
ZUSCHRIFTEN 

Selektive Inhibierung von Rezeptor-Tyrosin- 
kinasen rnit Aeroplysinin-Analogs** 
Herbert Waldmann,* Klaus Hinterding, Peter Herrlich,* 
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Viele Transmembranrezeptoren, z. B. die Rezeptoren des in- 
sulinartigen Wachstumsfaktors (IGFR), des Nervenwach- 
stumsfaktors (NGFR) , des epidermalen Wachstumsfaktors 
(EGFR) und des Blutplattchenwachstumsfaktors (PDGFR), 
phosphorylieren sich nach Bindung eines extrazellularen Ligan- 
den selbst an Tyrosinresten. Diese Rezeptor-Tyrosinkinasen 
(RTKs) losen so intrazellulare Signalkaskaden aus, durch die 
Zellwachstum und -teilung sowie andere genetische Programme 
gesteuert werden.['] Eine Fehlregulierung dieser Prozesse kann 
zur Etablierung vielfaltiger Krankheiten beitragen. So fordert 
eine erhohte Aktivitat von Rezeptor-Tyrosinkinasen das Tu- 
morwachstum und trlgt zur Carcinogenese und zur Entwick- 
lung proliferativer Krankheiten wie der Psoriasis bei.[21 Diese 
signaltransduzierenden Proteine sind daher vielversprechende 
Ziele fur die Wirkstoffentwicklung, und die daraus hervorge- 
henden Wirkstoffe konnen wertvolle Hilfsmittel fur die Analyse 
von Signalwegen sein. Fur die Anwendung eines RTK-Inhibi- 
tors in biologischen Studien ist eine hohe In-vitro- und In-vivo- 
Aktivitat notwendig. Die IC,,-Werte der Mehrzahl der bisher 
entwickelten Verbindungen liegen im niedrigen PM-Bereich," -61 

wobei die Tyrphostine[*". b * 6 1  am hlufigsten eingesetzt wurden. 
Kiirzlich wurden jedoch effzientere Inhibitoren vorgestellt.['- 61 

Diese Befunde lassen ausreichend Raum fur weitere Verbesse- 
rungen, und die Entwicklung neuer und alternativer Typen von 
Inhibitoren fur Rezeptor-Tyrosinkinasen ist von groljer Bedeu- 
tung fur die medizinische und die bioorganische Chemie. 

Der hochfunktionalisierte marine Naturstoff Aeroplysinin 1 
ist fur menschliche Brustkrebszellen cytotoxisch und inhibiert 
in einem In-vitro-Testsystem den Rezeptor des epidermalen 
Wachst~msfaktors.['~ Seine Struktur unterscheidet sich signifi- 
kant von den Strukturen der bisher entwickelten RTK-Inhibito- 
ren, die nahezu ausschlieljlich aromatische Verbindungen sind. 
1 konnte daher eine vielversprechende Leitstruktur fur die Ent- 
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wicklung einer neuen Klasse dieser Wirkstoffe sein. Substanzen, 
die ahnlich wie 1 aufgebaut sind, wurden bisher jedoch noch 
nicht untersucht, und Daten zur In-vivo-Effizienz von 1 stehen 
nicht zur Verfiigung. Um diese Liicke zu schlieRen, haben wir 
gepriift, ob 1 den EGFR in einem Ganzzellsystem (siehe unten) 
inhibiert.[81 Der Naturstoff erwies sich dabei aber als inaktiv. 
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Das Ausbleiben der Inhibierung unter In-vivo-Bedingungen ist 
hochstwahrscheinlich darauf zuruckzufuhren, dalj 1 wegen sei- 
ner polaren trans-Dioleinheit nicht die Plasmamembran durch- 
dringen kann (die Kinase-Domane der RTKs befindet sich auf 
der cytosolischen Seite der Membran). Wir haben daher das 
Aeroplysinin-Analogon 2 als moglichen RTK-Inhibitor ent- 
worfen, da fur dieses eine hohere Membranpermeabilitat und 
eine erhohte Inhibitorwirkung erwartet werden konnte. In 2 
wurden die Strukturelemente vicinales Diol und /I-Hydroxy- 
cyanid von 1 durch das Strukturelement a-Spiroepoxyketon er- 
setzt. 2 sollte daher einerseits deutlich lipophiler als 1 sein, und 
andererseits sollte es leicht am Epoxid und/oder am vinylogen 
Keton nucleophil angreifbar sein und so den Rezeptor effizient 
durch kovalente Modifizierung von Nucleophilen in der Bin- 
dungstasche inaktivieren. 

