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ANGABENZUR PRUFUNG

Wenn wir wissten, was wir tun,

wirde man es nicht Forschung nennen

Albert Einstein (1879 0 1955)



EINLEITUNG

1 Einleitung

Proteine sind die Grundbausteine des Lebens und komdenentsprechendh allen
lebenden Organismen vdy von WimpleriJBakterien bis hin zthéheren Saugetieren,

zu denen auch der Mensch gehdort. Siestehen aus Aminosauren, die Uber
Peptidbindungen miteinander verknipft sind und auf diese Weise Makromolekile
bilden[1-2]

Im lebenden Organismus Gibernehmen Proteine zahlreiche Funktionen und sind an allen
biologischen Prozessen beteiligt. Dabei hangen die funktionellen Eigenschaften der
Proteine von ihrer dreidimensionalen Struktur ab, die durch Faltung der lineare

Pol ypeptidketten zu wohl defHenliiexr-FatbiatrS eok u n c
und raumlicher Anordnung von sich wiederholenden Sequenzen, entstehen kdh#len.

Zu den zahlreichen Aufgaben von Proteinen gehodren beispielsweise die Katalyse
chemischerReaktioren, der Transport und die Speicherung verschiedener Metabolite

oder auch die Ubertragung von Nervenimpulsen,bgbdiese Prozesse meist durch
Wechselwirkungen von Proteinen mit ihrer Umgebung gesteuert werdéhDabei

konnen Proteine sowohl intramolekular mit sich selbst, als auch intermolekular mit

anderen, klenen Molekilen oder weiteren Proteinen interagieren.

Aufgrund ihrer vielfaltigen Wirkungsweisen ist das Zusammenspiel von Proteinen mit
ihrer Umgebung auch von groRer Bedeutung bei der Erforschung von Dysfunktionen
und Krankheiten m lebenden Organisen, savie bei dem damit einhergehenden
Wirkstoffdesign zu therapeutischen Zwecken. Als eine der besonders herausfordernden
Aufgaben in der Wirkstoffforschung gilt dabei die Modulation von Proté&irotein
Interaktionen(PPI).Diese kann im Prinzipauf zwei komplenentaren Wegen, durch

Hemmung oder Stabilisierung der Wechselwirkurgreichtwerden(®¢!

Hierzu wird besonders haufidie direkte Grenzflache zwischen zwei interagierenden
Proteinen adressiert Zu diesem Zweck werden bevorzugt niedermolekulare
Verbindungenentwickelt, da diese in der Regel relativ kostenguinstig sind édfig

oral verareicht werden konnef.8] Die Modifikation einer PPI durch niedermolekulare
Verbindungen stellt jedoch aufgnd zahlreicher Eigenschaften wiger Gré3e oder
Beschaffenheit der Proteingrenzflache eine grofe Herausforderung bei der
zielgerichteterEntwicklung der Modulatoren dapl
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Nichtsdestotrotz konnten in den vergangenen Jahren erhebliche Fortschritte bei der
Identifizierung von niedermolekularen Modulatoren, durch die Verwendung von
Virtual SreeningMethoden, in denen Konzepte wiei p i Rulekof Févand dieHot
SpotTheorie Anwendung finden, und dem Einsatz véhgh-ThroughputScreenings,
gemacht werde’.9.10] Darliber hinaus orientiert sich die Wissenschaft bei der
Entwicklung von Wirkstoffen haufig auch an Strukturmotiven aus Naturstoffen, die aus
verschiedenen Organismen gewonnen werden kdnnen. Der Vorteil von Nefien
besteht haufig in einer grol3en chemischen Vielfalt, die albémals mit einer

ausgepagtenbiochemischen Spezifitat einhergehtl

Ein niedermolekularer Stabilisator eind?Pl zwischen dem 133 Protein, das zu den
sauren Adapterproteinen gelt) und dem carbohydrate response element binding
protein(ChREBR)ist der Metabolit Adenosinmonophosph@MP). Der durch Glucose
aktivierte Transkriptionsf ak tthriftygehesREBdPa g e |
er eine entscheidende Rolle bei der Uamgllung von Kohlenhydraten in Fette, sowie
Speicherung dieser, im Lebergewebe spielt. Dadurch ist ChREBP an der Entstehung
verschiedener Krankheiten wie Diabetes mellitus Tpder Bluthochdruck und damit
einhergehender HerKreislaufErkrankungen beteilit. Die Bindung des 13-3
Proteins an ChREBRUhrt zu einer Lokalisation des Transkriptionsfaktors im
Cytoplasma, wodurchdessen Transkriptionsaktivitiigehemmt wird Aus diesem
Grund besitzt die Stabilisierung der -B43/ChREBHRPPI durch niedermolekulare
Stabilisatoren, die Gegenstand dieser Arbeit ist, epwentielle biomedizinische

Relevanz12614]
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Protein -Protein -Interaktionen (PPI)

In annaherndallen biologischen Prozessen spielsowohl die reguliertaBildung als

auch dieDissoziation von Proteinkomplexen eine entscheidende Rolle. Dadurch sind
ProteinProteininteraktionen(PPI) fur alle lebenden Organismen von grol3er
Bedeutund?® Im Allgemeinen werden unter PPl physikalische Kontakte zwischen
Proteinen ineiner Zelle oder einem lebenden Organismus verstandarfgrund der
Vielzahl an PPI, die jedes Protein in einer Zelle eingehen kann, ergibt sich somit fiir alle
Proteineein grofRes und komplexdateraktionsretzwerk. Die Kontakte sindabeiaber

nicht statisch oder permanent. Vielmehr handelt es sich bei @idung von
Proteinkomplexen und deren Dissoziation um dynamische Prozesse, die von einer
Vielzahl von Mechanismen reguliert werdé€®:181Laut Phizicky und Fieldgehdren zu

den wichtigsten Eigenschaften von FF17]

a) die Beeinflussung der kinetischen Energie von Enzymen

b) die Erschaffung neuer Bindestellen fur kleine Effektormolekile

c) die Inaktivierung odeHemmungvon Proteirfunktionen

d) die Anderung der Spezifitat eines Proteins fiir sein Substrat, durch Interaktionen

mit verschiedenen Bindungspartnern.

Wahrend die Untersuchung von PPI in der heutigen Zeit einen wichtigen Stellenwert
einnimmt, wurde mit Forschungen zu diesem Thema erst Ende des 19. bzw. Anfang des
20. Jahrhunderts begonnen. Im Zuge dessen stellt die Charakterisiedang
Wechselwirkungvon Trypsin und Antitrypsin durchHedin et alim Jahr 1906 eine der
ersten Studien zueiner biologischrelevantenPPI dat!8 Durch konzeptionelle und
technologische Fortschritte in molekularer Zellbiologiep8nemie und Biophysikhat

sich ither nicht nur das generelle Wissen Ub&roteine, sondern auchiber ihre
Wechselwirkungen und Einbindung in  PPNetzwerken kontinuierlich

weiterentwicket.[6.19]

Die Gesamtheit aller molekularen Wechselwirkungen in einer Zelle viedtzutageals
Pl nteraktomU bezeichnet. Obwohl di ese Defi
samtlicher Bi omol ekil e in einer Zel |l e umf

synonym zuProtein-ProteinInteraktionsnetzwerlen (PPIN) verwendet, da fur diese die

9
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groRte Datenmenge zur Verfugung stéftl Das gesamte menschliche Interaktom
bestehtgeschatztaus tiber 130.000 bindr&PI, von welchen bisher allerdings ers¥8
genauer bestimmt wordesind (Abb. 1)[21]

Abb.1 Netzwerk des menschlichen Interaktoms. Jeder Punkt symbolisiert ein Protein und jede
Linie zwischen zwei Punkteneine angenommene oder nachgewiesePtWechselwirkung
(ibernommen aug?)).

2.1.1 Arten und Bindungstypen von PPI

Die Wechselwirkungen in ProteufProteinInteraktionen finden immer an spezifischen
Bindungsstellen statt. Bei den Bindungsstellen, auch Bindungstaschen genannt, handelt
es sich in der Regel um spezielle Hohinde im Protein, die bei der Proteinfaltung der
Polypeptidkette durch eine bestimmte Anordnung der Aminosauren gebildet werden
(Abb. 2) [22624]

Aminosdurereste
/ Bindungstasche
|

o o
Faltung v ‘\
®

ungcfaltetes Protein gefaltetes Protein

Abb. 2 Bildung einer Bindungstasche durch Faltung einer Polypeptidkette  (erstellt nach22.23),
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Der logRWert spiegelt die Lipophilie einer Substanz wider. Lipophile oder ungsiad
Molekile kénnen gut durch die Zellmembran diffundieren. Gleichzeitig verringert sich
dadurch aber auch die Wasserloslichkeit der Substanz, wodurch eine Aufnahme der
Substanz in den Koérper erschwert wird. Aus diesem Grund darf die Lipophilie auch
nicht zu groR seid?2 Zu viele Donatoren und Akzeptoren fir
Wasserstoffbriickenbindungen kénnen dazu fiihren, ddasMolekil eine sehr stabile
Hydrathtlle bildet, welche di®assage durch die Membran erschw#ttAuch eine zu
gro3e PSA kann die Permeabilitdt und zu viele drehbare Bindungen die Flexibilitat

beeinflusseri#l.42]

F o ads % M <500 g - mol! / andasala
1\3‘5‘*%“‘,\ | | TATRY]
\ \’f‘ hydraphil npo!q
it Rule of Five -
PSA<100A . ‘logP<5
‘;x»“;‘ﬁ* \ Ca N

A T | |
R LA
DB <5 WBB-A < 10 &
WBB-D <5

Abb. 5 Visuelle Ubersicht Lipinski Rule of Five . Darstellung der Regeln unter Beriicksichtigung de
molaren Mass¢M), desVerteilungskoeffizienter{logP), der Anzahl an Wasserstoffbriickenbindungs
Akzeptoren und-Donatoren(WBB-A und WBBD), der Anzahl der drehbaren BindungéDB) und der
GroRe derPolar Surface ArgSA) (erstellt nack2:46).

Niedermolekulare  Verbindungen  kdénnen das  Gleichgewicht  zwischen
Proteinkomplexen und ihren Monomeren beeinflussen. Dabei kdnnen sie entweder in
Konkurrenz zu einem der Monomere treten und dadurch die PPI inhibieren oder aber
die Wechsglwirkungen im Proteinkomplex verstarken und dadurch die PPI stabilisieren
(Abb.6).[5:301 Sowohl die Inhibierung als auch die Stabilisierung von PPl durch
niedermolekulare Verbindungen kann durch unterschiedliche Mechanismen erfolgen.
Im Wesentlichen wird dabei fir beide Prozesse zwischen orthosterischer und

allosterischer Modulation unterscéadenl>7]

14
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Inhibierung Stabilisation

TN
oleo——0 00 —-Q@
NS

Abb. 6 Modulation von Protein -Protein -Interaktionen. Inhibierung und Stabilisation einer PPI
durch einen entgrechenden Modulator (erstellt nadh30).

Der Grof3teil der bekannten PRVodulatorensind aktuell orthosterische Inhibitoren.

Bei diesen Modulatoren binden die niedermolekularen Verbindungen direkt an die
Oberflacheeinesbeteiligten Proteis des Proteinkomplexes. Dadurch wird das Protein

fur die Wechselwirkung mit dem anderen Protein sterisgghindert Abb. 7a)[>471 Im
Gegensatz dazu bindet ein allosterischer Inhibitor nicht direkt an die Kontaktflache der
PPI, sondern an einen anderen Bereich aul3erhalb dieser Flache. Durch Interaktion des
Inhibitors an der sogenannten allosterischen Stelle kann dieser eine
Konformationsénderung des Proteins induzieren, sodass die Interaktion der beteiligten

Proteine an ihrer Bindungsstelle destabilisiert wirlop. 7b) [48]

-C ¢ Ol¢®
4 Inhibitor

Protein 1 Protein 2
orthosterische Inhibierung

- -
b) o+ —.‘ !
4 Inhibitor »

Frotein | Protcin 2 allosterische Inhibierung

Abb. 7 Schematische Darstellung der Wirkmechanismen von PPI -Inhibitoren . a)Inhibition mit

einem orthosterischen Inhibitor. Bhhibition mit einem allosterischen Inhibitor (erstellt nadh?*8)).

Auf der anderen Seite kbnnen Stabilisatoren eine PPI nicht nur festigen, sondern dabei
auch verstarken. Orthosterische Stabilisatoren bimde der Regel an den Rand der
Kontaktflache zwischen den beiden Partnern einer PPI. Dadurch bilden diese
Verbindungen eine neue Bindungstasche fur beide Proteine aus, wodurch ihre
Bindungsaffinitat erhéht wird Abb.8a)[2471 Demgegeniber findet eine allosterische
Stabilisation nach einem &hnlichen Wirkprinzip statt wie die entsprechende

Inhibierung. Auch die allosterischen Stabilisatoren binden an nur eines der beteiligten

15
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Proteine und losen eine Andergnder Konformation des Proteins aus. Dieses
Konformationsanderung fuhrt in diesem Fall allerdings zu einer Erhéhung der

Bindungsaffinitat und somit einer Stabilisierung der PRbb. 8b) 2]

4 * )
Stabilisator

Protein 1 Protein 2 . -
¢ orthosterisch stabilisierter
Komplex
b) o+ *
4 Stabilisator
Protein 1 Protcin 2 allosterisch stabilisicrter

Komplex

Abb. 8 Schematische Darstellung der Wirkmechanismen von PPI-Stabilisatoren. a) Stabilisation
mit einem orthosterischen Stabilisator. 8jabilisation mit einem allosterischen Stabilisator (erstellt
nach(248),

Obwohl niedermolekulare Verbindungen aufgrund ihrer Eigenschaften zu einem
wichtigen Schwerpunkt in der Wirkstofferforschung geworden sind, wird zumindest
die orthosterische Modulation voPPI durch diese Verbindungen haufig als schwierig
angesehen. Einer der wesentlichen Grinde hierfir ist, dass die Kontaktflache zwischen
zwei Proteinen (806 3000A42) in der Regel deutlich groRer ist als die Bindungsstellen
der niedermolekularen Verbindgen (300 100042481 AuRerdem neigen die
Grenzflachen dazuecht flach und schlecht definiert zu sein, wodurch haufegignete
Proteintaschen zumpotenten Bindung kleiner Molekiile fehlef#:49501Hinzu kommt,

dass die zu modulierenden PPI haufig einen recht groBen hydrophoben Charakter
ausweisen, was jedoch die ldentifizierung von bioverfigbaren niedermolekularen

Verbindungen zusétzlich erschwert, déeses in ihrer Hydrophobie begrenzt sikd.

Erst die Entdeckung von sogenanntelotSpotRegionen konnte die Erforschung von
niedermolekularen Verbindungen als PMbdulatoren entscheidend vorantizen.
Diese Regionen beinhalten oft groRe Aminosauren, die in kleinen Taschen binden und
den GroRteil zur Bindungsenergie beitragén?.511 HotSpots ermdglichen die
Identifizierung von PPIHemmstoffen mit geeigneten pharmakolsghen
Eigenschaften. Hierzu werden Wirkstoffe entwickeltelche zielgerichtet midiesen
Regionen interagierenDie Entwicklung verschiedener Methoden ermdglicht es,
niedermolekulare Verbindungerielgerichtetin diese Bereiche zu lenkéf¥*¥ Dadurch

konnte in den vergangenen Jahren eine Vielzahl vorMBdlulatorenerforschtwerden

16
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Licht aus einer Anregungsquelleor Bestrahlung der Probe zuerst polarisiert. Die
anschlieBende Bestrahlung mit polarisiertem Licht geeigneter Wellenlange fihrt zu
einer Fluoreszenzanregung des Fluorophdrmerhalb deswenige Nanosekunden
andauern@n angeregten Zustandewirkt die BrownscheMolekularbewegungedoch
eine Neuorientierung des Fluorophors. Dies filati einer starken Depolarisation des
emittierten Lichtes, sodasdie Starke der Fluoreszenzpolarisation bzw. der Anisotropie
sinkt (Abb. 10a)[61.63IDie Starke der Fluoreszendpdsation P lasst sich dabei durch die
Beitrdge der emittierten Lichtintensitaten, die sich paralle) (Ind senkrecht () zur
Anregungsquelle befinden, unter Verwendung von Forifigberechner®7.64]

0 ..g 8 €

Oft andert sichjedochdie Fluoreszenz, wenn ein Fluorophor an ein Protein gebunden
wird. Aus diesem Grund wird dann die AnisotropieA statt der
FluoreszenspolarisatioR verwendet, welche mit Formg) berechnet werden

kann[61.64]

o @

Zwischen derAnisotropie A und der Fluoreszenspolarisatidh besteht ein direkter

Zusammenhang. Dieser wird in Form@) dargestellf54!

