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Ras-Proteine, S-farnesylierte plasmamembrangebundene
Proteine, sind entscheidend an der zelluldren Transduktion
mitogener Signale beteiligt.!! Punktmutationen in den ras-
Genen werden bei ca. 40% aller Tumore gefunden, bei
einigen der Hauptkrebsarten, wie Darm-, Brust- und Bauch-
speicheldriisenkrebs, sogar in mehr als 80 % aller Fille.! Fiir
die Ausiibung ihrer signaltransduzierenden Funktion im
normalen und transformierten Zustand miissen die Ras-
Proteine farnesyliert sein; nichtfarnesyliertes Ras befindet
sich im Cytosol und ist daher inaktiv.%3 Die gezielte
Inhibierung der Ras-Farnesylierung wurde daher als vielver-
sprechender Ansatzpunkt fiir die Entwicklung neuer Anti-
tumor-Wirkstoffe angesehen.>*3 Neuere Erkenntnissel®!
legten dann jedoch nahe, dafl die Inhibitoren der Protein-
Farnesyltransferase (PFT) ihre unterdriickende Wirkung auf
das Wachstum transformierter Zellen® auch durch das Ver-
hindern der Farnesylierung anderer Proteine ausiiben,”! die
zugehorigen intrazelluliren Angriffspunkte konnten aber
noch nicht eindeutig identifiziert werden. Fiir das Studium
dieser biologischen Prozesse und die Entwicklung neuer
Therapeutika sind daher alternative Farnesyltransferase-In-
hibitoren von besonderer Bedeutung. Ein groBes Interesse
besteht vor allem an modular aufgebauten Inhibitoren, deren
Struktur sich rasch mit kombinatorischen Verfahren variieren
14Rt.B1 Dariiber hinaus wurden Bisubstratanaloga, die sowohl
den Farnesylrest als auch das Peptidsubstrat imitieren, als
besonders vielversprechend erkannt,! bislang sind jedoch nur
wenige Inhibitoren dieses Typs verfiigbar. Das aus Strepto-
myces-Arten isolierte PepticinnaminE 1 (Schema 1) ist ein
natiirlicher PFT-Inhibitor,'”! der diese Voraussetzungen er-
fullen konnte. Wir berichten hier von der Synthese beider
Diastereomere dieses ungewohnlichen peptidischen Natur-
stoffs (die absolute Konfiguration der zentralen, nichtprotei-
nogenen Aminosdure war nicht bekannt) sowie von der
Evaluierung ihrer PFT-inhibierenden Eigenschaften unter
Verwendung einer rekombinanten Protein-Farnesyltrans-
ferase.

Die retrosynthetische Analyse von PepticinnaminE fiihrte
nach der Spaltung der Amid- und Esterbindungen zu den
Aminosduren 2—4, zum Diketopiperazin 5 und zur (Pente-
nylphenyl)acrylsiure 6 (Schema 1). Die Sdure 6!'] wurde aus
dem kiuflichen Aldehyd 7 aufgebaut (Schema 2). Hierfiir
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Schema 1. Retrosynthese von PepticinnaminE 1.
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Schema 2. Synthese der Pepticinnamin-E-Fragmente 6, 9, 11a und 11b.
a) Mel, K,COj;, Aceton, 76 %; b) Ph,P=C,H,, THF, —100°C, 84 %, d.r.=
92:8; ¢) LiAlH,, THF, 97%; d) PCC, CH,Cl,, 96%; e¢) CH,(COOH),,
Pyridin, Piperidin, 70%; f) Cl,, CH,Cl,, 68 %; g) BzIBr, K,CO;, DMF,
93%; h) NaBH,, MeOH, dann H,0, 99 %; i) CBr,, PPh;, Et,0, 85%;]) 9,
THEF, —78°C, 85%, d.r.=95:5; k) 0.5~ HCI, THF, dann Boc,O, NEt;,
MeOH, 88 %; 1) LiOH, THF, H,0, 99 %; m) NaH, Mel, THF, 96 %. Bzl =
Benzyl, PCC = Pyridiniumchlorochromat.

wurde zunéchst der Methylester hergestellt und eine cis-
selektive Wittig-Reaktion zum Alken angeschlossen. Die
Uberfithrung des Esters in den Benzaldehyd gelang durch
eine zweistufige Reaktion, an die eine vollstdndig trans-
selektive Knoevenagel-Kondensation mit Malonsdure zur
gewiinschten (Pentenylphenyl)acrylsdure 6 angeschlossen
werden konnte.

