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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.[1] Ihre Wirkung beruht
auf einer Bindung (als Dimere oder begünstigt durch
Membranverankerung) an membrangebundene Peptidogly-
canvorstufen, die endständig d-Ala-d-Ala tragen; sie unter-
binden dadurch den Transglycosylierungsschritt (und/oder die
Transpeptidierung[2]) 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
völlig anderen Wirkungsmechanismus: Sie sind reversible

Lösungsmittel im Vakuum abdestilliert. Die Reinigung des Rohprodukts
erfolgte durch Chromatographie (SiO2, Toluol). Man erhielt 36 mg (52 %)
15 als farblosen Feststoff.

Spektroskopische Daten von 1: 1H-NMR (500 MHz, CD2Cl2): d� 7.33 (s,
16H, Aryl-H), 2.26 (s, 24 H, CH3); 13C-NMR (125 MHz, CD2Cl2): d� 207.0
(�), 134.8 (�), 125.5 (�), 102.5 (�), 15.8 (�); IR (KBr): nÄ � 2982 ± 2852,
1928, 1602, 1502, 833 cmÿ1; MS (EI, 70 eV): m/z (%)� 568 (100, M�), 553
(50); HR-MS: ber.: 568.3129; gef.: 568.3123. ((�) und (�) bezeichnen die
Phasen im DEPT-Spektrum.)
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Schema 2. Abschluû der Synthese von 1: Cyclisierung und letzte Reaktionen am Makro-
cyclengerüst.
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Enzyminhibitoren.[3] Damit sind sie auch ideale Werkzeuge für
die Aufklärung der bisher unbekannten Struktur des Enzyms
und des Mechanismus der Transglycosylierungsreaktion.

Die Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Moenomycine
sind intensiv untersucht worden,[4] und es gibt auch einen
Vorschlag zur Erklärung ihrer Wirkungsweise.[5] Dabei wird
angenommen, daû sie mit dem (den) Substrat(en) der Trans-
glycosylierungsreaktion um eine Substratbindungsstelle am
Enzym konkurrieren, am wahrscheinlichsten mit der Bin-
dungsstelle für den wachsenden Peptidoglycanstrang (dem
Glycosyldonor bei der Transglycosylierungsreaktion).[5] Der
Oligosaccharidteil der Transglycosylasehemmer vom Moeno-
mycintyp wird vom Enzym hochselektiv erkannt.[4] Es gibt
jedoch eine weitere Vorbedingung für die antibiotische
Aktivität: die Membranverankerung durch den Lipidteil.
Daher führt Abspaltung des C25-Lipids[6] oder Einführung
einer oder mehrerer OH-Gruppen in die Lipidkette[7] zum
vollständigen Verlust der antibiotischen Aktivität.

Während man über die Struktur-Wirkungs-Beziehungen im
Oligosaccharidteil der Moenomycine ziemlich genau Be-
scheid weiû, fehlen derartige Kenntnisse für den Lipidteil.
Versuche, die Wechselwirkung von Moenomycin mit künst-
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.[8]

Wir beschreiben hier erfolgreiche Experimente, die eine
quantitative Bestimmung der Wechselwirkung von Moeno-
mycin mit künstlichen 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 für die Wechselwirkung mit
dem Enzym (und damit für die antibiotische Wirksamkeit)
von Bedeutung ist. Die zweite Gröûe ist von Bedeutung im
Zusammenhang mit der Pharmakokinetik. Es sei darauf
hingewiesen, daû die ungünstigen Transporteigenschaften
des Moenomycins seinen Einsatz in der Humanmedizin
bisher ausgeschlossen haben.

Die Bausteine C und E ± I von 1 sind für die antibiotische
Wirksamkeit unentbehrlich.[4] Es war daher geplant, den

Fluoreszenzmarker an den
Baustein A anzuknüpfen. Ei-
ne Reaktionssequenz, beste-
hend aus a) der Reaktion der
enolisierten b-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
intermediären Amidrazon, führte zur Verbindung 3 (Sche-
ma 1).[9] Bemerkenswerterweise konnte 2 selektiv in das
aromatische Diazoniumsalz umgewandelt werden, da die
aliphatische Aminogruppe unter den Bedingungen der Bil-
dung des Diazoniumsalzes durch Protonierung geschützt war.

