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Reduktive Aktivierung eines Hydroxylamin-
Hemiacetal-Derivats von Dehydro-
monocrotalin: das erste reduktiv aktivierbare
Pyrrolizidinalkaloid, das DNA-Striinge
quervernetzen kann**

Jetze J. Tepe und Robert M. Williams*

Pyrrolizidinalkaloide (PAs) wie Monocrotalin 1 sind po-
tente Hepatotoxine und Carcinogene, die bereits in vielen
artenreichen Pflanzenfamilien gefunden und isoliert wurden
(Schema 1).[% 2 Wegen ihrer Strukturvielfalt und weltweiten
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Schema 1. Das Pyrrolizidinalkaloid Monocrotalin 1 und die Derivate 2-4.

Verbreitung sind die PAs eine ernste Bedrohung fiir die
Gesundheit von Menschen und Nutztieren.!? 3 Die biologisch
aktiven Metabolite dieser Naturstoffe sind die entsprechen-
den Dehydropyrrolizidine, z. B. Dehydromonocrotalin 2, die
nach Zweielektronenoxidation des 4-Azabicyclo[3.3.0]octan-
Ringsystems durch Cytochrom-P450-Monooxygenasen in der
Leber entstehen.*> Die Reaktion dieser Metabolite mit
DNA-Basen fiihrt unter Bildung des Addukts 3 zur Quer-
vernetzung der DNA-Striange, worauf groBtenteils die Cyto-
toxizitit dieser Alkaloide beruht.[>7) Die Entgiftung der PAs
erfolgt durch alternative N-Oxidation (—4) mit Flavin-
haltigen oder Cytochrom-P450-Monooxygenasen.l

Im oxidierten Pyrrolizidinring der Alkaloide liegt unter
Einbeziehung des freien Elektronenpaars am Pyrrol-N-Atom
ein konjugiertes System vor, das zu einer elektrophilen
Aktivierung von C7 und C9 fiihrt. Dadurch wird der

[*] Prof. Dr. R. M. Williams, J. J. Tepe

Department of Chemistry
Colorado State University
Fort Collins, CO 80523 (USA)
Fax: (+1)970-491-5610
E-mail: rmw@chem.colostate.edu

[**] Diese Arbeit wurde von den National Institutes of Health (Grant
CAS51875) gefordert. Wir danken Teri Lansdell und Paul Sebahar fiir
ihre Hilfe bei den DNA-Vernetzungsexperimenten und den HPLC-
Untersuchungen. Prof. Frank R. Stermitz danken wir fiir eine ver-
besserte Methode zur Herstellung von Dehydromonocrotalin.

Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 23

—
N/
3: quervernetzte DNA

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

nucleophile Angriff durch die exocyclische Aminogruppe
von Desoxyguanosin-Resten der 5'-CpG-3'-Abschnitte in der
kleinen Furche der DNA ermoglicht.[® ]

Wegen der Eigenschaft, zu DNA-DNA- und DNA-Protein-
Quervernetzungen!'”! zu fiihren, sind die Dehydropyrrolizidin-
alkaloide als potentielle Antitumormittel interessant. Bisher
wurde jedoch die klinische Anwendung durch ihre akute
Hepatotoxizitdt verhindert, die darauf zuriickzufiihren ist,
daB} der reaktive DNA-vernetzende Metabolit durch Cyto-
chrom-P450-Monooxygenasen in den Leberzellen erzeugt
und freigesetzt wird, die dadurch besonders den toxischen
Wirkungen dieser Spezies ausgesetzt sind. Da die uner-

wiinschten Eigenschaften dieser Substanzen
vor allem auf deren oxidativer Bildung beru-
e hen, sollte es moglich sein, durch eine andere
Aktivierungsmethode den pharmakologischen
Nutzen der PAs zu steigern. Aufgrund des
erfolgreichen klinischen Einsatzes einer Reihe
wichtiger, reduktiv aktivierbarer DNA-Ver-
netzungsreagentien wie Mitomycin C,
FR900482 und verwandter Verbindungen nah-
men wir an, daf eine reduktive Aktivierung
der PAs nicht nur das pharmakologische Profil
verbessern wiirde, sondern auch eine dhnliche
Tumorselektivitit induzieren konnte, wie sie
viele Hypoxie-Agentien aufweisen.'s 2l Als
Teil eines Forschungsprogramms, das die Ent-
wicklung und Untersuchung chemischer und
biochemischer Methoden zur Aktivierung von
klinisch wichtigen Antitumormitteln zum Ziel
hatte,’¥ beschreiben wir hier die Synthese und
DNA-Vernetzungsfihigkeit des ersten reduk-
tiv aktivierbaren Pyrrolizidinalkaloids, einer Vorstufe von
Dehydromonocrotalin.

