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Enzyminhibitoren Proteinfaltung nehmen konnen.”! Mehrere Katalysemecha-
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Arylindanylketone: effiziente Inhibitoren der
humanen Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase
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Die eingeschrinkte Drehbarkeit der Amidbindung hat ent-
scheidenden Einfluss auf die Proteinstruktur. Die Rotation
um die imidische Peptidbindung N-terminal zur Aminosédure
Prolin hat eine Aktivierungsbarriere von 75 bis 100 kJ mol™
fir die Umwandlung des cis-Konformers 1 in trans-3
(Schema 1). Dabei durchlduft der Torsionswinkel @ die Werte
von 0° (cis) bis 180° (trans). In entfalteten Proteinen iiber-
wiegen Polypeptidketten in der trans-isomeren Form 3.
Native Proteine weisen jedoch héufig bestimmte Prolylbin-
dungen in der cis-Konformation 1 auf.!
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Schema 1. cis-trans-Isomerisierung von Peptidyl-Prolyl-Bindungen; Aryl-
1-indanylketone als Ubergangszustandsanaloga des verdrillten Amids
2.

Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen ~ (PPlasen)  sind
Enzyme, die die cis-trans-Umwandlung von Prolylbindungen
katalysieren (1=3).”! Nach ihrer Entdeckung 1984 entwi-
ckelten sie sich zu einer bedeutenden Enzymklasse, deren
Vertreter wesentlichen Einfluss auf langsame Prozesse der
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nismen fiir PPIasen wurden vorgeschlagen, die alle dazu in
der Lage sein sollten, die Energie des Ubergangszustandes
der unkatalysierten Isomerisierung auf experimentell beob-
achtete Werte der enzymkatalysierten Reaktion abzusen-
ken.[?

Unter den drei Familien der humanen PPIasen zeichnet
sich das parvulindhnliche Pinl durch eine besondere Sub-
stratspezifitdt aus, die es ermoglicht, selektiv die cis-trans-
Isomerisierung von PO;H,Ser(PO;H,Thr)-Pro-Bindungen in
Oligopeptiden und Proteinen zu beschleunigen.*! Daraus
resultieren die Wechselwirkungen mit zahlreichen Phospho-
proteinen an Schliisselstellen des eukaryotischen Zellzyklus
wie Cyclin D1, p53 oder f3-Catenin und deren funktionelle
Regulation durch Pin1.”) In mehreren menschlichen Krebs-
zelllinien fiihrt die Depletion von Pinl zur Blockade des
Zellzyklus. Dariiber hinaus wurde beobachtet, dass das
Enzym in vielen Tumorzelllinien iiberexprimiert ist.’) Auch
bei der Alzheimer-Krankheit spielt Pinl offenbar eine
Rolle.” Bisher wurden nur wenige Verbindungen beschrie-
ben, die als Inhibitoren von Pinl wirken. Dazu zihlt das na-
tiirlich vorkommende Naphthochinon Juglon, das das Enzym
durch partielle Entfaltung des aktiven Zentrums infolge einer
Michael-Addition einer Thiolgruppe des Pinl irreversibel
inaktiviert.®) Auch mehrere polycyclische aromatische Ver-
bindungen’ sowie Mimetika natiirlicher Peptide'” sind ge-
geniiber Pinl inhibitorisch wirksam.

Auf der Suche nach effizienten reversiblen Inhibitoren fiir
hPinl gingen wir von der Idee aus, dass das Ubergangszu-
standsmodell des ,,verdrillten Amids“ 2 zusammen mit der
damit verbundenen Anderung der Hybridisierung am Ring-
stickstoffatom sehr gut durch Aryl-1-indanylketone nachge-
ahmt werden kann, da auch hier eine verdrillte Konformation
der Bindung zwischen einer Carbonylgruppe und einem
Fiinfring zu erwarten ist. Diese Ahnlichkeit zum ,,verdrillten
Amid* 2 wird in Schema 1 verdeutlicht.

Trotz ihrer verhéltnisméBig einfachen Struktur wurden
bisher nur wenige Verbindungen mit einer Aryl-1-indanyl-
keton-Einheit synthetisiert."!! Die meisten davon dienten als
Zwischenprodukte fiir Fredericamycin A,"'*#! und nur in
wenigen Fillen wurden nichtracemische Produkte syntheti-
siert.""“1 Daher mussten allgemeine Syntheserouten fiir
Arylindanylketone erschlossen werden, die eine Gewinnung
speziell substituierter Produkte ermoglichen. Wie aus
Schema 2 hervorgeht, wurden Monoarylindanylketone 7a,b
durch die Umsetzung der einfach deprotonierten Indancar-
bonsdure 6a''? mit den lithiierten Arenen 5a,b erhalten, die
durch Brom-Lithium-Austausch aus den Arylbromiden 4a.b
erzeugt wurden. Anstelle des Lithiumsalzes 6b reagierte auch
das Weinreb-Amid™ 6c¢ mit Aryllithiumverbindungen 5
unter Bildung der Ketone 7, eine Variante, die allgemein zu
hoheren Ausbeuten fiihrte. Die Abspaltung der Methylether-
gruppen in den Verbindungen 7a,b erfolgte durch Behand-
lung mit Aluminiumchlorid™ und fiihrte zu den Phenolen
8ab. Zur Einfithrung eines Methylsubstituenten in die o-
Carbonylposition wurde das aus 7b erzeugte Enolat mit
Iodmethan zum racemischen Produkt 9 umgesetzt.