Die Synthese der nichtproteinogenen Aminosduren 11a
und 11b in jeweils enantiomerenreiner Form gelang mit dem
Bislactimether-Verfahren nach Schéllkopfl'? (Schema 2).
Hierfiir wurde in einer vierstufigen Reaktionsfolge das
Benzylbromid 9 aus dem Phenol 8 hergestellt. Zunéchst
wurde der Chlorsubstituent durch Behandeln mit fliissigem
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Chlor in Dichlormethan regioselektiv an der sterisch gehin-
derten ortho-Position eingefiihrt, was das 1,2,3,4-tetrasubsti-
tuierte Aren lieferte. Nach Schiitzen des Phenols als Ben-
zylether gelang die Reduktion des Aldehyds zum Benzylal-
kohol, der mit dem Appel-Reagens zum Benzylbromid 9
umgesetzt wurde. Die Alkylierung des lithiierten Bislactim-
ethers 10 ergab eine Ausbeute von 85% mit einem Diaste-
reomerenverhiltnis (d.r.) von 95:5. Das chirale Auxiliar
wurde nach Spaltung des Bislactimethers und Maskieren der
freien Aminogruppen als fert-Butoxycarbonyl(Boc)-Urethan
chromatographisch abgetrennt. Verseifung des Ethylesters
mit Lithiumhydroxid und selektive N-Methylierung des Boc-
Urethans schlossen die Synthese der beiden Enantiomere der
gewiinschten Aminosiure (11a und b) ab.

Zur Synthese der beiden Epimere des zentralen Tripeptids
(14a und b) wurde die jeweilige (R)- oder (S)-Aminosiure
11a bzw. b zunéchst an das Phenylalaninderivat 12 gekuppelt,
und nach Abspaltung der Boc-Gruppe wurde die Aminosiu-
rekette mit Bis(benzyloxycarbonyl)-geschiitztem Tyrosin 13
zu 14a oder 14b verlidngert (Schema 3). Nach Pd’-vermittelter
selektiver Spaltung der Allylestergruppe am C-Terminus
wurde dort das Diketopiperazin 5 angekniipft. Wéhrend
mehrere etablierte Methoden zur Synthese von Estern!'! hier
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Schema 3. Synthese von PepticinnaminE 1. a) 11a oder 11b, EDC, HOAL,
DMEF, 81 % fiir (S.5) (77 % fiir (R,S)); b) HCI, Et,0, quant.; ¢) Z-(R)-Tyr-Z
13, EDC, HOAt, DMF, 75% (77 %); d) [Pd(PPh;),], Morpholin, CH,Cl,,
89% (88%); e) DEAD, PPh;, 5, DMF, 53% (55%); f) H,, Pd/C, HOAc,
EtOH; g) 16, DMF, 31% (33 %) iiber zwei Stufen. DEAD = Diethylazo-
dicarboxylat, EDC = N'-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid,
Z = Benzyloxycarbonyl.
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nur wenig zufriedenstellende Ergebnisse lieferten, erwies sich
die Aktivierung der Alkoholfunktion von 5 unter Mitsunobu-
Bedingungen!'¥! als sehr vorteilhaft. Die drei Benzylschutz-
gruppen der so erhaltenen Ester 15a und b wurden in einem
Schritt durch palladiumkatalysierte Hydrogenolyse abgespal-
ten und die dabei freigesetzte Aminogruppe selektiv mit dem
als 7-Aza-1-hydroxy-1H-benzotriazol(HOAt)-Ester aktivier-
ten Zimtsdurederivat 16 zum Naturstoff 1 bzw. zu dessen
Diastereomer epi-1 acyliert. Ein Vergleich der Retentions-
zeiten bei der HPLC mit vier verschiedenen Laufmitteln, der
'H-NMR-Spektren (500 MHz) sowie der spezifischen Dre-
hungen der hergestellten Verbindungen mit den fiir eine
authentische Probe des Naturstoffs'*l erhaltenen Referenz-
daten belegte, daf die zentrale Aminosdure von Pepticinna-
min E die S-Konfiguration hat.

