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Proximicin A, B und C - antitumoraktive Furananaloga des Netropsins
aus dem marinen Actinomyceten Verrucosispora induzieren die
Hochregulation von p53 und des Cyclinkinase-Inhibitors p21**
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Netropsin (1) und Distamycin (2) sind natiirlich vorkom-
mende y-Peptide mit antiviraler und antibakterieller Aktivi-
tit (Abbildung 1).1Y Netropsin, das frither unter dem Namen
Congocidin bekannt war, wurde 1951 aus S. netropsis®® und
Distamycin 1964 aus S. distallicus isoliert.”* Beide Verbin-
dungen binden in die kleine Furche der DNA und waren wohl
die ersten Verbindungen, fiir die eine AT-selektive DNA-
Bindung gezeigt werden konnte.”! Man nahm an, dass syn-
thetische Derivate, die eine spezifische Sequenz der DNA
adressieren konnen, eine selektive Inhibierung der Genex-
pression erlauben und diese Verbindungen dadurch mogli-
cherweise als Antitumorwirkstoffe dienen konnen.” Basie-
rend auf der Grundstruktur von Netropsin und Distamycin
wurde eine Vielzahl von Analoga synthetisiert, um deren
Bindung in die kleine Furche der DNA zu untersuchen und zu
modulieren. Dazu wurden auch kombinatorische Ansitze
herangezogen.’'!l Eine besondere Herausforderung war es,
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Abbildung 1. Strukturen von Netropsin (1), Distamycin (2) und der
Verbindungen aus dem marinen Verrucosispora-Stamm Proximicin A
(3), Proximicin B (4) und Proximicin C (5). Die Doppelhelix veran-
schaulicht die Bindung von Netropsin (1) in die kleine Furche der
DNA in Form eines 1:1-Komplexes.I"”

selektive Binder fiir GC-Basenpaare zu entwerfen.’! Ein
Ansatz basierte auf der Annahme, dass die Einfiihrung eines
Wasserstoffbriickenakzeptors in den Pyrrolringen des Ne-
tropsins eine Bindung eines Wirkstoffs an GC-reiche Se-
quenzen zulassen konnte.” ! Dieser Strategie folgend wurde
eine beachtliche Zahl an Molekiilen synthetisiert, in denen
das N-Methylpyrrol des Netropsins durch andere Hetero-
cyclen wie Imidazol, Thiazol, Triazol, Pyrazol oder Furan
ersetzt ist.® Mit Ausnahme einer topischen Anwendung als
antiviraler Wirkstoffl'” verhinderte die mangelnde Selektivi-
tat und Toxizitit von Netropsin bzw. Distamycin™*! bisher
deren Verwendung als Wirkstoff in Medikamenten. Neuere
Ansitze sind darauf gerichtet, diese Nachteile zu beseitigen.”!
Eine weitere interessante biologische Aktivitidt von Netropsin
und Distamycin ist die wachstumshemmende Wirkung gegen
den Malaria verursachenden Parasiten Plasmodium falcipa-
rum.”

Wir stellen hier die Strukturaufkldrung neuartiger Ne-
tropsin-Analoga aus marinen Actinomyceten der Gattung
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Verrucosispora mit dem Namen Proximicin A (3), B (4) und C
(5) vor (Abbildung 1). Die Proximicine tragen die bisher
unbekannte y-Aminosdure 4-Aminofuran-2-carbonséure, die
ein neues Element innerhalb der strukturellen Diversitét
bisher beschriebener heterocyclischer Antibiotika ist. Darii-
ber hinaus wurden die Antitumoraktivitdten von Netropsin
und Distamycin mit denen der Proximicine und synthetischer
Netropsin-Proximicin-Hybride (6, 7, 8; Abbildung 2) vergli-
chen. Es zeigte sich, dass die letzteren bei den untersuchten
Zelllinien deutlich stiarker cytotoxisch sind.

OH

H,N HN HN

0 o) 0

6 JiZ:’CH 7 ,CZ:‘CH 8 EZ:'CH

HNS ° HNTS ’ HNT S ¢

HaC HN‘C’/&O HsC HNC'/¥0 HaC @/&0
30—(\ \N 30—(\ \N 3,O_|'<|\N \N.

0 CH;, o CH, Y CH,

Abbildung 2. Strukturen der synthetischen Netropsin-Proximicin-Hybri-
de A (6), B (7) und C (8).

