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Membranverankerung und
Intervesikel-Transfer eines Derivats
des Antibiotikums Moenomycin A **
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Schema 2. Abschluf3 der Synthese von 1: Cyclisierung und letzte Reaktionen am Makro-

cyclengeriist.

Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Die Reinigung des Rohprodukts
erfolgte durch Chromatographie (SiO,, Toluol). Man erhielt 36 mg (52 %)
15 als farblosen Feststoff.

Spektroskopische Daten von 1: 'H-NMR (500 MHz, CD,Cl,): 6 =733 (s,
16H, Aryl-H), 2.26 (s, 24 H, CH,); *C-NMR (125 MHz, CD,CL): 6 =207.0
(x), 134.8 (x), 125.5 (+), 102.5 (x), 15.8 (+); IR (KBr): #=2982-2852,
1928, 1602, 1502, 833 cm™!; MS (EI, 70 eV): m/z (%) =568 (100, M*), 553
(50); HR-MS: ber.: 568.3129; gef.: 568.3123. ((x) und (+) bezeichnen die
Phasen im DEPT-Spektrum.)
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Die Glycopeptidantibiotika, von denen Vancomycin das
bekannteste ist, haben aufgrund des Resistenzproblems bei
klassischen Antibiotika zunehmende Bedeutung bei der
Behandlung bakterieller Infektionen.!! Thre Wirkung beruht
auf einer Bindung (als Dimere oder begiinstigt durch
Membranverankerung) an membrangebundene Peptidogly-
canvorstufen, die endstdndig D-Ala-D-Ala tragen; sie unter-
binden dadurch den Transglycosylierungsschritt (und/oder die
Transpeptidierung?) in der Endphase der Peptidoglycanbio-
synthese. Nun gibt es eine andere Klasse von Antibiotika, die
Moenomycine (z.B. Moenomycin A 1), die ebenfalls den
Transglycosylierungsschritt inhibieren, jedoch mit einem
vollig anderen Wirkungsmechanismus: Sie sind reversible
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Moenomycin A 1

Enzyminhibitoren.’] Damit sind sie auch ideale Werkzeuge fiir
die Aufkldarung der bisher unbekannten Struktur des Enzyms
und des Mechanismus der Transglycosylierungsreaktion.

Die Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Moenomycine
sind intensiv untersucht worden,*! und es gibt auch einen
Vorschlag zur Erkldrung ihrer Wirkungsweise.P] Dabei wird
angenommen, daf} sie mit dem (den) Substrat(en) der Trans-
glycosylierungsreaktion um eine Substratbindungsstelle am
Enzym konkurrieren, am wahrscheinlichsten mit der Bin-
dungsstelle fiir den wachsenden Peptidoglycanstrang (dem
Glycosyldonor bei der Transglycosylierungsreaktion).[’) Der
Oligosaccharidteil der Transglycosylasehemmer vom Moeno-
mycintyp wird vom Enzym hochselektiv erkannt.!l Es gibt
jedoch eine weitere Vorbedingung fiir die antibiotische
Aktivitiat: die Membranverankerung durch den Lipidteil.
Daher fiihrt Abspaltung des C,s-Lipidsl® oder Einfiithrung
einer oder mehrerer OH-Gruppen in die Lipidkette”) zum
vollstandigen Verlust der antibiotischen Aktivitit.

Wihrend man iiber die Struktur-Wirkungs-Beziehungen im
Oligosaccharidteil der Moenomycine ziemlich genau Be-
scheid weif, fehlen derartige Kenntnisse fiir den Lipidteil.
Versuche, die Wechselwirkung von Moenomycin mit kiinst-
lichen Membranen (1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phos-
phocholin-Vesikel, POPC-Vesikel) durch isotherme Titra-
tionskalorimetrie im Konzentrationsbereich der minimalen
Hemmkonzentration (MHK, siehe unten) zu studieren, waren
erfolglos, weil die Methode sich als nicht ausreichend emp-
findlich erwies.®!

