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Gelenkte Synthese unsymmetrischer
bis-steroidaler Pyrazine und die ersten
biologisch aktiven Cephalostatin-Analoga**

Michael Drégemiiller, Rolf Jautelat und
Ekkehard Winterfeldt*

Professor Ernst Mutschler zum 65. Geburtstag gewidmet

Cephalostatin 1 1 ist der Prototyp der Cephalostatine und
Ritterazine, einer Familie von 30 trisdecacyclischen Pyrazinen,
die von Pettit und Mitarbeitern seit 1988 aus dem im Indischen
Ozean heimischen Meereswurm Cephalodiscus gilchristi'™ und
von der Gruppe um Fusetani aus Tunikaten der Art Ritterella
tokioka'™ isoliert wurden. Die ungewdhnlich hohe cytostatische
Aktivitdt!® 31 die neuartige und interessante Struktur sowie die
schlechte Zugiinglichkeit!'®! fiihrten in mehreren Syntheselabo-
ratorien sofort zu Aktivitaten!* % Obwohl Fuchs et al. kiirz-
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lich iiber héchst eindrucksvolle Erfolge bei der Totalsynthese
von Cephalostatinen und Ritterazinen berichteten, wurde das
Kernproblem der gelenkten Synthese unsymmetrischer bis-ste-
roidaler Pyrazine nicht befriedigend geldst. Fuchs und Mitar-
beiter gewannen die Cephalostatine 7 und 12 zusammen mit
dem Ritterazin K aus zwei unterschiedlichen Vorstufen in
statistischer Manier und muBten die drei Produkte trennen!"..
Die erste gezielte Synthese von unsymmetrischen Pyrazinen aus
a-Acetoxyketonen und a=Aminooximethern, die bisher aller-
dings bei A'%!5_Steroiden noch keine Anwendung fand, be-
schrieben Heathcock et al.*], die jedoch iiber die Notwendigkeit
hoher Reaktionstemperaturen (145 °C) und daraus resultieren-
de niedrige Ausbeuten sowie Regioselektivititsprobleme klag-
ten.

Systematische Studien in unserem Laboratorium legten zwei
unabhingige Wege zu unsymmetrischen Cephalostatin-Analo-
ga nahe, mit denen Informationen iiber die fiir die biologische
Aktivitat unerldBlichen Strukturclemente gewonnen werden
sollten. Auf dem ersten Weg, den wir die symmertrische Route
nennen, strebten wir die Standardsynthese symmetrischer bis-
steroidaler Pyrazine iiber Dimerisierung von a-Aminoketonen
an'’\. Diese Pyrazine miissen dann allerdings in einer spéteren
Phase desymmetrisiert und weiteren Funktionalisierungen un-
terworfen werden. Der andere Zugang, die unsymmetrische
Route, verlangt die gelenkte Synthese unsymmetrischer bis-
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steroidaler Pyrazine iiber die Vereinigung zweier Steroid-
derivate.

In der Startphase entwickelten wir zunédchst die symmetrische
Route, die uns iiber eine kurze und effiziente siebenstufige Syn-
these aus dem gut zuginglichen Hecogoninacetat 2 das symme-
trische Diketon 3a lieferte!®?, Die Desymmetrisierung dieses Di-
ketons iiber eine diastereoselektive Reduktion ergab mit L-Se-
lektrid das a-Hydroxyketon 4a, wihrend mit Borhydrid das
p-Hydroxyketon 4 8 gewonnen werden konnte. Unter geeigne-
ten Bedingungen lieBen sich beide Prozesse natiirlich auch zum
a-Diol S« und zum S-Diol 5p durchfithren (Schema 1).
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Schema 1. Synthese der Verbindungen 4o, 4B, 5 und 58. a) 0.7 Aquiv. L-Selektrid,
wasserfreies Toluol, —78°C (49% in einer Stufe, 82% umsatzbereinigt); b)
0.7 Aquiv. NaBH,, CH,Cl,/MeOH, —78°C (47% in einer Stufe, 81 % umsatzbe-
reinigt); ¢) L-Selektrid, wasserfreies Toluol, —78°C (96%); d) NaBH,, CH,Cl,/
MeOH, —78°C (98%).