5 O e

Faktoren, welche die Geschwindigkeit der Rotationsdiffusion durch die Brownsche
Molekularbewegung beeinflussersteuern somit auch die Fluoreszenzanisotropie
Solche Faktoren sind B. Temperatur und Viskositat der Losung aber auchdie
scheinbare Molekiilgréf3e des Fluorophors. Die scheinbare GréRRe eines Fluorophors
nimmt zu, wenn es mit einem (weiteren) Protein interagi€#t Diese VergroRerung des
Fluorophors macht sich in einem Anstieg der Anisotropie bemerkbar, da groRRere
Molekile langsamer rotieren als kleine Molekildbp.1M)[62] Die Messung der
Anisotropie kam auch erfolgreich fur die Untersuchungen von PPI verwendet werden.
Dabei gibt es verschiedene Arten von Fluorophoren, die bei-NR&sungen

Anwendung finden. Zum einen kénnen chemisch gebundene FluoroplzoBe,durch

19



THEORETISCHESRUNDLAGEN

Applikation von Fluoresceirnisothiog/anat(FITC) oder nach Fusion mit dem rGn-
fluoreszierenda Protein(GFP) oder dessen Derivateverwendet werden. Ferner
konnen auch Tryptophanreste in vorhandenen Proteinen als Fluorophore dienen. Dies
stellt eine recht einfache Mdglichkeit zur Messudgr Wechselwirkung dar, da die
meisten Proteine Tryptophanreste enthalt&fl. Durch Korrelation der GréRe eines
Fluorophors mit seiner Anisotropie kinen PPIModulatoren identifiziert und
quantitativ evaluiert werden. Wird eine PPI durch einen Inhibitor gestort, nimmt
Mittel die GroRRe des Fluorophors ab, wodurch die Starke der Anisotropie sinkt.
Demgegenuber fuhrt die Starkung einer PPI durch eiSeéabilisatorim Mittel zu einer

VergroRerung des Fluorophors und somit zum Anstieg der Anisotrofeb(11).[57.58]

o
== ‘ g .............
( ' S
J Inhibierung \_J é '
langsame Rotation schnelle Rotation -
1Og CProtcin
r\ q'__) ...........
0 = ]
A \”4 S— 2
tabilisation S
a/ <
schnelle Rotation langsame Rotation
lOg CProtcin

Abb. 11 Darstellung der Fluoreszenzanisotropie bei einer PPI.  Anisotropieverhalten unter
Einwirkung eines Inhibitorqoben)oder Stabilisatorgunten) in Abhéngigkeit der Konzentration (erstellt
nachl57.58),

Die Evaluation eines PHMlodulators mit biochemischerund biophysikalischen
Methoden liefert zwar Aussagen Uber die Starke der PPl und damit auch tber die
Leistungsfahigkeit des Modulators. Allerdings werden dabei keine Eigenschaften zur
Bioverfligbarkeit des Modulators miteinbezogen, womit zunachst aul3er gelassen
wird, inwieweit ein PPAModulator auch als Wirkstoff flr ein Arzneimittel geeignet sein
kann. Aus diesem Grund wurden verschiedene Konzepte entwickelt, mit denen die
Aktivitditen von Modulatoren und die phykbchemischen Eigenschaften der
Substanen in Verbindung gebracht werden kénneolche Berechnungen sind zu
einem wichtigen Element imWirkstoffdesign geworden Eine solche wichtige

KenngroRe ist die vonHopkins et aldefinierte Ligandeneffiziend E)I55 Wie in

20
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Formel(4) beschrieben ist die Ligandeneffiziedie Bindungsenergie G pr o Anz ah |l
schweren Atomen (HA voheavy atomps Als schwere Atome werden alle Atome aul3er
Wasserstoff definiert.

wO YYA@ O p& YOO

Y .
VO 5% 05 05 @)

Die LE stellt ein MaR fur die Glte der Wechselwirkung einer Substanz mit einem
Zielprotein dar. Da die LE gleichzeitig einen Zusammenhang zwischen der Aktivitat
und derMolekilgroReeiner Substanz erstellt, kann diese KenngréRe zur Abschatzung
der Qualitat dieser Substanz als Wirkstoff verwendet werd&$¢l Anstelle der
Ligandeneffizienz kann auch der Bindungseffizienzindex (BEI koring effiency
indeX berechnet werden. Bei dieser Kenngrof3e wird, wie in For@edargestelltdie
molare Mass¢M) statt der Anzahl der schweren Atome beriaitdigt. Dadurch erhalt

der Beitrag von verschiedenen Heteroatomen ein htheres Gewght

N0 O
8 00 - ©)

Gemald deRule of Fivepielen neben der MolekulgroR3e fir die Bioverfugbarkeit einer
Substanz auch die Lipophilie und die PSA eine entscheidende®dfiednalogie zum
BEI kann der Oberflachenbindungseffizienzindex (SEI sonfacebinding efficency
indeX berechnet werden, bei dem die PSA anstdée molaren Masseur Kennzahl
beitragt(®6.671Der SEI lasst sich mit Hilfe von Form@) berechnen.

oo 108 ©

O "Yip T

Demgegenuber kann die Lipophilie einer Substanz mitbertcksichtigt werden, wenn die
LigandenLipophile-Effizienz(LLE) dieser, wie sie in Form@l) gezeigt ist, berechnet

wird.[66.68]

00 0N06 Gaé Qb (@)
Fir dieAbschéatzung detQualitatUeiner Substanals Wirkstoffist es sinnvollmehrere
Kennzahlen gleichzeitig zietrachten Dadurch kénnen Eigenschaften, dmolare

Masse PSA und Lipophile betreffen, direkt miteinander kombiniert werdeammdurch

der Optimierungsprozess im Wirkstoffdesign unterstiitwerden kann/67.68]

21
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2.2.2 Bioisostere von Phosphonsauren

Phosphonsauren beinhaltesmalog zu derPhosphorsauren zwei acide Protonen und
sind bei physiologischen pHWerten negativ geladenAbb.16). Die negative Ladung
schranktdaher derenZellpermeabilitdt und somit auch orale Bioverfiigbarkeit stark
ein[®8l Aus diesem Grund kann es gerade im Wirkstoffdesign hilfreich sein, Bioisostere
von Phosphonaten zu entwickeln, welche unter physiologischen Bedingungen nicht

geladen sind undlaher tber ere hohereZellpermeabilitatverfiigen

=0
=J0}

—

I . |
a) HCO—P—OH <~————— H;CO—P—0
I I PKg =631

O pKg=1.54 OH

jas)

T a

i 7

I:o @O—"Iﬁ
O

Oo—-

PKg = 7.49

Abb. 16 Aciditat von Phosphorsauren und Phosphonsauren. a)pKsWerte der ersten und zweiten
Deprotonierung von Methylphosphorsaure. pKs-Werte derersten und zweiten Deprotonierung von
Methylphosphonséaure (erstellt nadHl).

Das Konzep der Isosterie geht urspriinglich aufangmuir zuriick. Demnach sind
Isostere Substanzen bzw. Atomgruppen, die die gkeighzahl und Anordnung an
Atomen und Elektronen haben und damit viele &hnliche physikochemische
Eigenschaften aufweisdf?! Eine Erweiterung dieser Definition stellt da@rimmsche
Hydridverschiebungsgeselar, welches besagt, dass Elemente der dritten bis siebten
Hauptgruppe im Periodensystem durch Aufnahme von 1 & 4 Wasserstoffatomedie
Eigenschaft des Elements erhaltenen, weloh@&ruppen rechts von ihnen stehét¥!
Erlenmeyererweiterte wiederum auch die Grimmsche Klassifikation und definierte
Isostere als Atome, lonen und Molekile, die in den peripheren Elektronenschichten

identisch sind®

Basierend auf den Konzepten der Isosterie definiEriedmanrerstmals den Begriff der
Bioisosterie. Demnach sind Bsostere Atome und Molekile, die die wesentlichen
Definitionen der Isosterie umfassen und zusatzlich eine ahnliche biologische Aktivitat
aufweisen?? Auch dieses Konzept wurde voBurger weiterentwickelt, wonach
Bioisostere Atomgruppen oder Molekile sind, die eine nahezu identische Molekulform
und Volumen haben, eine ungefahr gibe Elektronenverteilung und ahnliche
physikalische Eigenschaften aufweis@h4 Insgesamt ist es fir Bioisostere also

entscheidend, dass sie sich mehr in ihren biologischen als in ihren physikatisch

26
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Eigenschaften &hneln. Dazu gehéren Parameter wie Groéf3e, Konformation, Léslichkeit,
Polarisierbarkeit, pkWert, sowie Reaktivitdit und Stabilitdt. Diese Eigenschaften
konnen fur ein biologisches System sowohl schéadlich als auch von Nutzen sein.
Gleichzeiig kann ein wirksames Bioisoster nicht automatisch auf eine andere

biochemische Anwendung Ubertragen werdéh?s!

Vor allem fur Organophosphorsauren wundéereits eine Vielzahl von Bioisosteren
entwickelt. Dabeisind die Organophosphonséurerauch bereits Bioisostee der
Phosphorsauren. Bioisostere der Organophosphorséusend daher auch haufig
bioisoster zu den Phosphonsauren. Mdgliche Beispitle solche bioisosteren
Austausche sindorsaure oder SulfonamieDerivate(Abb.17).

OH

O /
E/OH R—]|3 R—

Abb. 17 Bioisostere von Phosphonaten. Chemische Strukturen von Phosphonat (blau) und den

mdoglichen Bioisostereauf der Basis eineBorsaure (grinpzw. einesSulfonamid (orange).

Die trigonatplanaren Borsauren kénnen mit Nucleophilen eine koordinative Bindung
eingehen, sodass sie tetraedhe Strukturen bilden kénnen, die dann eine formale
negative Ladung am Boratom aufweisen. Sulfonamide kénnen attraktive Bioisostere zu
Phosphonaten sein, da sie nur wenig acide sind. Methylsulfonamid hat eingh\felt

von 15.6, sodass Sulfonamide unteygiblogischen Bedingungen neutral sind, was sich

positiv auf die Zellpermeabilitat auswirken kafi]

2.2.3 Prodrugs von Phosphonsauren

Prodrugs sind chemisch modifizierte, inaktive Wirkst@erivate, die erst durcleine
chemische oder enzymatische Biotransformation in der Zelle in aktive Wirkstoffe
umgewandelt werdeff5.971 Dabei werden die Prodrugs so konzipiert, dass sie im
Vergleich zum  eigentlichen  Wirkstoff  verbesserte  physikochemische,
biopharmazeutische oder pharmakokinetische Eigenschaften aufweisen kdtthen.
Dies ist notwendig, daer Wegeines Wirkstoffeszu seinem molekularen Targb&ufig
durch verschiedene Faktoreneingeschrankt wird. Diese Faktoren kénnen
physikodhemischen Ursprungs seinz.B. eine schlechte Wasserloslichkeibder

schlechte Zelldurchlassigkesiufgrund einerzu hohen Polaritat des Wirkstoffes. Andere
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Der erste experimentelle Nachweis, dass ein Phosphonatdiphenylester geeignete
Eigenschaften eines Prodrugge orale Absorption und Umwandlung in eine aktive
Form hat, gelang durch die Entwicklung von Neutralen EndopeptidaséNEP)
Inhibitoren (Abb.2()[1%4] Die Aktivierung der NEPProdrug erfolgt Uber eine
schrittweise Hydrolyse, wobei noch nicht abschliel3end geklart zu sein scheint, wodurch
diese ausgelost wirdBei Spaltexperimenten innterschiedlichen Plasmaarten (Ratte,
Hund, Affe, Mensch) wurde beobael, dass es Unterschiede der Spaltungsrate in
Abhangigkeit der Plasmaart gibt. Auch fuhmtine thermische Inaktivierung der
Plasmaproben zur Hemmung der Spaltung. Diese Beobachtungenefiilau der
Annahme, dass ein enzymatischer Spaltmechanismus voriegass. Zum anderen
wurde die chemische Hydrolyse aber auch in unterschiedlichen Puffern durchgefihrt.
Dabei wurde beobachtet, dass zumindest bei der Spaltung des Monoesters deutliche
Unterschiede der Spaltgeschwindigkeit in Abhangigkeit des verwendetdfeBuzu
beobachten sind. Dies legt die Vermutung nahe, dass zumindest ein Teil der Spaltung

auch durch chemische Hydrolyse verursacht wibp. 20c)[100.103]
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2.3 Die Familie der 14-3-3 Proteine

14-3-3 Proteinesind eine Familie hoctkonservierte, saure Adapterproteine mit einem
Molekulargewicht von etwa 3&Da. Sie wurden erstmals vavioore und Perdeei der
Analyse von Proteinen aus Rinderhirnen beschrie3€1.14-3-3 Proteine sind an der
Regulation von zahlreichen zellbiologischen Prozaesdeeteiligt, da sie mittels
Ausbildung von PPI die Funktionen von vielen Proteinen beeinflussen kénnen. Dabei
interagieren sie zwar hauptsachlich mit  phosphorylierten  Serinund
Threoninsequenzen, allerdings sind auch einige phosphorylierungsunabhéngige

Bindungsmotive bekannf06.107]

Die ersten Befunde zur regulatorischen Funktion dek3-3 Proteinebetraf deren
Einfluss inder Synthese von Dopamin und weiteren Neurotransmitteim.diesem
Prozesdungieren sie als Aktivatoren von Tyrosia und Tryptophanmonoxygenasen,
welche die geschwindigkeitsbestimmenden Schritte der Indolamimnd
Catecholaminbiosynthese katalysierf8.109 Mittlerweile hat jahrzehntelange
Forschungedochein bemerkenswertes Netzwerk von Proteinen ergeben, die ¢34
Proteinen interagieren. So weist das Saugetierinteraktom vor3-34 Proteinen
inzwischen mehr als 500 Bindungspartner auf, was die Relevanz dieser Proteine
verdeutlicht (Abb. 21) [110.111]

Abb. 21 Graphische Darstellung des 14-3-3 Interaktoms (libernommen aug10)),

Gleichzeitig verdeutlicht die GroRe des Interaktoms, dass3-B4Proteine an der
Kontrolle einer Vielzahl von zellularen Prozessen beteiligt di@09.112.11350 kdnnen

sie den Zellcyclus, verschiedene Signaltransduktionswege, die Organisation des
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Cytoskeletts, den Stoffwechsel und das Tumorwachstum sowie eine Reihe weiterer

Prozesse regulierdft3.114]

2.3.1 Namensgebung und Vorkommen von 14 -3-3 Proteinen

Ihren Namen erhielten die 133 Proteine aufgrund ihres Elutionsverhalten in der
DEAE (Dethylaminoethyl}Zellulose Chromatographie und ihres Migrationsverhalten

in der zweidimensionalen StarkegElektrophorese, die zur Isolierung und
Identifikation der Proteine durchgefiihrt wurden. Zur Isolation der Proteine wurde
diese zunachst mittels Sadrazipitation aus den Rinderhirnen extrahiert. Danach
erfolgte eine Aufreinigung der Proteinmischung mittels DEZEllulose
Chromatographie, wobei jede dabei erhaltene Fraktion anschliel3end elektrophoretisch
weiter aufgetrennt wurde. Jedem auf dem Gel uyefen Protein wurde eine
Zahlenkombination zugewiesen, die sich aus der Nummer der Fraktion aus der
Chromatographiesowie den Werten fir den isoelektrischen Pun{f) und dem
Molekulargewicht(M) ergaben Demnach erhielten die Proteinevelche sich inder
Fraktion 14 der lonenaustauscherchromatograpbéfanden undiie Koordinaten 33

in der 2D Elektrophoreseaufwiesenden Namen 148-3 Proteine Abb. 22) [105.115,116]

Protein- Q
mischung a
S L 14-3-3
Salz- / Protein
Prizipitation 4 L3
Elektrophorese 1
|
Rinderhirn i
3 1P
bl
W
i
\Fraktion 14

DEAE-Chromatographie

Abb. 22 Schematische Ubersicht der Prozedur zur Isolation und Identifikation de r 14-3-3
Protein e aus dem Rinderhirn (erstellt nachi116)).,

Die hochthomologen Mitglieder der Familie der -B43 Proteine werden nicht nur im
Gehirn, sondern auch in den meisten anderen Gewebearten, einschliel3lich Leber, Herz

und Hoden, exprimiert. Innerhalb der eukaryotischen Zellen sind sie meist im
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Cytoplasma zu finderkonnen allerdings auch in der Plasmamembran oder in anderen
intrazellularen Organellen wie dem Nucleus oder dem G@lgparat lokalisiert
seinl112] Eine Analyse von 6ffentlichen Datenbanken zeigte, dass bisher 153 Isoformen
von 143-3 Proteinen, die sich in 48 verschiedenen Spezies findekarimt sind. Dabei
variiert die Anzahl der jeweiligen Isoformen in Abhangigkeit der entsprechenden
Spezies. Die Anzahl reicht von zwei Isoformen in einzelligen Hefepilzen wie

Saccharomyces cerevidigehin zu zwolf bis finfzehn Isoformen in Pflanzenartere

Arabidopsis thalian84111Bei m Menschen kommen sieben | sc
o, y/l €, (, n und ¢ bezeichnetdawer die nunda
|l edi glich die phosphoryllerten Formen von