Schema 1. Synthese von 5.

3 wurde dann mit dem 7-Diethylamino-4-methylcumarin-
Chromophor durch Reaktion mit dem Isothiocyanat 4[10]

verknüpft, wobei das Thioharnstoffderivat 5 entstand. 5
wurde durch sorgfältige chromatographische Trennungen
gereinigt und durch Elektrospray-Ionencyclotron-Resonanz-
Massenspektrometrie (ESI-ICR-MS) sowie sein Fluoreszenz-
spektrum (lex: 396 nm, lem: 477 nm,[11] in Methanol) charak-
terisiert. Die MHK-Werte gegen sieben Staphylokokkus-
aureus-Stämme wurden mit einer Mikroverdünnungsmetho-
de auf Mikrotiterplatten bestimmt. Unter diesen Bedingun-
gen erwies sich Moenomycin A um mehr als eine Zehnerpo-
tenz (MHK im Bereich von 6.9� 10ÿ9 mol Lÿ1) aktiver, als
bisher bekannt war.[4] Für 3 wurde eine MHK von 1.7�
10ÿ7 mol Lÿ1 und für 5 eine von 1.2� 10ÿ6 mol Lÿ1 ermittelt.
Der Grund für diese Unterschiede in den antibiotischen
Aktivitäten ist bisher unbekannt, aber sowohl 3 als auch 5
dürften für Bindungsuntersuchungen mit dem Enzym gut
geeignet sein (dies wird derzeit bearbeitet).

Es ist bekannt, daû Moenomycin A oberhalb einer be-
stimmten Konzentration (der kritischen Micellbildungskon-
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zentration, CMC) Micellen bildet. Die CMC ist abhängig vom
pH-Wert und der Ionenstärke (ungefähr 5� 10ÿ4 molLÿ1 bei
pH 6.8).[12] Der Befund, daû das Cumarin-markierte Moeno-
mycin-A-Derivat 5 bei Konzentrationen von 50 ± 200�
10ÿ9 mol Lÿ1 klare wäûrige Dispersionen ergab, weist auf das
Vorliegen von Monomeren und/oder Micellen hin. Nach
Zugabe unilamellarer POPC-Vesikel zur wäûrigen Dispersion
von 5 stieg die Fluoreszenzintensität auf einen neuen kon-
stanten Wert an (Abbildung 1). Dieser Effekt spiegelt den

Abbildung 1. Fluoreszenzintensität 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 Abhängikeit der
Fluoreszenzintensität von der POPC-Konzentration wurde
der Verteilungskoeffizient Kp bestimmt. Kp ist dabei durch
Xm/XW definiert, wobei Xm und XW die Molenbrüche von 5 in
der Membran und in der Wasserphase sind. Die Fluoreszenz-
intensität ist dann durch Gleichung (1) gegeben. Die Fluor-
eszenzintensitäten F0 und F1 beziehen sich auf die Fälle, daû

F� (KpF1�WF0/CL)/(W/CL�Kp) (1)

5 vollständig in Wasser gelöst bzw. vollständig membranver-
ankert ist. W ist die Konzentration von Wasser (55 molLÿ1)
und cL die Lipidkonzentration in der Probe. Auf der Grund-
lage dieses Formalismus wurde KP zu (2.2� 0.7)� 106 be-
stimmt (siehe Abbildung 1).

