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Naturstoffhybride

Bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe spielen Naturstoffe eine

Angewandte

Aus dem Inhalt

wichtige Rolle. Besondere Bedeutung kommt ihnen auf den Gebieten

Antiinfektiva, Krebstherapeutika und Immunsuppressiva zu. Die Zahl
der natiirlich vorkommenden Substanzen ist jedoch begrenzt, wohin-
gegen durch die Kombination von Teilen unterschiedlicher Naturstoffe

Millionen von Naturstoffhybriden mit vielfiltigen und verschieden-

artigen Eigenschaften zugdnglich sein sollten. Dieser Ansatz ist fiir die
Entwicklung neuer Leitstrukturen fiir sowohl medizinische als auch
agrochemische Anwendungen sehr vielversprechend, da die biolo-
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gische Aktivitit dieser Hybride in vielen Fiillen diejenige der
entsprechenden Mutterverbindungen iibersteigt. Der Vorteil dieses

Konzepts gegeniiber einem auf dem Zufall beruhenden kombinato-
rischen Ansatz besteht in der Vielfalt und der inhirenten biologischen

Aktivitit der gebildeten Hybride.

1. Einfiihrung

Bevor sich die moderne Synthesechemie in der Mitte des
19. Jahrhunderts zu entfalten begann, hatte die Natur bereits
Millionen von Jahren Zeit gehabt, eine Unmenge vielféltiger
Substanzen zu entwickeln. Viele dieser Verbindungen ver-
schafften ihrem Produzenten einen evolutionédren Vorteil im
Uberlebenskampf in einer mehr oder weniger unwirtlichen
Umgebung, sodass der Anteil biologisch aktiver Verbindun-
gen aus natiirlichen Quellen relativ hoch ist. Tatsdchlich hat
der Mensch die Natur immer als Apotheke genutzt: Etwa
40% der Wirkstoffe, die in den letzten Jahren ihre Zulassung
erhielten, sind entweder Naturstoffe oder aber Naturstoff-
derivate oder -analoga.l'! Bei den Krebstherapeutika und
Antiinfektiva wird ihr Anteil sogar auf iiber 60 % geschitzt,
darunter wohlbekannte Verbindungen wie Penicillin G (1)
und Erythromycin A (2) sowie Colchicin (3), Vinblastin (4a),
Vincristin (4b) und Paclitaxel (Taxol, 5). Organtransplanta-
tionen wiren ohne immunsuppressive Naturstoffe wie Cyc-
losporin A (6), FK-506 (7) oder Rapamycin (8) undenkbar.
Nicht nur die Pharmakologie profitiert von Naturstoffen und
deren Analoga, sondern auch der moderne Pflanzenschutz.?!
Sie spielen eine wichtige Rolle als hochwirksame Insektizide
(z.B. Pyrethrin (9) und Spinosyn A (10a) und D (10b)) oder
Fungizide (z.B. Analoga von Strobilurin A (11)).

Die moderne kombinatorische Chemiel® erlaubt heutzu-
tage die Synthese von Millionen neuer Verbindungen in
relativ kurzen Zeitrdumen. Die biologische Aktivitdt derar-
tiger Substanzbibliotheken kann mit Hochdurchsatz-Scree-
ning-Techniken (high throughput screening, HTS) ausgewer-
tet werden.[! Dennoch haben sich bisher keine deutlichen
Vorteile dieses rein zufallsgesteuerten Ansatzes gezeigt; dies
mag auf einen Mangel an struktureller Diversitédt zuriick-
zufiihren sein. Daher erscheint es nur konsequent, von der
Diversitat der Natur zu profitieren und zwei oder mehr
Naturstoffe miteinander zu einem Hybrid zu kombinieren.

Natiirlich stellt sich die Frage, ob eine derartige Strategie
bei der Entwicklung biologisch aktiver Therapie-Wirkstoffe
mit neuartigen Eigenschaften von Nutzen sein kann, oder ob
es schon Beispiele fiir die Stdrken dieser Methodik gibt.
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Genau betrachtet ist die Strategie gar
nicht neu, sie wird sogar in der Natur
gefunden: z.B. bei Vitamin E, bei dem
die terpenoide Phytylkette die Wech-
selwirkung mit der Zellmembran
sicherstellt und das von der Shikimisdure abgeleitete Phenol
als Radikalfanger fungiert. Ein weiteres natiirlich auftreten-
des Naturstoffthybrid ist das bereits erwidhnte Indol-Alkaloid
Vincristin (4b), das die Uberlebenschancen an lymphatischer
Leukédmie erkrankter Kinder deutlich verbessert hat: Friiher
verlief diese Krankheit todlich, heutzutage konnen die jungen
Patienten mit Vincristin mit einer Erfolgsquote von tiber
60 % geheilt werden. Vincristin ist aufgebaut aus Vindolin —
einem Alkaloid der Aspidosperma-Untergruppe — und Catha-
ranthin — das zur Iboga-Untergruppe der Indol-Alkaloide
gehort. Besonders interessant ist, dass keines der Monomere
eine ausgeprigte biologische Wirksamkeit aufweist. Da das
Konzept noch recht jung ist, sind bisher keine kiinstlichen
Naturstoffhybride als Wirkstoffe zugelassen, doch zeigen
mehrere in den vergangenen Jahren entwickelte Verbindun-
gen vielversprechende biologische Aktivitidt, was in diesem
Aufsatz diskutiert wird.

Die Hybride konnen entweder durch klassische prépara-
tiv-organische Methoden synthetisiert werden oder aber durch
die Hybridisierung der entsprechenden Biosynthesesys-
teme, namentlich durch einen Transfer von Genclustern in
einen neuen Wirtsorganismus, der dann neue — nichtnatiir-
liche — Naturstoffe herstellt. Diese Methode bezeichnet man
als ,kombinatorische Biosynthese“.’] Sie findet zurzeit
hauptséchlich bei der Synthese neuer Polyketide Anwendung.

[*] Prof. Dr. L. F. Tietze, Dipl.-Chem. H. P. Bell
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Georg-August-Universitat Gottingen

TammannstraRe 2, 37077 Géttingen (Deutschland)

Fax: (+49) 551-39-9476

E-mail: ltietze@gwdg.de

Dr. S. Chandrasekhar
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Das Titelbild zeigt Ganesha, den indischen Gott der Weisheit und
des Wohlstands, in einem Dreieck aus den Naturstoffen Ostron und
Talaromycin B sowie einem synthetischen Hybrid aus beiden. Einer
Legende zufolge schlug Schiwa seinem Sohn in blinder Eifersucht
den Kopf ab und gab ihm reumiitig den eines Elefanten, des ersten
vorbeikommenden Lebewesens.
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Im vorliegenden Aufsatz werden zum ersten Mall
aktuelle Entwicklungen auf den Gebieten Design, Synthese
und biologische Evaluierung von Naturstoffhybriden und
verwandten Verbindungsklassen diskutiert. Da es bereits
exzellente Literaturiibersichten iiber die kombinatorische
Biosynthese und die Herstellung von Hybridverbindungen
mittels genetisch verdnderter Organismen gibt,’l werden
diese Gebiete hier nicht erortert.

Wir haben die Naturstoffhybride in vier Klassen unter-
teilt: 1. Natiirlich vorkommende Hybride, die ganze Natur-
stoffe oder deren Analoga miteinander verkniipfen, 2. natiir-
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lich vorkommende Hybride, die Teilstrukturen von Natur-
stoffen oder deren Analoga miteinander verkniipfen, 3. syn-
thetische Hybride, die ganze Naturstoffe oder deren Analoga
miteinander verkniipfen und 4. synthetische Hybride, die
Teilstrukturen von Naturstoffen oder deren Analoga mitein-
ander verkniipfen. Unser Hauptaugenmerk gilt der zuletzt
genannten Klasse, es werden jedoch auch einige Beispiele fiir
die anderen Gebiete vorgestellt. Schwerpunkt dieses Aufsatzes
ist die Diskussion von kiinstlichen Hybriden, ihren Synthesen
sowie ihren biologischen FEigenschaften, die sich oftmals von
denjenigen ihrer Stammverbindungen unterscheiden.
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2. Natiirlich vorkommende Hybride

2.1. Natiirlich vorkommende Hybride, die ganze Naturstoffe oder
deren Analoga miteinander verkniipfen

Ein interessantes Beispiel fiir diese Klasse natiirlicher
Hybride ist das antimikrobiell wirksame Antibiotikum Thio-
marinol (12), das aus der Kulturbrithe des marinen Bakte-
riums Alteromonas rava sp. nov. SANK 73390 isoliert wurde.
Die Struktur von 12 ist ein Hybrid aus einem Pseudomon-
siure-C-Analogon (13b) und Holothin (14).7! Entscheidend

S
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ist, dass das antimikrobielle Spektrum von Thiomarinol gegen
Gram-positive und Gram-negative Bakterien (z.B. multire-
sistente  Staphylococcus-aurea-Stamme)  Charakteristika
beider Mutterverbindungen aufweist — deren Wirksamkeit
wird jedoch vom Hybrid 12 deutlich iibertroffen.

Die Bildung von Dimeren aus Naturstoffen ist in der
Natur hiufig anzutreffen. Derartige Verbindungen zeigen
normalerweise eine andere biologische Aktivitdt als die
entsprechenden Monomere. Zu den bekanntesten Beispiele
zdhlen die erwidhnten Alkaloide Vinblastin (4a) und Vincri-
stin (4b), die beide Kklinisch eingesetzt werden. Weitere
Beispiele sind Bisbenzylisochinolin-Alkaloide wie Tubocura-
rin, die in der Chirurgie lange Zeit als Muskelrelaxantien
Verwendung fanden. Sie wurden mittlerweile durch Amino-
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steroid-Derivate wie Vecuroniumbromid und Rocuronium-
bromid ersetzt.

Einige neue Beispiele fiir natiirlich auftretende dimere
Naturstoffdimere sind die Naphthylisochinolin-Alkaloide
Michellamin A (15a) und B (15b) sowie Korundamin A
(16).8] Michellamin A ist in jeglicher Hinsicht das Homodi-

15a: (—)-Michellamin A (M, M)
15b: (-)-Michellamin B (M,P)

16: Korundamin A

mer des Alkaloids Korupensamin A (17), wohingegen
Michellamin B die gleiche Konstitution, aber eine andere
Konfiguration an einer der beiden stereogenen Achsen
aufweist. Dagegen ist Korundamin A das Heterodimer aus
Korupensamin A und Yaoundamin A (18).

17: Korupensamin A 18: Yaoundamin A

Wihrend monomere Naphthylisochinolin-Alkaloide in
den Pflanzenfamilien Ancistrocladaceae und Diocophyllaceae
weit verbreitet sind, wurden die dimeren Verbindungen
bisher nur in Ancistrocladus korupensis gefunden. Michella-
min B und Korundamin A zeigen starke Anti-HIV-Aktivitat
mit ECs;-Werten um 2 pM. Dariiber hinaus weist Korund-
amin A in vitro einen ICs-Wert von 1.1 ygmL~! gegen den
Malariaerreger Plasmodia falciparum auf.

Eine weitere interessante Klasse von Dimeren sind die
Biarylbiscarbazol-Alkaloide, z.B. 19 und 20. Hiervon sind
lediglich 14 Verbindungen bekannt, die alle aus Pflanzen der
zwei Rutaceae-Gattungen, Clausena und Murraya S., isoliert
wurden.”) Das charakteristische Strukturmerkmal dieser
Alkaloide ist ebenfalls eine stereogene Achse. In diesen
Pflanzen werden auch iiber eine C-N-Bindung verkniipfte
Dimere wie 21 gefunden. Die biologische Aktivitdat der
Biarylbiscarbazol-Alkaloide ist nicht so ausgepréigt wie die
der dimeren Naphthylisochinolin-Alkaloide, einige von ihnen
sind jedoch wirksam gegen Leishmania donovani sowie gegen
Pilzinfektionen.