2.3.2 Struktur und Funktion von 14 -3-3 Proteinen

Jedes Monomer der 1343 Pr ot ei ne setzt si ch -Helcess ei netl
zusammen, von denen die meisten paarweise antiparallel angeordnet sind. Die ersten
Kristallstrukturen der 143-3 Proteine habn aber gezeigt, dass diese Proteine in der

Regel Dimere ausbilden. Die Dimerbildung der Proteine erfolgt Giber die Interaktion der
N-Ter mi ni, widdhixevion Mbhoened 6 1mi t - d @ d -H#lides von

Monomerll interagierenl118.119] Eine Stabilisierung der Dimere erfolgt Uber die
Ausbildung von Salzbriicken und hydrophobe Effek#é! Dabei konnen die 18-3

Proteine sowohl Homoals auch Heterodimere formen. Wahrend die 33 dsoform

bevorzugt Homodimere ausbilden, formen die-38 € und die 143-3 fisoformen

Heterodimere augl2l

Die Dimerisierung fihrt zu der typischen Worm der 143-3 Proteinemit einem
negativ geladenen, amphipathischen Bindungskanal im InneB#aser haeine Breite

von etwa 40A und verfiigt Uiber ein6-8 A groRes Loch in der Mitte Abb.23d)[112.120]

Die Ladung im Inneren des Bindungskanals entsteht aus den polaren und geladenen
Helices 1, 3 und 5, die den Boden bilden und somit einen hydrophilen Anteil des Kanals
erchaffen, wahrend die hydrophoben Helices 7 und 9 die Wande des Kanals ausbilden
(Abb. 23 [112.118]Dje konkave Oberflache im Inneren ist zwischen der313 Isoformen
weitestgehend identiscnd somithochkonserviert, wohingegen die Sequenzen an den

AuRenseiten und den -Termini variieren konneril21l
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. amphipathische

* Bindungstaschen

Abb.23Kr i st al |l struktur -&aem eineseld-8-8 Brotains. mecjDarsellung im
Bandermodell mit Nummerierung der einzelnen Helices. b@dgrflachendarstellung (die Uber alle
Isoforme vollstéandig konservierten Reste sind dunkelrot dargestellt) (modifiziert Fagh

Mit den meisten Interaktionspartnern erfolgt diBindungsbildung im Kanal, wobei
jedes 143-3 Dimer in der Lage isentwedergleichzeitigzwei Zielproteine oder aber ein
Zielprotein mit zwei 14-3-3 Bindemotivezu binden112.118]Dabei wurden bisher drei
Bindemotive fur die 148-3 Proteine ausfuhrlich beschrieben, die sich durch bestimmte
Sequenzen definieren Téb.1)[12%124] Bej der strukturellen Aufklarung der
Bindungsmotivel und Il konnte gezeigtwerden, dass der Argininrest an Positic8
bzw.-4 und der Prolinrest an Position {Bezogen auf daghosphorylierte Serin und
Threonin) zwar zur Bindung beitragt, deren Konservierung fir eBi@dung aber nicht
essetiell sind[123125Das Bindungsmotivll hingegenunterscheidet sich deutlich von
den beiden anderemind wird zur Bindung von phosphorylierten GTermini eines
Proteins verwendet. Daher liegen @rminal zum phosphorylierten Serin oder
Threonin nur noch maximal zwei Aminosaure?4.1261 Dadurch entsteht am €
Terminus eine Grube, die als Ansatzpunkt fiir die Erforschung von neuen Therapeutika

geeignet sein kanf16.127]
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molecular anvil hypothegi®eschrieben. Die Hypothese besagt, dass sich eig34
Protein wie ein Amboss verhdalt und ein Protein bei einer Wechselwirkung in eine
andere Koformation zwangt, wahrend es selbst quasi unverandert bléfst.Ein
Beispiel hierfur stellidie Wechselwirkung der SerotoniN-Acetyltransferase AANAT
mit einem 143-3 Protein dar. Diese Interaktion fuhrt zu einer Konformationséanderung
des Enzyms AANAT, die mit einer 680 gesteigerten Enzymaktivitat einhergéht!

a)

14-3-3 14-3-3

b)

protein

+
Protein
oder DNA
14-3-3

14-3-3
Protein
oder DNA

Protei
B

+ wad O @0

Protein
14-3-3 B 14-3-3

Abb. 26 Strukturelle Effekte der 14 -3-3 Bindung. a)Konformationelle Anderung imZielprotein.

b) Maskierung einer speziellen Region des ZielproteinStapilisierung von zwei Proteinen (modifiziert
nach(120),

Eine weitere Madoglichkeiteiner 143-3-vermittelten Strukturverdnderung isteine
Abschirmung von bestimmten Regionen in einem Zielprotein oder weiteren
Bindungspartnern Abb.26b). Dabei kanrz.B. das aktive Zentrum eines Enzyms oder
die Ligandenbindestelle blockiert werden, wodurch die PPI inhibiert werden kénnen.
Auch kénnen Lokalisationssequenzen wie nucleare Expader Importsequeren
(NES, NLS) maskiert werden, was die subzellulare Lokalisdg@ogebundenen Proteine
regulieren kanr120.125.132Fjn Beispiel hierfir ist die Interaktion eines -B43 Prdeins

mit dem Transkriptionsfaktor FOXO3. Nach der Bindung der beiden Proteine
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AT .\f"\ /‘

Abb. 28 Ubersicht einiger 14.3-3 Inhibitoren. a) Strukturen von B4JMP und PLP. binteraktionen
der zuvor genannten Strukturemit 14-3-3 ProteinenDie H-Briicken bzw. ionischerinteraktionen sind
mit gestrichelten Linien dargestellt (modifiziert naéd§-142).

Obwohlder Stand der Technik bé&i4-3-3 Stabilisatoren noch nicht so weitie bei den
Inhibitoren ist, konnten auch hier bereits einigk43-3-Proteintargetstabilisierende
Verbindungen identifiziert werden. Ein Beispiel fir einen natirlich vorkommenden
Stabilisator ist FusicocciA (FCA), ein Diterpenglycosid des Pilzassicoccum amygdali
(Abb.2%), der das Welken von Pflanzen bewil! FCA stabilisiert dabei die PPI
zwischen der PlasmamembrartHATPasgPMA2) und den 18-3 Proteinen, wodurch
die Bindungsaffinitit im PMA2/18-3-Proteinkomplex um das 9fache erhdht
wird.[*44] Die Stabilisierung fuihrt zur Aktivierung der Protonenpumpe, wodurch es zur
irreversiblen Offnung der Stomatapord&ommt und die Pflanze zu welken begiriit3]

Zur Entwicklung weiterer PMA2/148-3-Stabilisatoren wurde eirHigh-Throughput
Sreening einer Substanzbibliothek durchgefiihrt, bei welchem Epibestitan und
Pyrrolidon 1 identifiziert werden konnten Abb.2%)[53] Die Kristallstrukturen dieser
Verbindungen zeigten, dass auch diese Stabilisatoren im amphipathischen
Bindungskanal binden, allerdings in unterschiedlichen BereidhérEine Optimierung
von Pyrrolidonl fiihrte zu PyrazoB4, bei welchem das Pyrrolidi@ertst durch ein
starreres PyrazeGeriist ersetzt wurdeAbb. 2%)[145]
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HO OAc
HO 0 \.. O/ﬁ
\ Nose l

a)
Hy,
oH
OCH;
Fusicoccin A
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HO (6] ¢} 5
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N7 >CooH HO 2 O Nl /
b) H HO
N

O,N 0,

Epibestatin Pyrrolidon 1 Pyrazol 34
Abb. 29 Ubersicht der chemischen Strukturen einiger 14 -3-3 Stabilisatoren. a) Fusicoccin A als

natirlich vorkommender PMA2/18-3-Stabilisator. bEpibestitan, Pyrrolidorl und PyrazoB4 als nicht
nattrlich vorkommende PMA2/18-3-Stabilisatoren (erstellt nachvl).
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2.4 Der Transkriptionsfaktor ChREBP

Das Protein ChREBP (enghrbohydrate responese elenbémding proteij spielt eine
entscheidende Rolle bei der Umwandlung von Kohlenhydraten in Fette im
Lebergeweb&46] Als Transkriptionsfaktor bindet ChREBP an bestimmte DNA
Abschnitte und reguliert seine Transkriptionsrate, wodurch die Expression seiner
Zielgere beeinflusst wird4”1 Der Name ChREBP weist nicht nur darauf hin, dass das
Protein an die DNA bindet, sondern vor allem auch darauf, dass es auf Kohlenhydrate
reagierrnt woozrwt.etWs da es er sl Aichrwerim dieli e s e
Expression von ChREBP in der Leber besonders grol3 ist, lasst sich der
Transkriptionsfaktor auch noch in anderen Geweben wie beispielsweise dem weil3en
und brauen Fettgewebe, dem Darm, der Niere und der Muskulatur, aber auch in

Pankreaszellennd im Gehirn finderj14&150]

Da ChREBP wahrscheinhcentscheidend fir die optimale Langzeitspeicherung von
Kohlenhydraten in Form von Fetten ist, wird es zu den sogenantikeiity genes
gezahlt151] Die Thrifty geneHypothesdesagt, dass das menschliche Genom wahrend
der Evolution eina sparsamen (engthrifty ) Modus entwickelt hat, in welchem Energie
moglichst effizient genutzt werden kann. Dazu zahlt unter anderem die Speicherung
von Uberschissigen Nahrstoffen in Form vorttFam soz. B. den Nahrungsmangel in
Hungersnoten tberbriicken zu kénné¥2Der Umoder nelU Mensch kan
Uberangebot an nahrstoffreich&lahrung konsumieren, wobei er gleichzeitig aber eine
zu geringer korperliche Aktivitat hat. Dies kann im Zusammenhang mit dimifty
genezu einem Ungleichgewicht zwischen Nahrstoffaufnahme und Nahstoffverwertung
fuhren, wodurch Ubergewicht unddie dami einhergehende Krankheiten wie
Insulinresistenz  bzw. Diabetes mellitus T¢p Bluthochdruck und weitere

Herzkreislauferkrankungen beginstigt werden konniéff.152]

Dabei konnen insbesondere Ubergewicht und Diabetes auch die Entstehung von
nichtalkoholischen Lebererkrankungen (NAF)LDbeglnstigen, die durch eine
tbermaRige Ansammlung von Triglyceriden in der Leber gekennzeichnetEifip4!

Das Spektrum der NAFLErkrankungen reicht dabei von der einfachen Fettleber mit
guter Prognose bis hin zur nichtalkoholischen Fettlebpatitis, die zu Leberfibrose
und Leberzirrhose fuhren und dabei eine deutlich erhéhte Mortalitat beinhalten

kann[154
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2.4.1 Proteinstruktur und Zielgene von ChREBP

Das menschliche ChREBRotein besteht aus 852minosduren und ist somit ein
relativ groRes Protein mit einem Molekulargewicht von etwakZa[155] Dabei stimmt
die Amincsauresequenz des humaneébhREBFProteins zu 826 mit der Sequenz des
murinen ChREBHProteins uberein, welches aus 8&minosauren besteht und etwa
95kDa wiegt. Auch in Fruchtfliegen und Fadenwirmern konnte das ChRERRein
gefunden werden, wobei es in diesen Organismen mit @EAOAmMinosauren nochmal

deutlich groRer als in Menschen oder in Maussti156]

MLX

e

ChREBP § Helix
&7 Schleife

A
£
basischer DNA
DN‘;% Bindungsbereich
4 1":“7

Abb. 30 Schematische Darstellung des ChREBP/MLX-Heterodimers mit den HLH -Motiven und
dem DNA-Bindungsbereich (modifiziert nach!146)).

‘~u

ChREBP gehort zur Familie der hochkonserviert@asichelix-loophelix/leucine
zipper(bHLH/LZ) Transkriptionsfaktoredl49.155.15"HIH-Mot i ve best ehen au
Hel ices, die Uberloogfy)nenitkéexiabder Sovkerbéunde |
einzelnes DNAMotiv binden kdnnen Abb. 30) [158] Voraussetzung fur die Funktion von

ChRBBP als Transkriptionsfaktor ist die Interaktion mit delfax-like proteinX (MLX),

welches ebenfalls ein Mitglied der (bHLH/LZ) Transkriptionsfaktofeamilie istl159.160]

So bildet ChREBP nach d@&lucoseinduzierten Transbkation in den Nucleus ein

obligates Heterodimer mit MLX ausAbb.30. Dabei ist MLX ein stabiles Protein
wohingegen ChREBP mit einer geschéatzten Halbwertszeit vami&Qecht instabil ist

und in dem Proteinkomplezomitals Sensor auf metabolische Einflissagiert!156.160]

Immer zwei der obligaten Heterodimere bilden ein Heterotetramer aus, welches dann

an dascarbohydrate response elen{@moRE) binden kann, das zur Promoterregion der

ChREBFZielgene gehort und dadurch die Expression der Zielgeswuliert[156.161,162]
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Neben dem HLFMotiv am GTerminus beinhaltet ChREBP einige weitere funktionelle
Motive (Abb.31).157.1631Zum einen befinden sich in Nachbarsafh zu diesem Motiv
zweileucirezipper like domais(Zip-like) und eineproline rich regioftpro-rich), bei der
wie der Name andeutet, eine besondefmhaufung der Aminosaure Prolin
vorkommt[15%] Beide Bereichekénnen weitere Dimerisierungen oder generell die

Ausbildung von PPI vermittel#49]

S R

NES1 NES2 NLS Pro-rich Z ZIP-like
I l I II

| LID | GRACE | Vil

¥ Wl
GSM RERE
oo
P

MLX N+= l . —C

zip ZIP-like

Abb. 31 Schematische Darstellung des ChREBP/MLX-Heterodimers. Der Interaktionsbereich
zwischen den beiden Proteinen isiittels gestrichelte Linien dargestellt (erstellt nach>6.163),

ChREBP wird durch die Trandtation zwischen Zellplasma und Zellkern reguliert. Die
fur diesen Prozess verantwortlichen Bereiche befinden sich affefninus des
Proteins157] Bei holer Glucosekonzentration wird ChREBP durch dasclear
localisation signaINLS) in den Zellkern transportiert, wodurch die Transkription der
Zielgene aktiviert wird164.165]|st die Glucosekonzentration hingegen niedrig, wird
ChREBP inaktiviertund mittels nuclear export signdl/2 (NES1 und NES2) aus dem
Zellkern wieder ins Zellplasma Uberflihi85.166]

NLS, NES1 und NES2 sind Teil discose sensing mod(&SM), welches sich Uber die
etwa ersten 30@minosduren vom NTerminus aus erstreckt>”163.167IGSM besteht
dabei aus delow glucose inhibitory doma(hID) und demglucoseesponse activation
conserved elemeniGRACE) Abb.31). Bei hoher Glucosekonzentration vermittelt
GRACE die Transkription von ChREBP, wohingegen es bei niedriger
Glucosekonzentration von LID gehemmt wik§?! Zusatzlich besitzt ChREBP drei
Phosphorylierungsbindestellen (B1P3), die eine entscheidende Rolle bai@ucose
induzierten Aktivierung von ChREBP spieleAlib.31). Im murinen ChREBP bestehen
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diese Phosphorylierungsbindestellen aus Serin (Serl96 un@2®emund Threonin
(Thre66)168l

Die in der Leber domi ni erende Form- des T
|l sof or m. |l nzwi schen konnte aber auch eine
und in den Langerhaninseln der Bauchspeicheldriise nachgewiesen weRf8A70
ChREBPa -Tet mamudl dabei um 177 Aminoséauren
der o-Isoform unter anderem die LHRegion fehlt17l] Das Fehlen dieser Region flhrt

zu einer erhohten transkriptionellen Aktivitdt, die unabhangig von der
Glucosekonzentration iSt’'Es  wi rd ver mutet, dass ChREBF
steigende Glucosekonzentration aktiviert wird und dadurch die Expression von

ChREBPa aktiviert, was zu einerlf"ver st arkur

Zur langfristigen Speicherung von Fetten reguliert ChREBP als Schlisselmediator im
Glucose und Fettstoffwechsel dabei hauptsachlich die Expression von glycolytischen
Zielgenen. Dadurch wird der Abbau von Monosacchariden wiiel Expression von
lipogenen Zielgenenzur Synthese von Fettsauren und Triglyceriden geférdert
(Tab.2) 173174]

Tab.2 Ubersicht einiger Stoffwechselwege und verschieden en dazugehérigen ChREBP-

Zielgenen in der Leber (erstellt nach72),

Stoffwechselweg: ChREBP-Zielgene:
Glycolyse: Liver type pyruvate kinagfKLR)
Fructokinasg(FK)
Fatty acid synthasgASN)
Lipogenese: Acetyl CoA carboxylagaCC1)
StearoylCoA desaturag&CD1)
Glyconeogenese: Glucose 6 phosphatase catalytic suf@&PC)
Redox-Signalweg: Thioredoxin interacting prote{i XNIP)

Darlber hinaus ist ChREBP aber auch an der Express@rGlucose 6 phosphatase
catalytic subuni{G6PC) beteiligt, was als glyconeogert&stein Glucose6-phosphat

zu Glucosealephosphoryliert und somit an der Synthese von Zuckern beteiligt 3¢ 73!
Zwar erscheint die gleichzeitige Expression von glycolytischen und glyconeogenen

