so dall ihre Wechselwirkung mit endogenen
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Immunophilinen unterbunden wire. Fiir den Rezeptor wieder-
um wurde nach kompensierenden Mutationen gesucht, die ihn
— durch Ausschaltung der ,,schidlichen* Wechselwirkung — als
Dimerisierungsdoméne geeignet machen kénnten (Abb. 2b).
Wir berichten hier tiber entsprechende Studien mit CyP-CsA als
Testsystem. Die Losung des oben beschriebenen Problems ist
unserer Meinung nach nicht das einzige Resultat dieser Studien,
sondern wir gehen davon aus, daf} sie auch zu neuen experimen-
tellen Systemen fithren werden, die geeignet sind, unser Ver-
sténdnis der molekularen Erkennung durch Proteinrezeptoren
zu iiberpriifen.

Die hochaufgeldste Struktur des CyP-CsA-Komplexes!’:®
diente als Startpunkt fiir das Design der modifizierten Ligan-
den. Die MeValt1-Seitenkette des Cyclosporins ist ebenso wie
eine tiefe Tasche am Rezeptor, die aus den hydrophoben Resten
Phe60, Met61, Ala101, Phe113 und Leul22 besteht, an der pri-
méren hydrophoben Wechselwirkung zwischen CyP und CsA
beteiligt (Abb. 3A). Mehrere CsA-Derivate mit Modifizierungen

Abb. 3. Graphische Darstellung der Bindungsstellen zwischen Cyp und CsA und Varianten. Die blaue Oberfliche und die weille
Gitternetzoberfliche reprisentieren die fiir das Losungsmittel zugénglichen Oberflichen von CsA bzw. CyP (nichtpolare
Wasserstoffatome wurden weggelassen). Die Seitenketten von CyP, die Kontakte zu CsA haben, sind mit réhrenférmigen
Bindungen dargestelit, wobei der Blick aus dem Inneren des Proteins auf die Seitenketten gezeigt ist. Der blau gezeichnete
Bereich, der sich am weitesten im Hintergrund befindet, korrespondiert mit der Seitenkette des Restes 11 von CsA. a) Struktur
von CyP-CsA im Kristall. b) Hypothetisches Modell des CyP-Melle11CsA-Komplexes. ¢) CyP(F113A)-Melle11CsA-Komplex.
d) CyP(899T,F113A)-Melle11CsA-Komplex. €) CyP(F113A, C115M)-Melle11CsA-Komplex. f) CyP(S99T,F113A,C115M)-

Melle11CsA-Komplex. Die Graphiken wurden mit GRASP {23] erstellt.
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am Rest 11 wurden bereits friiher synthetisiert!®). Bindungsstu-
dien ergaben, daB3 eine VergroBerung der MeVall 1-Seitenkette
die Bindung an CyP auBler Kraft setzte (Melle11, Me-allo-
Ile11). Umgekehrt ist die Affinitdt von Verbindungen mit klei-
neren Seitenketten (MeAlal1) immer noch betrdchtlich. Diese
Tasche am Rezeptor wurde von uns fiir die Modifizierung aus-
gewihlt, weil unser Weg zu einer VergroBerung der nicht zu-
ginglichen hydrophoben Oberfldche fithren wiirde und hydro-
phobe Wechselwirkungen einen signifikanten Beitrag zur
Gibbs-Bindungsenergie leisten kénnen!