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

4131


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

4132

N
H
OMe
21: Murrastifolin-F

20: Bis-7-hydroxy-

girinimbin-B * konfigurationsstabil

Cephalostatine und Ritterazine sind Beispiele fiir dimere
Naturstoffhybride mit besonders hoher biologischer Aktivi-
tdt, die vollkommen andere Eigenschaften haben als ihre
Monomere. Beide Substanzklassen enthalten eine Pyrazin-
einheit, die auf beiden Seiten von einem hochoxygenierten
Steroidsystem flankiert wird. Das Cephalostatin 1 (22), der

“OH 22: Cephalostatin 1

potenteste Vertreter dieses Typs, wurde aus dem marinen
Wurm Cephalodiscus gilchristi isoliert.'”) Beim In-vitro-
Screening gegen die 60 humanen Karzinomstandardzelllinien
des National Cancer Institute (NCI) wird ein Gls,-Wert von
nur ca. 2.20 nM ermittelt.

Dariiber hinaus kennt man viele weitere Beispiele fiir die
Kombination von Naturstoffen, in denen jeweils zwei Xan-
thon-Einheiten miteinander verkniipft sind, z.B. die Cebe-
tine,""! Anthrachinon-Xanthon-Konjugate und die Secalon-
sduren.[?]

2.2. Natiirlich vorkommende Hybride, die Teilstrukturen von
Naturstoffen oder deren Analoga miteinander verkniipfen

In diesem Abschnitt werden Naturstoffhybdride behan-
delt, in denen mindestens einer der Komponenten ein
Molekiilteil fehlt, z. B. eine Hydroxygruppe oder ein Kohlen-
stoffatom. Ein Beispiel sind die Fissistigmatine A-D (23-26),

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

L. F. Tietze et al.

MeO

OMe
OMe

25: Fissistigmatin C

26: Fissistigmatin D

OMe
MeO O Ph

o/ ~

OMe
27 28 29

die aus Fissistigma bracteolatum Chatt. (Annonaceae), einer
Kletterpflanze aus Nordvietnam, isoliert und als Hybride aus
einem Flavonoid und einer Sesquiterpen-Einheit charakteri-
siert wurden.['¥l In der traditionellen siidostasiatischen Medi-
zin wird der Extrakt dieser Pflanze zur Wundstillung sowie als
Antiinfektivum eingesetzt.'¥l Die Biosynthese wurde bisher
noch nicht aufgeklart, aber man geht davon aus, dass sie iiber
einen gemischten Biosynthesepfad verlduft, auf dem eine
Chalcon-Einheit 27 und eine Germacren-Einheit 28 bzw.
Bicyclogermacren-Einheit 29 miteinander verkniipft werden.

Es gibt Tausende von O- und N-glycosidischen Natur-
stoffen wie die Saponine, Flavone, Ribonucleoside und
anthracyclischen Glycoside, die einen Kohlenhydratteil und
einen weiteren Naturstoff, das so genannte Aglucon, enthal-
ten. Diese Substanzen werden in diesem Aufsatz nicht
behandelt, gleichwohl erwdhnen wir einige C-Glycoside. C-
glycosidische Antitumor-Antibiotika, Hybride aus Kohlen-
hydraten und Tetracyclinen, werden generell zur Naturstoff-
klasse der Anthracycline gezihlt, die bereits in zahlreichen
Ubersichtsartikeln beschrieben wurde.['’]

Gilvocarcin und Ravidomycin reprédsentieren eine neue
Klasse Aryl-C-glycosidischer Antitumor-Antibiotika. Sowohl
30 als auch das biologisch wirksamere 31 weisen einen

OMe OH

@ oH
o) -0

30a: (-)-Gilvocarcin M

31: Ravidomycin

R = Me
30b: Gilvocarcin V
R = CH=CH,
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Benzonaphthopyron-Tetracyclus auf; sie unterscheiden sich
in der Kohlenhydrateinheit an der C-4-Position (30: Fucose;
31: ein Aminozucker).!'"]

3. Synthetische Hybride

3.1. Synthetische Hybride, die ganze Naturstoffe oder deren
Analoga miteinander verkniipfen

Geldanamycin (32), ein Ansamycin-Antibiotikum, das
zuerst aus Streptomyces hygroscopicus isoliert wurde, bindet

33: Ostradiol

32: Geldanamycin

an das Hsp90-Chaperonsystem und bewirkt den Abbau
mehrerer wichtiger Signalproteine. Deswegen erhoffte man
vom Design eines Hybrids aus 32 und Ostradiol (33) einen
selektiven Abbau des Ostrogen-Rezeptors (ER).!"")
Ausgehend vom geschiitzten Ostron-Derivat 34 wurde der
Linker iiber a-Alkylierung des Enolats mit einer 1,4-Dihalo-
genverbindung eingefiihrt (Schema 1). Die Aminofunktion
konnte durch nucleophile Substitution mit Azid und anschlie-
Bende Reduktion mit LiAlH, erhalten werden. Bei der
Verkniipfung mit Geldanamycin (32) wurden dessen

1) NaN,, DMSO,
THF, H,0

1) LDA, THF !
e P 2)LAH, THF

2) Elektrophil

Angewandte

Michael-Acceptor-Eigenschaften an C-17 genutzt. Die Spal-
tung des TBS-Phenolethers lieferte schlieBlich das Ostradiol-
Geldanamycin-Hybrid 37, das auf biologische Wirkung unter-
sucht wurde. Tabelle 1 zeigt die zur Verminderung der
Expression verschiedener tumorrelevanter Proteine in
MCF7-Brustkrebszellen (HER2, ER und Raf-1) notwendi-
gen Konzentrationen. In einem weiteren Experiment mit den
genannten Proteinen und IGF1R konnte gezeigt werden, dass
das Hybrid 37a in der Tat iiber eine hohere Selektivitdt beim
Abbau von HER2 und ER verfiigt als Geldanamycin (32) und
Ostradiol (33).

Tabelle 1: Wirkung von Geldanamycin 32 und den Hybriden 37 a-b auf
HER2, ER und Raf-1 in MCF7-Brustkrebszellen.

Verbindung Linker ICso-HER2 1Cso-ER 1Cs-Raf-1
[m] [m] [um]

32 - 0.05 0.06 0.2

37a NN 00 0.08 1.5

37b XL o 0.22 1.5

HER-Kinasen, die von Geldanamycin besonders stark
inhibiert werden, dimerisieren bei ihrer Aktivierung. Deshalb
wurde vermutet, dass beide Einheiten des HER-Kinase-
Dimers mit Hsp90 interagieren.['®! Folglich wurden die Gel-
danamycin-Homodimere 38a-d entwickelt, die mit beiden

OMe Med

> —_—
40-75% ,""R 80-100% ""R 38a: GMD-4c n=4
Oe B O : 38b: GMD-7c n=7
38c: GMD-9¢c n=9
TBSO P TBSO o 38d: GMD-12c n = 12
34 35a:R = -1‘11/\/\/ " 36a:R= -1,11/\/\/ 2
' _ I\ . _ I\
35b:R = = Br 36b:R =, NF: Untereinheiten des HER-Kinase-Dimers interagie-
ren konnten. Die beiden Monomere wurden iiber
;g ?.23 A?:VHSC?A o, THF Pian.li'noalkyl-Linker unterschiedlicher ' Lénge am
> 85% jeweiligen C-17-Atom verbunden, da dieses Atom
OH Kiristallstrukturanalysen zufolge als einziges nicht in

MeO

37a: Linker = ‘H‘,W

/ — \

37b: Linker = =,

Schema 1. Synthese von Hybriden aus Geldanamycin (32) und Ostradiol (33).
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die Bindungstasche hineinragt. Mit steigender Ket-
tenldnge des Linkers wird eine Abnahme der
Selektivitit beobachtet (Tabelle2). Die besten
Selektivititen zeigte das Dimer 38a mit einem
Butyl-Linker; es ist besonders aktiv gegen SKBR3,
eine Zelllinie, in der das HER2-Gen verstirkt
auftritt und folglich das entsprechende Protein
deutlich tiberexprimiert wird. Da die Effekte des
Dimers auf andere Schliisselsignalproteine schwé-
cher sind, sollte GMD-4c (38a) weniger toxisch sein
als Geldanamycin selbst.

P
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Tabelle 2: Wirkung verschiedener Homodimere von Geldanamycin 32
auf Protein-Herabregulierung und Zellwachstum.

Wirkstoff MCF7 SKBR3
ICsol®! (HER2) 1Cso (Raf-1) 1Cs?) ICsl?)
[nMm] [nMm] [nm] [nm]
32 45 200 25 3
38a 60 2200 100 20
38b 70 500 600 200
38c 500 3800 700 500
38d 750 3500 700 650

[a] Wirkstoffkonzentration, bei der das Steady-State-Niveau von HER2
bzw. Raf-1 nach einer Behandlungsdauer von 24 h auf 50% desjenigen
einer Vergleichsprobe abgesenkt wird. [b] ICso der Wachstumsinhibition:
Wirkstoffkonzentration, bei der das Zellwachstum nach viertigiger
Behandlungsdauer auf 50% einer Vergleichsprobe abgesenkt wird.

3.2. Synthetische Hybride, die Teilstrukturen von Naturstoffen
oder deren Analoga miteinander verkniipfen
3.2.1. Hybride mit Steroid-Substrukturen

Im Mammakarzinom, Ovarkarzinom, Prostatakarzinom
und in endometrialen Karzinomen liegen hohere Konzentra-
tionen von Ostrogen-Rezeptoren vor als im Normalgewebe.
Dieser Befund fithrte zur Etablierung von Ostrogenen als
Teilstrukturen fiir cytotoxische Verbindungen, um durch eine
gesteigerte Organ- und/oder Gewebespezifitit die selektive
Anreicherung der cytotoxischen Verbindung in den Tumor-
zellen zu erzielen.'”! Da die phenolische Hydroxygruppe an
C-3 und die Sauerstoff-Funktionalitit an C-17 fiir die
molekulare Erkennung von entscheidender Bedeutung zu
sein scheinen, sind sie in den meisten neuentwickelten
Hybriden enthalten.?”! Dagegen konnen die Positionen 160
und 17a weitgehend frei modifiziert werden, ohne dass dies
die Erkennung beeintréchtigt.

Neben Ostrogenen wurden auch andere Steroide wie
Corticoide als Vektoren verwendet. Ihre biologische Aktivi-
tdt beruht auf einer 4-En-3-on- oder 1,4-Dien-3-on-Funk-
tionalitdt im Ring A, z.B. bei Hydrocortison (39) oder
Dexamethason. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden,

40: Oleanolsaure
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dass Derivate der Oleanolsidure (40) mit einer 1-En-3-on-
Funktionalitidt im Ring A, z.B. 41 und 42, eine signifikante
inhibitorische Aktivitdt gegen Interferon-y-induzierte Stick-
stoffmonoxid-Bildung in Mausmakrophagen aufweisen.?!]
Deswegen erschien die Entwicklung von Hybridverbindun-
gen, die Teile von 39 und 40 enthalten, interessant fiir die
Untersuchung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen.””! Die
vier Analoga 43—46 wurden synthetisiert und mit induzierba-
rer NO-Synthase (iNOS) auf biologische Aktivitit getestet:
Dabei wies 46 eine moderate inhibitorische Aktivitdt von
etwa 1 um auf.

Bei der Synthese von 43-46 (Schema 2) wurde Oleanol-
sdure (40) mit Diazomethan zu Methyloleanolat verestert,
das dann mit PCl; dehydratisiert wurde. Hierbei entstand das

a) CH,N,/Et,O/THF
b) PCls/Benzol-Toluol

63%

CO,Me MeMgBr
-

Et,0

69%

Lil/DMF

NaOH 44
. 43— 81%
H,0/MeOH

75% (bez. auf 50)

Lil/DMF

PhSeCl, Et,O/EtOAC 78%
30% H,0,/THF
62%

Schema 2. Synthese von Hybriden aus Hydrocortison (39) und Olea-
nolséure (40).

umgelagerte Ringkontraktionsprodukt 47, das mit RuO,
zum Keton 48 oxidiert wurde. Die Addition von Methyl-
magnesiumbromid fiihrte zum tertidren Alkohol 49, der
mit POCl; in das Alken 50 tiiberfithrt wurde. Nach
oxidativer Ringoffnung mit RuO, wurde das Diketon 51
erhalten, das durch Aldolkondensation erneut cyclisiert
wurde. Die Esterfunktion wurde anschlieBend mit
Lithiumiodid abgespalten, wobei man 44 erhielt. Die
zweite Doppelbindung im A-Ring konnte durch Um-
setzung von 43 mit Phenylselanylchlorid, Oxidation mit
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Wasserstoffperoxid und anschlieBende 2,3-sigmatrope Umla-
gerung eingefiihrt werden. Die Dienonsiure 46 wurde danach
ebenfalls durch Umsetzung mit Lithiumiodid erhalten.