Die Synthese des Dehydromonocrotalinderivats 7 ist in

Schema 2 wiedergegeben. Die Umsetzung von kduflichem Mo-

Schema 2. Synthese von 7, dessen Reduktion zu 2 und die anschlieBende
Umsetzung mit DNA. a) FmocCl, KI, Raumtemperatur, MeCN, 10h, 30 %;
b) 1.) AgBF,, DMSO, Et;N, Raumtemperatur, 95%; 2.) TMSCI, CH,Cl,,
HOCH,CH,0H, 95%; c)1.) 50proz. Piperidin, CH,Cl,, 96%; 2.) m-
CPBA, CH,Cl,, 61 %; 3.) 1proz. HCI (aq.), THF, Raumtemperatur, 70 %;
d) Fe'VEDTA, -2H,0O; e)DNA. - FmocCl=Fluoren-9-ylmethyl-
chlorformiat, TMS = Trimethylsilyl, m-CPBA = 3-Chlorperbenzoesiure,
EDTA = Ethylendiamintetraessigsdure.
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nocrotalin 104 mit Fluoren-9-ylmethylchlorformiat (FmocCl)
in Gegenwart von KI in Acetonitril lieferte unter Ringoff-
nung das Allyliodid 5.1°! Dessen Oxidation mit DMSO und
AgBF, lieferte in 95 % Ausbeute den ungesittigten Aldehyd,
der anschlieBend in das Ethylenglycolacetal 6 iiberfiihrt wurde.
Nach der Abspaltung der Fmoc-Gruppe am N-Atom mit
Piperidin (50proz. Losung in THF) wurde das erhaltene freie
Amin mit meta-Chlorperbenzoesdure in dem Zweiphasen-
system CH,Cl,/wiBrige gesattigte NaHCO;-Losung oxidiert.
Durch die anschlieende Spaltung der Acetalgruppierung mit
1proz. HCl wurde das Hydroxylamin-Hemiacetal 7 erhalten.

Analog der eingehend untersuchten Aktivierung von
FR900482 und verwandten Verbindungen wurde 7 mit in situ
gebildetem Fe'/EDTA reduziert.® ' Mittels HPLC (Um-
kehrphase, C-18 YMC ODS-A, Acetonitril/Wasser (30/70),
1.0 mL min!) wurde die Reaktion von 7 (10 uL, 10 mM in
DMSO, UV: 1,..=212 nm, Retentionszeit: 3.8 min) zu De-
hydromonocrotalin 2 (UV: 1,,,=232nm, Retentionszeit:
11.2 min) nach der Zugabe von Fe'/EDTA (20 mm, pH 8)
verfolgt.

Die Ergebnisse der DNA-Vernetzungsexperimente mit 7
sind in Abbildung 1 gezeigt. Die Féhigkeit von 7, DNA-
Stringe zu vernetzen, wurde unter Verwendung von linearer
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Abbildung 1. Untersuchung der DNA-Strangvernetzung durch das Re-
duktionsprodukt von 7 unter Verwendung von linearer Plasmid-DNA
mittels denaturierender alkalischer Agarosegel-Elektrophorese. Bedin-
gungen: Spur 1: 0.5 pg Lambda-HindIII (Standard zur Bestimmung der
relativen Molekiilmasse); Spur2: 0.5 ug pBR322 (Kontrolle); Spur 3:
0.5 pg pBR322+10 um 2 (Kontrolle); Spur 4: 0.5 pg pBR322+1.0 mm
FR900482 (Kontrolle); Spur5: 0.5 pug pBR322+1.0mm FR900482 +
100 um Fe'YEDTA; Spur 6: 0.5 pg pBR322 + 1.0 mm 7 (Kontrolle); Spur 7:
0.5 pg pPBR322 + 1.0 mm 7+ 100 pm Fe'/EDTA; Spur 8: 0.5 pg pBR322 +
0.5 mm 7+ 100 um Fe'YEDTA; Spur 9: 0.5 ug pPBR322 + 100 pum 7 + 100 pm
Fe'/EDTA; Spur 10: 0.5 pg pBR322+ 10 uM 7+ 100 pm Fe'/EDTA. ss-
DNA =Einzelstrang-DNA.

