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Die Farnesyltransferase katalysiert die posttranslationale
Modifikation zahlreicher an der intrazellul�ren Signaltrans-
duktion beteiligter Proteine. Dabei wird der Farnesylrest des
Farnesylpyrophosphats auf eine Cysteinseitenkette des Sub-
strats �bertragen. Der modifizierte Cysteinrest ist Bestandteil
einer charakteristischen carboxyterminalen Konsensusse-
quenz, der CAAX-Box (C: Cystein, A: Aminos�ure mit
aliphatischer Seitenkette, X: Serin oder Methionin).[1–3]

Mehrere Hemmstoffe der Farnesyltransferase wurden als
potenzielle Tumortherapeutika entwickelt. Die Substanzen
mehrerer Pharmaunternehmen befinden sich mittlerweile in
fortgeschrittenen Stadien der klinischen Pr�fung.[4, 5]

Farnesyltransferasen wurden außer beim Menschen auch
in weiteren eukaryotischen Organismen, darunter humanpa-
thogenen Protozoen der Gattungen Plasmodium,[6,7] Trypa-
nosoma,[8–10]Leishmania[10] und Toxoplasma,[11] gefunden. Die
Hemmung der Farnesyltransferase wurde daher auch als
neues Therapieprinzip zur Behandlung von Protozoeninfek-
tionen vorgeschlagen.[4] Von besonderer Bedeutung ist hier
die Therapie der Malaria tropica, die durch die Infektion mit
P. falciparum hervorgerufen wird. Etwa 40% der Weltbe-
vAlkerung leben inMalariagebieten; 2–3MillionenMenschen
sterben j�hrlich an dieser Infektion. Durch die bedrohliche
Ausbreitung von Malariaerregern, die gegen Chloroquin und
andere herkAmmliche Antimalaria-Wirkstoffe resistent

geworden sind, besteht ein dringender Bedarf an neuen
Therapeutika.[12,13]

Die Entwicklung von Farnesyltransferase-Inhibitoren als
Malariatherapeutika wird dadurch erschwert, dass die hete-
rologe Expression der Farnesyltransferase von P. falciparum
bisher nicht gelungen ist und damit kein rekombinantes
Protein f�r das Routine-Screening zur Verf�gung steht. Es
konnte lediglich das native Protein aus In-vitro-Kulturen des
Erregers partiell gereinigt und die Hemmung der Aktivit�t
durch mehrere bekannte Farnesyltransferase-Inhibitoren de-
monstriert werden.[7] Allerdings scheinen f�r die Entwicklung
neuer Chemotherapeutika Aktivit�ten aussagekr�ftiger, die
an Kulturen der Blutstadien von P. falciparum bestimmt
wurden. Gelb et al. haben eine Reihe von Farnesyltrans-
ferase-Inhibitoren, die aus der Gruppe von Sebti und
Hamilton stammen, an solchen Blutkulturen getestet und
dabei Aktivit�ten im mikromolaren Bereich gefunden.[14]

Wir haben in den letzten Jahren eine neue Klasse von
Farnesyltransferase-Inhibitoren entwickelt, die auf dem Ben-
zophenon-Grundger�st basieren.[15] Verbindungen dieses
Typs hemmen in vitro das Wachstum des multiresistenten
P.-falciparum-Stammes Dd2 mit IC50-Werten im nanomola-
ren Bereich[16–19] und sind damit ein bis zwei GrAßenordnun-
gen aktiver als die bis dahin beschriebenen Farnesyltrans-
ferase-Inhibitoren. Zu unserer Entt�uschung erwiesen sich
diese in vitro potenten Substanzen, z.B. die Verbindungen 1
und 3, bei der In-vivo-Testung in einem murinen Malaria-
modell als unwirksam, vermutlich wegen ihrer unzureichen-
den WasserlAslichkeit. Wir haben nun versucht, die zwingend
erforderliche In-vivo-Aktivit�t durch die Einf�hrung eines
Methylpiperazinylrests in die a-Position des Phenylacetylres-
tes an der 2-Aminogruppe des Benzophenon-Grundger�stes
zu erreichen. Durch diese Modifikation wurde eine wesent-
lich bessere WasserlAslichkeit erreicht (Tabelle 1).