[0)

[0}
HO OH

53: Ostron

52: (-)-Talaromycin

Talaromycin (52) ist ein biologisch hochaktives spirocyc-
lisches Mycotoxin.[®l Die Kombination dieses Naturstoffs mit
Ostron (53) konnte zu einer neuen Klasse cytotoxischer
Substanzen fiihren.? Die Synthese der entsprechenden
Hybride geht von D-Secodstron (55) aus, das aus Ostron
(53) leicht in fiinf Schritten erhalten werden kann.® Die
Reduktion von 55 mit KBH, fiihrte zum entsprechenden
Alkohol, der in einer Veretherung zu einer 2.5:1-Mischung
der Iodether-Epimeren 57 umgesetzt wurde (Schema 3). Die
Bildung von Stereoisomeren ist hierbei nicht storend, da das
neue Stereozentrum bei der nachfolgenden Eliminierung
verloren geht. Der dabei entstandene Enolether 59 reagiert
als Dienophil in der Hetero-Diels-Alder-Reaktion mit dem
Heterodien 60 zum Spiroacetal 62. Weitere Transformationen

1) 10 Aquiv. NaBH, fur 54
X 10 Aquiv. KBH,fir 55
—_—

2) 1,, NaHCO,

58: R=Me
59: R=Bn

Schema 3. Synthese von Vorstufen verschiedener Ostron-Talaromycin-Hybride.

12 Aquiv. DIBAH
THF/CH,CI,

69

Schema 4. Synthese von Ostron-Talaromycin-Hybriden.
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56: R = Me 99% bez. auf 54
57: R=Bn 95% bez. auf 55

61: R =Me 76% bez. auf 56
62: R=Bn 72% bez. auf 57

65: R = Me (70%)

66: R = Bn (76%)
Li, NH,, Pd/C,
MeOH, 90% H,, 99%
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filhrten zu den neuartigen Naturstoffhybriden 69-71

(Schema 4). Auf dhnliche Weise wurden auch die Methyl-
ether 65 und 67 hergestellt. Die Cytotoxizitdt dieser Ver-
bindungen wurde durch HTCFA-Tests (HTCFA =human
tumor colony forming ability) an humanen Lungenkrebs-
zellen (A549) bestimmt. Die EDy,-Werte lagen bei 23 (65), 30
(67), 95 (70) und 73 pm (71) und sind vergleichbar mit denen
verbreiteten

des  weit
lophosphamid.

Tumortherapeutikums  Cyc-

AcHN

72: 2-Methoxyostradiol 3: Colchicin

2-Methoxyostradiol (72), ein Metabolit von Ostradiol
(33), ist einer der potentesten endogenen Tubulinpolymerisa-
tions-Inhibitoren, die in Sdugern entdeckt wurden. Seine
Aktivitdt beruht wahrscheinlich auf einer Wechselwirkung
mit dem Colchicin-bindenden Rezeptor von Tubulin.!
Umfangreichere Informationen iiber Struktur-Wirkungs-
Beziehungen erhilt man aus Untersuchungen einer Serie
von Ostradiol-Colchicin-Hybriden, die einen Steroid-
korper und ein dem Colchicin dhnelndes Tropon-
System im Ring A aufweisen.””] Diese Ostratropone,
z.B. 76 und 78, inhibieren die Polymerisation von
Tubulin mit groBerer Wirksamkeit als die Naturstoffe
(Tabelle 3). Einige Derivate mit den aktivsten Leit-
strukturen sind als Wirkstoffe zur Behandlung von
Erkrankungen, die mit abnormen Gefdf3bildungen
einhergehen, in der priklinischen Untersuchung.

Die Synthese der Hybride 76 und 78 erfolgte
literaturgemBP! durch selektive Methylierung von
Ostradiol (33) und nachfolgende Birch-Reduktion zu
73, das nach basenkatalysierter Isomerisierung 74
lieferte (Schema 5). Die beiden Diene 73 und 74
wurden mit Dibrom- oder Dichlorcarben umgesetzt,
wobei sich die entsprechenden Cyclopropane 75 und

PtO,, H,

OH MeOH
EtOAc
H

RO
67: R = Me (99%)

68: R = Bn (99%) — pyc
—l H,, 99%

0
oH 0

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

4135


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

4136

Tabelle 3: Wirkung von Ostratroponen auf die Tubulin-Polymerisation.

Verbindung Inhibition der Aktivitat
Tubulin-Polymerisation (1G5 Colchicin/
1Cs [UM] 1Cyo Wirkstoff)

3 11.2+5.0 1

72 142+£1.2 0.79

76 4417 2.5

78 7.2+1.7 1.5

80 29+0.7 3.9

81 8.1+4.1 1.4

84a 21405 5.3

84b 59=£1.1 1.9

85 275452 0.41

86 29.8+2.9 0.38

a) NaOH, Me, SO,
b) NH,, Li, EtOH

lAgNOs

75a: X = Br (64%)
75b: X = Cl (64%)

lAgNOa

>

82%

Schema 5. Synthese von Hybriden aus 2-Methoxyéstradiol (72) und
Colchicin (3) Teil I.

77 bildeten, die in die Homoostrane 76 und 78 iiberfiihrt
wurden. Auf dhnliche Weise wurden auch die Analoga 81-86
hergestellt (Schema 6).

Ein weiterer Versuch, sich Steroide als Vektoren fiir die
gezielte Entwicklung von Wirkstoffen zunutze zu machen,
kombiniert den Anthrachinon-Teil von hochwirksamen anti-
neoplastischen Anthracyclin-Antibiotika wie Adriamycin
(87) mit Steroid-Elementen.”) Zu diesem Zweck wurden
die Hybride 98-101 synthetisiert, indem die beiden durch
oxidative Spaltung aus Vitamin D; (89a) bzw. D, (89b)
gewonnenen Diene (90a und 90b, Schema 7) in einer Diels-

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

MeO
®~ 77a: X = Br (51% bez. auf 73)
77b: X = Cl (45% bez. auf 73)

www.angewandte.de

L. F. Tietze et al.

1) Dimethyldioxiran
2) Saure-impragniertes | 53%
Kieselgel

[PA(PPh,),], THF
K,COs, MeOH

Dimethyl-
dioxiran
62%

1) AgNO,
H,0

B o
2) TMSCHN,,

MeOH, Br

CH,Cl, 83

1) Saure-impréagniertes
Kieselgel

2)[Pd(PPh;),], THF OH
K,CO,, ROH

86 (44%)

RO
84a: R =Me (42% bez. auf 82)
84b: R =Et (38% bez. auf 82)

Schema 6. Synthese von Hybriden aus 2-Methoxyéstradiol (72) und
Colchicin (3) Teil II.

HO NH2
88: Ergosterol

87: Adriamycin
(Doxorubicin)

Alder-Reaktion mit den Naphthochinonen 91-93 zu den
Addukten 94-97 umgesetzt wurden (Schema 8); nachfol-
gende Aromatisierung fiihrte zu den Zielverbindungen. 98—
101 wurden mit Adriamycin (87) als Standard in vitro gegen
vier Tumorzelllinien getestet (Tabelle 4). Die Hybride 98b-
101b mit ungesittigter Seitenkette waren cytotoxischer als
ihre Analoga 98a-101a mit gesittigter Seitenkette. Die
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1) KMnO,, EtOH

2) Pb(OAc),

—_—

3) NaN(SiMe,),
PhN(SO,CF),

4) Bu,SnCH=CH,,
[Pd(PPh),] LiCI 90a (65% bez. auf 89a)

90b (55% bez. auf 89b)

89a: Vitamin D, aReheR= [ T

89b: Vitamin D, -

b-Reihe: R = (W

wan

Schema 7. Synthese der Indan-Derivate 90.

Wirkung einiger dieser Verbindungen tiberstieg sogar die
von Adriamycin.

Das Steroidmotiv wurde auch zum Design neuer anti-
neoplastischer Wirkstoffe auf der Basis von Calicheamicin
(102), Neocarzinostatin (103) und dhnlichen bakteriellen

Antibiotika verwendet. Die Endiin-Einheit dieser hoch- 103: Neocarzinostatin-Chromophor
o 1% OH O
o OH O OH O
91 92 93
90a oder 90b | 30 oler 00 90a oder 90b
Toluol

Toluol

94a: 98% 95a: 73% 96a: 13% 97a: 81%
94b: 71% 95b: 64% 96b: 10% 97b: 66%
lDBU, Luft l DBU, Luft l DBU, Luft l DBU, Luft

OH O OH O
98a: 90% 99a: 75% 100a: 61% 101a: 90%
98b: 90% 99b: 95% 100b: 85% 101b: 90%

Schema 8. Synthese der Steroid-Anthrachinon-Hybride 98-101.

Tabelle 4: n-vitro-Cytotoxizitdt der Verbindungen 98-101 und Adriamycin (87) gegen murine Monozyten/Makrophagen ()774), bovine Aorta-
Endothel(GM7373)-, humane Melanom(IGR-1)- und murine Leukdmie(P388)-Zelllinien.

Zelllinie 98a [um]® 98b [uM] 99a [um] 99b [uM] 100a [pum] 100b [um] 101a [um] 101 b [um] 87 [um]
1774 263 57 216 22 141 95 289 23 100
GM7373 167 79 192 49 114 120 96 34 32
IGR-1 n.b.b 100 250 67 44 191 502 23 21
P388 639 411 369 76 169 274 378 49 19

[a] Wirkstoffkonzentration, die bei einer Behandlungsdauer von 48 h zur 50 %igen Inhibition des Zellwachstums notwendig ist. [b] Nicht bestimmt.
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cytotoxischen Verbindungen bildet in einer Bergman-Cyclo-
aromatisierung ein Diylradikal, das einen DNA-Einzel- oder
Doppelstrangbruch induzieren kann. Die Verbindungen
haben aufgrund ihrer Toxizitdt schwere Nebenwirkungen.[

Um Effizienz und Selektivitit zu verbessern, wurde die
Endiin-Einheit als Diradikal-Vorstufe sowohl mit DNA-
bindenden Einheiten verkniipft®! als auch an ein Ostradiol-
Molekiil gebunden.?! Ein Hybrid aus Ostradiol und Cali-
cheamicin (Estramicin) konnte den selektiven Transfer in die
Zellkerne humaner Mammakarzinomzellen erméglichen, die
reich an Ostrogenrezeptoren (ERo und f) sind. Durch
Reaktion des Steroid-Diinol-Derivates 104 mit Triethylamin
und Methansulfonylchlorid konnte iiber 105 das Ostradiol-
Endiin 106 als Intermediat erzeugt werden (Schema 9). Die
Bergman-Cyclisierung fithrt zum Diradikal 107, das in
Gegenwart von 1,4-Cyclohexadien mit einer Halbwertszeit
von t, =20 min zum Aren 108 reagiert.

MsCl, NEt, |__, 104:R=H
Cyclohexadien 105: R =SO,Me

1,4-Cyclo-

hexadien
t,»= 20 min
-

10%

107

Schema 9. Synthese und Bergman-Cyclisierung des Ostradiol-Endiin-
Hybrids 106.