Als erste Testsubstanz wurde Mellel1CsA ausgewihlt. Ein
hypothetisches Modell von Melle11CsA, an CyP gebunden
(Abb. 3B), deutet auf eine unglinstige sterische Wechselwirkung
zwischen der strategischen Methylgruppe des modifizierten Li-
ganden und dem Phenylring von Phe113 am Rezeptor hin. Eine
Entfernung dieses Ringes (Phel113 — Ala) sollte diese Stérung
beseitigen (Abb. 3C), zugleich aber ein betrichtliches Volumen
freien Raumes erzeugen. Um diese Locher zu verkleinern und
die Bindungsenergie zu maxi-
mieren, wurden zur Vergrofle-
rung zweier in der Nihe be-
findlicher Seitenketten zwei
sekundédre Mutationen konzi-
piert. Eine Ser99 — Thr-Mu-
tation (Abb. 3D) liefert eine
zusdtzliche Methylengruppe
und eine Cys115 —»Met-Mu-
tation (Abb. 3E) erweitert das
Molekiil um weitere zwei Me-
thylengruppen. Monte-Carlo-
Minimierungen von Teilstruk-
turen wurden inklusive aller
Torsionen fiir die Seitenketten
der Reste Mellel1, Phe60,
Met61, Meti15 und Thr99
mit MacroModel 4.0 durchge-
fiihrt. Alle anderen Atome in-
nerhalb eines Abstandes von
6 A zu den Atomen dieser Re-
ste wurden zwar beriicksich-
tigt, ihre Bewegung aber
durch eine zusitzlich einge-
fithrte Kraft von 100 kJA™!
unterbunden. Die Berechnun-
gen zeigten, daB das fiir Threo-
ninreste seltenste Konformer
in Kristallen die giinstigste
Packung bildet!*!). Ebenso
lieB sich voraussagen, daB3 die
beiden Bereiche der sekundai-
ren Mutationen ihre bevor-
zugten Konformationen si-
multan einnehmen konnen,
woraufhin die dreifach mu-
tierten Molekiile ebenfalls un-
tersucht wurden (Abb. 3F).
Die mutierten Proteine wur-
den durch PCR-Mutagenese
hergestellt, wobei die Mega-
primer-Methode  verwendet
wurde und die Verifizierung
durch Sequenzierung erfolg-
telt2),

Die von dem leicht erhilt-
lichen CsA ausgehende Syn-
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these fiihrt zu einem gemeinsamen Intermediat fiir die Synthese
der Verbindungen mit Modifizierungen an den Resten 1 und 11
(Schema 1). Dal} die Position 1 gerade die Stelle ist, die wir
bereits genutzt haben, um dimere Versionen von CsA ((CsA),)
herzustellen'?, macht dieses Vorgehen besonders attrak-
tiv,sollten wir doch durch die Verwendung modifizierter Amino-
sduren an den Positionen 1 und 11 CIDs mit gréBerer Spezifitit
als (CsA), leicht synthetisieren konnen. Der CsA-Ring wurde
gedffnet und zunichst zu iso-CsA!'#! konvertiert. Das entste-
hende Amin wurde anschlieBend einem modifizierten Edman-

Tabelle 1. K,-Werte [nm] fiir die Komplexbildung zwischen modifizierten CsA-Li-
ganden und Cyclophilinen (CyP) (Wildtyp und mutiert).

Protein Melle11CsA CsA
hCyP(Wildtyp) > 3000z} 541
hCyP(F113A) 5349 55415
hCyP(F113A, C115M) 75+ 13 19+ 7
hCyP(S99T, F113A) 2405 S+l
hCyP(S99T, F113A, C115M) 441 741

[a] Das ist der niedrigst mogliche Wert, da eine exakte Bestimmung wegen der
geringen Lslichkeit des Liganden nicht zweifelsfrei moglich ist.
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Schema 1. Synthese von Melle11CsA aus CsA. Fiir Einzelheiten siehe Experimentelles.