Der Transfer von 5 zwischen POPC-Vesikeln wurde durch
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) untersucht,
eine sehr leistungsfähige Methode für diese Fragestellung.
Ein besonders geeignetes Donor-/Acceptor-Paar wurde von
Silvius und Mitarbeitern beschrieben. Die Autoren berich-
teten, daû die Fluoreszenz von 7-Diethylamino-4-methylcu-
marin (siehe oben) effektiv durch den (4-Dimethylamino)-
azobenzol-Chromophor (DABS, labs : 447 nm) gelöscht
wird.[11] Wir verwendeten für diese Untersuchungen Verbin-
dung 5 und das DABS-markierte Phospholipid 6, das nach der
Methode von Silvius et al.[11] hergestellt worden war. Abbil-
dung 2 illustriert die Ergebnisse des Löschexperiments.
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-
zenzintensität von 5. Im Vergleich mit den Ergebnissen von

Abbildung 2. Löschung der Cumarin-Fluoreszenz von in POPC-Vesikel
eingebautem 5 bei Zunahme der Konzentration von 6. Der Einschub zeigt
die Überlappung des Absorptionsspektrums von 6 mit dem Emissions-
spektrum von 5.

Silvius et al. wird deutlich, daû für 50prozentige Löschung ein
etwas höherer Anteil von 6 in den Membranen benötigt wird
(0.57 Mol-%). Dieser Unterschied beruht wahrscheinlich auf
verschiedener Lokalisation der Donorgruppe in den beiden
Membransystemen. Die Membrantransfer-Experimente wur-
den ausgeführt, wie in Abbildung 3 dargestellt ist. Die Zugabe

Abbildung 3. Das Prinzip des Intervesikel-Transfer-Experiments.
A: ¹Reineª 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, führte zu einer Zunahme der
Fluoreszenzintensität (siehe Abbildung 4). Dagegen trat beim
Mischen von Vesikeln, die nur den Donor enthielten, mit
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Abbildung 4. Verlauf der Fluoreszenzintensität in den beiden Intervesi-
kel-Transfer-Experimenten A und B (siehe Abbildung 3).

solchen, in die der Acceptor eingebaut war, eine Abnahme
der Fluoreszenzintensität ein. Die entgegengesetzte Tendenz
in diesen beiden Mischexperimenten zeigt den Transfer von 5
zwischen den Vesikeln an. Im ersten Fall verringert sich die
Zahl der gelöschten Donormoleküle durch Übergang in die
acceptorfreien Vesikel und im zweiten erhöht sie sich durch
Übergang in die mit dem Acceptor besetzten Vesikel. Der
Molenbruch der übertragenen Moleküle von 5, X� nD/(nD�
nDQ), wurde nach Gleichung (2) abgeschätzt, wobei nD, nDQ

X� (F1ÿF0)/(FTXÿF0) (2)

und FTX die Zahl der nichtgelöschten und der gelöschten
Donormoleküle bzw. die Fluoreszenzintensität 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 vernünftiger Wert
bei Mischung gleicher Lipidmengen.

Der Transfer von 5 ist ein schneller Prozeû. Man konnte
abschätzen, daû t1/2 in der Gröûe von Sekunden liegt (siehe
Abbildung 4). Nachfolgende Stopped-flow-Experimente
(Abbildung 5) ergaben kt� 0.25� 0.05 sÿ1, ermittelt unter

Abbildung 5. Verlauf der Spannung in den Stopped-flow-Experimenten
a) bei Zugabe von POPC-Vesikeln zu einer wäûrigen Lösung von 5
(Einschub) und b) bei Mischung von mit 5 und 6 markierten POPC-
Vesikeln mit ¹reinenª POPC-Vesikeln (Transfer). Die Spannung ist der
Fluoreszenzintensität umgekehrt proportional.

Verwendung der einfachen Beziehung (3), die sich durch
Integration aus Gleichung (4) ergibt. Dabei bedeuten V0 und

V(t)�ÿkt jV0ÿV1 j t (3)

kt� [(dV(t)/dt)t!0]/(V1ÿV0) (4)

V1 die abgelesene Spannung (umgekehrt proportional zur
Fluoreszenzintensität) unmittelbar nach Zusammengeben der
POPC-Vesikel und der wäûrigen Lösung von 5 in der
Meûzelle und nach Einstellung des Gleichgewichts. Die
Anfangsgeschwindigkeitskonstante kt� 0.25 sÿ1� 15 minÿ1

ist mit den entsprechenden Werten von kurzkettigen Phos-
pholipiden (unverzweigte C11- oder C12-Ketten) vergleich-
bar.[13]