Eine zweite StrategieP geht vom kommerziell erhilt-
lichen Kontrazeptivum  Ethinylostradiol  (109) aus
(Schema 10). Monosilylierung, Carboxylierung, EDC-HCI-

L. F. Tietze et al.

katalysierte Veresterung mit dem geschiitzten Endiin-Alko-
hol 111 und Entschiitzung lieferte das Hybrid 112, dessen
Bindungsaffinitdt zu HERa zu 0.51 um bestimmt wurde. Der
Wachstumsinhibitionstest an einer HERa-reichen Zelllinie
(MCF7: ICs,=31 M), einer HERao-defizienten Zelllinie
(MDB-231: IC5,=48 um), einer Androgen-Rezeptor(AR)-
positiven Zelllinie (LNCCaP: ICs,=33 um) und einer AR-
negativen Zelllinie (HEK-293: IC5, =10 um) zeigte in allen
vier Fillen eine mehr oder weniger ausgeprégte Inhibition,
was einen ER-unabhéngigen Wirkmechanismus nahelegt.
Acetalglycoside wie 115a—c mit einer Benzoxazin-Unter-
einheit und ihre Aglucone haben interessante pharmakolo-

OH
.0 HO OH
RSO
R1
115a: R1 OH, R%2=H
115b: R'=0OH, R?=OMe
115¢: R1 OMe, R? = OMe

gische und biologische Eigenschaften wie entziindungshem-
mende, antibakterielle und antimycotische Wirkung; sie
dienen in Pflanzen auch als Resistenzfaktoren, z.B. in Mais
gegen den Maisziinsler. Trotz der Bedeutung dieser Substan-
zen wurde eine Totalsynthese erst in den frithen neunziger
Jahren beschrieben.’ Eine derartige Benzoxazin-Unterein-
heit wurde mit dem Steroidgeriist zweier Substanzen der
Ostra-1,3,5(10)-trien-Serie kombiniert.s, bisher ist jedoch
kein biologisches Datenmaterial verfiigbar, das den Nutzen
dieser Hybride belegt. Zur Synthese von 121 und 122 wurde
Ostron (53) mit Natriumnitrit umgesetzt und anschliefend
mit HNOj; zur Nitroverbindung 116 oxidiert (Schema 11).
Alkylierung mit 2-Bromessigsduremethylester (117) bzw.
Ethyloxalylchlorid (118) und Reduktion der Nitrogruppe
fithrten in situ durch Cyclisierung der intermediidren Arylhy-
droxylamine zu den gewiinschten Verbindungen. Die
Hybride 123 und 124 wurden in dhnlicher Weise ausgehend

HO \/C\OQ(CO)G
1) \C j 11
1 TESCI _\_
nBULI COE(CO
co, ot EDC-HCI
: ——CO,H
65% 2) TBAF
78%
TESO HO 1 4- Cyclo
109: Ethinyl- hexadlen
Gstradiol B
t1/2 =14h (37 °C)
H
L 11

Schema 10. Synthese und Bergman-Cyclisierung des Ostradiol-Endiin-Hybrids 112.
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’ 1) NaNO,/THF
g EtCO,H/(EtC0),0 ©:N

2) HNO,

36% 116

MeO,C” “Br 0

117 E‘O%q 7%

93% o

119

ZnINH,CI
73% 82%

123 124

Schema 11. Synthese der Steroid-Benzoxazin-Hybride 121-124.

von 1-Hydroxy-4-methylostra-1,3,5(10)-trien-17-on  herge-
stellt.

Anthrachinon-Untereinheiten  verleihen zahlreichen
Molekiilen mit antineoplastischer Aktivitdt die Fahigkeit
zur DNA-Strangspaltung.l Deswegen erschien die Synthese
des Ostrogen-Anthrachinon-Hybrids Ostrarubicin  (125)
attraktiv.?’]

OH O

Sres

OH O

HO 125: Ostrarubicin

Ausgehend von Ostron (53), das nach McMurry®! iiber
126 in das Enoltriflat 127 iiberfiihrt wurde (Schema 12),
gelingt die Synthese in insgesamt acht Schritten. Durch Pd-
katalysierte Umsetzung mit Tributylvinylzinn wurde das Dien
128 fiir die anschlieBende Diels-Alder-Reaktion mit 4a,9a-
Epoxy-4a,9a-dihydroanthracen-1,2,9,10-tetron 12951 erhal-
ten. Bei der Synthese wurden zwei Stereoisomere (130a
und 130b) mit unterschiedlicher Stellung der Epoxid-Funk-
tion erhalten, die jedoch bei Reduktion mit Zink in Eisessig
beide 131 lieferten. Durch Oxidation mit Bleitetraacetat und
nachfolgende Tautomerisierung mit Triethylamin wurde der

Angew. Chem. 2003, 115, 4128 — 4160
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LiN(SiMe,),, oTf

PhN(Tf),
THF 95%

o5
BnO
127

K,CO 53: R=H
Bngr >

80%

Bu,SnCH=CH,

126: R=Bn LiCl, [Pd(PPhy),],
THF, 79%

Toluol HE 3
oluol, !
2 gheo
oo
AR ; (:300
a
w| CEO ™
O O > ‘I
, N
5M LICIO,,
EL,0/CH,Cl,, d © ©
95% 130b
) 4G OH
10 Aquiv. Zn i
130a,130p  HOAC
BnO' 131
1) Pb(OAc),, AcOH
2) NEt,

1) mCPBA, 60%
2) H,, PdIC, 52%

126 «—————

BnO 132
(30-32% bez. auf 128)

Schema 12. Synthese von Estrarubicin (125).

Octacyclus 132 erhalten, der sich mit mCPBA epoxidieren
und anschlieend zur gewiinschten Verbindung 125 deben-
zylieren lie3. Ergebnisse von biologischen Tests wurden noch
nicht verdffentlicht.

3.2.2. Hybride mit einer DNA-bindenden Lexitropsin-Substruktur

Die Verbindungen Netropsin®! (133) und Distamy-
cin A# (134) gehoren zur Substanzklasse der Lexitropsine.
Sie sind strukturell eng verwandt mit natiirlich vorkommen-
den Oligopeptiden, in denen zwei bzw. drei N-Methylpyrrol-
2-carboxamid-Einheiten miteinander verkniipft sind. Sie
zeigen eine relativ hohe Affinitdt zu AT-reichen Regionen
in der kleinen Furche doppelstringiger B-DNA. Diese
Selektivitdit wurde damit begriindet, dass AT-Basenpaare
eine Verengung der kleinen Furche bewirken und die lang-
gestreckten, sichelférmigen Distamycin- und Netropsin-
Molekiile eine gute Passgenauigkeit erlauben. Dariiber
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Hcl- NH H
N
“2N)LH/\H/ B
° Ny B
I 0o N N
|

133: Netropsin

NH
Y -2HCI

NH

Ox

H
N
H
%N
I 0 U\I(H
ll\‘ 0 [ H\/\H/NHz
- HClI 'I‘ 5 Ny - Hel
134: Distamycin A

hinaus verhindert die Aminogruppe N-2 des Guanins durch
ihren groBeren sterischen Anspruch ein dhnlich tiefes Veran-
kern der Pyrrolamid-Kette in der kleinen Furche GC-reicher
DNA-Abschnitte.[*?l Dennoch zeigen 133 und 134 selbst nur
schwache Cytotoxizitidt, was darauf zuriickgefiihrt werden
kann, dass keine kovalente Bindung an die DNA erfolgt; es
kommt lediglich zu einer reversiblen Koordination durch
elektrostatische Krifte, van-der-Waals-Wechselwirkungen
und Wasserstoffbriicken.

In den vergangenen Jahren wurde héufig versucht,
Lexitropsine (,,informationserkennende“ Oligopeptide) als
DNA-selektive Vehikel mit bekannten Antitumor-Substan-
zen wie Nitrosoharnstoffen, Lost-Derivaten, CC-1065, Pso-
ralenen, Bleomycin, Flavinen und Acridinen zu kombinie-
ren.”] Getreu der Fragestellung dieses Aufsatzes werden wir
lediglich jene Hybride diskutieren, die durch Kupplung von
Lexitropsinen an andere Naturstoffe oder deren Derivate
entstehen. Die vom Distamycin A (134) abgeleiteten Sub-
stanzen sind dabei deutlich cytotoxischer als das Alkylie-
rungsmittel allein, was einen kooperativen Effekt nahelegt.
Dieser kann jedoch nicht immer auf rationale Weise vorher-
gesagt werden.

Das Antibiotikum (+)-CC-1065 (135) wurde erstmals aus
Streptomyces zelensis isoliert. Mit einem ICs,-Wert von etwa

135; (+)-CC-1065

30 pM gegen einige Zelllinien (z.B. L1210) zdhlt es zu den
starksten Antitumor-Agentien.*!! Es enthilt eine Spirocyc-
lopropanpyrrolindolin(CPI)-Einheit, die Adenin-Einheiten
in AT-reichen Regionen der kleinen Furche von B-DNA an
der N-3-Position alkylieren kann. Da CC-1065 eine verzo-
gerte Hepatotoxizitit aufweist, wird die Substanz nicht in der
klinischen Behandlung maligner Tumoren eingesetzt.[*’]
Untersuchungen zeigten, dass die pharmakophore CPI-Kom-
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ponente nicht fiir die schwere Nebenwirkung des Molekiils
verantwortlich ist. Folglich wurden Versuche unternommen,
den CPI-Teil oder seine Derivate mit anderen DNA-binden-
den Einheiten zu kombinieren, unter anderem mit Lexitrop-
sinen. CPI-Lexitropsin-Hybride sind dariiber hinaus haufig
besser wasserloslich als die urspriinglichen Verbindungen,
was ein weiteres Problem bei der klinischen Anwendung von
CC-1065 (135) behebt.

Als neuere Beispiele von Hybriden, in denen die CPI-
Einheit mit verschiedenen Lexitropsinen kombiniert ist, sind
136 a-b und 137 a—c zu nennen.[*! Unter diesen Verbindungen

g NR
ner
ST e
O
4 Y 4 Y
N o n N (0]
H H
O
136a-b: n=1-2 137a: R = Me
137b: R = Et
137c: R = nPr

waren 136a und 136b, in denen die beiden Komponenten
tiber eine trans-konfigurierte Doppelbindung miteinander
verbunden sind, die beiden potentesten antineoplastischen
Wirkstoffe. Die Griinde hierfiir sind noch nicht geklért.

Es gibt viele Beispiele, in denen nicht die CPI-Einheit,
sondern eine seco-CPI-Komponente mit einer Chlormethyl-
gruppe verwendet wird. So konnte gezeigt werden, dass
derartige seco-Verbindungen oft eine &dhnliche Wirkung
zeigen wie die entsprechenden Spirocyclopropancyc-
lohexadienon-Derivate, da diese in situ durch eine Win-
stein-Cyclisierung aus den seco-Verbindungen gebildet
werden. Eine neuartige Klasse von seco-CPI-Verbindungen
reprasentieren die Verbindungen 144 und 145, in denen eine
Pyrazoloindolin- statt einer Pyrroloindolin-Einheit auftritt.

Zur Synthese der seco-CPI-Hybride 146-147 wurde das
Pyrazolderivat 1387 zu 139 benzyliert (Schema 13).
AnschlieBend wurde durch Hydrolyse der Methylester-
Gruppe die Sdure 140 erhalten. Die Kupplung mit den
Aminen 141 a—¢*] zu 142a-¢ und die nachfolgende Entschiit-
zung durch Hydrierung lieferte die Carbonséuren 143a—c, die
unter klassischen Peptid-Kupplungsbedingungen mit den
seco-CPI-Analoga 144 und 145 zu den gewiinschten Verbin-
dungen 146-147 verkniipft wurden.

Die Ergebnisse der biologischen Tests fasst Tabelle 5
zusammen: Die Hybride 146 a—c zeigen eine deutlich hohere
Cytotoxizitit als die Stammverbindungen. Diese gesteigerte
Aktivitdt konnte auf effizientere Intercalation in die DNA
und nachfolgende kovalente Reaktion an ausgewéhlten
Positionen zuriickgefithrt werden.®! Mit ICs-Werten zwi-
schen 7.4 und 71 nm — abhéngig von der verwendeten Zelllinie
— zeigte besonders 146c¢ eine bemerkenswerte Aktivitit.
Diese Cytotoxizitit liegt jedoch immer noch um etwa drei
GroBenordnungen unter derjenigen von CC-1065 (135).