Zur Herstellung dieser Verbindungen (Schema 1) wurde
2-Amino-5-nitrobenzophenon mit k�uflichem a-Chlor-
phenylessigs�urechlorid oder a-Brom-p-chlorphenylessigs�u-
rechlorid (synthetisiert nach Lit. [20]) umgesetzt. Anschlie-
ßend wurde der a-Halogensubstituent gegen den Heterocyc-
lus ausgetauscht. Nach Reduktion der Nitrogruppe lieferte
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die erneute Acylierung mit der Biarylacryls�ure die Zielver-
bindungen 2 und 4.
Die Einf�hrung des Methylpiperazinylrestes hatte im Fall

der am Phenylring unsubstituierten Verbindung keinen Ein-
fluss auf die In-vitro-Aktivit�t (vgl. 1 und 2 in Tabelle 1). Bei
den a-unsubstituierten Verbindungen verbessert ein para-
st�ndiger Chlorsubstituent im terminalen Phenylrest die
Aktivit�t deutlich (vgl. 1 und 3). Dieser Effekt wurde
schw�cher ausgepr�gt auch bei den a-Piperazin-Derivaten
beobachtet (vgl. 2 und 4). Diese Struktur-Wirkungs-Bezie-
hungen lassen sich anhand von Docking-Studien erkl�ren.
F�r diese Studien wurde die bekannte Struktur der Farnesyl-
transferase aus der Ratte (PDB-Code: 1QBQ) verwendet.[22]

Zwar unterscheiden sich die Sequenzen der Farnesyltrans-
ferasen aus P. falciparum und aus der Ratte aufgrund zus�tz-
licher Schleifen im Enzym aus P. falciparum sehr deutlich,
jedoch sind die Aminos�uren, die das aktive Zentrum bilden,
bei beiden Spezies bis auf wenige Ausnahmen identisch. Eine
Verwendung der Kristallstruktur des Rattenenzyms zur
qualitativen Absch�tzung der Struktur-Wirkungs-Beziehun-
gen scheint somit berechtigt.
Das Docking wurde mit AutoDock 3.0[23,24] unter Ver-

wendung des genetischen Algorithmus von Lamarck (Stan-
dardparameter) und 50 unabh�ngiger L�ufe durchgef�hrt.
Zur Proteinstrukturaufbereitung wurden polare Wasserstoff-

atome mit dem PROTONATE-Programm aus der AMBER-
7-Suite[25] angef�gt, Kraftfeldladungen mit dem AMBER-
„united-atom“-Modell[26] berechnet und Solvatationsparame-
ter mit dem Programm ADDSOL aus AutoDock 3.0 zuge-
wiesen. F�r die Liganden wurden partielle Atomladungen
nach Gasteiger und Marsili[27] berechnet, und alle Bindungen
außer den Amidbindungen wurden als drehbar gesetzt.
W�hrend es sich bei den biologisch untersuchten Verbindun-
gen um Racemate handelte, wurden im Dockingexperiment
nur die S-Enantiomere untersucht.
Strukturell �hnliche LAsungen der Dockingl�ufe wurden

zu Clustern zusammengefasst (mittlere quadratische Abwei-
chung < 1 N), wobei jeder Cluster durch die
jeweils energetisch g�nstigste Ligandenkonfi-
guration repr�sentiert wurde. Sowohl f�r Ver-
bindung 2 als auch f�r Verbindung 4 befindet
sich der grAßte Cluster auf Rang 3 (AutoDock-
Bewertung). Dessen jeweilige repr�sentative
LAsung wurde f�r den Struktur-Aktivit�ts-
Vergleich ausgew�hlt und die relative Affinit�t
mit der wissensbasierten Bewertungsfunktion
DrugScore ermittelt.[28]

Die Dockingexperimente ergaben f�r
beide Verbindungen einen �hnlichen Bin-
dungsmodus (Abbildung 1). Der Chlorsubsti-
tuent des Inhibitors 4 ragt jedoch tiefer in die
Bindetasche hinein, hat so die MAglichkeit zu
einer N�H···Cl-Wechselwirkung zu His149
und zeigt deshalb eine hAhere Affinit�t als
Verbindung 2. Dass die durch den Chlorsub-
stituenten verursachte Aktivit�tssteigerung bei
den Piperazin-substituierten Derivaten schw�-
cher ausgepr�gt ist als bei denen ohne Pipera-
zinylrest, kann dadurch erkl�rt werden, dass

der sterisch anspruchsvolle Piperazinylrest die Wechselwir-
kung des Chlorphenylrestes zu His149 behindert.

Tabelle 1: In-vitro- (bestimmt nach Lit. [21]) und In-vivo-Aktivit&t (in
mgkg�1 KG) sowie LHslichkeit der Verbindungen 1–4.

