ZUSCHRIFTEN

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

[1] a) G. R. Pettit, M. Inoue, Y. Kamano, D. L. Herald, C. Arm, C. Dufresne,
N. D. Christie, J. M. Schmidt, D. L. Doubek, T. S. Krupa, J. 4m. Chem. Soc.
1988, 710, 2006; b) G. R. Pettit, J. Xu, Y. Ichihara, M. D. Williams, M. R.
Boyd, Can. J. Chem. 1994, 72, 2260; c) G. R. Pettit, J. Xu, M. D. Williams,
N. D. Christie, D. L. Doubek, J. M. Schmidt, J Nar. Prod. 1994, 57, 52.

[2] S. Fukuzawa, S. Matsunaga, N. Fusetani, Tetrahedron 1995, 51, 6707.

[3] Diese Verbindungsklasse gehdrt zu den potentesten Cytostatica, die jemals am
National Cancer Institute (NCI) der USA getestet wurden, — Kurze Ubersicht :
A. Ganesau, Angew. Chem. 1996, 108, 667; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1996,
35, 611.

{4] a) S. C. Smith, C.H. Heathcock, J. Org. Chem. 1992, 57, 6379; b) C. H.
Heathcock, S. C. Smith, ibid. 1994, 59, 6828.

[5] @) Y. Pan, R. L. Metriman, L. R. Tanzer, P. L. Fuchs, Bioorg. Med. Chem. Lett.
1992, 9, 967; b) J. U. Jeong, S. C. Sutton, S. Kim, P. L. Fuchs, J. Am. Chem.
Soc. 1995, 117, 10157,

[6] A. Kramer, U. Uilmann, E. Winterfeldt, J. Chem. Soc. Perkin Trans. { 1993,
2865. Die Ausbeute der Synthese des Diketons 3a wurde mittlerweile deutlich
verbessert.

[7] Ubersicht zur Darstellung und Chemie von Pyrazinen: Comprehensive Hetero-
cyclic Chemistry (Hrsg.: A. R. Katritzky, C. W. Rees), Pergamon Press, Ox-
ford 1984, S. 157-197.

[8] a) M. R. Boyd, K. D. Paull, L. R. Rubinstein in Antitumor Drug Discovery and
Development (Hrsg.: F. A. Valeriote, T. Corbett, L. Baker), Kluwer Academic
Press, Amsterdam 1992, S. 11-34; b) K. D. Paull, R. H. Shoemaker, L. Hodes,
A. Monks, D. A. Scudiero, L. R. Rubinstein, J. Plowman, M. R. Boyd, J, Natl.
Cancer Inst. 1989, 81, 1088; ¢) A. Monks, D. A. Scudiero, P. Skehan, R. H.
Shoemaker, K. D. Paull, D. Vistica, C. Hose, J. Langley, P. Cronise, A. Vaigro-
Wolff, M. Gray-Goodrich, H. Campbell, M. R. Boyd, ibid. 1991, 83, 757.

[9] S. Flemming, Dissertation, Universitit Hannover, 1991.

[10} Die Substanzen 3a (NSC D-674135-0/0-1/55), 3b (NSC D-674136-P/0-1/56),
5 (NSC D-674133-M/0-1/53) und 4B (NSC D-674134-N/0-1/54) wurden vom
NCI (Experiment 1D 9411MD95) getestet. Detaillierte Resultate werden ge-

Angew. Chem. 1996, 108, Nr. 13/14

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1996

sondert verdffentlicht. Wir danken dem Team des Development Therapeutics
Program des NCI fiir die Tests.

[11] Genauere Informationen iiber Cyclophosphamid (NSC 26271), 5-Fluoruracil
(NSC 19893), Cisplatin (NSC 119875), Adriamycin (NSC 123127), Tamoxifen
(NSC 180973) und Taxo! (NSC 125973) sind iiber das World Wide Web erhilt-
lich: http://epnwst.ncicrf.gov: 2345/dis3d/itb/stdagnt@ tab.html.