Die Inhibierung der Ras-Farnesyltransferase wurde mit
einem In-vitro-Test untersucht, bei dem fluorimetrisch der
enzymkatalysierte Farnesyltransfer von Farnesylpyrophos-
phat (FPP) auf ein 5-(Dimethylamino)naphthalin-1-sulfonyl-
(Dansyl)-markiertes Peptidsubstrat (Gly-Cys-Val-Leu-Ser,
GCVLS) gemessen wird.l'] Als Enzym wurde eine auf dem
Plasmid pT7-7 codierte und im Escherichia-coli-Stamm
BL21[" {iberexprimierte, rekombinante Ras-Farnesyltransfe-
rase aus Saccharomyces cerevisiae verwendet.'s! In diesem
Expressionssystem gewéhrleistet der virale, aus dem Bakte-
riophagen T7 stammende Promotor @10 eine hohe Trans-
kriptionseffizienz; eine effiziente Translation wird durch eine
Ribosomenbindungsstelle (RBS, auch als Shine-Dalgarno-
Sequenz bezeichnet) vor dem Startcodon erreicht. Dariiber
hinaus ist die Transkription nicht von der bakteriellen,
sondern von der viralen T7-Polymerase abhdngig, deren
Gen ins Genom der E.-coli-BL21-Zellen integriert ist. Zur
Expression der Farnesyltransferase wurden die Gene dprl
und ram?2, die die beiden Untereinheiten dieses heterodime-
ren Enzyms codieren, aus den Hefeplasmiden YEP13 bzw.
YEP24 isoliert!"®] und durch ortsspezifische PCR-Mutagenese
(PCR = Polymerasekettenreaktion) jeweils eine Schnittstelle
fir die Restriktionsendonuclease Ndel eingefiihrt. Diese
Schnittstelle enthélt das Startcodon und gewihrleistet bei
der spéteren Klonierung den korrekten Abstand zur Shine-
Dalgarno-Sequenz, wodurch sich die in einen Vektor inse-
rierten Fremdgene im richtigen Leseraster befinden. Beide
Gene wurden jeweils tiber diese Schnittstelle einzeln in ein
pT7-7-Plasmid kloniert. Da dieser Vektor nur ein Resistenz-
gen (Gen fiir Ampicillinresistenz, amp’) enthilt, kann zur
Expression nur ein einziges, rekombinantes Plasmid benutzt
werden, das die beiden gewiinschten Gene enthilt. Daher
wurde aus dem pT7-7/dpri-Plasmid die Gensequenz samt
RBS herausgeschnitten (—dprl +RBS), das pT7-7/ram2-
Plasmid geoffnet und das Fragment dprl +RBS inseriert.
Das so erhaltene Plasmid (Abb. 1) wurde in E.-coli-BL21-
Zellen transformiert und die rekombinanten Bakterien zur
Expression verwendet.

Die Auswertung der kinetischen Daten nach Lineweaver
und Burk (Abb. 2) ergab, daB es sich bei dem Naturstoff um
einen kompetitiven Inhibitor sowohl beziiglich des Peptid-
substrats als auch beziiglich des FPPs handelt. Die ermittelten
K- und Ky-Werte sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Zusitzlich
wurden die ICs;-Werte von PepticinnaminE 1, seinem Dia-
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amp’

