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Die Photoaffinit‰tsmarkierung ist eine bemerkenswert
leistungsf‰hige Methode zum Studium der Wechselwirkungen
von biologisch wirksamen Verbindungen (Liganden) mit den
zugehˆrigen makromolekularen Zielstrukturen.[1] Die Me-
thode erlaubt sowohl die Identifizierung der Zielstruktur
(z.B. eines Bindeproteins) als auch der eigentlichen Bin-
dungsdom‰ne auf dem Protein. F¸r die Photoaffinit‰tsmar-
kierung geeignete Verbindungen m¸ssen drei Strukturele-
mente enthalten:
a) einen Liganden, der das Reagens an die Bindungsstelle auf

dem Protein lenkt,
b) eine photolabile Gruppe f¸r die Quervernetzung mit dem

Protein,
c) einen Indikator, der die markierten Peptide nach dem

enzymatischen Abbau der markierten Proteine anzeigt.
Ein solcher Indikator kann ein radioaktiver Ligand sein

oder ein nichtradioaktives Erkennungselement, z.B. eine
angekn¸pfte Biotin-Einheit. Das Biotin-Verfahren hat den
gro˚en Vorteil, dass man markierte Proteine und markierte
Proteinfragmente anhand der Wechselwirkung von Biotin mit
Avidin oder Streptavidin nachweisen und durch Affinit‰ts-
chromatographie auch isolieren kann.[2] H‰ufig sehen Pho-
toaffinit‰tsreagentien wie 1 aus, d.h., sie enthalten eine

photoaktive Gruppe, den Liganden und die Biotin-Einheit in
linearer Anordnung. Dementsprechend sind die Synthesen
solcher Verbindungen linear und von begrenzter Effizienz.

Wir stellen hier die beiden universell einsetzbaren Pho-
toaffinit‰tsreagentien 7 (Schema 1A) und 18 (Schema 3) vor,
die eine photophore Gruppe (hier ein Aryltrifluormethyldi-
azirin, eine von Brunner eingef¸hrte Carben-Vorstufe[3, 4]),
den Biotin-Indikator sowie die Ligandenankn¸pfungsstelle
unabh‰ngig voneinander enthalten.[5] An die freie OH-
Gruppe von 7 und an die Quadrats‰ureesterfunktion von 18
kˆnnen beliebige Liganden gekn¸pft werden. Bei der Be-
strahlung (350 nm) zerf‰llt das Diazirin zum Carben.[6] Dar-
¸ber hinaus enthalten diese Verbindungen eine weitere
photolabile Gruppe, den m-Nitrophenylether, dessen Be-
strahlung in schwach alkalischer Lˆsung (ebenfalls bei
350 nm) eine aromatische Photosubstitution auslˆst, die zum
entsprechenden m-Nitrophenol f¸hrt.[7] Nakanishi[8] et al.
haben darauf hingewiesen, dass man die Photosubstitution
dazu verwenden kann, den Liganden und den Biotin-Rest vor
der massenspektrometrischen (MS) Sequenzierung zu entfer-
nen, um Schwierigkeiten bei der MS-Analyse zu vermeiden.