Abbau unterworfen!!”). Durch dieses Verfahren wird die
MeBmt-Aminosdure entfernt, und man erhélt ein lineares Pep-
tid, das an Amino- und Carboxyterminus geschiitzt ist. Die
Wahl des Methoxyethoxymethyl(MEM)-Esters war fiir die
nachfolgende Reduktion essentiell' ¢}, denn alle anderen Kom-
binationen gebrduchlicher Ester und Reduktionsmittel versag-
ten. Der Reduktion folgte eine sdurekatalysierte N-O-Verschie-
bung, und cine N-Acylierung wiederum lieferte das Zielinter-
mediat, das fiir die Modifizierungen an den Resten 1 und/oder
11 eingesetzt wurde. Zwei Cyclen aus Entschiitzen und Kuppeln
ergaben ein lineares, geschiitztes Undecapeptid, das nach dem
Entfernen der Schutzgruppen zu Melle11CsA cyclisiert wurde.
Diese beispiellose Cyclisierung zwischen den Resten 10 und 11
verlduft ohne erkennbare Racemisierung und mit guten Aus-
beuten, wobei die Wahl der Base und des Kupplungsreagens
entscheidenden EinfluB auf die Reaktion hat!!"),

Durch die Bindung an CsA wird die Fluoreszenzintensitét
von CyP ungefdhr verdoppelt, was zur Bestimmung der Kom-
plexbildungskonstanten K, genutzt wurde!® ™29, Die Konstan-
ten fiir die Komplexbildung zwischen Melle11CsA/CsA und
Wildtyp-CyP/mutierten CyPs wurden bestimmt (Tabelle 1). Die
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zusitzliche Methylgruppe von Melle11CsA verschlechtert die
Bindung an CyP drastisch. Der Wechsel von Phel13 zu Ala
wirkt sich noch drastischer aus: Die Bindungsstirke des Wild-
typ-Rezeptors wird bis auf eine GréBenordnung wiederherge-
stellt. Die Doppelmutante CyP(S99T,F113A) bindet Melle11-
CsA mit einer Affinitdt von 2 nM. Bringt man also einen Substi-
tuenten am Cyclosporin an und stellt durch gezielte Mutation
eine Bindungstasche fiir diesen am Rezeptor her, resultiert ein
neues Rezeptor-Ligand-Paar, das mit zwei- bis dreifach hoherer
Affinitét als das Wildtyp-System bindet. Die andere Doppelmu-
tante, CyP(F113A, C115M), zeigt eine geringere Affinitdt fiir
Melle11CsA als die einfache F113A-Mutante und belegt so, da3
diese Mutation leicht destabilisierend wirkt. Dies scheint an
einem storenden Kontakt zwischen der terminalen Methylgrup-
pe von M115 und der terminalen Methylgruppe der Melle11-
Seitenkette zu liegen. Modelle zeigen, daB dieser Kontakt ge-
ringfiigig enger als jeder andere in der Bindungstasche ist,
obschon wir eine Stérung der lokalen Struktur aufgrund des
Methionins nicht ausschlieBen kdnnen. Interessanterweise bin-
det die dreifache Mutante CyP(S99T,F113A,C115M) Mel-
le11CsA schlechter als die Doppelmutante Cyp(S99T, F113A),
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und die Differenz der Gibbs-Energien dieser beiden Mutanten
ist ungefihr genauso groB wie die Differenz der Energien von
CyP(F113A) und CyP(F113A, C115M). Dies deutet darauf hin,
daB die Destabilisierung durch die C115M-Mutation von der
S99T-Mutation unabhiingig ist. Alle Mutanten banden gut an
CsA, wobei die Affinititen generell bei Abnahme des vorherge-
sagten leeren Volumens anstiegen.

Wir haben mittels struktureller Leitlinien erfolgreich ein ra-
tionales Design neuer Rezeptor-Ligand-Paare mit hoher Affini-
tdt verwirklicht. Die Wahl anderer Reste mit groBen, hydropho-
ben, in ihrer Konformationsvielfalt eingeschriinkten Seiten-
ketten als Ersatz fiir Melle11 kénnte in Verbindung mit ge-
schickten Punktmutationen zu noch héheren Energiegewinnen
durch den hydrophoben Effekt fiihren. Wir planen zusétzlich,
dimere Versionen der neuen Liganden zu synthetisieren, um die
Dimerisierung der Zielproteine in vivo induzieren zu konnen.
Auf diese Weise sollte sich die Wirkung endogener Immunophi-
line in Experimenten dieser Art einschitzen lassen. Das jterative
Zusammenspiel von Synthese, Molekular- und Strukturbiologie
sowie Kalorimetrie und anderen physikalischen Methoden wird
helfen, die Beitridge spezifischer molekularer Wechselwirkungen
zur Gibbs-Bindungsenergie offenzulegen.