Der Einbau von 5 in Lipidvesikel wurde ebenfalls im
Stopped-flow-Regime beobachtet. Die Anfangsgeschwindig-
keitskonstante dieses Prozesses mit ki� 0.8 sÿ1 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 können für Konkurrenzexpe-
rimente mit neuen Moenomycin-Analoga verwendet werden.
Wir gehen davon aus, daû sie die Grundlage für die Entwick-
lung von Transglycosylasehemmern mit verbesserten Trans-
porteigenschaften darstellen. Dies wird in unserem Labor
derzeit untersucht.

Experimentelles

3 wurde entsprechend der Synthese eines Thiol-Analogons[9] hergestellt
und durch Ultrafiltration (Amicon INC, YM 3) und anschlieûende
Chromatographie gereinigt: a) Flash-Chromatographie (FC; Kieselgel,
1-Propanol/2 mol Lÿ1 Ammoniak 7:3), b) Mitteldruck-Chromatographie
(MPLC, RP18, Methanol/Wasser 1:1). Die Ausbeute war 38 %. Das 13C-
NMR-Spektrum war im Einklang mit der angegebenen Struktur.
C78H117N10O37P (1817.80, 1817.73), FAB-MS (Matrix: 3-Nitrobenzylalko-
hol): m/z 1817.3 ([M�H]�), 1839.6 ([M�Na]�).

5 wurde durch Reaktion von 3 mit 4 in einer Pyridin-DMF-Lösung (1:10)
bei 20 8C hergestellt. Nach 48 h wurden die Lösungsmittel abdestilliert, und
der Rückstand wurde durch Chromatographie gereinigt: a) FC (Kieselgel,
Chloroform/Methanol 20:12!Chloroform/Methanol/Wasser 20:12:2,
2� ), b) MPLC (RP18, Acetonitril/Wasser 1:1, 3� ). Die Ausbeute war
25%. C99H137N12O39PS (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 Mikroverdünnungstest bestimmt (Iso-Sensi-
test-Medium, Oxoid). Die Präparate wurden seriell (Faktor 2) im Medium
verdünnt und anschlieûend mit den entsprechenden Keimen inokuliert.
Die Keimsaat betrug 1� 105 cfu mLÿ1. Nach 24stündigem Inkubieren bei
37 8C wurde die MHK als die Konzentration ermittelt, bei der visuell kein
Bakterienwachstum (Trübung) sichtbar war.

POPC-Vesicel, die 6 enthielten und mit 5 beladen waren (1.5 mL einer
300 mm Lösung) wurden mit ¹reinenª POPC-Vesikeln (gleiches Volumen,
gleiche Konzentration) unter Rühren 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 Fluoreszenzintensität 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 Einfluû von Triton X-100 auf die Quantenausbeute
von 5 wurde ebenfalls berücksichtigt. Alle Messungen wurden bei Raum-
temperatur an einem CD900-Spektrofluorometer (Edinburgh Instruments,
Spaltbreite des Anregungs- und Emmissionsmonochromators: 1 nm bzw.
1.5 nm) durchgeführt. Für die Stopped-flow-Messungen wurde ein Hi-
Tech-Scientific-SF51-Gerät verwendet.

Eingegangen am 29. Juni 1999 [Z 13647]
International Edition: Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 3703 ± 3707



ZUSCHRIFTEN

Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 24 � WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999 0044-8249/99/11124-3935 $ 17.50+.50/0 3935

Asymmetrische Synthese der Nakijichinone ±
selektive Inhibitoren des Her-2/Neu-
Protoonkogens**
Petra Stahl und Herbert Waldmann*