Das Amin 3 wurde nach Nakanishi et al. aus 5-Hydroxy-
isophthals‰uredimethylester 2 hergestellt (Schema 1A).[8] Die
Oxidation von 3 zu 4a mit Dimethyldioxiran erwies sich unter
den beschriebenen Bedingungen (angegebene Ausbeute:
66%) als schwierig zu reproduzieren. Nach unseren Erfah-
rungen liefert die von Krohn[9] et al. entwickelte (Zr(OtBu)4-
vermittelte Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid) wesentlich
bessere Ergebnisse. Die Ausbeuten lagen zuverl‰ssig bei
80%. Oxidativer Abbau[10] von 4a ergab den Aldehyd 4b, und
dessen Reduktion f¸hrte zum prim‰ren Alkohol 4c. Das
Isocyanat 6 wurde aus (R)-æpfels‰ure 5 nach bekannter
Vorschrift gewonnen.[11] 6 reagierte mit 4c zum Urethan 9,
welches dann mit dem Biotin-Derivat 8 (gewonnen aus dem
entsprechenden kommerziell erh‰ltlichen Diamin und N,N�-
Carbonyldiimidazol(CDI)-aktiviertem Biotin in Pyridin)
durch Amidbildung und Verlust der Schutzgruppe 7 lieferte.
Die 1H- und 13C-NMR-Spektren von 7 sind mit Hilfe von
H,H-COSY- und 13C,1H-COSY-Spektren vollst‰ndig interpre-
tiert worden. Das 19F-Signal trat bei �� 12.65 ppm auf
(CDCl3, TFA� 0 ppm). Das ESI-Massenspektrum[12] zeigte
die erwarteten Quasi-Molek¸lionen-Peaks.[13] 7 ist ein all-
gemein anwendbares Reagens f¸r die Photoaffinit‰tschroma-
tographie mit einem Biotin-Label. Wir verkn¸pften 7mit dem
bereits beschriebenen Moenomycin-Derivat 11 (zug‰nglich
aus Moenomycin A durch Azokupplung und eine Japp-
Klingemann-Reaktion[14]) unter Bildung von 12 (Sche-
ma 1B), das 1H- und 13C-NMR-spektroskopisch sowie mas-
senspektrometrisch charakterisiert wurde.[15]

Die Photochemie des Systems wurde mit 4c und 7 als
Modellverbindungen untersucht. Experimente im analyti-
schen Ma˚stab (0.76 mmolL�1 in Methanol, Quecksilber-
hochdrucklampe, Monochromator, 350 nm) zeigten (siehe die
isosbestischen Punkte in Abbildung 1), dass 4c einheitlich
zum Methoxy-Derivat 13 reagiert. Im pr‰parativen Ma˚stab
ergab die Bestrahlung (0.7 mmolL�1 in Methanol, 10 �C, Ar-
Schutzgas-Atmosph‰re, 350 nm, Rayonet-Reaktor) 13 in
70% Ausbeute (laut 19F-NMR-Spektrum des Reaktionsge-
misches). Nach chromatographischer Reinigung wurde 13
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Schema 1. A) Synthese von 7: a) 3, Zr(O-tBu)4 (0.1 æquiv.), tert-
Butylhydroperoxid (3 æquiv.), Molekularsieb 3 ä, CH2Cl2, 20 �C,
19 h, Flash-Chromatographie (FC) (Essigester:Cyclohexan 2:8,
Rf� 0.7), 80%; b) OsO4 (4-proz. in H2O, 0.04 æquiv.), N-Methyl-
morpholin-N-oxid (1.2 æquiv.), Aceton:H2O 8:1, 20 �C, 3 h, FC
(CHCl3:MeOH 30:1, Rf� 0.2), NaIO4 auf Kieselgel (hergestellt aus
einer 0.65 molL�1 w‰ssr. Lˆsung, 14 æquiv.), RT, 24 h, FC
(CHCl3:MeOH 8:2, Rf � 0.8), 74%; c) NaBH4 (1 æquiv.),
THF:MeOH 4:1, 10 �C, 30 min, FC (Essigester:Toluol:Cyclohexan
3:4:3, Rf� 0.4), 84%; d) 4c und 6 (1.5 æquiv.) in mehreren
Portionen, CHCl3, RT, 5 d (vollst‰ndiger Umsatz von 4c, TLC-
Kontrolle), FC (Essigester:Cyclohexan 1:1, Rf� 0.5), 88%; e) 9 und
8 (1.5 æquiv.), DME:H2O 1:4, 0 �C, 2.5 h�RT, 12 h, FC
(CHCl3:MeOH 8:2, Rf� 0.35), 65%. B) Synthese von 12 : 7 und 10
(1 æquiv.), Dimethylaminopyridin (0.9 æquiv.), Pyridin, 0 �C, dann
H2O (1 æquiv.), 11b (1.7 æquiv.) RT, 30 h, RP18-Filtration
(CH3CN:H2O 1:1, Rf� 0.9), FC (MeOH:CHCl3 2:8, Rf� 0.1,
H2O:1-Propanol, 3:7, Rf� 0.7, RP18-FC (CH3CN:H2O 3:7), 10%.
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Abbildung 1. UV/VIS-spektroskopische Kontrolle der Umwandlung von
4c in 13.

durch NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie cha-
rakterisiert (Schema 2).