Eine neuartige Dominoreaktion fiihrte zum Biarylketon
10, wie aus Schema 3 hervorgeht. Lie man zwei Aquivalente
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Schema 2. Synthese der Monoarylindanylketone 7-9. Reagentien und
Reaktionsbedingungen: a) nBuli, Et,0, —78°C; b) nBuli, Et,0, —78°C
bis —10°C; ¢) 1. SOCI,, Riickfluss; 2. HN(OMe)Me-HCl, Pyridin, 0°C
bis RT; d) AICl;, CH,Cl,, 0°C; e) 1. LiNiPr,, THF, —78°C bis 0°C, 2.
Mel, —20°C bis RT.
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Schema 3. Dominoreaktion zwischen dem lithiierten Aren 5b und dem
Carboxylat 6b; Synthese der von 10 abgeleiteten Ketone 11 und 12.
Reagentien und Reaktionsbedingungen: a) nBuli, Et,0, —78°C;

b) —78°C bis Riickfluss, 27 %,; c) AlCl;, CH,Cl,, 0°C bis RT, 59%;

d) BBr,, CH,Cl,, 71%; e) HNO,, HOAc, 10°C, 79%; f) H,/Pd/C, THF,
73%; g) Biotinylchlorid, Pyridin, 8%; h) H,/Pd/C, EtOH, 95 %.

der aus dem Arylbromid 4b durch Brom-Lithium-Austausch
erzeugten Aryllithiumverbindung 5b mit dem Lithiumsalz 6b
der Indancarbonsédure reagieren, so wurde das Biarylinda-
nylketon 10 als einziges Produkt neben protoniertem 5b (H
statt Li) und Carbonsédure 6a erhalten. Offenbar war dabei
nicht nur eine Addition an das Carboxylat 6b erfolgt, sondern
dariiber hinaus eine Substitution des Fluoratoms durch das
zweite Aquivalent des Aryllithiumreagens 5b, das als Nuc-
leophil fungierte. Ob dieser Schritt einem Additions-Elimi-
nierungs- oder einem Arin-Mechanismus folgt, bleibt offen.
In jedem Fall ist die vollstandige Kontrolle der Regiochemie
bemerkenswert. Die Dominoreaktion unterbleibt, wenn an-
stelle des Carboxylats 6b das Amid 6 ¢ mit zwei Aquivalenten
5b umgesetzt wird.

Einen eindeutigen Strukturbeweis des Ketons 10, das als
einziges Isomer gebildet wird, liefert die Kristallstruktur-
analyse des Phenolketons 11a,! dem Produkt einer selekti-
ven Entmethylierung des Methoxysubstituenten in der ortho-
Position zur Carbonylgruppe. Die Struktur ist in Abbildung 1

Abbildung 1. Molekiilstruktur des Ketons 11a. Thermische Ellipsoide
sind mit 30% Aufenthaltswahrscheinlichkeit gezeichnet, die Radien der
Wasserstoffatome wurden willkiirlich gewihlt, und die meisten Wasser-
stoffatombezeichnungen wurden aus Griinden der Ubersicht nicht ab-
gebildet. Ausgewihlte Abstande [A] und Winkel [°]: C1-O1 1.2443(15),
C10-02 1.3570(15), 02-H1 0.996(18), H1--O1 1.639(18), O1--02
2.5570(15), 02-H1--01 151.2(15); C3-C2-C8A 101.55(12), O1-C1-C9-
C10 5.01(18), O1-C1-C2-C8A 92.15(15), O1-C1-C2-C3 —20.98(19), C2-
C1-C9-C10 —174.96(12), C14-C13-C15-C16 57.77(17).