Zielgenen paradox, allerdings wird davon ausgegangen, dass Ghéeplsesphat
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ChREBP selbst aktivieren kann, sodass G6CP eine Uberaktivitait von ChREBP zum

Schutz der Zelle vaindern solll162.172]

Einen weiteren Schutzmechanismus der Zelle stellt die ChRieB&lierte Expression

von Thioredoxin interacting prote(fXNIP) dar. Zum einen kann TXP eine
Disulfidbriicke mit dem aktiven Zentrum von Thioredoxin ausbilden und so oxidierte
Proteine reduzieren und freie Radikale abfangépl. Dartiber hinaus wurdeaber
festgestellt, dass TXNIP die zellulare Aufnahme von Glucose hemmen und somit die

Zelle vor Uberladung durch Glucose schiitzen kéip17¢]

2.4.2 Glucose-induzierter Aktivierungsmechanismus von ChREBP

Die Umwandlung von Glucose in Fettsduren umch Fettgewebe gespeicherten
Triglyceriden in der Leberbeinhaltet eine Reihe an enzymatischen Reaktionen. Bei
diesen zumeist glycolytischen und lipogenen Stoffwechselschritten nimmt ChREBP

eine zentrale Rolle eif446.177.178]

Zellplasma
GK
S
= PPP
= e @ @

Acetyl-CoA
TCA- @ ]
Cyclus > J I/IW/I\‘\'A/ NN
Citrat g : Zellkern
|

v

ACC1 FASN Fett-
sduren
f Lipogenese |

Abb. 32 Umwandlung von Glucose in Fettsduren unter Beteiligung von ChREBP. Schematische
Darstellung der zentralen Schliisselrolle des Transkriptionsfaktors ChREBP in der Gindogéerten

Glycolyse und Lipogenese in der Leber (erstellt nBéH181),

46



THEORETISCHESRUNDLAGEN

Glucose wird zunachst durch den Glucosetransporter TY@RUT2) in das Cytosol der
Leber aufgenommen und anschlielend tUber den glycolytis@teffwechselvorgang in
Pyruvat umgewandel46.179 Mittels Gluckinase(GK) wird dabei neben einigen
anderen Metaboliten Glucosg@phosphat(G6P) gebildet. Dieses kann Uber den
Pentosephosphatwe@@PP) in Xulos®&-phosphat (Xu5P) umgewandelt werden. Xu5P
ist zusammen mit weiteren Metaboliten an der Aktivierung von CBREO bet e
wel ches dann wiederum di eduzEel}§r Nashs dero n
Transldationin den Zellkern und anschliel3ender Aktivierung kénnen beide Isofatme
die Expressio der ChREB#ielgene induziereft8 Zeitgleich reagiert das in der
Glycolyse entstandene Pyruvat im CitratcyclBCA) zunachst zu Acetyl
CoenzymA (Acetyl-CoA) und anschliel3end zu Citrat. Das Citrat kann dann, unter
Beteiligung einiger ChREBRielgene wie ACC1l und FASN, zu Fetts#urund
Triglyceriden umgewandelt werderipb. 32). [179]

Far die Akivierung von ChREBP sindlabei zwei Dephosphorylierungsschritte
notwendig. Durch die erste Dephosphorylierung kann ChREBP aus dem Zellplasma in
den Zellkern tanslozieren. Der zweite Dephosphorylierungsschritt erhoht
anschlieBend die Bindungsfahigkeit des Transkriptionsfaktors an die DNA, sodass

dessen Aktivitat dann durch die GSMomane reguliert werden kana67.182]

Glucose

=]

Zellkern

1 il -\ ACC1
g ] PP2A w 0 PP2A FASN
PKA PKA
INAKTIV

INAKTIV \ /
H AKTIV

Abb. 33 Schematische Darstellung der Aktivierun g von ChREBP durch Glucose im Zellplasma

und der Inaktivierung durch Glucagon (erstellt nachi178.183),
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Bei geringer Glucosekonzentration ist ChREBP an vielen Stellen phosphoryliert und
liegt in inaktiver Form im Zellplasma vor. Dénstieg der Glucosekonzentration in der
Zelle fuhrt zur Bildung von Xu5P. Dieses Phosphat aktiviert die PreRhiosphatase

Typ 2A(PP2A), sodass ChREBP dann an delP@Xition, in der Nahe der NEBegion,
durch PP2A dephosphoryliert werden kaH1183] Dadurch kann Importind ,
zusammen mit Importi@m  und wei t er en P-RegioreMom@REBP a n
binden und so den Transport des Transkriptionsfaktors aus dem Zellplasma in den
Zellkern unterstiitzen Abb. 33) [183]

Sobald ChREBP im Nucleus lokalisiert ist, dissoziiert der Impd€tmplex wieder ab.
Glucose aktiviert dann die inaktive Form von ChREBP, die durch die nucleare Form von
PP2A an der R2und de P3-Position dephosphoryliert wirdt?8.183Dadurch wird die
bHLH-Region freigelegt, ChREBP kann mit MLX interagieren und so ein Heterodimer
bzw. -tetramer bilden146.177.182Der TetramerKomplex bindet dann an die fORE

Region der DNA und vermittelt so die Transkription der ZielgeAdl(. 33).[146.168]

In der Zelle kann cyclisches Adenosinmonophospf@MP) durch das Hormon
Glucagon gebildet werden undeaiProteinkinase Typ@\ (PKA) aktivieren. Beim Abfall
der Glucosekonzentration kann ChREBP durch PKA in der HRdgjion wieder
phosphoryliert werden und dadurch aus dem Zellkern exportiert werden
(Abb. 33 [156.168,178]

2.4.3 Regulation der ChREBP -Aktivitat durch das 14 -3-3 Protein

Das 143-3 Protein kann die ChREB&Ktivitat beeinflussen, indem beide Proteine eine

PPl im Zellplasma ausbilden, bei welchet+33 an den NTerminus von ChREBP
bindetl12156] Der NTerminus umfasst die ersh 250Aminosauren des
Transkriptionsfaktors, wobei 18-3 im Bereich der Aminosauren 81 bis 196 bindet. Zu
diesem Bereich gehoren die dunddiedddNLS ce s
Region, sowie die Phosphorylierungsstelle P1. Dabei kar834nzwei Bindestellen

an ChREBP binden. Die primére Bindestelle, die eine hohe Bindungsaffinitat aufweist,
umf as s Helid(Reste 1112 137), wahrend die sekundare Bindestelle die Impertin
Bindungsstelle (Reste 168L90) beinhaltetAbb. 34) [12.13.164]
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Wechselwirkungen zwischen dem-B43 Protein und ChREBP. So bilden beide Proteine
eine Reihe von vaer Waalsinteraktionen aus. Hierzu zahlen beispielsweise die
Wechselwirkung einer  Argiin-SeitenkettgR62) von 183 mit zwei
TryptophanseitenketterfW127 und W130) von ChREBP oder auch die Interaktion
zwischen einem Glutaminsaurered182) von 1:8-3 mit einem TyrosinresfY131) von
ChREBP. Auch einige Wasserstoffbriickenbindungen kéndentifiziert werden, wie
z.B. zwischenAsparagin(N124), TryptopharfW127) und Arginin(R128) von 14-3

mit Asparagin(N226), Arginin(R58) und Glutaminsaur@&182) von ChREBP. Insgesamt
werden dabei etwa 3% d e-HelixéOberflache von ChREBP durciedBindung mit
14-3-3 belegt!2.13]

Sato et akonnten AdenosinmonophosphdfMP) als orthosterischen Stabilisator der
14-3-3/ChREBHnteraktion identifizieren, durch welchen der Import von ChREBP in
den Zellkern gehemmt wird Abb.37) 131371 Die Kristallstruktur dieses ternaren
Komplexes zeigt, dass AMP dabei den gleichen Bereich besetzt, den auch
phosphoryliertes Serin oder Threonin bei phosphorylierungsabhaeyigl43-3
Wechselwirkungen besetzen wiirdéi:137]

a) b) N
7 N\v
N N\=N
\
YN om
o) i OH
Il
Py
HO™ |
O
AMP

Abb. 37 Wechselwirkung von AMP mit der 14-3-3/ChREBP-PPI. a) Ubersicht der Interaktion von
AMP (Stabchenmodel) mit133 a (gr au) und GtukEfdmel ovAMP [madifizigrt. b )
nach(13]),
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Die Hauptbindungsenergie fir den 4343/ChREBRKomplex wird der Phosphatgruppe

des AMPs zugewiesen, da dieperfekt in die Grenzflache zwischen den beiden
Proteinen passt und tief zwischen ihnen verankert istob.37a)[13 Dabei ist die
Phosphatgruppe so orientiert, dass sie mit beiden Stickstoffresten aller umgebenden
Argininseitenketten(R58 und R129 von 4%3 und R128 von ChREBP) wechselwirken
kann. Zusatzlich kann die Phosphatgruppe Interaktionen  mitden
Aminosauresegnketten Lysin (K51) und Tyrosin(Y130) von 14&8-3 sowie einem
Tryptophanrest(W127) von ChREBP eingehembp.38), wobei einige dieser
Seitenketten ach an der Ausbildung von phosphorylierungsabhéngigen

Bindungsmotiven beteiligt siné3.70

Wahrend die Phosphatgruppe des ANWBlekils Wechselwirkungen mit beiden
Proteinen eingehen kann, interagiert der Adeninring nur mit Aminos&egenkette
des 143-3 Proteins Abb.38). Sowechselwirkt AMP beispielsweise mit Lysi(K127)
und Asparagin(N175 von 143-3. Besonderwvichtig fur die Bindungist hingegendie
Interaktion des Adeninrings mit Seri(647)und Phenylalaninreste119) des 133
Proteins,welchemit der 6Aminogruppe von AMP interagierei3!

Abb. 38 Detaillierte Darstellung der Interaktionen von AMP mit dem 14  -3-3a (grau)/ChREBP
(violett) -Proteinkomplex. Die Interaktionen sind in gestrichelten Linien dargestellt grstellung der
Proteinkomplexinteraktionen mit der Phosphatgruppe des AMP Ogrstellung der Interaktionen von
1433 a mit dem Ade n idifizieit mach®3j.es AMP ( mo
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ZIELSETZUNG

Neben den beiden Phenylringen sollten auch die LinResitionen derivatisiert
werden. Zur Ausbildung méglicher Wechselwirkungenit dem AsparaginrestN123)

von ChREBP sollten dafur zusatzliche Substituenten am Methlieker eingefuhrt
werden (Variatiord). Da in diesem Bereich aber nur Distanzen von bis Z4 5
uberwunden werden konnen, sollte daher zunachst untersucht werdemynal welche

Art von Substituenten an dieser Position toleriert werden kénnen. Des Weiteren sollte
der EthylenLinker einerseits durch Einschrankung der Konformation oder andererseits
durch Addition von Substituenten variiert werden (Variati&). Die zusglichen
Substituenten sollten dabei Interaktionen mit dem Isoleucin(&s20) von ChREBP und
dem Lysinres{K51) des 1-8-3 Proteins begunstigen.

Die Synthese wund daran anschlieBende biochemische Evaluation vieler
verschiedenartiger Phosphophenoleth@erivate sollte somit weitere potente
14-3-3/ChREBFStabilisatoren  liefern und umfassende Einsichten in die
zugrundeliegenden StruktuwWirkungsbeziehungefSAR) ermdglichen. Um dariber
hinaus auch zellbiologische Untersuchungen zu ermdglichen, sollte imeie¢zten
Schritt die Zellgangigkeit der potentiellen Stabilisatoren erhéht werden. Dafir sollten
die potentesten Phosphophenoleth8tabilisatoren in Phosphonatmimetika und in

PhosphonatProdrugs (Variatior6) Uberfuhrt und evaluiert werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Ausgehend vondem initial hit, der urspriinglich mittels eines Virtual Screening
Ansatzes als vielversprechender Stabilisator fur die -38/ChREBRnNteraktion
identifiziert wurde, wurden zur Generierung noch potenterer Stabilisatoren
verschiedene chemische Derivatisierungen durchgefitierzu wurde zunéchst das
Grundgerust desPhosphophenolethersalidiert und anschlieRend Variationen an
beiden aromatischen Systemen und an dénmkern vorgenommen. Zusatzlich wurden
Borate und Sulfonamideals Bioisostere der Phosphonatevaluiert und aus den

potentesten Stabilisatoren Prodrugeneriert

Alle synthetisierten Verbindungen wurden hauptséachlich mittels
Fluoreszenzpolarisation von Dr. Eline Sijbesma, Emira Visser und Marloes Pennings aus
der Grype um Prof. @ristian Ottmam und Prof. luc Brunsveld von deffU Eindhoven

in den Niederlanden biochemisch evaluiert. Dafiir wurde eine Lésung aus dex81d
Protein und FIT@narkiertem ChREBB 2 vorgel egt, wobei
Isothiocyanat(FITC) als Fluaphor verwendet wurde. Die zu untersuchenden
Substanzen wurden in DMSO gel6st und konzentrationsabhangig zu der Mischung
hinzugegeben. Durcteine Auswertung der dabei enthaltenen Daten konnten die
mittlere effektive KonzentratiofEGo-Werte) sowie teilweise die

DissoziationskonstantéKp) fir die Stabilisierungermittelt werden.

4.1 Synthese von 2-Hydroxyphenylphosphonaten zur Darstellung

von Phosphophenolethern

Zur Darstellung der gewtinschten Phosphophenolether bzw. ihrer geschitzten
Vorstufen musseneine Carbonsaureamid und eire Phenolethebindung gebildet
werden @Abb. 42). Die Reihenfolge der zu bildenden Bindungen ist variabel, wobei fur
beide \arianten ein Amin und ein 2HydroxyphenylphosphonaDerivat wie 2 als

Ausgangssubstanzen verwendet werden.
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Abb. 42 Retrosynthetische Analyse des gewilinschten Phosphophenolether -Motivs . Die Synthese
kann sowohImit der Ethersynthese (obémls auch mit deAmidkupplung (unten)eginnen

Die Darstellung von ZHydroxyphenylphosphona(2) erfolgteunter Verwendungeiner
etablierten zweistufigen Syntheserout@kb. 43 [142.186]m ersten Schritt wurde hierzu
aus einem Phenol ddhosphatl durch eineAtherton-Todd-Reaktion unter basischen
Bedingungen mit Dimethylphosphi{MeOPH) und TetrachlormethafCCl)
hergestellt Durch eineanschliel3end anionischeortho-FriesUmlagerung mitin situ

generiertem Lithiumdiisopropylamid(LDA) konnte dann das R¥sphonat2 erhalten

werden
1 CCly, EN |
HO 2.(MeO),PH 0. .0 n-BuLi, DIPA HO
ot o)
DCM (trocken) O THF (trocken) Sp
0°C — RT, 16h -78 °C — RT, 16h S 0—
(60 %) (84 %) /
1 2

Abb. 43 Ubersicht der zweistufigen Syntheseroute zur Darstellung von Phosphonat 2 aus
Phenol. Phenol wurde mittels AthertosTodd-Reaktion zum Phosphdt umgelagert, das anschliel3end

in das Phosphona tberfuhrt wurde.

Mit Hilfe der Atherton-ToddReaktion reagieren Dialkylphosphite unter basischen
Bedingungenzunachstmit Tetrachlormethan zu Dialkylchlorphosphaten. Da diese
allerdings héaufig instabil sindkdénnen siemit einem AminodereinemAlkohol wie z. B.
Phenol direkt zum Phosphatmgesetzt werdeifAbb.44) [187] Eine Zeit lang herrschte
Unklarheit Uber den genauen Mechanismus der AtheritoddReaktion. Zunachst
wurde vermutet, dass die Base dasnethylphosphitintermediatdirekt deprotoniert.