Die aromatische Photosubstitution, durch die die m-Ni-
troalkoxy-Verbindungen in die entsprechenden m-Nitrophe-
nole umgewandelt werden, machen diese Gruppierung zur
vierten Sonde unseres Systems. Sie erˆffnet die erfolgver-
sprechende Aussicht, die MS-Strukturanalyse durch Ausf¸h-
ren der Photosubstitution in einem Gemisch aus H2

16O und
H2

18O zu erleichtern. Wir haben die Spaltung von 13 in

0.01 molL�1 NaOH in einem 4:1-Gemisch von H2
16O und

H2
18O durchgef¸hrt. Abbildung 2 zeigt eindrucksvoll, dass das

4:1-Verh‰ltnis von H2
16O und H2

18O in das 4:1-Intensit‰tsver-
h‰ltnis der Molek¸lionen der Substitutionsprodukte 14a und

Abbildung 2. Molek¸lionen der (des) Photosubstitionsprodukte(s) von 13.
Hellgrau: Reaktion in H2

16O, schwarz: Reaktion in 4:1 H2
16O/H2

18O.

14b ¸bertragen worden ist. Dies bedeutet, dass nach einem
Photoaffinit‰tsmarkierungsexperiment alle markierten Pep-
tide leicht im Massenspektrum durch solche Dubletts mit
einer Massendifferenz von 2 erkennbar sein sollten.

Wir haben auch den Photoabbau von 7 im analy-
tischen Ma˚stab (1.34 mmolL�, Methanol) unter
den oben beschriebenen Bedingungen durchgef¸hrt.
Die UV-Spektren erwiesen sich durch Banden-
‹berlagerungen als komplizierter als bei 4c. Um
die interessierenden Absorptionen des reagierenden
Systems zu trennen, wurden die in Abbildung 3
gezeigten Differenzspektren (A(t)�A(t�0)) berech-
net. Abbildung 3 zeigt wieder sehr schˆn zwei
isosbestische Punkte, was auf die einheitliche Um-
wandlung von 7 in 15 hinweist.

Ein zweites breit anwendbares und von einem m-
Nitroalkoxy-substituierten Phenyltrifluormethyldi-
azirin (Nakanishi-Diazirin) abgeleitetes Reagens
f¸r die Photoaffinit‰tsmarkierung ist das sekund‰re
Amin 17. Es wurde in 60% Ausbeute aus dem
Aldehyd 4b und dem Amin 16 durch reduktive
Aminierung erhalten (Schema 3). Bei der Reaktion
mit Quadrats‰urediethylester[16, 17, 18] lieferte 17 das
Quadrats‰ureesteramid 18.[19] Wie man es h‰ufig bei
Quadrats‰ureamiden findet, trat eine Reihe von 13C-
Signalen im NMR-Spektrum doppelt auf, was auf
das Vorliegen zweier Konformere hinwies. 18 kann
mit jedem gew¸nschten Liganden mit einer prim‰ren
oder sekund‰ren Amingruppe verkn¸pft werden.
Dementsprechend ergab 18 mit dem Moenomycin-
Derivat 11c das Konjugat 19, welches NMR-spek-
troskopisch und durch MS analysiert wurde.[20]

Sowohl 12 als auch 19 erwiesen sich gegen¸ber
einer Reihe von Staphylococcus-aureus-St‰mmen alsSchema 2. Photochemische Transformationen.
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Abbildung 3. UV/VIS-spektroskopische Kontrolle der Umwandlung von
7 in 15, Differenzspektren A(t)�A(t�0) .

antibiotisch aktiv (MHK-Werte 4.8� 10�7 bzw. 3.2�
10�7 molL�1),[21] sie zeigten allerdings eine niedrigere Aktivi-
t‰t als Moenomycin A.[22]

