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Glyceroglycophospholipid (Glc-PC),
ein neuartiges glucosidisches Phospholipid**

Michael Mickeleit, Thomas Wieder, Klaus Buchner,
Christoph Geilen, Johann Mulzer* und
Werner Reutter*

Professor Richard R. Schmidt zum 60. Geburtstag gewidmet

Phospholipide wie das Phosphatidylcholin(PC) sind Grund-
bausteine biologischer Membranen. Neben ihren strukturbil-
denden Eigenschaften besitzen Phospholipide wichtige Funk-
tionen bei der zelluldren Signaltransduktion!! und bei der Re-
gulation von Enzymaktivititen!?!. Die cytotoxische und wachs-
tumshemmende Wirkung von 2-0-Alkyl- und 2-0O-Acyl-Deri-
vaten des 2-Lysophosphatidylcholins ist schon seit langerer Zeit
bekannt!®); insbesondere der antiproliferative Effekt dieser Sub-
stanzen hat den AnstoB zur Entwicklung von Wirkstoffen zur
Bekampfung von Hautkrankheiten (z.B. Hautmetastasen) gege-
ben!. Die Unterdriickung der cytotoxischen Aktivitit ohne
Beeintrachtigung der Proliferationshemmung war bislang ein
grof3es Problem. Es gelang uns jetzt, mit der Synthese des neuar-
tigen Glyceroglycophospholipids (Gic-PC) 1 eine Lsung dieses
Problems zu finden (Schema 1). Als Ausgangsstoff dient der

(R)-Isopropylidenglycerinaldehyd 2!} der zur besseren Diffe-
renzierung der quasi-enantiotopen Endgruppen ins Olefin 3 um-
gewandelt wird. Diese ungewéhnliche ,,Schutzgruppe' vermin-
dert bei der spiteren 2-Glycosidierung vorteilhaft die sterische
Hinderung und kann unter duBerst milden Bedingungen (Ozo-
nolyse/Reduktion) ohne Gefahr einer 1,3-Acylwanderung abge-
spalten werden. Nach saurer Hydrolyse des Acetonidrings zum
Diol 4 gelingt die hochselektive Monoacylierung der priméaren
OH-Funktion zum Ester 5, der nach Mukaiyama!® mit dem
Glycosylfluorid 6! in das Anomerengemisch 7 (a:f = 9:1)
iiberfithrt wird.

Bevor das Phosphat als letzter Glycerinsubstituent eingefithrt
werden kann, wird die anfangs erzeugte Doppelbindung zum
Aldehyd 8 oxidiert und dieser zum Alkohol 9 reduziert. Die
selektive Reduktion von 8 ohne Gefdhrdung des Stearoyl-
esters!® gelingt mit Zinkboranat in Ether als Reduktionsmit-
tel®®). Der Alkohol wird mit Phosphorylchlorid verestert und
der Dichlorester direkt mit Cholintosylat zum Phosphocholin
10 umgesetzt!!- 111,

Nicht ganz iiberraschend bereitet die Entfernung der Benzyl-
schutzgruppen erhebliche Probleme, da sich die Stearoylgruppe
unter hydrogenolytischen Bedingungen als labil erweist. Erst
nach sorgféltiger Optimierung gelingt die Reaktion mit guten
Ausbeuten. Man erhélt 1 iiber insgesamt acht Stufen mit 22 %
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Schema 1. Synthese von 1 und 10; a) Triethylphosphonoacetat, NaH, THF, —20°C (84 %}); b) AcOH/H,0 (60/40) (81%); ¢) CH,(CH,),(COCIl, DMAP, py, 0°C (75%);
d) 2.3,4,6-Tetra-0-benzyt-f-p-glucopyranosyifiuorid 6, AgClO,, SnCl,, Molekularsieb 4 A, Et,0, —15°C (89%); ) 1. 0,, CH,Cl,, —78°C; 2. Ph,P (89%); f) Zn(BH.,),,
Et,0,0°C(75%); g) 1. POCI,, Et;N, CHCl,, 0°C; 2. Cholintosylat, py, 0°C (67 %). h) H, (2 atm), Pd/C (5%), CH;OH, 12 d (81 %); DMAP = 4-(Dimethylamino)pyridin,

py = Pyridin.
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Gesamtausbeute im GrammaBstab. Die Acyl- und Glycosyl-
reste ditrften weitgehend variabel sein (spektroskopische Daten
siehe Tabelle 1.