Experimentelles

Die Fluoreszenzmessungen wurden auf einem Hitachi-F2000-Fluoreszenzspektro-
meter nach zehnminiitiger Inkubation mit dem Liganden bei 20 °C durchgefiihrt.
Die Anregung erfolgte bei 280 nm mit 10 nm Bandbreite unter Verwendung eines
33/100-Filters. Das Emissionsspektrum wurde zwischen 300 und 400 nm mit 10 nm
Bandbreite aufgenommen. Die Proteine wurden mit 3 mL Tris-gepuffertem Salin
bei pH =7.4 auf ca. 100nM (bei K; <10 nM) oder 200—500 nm (bei K,>10 nm)
verdiinnt. Kleine Mengen Ligand in 50proz. Ethanol wurden zwischen aufeinander-
folgenden Messungen so hinzugefiigt, daB das hinzugekommene Gesamtvolumen
<1.5% betrug. Eine Gleichung, die die beobachteten Anderungen der Fluoreszenz
(AF,,,), die gesamte Anderung der Fluoreszenz bei Sittigung (AF,,), die Protein-
konzentration (E,), die Ligandkonzentration (/,) und K, miteinander korreliert,
kann im Rahmen der Tigbt-binding-Kinetik und unter der Annahme, dafl
Fows = (EDF,,,/E, gilt abgeleitet werden [Gl.(a)]. Die Fluoreszenzdnderung bei

APy = (o + Io + K-{(Eq + Iy + K> 4(E)I)} " NAF,)/2 (a)

338 nm (nach Eichung der Fluoreszenz auf die Ligandldsung) wurde gegen die
Ligandkonzentration aufgetragen. An die Daten fiir jede Bestimmung von K, (=14
Messungen) wurde mit dem Programm Kaleidagraph 3.0 Gleichung (a) angepaBt.
Alle Anpassungen haben eine Giite von r > 0.99.

Die physikalischen Daten aller Verbindungen sind in Einklang mit den erwarteten
Strukturen und auf Anfrage bei den Autoren erhéltlich.

1: Zu einer Lésung iso-CsA[14] (2.886 g, 2.401 mmotl) in Pyridin (144 mL) wurden
Triethylamin (7.2 mL) und Methylisothiocyanat (7.2 mL) gegeben. Die Losung
wurde unter Stickstoff 30min auf 50 °C erwirmt. Es wurde weiteres Triethylamin
(2.9 mL) und weiteres Methylisothiocyanat (2.9 mL) hinzugegeben, und die Reak-
tionslosung wurde weitere 30 min erwirmt. Nach dem Einengen bei Raumtempera-
tur wurde der Riickstand in Chlorbutan/Trifluoressigsdure(TFA) 9/1 aufgenom-
men, 1 h bei 10°C geriihrt, eingeengt und der Riickstand dreimal aus Essigsiure-
ethylester/Hexan gefillt, so dafl man die rohe Vorstufe von 1 erhielt. Zu dieser
(2.4 g) in Dichlormethan (DCM), 100 mL) wurde terz-Butoxycarbonyl (Boc)-An-
hydrid (654 mg, 3.0 mmol) und Diisopropylethylamin (DIPEA) (1.4 mL, 8.0 mmol)
gegeben. Nach vierstindigem Riithren bei Raumtemperatur wurde MEMCI
(570 uL, 5 mmol) zugegeben und die Mischung ca. 12 h geriihrt. Die Losung wurde
mit DCM (200 mL) verdiinnt und mit NaHSO,-Losung (1 M), Wasser, NaHCO,-
Losung (geséttigt), Wasser und Kochsalzldsung (gesittigt, jeweils 50 mL) ge-
waschen. Die organische Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und einge-
engt. Der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (Kieselgel, DCM/Metha-
nol 982, 95/5) und ergab Verbindung 1 (1.933 g, 66 % Ausbeute bezogen auf iso-
CsA).