Obwohl die CPI-Einheit wie auch ihr Benzoanalogon und
ihre seco-Verbindungen die hochste biologische Aktivitét
aufweisen, wurde auch eine reduzierte CPI-Einheit — CI
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HO,C BnO,C cl
>/1 BnBr 7\ H H
N\N CO,Me ————> N~N COMe ————> CHO X CHO
| K.COs | HO N \
138 89% 139 |
n O n

HCI-H,N 148a—c: n=1-3 149a-c: n=1-3
7\ H EDC-HCI,
. N NH, | COBT DNA
o p NHHCI | Hinig-Base
C,

141a—c: n=1-3 CZEE}L{L—SH CHO
m\’(H . N AN
N N ) l?l
I 0o \P\H/H}/\I(NHZ o n
HO,C. 'Il 0 |, NHHCI 150a—c: n=1-3

142a-c: n=1-3

BnO,

7\ H
Pd/C, H, N>\_>\'(N
—_— ’i‘ J\ H
o N N NH, Der Zugang zu beiden Enantiomeren dieser
I o n NHHCI Hybride wurde durch asymmetrische Acetylierung
143a:n=1 52% des prochiralen Diols 152! mit zwei verschiedenen
143b:n=2 52% Lipasen mit Enantiomereniiberschiissen von 98 % (S-
cl 143c:n=3 46% Isomer 153) und 88% (R-Isomer 154) geschaffen

R? cl o (Schema 14). Die Uberfiihrung in die entsprechenden
N NrHCl R? Methansulfonate, Reduktion der Nitrogruppe und
N ) N N nucleophiler Ringschluss lieferten die Indol-Derivate
Koo N\N N I\ H 155 und 156. Diese wurden mit den Pyrrolcarbonsiu-
EDC-HCI = o N N NH, ren 157a—c zu den Verbindungen 158 a—c bzw. 159 a—
144:R'=H, R®=CH, OH o Nic)
145:R'=Bn, R®=H n

¢ kondensiert. Hydrolyse, Chlorierung und Debenzy-
lierung fithrten zu den enantiomeren Zielverbindun-

146a: R'=H, R?>= CH =1 . .. . .
2 s gen 148a—c und 149a—c. Die Aktivitidt dieser Verbin-

146b: n=2 .
146c: n=3 dungen bei der Spaltung von DNA wurde anhand des
147 a: R'= Bn R= CH. n = 1 Supercoiled-Plasmids Col E1 untersucht. Die Verbin-
1 47b-' ’ > n=2 dung mit der nichtnatiirlichen R-Konfiguration erwies
) _ sich als aktiver als diejenige mit der natiirlichen

147c: n=3 . .

Konfiguration.’!

Schema 13. Synthese der Hybride 146-147 aus seco-CC-1065-Analoga und Die Gruppe der Pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepine
einer Lexitropsin-Komponente. (PBD),? die auch die Naturstoffe Anthramycin (160)

und DC-81 (161) umfasst, verdankt

Tabelle 5: In-vitro-Aktivitit der Hybride 146 und 147 und der Alkylantien 144 und 145 gegen die 1hre‘Fahlgkelt, kovalent a.n dl? C-2.-
Proliferation muriner Leukdamie(L1210)-, muriner Mammakarzinom(FM3A)-, humaner T-Lymphoblast- Amllnogruppf.: von Guanin-Einhei-
(Molt/4 und CEM)- und humaner B-Lymphoblastzellen (Daudi). ten in der kleinen Furche der DNA
zu binden, einer N,O-Acetal- oder

ICso [NM] . . .

Verbindung L1210 FM3A M0I£/4] CEM Daudi Imin-Funktion im zentralen B-

Ring. Diese Affinitdt zu GC-rei-
144 520+6.6 1400440 174050 1260+30 680+150 chen DNA-Sequenzen wurde mit
145 2710+490 183004200 8550+280 672041040 7520+ 30 dem entgegengesetzten Erken-
146a 58+17 1600 £+ 50 340+20 230+10 150+ 40 . X
146b 192 190£6 45£1 391 22410 Dungsmuster der Lexitropsine
146¢ 74404 34M 1744 7149 88+01  kombiniert.””
147a 240+30 40001000 130+20 70421 11+£6.0 Zur Synthese der Hybridver-
147b 600+ 90 5600+ 1400 160+ 60 210£110 38+7.0 bindungen 169a-¢ und 170a-c
147c¢ 400+£16 1930043400 310+70 400+£50 100+10 wurde Vanillin (162) durch Alky-
[a] Wirkstoffkonzentration, die zur 50 %igen Inhibition der Tumorzellproliferation notwendig ist. lierung der phenolischen Hydroxy-

gruppe mit y-Brombuttersdureme-
thylester, Nitrierung und Oxidation
der Aldehydfunktion iiber 163 zur
genannt — fiir die Synthese der Hybride 148a—c und 149a-¢  Carbonsiure 164 funktionalisiert (Schema 15). Uberfiihrung
mit einer Lexitropsin-Gruppe verwendet. Auch hier kam die  in das Sdurechlorid und Kupplung mit Pyrrolidin-2-carbalde-
seco-CI-Einheit mit einer Chlormethylgruppe zum Einsatz;  hyddiethylthioacetal (165) lieferten das Amid 166. Verseifung
in vitro oder in vivo werden wahrscheinlich 150a—c als  der Esterfunktion und Kupplung mit den Lexitropsinaminen
Wirkstoffe gebildet. 167a—c in Gegenwart von EDC-HCI und HOBT lieferte die
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OH
Cl ) OH
SOOI
BnO BnO NO

Lit.[49]
NO, 2
151

Lipase AK

152
Vinylacetat PPL
88:/0/ Vinylacetat, 98%
_/OAc

BnO NO BnO

2
153

153 (S) 1) MsCl, Et;N
154 (R) 2)H, EtN, PtO,
155 (S
156 (R)
H
oHcTN
/\ oH
N
tog,
157a-c: n=1-3
EDC-HCI, DMF
148a-c: (S), n=1-3
(3-65%) H
149a—c: (R), n=1-3 T CHO
(4—19%) BnO
(@]
158a—c: (S), n= 3 (24-54%)
159a—c: (R), n=1-3 (32-67%)

Schema 14. Synthese der seco-Cl-Lexitropsin-Hybride 148-149.

OH v oH
Me N—"H HO N= H
b\/\("‘”z Meo%
(o] 0 o)
160: Anthramycin 161: DC-81

Verbindungen 168 a—c, die durch Hydrierung der Nitrogruppe
und anschlieBende Entschiitzung mit HgCl,/HgO in die Imine
169 a—c tiberfiihrt werden konnten. Wegen der hohen Polari-
tit dieser Verbindungen war bei der Sdulenchromatographie
die Verwendung von Methanol/Chloroform als Laufmittel
erforderlich, was teilweise zur Bildung der N,O-Acetale
170 a—c fiihrte. Die Daten fiir biologische Tests von 169 und
170 liegen bisher nicht vor.

Die biologische Wirkung der vier Hybride 176a—d mit
Imin-Funktionen (Schema 16) wurde in vitro getestet und mit
derjenigen der Stammverbindungen 134, 161 und 174d
verglichen. Die Ergebnisse der Tests auf antiproliferative
Aktivitdit gegen chronisch-myeloische Leukédmie-Zellen
(K562) und T-lymphoblastische Jurkat-Zellen sowie gegen
die PCR-Amplifikation des humanen Ostrogen-Rezeptor-
Gens, des c-myc-Onkogens und des Long-Terminal-
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K,CO,
HO Br(CH,);CO,Et EtO,C+ O
0, 2 =y
MeO CHO 85% MeO CHO
162 163
1) HNO,/SnCl,
2) NaClO,/Sulfamid- | 83%
1) SOCI, saure

2)
NO, Q\’  EOCy0

eou? e SOy
MeO N MeO COH
NEta
166 O SEt SEt  74% 164
NaOH
¢\’{ 71/4_% 53-59%
167a—-c: n=1-3
EDC-HCI, HOBT
168a—c n=1-3
(40-45%)
1) H,, PdIC
2) HgCl,/HgO, MeCN/H,0

e
N o N= H
| H  /\ ‘”\H;
~N N N MeO N
(0] | n 0

169a-c: n=1-3
l Chromatographie

H OMe
t,’l/o N H
MeO N
170a-c: n=1-3

Schema 15. Synthese der Anthramycin-Lexitropsin-Hybride 169-170.

Repeat(LTR)-Bereichs des humanen Immunschwiche-Virus
Typ 1 (HIV-1 LTR) sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Auch
in diesem Fall ging mit der Hybridisierung zweier Naturstoffe
ein drastischer Anstieg der Wirksamkeit einher, besonders
bei Verbindung 176d. Bei einer allgemeinen Synthese des
Anthramycin-Teils der Hybridverbindungen 176 a-d wurde
Vanillinsdure (171) in sieben Stufen in den Ester 172 iiber-
fiihrt (Schema 16).5% Hydrolyse lieferte die Sdure 173, die
mit den Aminopolypyrrolamiden 174a,%521 174D, 174 ¢l
und 174d5% in Gegenwart von EDC-HCI zu den Konjugaten
175a-d umgesetzt wurden. Entfernung der Troc-Gruppe mit
Cd/Pb-Legierung lieferte die gewiinschten Hybride 176 a—d.

Die beiden Antitumor-Antibiotika Azinomycin A (177)
und B (178) wurden aus der Kulturbriithe von Streptomyces
griseofuscus S42227 isoliert.’) Im Zuge der Entwicklung
kiinstlicher DNA-spaltender Wirkstoffe auf Naturstoffbasis
wurden die Azinomycin-Lexitropsin-Hybride 179-181 enan-
tiomerenrein synthetisiert und auf ihre Aktivitdt unter-
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TG om
HOD\ Lit.153c]  me0,c > N%
. 2
23%
MeO COM g Sehritte) MeO N
171 172
l HCl in THF

H NH,
H,N N4
HCI-HN 50 ., Tro?\j OH
O
174a~d: n=1-4 Ho,C™ H
MeO N
O
173

H o Troc;\l OH
H
HoN R A\ 2)(\/
N MeO N
HCIHN o | a
n
175a-d: n=1-4
lCd/Pb

H
N 0 Ns
H
HN R AL \g/\/
N MeO N
HCI-HN o | o

176a-d: n=1-+4
Schema 16. Synthese der DC-81-Lexitropsin-Hybride 176 a-d.

Tabelle 6: In-vitro-Wirkung auf K562- und Jurkat-Zellen: PCR-Experi-
mente anhand des humanen c-myc-Onkogens, des humanen Ost-
rogenrezeptors (ER) und des HIV-1 LTR.

ICso [m] PCR IC [um]
Verbindung  Jurkat K562 c-myc ER HIV-1 LTR
134 20 12 25 5 50
161 2.2 1 n.b.M n.b.® n.b.M
174d 25 12 12 0.5 20
176a 80 >100 4 3 1
176b 50 6 6 2 0.8
176c¢ 0.8 0.7 2.5 0.8 2
176d 0.07 0.04 2 0.2 2

[a] Wirkstoffkonzentration, bei der die Bildung von PCR-Produkten der
entsprechenden c-myc-, Ostrogenrezeptor- und HIV-1-LTR-Sequenzen zu
50% inhibiert wurde. [b] Nicht bestimmt.

HO

177: Azinomycin A X =CH,
178: Azinomycin B X = C=CH(OH)

sucht.’”l Die Herstellung geht von den enantiomerenreinen
Carbonsiuren 183 und 184 aus, die aus 182 auf bekanntem
Wegl®! durch Sharpless-Epoxidierung, Kondensation mit 3-
Methoxy-5-methylnaphthalin-1-carbonsidure und oxidative
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OMe )

179a—c: R = OH, (2S, 3S), n=1-3
180a—c: R = OH, (2R, 3R), n=1-3
181a—c: R = NH(CH,);NMe,, (2S, 3S), n = 1-3

Spaltung der verbleibenden Doppelbindung erhalten
wurden (Schema 17). 183 und 184 wurden mit den N-
Methyl-4-aminopyrrol-2-carbonsduren 185a-¢ zu den

o (o)

M Lt sg) SO ‘ ojEcozH
—

L L

182

183 (28, 39), 34%

184 (2R, 3R), 15 %
1) H

: /N OBn

N

I 0 n

185a—c: n=1-3
HOBT, pybop
2) H,, Pd/IC

179a—c (2S, 3S), 78-86%

HaN(CH,)NMe, 180a—c (2R, 3R), 15-55%

HOBT, pybop

NEt,
181a-c, 87-97%

186

Schema 17. Synthese der Hybride 179-181 und Struktur der Referenz-
verbindung 186.

gewiinschten Hybriden 179a—¢ bzw. 180a—c umgesetzt. Zur
Einfiilhrung der Dimethylaminopropylseitenkette an der
terminalen Position derivatisierte man 179a-c¢ mit 3-Dime-
thylaminopropylamin in Gegenwart von pybop, HOBT und
Triethylamin zu den Verbindungen 181a—c.