[12] F. W. Fowler, A. Hassner, L. A. Levy, J 4m. Chen. Soc. 1967, §9, 2077.

[13] Die Vinylazide wurden iiber die Sequenz modifizierter Mitsunobu-Reaktion/
Eliminierung aus den entsprechenden 28-Chlor-3a-hydroxy-Derivaten in etwa
50% Ausbeute gewonnen. Detaillierte Ergebnisse dazu werden wir in einer
demnichst erscheinenden vollstindigen Arbeit mitteilen.

[14] J. Schweng, E. Zbiral, Liebigs Ann. Chem. 1978, 1089.

[15] V. Nair, K. H. Kim, Heterocycles 1977, 7, 353.

[16] A. Hassner, F. W. Fowler, J Am. Chem. Soc. 1968, 90, 2869.

[17] In diesem Fall ist das 3 A-Molekularsieb von entscheidender Bedeutung, da es
die Hydrolyse des Enaminoketons 10 zum entsprechenden a-Diketon verhin-
dert. Dieses ist offensichtlich die einzige drgerliche Nebenreaktion. und ihre
vollstindige Unterdriick ung fiihrt zu noch besseren Ausbeuten an unsymmetri-
schen Pyrazinen.

[18] Die Priifung der neu gewonnenen Cephalostatin-Analoga findet an der Medizi-
nischen Hochschule Hannover (MHH) statt. Wir danken Herrn Prof. Dr. med.
W. Beil (MHH) fiir die Kooperation.

Epothilon A und B - neuartige, 16gliedrige
Makrolide mit cytotoxischer Wirkung:
Isolierung, Struktur im Kristall und Konformation
in Losung**

Gerhard Hoéfle*, Norbert Bedorf, Heinrich Steinmetz,
Dietmar Schomburg, Klaus Gerth und
Hans Reichenbach

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
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Spirangienen!*, wies. Als Reinsubstanzen isoliert, zeigten die
Epothilone A und B (1a bzw. 1b) eine breite Wirkung gegen
eukaryontische Zellen, wobei die Effizienz des Methylderivats B
meist um den Faktor 2 héher war als die des Derivats A.

Bemerkenswert an 1 sind die antifungische Wirkung gegen
Oomyceten (Plasmopara viticola, Phytophthora infestans) in vi-
tro und im Gewéchshaus™ und die Cytotoxizitit gegen Maus-
fibroblasten (Zellinie L929, 1b: IC5, 2 ngmL "), die im Laufe
von drei Tagen zur Desintegration des Zellkerns und zur Apop-
tose (zum programmierten Zelltod) fithrt®). Auch im In-vitro-
Antitumor-Screening des National Cancer Institute (NCI)®!
zeigten die Epothilone eine auffillige Wirkung und Selektivitat
gegen Brust- und Dickdarm-Tumorzellinien!”). In dieses Bild
filgt sich die unabhéngige Entdeckung der Epothilone in einem
Tubulin-Polymerisations-Assay durch Bollag et al.l®!. Dieser
Test und die detaillierten Folgestudien zur Cytotoxizitdt und
Mitosehemmung zeigen, daB die Epothilone eine dem Taxol
nahezu identische Wirkungsweise und Aktivitdt aufweisen und
nach den Ergebnissen von Verdrangungsexperimenten offenbar
um dieselbe Bindungsstelle an den Mikrotubuli konkurrieren.
Diese Befunde fiihrten zu einem grofBen Interesse an der Herstel-
lung der Epothilone, ihrer Raumstruktur und einer eventuellen
Homologie zu Taxol, iiber die hier berichtet werden soll.