2: Zu einer Losung von 1 (975 mg, 0.795 mmol) in DCM (10 mL) wurde 1 mL einer
2 M Lithiumborhydridlésung in THF tropfenweise bei 0 °C gegeben. Die Reaktions-
16sung wurde bei Raumtemperatur ca. 12 h gerihrt und dann wurden nochmals
0.5 mL der Lithiumborhydridlésung zugegeben. Nach 24 h wurde die Reaktionslo-
sung auf 0°C gekiihlt und die Reaktion durch Zugabe einer Citronensdureldsung
abgebrochen. Die Mischung wurde mit DCM (100 mL) verdiinnt und mit NaH-
CO,-Losung (gesdttigt), Wasser und Kochsalzldsung (gesittigt, jeweils 25 mL) ge-
waschen. Die organische Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet, eingeengt und der
Riickstand in DCM/Methanol (98/2) aufgenommen und durch Kieselgel gefiltert.
Einengen ergab die rohe Vorstufe von 2 (773 mg). Zu dieser (746 mg) in wasser-
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freiem THF (40 mL) wurde Methansulfonsdure (300 pL) gegeben. Nach 72stiindi-
gem Riihren bei Raumtemperatur unter Stickstoff wurden bei 0°C Pyridin
(400 pL), DIPEA (1.5 mL) und Essigsdureanhydrid zugegeben. Nach 2 h wurde die
Lésung mit DCM (100 mL) verdiinnt und mit NaHSO,-Losung (1 M), Wasser,
NaHCO,-Losung (gesittigt), Wasser und Kochsalzlosung (gesittigt, jeweils 25 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet, filtriert, einge-
engt und chromatographisch gereinigt (Kieselgel, DCM/Methanoi 98/2) und liefer-
te so Verbindung 2 (360 mg, 40 % bezogen auf 1).

3: Zu Verbindung 2 (60 mg, 0.051 mmol) in DCM (1 mL) wurde tropfenweise TFA
(0.5 mL) gegeben und 1 h bei 0°C gerithrt. Die Reaktionslésung wurde mit DCM
(50 mL) verdiinnt und dreimal mit NaHCO ;-Lésung (geséttigt), danach mit Wasser
und Kochsalzldsung (gesittigt, jeweils 10 mL) gewaschen. Die organische Phase
wurde iiber Na,SO, getrocknet, eingeengt und in DCM (0.5mL) aufgenom-
men. Boc-(28,3R,4R,6E)-3-hydroxy-4-methyl-2-(methylamino)-6-octensdure {Boc-
MeBmt)[21] (18.7 mg, 0.062 mmol), Bromotris(pyrrolidinophosphoniumhexafluo-
rophosphat) (PyBroP){22] (27 mg, 0.060 mmol) und DIPEA (27 uL) wurden bei
0°C unter Stickstoff hinzugegeben. Nach 2 h bei dieser Temperatur lie man auf
Raumtemperatur erwirmen, verdiinnte mit DCM (50 mL), wusch mit NaHSO,-
Lasung (1 M), Wasser, NaHCO,-Ldsung (gesattigt), Wasser und Kochsalziosung
(jeweils 20 mL). Die organische Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet, filtriert,
eingeengt und chromatographisch gereinigt (Flash-Kieselgel, Essigsdureethylester/
Aceton 9/1) und lieferte so Verbindung 3 (56 mg, 81%).