Da als Base in der Regel aber ein sekundéares oder tertidres Amin verwendet wird,

dessen Basizitat nicht zur Deprotonierung vddalkyl-H-Phosphonate ausreicht
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sondernstattdessen zu einer DealkylierungHii, wurde ein alternativer Mechanismus
erarbeitet Abb. 45).[188]

| R
|
_ O.,-H CCl,, E4N 0. __Cl
(1) O/ | —_— //P
O. 0] (')
R R
X X
0

(i) Oy ,.Cl HO < O
O\R -HCl1 “R

Abb. 44 Darstellung der beiden Reaktionsschritte einer Atherton -Todd-Reaktion (erstellt

nach187),

Et\ _Et /_\ /lI):/g

CH H—~ 0O

(¢ 3 Bt S0l _u o I

O> _H - O//}I) + HZC_ITI_Et
(ol (0] Et
~ ;
0
1a HO. _H
o
W ~
HCCl, Ie
Y
N ~
0s 50 “H pz© Cl=C~Cl P
) clj "o Cl e0s 0
0 |
'; 1d ; 1b
1
HCI CCly

Abb. 45 Der postulierte Mechanismus der Atherton -Todd-Reaktion (erstellt nachi18]),

Aus diesem Grundvird heutzutage davon ausgegangen, daas Dialkylphosphit
Molekilvom Amin zunéchst dealkyliemvird, wodurch das Salta entsteht.1afungiert
dann als Base, um ein weiter&alkylphosphitMolekll zu deprotonieren. Dadurch
werden das deprotonierte  Zwischenproduldb sowie das dealkylierte
Zwischenproduktlc erhalten. Das deprotonierte Zwischenproduktlc greift dann
Tetrachlormethamucleophil an, sodass d&salkylchlorphosphatld entstehtund ein
CCk-Anion freigesetzt wird 1d kann dann schlie3lich mit Phenol zum Phosphét

60



ERGEBNISSE UNDISKUSSION

reagieren. Aul3erdem kann das freigesetztes$S&hion 1c deprotonieren, sodass dieses

als 1lawieder zurtick in den Kreislauf gefihrt wirdApb. 45).[189]

Das Phosphat wurde bei dieser Reaktiomls farbloses Ol erhalten. Anders als bei
vorangegangeWersuchef42lwurde Dichlormethan anstelle voiietrachlomethan als
Lésungsmittel verwendet und CGlI nur aquimolar eingesetzt.Unter diesen
Bedingungen wurdd. in Ausbeuten zwischen 4% und 6®%6 erhalten. Dabei spielte die
AnsatzgroRe der Reaktion eine entscheidende Rolle fir die erzielte AusbReie:
Reaktiorsfihrungen mit 2100mmol und 200mmol Phenolwurde das Phosphdt in
60%iger Ausbeute erhalten. Kleinere AnsatzgroRen lieferten hingegen bis 24 15

geringere Produktmenge(Tab.3).

Tab.3 Beobachtete Abhangigkeit der Ausbeute bei der Atherton -Todd-Reaktion von der

eingesetzten Menge an Phenol.

AnsatzgroRe Phenol: Ausbeute Phosphat 1.
25mmol 46%
50mmol 42%
75mmol 45%
100mmol 60%
200mmol 60%

Das Phosphat wurde mittels anionischeorthoFriesUmlagerung zum Phosphonat
umgesetzt. Dazu wurde LDAInsitu aus Diisopropylami(DIPA) und n-
Buthyllithium (n-BuLi) dargestellt Abb.46a). Die ortho-dirigierenden Eigenschaften
der Phospharuppe sorgen danrflr eine regioselektie Lithiierung des Aromaten
wodurch 2a, Uber 2b, zum ortho-substituierten Phosphon&t umgelagert werden kann
(Abb.4@)[1%0] Da sich dasPhosphona® teilweise in Wasseldste wodurch eine
wassrigeAufarbeitung zu einem Ausbeuteverlusvon 10& 15%fuhrte, wurde bei der
Reaktionsaufarbeitung auf einen solchen Reinigungssichrerzichtet. Stattdessen
wurde das Reaktionsgemisch nur mit wassriger Ammoniumchhdricsung gequencht
und anschlieRend direkt sdulenchromatographisch aufgereinigt. Dadurch kdhate

farbloser Feststoff mit einer Ausbeute von ®8derhalten werden.
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Abb. 46 Reaktionsmechanismus der anionischen ortho-Fries-Umlagerung . a) Mechanismus der

Darstellung von LDA aus-BuLi und DIPA. bMechanismus der Umlagerungn 1 zu 2 (erstellt nach
[190)),

PhosphonatDerivate wie2 kénnen zusammen mit den entsprechenden Aminen zur
Darstellungder gewiinschterPhosphophenoletheberivate verwendet werdenNach
Ethersynthese und  Amidkupplung zur Darstellung der geschuitzten
Phosphophenolether lassen sich diese mittels McKennaReaktion zur freien

Phosphonsaure entschiitz&éi.142]
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4.2 Entwicklung eines Phosphophenolether -Grundgerist s

Vor Begnn der chemischen Derivatisierung des initial hit wurde das
PhosphophenoletheGrundgerist validiert Dazu wurden die Molekullange des
Phosphophenolethers variiert die Relevanz des Amidsiberprift und das

Substitutionsmuster der PhosphonrB&inheit untersucht.

4.2.1 Bestimmung der idealen Molekillange

Zur Bestimmung der idealen Molekillange wurde dignker-Lange an beiden
Alkylketten variiert. Daftr wurde die Atomanzahlan der Ethegruppe zwischen
n=1&2 und am Amid zwischem = 0 & 3 variiert Diesfuhrte zuacht verschederen
Derivaten (Abb.47). Die Darstellung dieser Derivate erfolgte ausgehend mo
Phosphonag.

NGNS &R

S 20 “P. S N
19 g on | “OH = I\)\OH OHOH
OH OH OH

Abb. 47 Ubersicht der Strukturen der acht Phosphophenolether 10A13 und 19A22. Die

unterschiedlich@ Molekullangenergeben sicldurch die Variation vonn = 1-2 undm = 0-3.

Die Derivate mitn = 1 wurden aus defSaure5 synthetisiert Dabeiwurde 5 Gber zwei
leicht unterschiedlichéNege aus 2 dargestellt(Abb.48). Fir VarianteA wurde 2 in
einer  Willilamson Ethersynthese mit  Bromessigsauremethylester  und
KaliumcarbonaiK2COs3) zum Methyleste umgesetzt. Das 4Oz wurde dabei fur die
Deprotonierung de phenolischen Alkohols benotigt.Durch Verseifung des
Methylestes mit Lithiumhydroxid (LIOH) in einem THFH2O-Gemischwurde die
Saureb erhaltenl142] Auch VarianteB startete mit einer Williamson Ethersynthese
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allerdings unter Verwendung vo2 und Bromessigsauréert-butylester sodasslertert-
Butylester4 gebildet wurde. Im Gegensatz zum Methyles3ekonnte der tert-
Butylester4 dannunter sauren Bedingungen mit Trifluoressigsauiig=A) zur Sauré
gespalten werden.

LiOH, THF/ H,0

O
I N )J\
B (0)
\O)J\/ r S

‘ K,CO;3, Aceton 0 RT, 16h l
RT, 16h Spg (67 %)

S R Ce
(€]
‘ O)J\/Br i TFA, DCM T
K,CO;3, Aceton o D RT, 6h

~
4 1 O
O

Abb. 48 Darstellung der Saure5. Die Synthese voib konnte Uber de&n Methylester3 (VarianteA) und
Uber dentert-Butylester4 (Variante B)erreicht werden.

Insgesamt waren beide Varianten zur Synthese der Sagreeignet.Die Darstellung
der beiden EsteB und 4 war durch die Ansatzgrof3e limitierda bei der Ethersynthese
in Ansatzen mitmehr als 10nmol Phosphona® Ausbeuteverlust von 30% bis40%
auftraten DieanschlieRend&/erseifung desert-Butylesters4 konnte in einer deutlich
geringeren Reaktionszeit eedt werden als die Verseifung des Methylest8rartber
hinaus fiel die Ausbeute der Synthese @iber dentert-Butylester4 mit 78% um 126
hoher aus als Uber den Methylestgr sodass VariantB als favorisierte Route zur

Synthese vorb herausgearbeiteverden konnte

Die Saurés wurde anschlieBend mit -Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl}
carbodiimid(EDC) und 1Hydroxybenzotriazo{HOBt) inden Aktivestersb tberfihrt,
welcher dan fur die Amidkupplung verwendet werden konntélpb.49. Bei EDC und
HOBt handelt es sich um Kklassische Kupplungsreagenzien, die auch in der
Peptidsynhese angewendet werdé#2.191]
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wieder maglich. Der Angriff fuhrt zur Offnung des Lactons, so dass die Skidirekt

aus dem Pbsphonat2 erhalten wird(Abb.53). Somit ist diese Reaktionsroute sogar um
einen Schritt kirzer als die urspringlich geplante Synthese uber die Williamson
EthersyntheseNach sdulenchromatographischer Aufreinigumgirde die Séaurd 4 als

farbloser Feststoff mit einer Ausbeute von ®&berhalten.

HO
O@
=0 M ’
KOtBu + ~ o — 5
2 S O\\P 6) O«
N, N
~nA P.

2a 14
Abb. 53Rolle des nucleophilen Angriffs bei der Darstellung von 14 aus 2 und t-Propiolacton.

Die Saurel4wurde wie zuvor mit EDC und HOBL aktiviert und mit den entsprechenden
Aminen zu den Phosphophenolethedd @18 gekuppelt. Die anschlieRende
Enschitzung mit TMSBr und MeOH{O lieferte die jeweiligen
Phosphonsséaureh9 A22 (Abb.54). Auch diese Phosphonsduren wurden nach
Aufreinigung mittels HPLC als farblose Feststoffe erhalteiit jeweils 5% uber zwei
Stufen fielen die Ausbeuten allerdingsnochmal geringer ausals fur die
Phosphophenolethet0 A13,

m m o m o
©/®NH2 E)H\ 1. TMSBr, DCM (trocken) E)H\
o 0 °C — RT, 16h
14

0
EDC, HOBt, o 2. MeOH/ H,0 o j@
DIPEA, DCM, < RT, 1h \\II)\OH
RT, 16h O O

m=0 15 (5 %) m=0 19

m=1 16 (5 %) m=1 20

m =2 17 (5 %) m=2 21

m=3 18 (5 %) m=3 22

Abb. 54 Darstellung der Phosphophenolether 19A22 aus 14. 14 wurde mit EDC, HOBt und den
entsprechenden Amineru den Phosphophenolethefr A 18 umgesetzund anschlieRenanit TMSBr
und MeOH/H20 zudenPhosphonséaured9 & 22 entschtzt.

Die biochemische Evaluation dexcht Phosphophenolether mit unterschiedlicher
Molekillange zeigte dass dieKettenlange einen entscheidenden Einfluss auf die
stabilisierenden Eigenschaften d@&erivate hat (Tab.4). Die hdchste Aktivitat mit

EGo=9.3uM weist der resynthetisierteinitial hit 12 mit n=1und m=2 auf. Dies
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deutet darauf hin, dass die bereits vorgegebene Mollekillange optimal fir lie P
Stabilisierungist. Eineverklrzte Kettenldnge wird nicht toleriert, dalle Derivate mit
einer kirzeren MolekillangelQ & 11 und 19 & 21) inaktiv sind. Langere Kettenlangen
werden hingegen toleriert, weisen aber eine geringere Aktivitati#sauf (13 und 22
mit 15.1uM bzw. 72.5uM).

Tab.4 Ubersicht der Stabilisierungsaktivitaten der acht Phosphophenolether 10A13 und
19A22. Die Derivate unterscheiden sich in ihreMolekillangen, welche durch Variation der
Linkerlangenvon n = 1-2 undm = 0-3 erreicht wurde

n=1 n=2
ECso: ECso:
m=0 10 inaktiv 19 inaktiv
m=1 11 inaktiv 20 inaktiv
m=2 12 9.3uM 21 inaktiv
m=3 13 15.1uM 22 72.5uM

Um die Wirkungsweise der PfModulatoren genauer zu untersuchen, wurden der
initial hit 12 und die beiden inaktiven Derivaté0 und 11 daher zuséatzlich zuem
1433 a Pr ot ei n awhidGe@ehviRE BRier weiteren 143-3-bindenden
Modellpeptiden, welche det43-3-Bindedomane entsprechetitriert. Diese Peptide
enthielten dabeunterschiedliche&lassen ari4-3-3 Bindungsmotiva: Motiv | und Ilist

im TAZ-Modellpeptid realisiert Motiv lll in ERD, ein spezielles Motivn p53 undein
weiteres phosphorylierungsinabhangigs Bindungsmotivin ExoS Abb. 55) [185]

Die Derivatel10 und 11 beeinflussen weder die Bindung des speziellen Motivs (p53),

noch die Bindung der phosphorylierungsunabhangigen Bindungsmotiven ChREBP und

ExoS. Allerdings zeigen beide Derivate leichte inhibitorische Aktivitdten gegentuber den
143-3/TAZ und 1433/ ERD I nteraktionen. Di e He mma k
Derivat 10 mit m=0 hoher als fir das Derivatl mit m=1. Beim Ubergang zum

Derivat 12 wird die inhibitorische Aktivitathingegenaufgehoben und stattdessen die

selektive Stabilisierungvon 333/ ChREBP Uei ngeschal tet U.
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‘ -~ ChREBP -~ ExoS -+ TAZ -+ ERo
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Abb. 55 FP-Titrationskurven zur Bestimmung der ~ Stabilisierungsselektivitat. Die Selektivitat von
10, 11 und 12 wurde durch eine FHitration mit unterschiedlichenModellpeptiden, dieverschiedene
14-3-3-Bindemotive enthalten, bestimnimodifiziert nachl183)),

Zusatzlich wurde eine Géristallstruktur fir die Bndung des Derivatdl an 143-3
erstellt Abb.56a).Dabei wurde Ubeaschenderweise festgestellt, ddddnteraktionen
mit den Aminosauren ArgininfArg58 undArg129) und Tyrosir{Tyr130) eingehtDie

gleichen Wechselwirkungen liegen auch bei bereits zuvor beschriebenen
Phosphophenolethebasierteninhibitoren vor.[185]

:'ﬁg'ﬂ&é;
N/
¥ s g

Abb. 56 Co-Kristallstruktur von  11. a)Co-Kristallstruktur von Phosphophenolethedrl (violett)

a)

gebunden an 18-3 a ( .ghieaWerhselwirkungen sindmittels gestrichelte Linien dargestellt.
b) Kristallographische Uberlagerung d@&indestruktur desPhosphophenoletharl1 (violett, gebunden
an 4-3-3 a ) 1R(blal, gebunden an 133/ChREBP) (modifiziert nadke®).

Zusatzlich wurde das Derivdtl, welches an 18-3 bindet, mit dem Derivat2, das an

den 143-3/ChREBRKomplex bindet, kristallographisch tbereinandergelefyblp. 560).

Dabei lasst sich erkennen, dass die beiden Molekile in der Bindetasche zweifach
gegeneinander verdreht sind. Die Drehung kdnnte dabei als eine Art Schalter zwischen
dem hemmenden und destabilisierenden Modus verstanden werden.
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Insgesamt konnte mit diesen Analysen die ideale Molekdillangeird#al hit, welches

als Phosphophenolethdr2 resynthetisiert wurde, validiert werden.

4.2.2 Relevanz des Amids

Neben der Lange des Molekiisirde auchdie Rolle des Amids fur den stabilisierenden
Effekt der Phosphophenolethentersucht In der CeKristallstruktur von 143-3 a  mi t
ChREBR) 2 und dem PhoXpshauprkeanem dess das Amid eine
intramolekulare Wasserstoffbrickenbindung mit eim der Sauerstoffatome in der
Phosphonajruppe eingeht Abb.57a).

Abb. 57 Design von Derivaten zur Uberprifung des Beitrags der Amidfunktion in den

Phosphophenolethern zur Stabilisierung. a)Die Kristallstruktur deutet eineintramolekulare
Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Amid und dem Phosph8aaerstoffan. b) Ubersicht der
Strukturen der Phosphophenolethe25 und 28, die zur Analyse des Beitrags dieser

Wasserstoffbriickenbindungur Stabilisierungseffizienzerwendet werdersollten

Um die Relevanz dieser Interaktion zu Uberprifewurden daher zwei Derivate
synthetisiert bei denenkeine solche intramolekul& Wechselwirkungmoglich sein
sollte. Dafir wurde das AmidStickstoffatom in einem Derivat methyliert und im

zweiten Derivat durch eine Methyle&inheit ersetz{Abb.57).

Das methylierte Phosphophenolethdderivat25 wurde ausN-Methylphenethylamin
und dem Phosphona® dargestellt Die Reaktion vonN-Methylphenethylamin mit

Bromacetylbromid und Triethylamirfiihrte dabei zuerst zur Bildung des Amids
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Aktivitat. Stattdessen weis28 (EGso = 149 uM) im Vergleich zul2 (EGso = 9.3uM) nur
eine verringerte Aktivitdt auf. Dieses Ergebnisdeutet darad hin, dass die
intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Amid und dem
Sauerstofitom des Phosphonats ithi2 nicht essentiell firden stabilisierenden Effekt
ist.[185] Nichtsdestotrotz wirkt sich die Wasserstoffbriickenbindung positiv auf die
Stabilisierung der Konformation audal2 eine hdohere Aktivitathat als28. Aus diesem

Grund wurdedie Amid-Funktionalitat fur die folgenden Derivate beibehalten

Tab.5 Ubersicht der Stabilisierungsaktivititen der Phosphophenolether 25 und 28,
zusammen mit 12 als Referenz.

ECso:
12 (Referenz) 9.3uM
25 inaktiv
28 14.9uM

4.2.3 Substitutionsmuster des Phosphonats

Nachdem gezeigt werden konntdass die Wasserstoffbrickenbindung zwischen dem
Amid-Stickstoff und dem Phosphonabauerstoff nicht essentielist, sollte die
Bedeutung derorthoSubstitution am Phenylphosphonatring (Ring) untersucht
werden Hierfur wurden zwei Phosphophenolethesynthetisiert bei denendie
Phosphonajruppe anstelle derorthoAnordnung entwederin meta oder in para
Positionplatziert ist(Abb.62).