Wir beschreiben hier erfolgreiche Experimente, die eine
quantitative Bestimmung der Wechselwirkung von Moeno-
mycin mit kiinstlichen Membranen mit Hilfe von Fluores-
zenzmethoden erlauben. Diese Experimente ergaben erst-
mals Informationen zur Verankerung von Moenomycin in der
Lipidmembran durch Ermittlung eines Verteilungskoeffizien-
ten sowie zum Transfer von Moenomycin zwischen Vesikeln
durch Bestimmung der entsprechenden Geschwindigkeits-
konstante. Der erste Parameter ist wichtig, um zu verstehen,
inwieweit die Membranbindung fiir die Wechselwirkung mit
dem Enzym (und damit fiir die antibiotische Wirksamkeit)
von Bedeutung ist. Die zweite Grofle ist von Bedeutung im
Zusammenhang mit der Pharmakokinetik. Es sei darauf
hingewiesen, daf die ungiinstigen Transporteigenschaften
des Moenomycins seinen FEinsatz in der Humanmedizin
bisher ausgeschlossen haben.

Die Bausteine C und E-1I von 1 sind fiir die antibiotische
Wirksamkeit unentbehrlich.) Es war daher geplant, den
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Fluoreszenzmarker an den
Baustein A anzukniipfen. Ei-
ne Reaktionssequenz, beste-
hend aus a) der Reaktion der
enolisierten [(-Diketon-Ein-
heit von Moenomycin A mit dem aus 2 hergestellten
Diazoniumsalz, b) Japp-Klingemann-Ringspaltung der resul-
tierenden Azoverbindung und c) Triazolbildung aus dem
intermedidren Amidrazon, fithrte zur Verbindung 3 (Sche-
ma 1).’) Bemerkenswerterweise konnte 2 selektiv in das
aromatische Diazoniumsalz umgewandelt werden, da die
aliphatische Aminogruppe unter den Bedingungen der Bil-
dung des Diazoniumsalzes durch Protonierung geschiitzt war.

H; NO,
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Schema 1. Synthese von 5.

3 wurde dann mit dem 7-Diethylamino-4-methylcumarin-
Chromophor durch Reaktion mit dem Isothiocyanat 4%
verkniipft, wobei das Thioharnstoffderivat 5 entstand. §
wurde durch sorgfiltige chromatographische Trennungen
gereinigt und durch Elektrospray-lonencyclotron-Resonanz-
Massenspektrometrie (ESI-ICR-MS) sowie sein Fluoreszenz-
spektrum (A.,: 396 nm, A.,,: 477 nm,'l in Methanol) charak-
terisiert. Die MHK-Werte gegen sieben Staphylokokkus-
aureus-Stamme wurden mit einer Mikroverdiinnungsmetho-
de auf Mikrotiterplatten bestimmt. Unter diesen Bedingun-
gen erwies sich Moenomycin A um mehr als eine Zehnerpo-
tenz (MHK im Bereich von 6.9 x 10~ molL™!) aktiver, als
bisher bekannt war.*! Fiir 3 wurde eine MHK von 1.7 x
10" molL~" und fiir 5 eine von 1.2 x 10" molL~! ermittelt.
Der Grund fiir diese Unterschiede in den antibiotischen
Aktivitidten ist bisher unbekannt, aber sowohl 3 als auch 5
diirften fiir Bindungsuntersuchungen mit dem Enzym gut
geeignet sein (dies wird derzeit bearbeitet).

Es ist bekannt, daB Moenomycin A oberhalb einer be-
stimmten Konzentration (der kritischen Micellbildungskon-
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zentration, CMC) Micellen bildet. Die CMC ist abhéngig vom
pH-Wert und der Ionenstéirke (ungefihr 5 x 10~ molL! bei
pH 6.8).1”1 Der Befund, daB das Cumarin-markierte Moeno-
mycin-A-Derivat 5 bei Konzentrationen von 50-200 x
10~ mol L-! klare wiBrige Dispersionen ergab, weist auf das
Vorliegen von Monomeren und/oder Micellen hin. Nach
Zugabe unilamellarer POPC-Vesikel zur wifrigen Dispersion
von 5 stieg die Fluoreszenzintensitdt auf einen neuen kon-
stanten Wert an (Abbildung 1). Dieser Effekt spiegelt den

Kp=(2.2+0.7) x 10°

F rel

05

0 100 200 300 400
¢ (POPC)/uym ——
Abbildung 1. Fluoreszenzintensitdt von 5 als Funktion der Lipidkonzen-

tration. Die experimentellen Daten sind Mittelwerte aus drei Messungen
mit unterschiedlichen Konzentrationen von 5 (50, 100 und 200 nm).