RBS
Abb. 1. Das zur Expression verwendete pT7-7-Plasmid mit den beiden
Farnesyltransferase-Genen dpr! und ram?2.
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Abb. 2. Lineweaver-Burk-Auftragungen, aus denen die K;-Werte fiir die
Inhibierung der Farnesyltransferase durch 1 bestimmt wurden. Der Reak-
tionsansatz (400 uL Gesamtvolumen) enthielt fiir jede Messung 4 ug
Enzym (partiell gereinigt), S0 mm Tris/HCI (pH 7.5), 5 mm Dithiothreitol,
Smm MgCl, und 10 pm ZnCl,. a) Inhibierung beziiglich des Peptidsub-
strats bei konstanter Konzentration von FPP (75 um) sowie unterschied-
lichen Inhibitorkonzentrationen ¢ =0 (+, —), 5.5 (0, - - - -) und 27.5 pm
(0, —=-). b) Inhibierung beziiglich FPP bei konstanter Konzentration des
Peptidsubstrats (84.3 um) sowie ¢ =0 (4+,—) und 13.75 um (0, - —-). S=
Substratkonzentration, v = Reaktionsgeschwindigkeit.

Tabelle 1. Aus Michaelis-Menten- und Lineweaver-Burk-Auftragungen
bestimmte K- und K;-Werte.

Ky [um]
Dansyl-GCVLS FPP

Ky [um]
Dansyl-GCVLS FPP

9 14 30 8
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stereomer epi-1 sowie den Tripeptidderivaten 14a, b und
17a, b bestimmt. Diese Werte sind in Tabelle 2 zusammen-
gefa3t und belegen, daB3 die absolute Konfiguration der
zentralen Aminosdure einen wesentlichen Einfluf auf die
inhibitorische Aktivitédt hat: Einerseits ist 1 ein ca. sechsmal
starkerer Inhibitor als sein Epimer epi-1, andererseits ist nur
die Sdure 17b mit der (R,S,S)-Konfiguration, nicht aber die

Tabelle 2. Fiir Pepticinnamin E und einige synthetische Derivate bestimm-
te IC5,-Werte.

Nr. Verbindung 1Cs, [um]
BnQ  ome
Cl
Z O Me O _a]
! HN A AN o ;2: 22?}9)) _tal
Me o) = Iy
oz
BnQ  ove
Cl
Z O Me O _a]
2 H L L NS)LOH 17a (R,R.S)
Me & = 17b (R.S.S) 67
oz
3 Pepticinnamin E 1 42
4 epi-Pepticinnamin E epi-1 237

[a] Keine Inhibierung.

epimere Sdure 17a mit der (R,R,S)-Konfiguration unter den
Testbedingungen inhibitorisch aktiv. Ferner belegen die
Daten, daf3 die C- und N-terminalen Modifizierungen des
Naturstoffs fiir die Inhibierung des Farnesyltransfers offenbar
nicht unbedingt erforderlich sind (Nr.2 in Tabelle 2).

Wir haben somit erstmals den Naturstoff Pepticinnamin E
synthetisiert und nachgewiesen, da3 er ein Bisubstratinhibitor
fiir eine rekombinante Farnesyltransferase ist. Dariiber hin-
aus wurden erste Strukturparameter identifiziert, die die
Inhibierung mafgeblich bestimmen. Durch die kombinatori-
sche Synthese weiterer Analoga dieses modular aufgebauten
Farnesyltransferase-Inhibitors sollten rasch und effizient
weitere Inhibitoren zugénglich sein, mit denen die Farnesy-
lierung unterschiedlicher, an zelluldren Signaltransduktions-
kaskaden sowie an der Transformation von Zellen beteiligter
Proteine studiert und gehemmt werden kann.

Eingegangen am 24. November 1997 [Z11190]
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Methyltransfer von Methanol auf
Co-Cobyrinate: ein Modell fiir die
Coenzym-B,,-abhiingige Methyltransferase ?**