Verbindung IC50 [nm] ED50 ED90 LHslichkeit [mm]
[a] [b]

1 270�30 – – <0.04 <0.06
2 270�35 30 40 0.35 >3.33
3 64�11 – – <0.04 <0.06
4 210�21 21[c] 25[c] 0.25 1.25

[a] In Phosphatpuffer pH 7.2. [b] In Wasser. [c] Bei einer Wiederholung
der Bestimmung unter gleichen Bedingungen wurden f'r die Substanz 4
ein ED50-Wert von 22 und ein ED90-Wert von 28 mg pro kg KHrpergewicht
bestimmt.

Schema 1. Synthese der Verbindungen 2 und 4. a) R�C6H4�CHX�COCl, Toluol/Dioxan,
2 h, R'ckfluss; b) N-Methylpiperazin, Acetonitril, 24 h, R'ckfluss; c) SnCl2, Ethylacetat,
2 h, R'ckfluss; d) NO2�C6H4�C4H2O�CH=CH�COCl, Toluol/Dioxan, 2 h, R'ckfluss.
X=Cl, Br, R=H, Cl.

Abbildung 1. Pberlagerung ausgew&hlter DockinglHsungen f'r die Inhi-
bitoren 2 (t'rkis) und 4 (gelb) in der Bindetasche der Farnesyltransfe-
rase. Gezeigt sind nur Aminos&uren, welche die f'r den Affinit&tsunter-
schied entscheidende Tasche bilden. Die blaue Kugel markiert das Zink-
ion. Die Bindungsmode beider Inhibitoren sind &hnlich. Die geringf'gig
bessere Affinit&t der Verbindung 4 erkl&rt sich durch die zus&tzliche
N�H···Cl-Wechselwirkung zu His149 (teilweise durch die Oberfl&che
verdeckt).
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Entscheidend ist, dass beide Piperazin-Derivate eine
deutliche In-vivo-Aktivit�t in mit P. vinckei infizierten
M�usen zeigten. Sie wurde nach einem modifizierten Stan-
dardprotokoll zur Bestimmung der Antimalaria-Aktivit�t in
vivo ermittelt (Peters-Test[29]). Dazu wurden am Tag 0 Balb/c-
M�use mit jeweils 5 Q 107 Parasiten aus demBlut einer Donor-
Maus infiziert. An den Tagen 1 bis 3 wurden die M�use durch
intraperitoneale Injektion der Testsubstanzen behandelt, und
zwar einmal t�glich mit Dosen von 6, 13, 25, 50 oder 100 mg
pro kg KArpergewicht (mgkg�1 KG). Pro Gruppe wurden 3
(50 und 100 mgkg�1 KG) oder 4 (6, 13 und 25 mgkg�1 KG)
M�use eingesetzt. Am Tag 4 wurde die Parasit�mie (Anteil
der infizierten Erythrozyten) an Giemsa-gef�rbten Blutaus-
strichen mikroskopisch ausgez�hlt. Die unbehandelten Kon-
trollm�use entwickelten Parasit�mien zwischen 50 und 90%.
Dagegen waren nach Applikation der Testsubstanzen dosis-
abh�ngig keine oder nur wenige Parasiten im Blut nachweis-
bar. Wie schon bei den In-vitro-Tests beobachtet, f�hrt die
Einf�hrung eines Chlorsubstituenten in die para-Position des
Phenylrestes auch im Mausmodell zu einer erhAhten Wirk-
samkeit: Der ED50-Wert von 4 betr�gt 21 mgkg�1 KG statt
30 mgkg�1 KG f�r die unsubstituierte Verbindung 2. Die
entsprechenden ED90-Werte lagen bei 25 bzw. 40 mgkg

�1 KG.
Das kleine Verh�ltnis von ED90 zu ED50 sowie die Beobach-
tung, dass bereits durch eine Einzeldosis hohe Wirksamkeit
erzielt werden konnte, scheinen besonders ermutigend f�r die
weitere Entwicklung dieser Substanzklasse. Einschr�nkend
ist festzustellen, dass die derzeit verf�gbaren Substanzen
keine Aktivit�t nach oraler Applikation zeigten. Toxische
Effekte wurden erst bei Dosen �ber 100 mgkg�1 KG beob-
achtet. Damit ist eine akzeptable therapeutische Breite f�r
diese Leitstrukturen gew�hrleistet.
Zur Sicherung des Wirkmechanismus wurde ein Versuch