Einbau von 5 in die Vesikel wider. Aus der Abhingikeit der
Fluoreszenzintensitdt von der POPC-Konzentration wurde
der Verteilungskoeffizient K, bestimmt. K|, ist dabei durch
X"/ XV definiert, wobei X™ und XV die Molenbriiche von 5 in
der Membran und in der Wasserphase sind. Die Fluoreszenz-
intensitit ist dann durch Gleichung (1) gegeben. Die Fluor-
eszenzintensitdten F, und F_, beziehen sich auf die Fille, daf3

F=(K,F,, + WEJCI(WIC, +K,) )

5 vollstdndig in Wasser gelost bzw. vollstandig membranver-
ankert ist. W ist die Konzentration von Wasser (55 molL!)
und ¢; die Lipidkonzentration in der Probe. Auf der Grund-
lage dieses Formalismus wurde Kp zu (2.240.7) x 10° be-
stimmt (siche Abbildung 1).

Der Transfer von 5 zwischen POPC-Vesikeln wurde durch
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) untersucht,
eine sehr leistungsfihige Methode fiir diese Fragestellung.
Ein besonders geeignetes Donor-/Acceptor-Paar wurde von
Silvius und Mitarbeitern beschrieben. Die Autoren berich-
teten, daB die Fluoreszenz von 7-Diethylamino-4-methylcu-
marin (siche oben) effektiv durch den (4-Dimethylamino)-
azobenzol-Chromophor (DABS, A, 447 nm) geloscht
wird.'!l Wir verwendeten fiir diese Untersuchungen Verbin-
dung 5 und das DABS-markierte Phospholipid 6, das nach der
Methode von Silvius et al.l'] hergestellt worden war. Abbil-
dung 2 illustriert die Ergebnisse des Loschexperiments.
POPC-Vesikel, die unterschiedliche Mengen des Quencher-
Lipids 6 enthielten, wurden asymmetrisch mit geeigneten
Mengen des Donors beladen. Durch den zunehmenden
Anteil von 6 in den Vesikeln verringerte sich die Fluores-
zenzintensitidt von 5. Im Vergleich mit den Ergebnissen von
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Abbildung 2. Loschung der Cumarin-Fluoreszenz von in POPC-Vesikel
eingebautem 5 bei Zunahme der Konzentration von 6. Der Einschub zeigt
die Uberlappung des Absorptionsspektrums von 6 mit dem Emissions-
spektrum von 5.

Silvius et al. wird deutlich, daf fiir 50prozentige Loschung ein
etwas hoherer Anteil von 6 in den Membranen benétigt wird
(0.57 Mol-%). Dieser Unterschied beruht wahrscheinlich auf
verschiedener Lokalisation der Donorgruppe in den beiden
Membransystemen. Die Membrantransfer-Experimente wur-
den ausgefiihrt, wie in Abbildung 3 dargestellt ist. Die Zugabe
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Abbildung 3. Das  Prinzip des Intervesikel-Transfer-Experiments.
A: ,Reine“ POPC-Vesikel wurden zu Donor- und Acceptor-markierten
POPC-Vesikeln zugemischt. B: Donor-markierte Vesikel wurden zu Ac-
ceptor-markierten Vesikeln zugemischt.

von POPC-Versikeln zu Vesikeln, die den Donor 5 und das
Acceptorlipid 6 enthielten, fiihrte zu einer Zunahme der
Fluoreszenzintensitét (siche Abbildung 4). Dagegen trat beim
Mischen von Vesikeln, die nur den Donor enthielten, mit
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Abbildung 4. Verlauf der Fluoreszenzintensitdt in den beiden Intervesi-
kel-Transfer-Experimenten A und B (sieche Abbildung 3).