Zur Herstellung der Epothilone im Gramm-Malstab wird
der Extrakt (46 g) aus 230 L Kultur des Produktionsstammes!>!
an Sephadex LH-20 (Sdule 20 x 100 cm, 20 mLmin~! Metha-
nol) fraktioniert. Aus den Epothilon-haltigen Fraktionen
(R, = 265-295 min, 12 g) werden durch Chromatographie an
RP-18-Kieselgel (Prep-bar-Anlage, Merck, Sdule 40 x 10 cm,
180 mLmin ' Methanol/Wasser 3/1) und Rechromatographie
der Mischfraktionen insgesamt 4.8 g Epothilon A 1aund 2.1 ¢
Epothilon B 1b als farblose Ole gewonnen. Beide Verbindungen
kristallisieren beim Verreiben mit Ethylacetat.

Elementaranalyse und physikalische Daten fithrten zu den
Summenformeln C, H;4NO,S fiir 1aund C,,H,;NO,S fiir 1 b,
'H- und '*C-NMR-Spektren (Tabellen 1 und 2) und ihre 2D-
Korrelation passen widerspruchsfrei zur Struktur der Epothilo-
ne. Diese wurde bestétigt durch eine an 1b durchgefiihrte Ront-
genstrukturanalyse'®!, die auch die absolute Konfiguration der
acht stereogenen Zentren erbrachte (Abb. 1)!1%. Die aus Di-

Tabelle 1. Physikalische und spektroskopische Daten der Verbindungen 1a und 1b.

1a: farblose Kristalle aus Ethylacetat; Schmp. 95°C; Loslichkeit in Wasser bei
20°C:0.7gL"*; DC: R, = 0.75 (Kieselgel Si60, Dichlormethan/Methanol, Detek-
tion mit Vanillin/Schwefelsdure, blaugraue Anfirbung beim Erhitzen auf 120 °C);
HPLC: R, =3.5min (Nucleosil 100, C-18, 5 um, 125 x 4-mm-Sidule, Laufmittel
Methanol/Wasser 65/35, 1 mLmin~?, Detektion bei 254 nm); UV (MeOH):
Amax (€) = 211 (17800), 249 nm (12500); [#)2' = — 47.1 (¢ =1.0 in Methano}); IR
(KBr): v=3476, 2974, 2938, 2882, 1738, 1692cm™'; '3*C-NMR (150 MHz,
[D]DMSO): § =170.3 (C-1), 38.4 (C-2), 71.2 (C-3), 53.1 (C-4), 217.1 (C-5), 45.4
(C-6),75.9 (C-7), 35.4 (C-8), 29.6 (C-9), 23.6 (C-10), 27.2(C-11), 56.6 (C-12), 54.4
(C-13), 32.1 (C-14). 76.3 (C-15), 137.3 (C-16), 119.1 (C-17), 152.1 (C-18), 117.7
(C-19),164.2 (C-20), 18 .8 (C-21), 20.8 (C-22), 22.6 (C-23), 16.7 (C-24), 18.4 (C-25),
14.2 (C-27) [a]; EY-MS (70eV): m/z (%): 493.2485 (22) [ber. fiir C,sH;,NOS:
493.2498], 421 (20), 306 (70), 166 (50), 165 (84), 164 (100)

1b: farblose Kristalle aus Ethylacetat; Schmp. 93-94°C; DC: R, = 0.75; HPLC:
R, = 4.1 min (Bedingungen siche 1a); UV (MeOH): 4, (¢) = 211 (18 600), 249 nm
(14100); []3' = — 35.0 (¢ = 0.7 in Methanol); IR (KBr): ¥ = 3487, 2966, 2935,
2880, 1738, 1690 em ™ !; 13C-NMR (150 MHz, [D(]DMSO): § =170.1 (C-1), 38.2
(C-2), 70.5 (C-3), 53.2 (C-4), 217.4 (C-5), 44.9 (C-6), 75.5 (C-7), 35.6 (C-8), 29.6
(C-9), 23.0 (C-10), 32.1 (C-11), 61.0 (C-12), 61.5 (C-13), 33.0 (C-14), 76.6 (C-15),
137.2 (C-16), 119.2 (C-17), 152.1 (C-18), 117.7 (C-19), 164.3 (C-20), 18.9 (C-21),
19.7(C-22), 22.5(C-23). 16.4 (C-24), 18.4 (C-25), 22.1 (C-26), 14.1 (C-27); EI-MS
(70 eV): m/z (%): 507.2568 (15) [ber. fiir C,,H,,NO¢S: 507.2576], 421 (20), 306
(70), 166 (50), 165 (84), 164 (100)