Die Aktivitidten der Hybride 179-181 bei der Spaltung
von DNA wurden wieder anhand des Supercoiled-Plasmids
Col E1 iiberpriift. Mit 181b und insbesondere 181c¢ erfolgte
die Spaltung am schnellsten und effektivsten. Die Verbin-
dungen 180a-c mit nichtnatiirlicher Konfiguration waren
dagegen weniger aktiv, das Derivat 186 mit einer Phenyl-
anstelle einer Naphthylgruppe sogar inaktiv. Das legt nahe,
dass beide Molekiilteile, die Azinomycin-Einheit mit natiir-
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licher Konfiguration und die trimere Pyrrolamidgruppe der
Lexitropsine, fiir eine hohe Wirksamkeit unerlsslich sind.[>!

Die meisten bis jetzt beschriebenen Naturstoffhybride
weisen gegeniiber den Stammverbindungen eine gesteigerte
biologische Aktivitit auf. Dass dies natiirlich nicht immer der
Fall ist, zeigen einige der folgenden Beispiele: Die starke
Antitumorwirkung der Oxazolidin-haltigen Naturstoffe Qui-
nocarcin (187), Bioxalomycin (188) und Tetrazomin (189) aus

|:| ;C (0] 2 H

-, MeO
OMe “—OH OH oH

188a: Biooxalomycin, R = Me
188b: Biooxalomycin,, R =H

187: Quinocarcin

H Ag“ OH

NH OMe “-OH

189: Tetrazomin

verschiedenen Actinomycetes-Stammen fiihrte zur Entwick-
lung des Hybrids 198 mit Netropsin (133).1°] Man nimmt an,
dass die Aktivitdt der Naturstoffe 187-189 auf einer sponta-
nen Disproportionierung beruht: In Gegenwart von moleku-
larem Sauerstoff entsteht ein Superoxid-Radikalanion, das
den Bruch des DNA-Strangs induzieren kann.

Im ersten Schritt der Synthese von 198 lieferte die
Umsetzung von 190 mit Oxalylchlorid nach Eliminierung
den entsprechenden a,f-ungesittigten Ester, der dann kata-
lytisch hydriert wurde (Schema 18). Dabei wurde eine
Mischung der epimeren gesittigten Ester (ca. 1:1) erhalten;
nach der Verseifung wurde infolge Epimerisierung jedoch
hauptséchlich die anti-Saure 191 isoliert. Die Carbonséure-
funktion wurde durch selektive Reduktion des Sdurechlorids,
Methylsulfonierung von 192 und nucleophile Substitution mit
2-Methyl-2-aminopropanol (193) in den Aminoalkohol 194
iberfithrt. Alkylierung von 194 mit Bromessigsdure-tert-
butylester (195) und Dess-Martin-Oxidation lieferten den
Aldehyd 196. Durch Umsetzung mit Lithiumhydroxid wurde
die Oxazolidinon-Einheit unter CO,-Eliminierung gespalten;
erneuter Ringschluss des dabei entstandenen Aminoalkohols
ergab den gewiinschten Oxazolidin-Ring. Nach Hydrolyse
des tert-Butylesters wurde die Verbindung reduktiv mit 197
gekuppelt, um die Zielverbindung 198 zu erhalten. Es stellte
sich jedoch heraus, dass weder 198 noch das Zwischenprodukt
199 iiber die Fihigkeit zur Superoxid-Produktion verfiigte,
wihrend das syn-Analogon 200, das in kleinen Mengen aus
dem syn-Epimer der Sdure 191 erhalten werden konnte, eine
méBige Superoxid-Produktion von 0.82x10~°Ms~! aufwies
(zum Vergleich: 1.0 pm Losung von Quinocarcin: 4.2 x
10°ms™!). Des Weiteren wurden in Inkubationsversuchen
mit 198 weder Alkylierung noch oxidative DNA-Spaltung
beobachtet. Daraus folgerten die Autoren, dass die stereo-
elektronischen Verhiltnisse des Stickstoffatoms in 187-189
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OH 1) (CICO),
CO.Et  2)NEt,
—_—
N\Fo 3) H,, Pd/C )40
OMe =9 4) LiOH, H,0
68%
190
1) (CICO), l 98%
2) NaBH,
1) MsCl, NEt,
H >\/ 2)  A\s H
\N OH H2N>\/OH [ \OH
Hy H 193 H N
7;0 4—0/ { (o}
OMe 74% oMe g
194 192

.

Br\)LOIBu 195

7% Nal, NaHCO,

2) Dess-Martin-

Periodinan 1) LiOH

2) p-Nitrophenol, DCC
3) H,, Pd/C, 67% (3 Schritte)

O:N
F—>\’( %\NMeZ
197

Schema 18. Synthese des Quinocarcin-Netropsin-Hybrids 198.

H
Ho.C._ N~
\‘rk*rq OMe
0

200 (syn)

i
HD_.CVN'“HTN““H
_1,J¢ F=ou
o}

199 (anti)

von grof3er Bedeutung fiir die biologische Aktivitit sind. Eine
solche Aktivitdt ist in den anti-Verbindungen 198 und 199
nicht gegeben und nur in geringem MafBe im einfachen syn-
Oxazolidin 200.

Psoralen (201) ist der Prototyp einer Gruppe von
Furocumarinen, die als Phytoalexine in mehreren Pflanzen-

ot S

201: Psoralen 203 n=1, X=CH, R =—(CH,),C(=NH-HCI)NH,
R=H 204 n=2, X =CH, R =—(CH,),NMe,
202: R=0OMe 205 n=2,X=N, R=—(CH,),NMe,

NH HCI

s
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familien natiirlich auftreten. Psoralene wie 8-Methoxypsora-
len (202) werden seit Jahren in der Photochemotherapie zur
Behandlung von Psoriasis und Vitiligo sowie von cutanen T-
Zell-Lymphomen eingesetzt. Sie intercalieren in DNA und
reagieren unter Bestrahlung mit Thymin-Einheiten, insbe-
sondere mit 5'-TA-Sequenzen.[°!]

Um die Wechselwirkung der Psoralene mit DNA zu
verbessern, wurden Lexitropsin-Konjugate hergestellt. Pso-
ralen-Lexitropsin-Hybride wie 203 und 206 binden an
Poly(dA-dT) mit K,,-Werten von 2.8 und 0.9x10"m™!
groBer bzw. etwa gleich demjenigen von Netropsin (K,,, =
1.0x 10" Mm~!). Thre Effizienz bei der photoinduzierten Quer-
vernetzung von DNA ist hoch, jedoch weniger ausgepriagt als
die des Psoralen-Derivats 202.1°l Dagegen waren die Hybride
204 und 205 in Photoinduktionsexperimenten mit leuk&dmi-
schen K562-Zellen 333- bzw. 22-mal cytotoxischer als 8-
Methoxypsoralen 202. Obwohl 202 unter den Testbedingun-
gen (Plasmid-DNA; UV-Licht mit =366 nm) bereits ein
effizienter DNA-Quervernetzer ist, waren 204 und 205 mehr
als 300- bzw. 10-mal effizienter.[?]

Podophyllotoxin (207) wurde urspriinglich aus den Rhi-
zomen der nordamerikanischen Pflanze Podophyllum pelta-
tum L. isoliert. Sein halbsynthetisches Analogon Etoposid
wird als Chemotherapeutikum gegen Krebs klinisch ange-
wendet, es wirkt als Topoisomerase-II-Inhibitor. Deswegen
wurden die 4'-Demethylepipodophyllotoxin-Lexitropsin-
Hybride 211 a—c hergestellt, sie zeigen jedoch nur eine geringe
Topoisomerase-II-Inhibition.["*]

Eine weitere cytotoxische Verbindung, die mit Distamy-
cin A (134) verkniipft wurde, ist das Ellipticin-Derivat 209. Es
wurde hauptséchlich wegen seiner antineoplastischen Eigen-
schaften ausgewihlt.[] Das Hybrid 212 wurde in vitro auf

OH, H
LI AN
:H o R!
RZ
208: Ellipticin
MeO OMe R'=R2=H
OMe
209: R' = NH(CH,);NH,
207: Podophyllotoxin R2 = OMe

ww
ool

214a-b: n=2,3
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cytostatische und cytotoxische Wirkung gegen L.1210-Leuké-
miezellen untersucht: 212 wirkt zwar stark cytostatisch, ist
aber um eine GroBenordnung weniger cytotoxisch als Ellip-
ticin (208). Wegen des Pyridocarbazol-Chromophors konnte
die zelluldre Aufnahme des Hybrids 212 und der Verbindung
209 durch Fluoreszenz-Mikroskopie vergleichend verfolgt
werden. Die Zellkerne mit dem Hybrid 212 behandelter
Zellen fluoreszierten deutlich weniger stark als diejenigen mit
209 behandelter Zellen. Daher konnte ein Unterschied der
intrazellularen Konzentrationen fiir die Differenz der Cyto-
toxizitdten der beiden Verbindungen verantwortlich sein.

Das Hybrid 213 aus Camptothecin (210), einem aus dem
Stammbholz des chinesischen Baums Camptotheca acuminata
isolierten Alkaloid, und Lexitropsin ist um ein bis zwei
GroBenordnungen weniger cytotoxisch als Camptothecin
(210). Dennoch zeigt es eine signifikante Topoisomerase-I-
Inhibition, die nur wenig unter der von Distamycin A (134)
liegt.[%0]

Anthrachinone mit Antitumor-Aktivitdt wie Adriamycin
(87) und Mitoxantron konnen DNA nach enzymatischer
Aktivierung spalten.l’] Aus diesem Grund wurden die
Anthrachinon-Lexitropsin-Hybride 214a-b und 215 synthe-
tisiert,®! Informationen iiber ihre biologische Aktivitit
wurden jedoch nicht veroffentlicht.

Das Konjugat 217 aus Makaluvamin A (216),) einem
Vertreter einer Klasse von Cytotoxinen aus marinen Schwéam-
men, und N-Methoxymethylpyrrol-Oligopeptiden zeigt eine
dem Makaluvamin A (216) vergleichbare Cytotoxizitit.
Makaluvamin A fungiert als Inhibitor der Topoisomerase 11,
auflerdem intercaliert es in DNA. Zahlreiche Endiin-Lexi-
tropsin-Hybride (z.B. 218,71 219,71 220,701 22171 und
222072y wurden mit dem Ziel hergestellt, die Wirksamkeit

MeO 3
213

o

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

NH HCI

4145


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

4146

N N
| |
7] 7] H
N NH, N N H
o O o O /N\
216: Makaluvamin A k o)
OMe ] 3
217

synthetischer Endiine durch Verbesserung ihrer Affinitit zu
DNA bei gleichzeitiger Minimierung der cytoplasmatischen
Toxizitit zu steigern.” Die IC5-Werte der Hybride nach
einer Applikationszeit von 96 Stunden liegen im Bereich von
14-48 um, der erwartete drastische Wirkungsanstieg erfolgt
demnach nicht. Moglicherweise verbietet die Struktur der
Hybride die prizise Anlagerung der Endiin-Einheit an die
DNA, die erforderlich ist, um den in situ gebildeten
Radikalen die H-Abstraktion vom Riickgrat der DNA zu
ermdglichen.”

3.2.3. Hybride mit einer Endiin-Untereinheit

In den Abschnitten 3.2.1 und 3.2.2 haben wir bereits
Konjugate von Endiinen mit Steroiden und Lexitropsinen
vorgestellt. Hier beschreiben wir Hybride aus Endiinen und
anderen Naturstoffen.