Extrazelluläre Wachstumssignale werden in vielen Fällen
von Transmembranrezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivität
erkannt. Diese Proteine lösen zahlreiche intrazelluläre Si-
gnalkaskaden aus, die Zellwachstum, Proliferation und an-
dere genetische Programme regulieren.[1] Eine Fehlregulie-
rung dieser Signalketten kann zur Entwicklung von Krank-
heiten beitragen oder diese gar hervorrufen. Zum Beispiel
steht eine erhöhte Rezeptor-Tyrosinkinase-Aktivität in en-

gem Zusammenhang mit der Carcinogenese und verstärktem
Tumorwachstum.[2] Ein besonders wichtiges Beispiel hierfür
ist das Her-2/Neu-Protoonkogen (auch als erbB-2 bezeich-
net). Dieser Rezeptor ist in ca. 30 % aller primären Brust-,
Eierstock- und Magencarcinome sehr stark überexpri-
miert.[1, 3, 4] Die verstärkte Expression korreliert eng mit dem
klinischen Verhalten dieser Neoplasmen, so daû Tumoren mit
Her-2-Amplifizierung agressiver sind und mit einer niedrige-
ren Überlebensquote der Patienten einhergehen. Verbindun-
gen, die selektiv die Her-2-Aktivität blockieren können, sind
daher von gröûter Bedeutung für die Entwicklung neuer
Cytostatika;[1, 2, 5] ein monoklonaler Antikörper gegen Her-2
wurde von Genentech bereits für eine revolutionäre Be-
handlung von Brustkrebs in die Klinik eingeführt. Darüber
hinaus können solche Wirkstoffe wahrscheinlich als wertvolle
Sonden für die Analyse von Signalpfaden fungieren.[2, 6, 7]

Bisher sind nur wenige Naturstoffe mit intrinsischer Tyrosin-
kinase-inhibierender Aktivität isoliert worden, und insbeson-
dere wurde noch kein Naturstoff, der Her-2 inhibiert, syn-
thetisiert.[2, 6] Die Nakijichinone 1 a ± d (siehe Schema 1)
wurden jedoch als selektive Inhibitoren der Her-2/Neu-
Kinase identifiziert. Sie weisen eine ausgeprägte Cytotoxizität
gegen L-1210-Leukämiezellen der Maus und menschliche
KB-Epidermoid-Carcinomazellen auf.[8] Hier beschreiben wir
die erste enantioselektive Totalsynthese der Nakijichinone.

Die Nakijichinone enthalten drei grundlegende Struktur-
elemente: eine Aminosäure, eine zentrale para-chinoide
Einheit und ein Diterpenoidsystem. Um ein hohes Maû an
Konvergenz zu erreichen, wurden die Nakijichinone retro-
synthetisch zunächst in Isospongiachinon 2, einen an sich
schon interessanten Naturstoff,[9] und eine Aminosäure zer-
legt, die im letzten Schritt der Synthese durch konjugierte
Addition an den in 2 vorhandenen vinylogen Methylester
eingeführt werden kann (Schema 1).[8] 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. Für die Synthese der
Diterpeneinheit und ihre Kupplung mit dem Alkoxy-substi-
tuierten Aren kam die reduktive Alkylierung des a,b-unge-
sättigten Ketons 4 vom Wieland-Miescher-Typ mit einem
Benzylhalogenid 5 zum Einsatz. Diese Strategie hatte sich
bereits bei der Herstellung verwandter Naturstoffe be-
währt.[10] Schlieûlich beabsichtigten wir, die endocyclische
3,4-Doppelbindung durch Olefinierung eines Ketons an C-4
und nachfolgende Isomerisierung der entstandenen exocycli-
schen Doppelbindung einzuführen. Darüber hinaus war
geplant, die C-13-Methylgruppe durch eine Olefinierungs/
Reduktions-Sequenz an einem intermediär gebildeten Keton
einzubringen.

Die Synthese der Benzylhalogenide 8 und 9 aus Brenzca-
techin 6 ist in Schema 2 dargestellt. Zunächst 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.[11]

Die Ketogruppen wurden dann reduziert und das resultie-
rende 1,4-Diphenol zum Tetramethoxybenzol 7 O-methyliert.

Stichwörter: Antibiotika ´ Fluoreszenzspektroskopie ´ Gly-
colipide ´ Liposomen ´ Phospholipide
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