<81 QL

i i
o) o)
/
/P\\O
HO-P—OH HO
32 5 33

Abb. 62 Ubersicht der Strukturen der Phosphophenolether 32 und 33. Diese verfiigen (ber eine
Phosphonatgruppe imeta(links) & bzw. paraPosition (rechts).

Zur Darstellung der Phosphophenolethg?2 und 33 wurden kommerziell erhaltliche
PhosphonatPhenole mit denBromacetamid®9 umgesetzt. Zu diesem Zweck wur@8é

zunachst durch Amidkupplung zwische®henylethylamin und Bromacetylbromid
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Tab.6 Ubersicht der Stabilisierungsaktivitaten der Phosphophenolether 32 und 33,
zusammen mit 12 als Referenz.

ECso:
12 (Referenz) 9.3uM
32 inaktiv
33 inaktiv

Alle bisher durchgefiihrten Variationen fiihrten somit zu einer Verringerung oder
einem vollstandigen Verlust der stabilisierenden Aktivitat. Dies bestatigt, diess

PhosphophenoletheGrundgerist vonl2 die optimale Ausgangsstruktur fur weitere
Derivatisiaungen ist
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Sauerstoffatom wandeltie Phosphonatgruppe in eine Phosphatgruppe um, wahrend
eine zusatzliche Methylengruppe das Molekil verlang@ib. 66). Demnach kann die
Integration eines zusatzlichen Atomssowohl funktionelle als auch strukturelle
Verénderungender Ausgangssubstanz verursachen. Aus diesem Grunaoden
Derivate mit der Phospdt- bzw. PhosphonaEinheit nicht nur in ortho-Position,

sondern auch ifmeta und paraPosition synthetisiert.

’ 0
O
]

HO—P—OH Py OH
40 I 41 Hd (6] 42
@\/\ i ©\/\ i (0]
H o (0] N
b) H o
OH P
HO*l"rOH Py OH
/
49 o 50 HO (6] 51

Abb. 66 Integration eines zusatzlichen Atoms zwischen der Phosphonat- und der Phenyl-
Einheit. a)Ubersicht derStrukturen derPhosphophenolethe40 & 42, mit der Phosplat-Einheit in
ortho (links), meta (Mitte), bzw.paraPosition (rechts).b) Ubersicht der Phosphophenolethé® & 51,
mit der PhosphonakEinheitin ortho (links), meta (Mitte), bzw.paraPosition(rechts).

Zur Darstellung der Phosphophenolethe40 & 42 wurden die Phosphate34 & 36
bendtigt die aus den entsprechendettlydroxyphenolen generiert werden konnten
(Abb.67). Dabei beeinflusste d&ubstitutionsmuster der eingesetzten Hydroxyphenole
die AusbeutendieserAtherton-Todd-Reaktioren stark.

HO
HO 1 CCly, EN | N
| X 2.(MeO),PH B
2 0
X DCM (trocken) AN
OH P
0°C — RT, 16h O// (‘)
Pos.
(66 %) 0 34
( 9%) m 35
(15 %) p 36
Abb. 67 Darstellung der  Phosphate 34A36 mittels  Atherton -Todd-Reaktion. Die

Phosphate84 A36 wurden aus den entsprechenden Hydroxyphenolgi€atechol, Resorcin und
Hydrochinon), CCk und (MeO)PH synthetisiert.
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Die Ausbeuten demeta und paraHydroxyphenylphosphatn 35 (9 %)und 36 (15%)
fielen deutlich geringer aus als die Ausbeute deato-substituierten Derivat4 (66%).
Die Ursache hierfurkdonnte sein dass Dimethylphosphit be35 und 36 auch mit der
zweitenHydroxygruppe reagieren kanmnyas zu Ausbeuteverlusten fihrt. Béd ist die
zweite Hydroxygruppe jedoch terisch gehindert und reagiert nicht. Nach
saulenchromatographischer Aufreinigung wurden die drei

Hydroxyphenylphosphate34 & 36 als gelbe bis braune Festdtoerhalten.

Mittels Williamson Ethersynthesewurden die Phosphate84 & 36 anschliel3end
zusammen  mit dem Bronacetamid29 Zu den geschuitzten
PhosphophenoletherB7 & 39 umgesetzund dannmit TMSBr und MeOHH20 zu den
Phosphonsaured0 & 42 entschitzt Dabei wurden die Phosphophenoleth & 42
nach HPLGAufreinigung in Ausbeuten von 6%, 226 und 6%soals farblose Feststoffe
erhalten(Abb.68).

. AN ol SUNY

1. TMSBr, DCM (trocken
mo ;2 » 0\© 0°CHRT,16(h ) o B
36 K00, Accton 27 2.MeOH/H,0 ¢
, /O\P/O RT, 1h HO\P/O
Pos. /N0 Pos. 7 OH
0 37 O (61 %) 0 40 0
m 38 21 %) m 41
P ©% p 4

Abb. 68 Darstellung der Phosphophenolether 40842 aus 34 &36. 29 und die entsprechenden
Phosphate34 & 36 wurden in einer Williamson Ethersynthese zu den PhosphophenoletB&ra 39
umgesetzund anschlieendnit TMSBr und MeOHH20 zudenDerivaten40 & 42 entschiitzt.

Die Phosphophenolethe49 & 51 wurden aus derPhosphonate 43 & 45 synthetisiert.
Zur Darstellung des Phosphonad8 wurde eine etablierte Syntheseroute flur die
Reaktion vonortho-Hydroxybenzylalkoholen mit Phosphorsaureestern verwendedt.
Dabei konnte 43 durch die simple Umsetzung von-Rydroxybenzylalkohol mit
Triethylphosphit (P(OEg) unter erhdhter Temperatugeneriertwerden @Abb.69). Nach
saulenchromatographischer Aufreiniguvgurde 43 als gelbes Gh einer Ausbeute von
93%erhalten.
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HO
HO P(OEt)s
0-Xylol (trocken)
OH 80 °C, 1h 0-P-0
93 %) —/ (')' —
43

Abb. 69 Darstellung des Phosphonats 43 aus 2-Hydroxybenzylalkohol und Triethylphosphit
(P(OEt).

Die Reaktion findet in dieser Form nur baitho-Hydroxybenzylalkoholen statt. Durch

die benachbarte Stellung der beiden funktionellen Gruppen ist eine Dehydratisierung
von orthoHydroxybenzylalkohol = moglict®  Das  dabei  entstehende
Zwischenproduk#43a konnte dann von Triethylphosphit naleophil angegriffen
werden, sodasgl3b entstand Aus diesem Salzokinte schliel3lich das gewlnschte
Produkt43 gebildet werdenAbb. 70).[199

AQ/\
Qs 5 ot
oM 0\ 0
H H

43a
¢ o™ 0™
O—P=0 O @P —
=
d e o
OH H
43 43b

Abb. 70 Wahrscheinlicher Mechanismus der Reaktion von 2 -Hydroxybenzylalkohol mit
P(OEt) zum Phosphonat 43 (erstellt nach198.199,

Demgegenuiber wurdemlie beiden Phosphona#t und 45 durch einelLewisSaure
katalysierteMichaelisArbusowReaktiondargestellf8% Im Gegensatz zur Synthese von
43 wurde die MichaelisArbusowvReaktion mitZinkbromid (ZnBe) als Katalystor und
bei Raumtemperatur durchgefihrt. Nach saulenchromatographischeireinigung
konnten die Phosphonaté4 und 45 als gelbe Olén Ausbeuten von 5%6 bzw. 486
erhalten werden.
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o HO | N
| A P(OEt); ZnBr, g

» Ng:
\» OH DCM (trocken) P

0°C — RT, 16h e
¢}
Pos. ‘\
(53 %) m 44
45 %) )/ 45

Abb. 71 Darstellung der Phosphonate 44 und 45 mittels ZnBr »-katalysierte r Michaelis -
Arbusov -Reaktion . Die Synthese dePhosphonatel4 und 45 erfolgte bei RTaus den entsprechenden
3- und 4HydroxybenzylalkoholenP(OEt} und der LewisSaure ZnBrz als Katalysator

Auch die Phosphonaté&3 @45 wurden mit dem Bromid29 in einer Williamson
Ethersynthese zu den geschuitzten Phosphophenolethéii 48 umgesetzund zuden
Phosphonsaured9 & 51 entschitzt. Dabewurde die Abspaltung der Ethylgruppen,
analog zurEntschitzungvon 30 und 31, bei Raumtemperatur und mit deutlich mehr
Aquivalenten an TMSBr durchgefiihrt (Abb.72. Nach Aufreinigung mittels HPLC
konnten die drei PhosphophenoletheDerivate49 & 51 in Ausbeuten von 706, 20/

und 22%als farblose Feststoffe erhalten werden.

0o 43 29 o 1. TMSBr, DCM (trocken)

m 44 B e O\©
p 45 g%c?éhAceton >/ 2. MeOH/ H,0 S
, o. RT, 1h HO.
r 2 4 SOH
4 0
Pos. K Pos.
0 46 (70 %) 0 49
m 47 (20 %) m 50
» 48 (22 %) p 51

Abb. 72 Darstellung der Phosphophenolether 49&51 aus 43&45. 29 und die entsprechenden
Phosplonate43 & 45 wurden in einer Williamson Ethersynthese zu den Phosphophenoletdériy 48
umgesetzund anschlie3endnit TMSBr und MeOHH20 zudenPhosphonsdume49 & 51 entschitzt.

Die Phosphatenthaltenen Phosphophenolethe#0A42 bzw. die Phosphonat
enthaltenen Derivate49 A51 wurden anschlieRendbiochemisch evaluiert.Eine
Phosphagruppein ortho-Positionwurde toleriert, wobei das entsprechende Derivil
(EG0=9.1uM) eine vergleichbare Aktivitat wieder initial hit 12 (EGo=9.3uM)
aufwies Die beiden anderen PhosphBerivate41 und 42 waren jedochinaktiv, d.h.
eine Phosphagruppe in meta und paraPositionwird nicht toleriert. Dartiber hinaus
wurde eine zusatzliche Methylengruppe zwischehosphonatund PhenylEinheitin
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keiner der drei moéglichen Positionen toleriert, da alle drei Derivé®dy 51 inaktiv

waren(Tab.7).

Tab.7 Ubersicht der Stabilisierungsa ktivititen der Phosphophenolether 40A42und 49 A51.

Phosphat: Phosphonat:
Position: ECso: ECso:
ortho 40 9.1uM 49 inaktiv
meta 41 inaktiv 50 inaktiv
para 42 inaktiv 51 inaktiv

Die biochemischertErgebnisse demeta und parasubstituiertenDerivate41 und 42
bzw.50und51 bestatigerdie Resultate der vorangegangen Derivagund 33, wonach

eine Phosphogruppe imeta bzw. paraPosition nicht toleriert wird In ortho-Position

wird nur die Phosphégruppe (40) toleriert, die PhosphonaEinheit mit zusatzlichem
Kohlenstofetom (49) jedoch nicht Dies kann ein Indiz daflr sein, dadie strukturellen
Veranderungen be#9 im Vergleich zuminitial hit 12 deutlich groR3er sind als bei0.

Da ein zusatzliches Atom zwischen derd3phonat und der PhenyEinheit jedoch in
keinem Fall zu einem verbesserten stabilisierenden Effekt fuhrte, wurde diese

Variationsmaglichkeit in der Synthese der weiteren Derivatehiweiterverfolgt

4.3.2 Zusatzliche Substituenten

Als weitere Derivatisierung von RinB wurden zusatzliche Substituenten an den
aromatischen Ringangefugt Dabei sollte zunachst untersucht werden, ob bzw. in
welchem Ausmald Substituenten an diesem Ringsystaleriert werden. Aus diesem
Grund wurden sechs Phosphophenolether synthetisierglche einenzuséatzlichae
Methyl- bzw. FluorSubstitueneén anRingB tragen (Abb.73. Die Methyl und Fluor
Substituenten wurden ausgewahlt, da beide Substituenten die Lipophilie des
Phosphophenolethers erhdhen. Im Vergleih Wasserstoffnit einem vander-Waals
Radius von 1.28 ist der sterische Anspruch der Metlgruppe mit 2.0A deutlich
groRer200.201Ipemgegeniber ist die relative GroRe des Faimms mit einem varder-
WaalsRadius von 1.42 vergleichbar mit dem des Wasserst&tibstituenten. Dariiber

hinaus ist der FluoiSubstituent in der LageWasserstoffbriickenbindungen zu
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benachbartenGruppen innehalb des Molekils bzw. zAminosaureseitenkettender
Proteineauszubilden wodurch einerseitslie Molekilgeometrieoder andererseits die

Wechselwirkung in der BindetascHeeeinflus$ werden kann.[201.202]

| "OH i | "OH
OH OHOH OH
73 74 75

Abb. 73Ubersicht der Strukturen der Phosphophe nolether -Derivate mit  zusétzlichem
Substituenten an Ring B. a)Strukturen der Phosphophenolethdd7 & 69 mit einem zusatzlichen
Methyl-Substituenten b)Strukturen der Phosphophenolethét3 & 75 mit einem zusatzlichen Fluer
Substituenten.

Fur die Darstellung der Phosphophenoleth&y @69 und 73675 wurden die
Phosphonaté&8 & 63 bendtigt, welche Uber die bereits beschriebene, zweistufige Route
synthetisiert werden konntenDafur wurden diePhophate52 & 57 zunachstausden
jeweiligen Kresolen und Fluorphenolenittels AthertonToddReaktiongebildetund
anschlieBend mittelsanionische orthoFries Umlagerung in die entsprechenden
Phosphonat&8 & 63 umgelagertAbb. 74).

a 1 CCl,, EN c|> o - o, -
HO o
\© b 2.(MeO),PH o b 4 BuLi, DIPA :@ b
- e
0 N
¢ DCM (trocken) ~ ¢ THF (trocken) O3 P N
R R I O— R
0
R: R:
CH, 52-54 CH; 58-60
F 55-57 F 61-63

Abb. 74 Zweistufige Syntheseroute zur Darstellung de r Phosphonate 58 & 63. Die PhenolDerivate
(Kresole und Fluorophenole) wurden in einer AthertdioddReaktion zu den Phosphat&2 & 57
umgesetztund anschliel3endnittels anionischemrthoFriesUmlagerung zuden PhosphonateB8 & 63
umgelagert.
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Die Phosphate wurden als gelbe bis farblose Ole erhalten und die Phosphonate als
hellgelbe bis farblose Feststoffdit einer AnsatzgréRe von jeweils 20mol Phenol
Derivat lagen die Ausbeuten dd?hosphaté2 & 54 und 55 & 57 im Bereich zwischen
30%und 57 % Dabei sind diAusbeutervergleichbar mit den Resultaten vdn(Tab.3).
Wahrend die Art des zusatzlichen Substituenten keinen Einfluss auf dibéuis hatte,

scheint diese jedoch von der Substitutionsposition abzuhar(@ab.8).

Tab.8 Ubersicht der Ausbeuten der Phosphate 52A54 und 55A57 sowie der
Phosphonate 58 A60 und 61 A63in Abhangigkeit der Position der Substituenten.

Phosphate: Phosphonate:
Position: Ausbeute: Ausbeute:
a 52 30% 58 34%
R=CHs b 53 44% 59 31%
c 54 52% 60 66%
a 55 40% 61 19%
R=F b 56 34% 62 23%
c 57 57% 63 53%

Die héchsten Ausbeutemwurdenfir die Phosphat®&4 und 57 erhalten, in welchen sich
der Methyt bzw. FluorSubstituent inparaPosition (Positiorc) zur Phosphajruppe

befindet. Dieser Effekt kdnnte sterische Ursachen haben, da digaphile Angriff des
Hydroxids duch den zuséatzlichen Substituenten iparaPosition am wenigsten

behindert wird.

Die Ausbeuten dePhosphonat&8 & 63 fielen mit 19%bis 53%deutlich geringer aus

als beim unsubstituierten Phosphonét (84%). Im Gegensatz zu den entsprechenden
Phosphater52 57 schien bei den Phosphonates8&63 aullerdem ein
Zusammenhang zwischen der Ausbeute und @erbstituentenartzu bestehen So
wiesen die Methyl-substituierten Phosphonate8 & 60 (31% bis 684 etwas hdhere
Ausbeuten als dieHuor-substituierten Phosphonat@l &63 (19% bis 534 auf
Dartber hinausikf3 sich auch bei den Phosphonaten der Effekt beobachten, dass die
hdchsten Ausbeuteritir die Derivate60 und 63 (66% bzw. 536) mit zusatzlichen

Substituenénin Positionc erhalten wurden(Tab.8).
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Die Phosphonat®&8 & 63 wurden dann mit denBromacetamid9 mittels Williamson
Ethersynthesen die geschitzten Phosphophenolethefd & 66 und 70 & 72 Uberfuhrt
und unter Verwendung von TMBr und MeOH/H20 zu den Phosphonsauré&7 & 69
und 73875 entschitzt. Dabei konnten alle sechs Phosphophenolethach
Aufreinigung mittels HPLC als farblose Feststoffe erhaltesiden Abb.75).

