ZUSCHRIFTEN

Wir konnten somit den Porphobilinogenvorldufer 11 kon-
vergent aus zwei leicht zuginglichen Bausteinen erhalten.
Der zentrale Schritt ist die Verkniipfung des regioselektiv
hergestellten Silylenolethers 4 als Nucleophil mit dem Acyl-
cyanid 7 als Elektrophil. Die Reduktion des acetylgeschiitz-
ten Aldolproduktes rac-10 fiihrt direkt zum geschiitzten
Porphobilinogen 11. Die Synthesesequenz folgt dem von
Nandi und Shemin vor rund 30 Jahren gemachten Vorschlag
fiir die Biosynthese. Anders als in allen bereits publizierten
Arbeiten werden die korrekt funktionalisierten Seitenketten
mit Hilfe der beiden Edukte eingefiihrt; eine nachtrigliche
Funktionalisierung ist nicht notig. Zusitzlich werden in
unserer Synthese die Bindungen gebildet, welche in der
Biosynthese unter dem Einfluf des Enzyms zustande kom-
men. Die Gesamtausbeute ausgehend vom 5-Phthalimidola-
vulinsduremethylester betrigt 25 % . Die Synthese ist dariiber
hinaus dazu geeignet, selektiv markierte Porphobilinogene
herzustellen.
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Ein Glucose-haltiges Etherlipid (Glc-PAF)
als antiproliferatives Analogon
zum Plittchen-aktivierenden Faktor**

Michael Mickeleit, Thomas Wieder, Michael Arnold,
Christoph C. Geilen, Johann Mulzer und
Werner Reutter*

Der Plittchen-aktivierende Faktor (platelet activating
factor, PAF) ist schon lange als biologisch hochaktives
Phosphoglycerid bekannt,l'! und PAF-Analoga wurden als
Proliferationshemmstoffe beschrieben.! Wegen ihrer starken
Cytotoxizitit ist der therapeutische Einsatz von synthetischen
Phospholipiden bislang allerdings auf das Indikationsgebiet
der Haut beschrénkt.’! Nachdem wir iiber die Synthese eines
neuartigen Glyceroglucolecithins (Glc-PC) berichtet haben, !
welches bei Konzentrationen <10 umolL~! antiproliferative
Wirkung zeigt und dabei nicht cytotoxisch ist, stellen wir nun
das glycosidierte Etheranalogon [1-O-Octadecyl-2-O-a-D-
glucopyranosyl-sn-glycero(3) Jphosphocholin ~ (Glc-PAF) 1
vor. Glc-PAF 143t sich aus dem PAF durch Austausch der 2-
Acylgruppe gegen ein Glucosemolekiil ableiten.

Die Ausgangsverbindung der Synthese, (S)-Isopropyliden-
glycerin 2, enthilt bereits das Glyceringrundgeriist (Sche-
ma 1). Sie wird zur Differenzierung der Endgruppen als
Allylether 3 geschiitzt. Das durch saure Hydrolyse freigesetz-
te Diol 4 kann nicht direkt an der priméren Position verethert
werden, so dafl zunédchst endstindig der Benzoatester 5
hergestellt wird.!) Dieser wird dann nach Mukaiyama et
al.”l mit 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-B-p-glucopyranosylfluorid®
ins Glycosid 6 iiberfiihrt.”)’ Nach Benzoatverseifung zu 7
erfolgt eine Veretherung mit den entsprechenden Alkylbro-
miden. Die Kettenlinge der linearen Alkylgruppen (Cyg, Cy6,
C,, und C;,) am Ether orientiert sich an den biologisch
relevanten Derivaten, da die Wirkung cholinhaltiger Phos-
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pholipidanaloga sehr von dieser Linge abhingt.['”l Die
Etherbildung ist stark temperaturabhingig, erst bei 80°C
findet eine vollstindige Umsetzung zu 8 statt. Die anfangs
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Schema 1. Synthese von 1. a) NaH, Allylbromid, THF, 0°C; 98 %; b)
AcOH/H,0 (60/40); 73 %; c) BzCl, DMAP, py, 0°C; 76 %; d) 2,3.4,6-Tetra-
O-benzyl--p-glucopyranosylfluorid, AgClO,, SnCl,, 4 A Molekularsieb,
Et,0, —15°C; 81%; ¢) KOH/MeOH (30% ), MeOH; 91 %; f) NaH, RBr,
THE, 80°C; 83% —-98%; g) Pd/C (10%), p-Toluolsulfonsiure, MeOH/
iPrOH/H,0 (4/4/1), 80°C; 70 % —94 %; h) 1. POCl;, Et;N, CHCL;, 0°C;
2. Cholintosylat, py, 0°C; 47 % —74 %; i) H, (2 atm), Pd/C (5% ), MeOH;
71% —97 %. Bn = Benzyl, Bz = Benzoyl, DMAP = 4-(Dimethylamino)py-
ridin, py = Pyridin, R =C H,,,,, n =18, 16, 14, 12.

