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Synthese und biologische Aktivitat von
D-3-Desoxy-3-fluorphosphatidylinosit, ein nener
Weg zu nicht auf DNA zielenden Cytostatica**

Von Alan P. Kozikowski*, Werner Tiickmantel
und Garth Powis

Ligandenaktivierte Wachstumsfaktoren und mitogene
Rezeptoren aktivieren Phosphatidylinosit(PtdIns)-Phospho-
lipase C, die Phosphatidylinosit-4,5-bisphosphat zu Inosit-
1,4,5-trisphosphat (Ins(1,4,5)P;) und Diacylglycerin hydro-
Iysiert!*!, Ins(1,4,5)P, setzt Ca?* aus nichtmitochondrialen
Depots frei, wodurch die cytoplasmatische Konzentration
an freien Ca**-Ionen heraufgesetzt wird; Diacylglycerin ist
ein Aktivator der Proteinkinase C (PKC)"?\. Der Anstieg der
cytoplasmatischen Konzentration an freien Ca2*-Ionen und
der Anstieg der PKC-Aktivitdt bewirken eine Reihe von Ab-
laufen, die in DNA-Synthese und Zellproliferation gipfeln (3!,

[*] Prof. Dr. A. P. Kozikowski, Dr. W. Tiickmantel

Neurochemistry Research, Mayo Clinic Jacksonville
4500 San Pablo Raod, Jacksonville, FL 32224 (USA)
Dr. G. Powis
Arizona Cancer Center

[**] Diese Arbeit wurde von den National Institutes of Health (Grants CA
42286 fiir G. P. und CA 50175 fiir A. P. K.) gefordert. Wir danken Dr.
A. H. Faugq fir hilfreiche Diskussionen.
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In den letzten Jahren wurde ein weiterer Weg identifiziert,
iiber den PtdIns als Signalmolekil wirken kann, und mit der
Wirkungsweise einiger Wachstumsfaktoren und Onkogene
in Zusammenhang gebracht!*!. Es wurde eine Phosphatidyl-
inosit-3'-kinase (PtdIns-3’-kinase) gefunden, die mit einer
Reihe von Proteintyrosinkinasen, einschlieBlich der liganden-
aktivierten Rezeptoren fiir Insulin, den blutplittchenab-
stammenden Wachstumsfaktor, den epidermalen Wachs-
tumsfaktor und den Kolonie-stimulierenden Faktor sowie der
onkogenen Proteintyrosinkinasen, assoziiert vorkommt. Die
PtdIns-3'-kinase phosphoryliert die p-3-Position des myo-
Inositringes von PtdIns, was zur Klasse der PtdIns-3'-phos-
phate fiihrt, die nicht durch die PtdIns-Phospholipase C hy-
drolysiert werden!®) und daher anscheinend ihre Signal-
funktion unabhingig vom Inositphosphatweg ausiiben. Die
relativen Beitrdge des Inositphosphat- und des PtdIns-3'-ki-
nase-Signalweges zur Steuerung der Wirkung von Wachs-
tumsfaktoren und Onkogenen auf die Zellproliferation blei-
ben noch zu bestimmen'®).

Wir haben kiirzlich iiber die Synthese und biologische Ak-
tivitit einer Reihe von 3-substituierten 3-Desoxy-myo-inosit-
Derivaten berichtet!’!. Einige dieser Verbindungen wirken
sowohl gegeniiber normalen als auch gegeniiber transfor-
mierten Zellinien antiproliferativ, einige hemmen selektiv das
Wachstum von onkogentransformierten Zellen. Aufgrund
von Befunden, die in Studien mit tritiierten Derivaten von
D-3-Azido-3-desoxy-myo-inosit erhalten wurden!®, glauben
wir, daf} diese Analoga ihre Funktion der Hemmung mitoge-
ner Signale verdanken, die durch die Wirkung der PtdIns-3'-
kinase ausgeldst werden. Da aber die antiproliferative Akti-
vitdt aller bis jetzt synthetisierten Analoga in Gegenwart von
Inosit in normalen Serumkonzentrationen (40 pm) signifi-
kant abnimmt, ist es unwahrscheinlich, daB3 diese Verbindun-
gen in vivo aktiv sind!”. Wir wollten daher versuchen, ein
Phosphatidylinositderivat herzustellen, das an der 3-Posi-
tion des myo-Inositringes substituiert ist, um dessen inhibito-
rische Wirkungen auf das Zellwachstum zu untersuchen. Dié
Féhigkeit eines Inositisosters, die Wirkung von PtdIns-3'-
phosphat zu blockieren, sollte von seinem Einbau in mem-
branassoziiertes Phosphatidylinosit abhidngen — eine Trans-
formation, die eine Konkurrenz zwischen Isoster und
endogenem Inosit bei der Aufnahme in die Zelle und der
Reaktion mit PtdIns-Synthetase zur Folge hitte. Eine direk-
te Gabe von PtdIns-Isosteren wiirde die Notwendigkeit eines
Durchlaufens dieser ersten Schritte auf dem Weg zur ge-
wiinschten aktiven Struktur umgehen (Abb. 1).