A ) )
a T )S 1. TMSBr, DCM (trocken)

HO b 29 0°C — RT, 16h N
O\\p c K2C03, Aceton o b 2. MeOH/ H,O © b
S S0 R RT, 16h Os, ¢ RT, 1h Os ¢
-9 >0 R Pon R
R: R: O R: OH
CH; 58-60 CH; 64-66 CH, 67-69

F 61-63 F 70-72 F 73-75

Abb. 75Darstellung der Phosphophenolether 67 A69 und 73A75 aus 58&63. 29 und die
entsprechenden Phophonate58&63 wurden in einer Williamson Ethersynthese zu den
Phosphophenoletherfi4 & 66 und 70 A72, umgesetzuind anschlieRenehit TMSBr und MeOHH0 zu
denPhosphonsaume67 A69 und 73 A 75 entschiitzt.

Uber zwei Stufen wurdenid entschiitzterPhosphophenolethes7 & 69 und 73 & 75in
Ausbeuten von 106 bis 386 bzw. 1%6 bis 4@% erhaltenTab.9). Im Gegensatz zu den
dazugehdrigerPhosphaterund Phosphonateschien dabei der zusatzliche Substituent

an RingB keinen Einfluss auf die Ausbeute zu haben

Tab.9 Ubersicht der Ausbeuten der Phosphonséauren 67 A69 und 73 A75 iiber zwei Stufen in
Abhangigkeit ihrer Substitutionsmuster .

R=CHza: R=F:
Position: Ausbeute: Ausbeute:
a 67 25% 73 40%
b 68 38% 74 17%
c 69 10% 75 23%

Die drei Methyl-substituierterPhosphophenolethe®#7 @69 und die drei Huor-
substituierterPhosphophenolether 73&75 wurden anschlieBend biochemisch
evaluiert Tab.10. Die methylsubstituierten Phosphophenolett&f & 69 waren dabei
groltenteils inaktiv. Einzigler Phosphophenolethe7, mit dem MethyiSubstituenten
in Positiona, zeigte eine Restaktivitat, welche jedoch deutlich geringggs = 30.2uM)
als dievom initial hit 12 (EGso=9.3uM) war. Im Gegensatz dazu egen alleHuor-
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substituierten Phosphophenolether3 & 75 stabilisierende Aktivitaéén auf. Die
Stabilisierungsktivitditen der Phosphophenolethét3 und 75 (EGo=16.1uM und
EGso= 12.9 uM) mit den FluorSubstituenten in Positioa und. Positionc waren dabei
leicht geringer, wahrend die Aktivitat voii4 (EGso= 9.3uM) vergleichbar mit der des
initial hit 12 war.

Tab. 10 Ubersicht der Stabilisierungsa ktivitdten der Phosp hophenolether 67 A69 und 73 A75.
Die Phosphophenoletheg7 & 69 enthalten einen MethylSubstituenten und

Phosphophenolether3 & 75 einen FluorSubstituenten.

R=CHz: R=F:
Position: ECso: ECso:
a 67 30.2uM 73 16.1uM
b 68 inaktiv 74 9.3uM
c 69 inaktiv 75 12.3uM

Die Ergebnisse zeigen, dass Metl®ylbstituenten an RinB zu einer Verringerungder
einem vollstandigen Verlust der Aktivitdtinren. Grund hierfur konnteesin begrenztes
Platzangeboin der Umgebung von RinB sein. Nach dieser Theorie ware ddethyl-
Substituent mit dem vamler-Waals Radius von 28 zu groRund erzeugt einersteric
clashin der BindetascheDer FluorSubstituent ist ntieinemvan-der-Waals Radius von
1.47A  jedoch deutlich  kleiner, weswegen die Huor-substituierten
Phosphophenolether3 & 75 aktiv bleiben Aufgrund der Tatsache, dass der verflugbare
Platzin der Umgebung von RinB aber stark limitiert zu sein scheint und dass mit den
bisherigen Phosphophenolethe67 &69 und 73&75 keine Verbesserung der
stabilisierenden Aktivitat erzielt werden konnte, wurdke Derivatisierung von Rind

nicht weiterverfolgt.
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4.4 Variationen an Ring A

Da Derivatisierungen des PhenylphosphonatringgRingB) im Vergleich zum
initial hit 12 zu keinen potenteren Stabilisatorerfuhrten, wurden des Weiteren
Variationen am zweiten Phenying (RingA) vorgenommen. Dazu zahlten neben
Modifikationen des Ringystemsauchdas Anbringenvon verschiedenen Subgienten
mit unterschiedlichen raumlichem Anspruch

4.4.1 Untersuchung der Rolle des Phenylrings

Eine Mdglichkeit zur Derivatisierung des Ringsstellt die Substitution dieser Phenyl
Einheit durch eine AdenifEinheit dar. Adenin ist ein PuriDerivat und Bestadteil
von AMP @Abb.76a). Dementsprechenekerstarkt dasEinfliigen einer AdenirEinheit in
die Phosphophenolethe®truktur die Ahnlichkeit zu AMP, dem bekannten endogenen
Stabilisator der 148-3/ChREBHnteraktion. Aus diesem Grunde wurden
PhosphophenoletheDerivate synthetisiert, in denen die Pherginheit durch Purin

bzw. PurinDerivate substituiert wordenvaren (Abb. 7&b).

a) N=/ Y ”Iw

AMP

82 83 84

Abb. 76 Variation des Phosph ophenolethers durch AMP -ahnliche Substituenten. a)Chemische
Struktur von AMP (die AdeniEinheit ist in violett markiert). b)Jbersicht der Strukturen der
Phosphophenolethe82 & 84, welche anstelle des Phenylrings ddurin-Derivattragen

Die Darstellung der Phosphophenolether erfolgte ausgehend von Purin bzw.-Purin
Derivaten. Diese wurden unter basischen Bedingungen AiB@zAmino)-ethylbromid

umgesetztDanachwurde die BoeGruppe unter sauren Bedingungen abgespalteas
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zu denAminen 76 & 78 fuihrte (Abb. 77).[203] Die Aminewurden anschlieBend mit der
Saureb gekuppelt.Dabei wurden diegeschiitzten Phosphophenoleth#® & 81 nach
Aufreinigung mittels HPLC als hellgelbe bis farblose Feststoffeusbeutenvon 21%,
22% und7 % erhalten.

(¢]
oK R e

R, 1 H R,

R, N~ K,CO, DMF R, PR (COCI),, DMF (trocken), N 0
__N RT, 48h __N DCM (trocken), RT, 2h §/T\'\/\NJ‘H
H
N N 2. Et;N, DCM (trocken O
\_NH 2. TFA/ DCM, RT, 16h SN~ pon e (16h ) j@
Os
Pl
R,=H, R,=H 76 @1 %). R;=H, R,=H 79 o ?
R;=NH, R,=H 77 (22 %) R;=NH, R,=H 80 -
R,=H, R,=NH, 78 (7 %). R;=H, R,=NH, 81

Abb. 77 Darstellung de r Phosphophenolether 79 & 81. 2-(BocAmino)-ethylbromidwurde mit Purin,
Adenin bzw.9H-Purin-2-amin und anschlie3ender Entschiitzung zu den Aminé®& 78 umgesetztDie
Umsetzung zu dePhosphophenoletherii9 & 81 erfolgte danndurch Kupplung mit derSaure5 unter
Verwendung von Oxalylchlorid.

Da bei den vorangegangenen Amidkupplungen mit EDC und HOBt nur sehr geringe
Ausbeuten erzielt werden konnternwurde die Amidkupplung bei diesen Derivaten
unter Verwendung von Oxalylchlorid durchgefuihrt. Bei dieser Reaktion bildet
Oxalylchlorid mit der Saur® in einem ersten Schritein gemischte Anhydrid 5b.
Durch Zersetzung dieses Anhydridsldet sich danndas Sauechlorid5c, welches als
aktives Reagenz fungie(Abb. 78) [204.205]

(0] o 0

O H </ - & Y
@[ o) ©: c=H HCI, CO,, CO @: o]
P~ 2 5 p*

~ | O | O

5 5b Se

Abb. 78 Mechanismus der Aktivierung der Sdure 5 mit Oxalylchlorid zur Bildung de s

Saurechlorids 5c (erstellt nach204.205,

Die geschitzten Phosphophenoleth&r & 81 wurden anschlie3end unter Verwendung
von TMSBr und MeOHH20 zu den Phosphonsaur@2 &84 entschitzt. Die
entschitztenPhosphophenolethewurden dabeinach Aufreinigung mittels HPLC als
farblose Feststoffen Ausbeuternvon 15% 59%und 48%erhalten Abb.79).
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i X
Hj\(. +c1)J\o o Oﬁ/
SOURRE o
_0 @E _0
o HCI o
| O | O
5 5d

Abb. 82 Mechanismus der Aktivierung der Séure 5 mit Isobutylchlorformiat . Dabei wurdeein
gemischtes Saureanhydrist gebildet (erstellnach!205.206),

Auch hier zeigte didiochemische Evaluation der Phosphophenolet®éund 88, dass
beide Derivate inaktivsind (Tab.12. Der Verlust der Stabilisierungsaktivitat im
Derivat 87, welchesim Vergleich zu82 & 84 weniger Heteroatome und funktionelle
Gruppen enthalt weist darauf hin, dass diese nicht fidten Verlust der Aktivitat
verantwortlich sind. Zusammen mit dem Ergebnis v88, welches eine Cyclohexyl
anstatt einer PhenyEinheit enthalt,verdeutlichendie biochemischen Resultate, dass
der Phenwting als RingA entscheidend fur die stabilisierende Aktivitdt der
Phosphophenolether istda andere Ringsysteme nicht toleriert werdekus diesem
Grund wurde die PhenyEinheit fur die weiteren Derivatisierungen der
Phosphophenolether beibehalten.

Tab. 12 Ubersicht der Stabilisierungsaktivititen der Phosphophenolether 87 und 88 im
Vergleich zur Referenz 12.

ECso:
12 (Referenz) 9.3uM
87 inaktiv
88 inaktiv

4.4.2 Variation durch zusatzliche kleine Substituenten

Statt direkter Modifikationen der Phemginheit wurden nun, wie auch bereits bei den
Derivatisierungen von Rin@, relativ kleine Substituenten an Ri#g angefligt Die
EinfUhrung von zusatzlichen Substituenteam Plenylring stellt eine interessante
Moglichkeit der Derivatisierung dar, da durch Substitutionen an allen Rasitionen
die Aminosaureseitenketten von Asparaginsa@fesp215), LysinlLysl22) und
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Tab. 13 Ubersicht der Stabilisierungsa ktivitaten der Phosphophenolether 95 A97im Vergleich
zur Referenz 12.

ECso:
R=H 12 (Referenz) 9.3uM
R=0OH 95 inaktiv
R=Cl 96 5.7uM
R=Br 97 | -

Um diese Hypothese zu Uberprifewurden weitere Derivate mit Substituenten an
RingA getestet. Als Reste wurden Fluamd Trifluormethyl-Substitienteneingefihrt,
welche jedoch nichnur in paraPosition, sondern auch iortho und metaPosition
eingefugt wurden (Abb.86). Aufgrund seiner vergleichbaren GroéRend weiterer
Faktoren wirdFluor haufigals Wasserstoffmimetidm verwendet2011 Vor allem in der
medizinischen Chemie findet di@rifluormethylgruppe wiederum Anwendungals
Halogenmimetikim, da die CgGruppe & ebenso wie ein Halogen & als

elektronenziehender Substituent fungid?t!

H
O\\P:© O\\p:© O\\P:©
I “OH i ;IOH I “OH
110 OH 111 12 OH
FiC
A A A
CF, 0 0 0
O\\P:© O\\p:© O\\P:©
I “OH i ;IOH I OH
13 OH 114 s OH

Abb. 86 Ubersicht der Phosphophenolether 110A112 und 113A115 Die Derivate enthalten

zusatzlicheFluor- oder Trifluormethyl-Substituenten arallen drei Positionen voiRing A.

Auch die Synthese déthosphophenolethet10& 115erfolgte aus den entsprechenden
Bromacetamide 98 @ 103. In Analogie zur Darstellung der Bromacetami@@® 91
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wurden die Amide98& 103 ebenfalls aus den entsprechenden Aminen,
Bromacetylbromid und Triethylamin als Base generi@gbb.87).

(0]
| X Br)J\/Br | AN 0
// NH, // N
R Et;N, DCM (trocken) R H
0°C — RT, 16h Br
R:
F 98 - 100

CF; 101 -103

Abb. 87 Darstellung der Bromacetamide98& 103 Die Derivate98& 103 wurden mittels
Amidkupplung ausden Aminen ((Fluorpherylethyl)aminen und (Trifuormethyl)pherylethylaminen),
Bromacetylbromid und Triethylamin (EN) als Base dargestellit.

Nach Aufreinigung mittels HPLC wurden die Bromacetam@f® 103 als farblose
Feststoffe erhalten. Die Ausbeutdémgen zwischen/5% und 98% und waren damit
vergleichbar mitden Ausbeuterder Chlor- und Brom-substituierten Derivaté0 und
91. Wahrend dieAusbeuten der lor-substituierten Derivat©8 & 100 dabei nahezu
identisch ausfielenwurde bei denTrifluormethyl-substituierten Derivateri01& 103
eine Abhangigkeitvom Substitutionsmusterbeobachtet Das lasst vermuten, dass die
Trifluormethylgruppe die Amidkupplung sterisch beeinflussDiesemegativeEinfluss
scheint dabei mit der Entfernungon der Kupplungsstelle abzunehmen, weswedan

Ausbeuteder Derivate mitortho-Substitutionvs. dermpara Substitutionanstieg(Tab.14).

Tab. 14 Ubersicht der Ausbeuten der Bromacetamide 98 A100 und 101 A 103, welche aus den
entsprechenden Aminen hergestellt wurden .

R=F: R=Ck:

Position: Ausbeute: Ausbeute:
ortho 98 88% 101 75%
meta 99 88% 102 87%
para 100 88% 103 98%

Mittels Williamson Ethersynthesevurden die Bromacetamid®8 & 103 dann durch
Reaktion mit demPhosphona® in die Phosphophenolethet04 & 109 uberfuhrt. Es
folgte die Entschutzungder Phosphophenolether miEMSBr und MeOHH20 in die
Phosphonsauret10& 115 (Abb.88).
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0°C — RT, 16h H

(0]

L N e K 0

R H Br K,CO; Aceton O j@ 2. MeOH/ H,0 j@
RT, 16h \f"\ RT, 1h p

5 ? I OH
F 104 - 106 - R=F 110 - 112 OH
CF;  107-109 R=CF; 113-115

e
X o) X 0
Ospg | — @\ﬁ
X 0 "0 / E 1. TMSBr, DCM (trocken) Z N
R
o
o

R=F 98 - 100 R
=CF; 101-103 R

Abb. 88 Darstellung de r Phosphophenolether 110 A115aus 98 A103. Die Bromacetamid®8 A103
und das Phosphona2 wurden in einer Wililamson  Ethersynthese zu den
Phosphophenoletheri04 A109 umgesetztund anschlieRendmit TMSBr und MeOHH:O zu den
Phosphonséume 110 A 115 entschiitzt.

Die Phosphophenoletherl0& 115 konnten nach Aufreinigung mittels HPLC als
farblose Feststoffe erhaltenwerden Dabei wurden die Huor-substituierten
Phosphophenolethet10& 112 in tendenzielletwas héheren Ausbeuten generiert als
die Trifluormethyl-substituierten Phosphophenoleth&éd 3 & 115.
Uberraschenderweise war die Ausbeute fur die beiohetasubstituierten Derivatel 11
und 114 (70% bzw. 3P0, Uber zwei Stufgndie hochsten der Syntheseserie
Demgegenuber fiesie fur die ortho und paraHuor-substituierten Derivatel10 und
112(35% und 36%) und diertho und para Trifluormethyl-substituierten Derivatel 13
und 101 (24% und 23%) fast gleich aug &b.15).

Tab. 15 Ubersicht der Ausbeuten der Umsetzungen der Bromacetamide 98 A103 zu den
entsprechenden Phosphophenolether n 110A 115 iiber zwei Stufen.

R=F: R=CHK:

Position: Ausbeute: Ausbeute:
ortho 110 35% 113 24%
meta 111 70% 114 37%
para 112 36% 115 23%

Die biochemische Evaluation zeigte, dass alle sechs Phosphophend&th&d 12 und
1136115 eine stabilisierende Aktivitdt aufwesen (Tab.16. Im direkten
Substitutionsmustervergleich  schienen dabei die Huor-substituierten
Derivate110A112 leicht aktiver zu sein als dieTrifluormethyl-substituierten
Derivate113 & 115. Sowiesdasortho-substituierte Derivatl10einenminimal hGheren
EGoWert auf als da®rtho-substituierte Derivatl13 (5.0uM gegenuber 5.@M). Das
gleiche Verhaltenliel3 sich auch fur dieparasubstituiertenDerivate112 und 115
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Protonierung vax 116b fihrte dann zur Bildung des Alkohol416¢.207] Da im
Alkohol 116¢c weitere acide Protonen enthalten sind, erfagine Dehydratisierung
durch diesichdanndie Nitrovinylverbindungen116und 117 bildeten (Abb. 9(b)[207.210]
Die Nitrovinyl-Derivate116 und. 117 prazipitierten nach dem Ansauern als gelbe

Feststoffe und wurdem Ausbeuten von 7%und 94% erhalten.