Im biologischen Test wurde die Cytotoxizitét in einem serum-
freien Zellkultursystem bestimmt. Abbildung 1 B zeigt, daB Glc-
PC 1 bis 10 pmol L ~* nicht toxisch ist (Viabilitit >95%). Das
geschiitzte Zwischenprodukt 10 (Bn-PC) ist selbst in Konzentra-
tionen von 1000 pmol L ™! nur von geringer Wirkung (Abb. 1 A).

Bei nicht-toxischen Konzentrationen hemmt 1 die Proliferation
von Human-Keratinocyten(HaCaT)-Zellen. Bei 10 pmolL ™!
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Tabelle 1. Ausgewdhlte physikalische Eigenschaften und spektroskopische Daten
von 10 und 1.

10: farbloses Ol; [«]2° = +53.7 (¢ =1.35 in CHCL,); "H-NMR (500 MHz, CDCL):
5=088 (t, J=625Hz, 3H), 1.18-1.30 (m, 28H), 1.53 (m,, 2H), 2.23 (t,
J=625Hz, 2H), 3.18 (s, 9H), 3.44-3.54 (m, 2H), 3.56 (dd, J =10.0, 3.75 Hz,
1H), 3.61-3.64 (m,, 1H), 3.64-3.69 (dd, J=10.0Hz, 1H), 3.71-3.75 (dd,
J =10.0,3.75 Hz, 1 H), 3.89-3.94 (dd, J =10.0 Hz, 1 H), 3.96~4.03 (m, 3H), 4.09-
4.14 (m, 1H), 4.14-4.21 (m, 3H), 4.30 (dd, J =10.0, 3.75 Hz, 1 H), 4.42-4.93 (m,
8H), 5.21 (d, J = 3.75 Hz, 1H), 7.12-7.40 (m, 20H); IR (KBr): ¥ = 2925, 2853,
1731, 1456, 1453, 1249, 1091, 1069 cm ™ *; MS (FAB*): m/z (%): 1047 (0.7), 524
(3.2), 224 (4.8), 91 (100)

1: farbloser, amorpher Feststoff; Schmp. 185°C; [«]2° = +61.3 (c =1 in CH,OH);
'H-NMR (500 MHz, CD,0D): § = 0.90 (t, / = 6.25 Hz, 3H), 1.23-1.36 (m, 28 H),
1.60 (m,, 2H), 2.36 (1. J = 6.25 Hz, 2H), 3.23 (s. 9H), 3.30 (m., 1H), 3.32 (dd,
J =8.75Hz, 1H), 3.38 (dd, J =10.0, 3.75 Hz, 1 H), 3.59-3.65 (m, 3H), 3.67-3.78
(m, 2H), 397-4.04 (m, 2H), 4.08 (m,, 1H), 4.21-4.33 (m, 4H), 5.04 (d,
J=375Hz, 1H); IR (KBr): v =3387, 2922, 1794, 1645, 1467, 1229, 1086,
1053 cm™*; MS (FAB*): m/z (%): 686 (8.5), 524 (4.9), 420 (4.6), 241 (5.2), 224
(19.1), 184 (74.0), 166 (20.7), 86 (54.9)
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Abb. 1. EinfluB} von 1 und 10 auf die Viabilitdt (m) und Proliferation (o) von
HaCaT-Zellen. Konfluente HaCaT-Zellen wurden 3 h mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen Bn-PC 10 (A} oder Glc-PC 1 (B) behandelt. Kontrollen enthielien
Dimethylsulfoxid (DMSO) (A) oder keine Zusitze (B). Nach der Inkubationszeit
wurde die Viabilitdt der Zellen wie unter Experimentelles beschrieben bestimmt (m).
Angegeben ist der prozentuale Anteil 4 des Kontrollexperiments + Standard-
abweichung (n = 4). HaCaT-Zellen (20000 Zellen/cm?) wurden 24 h mit unter-
schiedlichen Konzentrationen 10 (A) oder 1 (B) behandelt. Kontrolien enthielten
DMSO (A) oder keine Zusitze (B). Nach der Inkubation wurde die Zellzahl anhand
der Kristallviolett-Methode bestimmt (o). Angegeben ist der prozentuale Anteil A
des Kontrollexperiments + Standardabweichung (n = 4).
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betrug die Hemmung der Proliferation 80% (Abb. 1 B). Ahn-
lich den Cytotoxizitdtsstudien wirkte 10 nur bei Konzentra-
tionen > 100 pmol L ™! antiproliferativ, was wahrscheinlich auf
eine unspezifische Zellschidigung zuriickzufithren ist (Abb. 1 A).