erzeugte Allyletherfunktion wird dann hydrogenolytisch'!]
gespalten, wobei der Alkohol 9 erhalten wird. Dieser wird mit
Phosphorylchlorid verestert und der Dichlorester unverziig-
lich mit Cholintosylat zum Phosphocholin-Derivat 10 umge-
setzt.l'> 131 Die Abspaltung der Benzylschutzgruppen bereitete
bei der analogen Esterverbindung Glc-PC erhebliche Pro-
bleme. Die Ether erweisen sich jedoch als wesentlich reak-
tiver und liefern die Produkte in guten Ausbeuten schon nach
kurzer Hydrierdauer. 1 146t sich somit aus 2 in neun Stufen
mit 25 % Gesamtausbeute im GrammaBstab synthetisieren.['*]

Die biologische Wirkung von 1 wurde in einem serumfreien
Zellkultursystem an humanen Keratinocyten (HaCaT-Zellen)
durch Messung dreier typischer Zellparameter bestimmt.
Zunichst zeigte sich, daB 1 (n=18) bei Konzentrationen
<4 pmol L~! nicht toxisch ist (Abb. 1a). Bei hoheren Kon-
zentrationen ist allerdings eine deutliche Zellschadigung zu
erkennen, wobei die mittlere todliche Dosis (LDsy) 9 pmol L
betrégt.

In einem weiteren Versuch priiften wir die wachstums-
hemmenden Eigenschaften. 1 (n = 18) wirkt bereits bei nicht-
toxischen Konzentrationen <4 pmolL~! antiproliferativ
(Abb. 1b), und es 146t sich aus der Hemmkurve eine halb-
maximale Inhibitorkonzentration (ICs;) von 4.8 pmolL! er-
mitteln. Diese liegt deutlich unterhalb des LDs,-Werts. Wegen
der detergensartigen Struktur von 1 kann der cytotoxische
Effekt einerseits auf einer Lyse der Zellen beruhen, an-
dererseits aber auch durch Einleitung eines definierten Zell-
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Abb. 1. EinfluB von 1 (n=18) auf die Viabilitit (a) und Proliferation (b)
von HaCaT-Zellen. Aufgetragen ist jeweils der prozentuale Anteil A der
MefBgroie bezogen auf das Kontrollexperiment bei verschiedenen Kon-
zentrationen c. Durchgefiihrt wurden vier Experimente pro MeBpunkt. Fiir
Details sieche Experimentelles.

todprogramms, der sogenannten Apoptose,'l hervorgerufen
werden, die sich durch das Auftreten von regelmifBigen,
internucleosomalen DNA-Bruchstiicken'®!  identifizieren
1aBt. Um den durch 1 verursachten Zelltod néher zu
charakterisieren, bestimmten wir daher den Anteil apopto-
tischer HaCaT-Zellen durch Messung cytosolischer Nucleo-
somen nach 20 h Behandlung mit dem synthetischen Etherli-
pid. Es zeigte sich, daB 1 (n=18) bei niedrigen, bereits
antiproliferativ wirksamen Konzentrationen von 1.5, 4.5 und
74 ymolL~! die Zahl apoptotischer Zellen bis auf das
zehnfache erhéht (Abb. 2). Hohere Konzentration (14.9 und
29.8 umol L) fiihrten zu einem stark verringerten Nachweis
cytosolischer Nucleosomen und damit apoptotischer Zellen,
was darauf hinweist, da3 die Zellen bei diesen Konzentratio-
nen lytisch geschéddigt wurden. 1 ist demnach ein Prolifera-
tionsinhibitor, der bei Konzentrationen <7.5 pmolL-! den
programmierten Zelltod in Keratinocyten auslost. Im Ver-
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Abb. 2. Einfluf von 1 (n=18) auf die Apoptose von HaCaT-Zellen.
Angegeben ist die prozentuale Anreicherung A an apoptotischen Zellen
im Vergleich mit dem Kontrollexperiment bei verschiedenen Konzentra-
tionen c. Durchgefithrt wurden vier Experimente pro MeBpunkt. Fiir
Details sieche Experimentelles.