4: Zu einer Lsung von 5 (27 mg, 0.022 mmol)in DCM (1 mL), wurde tropfenweise
TFA (0.5 mL) gegeben. Nach 1 h Riihren bei 0 °C verdiinnte man mit DCM (50 mL)
und wusch dreimal mit NaHCO;-Lésung (gesattigt), Wasser und Kochsalzlésung
(jeweils 10 mL). Die organische Phase wurde tiber Na,SO, getrocknet, filtriert und
eingeengt. Der Riickstand wurde in DCM (30 pL) aufgenommen, und Fmoc-N-
Melle (12 mg, 0.032 mmol), PyBroP (14 mg, 0.032 mmol) und DIPEA (15 pL) wur-
den hinzugegeben und die Mischung 6 h bei 0°C und 30 min bei Raumtempera-
tur gerithrt. AnschlieBend wurden bei 0°C nochmals Fmoc-N-Melle (5mg,
0.013 mmol) und PyBroP (5mg, 0.011 mmol (5 mg, 0.011 mmol) zugegeben. Man
lieB innerhalb von ca. 12 h auf Raumtemperatur erwidrmen. Die Mischung wurde
mit DCM (50 mL) verdiinnt, mit NaHSO,-Losung (1 M), Wasser, NaHCO,;-L6-
sung (gesdttigt), Wasser und Kochsalzlosung (jeweils 20 mL) gewaschen. Die orga-
nische Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet, filtriert, eingeengt und chromatogra-
phisch gereinigt (Kieselgel, Essigsiureethylester/Aceton 9/1) und lieferte so 4
(19 mg, 60%).

5: Zu einer Losung von 4 (4.6 mg, 0.0028 mmol) in THF/Wasser (10/1, 200 pL)
wurden 1,8-diazabicyclo[5.4.0lundec-7-en (DBU) (3 pL) und Lithiumbromid (2 mg)
gegeben. Man lieB ca. 12 h rithren und gab erneut DBU (4 pL) und Lithiumbromid
(3 mg) zu. Nach 5h wurde die Reaktion durch Zugabe von Essigsdure (20 uL)
abgebrochen und das Gemisch durch Umkehrphasen-HPLC gereinigt (Beckman
ODS Ultrasphere 5 um, 10mm x 25¢m, 0.1% TFA/Acetonitril 70/30 —+10/90 in
30 min, 70 °C, 3 Laufe) und lieferte so die Peptidvorstufe von 5 (2.1 mg, 60 %). Eine
Lésung von diesem Peptid (1.2 mg, 970 nmol), AOP [17] (4 mg, 0.009 mmol) und
Lutidin (2,6-Dimethylpyridin) (4 pL) in DCM (1.2 mL) wurden 48 h bei Raum-
temperatur geriihrt. Die Reaktion wurde mit Essigsdure (30 pL) abgebrochen,
die Mischung eingeengt und der Riickstand in Acetonitril aufgenommen, um ihn
durch Umkehrphasen-HPLC zu reinigen (Beckman ODS Ultrasphere Spm,
10mm x 25¢m, 0.1 % TFA/Acetonitril 70/30 —10/90 in 30 min, 70 °C). Dieses Ver-
fahren ergab das reine cyclische Peptid 5§ (0.65 mg, 55%).

Eingegangen am 9. Juni 1995 [Z8080]

Stichworte: Cyclophilin + Cyclosporin - Immunophiline « Pro-
teindimerisierung

[1] D. J. Austin, G. R. Crabtree, S. L. Schreiber, Chem. & Biol. 1994, 1, 131.

{2] M. A. Lemmon, ). Schlessinger, Trends Biochem. Sci. 1994, 19, 459.

[3] A.C. Chan, D. M. Desai, A. Weiss, Annu. Rev. Immunol. 1994, 12, 555.

[4] W. H. Landschulz, P. F. Johnson, S. L. McKnight, Science 1988, 240, 1759.

[5] D. M. Spencer, T. J. Wandless, S. L. Schreiber, G. R. Crabtree, Science 1993,
262, 1019.

[6] M. N. Pruschy, D. M. Spencer, T. M. Kapoor, H. Miyaki, G. R. Crabtree,
S. L. Schreiber, Chem. & Biol. 1994, {, 163.

