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der Sauerstoffaktivierung hat allerdings ein generelles Hinder- 
nis, die leichte Bildung von p-Peroxo-Dimerentl ']. 

Berucksichtigt man die vielfaltigen und komplexen Wechsel- 
wirkungen zwischen aktivem Zentrum und Substrat, die oft 
durch die Mitwirkung von Cofaktoren weiter moduliert wird, so 
kann man kaum ein einheitliches Bild des Reaktionsmechanis- 
mus und der aktiven oxygenierenden Spezies der einkernigen 
Ham-freien Eisenproteine envarten. Allerdings ergaben die in- 
tensiven Forschungen der letzten Jahre, daB die Ham-freien 
Eisenenzyme wahrscheinlich uber eine Peroxo-Zwischenstufe 
reagieren, also anders als Eisenporphyrine, bei denen hochkoor- 
dinierte Oxoeisen-Spezies die zentralen Intermediate sind. 

Stichworte: Bioanorganische Chemie . Bleomycin . Eisenver- 
bindungen . Nicht-Ham-Eisenproteine . Sauerstoffaktivierung 
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Dimere Pyrazinsteroid-Alkaloide aus marinen Organismen : 
eine Herausforderung bei der Isolierung, der Synthese und der Erforschung 

ihrer biologischen Wirkung** 

Arasu Ganesan" 
Professor Clayton Heathcock zum 60. Geburtstag gewidmet. 

Die Isolierung der Cephalostatine und Ritterazine 

Seit 1955 sucht man am American National Cancer Institute 
(NCI) mit groljem Einsatz nach antitumorwirksamen Verbin- 
dungen. Allein zwischen 1955 und 1980 wurden etwa 130000 
Pflanzen- und Tierextrakte untersucht, wobei der groljte Erfolg 
sicherlich die Isolierung von Taxol aus der Pazifischen Eibe war. 
Hier wird eine Gruppe von Steroiden vorgestellt, die ihre Ent- 
deckung ebenfalls den Anstrengungen des NCI verdanken. 

Im Jahre 1974 erwiesen sich Extrakte aus dem winzigen (ca. 
5 mm groBen) marinen Rohrenwurm Cephalodiscus gilchristi, 
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der vor der sudafrikanischen Kiiste gefunden wurde, bei der 
vom NCI als Primarassay verwendeten murinen lymphozyti- 
schen Leukamie P388 als wirksam. Fiinfzehn Jahre rastloser 
Forschung durch die Arbeitsgruppe von Pettit gipfelten in der 
Isolierung von 139 mg der bioaktiven Hauptkomponente, des 
Cephalostatins 1, aus 166 kg (NaOgewicht) Rohrenwurmern 
und schlieBlich in der strukturellen Charakterisierung dieser 
Verbindung'']. Was daraufhin geschah, wurde so beschrie- 
benL2]: ,,Interest in such a powerfully antileukemic agent as 
cephalostatin 1 . . . has prompted Americans to dive extensively 
at a depth of 20 meters to collect C. gilchrzsti in open seawaters 
controlled by the white shark." 

Cephalostatin 1 ist mit einem ED,,-Wert von lo-'- 
pgmL- ' BuBerst wirksam gegen P388. In den Folgejahren 

wurden in der Arbeitsgruppe von Pettit sechzehn weitere Cepha- 
lostatine charakterisiertL3], alle mit dem gleichen neuartigen 
Grundgeriist (Schema 1) : Die A-Ringe zweier Steroidmolekiile 
sind durch einen ankondensierten Pyrazinring miteinander ver- 
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"'OH 

Cephalostatin 7 

OH 

HO.+~'"\ 

Schema 1. Drei der siebzehn bisher in der Natur entdeckten Cephalostatine 

kniipft. Bei funfzehn dieser Alkaloide ist die ,,rechte Halfte" 
identisch, und Cephalostatin 12 ist sogar ein C,-symmetrisches 
Homodimer. 

Im Jahre 1994 wurde ein dimeres Pyrazinsteroid in einer un- 
gewohnlichen Quelie gefundent4]: Fusetani und seine Gruppe 
isolierten Ritterazin A aus dem vor Japans Kiisten lebenden 
Manteitierchen Ritterella tokioka; diese Verbindung hat einen 
ED,,-Wert von pgmL-' bei der Behandlung von P388. 
Seitdem wurden zwoif weitere Ritterazine bes~hrieben[~] 
(Schema 2), darunter ein Homodimer, Ritterazin K. Die umge- 
lagerten ,,rechten Halften" einiger Ritterazine konnten folgen- 
dermaDen entstanden sein (Schema 3) : Nach der Protonierung 
der Doppelbindung im D-Ring erfolgt entweder eine 1,2-Wag- 
ner-Meerwein-Umlagerung oder eine Retro-Prins-Ringoffnung 
mit anschlieBendem Prins-RingschiuB. 