Das spirocyclische Epoxyketon 2 wurde in einer vierstufigen 
Sequenz aus dem leicht zuganglichen Aldehyd 3lg1 aufgebaut 
(Schema 1). Hierfur wurde in 3 regioselektiv die zur Aldehyd- 
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Schema 1. Synthese des spirocyclischen Aeroplysinin-Analogons 2. 

funktion ortho-standige Methyletherfunktion rnit BCl, gespal- 
ten, und das entstandene Phenol rnit dem Pyridiniumhydrobro- 
mid/Brom-Komplex[' O1 in die Dibromverbindung 4 uberfuhrt. 
Die Reduktion der Aldehydfunktion in 4 lieferte den Benzylal- 
kohol5, der durch eine Becker-Adler-Oxidation["I zum ge- 
wunschten 2 oxidiert wurde. 

Um zu priifen, ob 2 RTKs inhibiert, wurde zunachst die 
Inhibierung der Tyrosinkinase des Rezeptors des epidermalen 
Wachstumsfaktors untersucht. Im verwendeten Assay-System 
wurden immortalisierte rat-l-HER-Zellen['21 (Ratten-Fibro- 
blasten, die den menschlichen EGF-Rezeptor uberexprimieren) 
fiinf Minuten mit unterschiedlichen Konzentrationen des Inhi- 
bitors behandelt, und anschlieIJend wurde der epidermale 
Wachstumsfaktor zugegeben, um die Phosphorylierung von 
nichtblockiertem Rezeptor zu induzieren. Die Zellen wurden 
nachfolgend lysiert, die Proteine durch Elektrophorese ge- 
trennt, und das AusmaB der Phosphorylierung des EGFR an 
seinen Tyrosinresten wurde durch Phosphotyrosin-Immuno- 
blotting bestimmt (Abb. 1) .I' 31 

Die Ergebnisse waren sehr vielversprechend : 2 inhibierte die 
Kinase-Aktivitat des EGF-Rezeptors rnit einem IC,,-Wert von 
10 PM (siehe Tabelle 1). Dieser Effekt wurde bereits durch weni- 
ge Minuten Vorinkubieren der Zellen erzielt, wahrend unter den 
Bedingungen unseres Assay-Systems fur ein Inhibieren der 
RTK rnit Tyrphostinen mehrere Stunden vorinkubiert werden 
muljte. Diese Befunde belegen, daB 2 ausreichend lipophil ist 
und uber eine substantielle In-vivo-Aktivitat verfiigt. Urn zu 
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Abb 1 .  Bestimmung des IC,,-Wertes der Inhibierung des EGF-Rezeptors durch 
Immunoblot gegen Phosphotyrosin (aPY) und gegen EGFR (aEGFR), urn zu be- 
statigen, dal3 gleiche Mengen Protein aufgetrdgen wurden. Die Resultate belegen, 
da8 das Aeroplysinin-Analogon 2. nicht aber lsoaeroplysinin 6 die EGF-induzierte 
tyrosinspezitische Autophosphorylierung des EGF-Rezeptors in rat-I -HER-Zellen 
inhibiert (reprasentatives Beispiel). Die Zahlen 100, 10 und 1 PM in der ersten Zeile 
geben die Konzentration des Inhibitors bei der jeweiligen Inkubierung an (siehe 
Text). 

prufen, ob 2 Rezeptorsubtypen-Spezifitat zeigt, wurde in ersten 
Experimenten die Inhibierung des Rezeptors des Blutplattchen- 
wachstumsfaktors durch Behandeln von NIH-3T3-P-PDGFR- 
Zellen['41 unter den vorstehend beschriebenen Assay-Bedingun- 
gen untersucht. 2 inhibierte diesen Rezeptor bis zu einer 
Konzentration von 100 p~ uberhaupt nicht, was auf eine ausge- 
pragte Subtypenselektivitat hindeutet. 

Um festzustellen, welche strukturellen Eigenschaften von 2 
fur seine Aktivitat bei der RTK-Inhibierung wesentlich sind, 
wurden mehrere Analoga synthetisiert und im oben beschriebe- 
nen In-vivo-Assay-System als mogliche Inhibitoren des EGF- 
und des PDGF-Rezeptors untersucht. Tabelle 1 ist zu entneh- 

Tabelle 1. Inhibierung der EGF- und PDGF-Rezeptor-Tyrosinkinasen durch 
Aeroplysinin-Analogd in einem In-vivo-Assay-System (fur die Beschreibung des 
Assay siehe Text) [a]. 

