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Synthese des Proteinphosphatase-2A -
Inhibitors (4S,55,6S5,108,115,125)-Cytostatin**

Laurent Bialy und Herbert Waldmann*

Professor Lutz F Tietze zum 60. Geburtstag gewidmet

Die reversible Phosphorylierung von Proteinen wird von
lebenden Organismen als zentraler Mechanismus zur Regu-
lierung von zelluldren Prozessen verwendet, und die fehler-
hafte Phosphorylierung von Proteinen ist an vielen Krank-
heiten wie Krebs oder Diabetes beteiligt.!! Die Proteine
werden durch Proteinkinasen (PK) phosphoryliert und durch
Proteinphosphatasen (PP) dephosphoryliert. PKs sind etab-
lierte Objekte der Wirkstoffforschung.’l Dagegen ist die
Entwicklung niedermolekularer Inhibitoren der PPs erst seit
KurzemP! ein schnell wachsendes Forschungsgebiet der kli-
nischen Biologie und der medizinischen Chemie.! In der
Natur vorkommende PP-Inhibitoren wurden intensiv zur PP-
Inhibierung in biologischen Experimenten genutzt.’l Daher
konnen Naturstoffe mit PP-inhibitorischer Wirkung als wert-
volle ,,Startpunkte® im Strukturraum zur Entwicklung wir-
kungsvoller und selektiver PP-Inhibitoren angesehen werden.
Dies wurde kiirzlich durch die Festphasensynthese und bio-
logische Untersuchung von Analoga des Cdc25-Phosphatase-
Inhibitors Dysidiolid belegt.®}

Der in der Natur vorkommende PP2A-Inhibitor Cytostatin
1 (IC5=210 nm), der von Ishizuka et al. aus einem
Streptomyces-Stamm isoliert wurde,[™ inhibiert die Adhésion
von Bl6-Melanomzellen an Laminin und Kollagen, zeigt
antimetastatische sowie cytotoxische Eigenschaften und
induziert in B16-Melanomzellen!’¥ in submikromolaren Kon-
zentrationen Apoptose. Hier stellen wir die Synthese des
(45,58,65,108,118,128)-Isomers von Cytostatin vor.

Ishizuka et al. kldrten die Konstitution von Cytostatin auf,
nicht jedoch dessen relative und absolute Konfiguration.[’
Bei der Syntheseplanung zogen wir deshalb Riickschliisse aus
den strukturverwandten Naturstoffen Fostriecin 2 und den
Phoslactomycinen 3.1 Die Konfiguration der Stereozentren 4
und 5 sowie 10—12 wurde analog gewéhlt, da die Biosyn-
thesen der Naturstoffe moglicherweise &dhnlich sind und
gleiche Edukte oder Biokatalysatoren bei den Synthesen
zum Einsatz kommen. Das Stereozentrum 6 wurde willkiirlich
festgelegt. Wegen der unbekannten Konfiguration des Natur-
stoffs wurde bei der Syntheseplanung besonderer Wert auf
eine groftmogliche stereochemische Flexibilitdt gelegt, so-
dass die Konfiguration schnell und zuverléssig variiert werden
kann (wenn notig). Dies wurde durch die Durchfiihrung der
Aldoladdition nach Evans (die den Zugang zu syn- und anti-
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Aldolprodukten in beiden enantiomeren Formen gestat-
tetl®l), der asymmetrischen Evans-Alkylierung sowie der
stereoselektiven Reduktion eines Alkinons sichergestellt.['!
Fiir Letztere sind effiziente, zu beiden Isomeren fiihrende,
reagenskontrollierte Methoden bekannt.

Um die labile Trien-Einheit in einem spéten Syntheseschritt
einzufilhren und eine Synthese zu entwickeln, die einen
bequemen Zugang zu stabileren Analoga des Naturstoffs
eroffnet, wurde 1 retrosynthetisch in das Vinyliodid 4 und das
Dienylstannan 5 zerlegt. 4 und 5 sollten iiber eine Stille-
Kupplung miteinander verkniipft werden (Schema 1).'”] Die
in 4 enthaltene a,f-ungesittigte Lacton-Einheit wurde auf
den S-Hydroxyaldehyd 6 zurtickgefiihrt, der durch eine Still-
Gennari-Olefinierung"¥ und eine anschlieBende Umsetzung
zum Lacton erhiltlich sein sollte. Es war vorgesehen, die

O ... 0O
o

1
4

BuzSn

SiMe3

9
Schema 1. Retrosynthese von (45,5S5,65,105,115,12S5)-Cytostatin.
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beiden syn-Diol-Einheiten in C5/C6- und C10/C11-Stellung
von 1 durch asymmetrische Aldoladdition mit dem N-Pro-
pionyloxazolidinon 7 als Nucleophil aufzubauen.' Der
chirale Aldehyd 8, der durch asymmetrische Alkylierung®
des gleichen Oxazolidinons 7 erhiltich ist, sollte in einer
ersten Aldoladdition als Elektrophil fungieren. Eine zweite
Aldoladdition war nach Uberfithrung der Doppelbindung in
eine Formylgruppe geplant. Die hierbei entstehende N-
Acylverbindung sollte mit Trimethylsilylacetylen 9 als Nuc-
leophil in ein Alkinylketon umgewandelt, und 6 in einer
anschlieBenden Reduktion als Vorstufe von 4 erhalten
werden.