Ptdins*(4)P .~ Ptdins'(4,5)R —»—= Ptdins'(3.4,5)R

Pld!ns'/ o \ | P“\//

PO—=Pidins*(34)R

N

Al

H He d

‘R 4 A -
_
memoran |

Abb. 1. Mdogliche Wege fiir D-3-substituierte myo-Inosit-Analoga in der Zelle.
Ins* ist das Analogon, das beim myo-Inosit-TransportprozeB aufgenommen
wird. Es wird dann in Inositphospholipide eingebaut und kann zu p-3-substi-
tuierten Inositphosphaten oder p-3'-substituierten Phosphatidylinositen fiih-
ren. Die Bildung einiger Phosphatidylinositphosphate und von Inosit-1,3,4,5-
tetrakisphosphat ist wegen der Substituenten an der D-3-Position blockiert
(durchgestrichene Pfeile). T = Transportprotein. Die Schlangenlinien kenn-
zeichnen die Stellen, an denen Ins* und Ins konkurrieren.
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Schema 1. Synthese von p-3-Desoxy-3-fluorphosphatidylinosit 7, MOM = Methoxymethyl, Bn = Benzyl. Reagentien und Bedin-
gungen: a) 2-Methoxypropen (4 Aquiv.), Camphersulfonsiure (katalytisch), Dimethylformamid (DMF), 80°C, 4 h (84%); b) AcCl
(kat.), MeOH/CH,CI, (1/2), Raumtemperatur (RT), 20 min (80%); c¢) NaH (10 Aquiv.), PhCH,Br (10 Aquiv.), DMF, 9.5 h,
0°C —~ RT (96 %); d) 37 %proz. HCI (kat.), MeOH, RT, 20 h (100%); ¢) Bu,SnO (1 Aquiv.), MeOH, Riickfluf, 70 min; MeOCH,CI
(1.1 Aquiv.), DMF, 0°C, 1 h (66%); f) NaH (2 Aquiv.), PhCH,Br (3 Aquiv.), DMF, RT, 5 h (98 %); g) MeOH/H,0/37proz. HCI
(100/10/1), RiickfluB, 8 h (93%); h) BROP(NiPr,), (1.2 Aquiv.), Diisopropylammoniumtetrazolid (0.5 Aquiv.), CH,Cl,, RT (97 %);
i) 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycerin (1.08 Aquiv.), Tetrazol (2 Aquiv.), CH,CIl,/CH,CN (1/1), RT, 5 h, 35-40°C, 64 h (79 %); j) tBuOOH
(1.5 Aquiv.), 0°C, 1.5 h, RT, 3 h (92%); k) 5 atm H,, 20% Pd(OH),/C, tBuOH, RT, 1d (71-83%).

Um diese Hypothese zu testen, wurde ausgehend von p-3-
Desoxy-3-fluor-myo-inosit 1 das p-3-Desoxy-3-fluorphos-
phatidylinosit 7 (3-FPI) synthetisiert (Schema 1). Zunichst
wurde 1, das mit bekannten Verfahren!® hergestellt wurde,
durch eine Folge konventioneller Reaktionsschritte in das
vollstindig geschiitzte Zwischenprodukt 4 iiberfiihrt. Die
MOM-Schutzgruppe wurde entfernt und die 1-Position mit
Benzyloxybis(diisopropylamido)phosphor zu 5 phosphity-
liert. 5 wurde dann mit 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycerin (Sigma)
gekoppelt und das Phosphit zum Phosphat 6 oxidiert. Zu-
letzt wurden alle Benzylgruppen durch Hydrierung iber
Pd(OH),/C in tBuOH entfernt. {BuOH wurde als Lsungs-
mittel gewdhlt, um die Gefahr der Umesterung der Palmi-
toylgruppen im Diacylglycerinteil zu minimieren. Von allen
Reaktionsschritten zu 7 erwies sich die Hydrierung als die
unberechenbarste Reaktion; die unter k genannten optima-
len Bedingungen wurden erst nach betréchtlichem Experi-
mentieren erreicht. Zufriedenstellende 'H-, *3C-, !°F- und
31P.NMR-Spektren wurden von diesem PtdIns-Analogon
erhalten!!®], das bemerkenswerterweise das erste derartige
Analogon zu sein scheint, das synthetisiert worden ist!!1],