Beim Testen der Verbindungen 3a, 3b, 4 und 5§ in dem auf
humane Krebszellinien orientierten In-vitro-Evaluationssystem
des National Cancer Institutes (NCI) der USA™®! zeigte das
symmetrische, gesittigte Diketon 3b!®) nur sehr schwache
Aktivitit [Wirkung nur bei 4 von 58 Zellinien; GI;,:
gemittelte Aktivitdt iber alle Zellinien (MG_MID) > — 4.0].
Im Gegensatz dazu zeigten die symmetrischen, ungesittigten
Substanzen, das Diketon 3a (Wirkung bei 32 von 58 Zellinien;
GlL;o: MG_MID > — 4.3) und das f-Diol 5 (Wirkung bei 21
von 58 Zellinien; Gl;o: MG_MID > — 4.2), bereits maBige
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tumorinhibierende Wirkung. Eine signifikante cytostatische
Aktivitat registrierte man schlieBlich beim unsymmetrischen,
ungesittigten f-Hydroxyketon 4 8 (Wirkung bei 58 von 58 Zell-
linien; GI;,: MG_MID = — 5.3), das bei allen Zellinien Wir-
kung zeigte %% Diese Verbindung reiht sich somit bereits in die
Riege einiger Standard-Chemotherapeutika ein (z.B. Cyclo-
phosphamid Gl;,: MG_MID = — 3.7; 5-Fluoruracil Gl,,:
MG_MID =—4.7; Cisplatin Gls,: MG_MID = — 5.7,
Adriamycin Gl;o: MG_MID = — 6.9)!'!1. Sie dhnelt in der
Wirksamkeit Tamoxifen (GIs,: MG_MID = — 5.3)[!" und ist
etwa 4000fach schwicher wirksam als das hochaktive
Cephalostatin1 1 (Gly,: MG_MID = — 8.9)!!% und nur
400fach schwécher als Taxol (Gl;,: MG_MID = —7.9)(11],
Man erkennt nun beim Vergleich mit den nichtcytostatischen,
geséittigten Cephalostatin-Analoga!® > dafB die A'**5-Dop-
pelbindung fir die biologische Aktivitit unverzichtbar und eine
unsymmetrische Gesamtstruktur von besonderer Bedeutung fiir
die Wirkungsbreite ist. Dieses war Grund genug, unsere Bemi-
hungen, unsymmetrische Verbindungen durch die bereits er-
wihnte unsymmetrische Route zu synthetisieren, zu verstirken.
Nachdem sich herausgestellt hatte, dafl Enaminoketone vom
Typ B thermisch stabil sind und nicht zur Dimerisierung neigen,
hegten wir die Erwartung, dafl deren Reaktion mit Azirinen
vom Typ A als ebenfalls nicht dimerisierende Synthese-Aquiva-
lente von a-Aminoketonen einen guten Zugang zu unsymmetri-
schen Pyrazinen vom Typ C gestatten wiirde (Schema 2).

R’ /\HZN R1 N
v
}N —_— :\r\ l
R2 o) Ry

" H
A B c
R! NH Rl N
=
R> NHo = =2 ijii
A Mo”5
Schema 2.

Wie erwartet lieferte das Azirin 6, das leicht aus trans-Stil-
ben!'?! pripariert werden kann, mit dem Enaminoketon 7 und
Trifluoressigsdure (TFA) bei 0 °C in THF auf Anhieb das Pyra-
zin 8 in 63 % Ausbeute (Schema 3).
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Schema 3. Synthese des Pyrazins 8. a) THFE, TFA, 0°C, 3 h (63%).
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In der Absicht, zwei Steroide zu kombinieren, nutzten wir —
nach deutlicher Verbesserung!!®! — Zbirals!'*! Methode zur Her-
stellung steroidaler Vinylazide, um diese als Vorldufer fiir Aziri-
nel'3! zu gebrauchen. Alle Bemithungen jedoch, diese Verbin-
dungen zu generieren und in Substanz zu isolieren, scheiterten.
Angesichts der bekannten Instabilitdt hochgespannter, polycy-
clischer Azirine!'%!, die offenbar viel reaktiver als monocycli-
sche Azirine wie 6 sind, erzeugten wir das Azirin in Gegenwart
des Enaminoketons 10, um es in situ abzufangen. Erhitzte man
das Vinylazid 9 in siedendem Dioxan in Gegenwart von 10 und
Pyridinium-para-toluolsulfonat (PPTS), so wurde in der Tat das
unsymmetrische Pyrazin 11 in 67 % Ausbeute gewonnen (Sche-
ma 4).
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Schema 4. Synthese des Pyrazins 11. a) Dioxan, PPTS, 90 min RiickfluB (67 %).

Wir nutzten diese Methode auch zur Herstellung des Pyrazins
13 aus dem Vinylazid 12 und dem Enaminoketon 10 (51 % Aus-
beute) und erhielten so ein weiteres Cephalostatin-Analogon,
das biologische Aktivitdt versprach!! !, Dieses Pyrazin 13 ge-
wannen wir unabhingig auch iuber die symmetrische Route
durch Veresterung der OH-Gruppe des a-Hydroxyketons 4a in
96 % Ausbeute. Beide Substanzen waren diinnschichtchromato-
graphisch sowie IR-, 'H- und !*C-NMR-spektroskopisch iden-
tisch und belegten somit die Regioselektivitidt der neuen Pyra-
zinsynthese. Reduktion dieses Pyrazins 13 mit Natriumboranat
und Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAH) ergab das «,8-Diol
Saf, das man auch aus dem a-Hydroxyketon 4a durch Reduk-
tion mit Natriumboranat bereiten konnte (Schema 5)!81.