{71 H. Ke, D. Mayrose, P. . Belshaw, D. G. Alberg, S. L. Schreiber, Z. Y. Chang,
F. A. Etzkorn, S. Ho, C. T. Walsh, Structure ( London) 1994, 2, 33.

[8] G.Pflugl, J. Kallen, T. Schirmer, J. N. Jansonius, M. G. Zurini, M. D. Walkins-
haw, Nature 1993, 361, 91.

[9] V. E Quesniaux, M. H. Schreier, R. M. Wenger, P. C. Hiestand, M. W, Har-
ding, M. H. V. Van Regenmortel, Eur. J. Immunol. 1987, 17, 1359.

{10] T. Clackson, J. A. Wells, Science 1995, 267, 383.

[11] X S. Richardson, D. C. Richardson in Prediction of Protein Structure and The
Principles of Protein Conformation, Vol. XIII (Hrsg.: G. D. Fasman), Plenum,
New York, 1989.

[12] G. Sarkar, S. S. Sommer, BioTechniques 1990, 8, 404.

[13] P. I Belshaw, S. L. Schreiber, Chem. & Biol., eingereicht.

[14] R. Oliyai, V. J. Stella, Pharm. Res. 1992, 9, 617.

0044-8249/95/10719-2316 8 10.00 +.25/0 Angew. Chem. 1995, 107, Nr. 19



ZUSCHRIFTEN

[15] A. Ruegger, M. Kuhn, H. Lichti, H. R. Loosli, R. Huguenin, C. Quiquerez,
W. A. von Wartburg, Helv. Chim. Acta 1976, 59, 1075,

[16] R.E. Ireland, W. J. Thompson, Tetrahedron Lett. 1979, 4705.

[17] L. A. Carpino, F. A. El, J. Org. Chem. 1994, 59, 695.

[18] R. E. Handschumacher, M. W. Harding, J. Rice, R. J. Drugge, D. W. Speicher,
Science 1984, 226, 544,

[19] H. Husi, M. Zurini, 4Anal. Biochem. 1994, 222, 251.

{20} L. D. Zydowsky, F. A. Etzkorn, H. Y. Chang, S. B. Ferguson, L. A. Stolz, S. I.
Ho, C. T. Walsh, Protein Sci. 1992, 1, 1092.

{21] W.D. Lubell, T. F. Jamison, H. Rapoport, J Org. Chem. 1990, 55, 3511.

[22] X Coste, E. Frerot, P. Jouin, J Org. Chem. 1994, 59, 2437,

23] A. Nicholls, K. A. Sharp, B. Honig, Prot. Struct. Funct. Genet. 1991, 11, 283.

Radikalische C-C-Bindungskniipfung durch
photoelektronentransferkatalysierte Addition
von a-Silylcarbamaten an
acceptorsubstituierte Alkene**

Eric Meggers, Eberhard Steckhan* und
Siegfried Blechert

Lichtinduzierte Reaktionen zwischen Donor- und Acceptor-
molekiilen haben eine bedeutende Stellung in der Chemie der
Radikalionen erlangt™. So ist der photoinduzierte Elektronen-
transfer (PET) die Basis einer modernen Variante zur milden
Erzeugung von Radikalen. Durch Einelektronenoxidation
entsteht intermedidr ein Radikalkation, welches anschlieflend
unter Abspaltung eines Elektrofugs fragmentiert. Uns gelang
jetzt die Verwirklichung einer auf diesem Prinzip basierenden
Methode zur elektronentransferkatalysierten intermolekularen
C-C-Bindungskniipfung. Unter Einwirkung von UV/Vis-Licht
und in Gegenwart katalytischer Mengen von 9,10-Anthracendi-
carbonitril (ADC) und Biphenyl (BP) addieren «-Silylcarba-
mate an acceptorsubstituierte Alkene. Hierbei kommt es zur
Bildung y-acceptorsubstituierter Aminoderivate (Schema 1)31,

N

o}
)L
R« A - K P A N OCHa
N oc W ADC (5-20 Mol-%), BP (30 Mol-%)

MeCN/MeOH, hv (3> 345 nm)
Trs
A

Schema 1. PET-katalysierte Umsetzung von a-Silylcarbamaten mit acceptorsubsti-
tuierten Alkenen (A = Acceptor). Tms = Trimethylsilyl, fiir A und R siche
Tabelle 1.