Abb. 1. Stereodarstellung der Struktur von Ib im Kristall.

chlormethan gewonnenen Kristalle (Raumgruppe P2,) enthal-
ten danach zwei Molekiile 1b und ein fehlgeordnetes Molekiil
Dichlormethan in der Elementarzelle. Es bestehen intermoleku-
lare Wasserstoftbriicken zwischen 3-OH und dem Epoxid-
sauerstoffatom sowie 7-OH und der C-5-Carbonylgruppe. Das
Kohlenstoffskelett des Makrocyclus ist weitgehend eben, mit
maximalen Abweichungen von der besten Ebene fiir C-6
(—0.96 A) und C-3 (0.85 A). Die Methylgruppen C-22, C-25
und C-26 nehmen eine anndhernd axiale, die Seitenkette mit
dem Thiazolring eine dquatoriale Position ein; 1,3-diaxiale
Wechselwirkungen werden vermieden. Lediglich die cis-Konfi-
guration des Epoxids!! T erzeugt eine Spannung, der das Mole-
kiil nicht ausweichen kann.

Hinweise auf die Konformation in Lésung ergaben sich aus
den vicinalen Kopplungskonstanten ringstdndiger Protonen, die
in Tabelle 2 den fiir die Struktur im Kristall erwarteten Wer-
ten!!?) gegeniibergestellt sind. Aus der guten Ubereinstimmung
der gefundenen und erwarteten Werte folgt, daf3 die Konforma-
tion von 1a und 1b in Lésung der im Kristall nahekommt!*3],

Tabelle 2. '"H-NMR-Daten der Verbindungen la und 1b in [DDMSO bei
600 MHz.

la 1b
Atom [/ J [Hz] [/ J [Hz]
exp. ber. {b]
2-Ha 2.38 2a,2b =16.0 2.35 2a,2b =15.0
2-Hb 2.50 2a,3 =11.0 2.38 22,3 =9.5 10.9
3-H 397 2b,3 = 3.0 4.10 2b,3 =4.5 1.0
3-OH 512 3,3-OH = 6.5 5.08 33-OH =17.0
6-H 3.07 6,7=177 31 6,7 =284 10.8
7-H 3.49 6,24 = 6.7 3.48 6,24 = 6.8
7-OH 446 7,7-OH = 6.6 4.46 7,7-OH = 6.5
8-H 1.34 7851 1.29 781 0.6
9-Ha 1.15 8,25 =67 1.14 8,25=6.8
9-Hb 1.40 1.38
10-Ha 1.15 [a) 1.14 [a]
10-Hb 1.46 [a} 1.43 [a]
11-Ha 1.35 112,12 =9.4 1.31
11-Hb 1.66 116,12 =33 1.61
12-H 2.84 12,13 =13.5 -
13-H 3.06 13,142 =10.0 2.84 13,142 =9.5 11.6
14-Ha 1.76 13,14b = 3.7 2.05 13,14b=13.5 2.2
14-Hb 2.10 14a,14b =14.9 1.84 14a,14b =15.0
15-H 5.27 14a,15 =10.1 5.29 14a,15 = 9.0 9.4
17-H 6.50 14b,15< 1 6.51 146,15 = 2.0 1.0
19-H 7.35 7.35
21-H, 2.65 2.65
22-H, 0.94 0.90
23-H, 1.21 1.19
24-H, 1.06 1.07
25-H, 0.90 0.91
26H, - 1.19
27-H, 2.10 [¢] 2.11

[a] Zur leichteren Vergleichbarkeit wird die Methylgruppe an C-16 auch in 1a als
C-27 bezeichnet.
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{a} Zuordnung vertauschbar. [b] PCMODEL nach der Struktur im Kristall.
[c] Siehe FuBnote zu Tabelle 1.