Die zellwachstumsinhibierende Wirkung von 3-FPI 7 wur-
de an Wildtyp-Maus-NIH-3T3- und -v-sis-NTH-3T3-Zellen
untersucht (Tabelle 1). Der IC;,-Wert war fiir beide Zellty-
pen etwa 100 pM. Zum Vergleich enthiélt Tabelle 1 auch die
Ergebnisse mit D-3-Desoxy-3-fluor-myo-inosit 1, das als In-
hibitor des Zellwachstums 10- bis 70mal weniger aktiv
warl”). Von betrichtlicher Bedeutung ist jedoch vor allem
der Befund, daBl die An- oder Abwesenheit von myo-Inosit
keinen EinfluB auf die Aktivitdt von 3-FPI 7 hatte, wihrend
in Gegenwart von myo-Inosit in physiologischer Konzentra-
tion (40 pm) die wachstumshemmende Wirkung des Inosit-
isosters 1 vollig blockiert war. 3-FPI 7 hemmt dariiber hin-
aus auch die Kolonienbildung von menschlichen HT-29-
Dickdarmtumorzellen in weicher Agarose (IC,, = 37 +
3 uM).

Die gemessenen [C,-Werte liegen in einem Bereich, der
Studien mit 3-FPI 7 {iber die Hemmung des Tumorzellwach-
stums in vivo mdglich machen sollte. An der Synthese von
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Tabeile 1. Hemmung des Zellwachstums durch 3-FPI 7 und p-3-Desoxy-3-
fluor-myo-inosit 1; IC,,-Werte in pM mit Standardabweichungen [a].

Verbindung Mauszelltyp
NIH-3T3 v-sis-NIH-3T3
7 110 + 20 107 £15
7 + myo-Inosit 99 +13 81 +11
1 7000 4130 1100 + 600
1 + myo-Inosit NT [b] NT [b]

[a] Die NIH-3T3- und v-sis-NIH-3T3-Zellen wurden in einer Konzentration
von 5x 103 Zellen in Zellkulturkavititen mit einem Durchmesser von 1.6 cm
24 hin DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) mit 10 % hitzeinaktivier-
tem Kalbsserum ausgesit. Dann wuchsen sie drei Tage in Gegenwart der Ana-
loga in myo-Inosit-freiem DMEM oder in DMEM mit 10% dialysiertem,
hitzeinaktiviertem Kalbsserum. Die Zahl der adhirierten Zellen wurde mit
einem automatisierten Zellzdhler bestimmt. Alle Inkubationen wurden als Vier-
fachbestimmungen durchgefithrt. Die angegebenen Werte sind die Konzentra-
tionen des getesteten Inhibitors, bei denen das Zellwachstum zu 50 % gehemmt
ist (ICse). [b] NT = nicht toxisch, d.h. IC;, > 33 mm.

anderen substituierten PtdIns-Analoga, die sowohl Zellse-
lektivitdt als auch verbesserte Wirkung zeigen sollten, wird
zur Zeit gearbeitet; klar ist jedoch in jedem Fall schon, daf3
die Unterbrechung der auf PtdIns beruhenden Signaliiber-
tragungen eine aufregende neue Richtung in der Entwick-
lung von nicht auf DNA zielenden Cytostatica weisen konnte.
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Octakis(1,1,2-trimethylpropyl)octasilacuban:
Synthese, Struktur und
ungewohnliche Eigenschaften**

Von Hideyuki Matsumoto*, Koichi Higuchi,
Soichiro Kyushin und Midori Goto*

Polycyclische Verbindungen der Elemente Si, Ge und Sn
sind nach wie vor von groBem Interesse!' ~#. In den letzten
Jahren beschéftigten wir uns mit der Synthese und den Ei-
genschaften von Polycyclopolysilanen, die aus kondensier-
ten Vierringen aufgebaut sind!® 81 Wir untersuchen vor al-
lem die elektronischen Eigenschaften, die aus den durch
Si-Si-o-Bindungen verkniipften, gespannten Molekillgerii-
sten resultieren. Uber die Synthese des ersten Octasilacu-
bans, 2, haben wir schon friiher berichtet!® 7). Ab-initio-

Sis(SiMe,/Bu), 2

MO-Berechnungen sagten voraus, daf ein silylsubstituiertes
Octasilacuban, Sig(SiH,)g, auf dem HF/6-31G*-Niveau um

[*] Prof. Dr. H. Matsumoto, K. Higuchi, Dr. S. Kyushin
Department of Applied Chemistry
Faculty of Engineeting Gunma University
Kiryu, Gunma 376 (Japan)
Dr. M. Goto
National Chemical Laboratory for Industry
Tsukuba, Ibaraki 305 (Japan)