Die Verbindungen aus C. gilchristi und R.  tokioka sind ein- 
deutig miteinander verwandt (Ritterazin K enthalt z. B. die 
,,linke Halfte" von Cephalostatin 7); ein in beiden Spezies vor- 
kommendes Alkaloid wurde aber bisher noch nicht gefunden. 
Das Vorkommen dieser Substanzen in zwei unterschiedlichen 
Tierstammen deutet darauf hin, daD sie moglicherweise von 
symbiontischen Mikroorganismen gebildet werden. 

Untersuchungen zur Synthese 

Am Anfang konzentrierten sich die praparativen ArbeitenL6] 
auf die Synthese von symmetrischen dimeren Pyrazinsteroiden 
iiber die klassische Kondensation von a-Aminoketonen (Sche- 
ma 4). Interessanterweise ist schon das Dimer 1 - mit einem 

Schema 2. Drei der dreizehn bisher in der Natur entdeckten Ritterazine. 

\ /  r 

Ritterazin G L 

1.  H20 
2. Oxidation 

des C-Rings 

retro-Prinh, 

Ritterazin D 

Schema 3. Moglicher Mechanismus der Umlagerung yon Ritterazin G in Ritter- 
azin D. 

ED,,-Wert von etwa 10 pgmL-' fur Tumorzellinien - schwach 
cytotoxisch. 

Smith und Heathcock[6b1 gelang die Synthese unsymmetri- 
scher Dimere (Schema 5)  - die meisten der natiirlich vorkom- 
menden Verbindungen gehoren ja zu diesem Typ : Bei 90 "C rea- 
gieren der a-Aminooximether 2 und das a-Oxoacetat 3 bevor- 
zugt zu Intermediaten, die bei hoherer Temperatur zum Pyrazin 
4 aromatisieren. Die Umsetzung muB in zwei Stufen erfolgen, da 
der a-Aminooximether bei 140 "C mit sich seibst kondensiert. 

Winterfeldt et a1.L'' gelang es, aus. einem Homodimer eine 
unsymmetrische Verbindung herzustellen (Schema 6): Kom- 
merziell erhaltliches Hecogeninacetat wurde nach Literaturvor- 
schriften in das Keton 5 iiberfiihrt und dieses zu 6 dimerisiert. 
Enolisierung und Abfangen des Produkts lieferten ein statisti- 
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&OH 

Androstanolon 

H,, Pd-C oder PhSSnH (Fuchs) 
oder PhSP, H20 (Heathcock) 1 * - 

&OH 

w 1 
HO 

Schema 4. Synthese symmetrischer dimerer Pyrazinsteroide. 

! 90 "C, 24 h 
140 "C, 24 h 43% 

O m  
3 

AoAc 

4 0 
Schema 5. Synthese eines unsymmetrischen dimeren Pyrazinsteroids durch Smith 
und Heathcock. 

sches Gemisch aus unsymmetrischem Mono- und symmetri- 
schem Bis-Enolester, das getrennt werden konnte. Der unsym- 
metrische Ester wurde reduziert und zum Dimer 7 hydrolysiert, 
das das gleiche Oxygenierungsmuster am C-Ring und die Dop- 
pelbindung im D-Ring aufweist wie Cephalostatin 1 .  

Bisher stammen alle Veroffentlichungen zur Totalsynthese 
von Cephalostatinen aus der Arbeitsgruppe von Fuchs, dem als 
erstem die Synthese eines symmetrischen Dimers, dessen Teile 
der ,,rechten Halfte" von Cephalostatin 1 entsprechen, gelun- 
gen warL8], allerdings ohne die Doppelbindung im D-Ring. Bei 
diesem Dimer handelt es sich also eigentlich um das Tetrahydro- 
derivat von Cephalostatin 12, dessen Existenz damals erst noch 
bewiesen werden mul3te. 

Ausgangspunkt der Synthese war ein Derivat von Hecogenin- 
acetat, in dem bereits das vollstandige Kohlenstoffgerust vor- 
liegt. Eine klassische Marker-Ringoffnung des Sapogeninspiro- 
ketalsystems liefert 8 (Schema 7), das weiter zu 9 umgesetzt 
wurde. Die saurekatalysierte Cyclisierung von 9 lieferte eine 
Mischung aus den 5/5-  und 6/5-Spiroketalepimeren des Natur- 

0 
5 

AcO 
Hecogeninacetat 

1. KHMDS, BuCOCl 
2. NaBH, 31 Yo 

\'.,' 

Schema 6. Selektive Umwandlung eines symmetrischen Dimers in ein unsymmetri- 
sches durch Winterfeldt et al. 