Der chirale Alkohol 10 wurde wie von Evans et al.
beschrieben synthetisiert!™ und durch Swern-Oxidation in
den entsprechenden Aldehyd tiberfiihrt. Das fliichtige Pro-
dukt wurde in einer asymmetrischen Aldoladdition mit dem
aus 7 erhaltenen Dibutylborenolat umgesetzt. Das kristalline
Aldoladdukt 11 entstand hoch stereoselektiv und in hoher
Ausbeute (Schema 2). Die in Spuren nachgewiesenen, uner-
wiinschten Diastereomere konnten bequem durch Umkris-
tallisieren abgetrennt werden. Nach dem Schiitzen der
Hydroxyfunktion als Methoxymethyl(MOM)-ether, dem Ent-
fernen des chiralen Auxiliars durch Reduktion mit in situ

O O OH
HOW ab O’lNW c-e
PR
10 11
TBSO  OSG (., TBSO  0SG OH O f\
12
TBSO 0SG

0sG Q TBSO OSG 0OSG Q
: \ :

(R)-16

m-o0

HO  OSG OSG OTBDPS

Schema 2. Synthese des Intermediats 17, das alle Stereozentren enthalt.
a) (COCl),, DMSO, NEt;, CH,Cl,, —78°C bis RT; b) 7, Bu,BOTf, DIPEA,
CH,Cl,, —78°C bis RT; dann H,0,, pH7, 0°C bis RT; 68% (2 Stufen);
¢) MOMC], DIPEA, CH,Cl,, RT, 97 %; d) LiBH,, H,O, Et,0, 0°C bis RT,
78 % e) TBSCI, Imidazol, DMF, RT, 97 %; f) 9-BBN, THF, RT, dann H,0,,
NaOH, 83%; g) (COCl),, DMSO, NEt;, CH,Cl,, —78°C bis RT; h) 7,
Bu,BOT{, DIPEA, CH,Cl,, — 78°C bis RT, dann H,O,, pH =7,0°C bis RT;
TBSCl, NEt;, DMAP, CH,Cl,, RT, 86% (2 Stufen); i)Me,;Al,
[H,NMeOMe]*Cl-, THF, —10°C bis 0°C, 84%; j) MOMCI, DIPEA,
CH,Cl,, RT, 92%; k) 9, BuLi, —78°C, THF, —78°C bis —10°C; 1) Borax,
Methanol, H,O, —10°C bis RT, 95% (2 Stufen); m) (R)-16, BH;- Me,S,
THEF, —30°C, 96 %; n) TBDPSCI, Imidazol, DMF, RT; o) HF/Pyridin, THF,
RT, 40 min, 88% (2 Stufen). DIPEA = Diisopropylethylamin, 9-BBN =
Borabicyclo[3.3.1]nonan, Tf = Trifluormethansulfonyl, DMAP =
4-Dimethylaminopyridin, SG = MOM = Methoxymethyl.
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hergestelltem , LiBH;OH*“['") und dem Derivatisieren des
primidren Alkohols zum tfert-Butyldimethylsilyl(TBS)-ether
wurde das Olefin 12 in einer hohen Gesamtausbeute isoliert.
Nach Hydroborierung der Doppelbindung durch 9-BBN und
oxidativer Aufarbeitung sowie anschlieBender Swern-Oxida-
tion des priméren Alkohols wurde das gewiinschte Aldehyd-
Intermediat erhalten. Wie erwartet ergab eine zweite syn-
Aldoladdition mit dem aus dem Acyloxazolidinon 7 herge-
stellten Borenolat das $-Hydroxyamid 13 in hoher Ausbeute
und mit hoher Stereoselektivitit (nur ein einziges Diastereo-
mer konnte durch 'H-NMR-Spektroskopie detektiert wer-
den). Die absolute Konfiguration des Aldoladdukts 13 wurde
unter der Annahme bestimmt, dass die Reaktion reagens-
kontrolliert mit syn-Selektivitdt ablauft, wie es fiir viele
andere Reaktionen beschrieben wurde.['¥ Die im Verlauf der
Aldoladdition abgespaltene TBS-Schutzgruppe konnte prob-
lemlos wieder selektiv eingefithrt werden.