Unléngst stellten wir die Fermentation, die Isolierung und
die Strukturaufkldrung der Polyketidantibiotika Abyssomi-
cin B-D aus dem marinen Actinomyceten Verrucosispora sp.
AB-18-032 vor, welcher aus einer Sedimentprobe der Japa-
nischen See isoliert wurde."*"! Die sorgfiltige Auswertung
der HPLC-Chromatogramme von Extrakten dieses Stammes
lieB deutlich eine Verbindung (3) erkennen, die keiner be-
kannten Verbindung unserer HPLC-DAD-Datenbank zuge-
ordnet werden konnte.l"! Bemerkenswerterweise zeigte der
Extrakt eines weiteren marinen Vertreters der seltenen Gat-
tung Verrucosispora, Stamm MG-37, isoliert von einer Sedi-
mentprobe des Raune-Fjords (Norwegen) aus einer Tiefe von
250 m, ein mit Verbindung 3 identisches HPLC-DAD-Signal.
Auflerdem wurden zwei weitere Signale mit dhnlichen UV-
Spektren wie das fiir 3 gefunden, was auf das Vorliegen einer
Familie von strukturell verwandten Metaboliten schliefen
lieB, die Proximicin A (3), B (4) und C (5) genannt wurden."”
Die Verbindungen wurden nachfolgend durch Grof3enaus-
schluss- und Adsorptionschromatographie sowie priaparative
Umkehrphasen-HPLC aufgereinigt. Die Strukturaufkldarung
wurde mithilfe der Massenspektrometrie (HPLC-ESI-MS,
FT-ICR-MS, GC-MS) und zweidimensionaler NMR-Spek-
troskopie durchgefiihrt.

Die exakten Massen, die mit hochauflosender ESI-FT-
ICR-Massenspektrometrie bestimmt wurden, waren fiir Pro-
ximicin A, B und C: 294.0722 Da [(M+H)"], 436.1116 Da
[(M+Na)*] bzw. 437.14566 Da [(M+H)"]. Dies entspricht
den Summenformeln C,H;N;O¢ (3) [(M+H) por =
294.07206; Am =0.477 ppm], C,oH;oN;O; (4) [(M+Na) o
= 436.11152; Am=0.165ppm] und C,,H,)N,O¢ (5)
[(M+H)" oo, = 437.14556; Am =0.215 ppm]. Durch Total-
hydrolyse, nachfolgende Derivatisierung und Analyse mittels
GC-MS konnten Tyramin im Falle von Proximicin B (4) und
Tryptamin im Falle von Proximicin C (5) identifiziert werden.
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Die Auswertung der 1D- und 2D-NMR-Spektren fiihrte
zur Identifizierung der fehlenden Strukturfragmente. Die
chemischen Verschiebungen und die Kopplungskonstanten in
Kombination mit den HMBC-Korrelationen lieflen fiir alle
Proximicine auf ein Furanringsystem mit einem 2,4-Substi-
tutionsmuster schlieBen, wobei Position 2 des Furans der
Carbonylfunktion und Position 4 der Aminofunktion zuge-
ordnet wurde. Das HMBC-Experiment lieferte den ent-
scheidenden Beweis fiir ein Dipeptid aus zwei 4-Aminofuran-
2-carbonsiduren, welches das wesentliche Strukturmerkmal
der Proximicine darstellt. Das 'H-"N-HSQC-Spektrum von 4
zeigte drei Signale, wovon zwei sekunddren Amiden und
eines einer Carbamatfunktionalitdt entsprechen. Das N-ter-
minale Methylcarbamat kommt in allen drei Proximicinen
vor, der strukturelle Unterschied der Proximicine liegt in der
C-terminalen Modifikation. Proximicin A (3) enthilt ein C-
terminales Amid, wihrend Proximicin B (4) und Proximi-
cin C (5) mit Tyramin bzw. Tryptamin modifiziert sind. In-
teressanterweise zeigen die Proximicine eine hohe Struktur-
analogie zu Netropsin (1) und Distamycin (2). Thr charakte-
ristischer Baustein, das 2,4-disubstituierte N-Methylpyrrol, ist
durch einen 2.4-disubstitutierten Furanring ersetzt. Diese Y-
Furanaminosdure ist bisher unbekannt. Obwohl eine be-
achtliche Zahl an Netropsin-Analoga synthetisiert wurde, bei
denen das N-Methylpyrrol durch andere Heterocyclen ersetzt
wurde, ist dieses strukturelle Motiv bisher nicht verwendet
worden. Dariiber hinaus zeigt die y-Aminosdure 4-Amino-
furan-2-carboniure eine strukturelle Ahnlichkeit zu einem
GABA-Mimetikum.!™