Plasmid-DNA durch Elektrophorese in einem denaturieren-
den alkalischen Agarosegel nach Cech untersucht.'’l Dazu
wurde die ringformige Doppelstrang-DNA des Plasmids
pBR322 mit der Restriktionsendonuclease EcoRI in lineare
DNA iberfiihrt, deren Menge UV-spektroskopisch bei
260 nm, wie von Borer beschrieben,!'! bestimmt wurde. Die
Verbindung 7 (Losungen mit verschiedenen Konzentrationen
wurden aus einer 10mm Stammlosung hergestellt, die durch
Auflosen von 4.2 mg 7 in 1.2 mL DMSO bereitet wurde) und
0.5ug der linearen pBR322-DNA wurden 12 h bei 37°C mit
einer Fe'YEDTA-Losung inkubiert (siche Legende zu Abbil-
dung 1; Endvolumen der Reaktionslésung: 10uL). Die Fe!/
EDTA-Losung wurde durch Zugabe einer &dquimolaren
Menge von FeSO, zu einer Losung von EDTA (pH 8)
hergestellt. Das Reaktionsgemisch wurde elektrophoretisch
(50V, 3h, 95 mA, 3 W) in einem denaturierenden 1.2proz.
alkalischen Agarosegel aufgetrennt.'’ Die Anfdrbung des
Gels erfolgte mit 200 uL einer Ethidiumbromid-Losung
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(10 mg/mL) (100 mm Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
bei pH 7.5, 15 min). Nach dem Entfiarben (50 mm NH,OAc +
10 mm 2-Sulfanylethanol, 1 h) wurde das Gel im UV-Durch-
licht abgebildet. Lambda-HindIII wurde als Standard bei der
Bestimmung der relativen Molekiilmasse verwendet (Spur 1).

Kontrollreaktionen wurden mit 2 (10 um, Spur 3) und dem
bekannten, reduktiv aktivierbaren Antitumor-Antibiotikum
FR900482 durchgefiihrt (1.0 mm, Spur 4; Zugabe von Fe'/
EDTA-Losung, Spur 5).% %1 Die gelelektrophoretischen Auf-
trennungen in Abbildung 1 zeigen, dafl 7 in Konzentrationen
von 100 um oder hoher durch 100 um Fe'YEDTA deutlich
aktiviert wird und unter diesen Bedingungen zur Querver-
netzung der DNA-Striange fiihrt (Spur 7-9).

Der Mechanismus der Aktivierung von 7 entspricht hochst-
wahrscheinlich dem, der bei der Aktivierung von Verbindun-
gen des Typs FR900482 nachgewiesen wurde: Eine Zwei-
elektronenreduktion von 7 fiihrt unter Spaltung der N-O-
Bindung zur freien sekundidren Aminogruppe in 8, die unter
RingschluB mit der ebenfalls neu entstandenen Aldehyd-
gruppe zu 9 reagiert (Schema 3). Die abschlieBende Abspal-
tung eines Protons liefert das hochreaktive Dehydropyrroli-
zidin 2.1% 20
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Schema 3. Mechanismus der reduktiven Aktivierung von 7 unter Bildung
von 2.

Diese ersten Untersuchungen deuten darauf hin, daf sich
die Hydroxylamin-Hemiacetal-Gruppierung bei der redukti-
ven Aktivierung von Vorstufen DNA-reaktiver Alkaloidde-
rivate als sehr niitzlich erweist. Da bekanntermaflen die
einzigen bekannten Antitumor-Antibiotika mit Hydroxyl-
amin-Hemiketal-Gruppierung, FR900482 und verwandte
Verbindungen, in vitro reduktiv durch Fe'-Salze in DNA-
vernetzende Agentien iiberfiihrt werden kénnen und die In-
vivo-Aktivierung dieser Substanzen ebenfalls nach diesem
Mechanismus der reduktiven Aktivierung verlduft,® 1% 29 ist
davon auszugehen, dafl die Reduktion der Hydroxylamin-
Hemiacetal-Gruppierung auch bei anderen Prodrugs als
Aktivierungsmethode zur Anwendung kommen wird. Auf3er-
dem konnen diese Vorstufen eine Grundlage fiir die Planung
und Synthese einer breiten Palette von Dehydropyrrolizidin-
alkaloid-Prodrugs fiir die klinische Priifung bieten.
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Erste katalytische asymmetrische Nitro-
Mannich-Reaktion mit einem neuen
Heterodimetallkomplex als Katalysator**