~ ~ ~~~~~~~~ 

Nr. Verbindung Inhibierung des EGF- Inhibierung des PDGF- 
Rezeptors IC,, [PM] Rezeptors IC,, [ p ~ ]  

inaktiv 

inaktiv 

10 

55 

inaktiv 

35 

120 

inaktiv 

inaktiv 

inaktiv 

inaktiv 

inaktiv 

inaktiv 

inaktiv 

inaktiv 

30 

inaktiv 

in a k t i v 

[a] IC,, = Konzentration, bei der 50% der Autophosphorylierungsaktivitat 
inhibiert sind; ,,inaktiv" = keine Inhibierung bei einer Inhibitorkonzentration 
i100mM. 

~ ~ ~~~~ 

men, daD weder Aeroplysinin 1, noch sein Isomer 6[7b1 in Kon- 
zentrationen bis zu 100 p~ in vivo die EGF- oder die PDGF- 
RTK inhibiert. Auch das Analogon 7, in dem gegenuber 2 der 
Epoxidring geoffnet, der resultierende tertiare Alkohol aber als 
Ester maskiert ist, inhibiert den EGF-Rezeptor, obwohl es weni- 
ger wirksam als 2 ist. Die Kinase-Aktivitat des PDGF-Rezep- 
tors wird von allen bisher genannten Verbindungen iiberhaupt 
nicht blockiert. Erhohung der Polaritat durch Spaltung des Ace- 
tats ergab eine Verbindung (8), die unter den Assay-Bedingun- 
gen nicht aktiv war, wahrscheinlich weil sie wahrend der Dauer 
des Assay die Plasmamembran nicht in ausreichendem Ma13 
passieren konnte. Interessanterweise inhibierten auch die aro- 
matischen Aldehyde 9 (der keine Methoxygruppe enthalt) und 4 
den EGFR (Nr. 6 bzw. 7), allerdings weniger effizient als 2. 
Weiterhin inhibierte 9 (aber nicht der Methoxyaldehyd 4) den 
PDGFR mit einem IC,,-Wert von 30 p ~ .  Dagegen sind weder 
der Aldehyd 3 (Nr. 8), noch der Alkohol 5 (Nr. 9) Inhibitoren. 
Zusammengenommen legen diese Befunde den SchluB nahe, 
daR fur die Aktivitat als Inhibitor die Bromatome - moglicher- 
weise um die Lipophilie zu gewahrleisten - und eine elektrophile 
Gruppe vorhanden sein mussen. Die Art der elektrophilen 
Gruppe kann dabei variieren. 

Zusammenfassend haben wir gezeigt, daB a-substituierte 
Cyclohexadienone wie 2 und 7 und strukturell verwandte Ver- 
bindungen Rezeptor-Tyrosinkinasen inhibieren. Sie zeigen eine 
ausgepragte In-vivo-Aktivitlt und eine begruBenswerte Rezep- 
torsubtypen-Spezifitat. Analoga des Naturstoffs Aeroplysinin 1 
sind daher interessante Leitstrukturen fur die Entwicklung neu- 
er Wirkstoffe und Werkzeuge fur die bioorganische und die 
medizinische Chemie, z. B. fur die Analyse von Signaltransduk- 
tionskaskaden und die Einfuhrung neuer Tyrosinkinase-hhibi- 
toren in die medizinische Anwendung. 
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Eine neuartige Methode zum Nachweis yon 
Stickstoffmonoxid (NO) durch Bildung 
fluoreszierender Produkte auf der Basis 
cheletroper Spinfanger 
Michael Batz, Hans-Gert Korth * und Reiner Sustmann * 

Stickstoffmonoxid ist ein wichtiges intra- und interzellulares 
Signalmolekiil im lebenden Organismus.['] Wir haben in den 
letzten Jahren spezifische Nachweismethoden fur Stickstoff- 
monoxid auf der Basis ,,NOCTs" (Nitric Oxide Cheletropic 
Traps; 1) entwickelt, die NO im Sinne einer formal cheletropen 
Reaktion in cyclische Nitroxid-Radikale 2 uberfuhren [Gl. (a)], 
die ESR-spektroskopisch beobachtet werden konnen.[21 