Wir konnten also biologisch aktive Cephalostatin-Analoga
auf einfache Weise priparieren und eine neue, flexible Methode
entwickeln, um gezielt unsymmetrische bis-steroidale Pyrazine
darzustellen.

Experimentelles

13: Eine entgaste Losung von 51 mg (0.11 mmol) Enaminoketon 10, 64 mg
(0.12 mmol) Vinylazid 12, 5 mg PPTS und 23 mg gekorntem 3 A-Molekularsieb in
2mL wasserfreiem Dioxan wurde unter Argon 2 h unter Riickfluf} erhitzt. Nach
Filtration iiber Kieselgel wurde das Lésungsmittel entfernt und der Riickstand
durch Flash-Chromatographie (Kieselgel, Petrolether/Ethylacetat = 2/1) gereinigt.
Man erhielt 55 mg (51% Ausbeute) Pyrazin 13: weile Kristalle, Schmp. 269°C;
UV/Vis (CH,OH): 4,,., = 305 (sh), 288, 210 nm; [R (KBr): v = 2956, 2932, 2872,
1716 (br), 1400, 1376, 1192, 1156, 980, 908 cm ™ *; "H-NMR (400 MHz, CDCl,):
4 =10.77-1.03 (m, 24H), 1.18 (s, 9H), 1.20-2.43 (m, 32H), 2.47-2.92 (m, 8H),
3.31-3.53 (m, 4H), 4.78 (dd, J = 8.1, 2.0 Hz, 1H), 4.90 (dd, / =7.9, 2.0 Hz, 1 H),
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Schema 5. Synthese der Verbindungen 13 und 5af. a) PPTS, Dioxan, gekorntes
3 A-Molekularsieb, RiickfluB (51%); b) Pivaloylchlorid, Dimethylaminopyridin,
Pyridin, 100°C (96 %); ¢) 1. NaBH,, CH,C1,/MeOH, —78°C; 2. DIBAH, Toluol
(68%); d) NaBH,, CH,Cl1,/MeOH, —78°C (96 %).

4.93(s,1H), 549 (s, 1 H), 5.52 (s, 1 H); 1*C-NMR (100.6 MHz, CDCl,): 6 =11.52,
11.75, 13.76, 14.10, 17.14, 18.79, 20.75, 26.08, 27.14, 27.85, 27.95, 28.74, 28.77,
30.31, 3039, 31.09, 31.26, 33.95, 34.20, 35.15, 35.21, 35.68, 36.36, 37.20, 38.91,
41.24, 41.65, 44.21, 44.52, 45.17, 45.75, 49.75, 49.89, 49.92, 53.14, 53.60, 62.29,
67.09, 67.12, 77.71, 83.93, 85.00, 106.64, 107.05, 120.67, 121.56, 148.09, 148.10,
148.58, 148.64, 153.85, 154.28, 177.60, 210.73; FAB-MS (Nitrobenzylalkohol-Ma-
tix): m/z (%): 932 (100) [MH*], 818 (27); CsoHa;0,N, (931.31): gef. C 76.09, H
8.60, N 3.16; ber. C 76.09, H 8.87, N 3.01.

Eingegangen am 13. Februar 1996 [Z 8818]

Stichworte: Azirine - Cephalostatine - Enaminoketone - Pyra-
zine - Synthesemethoden
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Myxobakterien der Gattung Sorangium haben sich in den
vergangenen Jahren als auBerordentlich vielseitige Produzenten
biologisch aktiver Sekundirmetabolite erwiesen!!l. Dies gilt so-
wohl fiir die in der Regel neuen Grundstrukturen als auch fiir
die biologischen Effekte und die ihnen zugrundeliegenden Wirk-
mechanismen. Besonders hidufig produzieren Sorangien anti-
fungische Verbindungen, was moglicherweise damit zu erklidren
ist, daf3 diese Cellulose abbauenden Organismen mit Pilzen um
dieselbe Okologische Ni-
sche konkurrieren miissen. R
Auch der Sorangium-cellu- s D
losum-Stamm Soce90 fiel , e _<\ ]\) 15
im Screening durch seine NN
antifungische  Aktivitit 70
auf, die den Weg zur Isolie-
rung von zweli neuen,
strukturell nicht verwand-
ten Substanzklassen, den
Epothilonen 1!%-31und den 1b

1a R=H
R =CH,
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