Zusammenfassend l‰sst sich sagen, dass zwei biotinylierte
Reagentien f¸r die Photoaffinit‰tsmarkierung entwickelt
wurden, die auf Nakanishis-Diazirin basieren und an die
man jeden geeigneten Liganden, der die gesuchte Bindungs-
stelle an der Zielstruktur erkennt, anh‰ngen kann. Die
photochemische Abspaltung von Ligand und Biotin vor der
MS-Sequenzierung kann dazu genutzt werden, ein 16O/18O-
Erkennungselement in markierte Peptide einzuf¸hren. Dies
sollte die massenspektrometrische Identifizierung markierter
Peptide und Fragmente enorm erleichtern. Die antibiotisch
aktiven Verbindungen 12 und 19 sind f¸r Photoaffinit‰ts-
markierungsexperimente sehr geeignet. Ihren Einsatz bei der
Photoaffinit‰tsmarkierung ihres Zielproteins, der Transglyco-
sylase-Dom‰ne des Penicillin-bindenden Proteins 1b,[23] hof-
fen wir in n‰chster Zeit beschreiben zu kˆnnen.
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[1] F. Kotzyba-Hilbert, I. Kapfer, M.
Goeldner, Angew. Chem. 1995, 107,
1391 ± 1408; Angew. Chem. Int. Ed.
Engl. 1995, 34, 1296 ± 1312; S. A. Fle-
ming, Tetrahedron 1995, 51, 12479 ±
12520; G. Dorma¬n, Top. Curr. Chem.
2001, 211, 169 ± 225; G. Dorma¬n, G. D.
Prestwich, Trends Biotechnol. 2000,
18, 64 ± 76.

[2] A Laboratory Guide to Biotin-Labe-
ling in Biomolecule Analysis (Hrsg.: T.
Meier, F. Fahrenholz), Birkh‰user,
Basel 1996.

[3] J. Brunner,Annu. Rev. Biochem. 1993,
62, 483 ± 514; T. Weber, J. Brunner, J.
Am. Chem. Soc. 1995, 117, 3084 ± 3095.

[4] Einen Vergleich von vier photoakti-
vierbaren Reagentien findet man bei
P. J. A. Weber, A. G. Beck-Sickinger,
J. Peptide Res. 1997, 49, 375 ± 383.

[5] Vgl. B. A. Gilbert, R. R. Rando, J.
Am. Chem. Soc. 1995, 117, 8061 ± 8066.

[6] M. Nassal, Liebigs Ann. Chem. 1993,
1510 ± 1523; Y. Ambroise F. Pillon, C.
Miokowski, A. Valleix, B. Rousseau,
Eur. J. Org. Chem. 2001, 3961 ± 3964,
zit. Lit.

[7] E. Havinga, M. E. Kronenberg, Pure
Appl. Chem. 1968, 16, 137 ± 152.

[8] K. Fang, M. Hashimoto, S. Jockusch,
N. J. Turro, K. Nakanishi, J. Am.
Chem. Soc. 1998, 120, 8543 ± 8544; M.
Hashimoto, Y. Liu, K. Fang, H. Li, G.
Campiani, K. Nakanishi, Bioorg. Med.
Chem. 1999, 7, 1181 ± 1194.

[9] K. Krohn, J. K¸pke, H. Rieger, J.
Prakt. Chem. 1997, 339, 335 ± 339.

[10] M. Daumas, Y. Vo-Quang, L. Vo-
Quang, F. Le Goffic, Synthesis 1989,
64 ± 65.

[11] T. R¸hl, L. Hennig, Y. Hatanaka, K.
Burger, P. Welzel, Tetrahedron Lett.
2000, 4, 4555 ± 4558; K. Burger, E.
Windeisen, R. Pires, J. Org. Chem.