Ken-ichi Yamada, Simon J. Harwood, Harald Groger
und Masakatsu Shibasaki*

Die katalytische enantioselektive nucleophile Addition an
Imine stellt auf dem Gebiet der Organischen Chemie immer
noch eine Herausforderung dar. Zwar wurden zur Addition
von Kohlenstoffnucleophilen an Carbonylverbindungen zahl-
reiche effiziente katalytische asymmetrische Verfahren ent-
wickelt,! doch sind nur wenige Beispiele fiir Imine bekannt.
Beachtenswerte und bedeutende Entwicklungen auf diesem
Gebiet wurden hauptséichlich mit metallorganischen Reagen-
tien,>3 Silylketenacetalen® oder Allylstannanenl® als Nu-
cleophilen erreicht, und vor kurzem wurde iiber katalytische
asymmetrische Strecker-Reaktionen berichtet.l’l Die kataly-
tische asymmetrische Addition von Nitroalkanen an Imine,
die wir als katalytische asymmetrische Nitro-Mannich-Reak-
tion bezeichnen, liefert chirale S-Nitroamine. Diese vielsei-
tigen Verbindungen konnen problemlos in niitzliche chirale
Bausteine wie a-Aminosduren und 1,2-Diamine umgewandelt
werden. Nach unserem Wissen ist bisher keine katalytische
asymmetrische Nitro-Mannich-Reaktion bekannt.l”! Wir be-
richten hier iiber das erste Beispiel fiir eine derartige Reak-
tion.

Zunichst untersuchten wir diese Reaktion mit asymme-
trischen Heterodimetallkomplexen, die sowohl eine Bron-
sted-Base- als auch eine Lewis-Sdure-Funktionalitdt aufwei-
sen. Diese Komplexe wurden in unserem Labor entwickelt
und erwiesen sich fiir viele Arten asymmetrischer Reaktionen
einschlielich katalytischer asymmetrischer Nitroaldolreak-
tionen als hocheffiziente Katalysatoren.®! Daher schien es uns
moglich, eine katalytische asymmetrische Nitro-Mannich-
Reaktion entwickeln zu konnen. Unerwarteterweise erhielten
wir bei Verwendung von iiblichen Iminen wie N-Benzylimi-
nen nur unbefriedigende Ergebnisse.”] Bei fritheren Arbeiten
hatten wir allerdings festgestellt, da P=O-Doppelbindungen
das Zentralmetall eines Heterodimetallkomplexes koordinie-
ren konnen,!'% und dies legte nahe, daB N-Phosphinoylimine 1
besser geeignete Substrate fiir die anvisierte Reaktion sind.
Die Synthese von Imin 1 nach bekannten Verfahren'!l erwies
sich als unzureichend und veranlaB3te uns, ein modifiziertes
Verfahren zur Iminherstellung zu entwickeln.['

Beim Screening von Katalysatoren erwies sich der Komplex
[YbK;(binaphthoxid),;] (YbPB) als der beste Heterodimetall-
katalysator fiir die Reaktion.['3! Beispielsweise wurde das
Nitroamin 2a durch Addition von Nitromethan an das Imin

[*] Prof. Dr. M. Shibasaki, K.-i. Yamada, Dr. S. J. Harwood,
Dr. H. Groger
Graduate School of Pharmaceutical Sciences
The University of Tokyo
Hongo, Bunkyo-ku, Tokyo 113-0033 (Japan)
Fax: (+81)3-5684-5206
E-mail: mshibasa@mol.f.u-tokyo.ac.jp

[**] H.G. und S.JH. danken der Japanese Science and Technology
Corporation (JST) bzw. der Japanese Society for the Promotion of
Science (JSPS) fiir Postdoc-Stipendien.

0044-8249/99/11123-3713 $ 17.50+.50/0 3713