Eine Enzymfamilie, die eine wesentliche Rolle in der Kontrol-
le der Zellproliferation spielt, wird von Isoformen der Proteinki-
nase C (PKC) gebildet!!?), Es lag daher nahe, den Effekt von 1
auf die PKC-Aktivitit zu untersuchen. Wie bereits friiher fiir
2-Lysophosphatidylcholin!* ! gezeigt, wurde die PK C-Aktivitit
bei niedrigen Konzentrationen von 1 um bis zu 70 % gesteigert.
Diese Aktivierung nahm bei hohen Konzentrationen wieder ab
(Abb. 2). Im Gegensatz zu 2-Lysophosphatidylcholin wurde die
PK C-Aktivitdt in vitro auch bei hohen, toxischen Konzentratio-
nen von 1 nicht gehemmt. Auch die Basalaktivitit!'*) wurde
nicht beeinfluft.
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Abb. 2. Einflul von 1 auf die Aktivitit der Proteinkinase C. Die Aktivitit der PKC
in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen Glc-PC 1 wurde bestimmt und als
Prozentsatz 4 der Aktivitit unter Kontrollbedingungen aufgetragen. 1 verursacht
in Konzentrationen bis zu 100 mgL ™" eine Erh6hung der Proteinkinase-C-Aktivi-
tit mit einer maximalen Aktivierung auf das ca. 1.7fache des Kontrollwertes bei
20-30 mgL~'. Pro Punkt wurden 4-6 Experimente durchgefiihrt.

1 ist demnach ein nicht cytotoxischer Proliferationsinhibitor,
dessen Hemmwirkung nicht durch Proteinkinase C vermittelt
ist. Es muB sich erst noch zeigen, ob diese Besonderheit auf den
Glucosidrest zuriickzufithren ist, so daB3 sich die Synthese von
weiteren 2-glycosidischen Derivaten anbietet.

Experimentelles

Zellkultur: Die HaCaT-Zellen (15] wurden in Flissigkulturmedium gehalten {16].
Konfluente Zellen wurden mittels einer Lésung (0.1% Trypsin/0.02% Ethylen-
diamintetraessigsiure (EDTA)) von der Platte abgeldst und passagiert. Fiir die
Dauer des Experiments wurden die Zellen in serumfreiem Keratinozyten-Wachs-
tumsmedium gehalten. 10 wurde zundchst in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst
(85 mmol L ~?) und anschlieBend mit Keratinozyten-Wachstumsmedium auf die ge-
wiinschte Konzentration gebracht. 1 wurde direkt in Keratinozyten-Wachs-
tumsmedium geldst.

Cytotoxizititstest: Die Cytotoxizitdt von 10 und 1 gegeniber HaCaT-Zellen wurde
mit dem Trypanblau-AusschluB-Verfahren gemessen. Konfluent gewachsene
HaCaT-Zellen wurden fiir 3 h mit unterschiedlichen Konzentrationen der beiden
synthetisierten Lipide inkubiert. Die Medien wurden abgesaugt, und die Zellen
wurden mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) gewaschen. Dann wurde
eine Trypanblau-Lésung (0.1% in PBS) zugegeben und blaugeférbte (tote) und
ungefiirbte (lebende) Zellen unter einem Diavert-Mikroskop gezéhlt. Pro Experi-
ment wurden mindestens 200 Zellen gezihlt. Zusétzlich wurde zur Kontrolle die
Cytotoxizitit von 10 und 1 gegeniiber HaCaT-Zellen durch Messung der Aktivitit
der alkalischen Phosphatase bestimmt [17].

Messung der Proliferation: Der EinfluB von 10 und 1 auf die Proliferation von
HaCaT-Zellen wurde mit der Kristallviolett-Methode gemessen [18]. HaCaT-Zellen
wurden in einer Zelldichte von ca. 20000 Zellen/cm? ausgesit. Nach Adhésion der
Zellen wurden diese fiir 24 h mit unterschiedlichen Konzentrationen 10 und 1 inku-
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biert. Die Medien wurden abgesaugt, und die Zellen wurden mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde die Zellzahl durch Firbung der Zellen mit einer 0.1%igen
Kristallviolettldsung bestimmt [19].