AcO- 

35 % 

8 9 

1. NBS 
2. Ph3SnH 
___) 

75% /-J 
10 

42 % 

OH 

Tetrahydrocephalostatln 12 

Schema 7. Synthese von Tetrahydrocephalostatin 12 durch Fuchs et a1 

stoffs. In der Regel hangt das Verhaltnis der Spiroketalverbin- 
dungen bei Cephalostatin-Vorstufen stark vom jeweiligen Sub- 
stitutionsmuster ab. Dies kann man auch bei den natiirlich vor- 
kommenden Cephalostatinen beobachten; so gibt es drei 
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Paare von Ritterazinen, die sich nur in der Konfiguration der 
Spiroketalgruppe unterscheiden. In dem hier diskutierten Fall 
wurde das gewiinschte Produkt 10 aus 9 durch elektrophile Bro- 
mierung und anschlieRende Entfernung des Broms erhalten. 
Dimerisierung lieferte dann das Tetrahydrocephalostatin 12. 
Die biologische Aktivitat dieser Verbindung wurde nicht be- 
schrieben. 

Inzwischen haben die Bemiihungen der Arbeitsgruppe von 
Fuchs in der Totalsynthese von drei Alkaloiden dieses Typs 
k~lminiert[~].  Wegen der Doppelbindung im D-Ring und der 
Alkoholfunktion an C-17 muRte ein anderer Syntheseweg als 
beim Tetrahydrocephalostatin 12 gewahlt werden. Im ersten 
Schritt wurde Hecogeninacetat durch einen Marker-Seitenket- 
tenabbau in das Enon 11  iiberfiihrt (Schema 8). Danach wurden 
die D-Ring-Substituenten eingefiihrt und der E-Ring durch eine 
intramolekulare Wadsworth-Emmons-Reaktion von 12 aufge- 
baut. Durch eine Methallylstannan-Addition an 13 wurde die 
restliche Seitenkette wieder eingefiihrt, und man erhielt schlie0- 
lich 14. 

5 Stufen -- 
AcO 

Hecogeninacetat 11 

AcO OTMs 1. NaH 
2. Anpassung des 

10 Stufen &(?pcoEtk Oxidationszustands -- 
67 YO \ y 0 A c 0 2 E t  54 yo 

- 
12 

/ acH0 Methallylstannan, 5 M LiC104 

. > 95 % 

13 14 

0 u 
Trennung, 15 
weitere Stufen + -- 

Die beiden Diastereomere von 14 wurden getrennt und ein- 
zeln zu den Monomeren 15 bzw. 16 weiter umgesetzt. Im gro0en 
Finale wurde eine 1 : 1-Mischung der a-Azidoketone reduziert, 
was die drei Dimere etwa im erwarteten Verhaltnis von 1 : 2:  1 
lieferte; das Heterodimer war dabei das Hauptprodukt. Tren- 
nung und Abspaltung der Schutzgruppen lieferte die Naturstof- 
fe. Fuchs et al. sind der Ansicht, da0 eine ahnliche statistisch 
gesteuerte Dimerisierung auch in der Natur ablauft. Dies impli- 
ziert, dab Ritterazin K auch von C. gilchristi produziert wird. 
Und tatsachlich fand man in der Arbeitsgruppe von Pettit bei 
der Untersuchung von Riickstanden Mikrogramm-Mengen ei- 
ner Verbindung mit dem gleichen Chromatographieverhalten 
wie Ritterazin K. 

Diese Arbeit ist ein Meilenstein in der Synthese komplexer 
mariner Naturstoffe und zeigt zugleich den Stand der praparati- 
ven Organischen Chemie, die manche fur eine schon vollstandig 
ausgereifte Wissenschaft halten. Sicherlich effektiv ist die prapa- 
rative Organische Chemie in dem Sinne, daD wahrscheinlich 
jede stabile Verbindung herstellbar ist, doch effizient ist sie sel- 
ten. Dies gilt besonders fur Zielverbindungen mit vielen sauer- 
stoffhaltigen funktionellen Gruppen. Um von Hecogeninacetat 
zu den beiden Naturstoff-Molekulhalften zu gelangen, waren 
mehr als zwanzig Stufen notwendig; die meisten betrafen den 
Austausch von funktionellen Gruppen oder das Einfiihren und 
Entfernen von Schutzgruppen. Es gibt also auch im nachsten 
Jahrhundert fur Organiker noch vie1 zu tun, das ist sicher! 