Wir realisierten diese Umsetzung mit den in Tabelle 1
aufgefithrten Edukten!. Die Ergebnisse weiterer Reaktionen
mit acceptorsubstituierten Alkenen deuten darauf hin, daB
dieser Reaktionstyp allgemeingiltigen Charakter hat. Elek-
tronenreiche Alkene wie Cyclohexen und 1-Hexen reagieren je-
doch nicht.
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Tabelle 1. Durchgefithrte Additionsreaktionen.

o-Silylcarbamat Alken Additionsverb. [a] Ausbeute [%]
o)
o )OL COLCH; Can\NJLOCH3
CRLNN OCH; 1 [ CO,CH, 4 621[b)
T CO,CHy
ms
CO,CH;,
o)
Ph\L CGH“\NJLOCHQ
l Ph 5 250
CHO (bl
CHO
o)
1 CeHirmy A oeh,
HaC” ~CO.CH; 6 46(b)
HaC” ~COCH,
o)
{ CGH“\NJLOCH:,
[ N-CHa o T 60670
o) N
O ens
o X
j\ Ph” ™ N" ~OCH;
PN Socks 2| [ N-CHs “JCJI\FO 8 320
H3C Tms o} N
O tH
o X
Ph JOL oo,
\/\)N\ ocHs 3| [ N-CHs Hscz)j;yo 9 ca75[d el
HCy” “Tms o} o N

[a] Alle Additionsverbindungen sind anhand von !*C-NMR (DEPT), 'H-NMR,
IR, MS, Hochaufldsungs-MS und CHN-Analyse volistindig charakterisiert. Von 9
konnte wegen seiner Zersetzlichkeit keine Elementaranalyse erhalten werden. Typi-
sche Daten siche experimentelier Teil. [b] Isolierte Ausbeuten. {¢] Gaschromato-
graphisch bestimmte Ausbeuten. [d] Die Ausbeute wurde gaschromatographisch
abgeschitzt. [e] 9 entsteht im Diastercomerenverhiltnis von ca. 2/1, wihrend von
8 nur ein Diastereomer gefunden wurde.

Fiir die Reaktion kann folgender Mechanismus angenommen
werden: Das durch eine ET-Quenchreaktion zwischen dem
primdren Elektronendonor BP (E,, =1.98 V vs. SCE) und dem
photochemisch angeregten ADC (E, ,(S1) = 2.0 V vs. SCE)!¥
entstehende Biphenylradikalkation (Schema 2) oxidiert in einer
anschlieBenden Einelektronentransfer(SET)-Reaktion das «-
Silylcarbamat (E,, ~1.45 V vs. Ag/AgC1)!® zum Radikalkation
(Redoxphotosensibilisierung)!”..

hv

BP + ADC

(BP'*/ADC") ———> BP" 4+ ADG™
ciP FRI

Schema 2. Redoxphotosensibilisierung mit ADC und BP (CIP = Kontaktionen-
paar, FRI = Freie Radikalionen).

Nach der Silylgruppenabspaltung!®! wird das gebildete nu-
cleophile Radikal durch eine Verbindung mit einer elektronen-
armen Doppelbindung abgefangen. Der Riickelektronen-
transfer von einemm ADC-Radikalanion auf das entstandene
Sekundirradikal und die nachfolgende Protonierung schlieBen
die ET-Katalyse ab (Schema3). Als Alternative nicht
auszuschlieBen ist, daB auf der Stufe des a-Carbonylradikals ein
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