gleich mit dem bereits erwéihnten Glc-PC (LDsy =17 umol L~!
und ICsy=9 pmolL~"' unter den oben beschriebenen Ver-
suchsbedingungen) ist 1 (n=18) die biologisch aktivere,
jedoch auch stdrker toxische Substanz. Zur Aufkldrung der
Struktur-Wirkungs-Beziehung dieser neuartigen Verbindun-
gen miissen weitere Derivate mit anderen 2-glycosidischen
Substituenten und unterschiedlichen Alkylseitenketten syn-
thetisiert werden.

Experimentelles

Zellkultur: Die spontan immortalisierte humane Keratinocyten-Zellinie
HaCaT!"! wurde fiir die Dauer des Experiments in serumfreiem Kerati-
nocyten-Wachstumsmedium!'®l inkubiert. 1 wurde direkt darin gelost.

Kontrolle: Die Kontrollexperimente enthielten kein 1.

Cytotoxizitétstest: Konfluente HaCaT-Zellen wurden 6 h mit 1 in unter-
schiedlichen Konzentrationen behandelt. Die Cytotoxizitdt von 1 fiir
HaCaT-Zellen im Vergleich zur Kontrolle wurde durch Messung der
Aktivitit der alkalischen Phosphatase wie beschrieben!!”) bestimmt.

Messung der Proliferation: HaCaT-Zellen wurden in einer Zelldichte von
ca. 20000 Zellen pro cm? ausgesit. Nach Adhésion der Zellen wurden diese
48 h mit 1 in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. AnschlieBend
wurde die Zellzahl durch Farbung mit einer 0.1proz. Kristallviolettlosung
in Phosphat-gepufferter Salzlosung (phosphate buffered saline, PBS) im
Vergleich zur Kontrolle wie beschrieben®! bestimmt.

Messung der Apoptose: Konfluente und an Keratinocyten-Wachstums-
medium adaptierte HaCaT-Zellen wurden 20 h mit 1 in unterschiedlichen
Konzentrationen behandelt. Das Medium wurde abgenommen, die adha-
renten Zellen wurden mit einer Losung (0.1 % Trypsin/0.02% Ethylen-
diamintetraessigsdure, EDTA) von der Schale gel6st, mit serumhaltigem
Medium (10% fotales Kilberserum in Rosewell-Park-Memorial-Institu-
te(RPMI)-Medium) abgespiilt und mit dem abgenommenen Medium
vereinigt. Die Zellen wurden 5min bei 300 g pelletiert, einmal mit
serumhaltigem RPMI-Medium gewaschen und erneut pelletiert. Das
Zellpellet wurde in 1 mL Lysispuffer 30 min inkubiert und das Lysat
10 min bei 13000 g zentrifugiert. Danach wurden die im Lysat enthaltenen
Nucleosomen mit einem kéuflichen Enzyme-Linked-Immunosorbent-As-
say (ELISA) der Firma Boehringer Mannheim nach den Angaben des
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Herstellers im Vergleich zur Kontrolle bestimmt. Dazu wurden 20 pL der
jeweiligen Probe in eine mit Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatte
pipettiert, 80 pL. Immunreagens (bestehend aus 1 Teil Peroxidase-kon-
jugiertem Anti-DNA-Antikorper, 1 Teil biotinyliertem Anti-Histon-Anti-
korper und 18 Teilen Inkubationspuffer) hinzugegeben und 2 h bei Raum-
temperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Inkubationspuffer
wurde die Menge an gebundenem Peroxidase-konjugiertem Anti-DNA-
Antikorper durch eine Peroxidase-katalysierte Farbreaktion bei 405 nm im
ELISA-Reader bestimmt. Die Anreicherung an apoptotischen Zellen
wurde aus der Extinktion der behandelten Proben beziiglich der der
Kontrolle berechnet. Die Spezifitit der Methode wurde mit Apoptose-
induzierenden Substanzen (zellmembrangingige Ceramide) und der
Elektronenmikroskopie (zur Feststellung Apoptose-spezifischer morpho-
logischer Verdnderungen) tiberpriift.
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