[**] Diese Arbeit wurde durch ein Grant-in-Aid for Scientific Research of
Priority Area of Organic Unusual Valency (03233105, fiir H. M.) und eines
of Molecular Design (02230101, fiir H. M.) vom Ministry of Education,
Science and Culture, Japan, sowie von der Shin-etsu Chemical Co. Ltd.,
der Toshiba Silicone Co. Ltd. und der Yuki Gousei Kogyo Co. Ltd. gefér-
dert.
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10 kcalmol ~! weniger gespannt ist als ein alkylsubstituiertes
Derivat, Si;Me,, ein Effekt, der durch die elektronische Sto-
rung des Sig-Ringes bei der Substitution mit Silylgruppen
hervorgerufen wird!®l. Diese Rechnung veranlaBte uns,
Octakis(1,1,2-trimethylpropyl)octasilacuban 1 zu syntheti-
sieren, eine Verbindung, die erstmals die Untersuchung der
elektronischen Eigenschaften eines peralkylierten Sig-Ge-
riistes ermoglicht!!,

Das Peralkyloctasilacuban 1 wurde durch reduktive Kupp-
lung von (1,1,2-Trimethylpropyltrichlorsilan 31'°! mit Na-
trium in Toluol in 2.6 % Ausbeute hergestelit (Schema 1){!11
sowie spektroskopisch und durch Rontgenstrukturanalyse
charakterisiert!!2].

R
AN
N Si~—/=Si
g bg{”” |
8RSICl; + 24Na —> 4 & + 24NacCl
-|—si
3 sizsi”
/RT\ R
R R
1

Schema 1. R = CMe,CHMe,.

Verbindung 1 bildet orangerote prismatische Kristalie
(Fp = 220.0-221.5°C (Zers.) in einer geschlossenen Kapil-
lare), die sich in organischen Losungsmitteln wie Benzol,
Toluol, Hexan, 3-Methylpentan, THF, CH,Cl, und CHCI,
mdBig gut lésen. 1 ist iiberraschend luftstabil: Auch nach
zwei Wochen an Luft verdndert sich die Farbe der Kristalle
nicht, und sie konnen ohne Schutzgasatmosphire gehand-
habt werden!'®. Die 1,1,2-Trimethylpropylsubstituenten
sind daher vielversprechende Schutzgruppen, die dem Octa-
silacubangeriist kinetische Stabilitit verleihen. Auch die
thermodynamische Stabilitit ist erwidhnenswert, denn bei ei-
ner thermogravimetrischen Analyse war 1 unter Argon bis
200 °C stabil, erst bei noch héheren Temperaturen trat ein
allmihlicher Gewichtsverlust auf. Bei der Fragmentierung

Abb. 1. Molekiilstruktur von 1. Die gestrichenen Atome werden in die unge-
strichenen Atome durch Drehung um die kristallographische C,-Achse bei 0, y,
1/4 in der Elementarzelle uberfithrt. Ausgewihlte Bindungslingen [A] und
-winkel [°]: Si1-8i2 2.425(2), Si1-Si4 2.420(2), Si-Si1’ 2.447(2), Si2-Si3 2.416(2),
Si2-Si4’ 2.398(2), Si3-Sid 2.424(2), Si3-Si3’ 2.440(2), Si1-C1 1.963(5), Si2-C7
1.963(5), Si3C13 1.964(5), Si4-C19 1.978(6); Si2-Si1-Sid 90.5(1), Si2-Si1-Sit’
87.2(1), Si4-8i1-Si1’ 91.5(1), Si1-Si2-Si3 89.5(1), Si1-Si2-Si4’ 92.6(1), Si3-Si2-
Si4’ 89.6(1), Si2-Si3-Si4 90.6(1), Si2-Si3-Si3’ 90.5(1), Sid-Si3-Si3’ 88.4(1), Sit-
Si4-8i3 89.4(1), Sil1-Si4-Si2’ 88.5(1), Si3-Sid-Si2’ 91.3(1), Si2-Sii-C1 126.2(2),
Si4-Si1-C1 116.2(2), Si1’-Si1-C1 133.4(2), Si1-Si2-C7 124.2(2), Si3-Si2-C7
127.9(2), Sid4"-Si2-C7 122.6(2), Si2-Si3-C13 121.1(2), Si4-Si3-C13 131.1(2), Si3'-
Si3-C13 123.7(2), 5i1-Si4-C19 128.5(2), Si3-Si4-C19 125.0(2), Si2'-Si4-C19
122.8(2), Si1-C1-C2 110.0(4), Si1-C1-C4 104.5(4), Si1-C1-CS5 114.5(4), Si2-C7-
C8 110.6(3).
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