Die Antitumor-Antibiotika der Endiin-Klasse wie Cali-
cheamicin (102)" und Dynemicin A (223)’¥ riefen nach
ihrer Entdeckung aufgrund ihrer einzigartigen Struktur, ihres
beispiellosen Wirkmechanismus und ihrer hohen biologi-
schen Aktivitdt groBBes Interesse unter Chemikern, Biologen
und Medizinern hervor. Zahlreiche Untersuchungen beschéf-
tigten sich damit, die biologische Wirkungen dieser Natur-
stoffe zu imitieren, zu kombinieren oder sogar zu iibertreffen.
Beispielsweise wurden in den komplexen Hybriden 225 und
226 das Oligosaccharid-Fragment von Calicheamicin y} (102)
und die Endiin-Substruktur 224 von natiirlichem Dynemi-
cin A (223) oder dessen Enantiomer als ,,Sprengkopf“ und
., Ausléser“-Funktion miteinander kombiniert.[”! Die Eva-
luierung der Antitumor-Aktivitdt von 225 und 226 anhand
von Molt-4-Leukidmie-T-Zellen ergab ICs,-Werte von ca. 0.1
bzw. 1 nMm; gegen UCLAP-3-Lungenkarzinomzellen wurden
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OH O OH
223: Dynemicin A 224

)
H.,
PhSOQ\/\O)J\N A
o
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1Csp-Werte von ca. 0.16 bzw. 78 nM beobachtet. Folglich ist das
Hybrid 225 mit dem natiirlich vorkommenden Enantiomer
224 wirksamer als das mit seinem nichtnatiirlichen Enantio-
mer (226). Diese Beobachtung ist nicht allzu iiberraschend,
allerdings gibt es auch Tumortherapeutika wie CC-1065 (135)
oder die Duocarmycine, bei denen beide Enantiomere unge-
fahr gleiche Aktivitdt aufweisen. Einen deutlich ausgeprag-
teren Unterschied der biologischen Aktivitit als Folge unter-

OMe II=MOC

0] .-YXUNV
I - OSiEt,

OSiEt,

e, OO oM
U OMe NaH 227: X=OH,Y=H
ELSiI0” N “OSEt, CCI,CN 228: X =H,Y=-0CCCl,
H 98% NH
OMe (+)-224: BF-OFt,
CH,CI, —60 — —40 °C, 70% (/cx = 5:1)

o
1) HF, pyr 229: R' = SiEt, R? = FMOC H
2) Et,;NH, THF ’
3) NaCNBH, [ 0.0
46% (3 Stufen) 225 A
O
OR'
1) HF, pyr R = qi 2 —
2) E,NH, THF |:> 230: R = SiEt;, R“ = FMOC
3) NaCNBH, 226

Schema 19. Synthese der Calicheamicin-Dynemicin-Hybride 225 und 226.

Angewandte

ti&/o\/\ O...
on), SAgf =—""

DNA-erkennender o =
Teil A 231 HO OBz

DNA-spaltender Teil B

A = D-Glucose, D-2-Desoxyglucose, D-Fucose, D-Glucosamin,
1,6-verknupfte Di- oder Trisaccharide

Hybride 225, 226 und deren A-4-Epimere iiberfiihrt
(Schema 19).

Bei einem kombinatorischen Ansatz zum Aufbau
einer Bibliothek von Hybriden 231 mit einem Neo-
carzinostatin-artigen Chromophor und verschiedenen
Monosacchariden, 1,6-verkniipften Disacchariden
und Trisacchariden kam ein neuer, von 4-Pentensidure
abgeleiteter Silyl-Linker zum Einsatz (Schema 20).07®
Die iiber diesen Silyl-Linker an ein Polymer gebun-
denen 2-Sulfanylethyl-Glycoside 232 wurden durch S-
Alkylierung mit der Bromessigsdurefunktion des
Endiins 233 gekuppelt, abschlieBend wurden die
Hybride 234 vom Polymer abgespalten. Biologische
Tests der neuen Hybride wurden bisher nicht ver-
offentlicht.

Das Hybrid 241 sollte die Tubulin-bindende Wir-
kung von Paclitaxel (Taxol) und Docetaxel (Taxotere)
mit der zellschadigenden Wirkung von Esperamicin
und Calicheamicin kombinieren. Die Synthese von
241 ist in Schema 21 dargestellt: Sie umfasst die
Addition des Ceracetylids von 236 an den Ketoester
235, einen Cr-katalysierten Ringschluss und eine
Veresterung mit dem Oxazolidin 240 als geschiitzte
Form der Docetaxel-Seitenkette. Das Hybrid 241
hatte nur einen unbedeutenden Effekt auf die Poly-
merisation von Tubulin. Seine Cytotoxizitdt war
ebenfalls relativ schwach (70 % Zelltod bei 100 um
in humanen HT-29-Zelllinien).

3.2.4. Hybride mit einer Peptid-Substruktur

Der Synthese peptidischer Hybride, z.B. aus
Cecropin A (242)(%1 und Melittin (243),B4 wurde
ebenfalls  einige = Aufmerksamkeit  gewidmet
(Schema 22).%, Die potenten Peptid-Antibiotika
242 und 243 wurden aus Insekten und Schweinen

schiedlicher Konfigurationen fand man bei den von 225 bzw.  bzw. aus Honigbienen isoliert. Alle Analoga von CA(1-
226 abgeleiteten A-Ring-a-Glycosiden; in diesem Fall wurde  13)M(1-13)-NH, waren gegen fiinf Bakterienstimme bio-
kein signifikanter biologischer Effekt festgestellt. logisch ebenso aktiv wie die Stammverbindungen. Sogar die

Zur Synthese der [-glycosidischen
Hybride 225 und 226 sowie der entsprechen-
den a-Glycoside wurde das geschiitzte Oli-
gosaccharid 2277 in das Trichloracetimidat o
228 tberfiihrt und anschlieBend in Gegen- et
N si
wart von BF;-OFEt, mit racemischem 224(77] M—\HJ\M?\{)‘

Br/\",O»_ _ ~
o

1) HO = “oB;
233 OH

Diisopropylethylamin 0.
o>y
o

2) AcOH/THF/H,0 = 6:6:1

gekuppelt. Dabei wurde eine Mischung aus 232 ‘ 50-80% HO
vier Diastereomeren (229, 230 und ihre A-1- @ SH 234

Anomere) erhalten, die $-Anomere 229 und
230 waren die Hauptprodukte. Letztere

M = Polymer

wurden anschlieBend in die gewiinschten Schema 20. Festphasensynthese der Kohlenhydrat-Neocarzinostatin-Hybride 234.
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CO,Et

b 2)TBSCI, EtN

235

AcO

—

TBSO
239

1) tBuLi, CeCl,,
= CO,Et
7/ \
TIPS 236
TIPS

TBSO \\ //

237

82%

1) DIBAH

2) TBAF

3) I, Morpholin

4) Dess-Martin-
Periodinan

62%

1) [CrCl,(thf),]
2) Ac,0, cat. DMAP, pyr
3) SeO,

4) Dess-Martin-
Periodinan
5) NaBH,, MeOH, CeCl,

TBSO \\ //

- 20%

BocN Y CO-H
o

PMP 240

DCC, DMAP, 99%

2) pTsOH, MeOH, 94%

3) TBAF, 75%

24

Schema 21. Synthese des Paclitaxel-Esperamicin-Hybrids Taxamycin
(247).

Retro- und die Retro-enantio-Derivate, in denen die Ami-
nosduren des natiirlichen Peptids in entgegengesetzter Rich-
tung bzw. mit anderer Konfiguration vorliegen, zeigten
erstaunlicherweise in den meisten Fillen keinen signifikanten
Aktivitdtsunterschied. Daraus wurde geschlossen, dass die
Konfiguration des Peptids kein kritischer Faktor ist und dass
die volle Aktivitdt auch mit Peptiden erreicht werden kann,
die entweder nur L- oder nur D-Aminosduren in den

L. F. Tietze et al.

entsprechenden rechts- oder linksgéngigen helicalen Kon-
formationen aufweisen.

Eine mogliche Erkldrung fiir die biologische Aktivitit
einiger Naturstoffe besteht darin, dass sie als Mimetika fiir
endogene peptidische Substanzen wirken, die durch Bindung
an einen Rezeptor fiir einen Effekt sorgen. Dies wird z.B.
schon seit langem fiir die Wirkungsweise des Alkaloids
Morphin angenommen, das die Encephalin-Peptide imitiert.
Es gibt nun einige Hinweise darauf, dass der natiirliche
Makrocyclus FK506 (7),] der iiber eine hohe Immunsup-
pression und Antitumorwirkung verfiigt, nichtpeptidische
Strukturelemente nutzt, um an den intrazelluliren Immuno-
philin-Rezeptor zu binden. Um einen tieferen Einblick in die
Rezeptorbindung von FK506 (7) und Rapamycin (8),[4

OH

7: (-)-FK506 (Tacrolimus) 8: (-)-Rapamycin

CbzHN

Lys-Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Glu-Lys-Val-Gly-Gin-Asn-lle-Arg-Asp-Gly-lle-lle-Lys-
Ala-Gly-Pro-Ala-Val-Ala-Val-Val-Gly-Gln-Ala-Thr-Gln-lle-Ala-Lys-NH,

242: Cecropin A

Gly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-lle-Ser-Trp-lle-Lys-
Arg-Lys-Arg-Gln-Gin-NH;

243: Melittin

Lys-Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Glu-Lys-Val-Gly-Gin/Gly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-
Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-NH,

244: CA(1-13)M{1-13)-NH,

Lys-Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys/Gly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-NH,

245: CA“'?}M{E'Q}'NH_ Retro-enantio (gedreh! um 1807

Schema 22. Peptidsequenzen von Cecropin A (242) und Melittin (243) sowie der Hybride 244 und 245.
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einem weiteren potenten Immunsuppressivum, zu gewinnen,
wurden die cyclischen FK506-Hybride 246-248 syntheti-
siert,® bei denen Strukturteile durch eine Peptidgruppe
ersetzt wurden. Dieser Ansatz unterscheidet sich vom wohl-
bekannten Design bestidndiger Peptidmimetika, in denen ein
aktives Peptid z.B. durch N-Heterocyclen nachgeahmt wird,
um enzymatische Spaltung durch Peptidasen zu vermeiden.
Bei der Synthese der makrocyclischen Hybride 246-248
wurden Ketten verschiedener Linge eingebaut. Interessan-
terweise zeigen rontgenkristallographische Untersuchungen
des Komplexes aus dem Rezeptor und dem Hybrid 247 eine
nahezu gleiche Proteintopologie wie im FKBP12-FK506-
Komplex. Die Affinitdten der Hybride 246248 zum Rezep-
tor waren erwartungsgemdif deutlich niedriger als die Affini-
tat von FK506.

Glutamat-Rezeptoren (Glu-R) umfassen eine Klasse
stimulierender Aminosédurerezeptoren, die in die Signal-
ubertragung im zentralen Nervensystem von Vertebraten
eingebunden sind.®! Argiotoxin-636 (249) (ArgTX; Mole-
kiilmasse M,=636), eines der Polyamin-Amide aus dem Gift
der Spinne Argiope, ist ein starker Glu-R-Antagonist.[®

OH

H H, H, H,

(o] (0]
H 5 3 3
mNJNWﬁMﬁ/\/\ﬁ)WN)LNH
H H
o
HO

Angewandte

Philanthotoxin-433 (250) (PhTX; die Ziffern geben die Zahl
der Methylengruppen im Polyamin an) ist die aktivste
Verbindung im Gift des Bienenwolfs Philanthus triangulum
F.3 Die Beobachtung, dass strukturelle Veridnderungen,
z.B. von Sequenz und Linge des Polyamin- und Nicht-
polyaminteils, groBen Einfluss auf die Wirksamkeit von
Glu-R-Antagonisten haben, fithrte zur Entwicklung der
ArgTX-PhTX-Hybride 251-254; in diesen Verbindungen
wurde die  24-Dihydroxyphenylacetyl-Gruppe  von
ArgTX-636 durch den Nichtpolyaminteil von PhTX-343
ersetzt.[®]

Die Synthese dieser Hybride und weiterer Analoga
erfolgte durch Standard-Transformationen ausgehend von
geeigneten a,w-Diaminen sowie Phenylessigsdure- und Zimt-
sdure-Derivaten. Bei der Bestimmung der inhibitorischen
Aktivititen wurden Heuschrecken-Skelettmuskeln verwen-
det, da sie viele Quisqualat-sensible Glutamatrezeptoren
(QUIS-R) aufweisen. Alle Verbindungen waren reversible
QUIS-R-Antagonisten, die Verbindungen 253 und 254 zeig-
ten die hochsten Aktivititen (Tabelle 7). Nach UV-Bestrah-
lung von Muskelpraparaten, die 252 oder 253 mit einer Azid-

Funktion als Photoaffinitdts-Marker enthielten,

o wirkten die beiden Antagonisten irreversibel.