0044-8249/96/10813-1672 § 15.00 +.25/0 Angew. Chem. 1996, 108, Nr. 13/14



ZUSCHRIFTEN

Lediglich im Spinsystem 2-H,/3-H werden mit J,, ; = 3.0 (1a)
und 4.5 Hz (1b) signifikant héhere Werte als erwartet gefunden.
Da die benachbarten C-Atome keine Protonen tragen, kann die
Konformationsinderung in diesem Ringsegment nicht niher
beschrieben werden.

Grofere Verdnderungen sind jedoch auszuschlieBen, da die in
Abbildung 2 angegebenen NOE-Beziehungen gut mit der ange-

Me 21

Abb. 2. Ausgewihlte NOE-Beziehungen in 1b.

nommenen Konformation iibereinstimmen. Fiir die Seitenkette
mit dem Thiazolrest gibt es offenbar keine Vorzugskonforma-
tion. Die NOE-Effekte bestitigen aulerdem die Zuordnung der
Protonensignale und indirekt die der *C-NMR-Signale in den
Tabellen 1 und 2. 'H-NMR-Experimente mit 1b in [D,]-
Methanol und [D¢{]DMSO unter Zusatz von 10 bis 50 Vol.- %
D,O weisen darauf hin, daB auch in biologischen Medien die
urspriingliche Konformation beibehalten wird.

Beim Vergleich der Epothilone mit Taxol fallen eine Reihe
von strukturellen Ahnlichkeiten auf: Beide Verbindungstypen
enthalten eine geminale Dimethylgruppe, eine f-Hydroxyoxo-
Einheit und einen kleinen Etherring. Zudem entspricht der Um-
fang des 14gliedrigen Diterpenteils von Taxol anndhernd dem
des Lactonrings in den Epothilonen. Reduziert man jedoch Ta-
xol auf die fiir die biologische Wirkung notwendigen Struktur-
elemente! %) und beriicksichtigt die riumliche Anordnung der
einander entsprechenden funktionellen Gruppen, so bleiben kei-
nerlei Ahnlichkeiten. Hinzu kommt, da den rdumlich weit ge-
trennten essentiellen Phenylresten in 2- und 13-Position von
Taxol nur eine derartige Seitenkette in den Epothilonen gegen-
iibersteht. Daraus muf3 man den Schluf ziehen, daB} die Epothi-
lone und Taxol unterschiedliche, mdglicherweise liberlappende
Bindungsstellen an den Mikrotubuli besetzen.

Ob die Epothilone eine dem Taxol vergleichbare oder gar
bessere In-vivo-Wirkung zeigen, mufl sich noch erweisen. Be-
reits jetzt erkennbare Vorteile sind die sehr viel hohere Aktivitit
gegen P-Glycoprotein-bildende, multiresistente Tumorlinien!®!,
die um den Faktor 30 hohere Wasserloslichkeit und die nahezu
unbegrenzte Zuginglichkeit durch Fermentation in einem tech-
nischen Medium™,
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Metastabile inverse Kugelmicellen und micellare
Drihte aus Blockcopolymeren**

Joachim P. Spatz, Stefan M&Bmer und Martin Méller *

Amphiphile Molekiile wie Tenside und Lipide assoziieren in
wilBriger Losung und kénnen sehr gut definierte kugelférmige
und stdbchenférmige Micellen bzw. Pléittchen, kontinuierliche
Strukturen, Doppelschichten und Vesikel bilden. Durch Ande-
rung der Ldsungsbedingungen (lonenstirke, Konzentration,
pH-Wert, Temperatur) konnen diese teilweise ineinander {iber-
fiihrt werden!!!. Fiir Blockcopolymere, d.h. makromolekulare
Amphiphile, sind Strukturiiberginge im ungeldsten Zustand in
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