Zum Aufbau des letzten Stereozentrums wurde ein Alki-
nylketon benétigt. Dafiir wurde das Acyloxazolidinon 13 in
das vollstindig geschiitzte Weinreb-Amid 14 umgewandelt
und anschlieBend mit Lithiumtrimethylsilylacetylid umge-
setzt. Nach der Abspaltung der TMS-Schutzgruppe durch
katalytische Mengen Borax in Methanol wurde 15 in hoher
Ausbeute erhalten. Die stereoselektive Reduktion der Keto-
Funktion wurde mit verschiedenen Reagentien untersucht,
darunter Alpin-Boran!''®l und Boran in Gegenwart eines von
Phenylglycin abgeleiteten Oxazaborolidins."*! Die hochsten
Ausbeuten wurden mit Boran und zwei Aquivalenten des
Oxazaborolidins (R)-16 erzielt.''d] Der gewiinschte sekun-
didre Alkohol entstand nahezu quantitativ, ein zweites Dia-
stereomer konnte durch "H-NMR-Spektroskopie nicht nach-
gewiesen werden. Fiir den Schutz der propargylischen Alko-
holfunktion war nun eine Schutzgruppe nétig, die unter den
Bedingungen der geplanten Still-Gennari-Olefinierung und
der anschlieBenden sauer vermittelten Lactonbildung nicht
abgespalten wird. Zusitzlich sollte sie auch bei der Entfer-
nung der TBS-Schutzgruppe stabil sein. Nach umfangreichen
Untersuchungen wéhlten wir die tert-Butyldiphenylsilyl-
(TBDPS)-Schutzgruppe aus, die alle diese Kriterien erfiillt.
Nach FEinfithrung der TBDPS-Gruppe gelang die selektive
Entschiitzung der TBS-Gruppe zum primiren Alkohol 17 am
besten mit HF/Pyridin.

Nach Oxidation des Alkohols 17 mit dem Dess-Martin-
Periodinan (DMP)['1 wurde der erhaltene Aldehyd unter
Still-Gennari-Bedingungen in das (Z)-Olefin 18 iiberfiihrt
(Schema 3). Bei der nachfolgenden Entfernung der MOM-
Schutzgruppen mit CBr, in 2-Propanol (wobei vermutlich
HBr in situ entsteht)!'®! wurde gleichzeitig das Lacton 19
gebildet.

Die Phosphatgruppe wurde an diesem Punkt der Synthese
eingefiihrt, um einen flexiblen Zugang zu unterschiedlichen,
phosphorylierten Analoga des Naturstoffs entwickeln zu
konnen. Die richtige Wahl der Phosphatschutzgruppe war
hier entscheidend. Erste Experimente mit der Methoxyben-
zylschutzgruppe, die bei der Synthese des Fostriecins erfolg-
reich angewandt wurde,®! fiihrten nicht zum Erfolg. Auch die
Wahl des Cyanethylesters erwies sich als falsch, da im letzten
Syntheseschritt nur eine Cyanethylschutzgruppe abgepalten
werden konnte, ohne dabei das Molekiill zu zerstoren.

Angew. Chem. 2002, 114, Nr. 10
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Schema 3. Abschluss der Synthese. a) DMP, CH,Cl,, NaHCO;, 93 %;
b) (CF;CH,0),P(O)CH,C(O)OMe, [18]Krone-6, KHMDS, THF, —78°C,
92%; c) CBr,, 2-Propanol, 82°C, 83%; d)(FmO),PNiPr,, Tetrazol,
CH,Cl,/CH;CN, 0°C bis RT; dann I,, Pyridin, H,O, THF, 95%; e) HF/
Pyridin, THF, RT, 28h, 82%; f)NIS, AgNO;, DMF, RT, quant.;
g) KF"OOC—N=N-COO~K*, HOAc, 2-Propanol/Dioxan, 63%; h)5,
[PACL,(CH;CN),], DMF/THEF, 62 %; i) NEt;/CH;CN =1/5, RT, dann Na*-
Dowex-Harz, 85%. DMP = Dess-Martin-Periodinan, KHMDS = Kalium-
bis(trimethylsilyl)azid, NIS = N-Iodsuccinimid, SG = MOM.