Um sowohl die strukturelle als auch die funktionelle Be-
ziehung zwischen Netropsin und den Proximicinen zu unter-
suchen, wurden die Netropsin-Proximicin-Hybride 6-8 (Ab-
bildung 2) synthetisiert."”! In diesen Hybriden wurde der N-
Methylpyrrol-Grundkorper des Netropsins mit den entspre-
chenden N- und C-terminalen Modifikationen der Proximi-
cine A, B und C versehen. Die Untersuchung der Proximicine
3-8 auf ihre Antitumoraktivitidt gegen drei Krebszelllinien
zeigte eine deutlich hohere Antitumoraktivitdt der Proximi-
cine 3-5im Vergleich zu 1 und 2 (Tabelle 1) und eine moderat
hohere Aktivitdt von 7 und 8. Die DNA-Bindungsaktivitét
der Proximicine wurde mithilfe von DNA-Schmelzkurven
vermessen. Im Unterschied zu Netropsin und Distamycin
konnte weder fiir die Naturstoffe Proximicin A, B und C (3-

Tabelle 1: Antitumoraktivititen der Verbindungen 1-8 gegen drei
Krebszelllinien.

Substanz AGSE! HepG2W! MCF7#
Glso™ [um] Glso®™ [um] Glso"™ [um]
Netropsin (1) >116.2 60.4 743
Distamycin (2) >103.8 54.0 143
Proximicin A (3) 2.0 2.8 24.6
Proximicin B (4) 3.6 23.0 12.1
Proximicin C (5) 0.6 1.8 20.6
6 93.9 119.0 1315
7 28.4 341 41.0
8 17.7 21.6 249

[a] Zelllinien: AGS: Magenkarzinom; HepG2: Leberkarzinom, MCF7:
Mammakarzinom. [b] Glsy: 50% Wachstumshemmung.
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5) aus Verrucosispora noch fiir die synthetischen Hybridmo-
lekiile (6-8) eine Veridnderung der DNA-Schmelztemperatur
T,, detektiert werden.

Zellzyklusanalysen, die an AGS-Zellen durchgefiihrt
wurden, ergaben, dass 1 (116.2 um) und 2 (103.8 um) zu einer
Anreicherung der Zellen in der G2/M-Phase nach Inkubation
fir 24 h (1) +6.9%; (2) +5.4%) bzw. 40 h (1) +11.3%; (2)
+28.9%) fithren und den Anteil an Zellen in der GO/G1-
Phase ((1) —=9.2% und —9.5%; (2) —7% und —20.5%) ver-
ringern. Proximicin C (5) (1.1 um) und Verbindung 8
(21.6 pum) fithren zu einem Zellarrest in GO/G1 nach 24 h In-
kubation ((5) +5.6%; (8) +21.4%). Nach 40 h kam es zu
einer Zunahme der Zellen in der sub-Gl1-Phase, d.h. zu
apoptotischen Zellen ((5) +2.9%; (8) +9.8%).

Wir haben basierend auf diesen Daten untersucht, ob 5
und 8 Zellzyklus-regulierende Proteine aktivieren, die am
Ubergang der Zellen von der G1- in die S-Phase beteiligt sind
(p53, p21, Cyclin E). Es zeigte sich, dass Proximicin C (5)
(Daten nicht gezeigt) und das Hybrid C (8) die Hochregula-
tion von p53 und des Cyclinkinase-Inhibitors p21 in AGS-
Zellen induzieren (Abbildung 3). Dagegen induzierte Dista-

Kontrolle Hybrid C (8)
6h 13h 6h 13h
Cyclin E - - ~
p53 - e

p21 — —_—

Abbildung 3. Der Western-Blot zeigt den Einfluss des Netropsin-Proxi-
micin-Hybrids C (8) auf die Expression von p21, p53 und Cyclin E in
AGS-Zellen 6 h und 13 h nach der Inkubation.

mycin die Expression von p53 und p2l nicht (sieche
Hintergrundinformationen). Um den Effekt von 1, 2, 5 und 8
zu vergleichen, wurde die Wachstumshemmung dieser Ver-
bindungen auf Leberkrebszelllinien mit mutiertem p53
(Huh?7) getestet.” Die erhaltenen Daten zeigten, dass 1 und
2 dhnlich cytotoxisch waren wie in HepG2-Zellen (GIs,: (1)
57.7 um; (2) 62.3 um), wihrend 5 und 8 in den Zellen mit
mutiertem p53 das Zellenwachstum nicht hemmten.