Die Arbeitsgruppe von Fuchs hat auch die ,,linke Halfte" von 
Cephalostatin 1 ohne die Doppelbindung im D-Ring syntheti- 
siert"'], um herauszufinden, welche Bedeutung diese Doppel- 
bindung hat. Bei dieser Synthese (Schema 9) wurde die angulare 
Methylgruppe des Oxoalkohols 17 (der aus Hecogeninacetat 
erhalten wurde) mit der Hypoiodit-Methode von Meystre funk- 
tionalisiert und oxidiert, was 18 ergab. Weitere Umsetzungen 
lieferten uber die Intermediate 19 und 20 die Verbindung 21, die 
wahrscheinlich zu einem a-Azidoketon, das sich fur eine Kupp- 
lung rnit 15 eignet, weiter umgesetzt wird. 

CHO 

1. Pb(OAc)4, 12 
2. H,CrOa 

17 18 19 

\ /  

20 
Schema 9. Synthese der ,,linken Halfte" 
et al. 

4 Stufen 
-+ 

a3 

21 
von Dihydrocephalostatin 1 durch Fuchs 

1. NaHTe 
2. Kieselgel, Biologische Aspekte 
m- Cephalostatin 7 + Cephalostatin 12 + Ritterazin K 
3. Bu~N' F 28 Yo 11 Yo 18 % Die hier vorgestellten Alkaloide enthalten keine funktionellen 

G ~ U P P ~ ~ ,  die man normalerweise mit Cytotoxizitlt in Verbin- 
dung bringt - wie alkylierende Gruppen, Michael-Acceptoren, 

Schema 8. Synthese von Cephalostatin 7, Cephalostatin 12 und Ritteradn K durch 
Fuchs et al. 
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intercalierende Gruppen oder redoxaktive Chinoneinheiten. Ei- 
ne Untersuchung des Wirkungsmechanismus wird dadurch er- 
schwert, daD diese Alkaloide nur in sehr kleinen Mengen verfiig- 
bar sind. Bei einer der ersten Hypothesen["] ging man vom 
steroidalen und dimeren Charakter dieser Verbindungen aus 
und nahm an, daI3 sie sich in die Lipiddoppelschicht einlagern 
(Cephalostatin 1 ist 30 A lang) und so die Zellmembran von 
Eukaryonten durchdringen. Dann erwogen Fuchs et a1.[6aJ, daB 
es sich um Enzyminhibitoren handelt, die mit einem bestimmten 
Zielmolekiil Wasserstoffbriicken bilden. Spater aul3erten sie die 
Vermutung['oa], daD ein Vorgang ahnlich dem in Schema 3 auch 
in vivo ablauft, d. h. daR durch Protonierung oder Epoxidierung 
der Doppelbindung im D-Ring reaktive elektrophile Interme- 
diate entstehen. Es ist auch noch nicht klar, welchen Vorteil es 
bringt, daI3 es sich bei diesen Verbindungen um dimere Alkalo- 
ide handelt. Vielleicht gibt es eine Analogie zu dem hochwirk- 
samen Immunsuppressivum FK 506; hier hat ein synthetisches 
Dimer einzigartige Eigenschaften" 'I. 

Steroide sind wichtig fur die Stabilitat von Membranen, als 
Bestandteile von Lipoproteinen und als Liganden, die die GroD- 
familie der Zellkernhormone dimerisieren und so zu Gentrans- 
kription oder -repression fiihren. Steroide konnen auch indirek- 
te Wirkungen haben, z. B. indem sie eine Apoptose (den 
programmierten Zelltod) auslosen. Kiirzlich wurde auch ge- 
zeigt[l31, daD entziindungshemmende Glucocorticoide zusatz- 
lich zu ihrer Eigenschaft, an ihr entsprechendes Antwortelement 
(Response Element, RE) zu binden, auch mit der NF-xB- 
Signalweg in Wechselwirkung treten. Um herauszufinden, an 
welchen Zielstrukturen Cephalostatine und Ritterazine genau 
angreifen, wird man wohl groljere Mengen einfacherer Analoga 
der Naturstoffe synthetisieren miissen. 

Das Testen von vielen Verbindungen ist auch weiterhin ein 
wichtiger Weg, um Leitstrukturen fur Pharmawirkstoffe zu fin- 
den. Die Cephalostatine und Ritterazine sind ein Beleg dafiir, 
wie man durch Screening von Naturstoffextrakten zu komple- 
xeren und neuartigeren Strukturen kommen kann als mit 
der kombinatorischen Chemie. Mit dieser werden viele Ver- 
bindungen durch kurze Reaktionssequenzen erzeugt, wahrend 
Naturstoffe das Ergebnis vie1 langerer und kreativerer Synthese- 
wege sind. 
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