wiedergegeben. Wenngleich die Ausbeute der Dominoreak-
tion mit 25-30 % nur méaBig ist, so erdffnet sie doch einen
einfachen Weg zum Keton 10, das seinerseits als Ausgangs-
material fiir weitere Derivate dient. So erfolgte die ortho-
Nitrierung des Phenols 11a regioselektiv und fithrte zum
Produkt 11b als einzigem Isomer. Anschlieende katalytische
Hydrierung lieferte das Arylamin 11¢, das mit dem Séure-
chlorid des Biotins zum Amid 11d gekuppelt wurde. Eine
vollstandige Entmethylierung des Biarylindanylketons 10
mithilfe von Bortribromid™" fiihrte zur Bildung des Bisphe-
nolketons 12a. Durch Behandlung mit Salpeterséure in Es-
sigsdure wurde daraus eine Mischung der Nitroverbindungen
12b und 12¢ erhalten. Nach Trennung wurde die Mono-
nitroverbindung 12b zum aromatischen Amin 12d reduziert.
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Wihrend alle hier beschriebenen Arylindanylketone als
racemische Gemische erhalten wurden, sollte das a-methyl-
substituierte Keton 9 dariiber hinaus in enantiomerenreiner
Form hergestellt werden. Dazu dienten die enantiomeren
(R)- und (S)-1-Methyl-1-indancarbonsiuren®'”! als Aus-
gangsverbindungen. Die Umsetzung der entsprechenden
Weinreb-Amide mit 5b fiihrte zur Bildung von (R)- und (§)-9
in 45 bzw. 48 % Ausbeute.

Die Inhibition von hPinl durch die hier synthetisierten
Arylindanylketone wurde in einem proteasefreien PPlase-
Assay mit Suc-Ala-Glu-Pro-Phe-pNA als Substrat be-
stimmt.'®! Die Verbindungen zeigen eine deutliche Inhibition
des humanen Pinl. Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, weisen die

Tabelle 1: Inhibierungskonstanten der Arylindanylketone 7-9, 11 und 12.

Nr. Keton K; [um] Nr. Keton K; [um]

1 7a 6.2+0.4 9 11d 14409
2 7b 8.7+0.2 10 12a 3.1+0.6
3 8a 5.1+0.8 1 12b 0.5+0.1
4 8b 15.0+3.0 12 12c 0.2+0.1
5 9 19.0+£4.9 13 12d 0.4+£0.1
6 11a 1.7+0.2 14 (R)-9 5.6+0.9
7 11b 1.1+0.2 15 (5)-9 51.0+9.0
8 Tc 49+0.7

meisten Arylindanylketone (Nr. 1-10) K-Werte im mikro-
molaren Bereich auf. Die wasserstoffverbriickte Hydroxy-
gruppe in der Nachbarschaft zur Carbonylgruppe ist nicht
entscheidend fiir die Pinl-Inhibition; allerdings sind die
Phenolderivate wirksamer als die Phenolether. Eine signifi-
kante Verbesserung der Pinl-Inhibition kommt durch Ein-
fithrung von Nitrogruppen zustande. So zeigen mono- und
dinitrosubstituierte Ketone 12b und 12¢ (Nr. 11 und 12) eine
starke Inhibierung mit K,-Werten im submikromolaren Be-
reich. Bemerkenswerterweise hat der Ersatz einer Nitro-
gruppe in 12b durch einen Aminosubstituenten in 12d keinen
wesentlichen Einfluss auf die Pinl-Inhibition (Nr. 13).

Mithilfe des Ketons 11d mit einer Biotinseitenkette war
es moglich, die Reversibilitdt der Pinl-Inhibition zu bewei-
sen. Bei diesem Experiment wurde der Aktivitédtsassay bei
einer konstanten Konzentration des Ketons 11d durchge-
fithrt, wobei eine 80-prozentige Inhibition der PPlase-Akti-
vitdt von Pinl erreicht wurde. Die Zugabe von steigenden
Konzentrationen an Streptavidin, einem sehr stark konkur-
rierenden Binder fiir 11d, fithrte zu einer vollstindigen
Wiederherstellung der Pinl-Aktivitit. Dagegen hatte die
Zugabe von Streptavidin, das zuvor mit freiem Biotin gesét-
tigt worden war, keinen Effekt (Abbildung 2). Dies zeigt, dass
der Inhibitor nicht kovalent an Pinl gebunden wird und dass
die konzentrationsabhéngige Bildung von inaktivem Enzym
nicht von einer irreversiblen Denaturierung oder Aggregati-
on von Pinl herriihrt."*!