Netropsin (1) (58.1 um) arretierte die Huh7-Zellen in der
G2/M-Phase (+4.4%), Distamycin (2) (51.9 um) arretierte
die Huh7-Zellen in der G2/M-Phase (+8.7%) und in der S-
Phase (+10.6 % ). Proximicin C (5) (4.4 um) und Verbindung
8 (21.6 um) fiithrten zu keiner Verdnderung der Verteilung der
Zellen innerhalb des Zellzyklus der Huh7-Zellen.

Die Experimente belegen, dass die Antitumoraktivitdten
der Proximicine, die ein N-terminales Methylcarbamat
tragen, bemerkenswerterweise deutlich hoher sind als die von
Netropsin (1) und Distamycin (2), die Guanidinylglycinyl-
bzw. Formyl-Funktionen aufweisen. Die Analysen der DNA-
Schmelzkurven zeigen, dass die Antitumoraktivitidt der Pro-
ximicine 3-5 und der Hybride 6-8 nicht auf einer Bindung an
die DNA basieren kann. Die strukturellen Unterschiede der
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Proximicine im Vergleich zu Netropsin sind Modifikationen
am 1) N-Terminus, 2) C-Terminus sowie 3) der Furan-N-Me-
thylpyrrol-Austausch. Die unterschiedlichen C-terminalen
Amidmodifikationen der Proximicine A (3) und C (5) haben
keinen groBlen Einfluss auf die Antitumoraktivitidt. Dieser
Effekt wird bei den synthetischen Hybriden 6-8 deutlicher,
wobei die N-Methylpyrrol-Derivative generell geringere
Antitumoraktivitdt als die Furan-Analoga aufweisen. Der
Austausch des Sauerstoffatoms des Furans gegen eine N-
Methylgruppe fiihrt zu einer 1.2- bis ca. 30-fachen Abnahme
der Antitumoraktivitdt. Diese Abnahme konnte auf eine
deutliche Veridnderung der elektronischen Eigenschaften der
Proximicine zuriickzufiihren sein, da die beiden Sauerstoff-
atome des Furans als zusitzliche Wasserstoffbriickenakzep-
toren dienen konnen und dariiber hinaus die Gesamtpolaritét
des Molekiils erhéhen. Obwohl Hybrid C (8) eine andere
Struktur aufweist und eine geringere Antitumoraktivitét
zeigt, scheint es dasselbe zelluldre Target zu adressieren wie
das entsprechende Proximicin C (5). Dies konnte vermuten
lassen, dass der C-terminale Tryptaminrest einen signifikan-
ten Einfluss auf die Hochregulation von p53 und p21 ausiibt.
Es scheint allerdings, als ob hauptsichlich das Methylcarb-
amat zur Antitumoraktivitit beitrdagt. Boger et al. berichteten
von einem &hnlichen Effekt fiir Distamycine bei der Substi-
tution der Formyl-Funktion durch einen fert-Butylcarbamat-
rest, wiahrend die positive Ladung am C-Terminus beibehal-
ten wurde.[']

Insgesamt fithren die hier beschriebenen Proximicine in-
nerhalb des Zellzyklus zu einem Arrest der AGS-Zellen in
der GO/G1-Phase und zu einer Zunahme der Expression von
p53 und p21, wihrend Distamycin, wie auch von Poot et al.
beschrieben,? die Zellen in der G2/M-Phase arretiert. Dis-
tamycin, im Unterschied zu den Proximicinen, hemmt das
Zellwachstum von pS3-mutierten Zellen (Huh7). Diese
Daten bestidrken die Annahme, dass die Proximicine beim
Ubergang der Zellen von der G1- in die S-Phase auf ein an-
deres zelluldres Target wirken.

Zusammenfassend haben wir die Strukturen von drei
neuen Netropsin-artigen Antibiotika aus marinen Acti-
nomyceten mit interessanten Antitumoraktivititen vorge-
stellt. Derzeit richtet sich unsere Arbeit auf die Totalsynthese
der Proximicine sowie auf die Synthese von Furan-basierten
Proximicin-Netropsin-Hybriden, um deren Antitumoraktivi-
tidten zu untersuchen.
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