Zur Darstellung der Naphtylethanamin&l8 und 119 wurden die Nitrovinyl-
Derivate 116 und 117 mit Lithiumaluminiumhydrid (LiAIH4) reduziertl2111 Dabei bietet
LiAlIH4 gegenuber anderen Reduktionsmitteln den Vorteil, dass dieses Reagenz
aufgrund seiner hohen Reaktivitat sowohl die Nigroippe als auch die Doppelbindung
reduzieren kann. Nach Aufreinigung mittels HPLC konnten die beiden
Naphtylethanaminel18 und 119 als farblose Feststoffe mit annahernd gleichen
Ausbeuten(51%und 48% erhalten werdenAnschliel3end erfolgte die Amidkupplung
der Amine 118 und 119 mit der Saureb, die zuvor mit Isobutylchlorformiat(ICF)
aktiviert wurde. Die dabeigebildeten Phosphophenokier 120 und 121 wurden
daraufhin unter Verwendung von TMSBr und MeOH{O entschitzt. Nach
Aufreinigung mittels HPLC wurden die Phosphonsaurg2? und 123 als farblose
Feststoffe mit Ausbeuten von 2bund 16% Uber zwei Stufen erhalteAljb.91).

:@ O Pl O
O ol P\ 1. TMSBr, DCM (trocken) ;)/\E)S
~0 0°C — RT, 16h 2 o
\/\NHZ
P2 ICF, NMM Os,, 2. MeOH/ H,0 o
L

THF (trocken), [e] RT, 1h l\7\OH
-30°C — RT, 16h O OH
P2 118 P2 120 (25 %) P2 122
Pl 119 P1 121 (16 %) Pl 123

Abb. 91 Darstellung de r Phosphophenolether 122 und 123 aus 118 und 119. Unter Verwendung
von Isobutylchlorformiat(ICF) wurde die Saure5 mit den Aminenll8 und 119 zu den
Phosphophenolether&20 und 121 umgesetztund anschlieRendnit TMSBr und MeOHH20 zuden
Phosphonsaume 122 und 123 entschitzt.

Die biochemische Evaluation der Phosphophenoleth2? und 123 zeigte fur beide
Derivate einerstabilisierenden EffektfGo=5.2uM) (Tab.17). DasPlatzangebot in der
Umgebungdes RingA erscheint demnach ausreichend, um eiergro3erung des
aromatischen Systems durch Anellierung eines zweiten aromatischen Ringes aA Ring
zu tolerieren.Dabei ist die Aktivitat der Derivatd22 und 123 leicht hoherals die
Aktivitat desinitial hit 12 (EGo= 9.3uM). Uberraschenderweisehiendie Position der
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Anellierung keinen Einfluss auf die Aktivitat des Phosphophenolethers zu haben, da
sowohl der Phosphophenoleth&P?2, bei der die Position2 des Naphthaliringeszur
Anbringung des Phosphophenoletheirds auch der Phosphophenoletlé&3, bei dem

die Verknupfung tber di®osition1 des Naphthaliningeserfolgte, die gleiche Aktivitat
aufwiesen Ursache hierfur konnte die hohe Flexibilitat des EdryLinkers sén, durch
welche dieAusrichtung des Naphthalinnges recht variabel isDies kénnte zu einer

Verringerung des Einflusses des Substitutionsmusters fihren

Tab. 17 Ubersicht der Stabilisierungsa ktivitaten der Phosphophenolether 122 und 123 im
Vergleich mit der Referenz 12.

ECso:
12 (Referenz) 9.3uM
122 5.2uM
123 5.2uM

Als zweite Variation wurdeein zusatzlicher aromatischer Rjriiber einen Linker an
RingA angebracht Dazuwurde eine Benzyleinheit Uber eine Hydroxgruppein die
ortho, meta und paraPosition an RingA angefugt AuRerdem wurde eindPyridin-
Einheit in para-Position von RingA angebrachtwobei die Position des Heteroatoms
verandert wurde(Abb.92).

Zur Darstellung der Phosphophenolethet31& 133 wurden die entsprechenden
Bromacetamidd 24, 125 und 89 benttigt Die Synthese deBromacetamidé 24 und
125 erfolgte auskommerziell erhaltlichen(Methoxyphenyl)ethanamian tber zwei
Stufen Abb.93). Dafur wurden beide Amingunachst in Analogie zur Syntheseon
89, mit Bromacetylbromid und Triethylamimmgesetzt und ansdiel3enddemethyliert.
Die Abspaltung der Methylgruppe erfolgte unter Verwendwgn Bortribromid (BBr3)
als LewisSaure Abb.93). Hierbei bilde¢ BBrs mit dem PhenoDerivat ein Lewis
SaureBaseAdukt 124a, welches in ein Oxoniurton 124b und ein BromAnion
dissoziiere. Das Bromidgriff die Methylgruppe nucleophil an, sodass d&henot

Derivat 124c erhalten wirde, welchesdurch Hydrolyse dasProdukt124 bzw. 125
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freisetztel212l Nach Aufreinigung mittels HBC wurden die Bromacetamide24 und

125 als farblose Feststoffa Ausbeuten von 790 und 8&%6 Uber zwei Stufen erhalten.

| "OH N
OH o
132 133
= | = | N7 |
X 0 N n 0
: \©\/\ i ) O\©\/\ i \©\/\ I
AN AN A
H H
0 oy o
Os ]@ O« :@ Os j@
< < P
Son on (‘);OH
137 OH 138 OH 139

Abb. 92 Ubersicht der Strukturen der Phosphophenolether 131A133 und 137A139. Die
Phosphophenolethet31 A 133 enthalten eine zusétzliche BenzylalkoHBinheit in ortho, meta, und

paraPosition von RingA. Die Phosphophenolethet37 A139enthalten eine zusatzliche Pyridiiinheit
in paraPosition vonRingA.

(0]
1
B
Br)J\/ '
X Et;N, DCM (trocken) N 0
a) | 0°C — RT, 16h |
/ & NH / =
2 2. BBrj, DCM (trocken) N
H;C~0 RT, 2h HO Ho g
Pos.
(79 %) o 124
(86 %) m 125
f@Br
CHj, CH;4 CH;
b) o~ %50 ®y.
@[ BBr, @ BBr, BBr,
R R R
124a 124b
OH 0
3 H,O0 >
S ST N W
R R
124 H;BO; 2 HBr 124¢

Abb. 93 Darstellung der Bromcetamide 124 und 125. a) Syntheseder Bromacetamidé24 und 125
aus den entsprechenden Phenylethylaminen (2-(2-Methoxyphenyl)ethanamin und  2-(3-
Methoxyphenyl)ethanamil Bromacetylbromid und Triethylamin (EN) als Base, sowie anschlieRender

Demethylierung mit BBs. b)Mechanismus der Demetylierung mit BEjerstelltnach(212)),
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wurden anschlieend zu den Phosphonsaudd&y & 139 umgesetzt und nach
Aufreinigung mittels HPLC als farblose FeststofieAusbeuten von 9% bis 1446 tGber
zwei Stufen erhaltenAbb. 96).

z7 Lz
\‘(\\/E\/O T
: \©\/\ i Y\\X O\©\/\ i
EJH 1. TMSBr, DCM (trocken) %

CeHgBIN-HBr o} 0°C — RT, 16h o
2 —_—
K,CO; DMF OQPD 2. MeOH/ H,0 o j@
\\p\

RT, 16h e} RT, 1h
-0 oron
I A A (10%) X=N, YZ=H 137
A (14%) Y=N XZ=H 138
T ¥ %) Z=N, XY=H 139

Abb. 96 Darstellung der Phosphophenolether 137A139 aus 92 Die entsprechenden
Brommethylpyridin-Hydrobromide (CeHeB r N p)HiBdrder Phosphophenolethéd?2 wurden in einer
Williamson Ethersynthese zu den Phosphophenoleth&8d & 136 umgesetztund anschlie3endnit

TMSBr und MeOHH0 zudenPhosphonsaure 137 A 139 entschiitzt.

Die biochemische Evaluation der Phosphophenolettit & 133 und 137 & 139 zeigte
fur alle Derivate einen stabilisierenden Effekt an. Dementsprechendden neben
einemzusatzlich@ aromatisch@ Ring auch ein Heteroatom im zusatzliehmRing als
Substituenten an Ring toleriert (Tab.18).

Tab. 18 Ubersicht der Stabilisierungsaktivititen der Phosphophenolether 131A133 und
137 A139.

R=0Bn: R=OCHPyr:
Position: ECso: Substitution: ECso:
ortho 131 7.0uM X=N, Y,Z=H 137 1.8uM
meta 132 3.7uM Y=N, X/ Z=H 138 8.2uM
para 133 2.3uM Z=N, X)Y=H 139 5.9uM

Dabei war die stabilisierende Aktivitat derPhosphophenolethet31 & 133 und
137 & 139 insgesamt vergleichbar mit der Aktivitat desitial hit 12. Beim Vergleich
der Phosphophenolether31& 133, die Uber einen zusatzlichen Benzyloxy
Substituenten an Ring verfliigen war zu beobachten, dass diabilisierungsktivitat
in der Reiheder ortho tGber diemeta bis hin zurparaSubstitution leicht anseg. Das
Einflgen einesStickstoftitoms in ortho-Position, wie in 137 realisiet, erhohe die
Stabilisierungsktivitat (ECso=1.8uM) im Vergleich zum Derivat33 (EGo= 2.3uM)
nochmals leicht. Demgegenuber fubréin Heteroatom inmeta und paraPositionin
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den Derivaten138 und 139 (EGo= 8.2uM und EGo=5.9uM) im Vergleichzu 133 zu
einer leichten Verringerung der Aktivitatinsgesamt zetgn die Ergebnisse aber, dass
auch die Addition zusatzlicher (Heten@\romaten an Ringh\ der Phosphophenolether
die Entwicklung potenterer Stabilisatoren fur di€l43-3/ChREBHnNteraktion

ermaglichten.

Die Wirkungsweise einiger PP3tabilisatoren wurde unter Verwendung von
Proteintitrationen genauer untersucht. Zunéchst wurde eine Lésung aus FITC
markietem ChREBB 2  (nM)Oudd dem Phosphophenolethek? (initial hit) in
unterschiedlichen Konzentrationen mit dem -B43 a Protein titrier
dazugehdrigen Bindungskurvereld sich erkennen, dask2 eine 14fache Verstarkung

der Bindungsaffinitdit von 18-3 a f U r Ch Re{ADP. 97d). Auwierdekntwurde

eine Losung aus dem FIT@arkiertem ChREBB 2 (hNH)Ound einem der
reprasentativ ausgewahlten Phosphophenoleti@r 112 bzw. 131 (100uM) mit dem

1433 a Protein titriert. Aus deRsicldeskenaans er he
dass die leicht verbesserten Stabilisierungsaktivitdten 142 und 131 zu einer 26

fachen bzw. 24achen Verstarkung der 13-3/ChREBMBindungsaffinitit fuhrten
(Abb.97b) 185 Somit zeigen auch die Ergebnisse dieser Proteintitrationen, dass es sich
bei112 und 131, im Vergleich zuminitial hit 12, um etwas potentere 13-3/ChREBP
Stabilisatoren handelt.

Zusatzlich wurden die PhosphophenolethEt2 und 131 sowie derinitial hit 12 erneut

in Gegenwart ded43-3 a P rsmit verschiedenen 18-3-Bindepeptidmotivender
ProteineCh REB P, T A Zind EKoB titriert fbb.37). Dabeizeigte sich dass

die beiden Phosphophenoleth#t2 und 131 leichte inhibitorische Aktivitaten
gegeniiber den 13-3/TAZ und 143-3/ER) | nt e r aukvieserp wabrand die
Peptidmotive p53 und ExoS nicht beeinflugatrden. Insgesamivar der hemmende

Ef fekt gegeniuber den Bindungsmotiven TAZ
stabilisierende Aktivitat fur diel4-3-3/ChREBHnNteraktion. Dementsprechenkonnte

von einer selektiverAktivitat der Phosphophenolethegesprochen werderDies weist
darauf hin, dasslieseVerbindungen eine einzigartige Bindungstasche adressieren, die
nur im 14-3-3/ChREBFKomplex vorhanden igt8s]
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Abb. 97 Untersuchungen der B indungsaffinitdit und Selektivitdt von 12, 131 und 112 Die
Bindungsaffinitat vonl2 wurde durchProteintitrationenvon 143-3 a mi t ei ner -ChREBRIng aus
und verschiedenen Konzentrationaees Phosphophenolethers bestimnb) Die Bindungsaffinitat12,

112 bzw. 131 wurde durch Proteintitrationen von 143-3 a mi t einer -ChkBBPmumgd aus F
verschiedenen Konzentrationeron einem der Phosphophenolether bestimo)tDie Selektivitat vorl2,

131 und 112 wurde durch eine FHitration mit unterschiedlichenModellpeptiden, dieverschiedene
14-3-3-Bindemotive enthalten, bestimnfmodifiziert nachf1sl),
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4.5 Variationen am Methyl en-Linker

Erganzend zu denDerivatisierungen der beiden Phenyinge innerhalb der
PhosphophenoletheGrundstruktur wurden auch an den LinkernVariationen
vorgenommen. Am Methyn-Linker wurdendazuzusatzliche Substituenteangefiigt
Solche Variationen kdnnten zusatzliche Interaktenmit den Aminosaureeitenketten
Asparagin(Asnl23) und TryptophariTrp127) von ChREB&maoglichen(Abb.98&). Zu
diesem Zweck wurde ein Phenfubstituentverwendet mit dem die Ausbildung von

o @ o-Wechselwirkungen zum Tryptopha(lrp127) beglnstigt werden sollte. Darliber
hinaus wurden ein MethylSubstituent sowieein FluorSubstituent angefligt, die im
Vergleich zum PhenySubstituenten einen deutlich geringeren sterischen Anspruch
aufweisen Abb.98).

a)

143 ON

Abb. 98 Entwicklung von Phosphophenolethern mit zusétzliche m Substituenten am Methylen -
Linker. a)Darstellung der potentielleMVechselwirkungen zwischen Substituenten am MettyLinker
von 12 (blau) und derAminosiuren Asn123 und Tp127 von ChREBP (rot). bBpersicht derStrukturen
der Phosphophenolethet46 & 148 mit Substituenten am Methegin-Linker.

Zur Darstellung der Phosphophenoleth#46& 148 wurden zunéchst die
Bromacetamidd 40 & 142 synthetisiert.Zu diesem Zweck wurd@henylethylaminmit
demjeweiligen >-Brom-CarbonséureDerivat umgesetzt Die fur die Amidkupplungn
verwendeten Methoden variierten jedoch aufgrund unterschiedlicterfigbarkeien

der kommerziell erhéltlichen Carbongge-Derivate. Das Bromacetamid4l wurde
mittels Amidkupplung aus Brompropionylbromid und Phenylethylamin und
darauffolgender saulenchromatographischer Aufreinigung als farbloser Feststoff in
einer Ausbeute von 8% erhalten @Abb.9%). Auch die Synthese des

Bromacetamid440 erfolgte Gber die Amidkupplung mit einem Saurehalogenas
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entsprechende S&urechlorid musste allerdings zunachstkausmerziell erhaltliche
Brom(phenyl)essigsaure und Oxalylchlorid generiert werddbie anschlieBende
Kupplung zu140 erfolgte dann unterden gleichen Bedingungen wigr 141, sodass
140 nach saulenchromatographischer Aufreinigung als farbloser Feststoff in einer
Ausbeute von 8 %erhaltenwurde (Abb.9%).

Abb. 99 Darstellung der Bromacetamide 140 und 141 Fir die Synthese vonl40 wurden
Brom(phenyl)essigsaure un@xalylchlorid zum S&urechlorid umgesetrind fir die Synthese voi41l
Brompropionylbromid verwendet. Beide Saurehalogenide wurden mittel&émidkupplung mit
Phenylethylaminund Triethylamin (EtN) als Baseu 140 und 141 umgesetzt.

Demgegenubererfolgte die Synthese desBromacetamid142 direkt aus dem
Carbonsaureester Ethylbromfluoracetat und Phenylethylafd. Dabei wurde die
Amidbildung zwischen dem Ester und einem Amilurch Erbium(IIl Triflat (Er(OTfy)

katalysiert und untemeutralen Bedingungen durchgefiihr\bb. 100 .[213.214]

Abb. 100 Darstellung des Bromacetamids142. Das Derivat1l42 wurden mittels
Amidkupplung aus Phenylethylamin, Ethylbromfluoracetat und dem Katalysator Erbium(lil}
Triflat (Er(OTf}) unter neutralen Bedingungen dargestellt

Erbium(lll)Triflat kannals LewisSaure an die Carbongduppe des Esters koordinieren

und so den nucleophilen Angriff des Amins unterstitzen. Nach
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