Messung der Proteinkinase-C-Aktivitdt: Proteinkinase C wurde aus Rinderhirn iso-
liert {20. Die Enzymaktivitit wurde in einem Reaktionsansatz (Gesamtvolumen:
50 pL) bestimmt, der 20 mM Triethanolamin (pH 7.4), 4 mM Mg-Acetat, 0.1 mMm
CaCl,, 50 mm Mercaptoethanol, 0.1 gL ™! Histon III S, 50 gL ~* Phosphatidylse-
rin, 5 gL ™! Diolein und 20 mm ATP, erginzt mit [y-*?PJATP (Gesamtmenge an
Radioaktivitdt 2 x 105 cpm), enthielt. Phosphatidylserin, Diolein und 1 wurden in
Methanol/Chloroform (1:1) geldst. Vor Zugabe zum Reaktionsansatz wurde das
Lsungsmittel unter Stickstoff entfernt und der Riickstand in einem geeigneten
Volumen von 20 mM Triethanolamin durch Ultraschallbehandlung resuspendiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von Enzym (10-20 ng) gestartet. Nach 2 min
Inkubation bei 30°C wurden 40 pL des Reaktionsansatzes auf ein Whatman-P81-
Filter aufgetragen. Die Filter wurden dreimal in 0.5%iger Phosphorsdure gewa-
schen und die Radioaktivitdt durch Messung der Cerenkov-Strahlung in Wasser
bestimmt [21, 22].
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Palladiumkomplex-katalysierte
asymmetrische allylische Substitutionen
mit Nitromethan: Enantioselektivitiit
mit ee-Werten von iiber 99.9 %**

Heiko Rieck und Giinter Helmchen*

Die Umsetzung von Allylacetaten oder -carbonaten mit stabi-
lisierten, weichen Carbanionen wie Malonaten gehort zu den
wichtigsten Methoden zur asymmetrischen C-C-Verkniip-
fung!!. In Reaktionen dieses Typs konnte mit Palladiumkom-
plexen von 4,5-Dihydrooxazolen 1, die von uns und anderen vor
kurzem als chirale Liganden eingefiihrt wurden, in einigen Fal-
len ee-Werte >98% erreicht werden(?!.

R Ar' AP
OW/Q 1a  Pr Ph Ph
S/ AP b Ph Ph Ph

N PN

- A 1c  fBu Ph Ph
R 1d  (BuSCH;)Me,C Ph Ph
1 1e Pr 1'(C1QH7) Ph

1f  Pr Ph 1-(C1oH7)

19 Pr 1-(CioH7)  1-(CyoH7)

Die konfigurativen Zusammenhinge dieser Substitution am
Allylsystem lassen sich allgemein durch einen Ubergangszu-
stand beschreiben, der dem Angriff des Nucleophils auf das
C-Atom des Allylsystems in zrans-Position relativ zum Phos-
phoratom des exo-Isomers ent-
spricht!¥ (Abb. 1).

Wir haben nun Nitromethan als
Nucleophil eingesetzt, das bisher
wegen Mehrfachalkylierung und
Nebenproduktbildung wenig un- R

tersucht wurde, und dabei die Ni- R /\ =
troverbindungen 3a-c¢ mit zum “
Teil bemerkenswert hohen ee-Wer- Nu

ten erhalten. Nitronate sind inter-
essante Nucleophile™!, weil ihre
Reaktionsprodukte in eine Vielzahl
synthetisch bedeutsamer Folgepro-
dukte tiberfithrt werden konnen.
Trotzdem wurden Umsetzungen
mit chiralen Katalysatoren nur an einer speziellen intramoleku-
laren Reaktion studiert, bei der mit klassischen C,-symmetri-
schen Diphosphanen maximal 70 % ee erreicht wurden!™..

Als Allylverbindungen dienten die Carbonate 2a—2¢ (Sche-
ma 1 und 2). Die Analyse der relativ komplizierten Reaktions-
gemische gelang einwandfrei durch Chromatographie (siche Ex-
perimentelles). Die fiir die unkatalysierte Reaktion typische
O-Alkylierung von Nitronaten wurde mit Palladiumkomplexen
der Dihydrooxazole 1 als Katalysatoren nicht beobachtet. Mit
analogen N,S- bzw. N,Se-Liganden'! lieB sich kein oder nur
minimaler Umsatz erreichen.

Abb. 1. Postulierter ~ Uber-
gangszustand fiir die Reaktion
eines Nucleophils Nu mit ei-
nem Allylpalladiumkomplex
des Liganden 1a.
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