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Auf der Struktur der Tetramsduren basierende Naturstoffe zeigen vielféltige
biologische Aktivitaten.!! Dies macht Pyrrolidin-2,4-dione (1, Abb.1) zu geeigneten
Molekulen flr die Synthese einer kleinen Substanzbibliothek und zur Untersuchung
ihrer aktivierenden bzw. inhibierenden Eigenschaften in pharmazeutisch relevanten

zellul&ren Signalwegen.

Abb. 1: Struktur der Pyrrolidin-2,4-dione (Tetramsaure) Einheit.

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurde eine kurze und effiziente
Festphasensynthese zum Aufbau einer Tetramsduren-Bibliothek entwickelt (Abb. 2).
Der erste Schritt der Synthese ist die Beladung von Wang-Harz mit einer Fmoc-
geschiitzten Aminosdure. Im Folgenden wird die Aminofunktion entschiitzt und das
resultierende primare Amin durch reduktive Alkylierung mit verschiedenen
Aldehyden und Natriumtriacetoxyborhydrid alkyliert. Nach Acylierung mit einem (-
Ketodquivalent und Abspaltung unter basischen Bedingungen erhdlt man die

gewd(inschte Tetrams&ure.
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Abb. 2: Exemplarische Festphasen-Synthese zur Darstellung von Tetramsauren.

In der Synthese wurden verschiedene Aminosduren sowie Aldehyde und f-
Ketodquivalente eingesetzt. Die Synthesesequenz ermdglicht nicht nur die Darstellung
von Pyrrolidin-2,4-dionen, sondern durch Einsatz von p-Alanin als Aminosdure auch
die von Piperidin-2,4-dionen (89).

Des Weiteren ermdglicht der Einsatz von festphasengebundener Anthranilsdure den
Zugang zu Quinolin-3-carboxamiden.

Weiterhin wurde die Synthesestrategie zur Darstellung des Naturstoffes Laccarin
eingesetzt.

Um den Zugang zu Indol-basierten Tetramsduren zu ermdglichen wurde eine
Strategie zur Synthese von in Position sieben substituierten Tryptophanen aus Indol-
Derivaten und Serin entwickelt. Die Indole wurden mittels einer Bartoli-Indolsynthese
aus o-Nitroarenen und Vinyl-Grignardverbindungen hergestellt (Abb.3). Auf diesem
Wege wurden insgesamt acht verschiedene Derivate mit Ausbeuten zwischen sechs
und 61% erzeugt.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Bartoli-Indolsynthese.

Die Synthese der Tryptophan-Analoga wurde durch eine biomimetische Reaktion aus
Indol und Serin in Essigsdure mittels Essigsédureanhydrid realisiert (Abb. 4). So
konnten sechs verschiedene Tryptophanderivate mit Ausbeuten zwischen sechs und

42% dargestellt werden.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Tryptophansynthese.

Zur Evaluierung ihrer biologischen Aktivitat wurden die synthetisierten Tetramsauren
in  verschiedenen biologischen Tests untersucht. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

In der ersten Studie wurden die Tetramséuren auf ihre Cytotoxizitdt sowie ihre
Fahigkeit zur Ricktransformation der Morphologie von Ras-transformierten MDCK
Zellen untersucht. In diesem zellbasierten Assay zeigten sich zwei Verbindungen,
Melophlin A (19) und 110 in der Lage den Phanotyp der transformierten Zellen in den
des Wildtyps zu revertieren. Diese Wirkung war fiir Melophlin A schon bekannt, 1
dennoch konnte sie fir keines der synthetisierten Melophlin-Derivate gefunden
werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese Verbindungen ab einer
Konzentration von 50 pM cytotoxisch sind.

Um die beobachteten Effekte besser verstehen zu kdnnen, wurden die Verbindungen
in MAPK/PKC spezifischen Luciferase Reportergen-Assays untersucht. Hier zeigte
sich, dass Melophlin A einen Abfall der Luciferase-Aktivitat von 75% bei
Aktivierung mit PMA und 54% nach Aktivierung mit EGF induziert. Dies konnte
bedeuten, dass sich das makromolekulare Ziel von Melophlin A im Ras/MAPK
Signalweg befindet. Dagegen konnte keine durch 110 induzierte Anderung der
Luciferase-Aktivitit festgestellt werden. Dies deutet an, dass die beobachtete
Anderung im Phanotyp nach Behandlung der Zellen mit 110 nicht auf einer
Inhibierung eines Proteins des Ras/MAPK-Signalwegs beruht. Zur Aufklarung konnte
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es helfen mittels eines biotinylierten Molekdls 110 die Zielproteine zu isolieren und
deren Wirkmechanismus zu untersuchen.

Des Weiteren wurde die Aktivitdt der Tetramsduren in Phosphatase-Assays
untersucht. Hier zeigten sich funf Tetramsduren (125, 127, 122, 118 und 19) mafig
aktiv gegen MTP1B, PTP1B und Cdc25A. Es wurde beobachtet, dass eine lange
Lipidseitenkette ein wichtiges Strukturelement fur die Aktivitat in den Phosphatase-
Assays ist. Die Tryptophan-basierten Tetramsduren zeigen selektive Inhibierung der
PTPs. Fir die weitere Untersuchung wurden erste Berechnungen zur
Energieminimierung der Wechselwirkungen zwischen Wirksubstanz und Kinase
durchgefihrt.

Als letztes wurde getestet, ob die Tetramsduren Aktivitat in antibakteriellen Assays
gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien zeigen. Einige der getesteten
Substanzen inhibieren das Wachstum Gram-positiver Bakterien (siehe Tabelle 1),
wéhrend kein Einfluss auf Gram-negative Bakterien beobachtet werden konnte. Diese
Ergebnisse unterstiitzen die vom Arbeitskreis Janda verdffentlichte Hypothese,™! dass
Tetramsdauren Quorumsensoren sind. Vier der getesteten Verbindungen zeigten sich
als méRig aktiv gegen Gram-positive Bakterien und konnten somit fiir die Isolierung

von Zielproteinen und die Untersuchung des Wirkmechanismus genutzt werden.



Tabelle 1: Zusammenfassung der Ergebnisse der biologischen Untersuchungen von

Tetramsauren.
Phénotypische WST-1 Phosphatase Anti_-
Struktur Nr. Assa Assa Assa Bakterielle
Y y Y Assay
R ™ Riick- Cdc25A: 60 pM
\NMZ 19 | onsformation | toXisch | PTP1B:37 UM | kein Effekt
o) MptpB: 83 uM
R B.Subtilisi
<~ . . .Subtilisis
NM 119 kein Effekt toxisch n.d. (70 ma/h
(¢]
O OH o
SN . . . B.Subtilisis
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Q' oH
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14 . nicht . .
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Q
N
H
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) g dipe | CdC25A:95 UM
© 0o 127 kein Effekt toxisch PTP1B: 10 uM | kein Effekt
7 MptpB: 68 uM
N
H
OM
C(( o o
MeO N —
ove /N, | 122 | kein Effekt tc’)‘)‘(ic?cth MptpB: 70 uM | kein Effekt
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H
o
N cN . nicht . B.subtilisis
Qﬁ?’ 111 kein Effekt toxisch MptpB: >100 uM (>250 mg/l)
OH
o
NC Rick- nicht . .
Hom 110 transformation toxisch MptpB: >100 uM | kein Effekt
H
OH O
X . nicht Cdc25A:>100 B.Subtilisis
m 81 kein Effekt toxisch UM (MIC n.d.)
H
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