solchen, in die der Acceptor eingebaut war, eine Abnahme
der Fluoreszenzintensitét ein. Die entgegengesetzte Tendenz
in diesen beiden Mischexperimenten zeigt den Transfer von §
zwischen den Vesikeln an. Im ersten Fall verringert sich die
Zahl der geloschten Donormolekiile durch Ubergang in die
acceptorfreien Vesikel und im zweiten erhoht sie sich durch
Ubergang in die mit dem Acceptor besetzten Vesikel. Der
Molenbruch der iibertragenen Molekiile von 5, X = np/(np +
npo), wurde nach Gleichung (2) abgeschitzt, wobei np, npg

Xz(Fx_Fo)/(FTX_Fo) (2)

und Fryx die Zahl der nichtgeloschten und der geldschten
Donormolekiile bzw. die Fluoreszenzintensitdt nach Zugabe
von Triton X-100 (1 %) bezeichnen. Aus drei Experimenten
mit unterschiedlichen Mengen des Acceptorlipids 6 (0.5, 1
und 2 %) wurde X =0.4-0.5 ermittelt, ein verntinftiger Wert
bei Mischung gleicher Lipidmengen.

Der Transfer von § ist ein schneller Prozef3. Man konnte
abschétzen, daB t,, in der GréBe von Sekunden liegt (siche

Abbildung 4). Nachfolgende Stopped-flow-Experimente
(Abbildung 5) ergaben k,=0.25+0.05s7!, ermittelt unter
-0.02|
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Abbildung 5. Verlauf der Spannung in den Stopped-flow-Experimenten
a) bei Zugabe von POPC-Vesikeln zu einer wiBrigen Losung von 5
(Einschub) und b) bei Mischung von mit 5 und 6 markierten POPC-
Vesikeln mit ,,reinen“ POPC-Vesikeln (Transfer). Die Spannung ist der
Fluoreszenzintensitdt umgekehrt proportional.

Verwendung der einfachen Beziehung (3), die sich durch
Integration aus Gleichung (4) ergibt. Dabei bedeuten V, und

V() =—k| Vo=Vt 3)

ke =[(dV(D)/de),—ol/(Ves = Vo) “)
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V., die abgelesene Spannung (umgekehrt proportional zur
Fluoreszenzintensitit) unmittelbar nach Zusammengeben der
POPC-Vesikel und der wafrigen Losung von § in der
MeBzelle und nach Einstellung des Gleichgewichts. Die
Anfangsgeschwindigkeitskonstante ~ k,=0.25 s™' =15 min~!
ist mit den entsprechenden Werten von kurzkettigen Phos-
pholipiden (unverzweigte C;;- oder C,-Ketten) vergleich-
bar.['3]

Der Einbau von 5 in Lipidvesikel wurde ebenfalls im
Stopped-flow-Regime beobachtet. Die Anfangsgeschwindig-
keitskonstante dieses Prozesses mit k;=0.8 s7! ist mit der
gefundenen Intervesikel-Transfergeschwindigkeit vergleich-
bar.

Insgesamt haben wir hiermit ein experimentelles System
entwickelt, welches erstmals erlaubt, die Wechselwirkung von
Verbindungen des Moenomycin-Typs mit Modellmembranen
zu untersuchen. Die Resultate konnen fiir Konkurrenzexpe-
rimente mit neuen Moenomycin-Analoga verwendet werden.
Wir gehen davon aus, daB sie die Grundlage fiir die Entwick-
lung von Transglycosylasechemmern mit verbesserten Trans-
porteigenschaften darstellen. Dies wird in unserem Labor
derzeit untersucht.

Experimentelles

3 wurde entsprechend der Synthese eines Thiol-Analogons!” hergestellt
und durch Ultrafiltration (Amicon INC, YM 3) und anschlieBende
Chromatographie gereinigt: a) Flash-Chromatographie (FC; Kieselgel,
1-Propanol/2 molL~! Ammoniak 7:3), b) Mitteldruck-Chromatographie
(MPLC, RPg, Methanol/Wasser 1:1). Die Ausbeute war 38%. Das 13C-
NMR-Spektrum war im Einklang mit der angegebenen Struktur.
CiH, 17N (O5,P (1817.80, 1817.73), FAB-MS (Matrix: 3-Nitrobenzylalko-
hol): m/z 18173 ([M+H]"), 1839.6 ([M+Na]").