Erwartungsgemaéf inhibieren die beiden Enantiomere des
Ketons 9 Pinl unterschiedlich stark, wobei sich die beiden K-
Werte um eine Grofenordnung unterscheiden (Nr. 14 und
15). Dieses Verhalten ist in Einklang mit einer Zuordnung der
Arylindanylketone zu Ubergangszustandsanaloga, da die
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Abbildung 2. Reversibilitat der Pin1-11d-Komplexbildung; PPlase-Akti-
vitit von 5 nm PinT in Ab- und Anwesenheit von 5 um 11d, 10 pm
Streptavidin, 30 um Biotin.

komplette Besetzung der Bindestellen im Ubergangszustand
des aktiven Zentrums eine stereoselektive Komponente
haben muss. Diese Hypothese wird auch durch die Kristall-
struktur des Ketons 11a gestiitzt, die in Abbildung 1 wieder-
gegeben ist. Der Torsionswinkel zwischen der Arencarbonyl-
und der Indanyl-Einheit (O1-C1-C2-C8A) von 92° ist in
FEinklang mit dem Strukturmerkmal des ,,verdrillten Amids*
2. Dariiber hinaus zeigen Homologe der Arylindanylketone,
die einen Vier- oder Sechsring anstelle des Fiinfrings enthal-
ten, keine signifikante Pin1-Inhibition, eine Beobachtung, die
ebenfalls die Hypothese des ,verdrillten Amids“ stiitzt
(Daten nicht in Tabelle 1 aufgenommen).

Als Néchstes interessierte uns, ob durch Applikation
ausgewdhlter Verbindungen aus Tabelle 1 Effekte in Zellen
zu sehen sind, wie sie in genetischen Experimenten zur Pinl-
Depletion beobachtet wurden. Dazu wurde ein Luciferase-
Reportergenassay mit einem p53-sensitiven Promotorele-
ment in MCF-7-Zellen (Brustkrebszelllinie) ausgefiihrt. In
Zellen interagiert die phosphorylierte Form des Tumorsup-
pressorproteins p53 nach massiver DNA-Schidigung durch
Chemotherapeutika oder Bestrahlung mit endogenem Pinl.
In diesem Signalweg induziert Pinl Konformationsdnderun-
gen, die zu erhohter Transaktivierungsaktivitidt und proteo-
lytischer Stabilitit von p53 fithren.[')

Wie Abbildung 3 zeigt, sind (5)-9, (R)-9, und rac-9 in der
Lage, die stimulierte Aktivitdt des pS3-Reportergens in Eto-
posid-behandelten MCF-7-Zellen konzentrationsabhingig
und entsprechend ihres inhibitorischen Potentials zu
hemmen. Dies ist in Einklang mit der Beobachtung, dass die
Cotransfektion von Pinl-negativen Mausembryo-Fibroblas-
ten mit einem Expressionskonstrukt fiir eine enzymatisch
inaktive Pinl-Variante nicht in der Lage war, die Stabilitét
und Transaktivierungsaktivitit von p53 zu erh6hen.*

In einem weiteren Experiment untersuchten wir den
Effekt von (S)-9, (R)-9 und rac-9 auf den onkogenen Tran-
skriptionsaktivator -Catenin. In mehreren Studien wurde
gezeigt, dass Pinl den Turnover von -Catenin in Tumorzel-
len reguliert. Dabei korreliert die Menge an 3-Catenin direkt
mit der PPlase-Aktivitdt von Pinl, was durch die Einbezie-
hung verschiedener punktmutierter Pinl-Varianten in die
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Abbildung 3. Einfluss von (R)-9 (0), (5)-9 (e) und rac-9 (¥) auf die

Aktivitat des p53-Reportergens in Etoposid-behandelten MCF-7-Zellen.

Die Werte sind das Mittel aus drei unabhingigen Messungen (+ Stan-
dardabweichung).

Untersuchungen gezeigt werden konnte.”® SH-SYS5Y-Tu-
morzellen wurden mit den Arylindanylketonen inkubiert,
und die Menge an intrazelluldirem (-Catenin wurde durch
Western-Blot mit einem Antikdrper gegen [-Catenin und
anschlieBende densitometrische Auswertung bestimmt (Ab-
bildung 4). Die Zugabe von (R)-9 und rac-9 fiihrt zur Ver-
ringerung des B-Catenin-Gehalts der Zellen, wihrend (S)-9
nur einen geringen Einfluss hat.

Zusammenfassend wurde hier gezeigt, dass Aryl-1-in-
danylketone eine neue Klasse von effizienten, zellgdngigen
und reversiblen Inhibitoren des humanen Pinl sind. Sie
weisen nicht nur Inhibierungskonstanten im submikromola-
ren Bereich auf, sondern zeigen auch die aus molekularbio-

120
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B-Catenin (% Kontrolle)

Anti-B-Catenin | s c— —

Anti-Actin e S
30pyM 30pM  30uM -
rac-9 (S5)-9 (R)-9 Kontrolle

Abbildung 4. (S)-9, (R)-9 und rac-9 verringern durch Inhibition von
Pin1 die Menge an intrazelluldrem f-Catenin in SH-SY5Y-Zellen.
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logischen Experimenten zur Pinl-Depletion erwartete bio-
logische Aktivitdt und scheinen vielversprechende Leit-
strukturen fiir die Entwicklung von Krebstherapeutika zu
sein.
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