Alexander Schnyder, Tamis Darbre* und Reinhart
Keese*

Manche methanogene und acetogene Bakterien konnen
Methanol als Methylquelle fiir die Bildung von Methan oder
Acetyl-CoA verwenden.'# In den bekannten Beispielen
wirken Co-Corrinoide als prosthetische Gruppen und bilden
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Co-CH;-Komplexe, aus denen die CH;-Gruppe auf Coen-
zym M (HSCH,CH,SO3) oder bei der Bildung von Acetyl-
CoA moglicherweise auf Tetrahydrofolsédure {ibertragen wird.
Aus Experimenten mit chiralen CHDT-Gruppen geht ein-
deutig hervor, daB der Methyltransfer auf Co' in Enzym-
reaktionen iiber eine nucleophile Substitution verlduft.> @ Da
OH-Gruppen im allgemeinen durch einen energieverbrau-
chenden Prozef} aktiviert werden miissen, um zur Abgangs-
gruppe in Substitutionsreaktionen zu werden, ist die Frage
nach der Art der Aktivierung in derartigen Enzymreaktionen
von besonderer Bedeutung.!”? Wihrend fiir die Ubertragung
der N’-Methylgruppe auf Cob(i)-alamin wie bei der durch
Methionin-Synthetase katalysierten Reaktion eine Protonie-
rung des N°-Methyltetrahydrofolats als wirkungsvollste Me-
thode der Aktivierung vorgeschlagen wurde, kommt ATP fiir
die Aktivierung von Methanol in Frage.['"]

Kiirzlich wurde allerdings berichtet, daB Zn** ein essen-
tieller Faktor fiir die Ubertragung der Methylgruppe von
Methanol auf Co'! in methanogenen Bakterien ist. Die Gibbs-
Energie AG® fir die Bildung von Methylcobalamin aus
Cob(1)-alamin und Methanol betrug dabei ca. —7 kI mol [
Zn%* ist eine starke Lewis-Sdure und kann Substrate von
Hydrolasen fiir einen Angriff durch ein Nucleophil wie
Wasser aktivieren.'?l Weitere Beispiele fiir die Aktivierung
von Substraten durch Zn?* wurden kiirzlich beschrieben.['> 14

Schlieft man eine Aktivierung von Methanol durch Um-
wandlung in Methylphosphat oder andere Ester fiir diese
Reaktion aus, stellt sich bei der Entwicklung von Modell-
systemen die Frage, ob eine direkte Ubertragung der CH;-
Gruppe von Methanol moglich ist, wenn Co' als Supernu-
cleophill®™ reagiert und die OH-Gruppe durch reversible
Komplexierung mit einer Lewis-Séure aktiviert wird.l'¥) Um
die Reaktivitdt von Methanol unter solchen Randbedingun-
gen zu kldren und die mogliche Rolle von Zn?* als Aktivator
in Sy2-Reaktionen mit Co! als Supernucleophil zu unter-
suchen, haben wir die in Schema 1 dargestellte Reaktion
durchgefiihrt.

Behandelt man den Co"-Komplex 1a in CH;OH mit einem
UberschuB an NaBH, in Gegenwart von ZnCl, bei Raum-
temperatur oder 37 °C, wird Co" zu Co! reduziert, erkennbar
durch einen sofortigen Farbumschlag von Orange nach
Dunkelgriin. Unter diesen Bedingungen konnte nach 3 h kein
Co-CH;-Komplex 2a nachgewiesen werden. Wurde die Re-
aktionsmischung jedoch 3 h unter Riickfluf} erhitzt, erhielt
man 2a und 3a in einer Ausbeute von 15-20% und im
Verhiltnis 10:1. In Abwesenheit der Lewis-Séure findet keine
Methylierung statt. Dieses Ergebnis ist vereinbar mit einer
Methylierung, in der CH;OH durch Zn?* aktiviert wird, aber
auch mit einem intra- oder einem intermolekularen CHj;-
Transfer von einer der Methoxycarbonylgruppen. Eine in-
tramolekulare Sy2-Reaktion ist unwahrscheinlich, da mit den
kurzen Alkylketten die stereoelektronisch erforderliche li-
neare Anordnung zwischen Co' und der Methoxycarbonyl-
gruppe nicht moglich ist.[' 18]

Um eine intermolekulare Substitution an einer der Me-
thoxycarbonylgruppen auszuschlieBen, wurde die Methylie-
rung in CD;OH als Losungsmittel durchgefiihrt. Nach 3 h
konnte nur der CD;-Co-Komplex, aber kein 2a nachgewiesen
werden. Allerdings wurden unter diesen Bedingungen die
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