Letztlich ermoglichte die Verwendung des Fluorenylmethyl-
esters!”! die erfolgreiche Abspaltung der Schutzgruppen.
Die Phosphatgruppe wurde durch Phosphitylierung mit
anschlieBender Oxidation eingefiihrt, und nach selektiver
Abspaltung der TBDPS-Gruppe wurde das gewiinschte Alkin
20 in hoher Ausbeute erhalten. Die Uberfiihrung von 20 in das
(Z)-Vinyliodid 21 erwies sich als problematisch. Nach um-
fangreichen Untersuchungen gelang die Umsetzung des
Alkins zum Alkinyliodid durch Silbernitrat-katalysierte Io-
dierung und nachfolgende Reduktion der Dreifachbindung
mit Diimin.?! Bei allen untersuchten Reaktionsbedingungen
traten unerwiinschte Nebenreaktionen auf, vor allem die
Reduktion und Ringoffnung des a,B-ungesittigten Lactons.
Diese Nebenreaktionen konnten jedoch durch Herstellung
des Diimins in situ in 2-Propanol weitgehend unterdriickt
werden. 21 wurde in 63% Aubeute erhalten (Schema 3).
Dieses Intermediat wurde fiir die Stille-Kupplung mit dem
(Z,E)-Dienylstannan 5 mit [PdCL,(CH;CN),] als Katalysator
und ohne weitere Phosphanliganden eingesetzt.l'2l Unter
diesen Bedingungen entstand das empfindliche (Z,Z,E)-Trien
22 in zufriedendstellender (62% ) Ausbeute. Das Dienylstan-
nan 5 wurde ausgehend von Crotonaldehyd durch Uberfiih-
rung in das Dibromolefin mit CBr, und PPh;, Behandlung mit

0044-8249/02/11410-1821 $ 20.00+.50/0 1821
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BuLi und Bu;SnCl zum Eninstannan sowie anschlieBende
Hydrozirconierung synthetisiert (nicht gezeigt). Danach wur-
de die Phosphatschutzgruppe entfernt. Bei der Behandlung
des Phosphorsiuretriesters 22 mit einem Uberschuss Triethyl-
amin wurden beide Fluorenylmethylgruppen in einer p-
Eliminierung abgespalten, und 1 wurde in 85% Aubeute
isoliert.

Synthetisches 1 zeigt einen spezifischen Drehwert von
[@]?® =450 (¢=0.114 in [D4MeOH). Leider kann dieser
Wert nicht zur Bestimmung der absoluten Konfiguration des
Naturstoffs herangezogen werden, da Ishizuka et al. keine
Angaben zum spezifischem Drehwert ihrer isolierten Verbin-
dung machten.[

Die PP2A-inhibierende Wirkung von synthetischem 1
wurde mit p-Nitrophenylphosphat als Substrat untersucht.’#!
Der ICs,-Wert fiir 1 betrdgt 33 nm. Dieser Wert ist um eine
GroBenordnung niedriger als der des Naturstoffs. Unsere
Annahme hinsichtlich der absoluten Konfiguration des Natur-
stoffs sollte demnach zumindest fiir die meisten Stereozentren
zutreffend sein.

Wir haben eine asymmetrische Synthese des
(45,55,65,108,115,12S)-Isomers des PP2A-Inhibitors Cytosta-
tin entwickelt. Die Synthese nutzt ausschlieflich reagens-
kontrollierte Reaktionen und ist damit stereochemisch flexi-
bel. Sie ermoglicht den zuverldssigen und effizienten Zugang
zu jedem gewiinschten Cytostatin-Isomer. Die erfolgreich
etablierte Synthese eroffnet Moglichkeiten fiir weitergehende
biologische Untersuchungen und neue Anti-Tumorwirkstoffe.

Eingegangen am 31. Januar 2002 [Z18620]
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Ein effizienter nucleophiler Carben-
Katalysator fiir die asymmetrische
Benzoinkondensation**

Dieter Enders* und Ulrike Kallfass

Seit den frithen Arbeiten von Ugai et al.l'l und Breslow
et al.?l ist bekannt, dass Thiazoliumsalze wie 3-Ethylthiazo-
liumbromid oder das natiirliche Thiamin (Vitamin B,) die
Kondensation von Benzaldehyd zu Benzoin unter basischen
Bedingungen katalysieren. Die ersten Untersuchungen einer
asymmetrischen Variante der Benzoinkondensation gehen
auf Sheehan etal.>4 im Jahr 1966 zuriick, die mit (S)-4-
Methyl-3-(1-naphthyl)-ethylthiazoliumbromid™ als Prikata-
lysator einen damals beachtlichen Enantiomereniiberschuss
von 52% erzielten. In der Folgezeit wurde eine Vielzahl an
unterschiedlich substituierten chiralen Thiazoliumsalzen syn-
thetisiert und in der asymmetrischen Benzoinkondensation
getestet.> 1% Die Enantiomereniiberschiisse (1-57 %) konn-
ten dabei jedoch kaum gesteigert werden.

Ein entscheidender Durchbruch gelang mit der Verwen-
dung von 1,2,4-Triazoliumsalzen,'''?l die 1995 von uns in
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