5 wurde durch Reaktion von 3 mit 4 in einer Pyridin-DMF-Losung (1:10)
bei 20 °C hergestellt. Nach 48 h wurden die Losungsmittel abdestilliert, und
der Riickstand wurde durch Chromatographie gereinigt: a) FC (Kieselgel,
Chloroform/Methanol 20:12 — Chloroform/Methanol/Wasser  20:12:2,
2 x), b) MPLC (RPys, Acetonitril/Wasser 1:1, 3 x ). Die Ausbeute war
25%. CoH,;3;N,05PS (2182.26, 2180.86), ESI-ICR-MS: m/z 2181.8685
([M-+H]*, ber.: 2181.8642), 2203.7990 ([M+Na]*, ber.: 2203.8462).

Die MHK-Werte wurden im Mikroverdiinnungstest bestimmt (Iso-Sensi-
test-Medium, Oxoid). Die Priparate wurden seriell (Faktor 2) im Medium
verdiinnt und anschlieBend mit den entsprechenden Keimen inokuliert.
Die Keimsaat betrug 1 x 10° cfumL~". Nach 24stiindigem Inkubieren bei
37°C wurde die MHK als die Konzentration ermittelt, bei der visuell kein
Bakterienwachstum (Triibung) sichtbar war.

POPC-Vesicel, die 6 enthielten und mit 5 beladen waren (1.5 mL einer
300 pm Losung) wurden mit ,,reinen“ POPC-Vesikeln (gleiches Volumen,
gleiche Konzentration) unter Riihren gemischt. In einer analogen Reihe
von Experimenten wurden POPC-Vesikel, die nur 6 enthielten, mit
solchen, die mit 5 beladen waren, gemischt. Die Sondenkonzentration in
den Proben wurde aus der Fluoreszenzintensitdt in Anwesenheit von 1%
Triton X-100, durch das der Energietransfer eliminiert wird, bestimmt. Die
Untergrundfluoreszenz und der innere Filtereffekt wurden durch die
Verwendung entsprechender Leerproben bzw. Triton X-100-behandelter
Proben korrigiert. Der EinfluB3 von Triton X-100 auf die Quantenausbeute
von 5 wurde ebenfalls beriicksichtigt. Alle Messungen wurden bei Raum-
temperatur an einem CD900-Spektrofluorometer (Edinburgh Instruments,
Spaltbreite des Anregungs- und Emmissionsmonochromators: 1 nm bzw.
1.5 nm) durchgefiihrt. Fiir die Stopped-flow-Messungen wurde ein Hi-
Tech-Scientific-SF51-Gerét verwendet.
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Asymmetrische Synthese der Nakijichinone —
selektive Inhibitoren des Her-2/Neu-
Protoonkogens**

Petra Stahl und Herbert Waldmann*

Extrazelluldre Wachstumssignale werden in vielen Fillen
von Transmembranrezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivitit
erkannt. Diese Proteine 16sen zahlreiche intrazelluldre Si-
gnalkaskaden aus, die Zellwachstum, Proliferation und an-
dere genetische Programme regulieren.! Eine Fehlregulie-
rung dieser Signalketten kann zur Entwicklung von Krank-
heiten beitragen oder diese gar hervorrufen. Zum Beispiel
steht eine erhohte Rezeptor-Tyrosinkinase-Aktivitdt in en-

[*] Prof. H. Waldmann, Dipl.-Chem. P. Stahl
Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie
Otto-Hahn-StraBle 11, D-44227 Dortmund
Fax: (+49)231-133-2499
E-mail: herbert.waldmann@mpi-dortmund.mpg.de

[**] Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt.

Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 24

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

gem Zusammenhang mit der Carcinogenese und verstiarktem
Tumorwachstum.? Ein besonders wichtiges Beispiel hierfiir
ist das Her-2/Neu-Protoonkogen (auch als erbB-2 bezeich-
net). Dieser Rezeptor ist in ca. 30% aller primiren Brust-,
FEierstock- und Magencarcinome sehr stark iiberexpri-
miert.l- > 4 Die verstirkte Expression korreliert eng mit dem
klinischen Verhalten dieser Neoplasmen, so dal Tumoren mit
Her-2-Amplifizierung agressiver sind und mit einer niedrige-
ren Uberlebensquote der Patienten einhergehen. Verbindun-
gen, die selektiv die Her-2-Aktivitdt blockieren kénnen, sind
daher von groBter Bedeutung fiir die Entwicklung neuer
Cytostatika; 2 ein monoklonaler Antikdrper gegen Her-2
wurde von Genentech bereits fiir eine revolutionidre Be-
handlung von Brustkrebs in die Klinik eingefiihrt. Dariiber
hinaus konnen solche Wirkstoffe wahrscheinlich als wertvolle
Sonden fiir die Analyse von Signalpfaden fungieren.>¢7
Bisher sind nur wenige Naturstoffe mit intrinsischer Tyrosin-
kinase-inhibierender Aktivitit isoliert worden, und insbeson-
dere wurde noch kein Naturstoff, der Her-2 inhibiert, syn-
thetisiert.? 1 Die Nakijichinone 1a-d (siche Schema 1)
wurden jedoch als selektive Inhibitoren der Her-2/Neu-
Kinase identifiziert. Sie weisen eine ausgeprégte Cytotoxizitét
gegen L-1210-Leukédmiezellen der Maus und menschliche
KB-Epidermoid-Carcinomazellen auf.®! Hier beschreiben wir
die erste enantioselektive Totalsynthese der Nakijichinone.

Die Nakijichinone enthalten drei grundlegende Struktur-
elemente: eine Aminosiure, eine zentrale para-chinoide
Einheit und ein Diterpenoidsystem. Um ein hohes Maf3 an
Konvergenz zu erreichen, wurden die Nakijichinone retro-
synthetisch zunéchst in Isospongiachinon 2, einen an sich
schon interessanten Naturstoff,”! und eine Aminosiure zer-
legt, die im letzten Schritt der Synthese durch konjugierte
Addition an den in 2 vorhandenen vinylogen Methylester
eingefiihrt werden kann (Schema 1).B1 Weiterhin war vorge-
sehen, das selektiv funktionalisierte chinoide System durch
Oxidation einer Tetramethoxy-substituierten aromatischen
Vorstufe 3 zu einer 1,4-Dicarbonylverbindung und nachfol-
gende selektive Verseifung einer der beiden dabei gebildeten
vinylogen Esterfunktionen herzustellen. Fiir die Synthese der
Diterpeneinheit und ihre Kupplung mit dem Alkoxy-substi-
tuierten Aren kam die reduktive Alkylierung des a.3-unge-
sattigten Ketons 4 vom Wieland-Miescher-Typ mit einem
Benzylhalogenid 5 zum Einsatz. Diese Strategie hatte sich
bereits bei der Herstellung verwandter Naturstoffe be-
wihrt.' SchlieBlich beabsichtigten wir, die endocyclische
3,4-Doppelbindung durch Olefinierung eines Ketons an C-4
und nachfolgende Isomerisierung der entstandenen exocycli-
schen Doppelbindung einzufithren. Dariiber hinaus war
geplant, die C-13-Methylgruppe durch eine Olefinierungs/
Reduktions-Sequenz an einem intermedidr gebildeten Keton
einzubringen.

Die Synthese der Benzylhalogenide 8 und 9 aus Brenzca-
techin 6 ist in Schema 2 dargestellt. Zuné4chst wurde 6 zum
entsprechenden ortho-Chinon oxidiert, das rasch NaOMe
addierte. Die nachfolgende Reoxidation lieferte erneut ein
ortho-Chinon, das unter sauren Bedingungen zur entspre-
chenden para-chinoiden Verbindung umgelagert wurde.['!
Die Ketogruppen wurden dann reduziert und das resultie-
rende 1,4-Diphenol zum Tetramethoxybenzol 7 O-methyliert.

0044-8249/99/11124-3935 $ 17.50+.50/0 3935