durchgef�hrt, mit dem der Einfluss der Testsubstanz auf die
Farnesylierung der Parasitenproteine in verschiedenen Ent-
wicklungsstadien direkt beobachtet werden kann.[30] Dazu
wurde eine P.-falciparum-Kultur 48 h einer subtoxischen
Konzentration der Verbindung 4 ausgesetzt, wobei nach
30 h Inkubationszeit Tritium-markiertes Farnesylpyrophosphat
zugesetzt wurde. Parallel wurde ein Kontrollansatz ohne 4
kultiviert. Unter diesen Bedingungen war mikroskopisch kein
Unterschied im Wachstumsverhalten der beiden Kulturen zu
beobachten. Nur wenn die Inkubationszeit �ber 48 h ver-
l�ngert wurde, sodass die Parasiten in einen zweiten Replika-
tionszyklus treten konnten, war die Anzahl der Ringstadien
unter dem Einfluss von 4 verringert. Die verschiedenen
Parasitenstadien wurden durch Dichtegradienten-Zentrifuga-
tion getrennt. Anschließend wurden Proteinextrakte herge-
stellt und jeweils vergleichbare Proteinmengen der Versuchs-
und Kontrollfraktionen gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Die farnesylierten Proteine wurden schließlich durch Auto-
radiographie detektiert. Im Kontrollansatz war bei allen
Parasitenstadien ein charakteristisches Muster von farne-
sylierten Proteinen zu beobachten, wie es bereits fr�her von
Chakrabarti et al.[7] und Katzin et al.[30] beschrieben worden
war. Unter dem Einfluss der Verbindung 4 war die Intensit�t
der Farnesylierung signifikant reduziert (Abbildung 2).
Dieser Effekt war im Trophozoiten- und Schizonten-Stadium
besonders ausgepr�gt. In einem Kontrollexperiment wurde

der Effekt der Verbindung 4 auf die Protein-Farnesylierung
mit dem des bekannten Farnesyltransferase-Inhibitors FTI-
277[7] verglichen (Abbildung 3). Die Protein-Farnesylierung
wurde durch beide Substanzen prinzipiell �hnlich gehemmt,
wobei der Effekt der Verbindung 4 bei einer Konzentration
von 10 nm deutlicher ausgepr�gt ist als der der Vergleichs-
verbindung FTI-277 bei einer Konzentration von 5 mm.
Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass die Antimala-
ria-Aktivit�t dieser Verbindungsklasse mit sehr hoher Wahr-
scheinlichkeit auf der Inhibition der Farnesyltransferase der
Parasiten beruht.

Zusammenfassend haben wir nachgewiesen, dass die
Hemmung der Farnesyltransferase ein tragf�higes Konzept
f�r die Entwicklung neuer Chemotherapeutika zur Behand-
lung der Malaria ist. Die Aktivit�ten unserer auf dem

Abbildung 2. Inhibition der Protein-Farnesylierung durch Verbindung 4.
In-vitro-Kulturen von P. falciparum wurden mit dem Triammoniumsalz
von [(1�n)-3H]Farnesylpyrophosphat metabolisch markiert und die Ent-
wicklungsstadien der Parasiten (Ringstadien, R; Trophozoite, T; Schi-
zonten, S) durch diskontinuierliche Percoll-Gradientenzentrifugation
getrennt. Farnesylierte Proteine wurden nach Gelelektrophorese 'ber
ein 12.5-proz. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel durch Autoradio-
graphie detektiert. Spur 1: unbehandelte Kontrollparasiten; Spur 2:
nach Inkubation mit 10 nm Verbindung 4 ; Spur 3: Kontrolle mit nicht-
infizierten Erythrozyten. Molek'lmassen-Standards sind in kDa ange-
geben.

Abbildung 3. Vergleich der Inhibition der Protein-Farnesylierung durch
die Verbindungen FTI-277 (Spur 1; 5 mm) und 4 (Spur 2; 10 nm). Spur
3: unbehandelte Kontrolle.
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Benzophenon-Grundger�st basierenden Farnesyltransferase-
Inhibitoren sind denen anderer Substanzen �berlegen. Dar-
�ber hinaus konnten wir unseres Wissens erstmalig eine In-
vivo-Wirksamkeit von Farnesyltransferase-Inhibitoren gegen
Plasmodieninfektionen belegen. Die zuk�nftige Forschung
wird vor allem auf Derivate mit oraler Bioverf�gbarkeit und
noch hAherer Wirksamkeit gerichtet sein.

Eingegangen am 13. Februar 2003,
ver�nderte Fassung am 12. September 2003 [Z51169]
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