Schema 3. Synthese von 19 : a) 4b and 16 (1.5 æquiv.), MeOH, TFA (0.2 molL�1 in MeOH, pH auf 7.0
eingestellt), NaCNBH3 (1 æquiv.), RT, 32 h, FC (MeOH:CHCl3 1:9, Rf� 0.1), 60%; b) 3,4-Diethoxy-3-
cyclobuten-1,2-dion (2.7 æquiv.), EtOH, RT, 19 h, FC (MeOH:CHCl3 2:10, Rf� 0.5), 91%; c) 11a (1 æquiv.),
H2O:MeOH 1:1, Et3N (pH auf 9 eingestellt), 18, RT, 5 d, FC (1-Propanol:H2O 7:2, Rf� 0.5), 32%.
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Die Hemmung der proinflammatorischen Cytokine Inter-
leukin 1� (IL-1�) und Tumornekrose-Faktor � (TNF-�) ist
der Schl¸sselprozess bei der Entwicklung entz¸ndungshem-
mender Arzneistoffe.[1] Zu den vielversprechenden nieder-

molekularen Cytokin-Hemmstoffen z‰hlen Inhibitoren der
p38-MAP-Kinase, einer Kinase mit Serin/Threonin-Spezifi-
t‰t, die an der Biosynthese und der Freisetzung verschiedener
Cytokine beteiligt ist.[2a] Unsere Leitverbindung ML 3163 ist
wie andere potente Hemmstoffe der p38-MAP-Kinase auch
vom 5-(Pyridin-4-yl)imidazol SB 203580 abgeleitet (Sche-
ma 1), das an die ATP-Bindungsstelle der Kinase bindet[2b]

und seine Wirksamkeit in verschiedenen Testmodellen unter

Schema 1. Strukturelle Voraussetzungen f¸r die Hemmung der p38-MAP-
Kinase.

Beweis gestellt hat.[2c] Bei der Entwicklung von Arzneistoffen
m¸ssen neben der pharmakologischen Aktivit‰t der Leit-
struktur weitere Parameter wie Bioverf¸gbarkeit und Toxizi-
t‰t ber¸cksichtigt werden. So wurde beispielsweise die Wei-
terentwicklung von SB 203580 durch dessen hohe Lebertoxi-
zit‰t verhindert, die auf einer Wechselwirkung mit
Cytochrom P450 (P450) beruht.[2d] F¸r jede Leitstrukturopti-
mierung ist daher ein einfacher pr‰parativer Zugang zu einer
Vielzahl von pharmakologisch wirksamen und strukturell
unterschiedlichen Derivaten von zentraler Bedeutung.

Hier stellen wir solch eine vielseitige Synthesestrategie vor,
die der z¸gigen Herstellung zahlreicher Analoga von
ML 3163 dient. In dieser Substanzklasse (Schema 1) sind die
Substituenten an den Positionen 4 und 5 des Imidazolger¸stes
f¸r eine effiziente und selektive Hemmung der p38-MAP-
Kinase entscheidend,[2b,e,f] w‰hrend die Substituenten an den
Positionen 1 und 2 haupts‰chlich dazu dienen, die Wechsel-
wirkung mit P450 zu reduzieren und die Zellpermeabilit‰t zu
verbessern. Um p38-MAP-Kinase-Inhibitoren mit erhˆhter
zellul‰rer Aktivit‰t und verminderter Toxizit‰t zu erhalten,
haben wir eine Synthese zur Herstellung von 1,2,4,5-substi-
tuierten Imidazolen entwickelt, die hinsichtlich der Art der
Substituenten sehr flexibel ist. Besonders wichtig ist hierbei
die Mˆglichkeit zur regioselektiven Einf¸hrung des Substi-
tuenten am Stickstoffatom des Imidazols, da das Ausma˚ der
Enzymhemmung entscheidend von der r‰umlichen Anord-
nung des N-Substituenten abh‰ngt (Schema 1).[2e,f] Auf diese
Weise konnten wir mehrere ML-3163-Analoga synthetisieren,
die ein hohes cytokinhemmendes Potential aufweisen und
damit f¸r die Weiterentwicklung geeignet sind. Dar¸ber
hinaus kann die Methode auch f¸r die Suche nach ATP-
kompetitiven Hemmstoffen anderer Kinasen eingesetzt wer-
den.
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