1 2 

Diese Methode ist erfolgreich bei Untersuchungen zur Cyto- 
toxizitat von NOL3] und bei anderen Fragestellungen zur Che- 
mie von NO[2b1 eingesetzt worden. Bei der Verwendung von 
Nitroxid-Radikalen in biologischen Systemen besteht jedoch ein 
genereller Nachteil in der signifikant verkiirzten Lebensdauer 
dieser Radikale aufgrund ihres leichten reduktiven Abbaus zu 
Hydroxylarnin-Deri~aten.[~] Wir berichten hier nun iiber eine 
neue, auf dem NOCT-Konzept basierende Methode, die den 
Einsatz der Fluoreszenz-Spektroskopie als empfindlicher Sonde 
fur die Erfassung abgefangenen Stickstoffmonoxids erlaubt. 
Wir machen uns dabei zunutze, da13 aromatische x-Elektronen- 
systeme, die bei Einsatz geeigneter NOCTs durch die Reaktion 
mit NO gebildet werden [Gl. (a)] Fluoreszenzeigenschaften ha- 
ben. Hierdurch lHI3t sich einerseits die Nachweisempfindlichkeit 
gegeniiber der ESR-Spektroskopie erhohen und andererseits die 
begrenzte Lebensdauer der primar gebildeten Nitroxid-Radika- 
le in vorteilhafter Weise n~ tzen . [~ l  In Analogie zu unserer bishe- 
rigen Synthesestrategie haben wir die stabilen cyclischen o-Chi- 
nodimethan-Derivate 1 als Prototypen fur FNOCTs (Fluores- 
cence Nitric Oxide Cheletropic Traps) hergestellt r61 [Gl. (b)] . 

[*I Dr. H . 4 .  Korth, Prof. R. Sustmann, Dr. M. Bitz 
Institut fur Organische Chemie der Universitat 
UniversitatsstraBe 5 ,  D-45117 Essen 
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Phencyclon ['I reagiert mit Norbornen-2,3-(E)-dicarbonsaure 
oder N-Methyl-maleinimid zu den uberbriickten Ketonen 3 a 
(84%; Schmp. 282°C) bzw. 3b (50%; Schmp. 297-298"C).['] 
Die Verbindungen 3a und 3b lassen sich durch 300-nm-Photo- 
lyse in 47 % bzw. 45 % isolierter Ausbeute zu 1 a bzw. 1 b umset- 

Die o-Chinodimethan-Derivate 1 a, 1 b sind bei Raum- 
temperatur in Gegenwart von Sauerstoff stabil und gehen nicht 
die fur o-Chinodimethane charakteristischen Reaktionen (1,s- 
H-Verschiebung, [4 + 21-Cycloaddition, Cyclisierung zu Benzo- 
cyclobutenen)"". b1 ein. Die beiden Carboxygruppen gewahr- 
leisten fur 1 a eine hinreichende Loslichkeit in Puffern bei phy- 
siologischen pH-Werten. 

Die UV/Vis-Spektren von 1 a (Abb. 1, Kurve a) und 1 b sind 
jeweils durch eine breite, fur o-Chinodimethan-Derivate cha- 

2.0 
I. 1 ... . '.. 

300 400 500 
Alnm - 

Abb. 1. a) UV/Vis-Spektrum von 1 a 
trum von a) nach Zugabe von NO (Endkonzentration 5 x 

M) in Phosphat-Puffer pH 7.4. b) Spek- 
M).  

rakteristische Bande bei A,,, ( E )  = 450 nm (8 300) (in Phosphat- 
Puffer pH 7.4) bzw. A,,, ( E )  = 384 nm (8700) (in THF) gekenn- 
zeichnet . 

Unmittelbar nach Zugabe einer Stickstoffmonoxid-Losung 
im gleichen Losungsmittel 1aBt sich diese Bande bei NO in leich- 
tem UberschuB nicht mehr nachweisen (Abb. 1, Kurve b). Statt 
dessen geben sich die erwarteten Nitroxid-Radikale 2a (Abb. 2) 
und 2b durch ihre ESR-Spektren zu erkennen. Anhand der 
ESR-Auf~paltungsparameter[~~ lassen sich den Nitroxid-Radi- 
kalen die in Schema 1 gezeigten Strukturen zuordnen. 

Die Radikale 2 a und 2 b sind nicht sehr persistent und zerfal- 
len zu nichtradikalischen Produkten. Die zeitliche Verfolgung 
der Intensitatsabnahme der ESR-Signale bei 20 "C ergibt fur 2a 
eine Halbwertszeit von ca. 40 min in Puffer pH 7.4, 2b weist in 
THF eine ca. fiinffach hohere Lebensdauer auf. 
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