NH,

2 Tabelle 7: Aktivitit von ArgTX-636/PhTX-343-Hybriden in

(o] 5”3 einem Heuschrecken-Skelettmuskel-Assay gegen Quis-
NH 249: Argiotoxin-636 qualat-sensitive Glutamatrezeptoren (QUIS-R).
X :
Verbindung 1Cso [uM] rel. Aktivitat
OH PhTX-343 23 1
o 251 29 8
H 4 3 3
® @ ® 252 29 8
/\)LN N SN NN, 253 14 16
H H H :
O 2 2
: . 254 1.5 15
250: Philanthotoxin-433 (PTX433)
oMe |, O 5 o 3 g 3 2 )NI\HP
/©/\”/ N\E)L”WH/\/\H/\/\HJ\E/E/\N NH, 3.2.5. Hybride mit einer Kohlenhydrat-Substruktur
MeO o] o 2 2 NH,
NH, 251 Da die Umwandlung des seco-Derivats 256 in
N das spirocyclische Antitumor-Antibiotikum CC-
3 1065 (135) durch Winstein-Cyclisierung eine freie
phenolische Hydroxygruppe in para-Position vor-
o) o) 5 3 3 NH® aussetzt (Schema 23), kam die Idee auf, diese
H ® ® I . . . "
/\/\)J\ N\)J\N/\/\/\N/\/\N/\/\NJ\_/\/\N NH, Funktion mit einer Zuckerfunktion zu schiitzen,
H o H H, H, Ho fm® M die erst im Tumorgewebe selektiv abgespalten
T werden sollte.”'l Kohlen-
N, z 252 hydrate werden auch in Os y GO:Me
der Natur als Schutz- N
DU S PSS IO TN SO Gl i S [y SO
M - NWN/\/\N/\/\NJK‘-/\/\N NH, einem Hybrid aus einen; © ©
o i H, H, H (n® y HO
o ’ Monoterpen und Glu- 255: Secologanin
NH, 253 cose. Secologanin ist
eine Schliisselverbindung in der Biosynthese der
MeO o 5 3 3 o NH® Secoiridoide sowie der Indol-, Ipecacuanha-,
Ve O:Q\/\yfn\* N/\/\/\(r?/\/\ﬁ/\/\rq )J\:/\/\N )LNHZ Cinchona.— und P}.Irrolochinolin—Al'kaloide..[92]
o i g H, H, H (e H Unm die selektive und konzentrierte Wirkstoff-
Freisetzung aus einem seco-CC-1065-Analogon,
NH, 254 einer Wirkstoffvorstufe vergleichsweise geringer
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Winstein-
Cyclisierung

CYy
HO O B-D-Galactosidase
HO o
0,
¢}
HO%V\/ 258

OH
257 l

Ho Q <
N
= 4 N
Indz - ; w o .
H

259

Schema 23. Winstein-Cyclisierung von seco-Analoga von CC-1065
(135); enzymatische Aktivierung der Wirkstoffvorstufe 257 zum CC-
1065-Analogon 259.

Toxizitdt, zu ermoglichen, benotigt man ein Konjugat aus
einem monoklonalen Antikoérper, der an tumorassoziierte
Antigene bindet, und einem Enzym, das die gewiinschte
Entschiitzung unter physiologischen Bedingungen erlaubt.
Zu diesem Zweck wurde die Wirkstoffvorstufe 257 entwi-
ckelt, ein Hybrid aus Galactose und einem seco-Analogon
von CC-1065.% Die enzymatische Abspaltung der Zucker-
einheit in 257 fithrt zum Phenol 258, das dann zu 259 cyclisiert
(Schema 23). Fiir 257 wurde eine deutlich geringere Cytoto-
xizitdt gefunden als fiir 259 oder 257 in Gegenwart von
Galactosidase. So zeigte die Wirkstoffvorstufe 257 in einem
Cytotoxizititstest gegen A549-Krebszellen und die humane
pankreatische duktale Adenokarzinom-Zelllinie PancTul
1C5-Werte von 320 nM bzw. 410 nM, wihrend in Gegenwart
von B-D-Galactosidase ICs-Werte von 0.2 nM bzw. 0.13 nm
gefunden wurde; dies entspricht Selektivitdtsfaktoren von
1600 bzw. 3140. Dariiber hinaus fithrte die Behandlung
humaner Bronchialkarzinomzellen (A549) mit der Wirkstoff-
vorstufe 257 sowie einem Konjugat aus Galactosidase und
einem monoklonalen Antikorper, der an humane Epithelzel-
len bindet, in einem SCID-Maus-Versuch in vielen Fillen zu
einer vollstdndigen Remission des Tumors, ohne dass bei den
Versuchstieren toxische Effekte auftraten.

Zur Synthese von 257 wurde der racemische Alkohol 260
in einen Silylether iiberfithrt (Schema 24), die Phenolfunk-
tion mit Pd/C und Ammoniumformiat unter Bildung der
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OH OTPS

SO SO

1) TPSCI, im, 94%

B ——————

2) Pd/C, NH,CO,H,
99%

OBn OH
260 261
AcO
AcO
1) Ao BF,-Et,0
AOg__ccl,
262 41%
NH (2 Schritte)
2) Ho
1 N
HO N (o] H
EDC
o " 263
cl OTPS
N\n/lndz N\n/|nd2
LT HoCh.
HO 1) TBAF-SIO,, 47%  ACO
o b 2) PPh,, CCI,/MeCN o
HO 38% AcO o
OH - OAc

95%

Schema 24. Synthese der Wirkstoffvorstufe 257 fiir eine selektive
Krebstherapie.

Verbindung 261 entschiitzt, die nachfolgend mit 262, dem
Trichloracetimidat der Tetraacetylgalactose, in Gegenwart
von BF;-OEP glycosyliert wurde. Dabei wurde auch die
Boc-Gruppe abgespalten, so dass das freie Amin mit der
Bisindolylcarbonsdure 263, die in diesem Fall als DNA-
bindende Einheit dient, zu 264 gekuppelt werden konnte. Die
Entschiitzung des sekundédren Alkohols, Substitution der
Hydroxygruppe durch einen Chlorsubstituenten™! und
abschlieBende Verseifung fithrten zum gewiinschten Hybrid
257.

Ein anderes Hybrid kombiniert die Zuckerfunktion von
Calicheamicin mit dem Aglucon von Daunorubicin (265),
einem Anthracyclin-Antibiotikum.” Sowohl das potente
Tumortherapeutikum Daunorubicin (265) als auch das dhn-

O OH o —
PQ% =R
HoNH:
o)
I 0
° O\*'Nﬁ@\k
o) OMe OH HO o M = C
0 OMe H
HO ~N Q
MeO OH MeO

265: Daunorubicin, D-O-R

266: Daunorubicinone, D-OH

267: Calichearubicin A, a-C-O-D

268: Calichearubicin B, -C-O-(CH; CH20)2-D
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lich wirksame Adriamycin (87) wurden aus Streptomyces
peceutius isoliert.””! Zur Synthese der Hybride Calichearubi-
cin A (267) und Calichearubicin B (268) wurde der Trichlor-
acetimidat-Donor 269 (a::f =5:1) mit Daunorubicinon (266)
und AgOTf umgesetzt (Schema 25). Acetylierung der phe-

266, AgOT, MS 4A
off = 5:1, 45%

[e]
OMe N
MeO  or MeO
Ac,Olpyr, 89% ,:270: Rj =TES, Rz TEOC, Rz FMOC, R*=R®=
. — 4 _ pb
TBAF, 92% ,:271. R1 —IES, R* = . TEOC, R°=FMOC, R*=R
272: R'-R*=H, R’ =Ac
3 Aquiv. LiOH, 44% ’
O 267: R'-R°=H

Schema 25. Synthese des Calicheamicin-Daunorubicin-Hybrids
Calichearubicin A (267).

nolischen Hydroxygruppen, Entschiitzung der Zucker-
funktionen und anschlieBende Verseifung der Acetyl-
ester lieferten die Zielverbindung 267; Calichearubicin B
(268) wurde auf dhnliche Weise hergestellt.

Eine Moglichkeit, die Wechselwirkung von Verbin-
dungen mit DNA abzuschitzen, ist die Messung der UV-
Absorption.” Da der Unterschied zwischen den Chro-
mophoren von Daunorubicin (265) und seinen Hybriden
267 und 268 gering ist, sollte der Vergleich der batho-
chromen Absorptionsverschiebung in Gegenwart von
DNA Riickschliisse auf das Ausmaf3 der Intercalation
geben. Wihrend mit Daunorubicin (265) in Gegenwart
von DNA eine Rotverschiebung von 29 nm gemessen
wurde, lie3 267 nahezu keinen Unterschied in der Lage
der Absorptionsmaxima in An- und Abwesenheit von
DNA erkennen. Dagegen zeigte 268 mit einer Ethoxy-
ethyl-Gruppe als Spacer fast das gleiche Verhalten wie
Daunorubicin. Folglich ermoglicht ein (3-glycosidischer
fiinfatomiger Spacer eine bessere Intercalation und
Interaktion mit der kleinen Furche der DNA ; Molecu-
lar-Modeling-Studien und NMR-Untersuchungen besti-
tigen dieses Ergebnis.

Da die Zahl der Resistenzen gegen bekannte Anti-
biotika zunimmt, wird die Hybridisierung als wichtiger
Ansatz zur Entwicklung neuer Therapeutika fiir Bakte-
rieninfektionen betrachtet. Die Glycosylierung von
Decarestrictin D (273), einem natiirlich vorkommenden
zehngliedrigen Lacton, mit einem lodderivat von L-
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(0]
Q O
/O , 0,07 SN0, 0
HO “OH U OH LI
OH HO I 275a I OH
273: Decarestrictin D o
OH o
0
., _0L.0 Z ‘0,%.0
o QL o« X
) HO™ I I OH
274: L.-Rhodinose 275b

H

=Ac

Rhodinose (274), einem der seltenen Zucker, die
gewohnlich als Teilstrukturen in Angucyclin-Antibio-
tika auftreten, fithrte zur Bildung der anomeren
Glycoside 275a und 275b.! Erste Ergebnisse spre-
chen fiir DNA-bindende Eigenschaften dieser
Hybride.

3.2.6. Hybride mit einer Mikrotubuli-stabilisierenden
Substruktur

Naturstoffe wie Paclitaxel (5), Eleutherobin
(277), die Epothilone A (276a) und B (276b) und
Discodermolid (278) sowie das Nonataxel (279)

LABN

O OH O
5: Paclitaxel [0 o 276a: Epothilon A R=H
276b: Epothilon B R = Me
B
on €
0
HO
OAg B .l
0s 0 A
X
o=l ORI A
A | o o= ||
\ Z ¢ OH OH NH,
T H
QN]\//TG B 278: Discodermolid
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277: Eleutherobin

A
ﬂ\oj\w—i

3y
| H

OH § 0)/

O.

279: Nonataxel sz
/
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genannte, nichtaromatische Analogon von Paclitaxel konnen
eine Stabilisierung der Mikrotubuli induzieren, was zu
Arretierung der Mitose fiihrt; beispielsweise ist Paclitaxel
(5) ein wirksames Tumortherapeutikum. Auch wenn die
Strukturen der Verbindungen 5 und 276-279 recht unter-
schiedlich sind, kann man aufgrund des dhnlichen Wirkme-
chanismus doch annehmen, dass sie alle ein gemeinsames
Pharmakophor haben, das an denselben Rezeptor bindet.
Dieser Idee folgend wurde das nachweisbar cytotoxische und
tubulinbindende Hybrid 280 (SB-TE-1120) entwickelt.!'%
Fiir 280 wurde ein I1Cs;-Wert von 0.39 um gegen die Human-
brustkrebs-Zelllinie MDA -435/LCC6-WT ermittelt; in einem
Tubulinpolymerisations-Assay verfiigt es iber 37% der
Aktivitdt von Paclitaxel. Interessant ist, dass 280 in Bezug
auf die Cytotoxizitdt und Tubulinbindungsfihigkeit eine
dhnliche Empfindlichkeit gegeniiber sperrigen Substituenten
an der C-2a-Position zeigt wie 279. Die Entwicklung einer
neuen Generation von Antitumorwirkstoffen mit Tubulin als
Angriffspunkt ist das Ziel weiterer Arbeiten.

Die Synthese von 280 ging vom Baccatinderivat 281 aus
(Schema 26). Eine nucleophile Ringoffnung mit 2-Allyloxy-

2) TESCl/imid
3) LIHMDS, AcCl

n‘_/=

NBoc
285

1) HF/pyr
5

- o)
=/—O o 64% _/_0 ;=
286 284

a
0 R 2e7
65% P(CY);
CH,Cl,
2) HF/py

OHO
A H

280: SB-TE-1120

Schema 26. Synthese des Hybrids 280.
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phenylmagnesiumbromid (282) und anschlieBende Schutz-
gruppenoperationen lieferten iiber 283 das Baccatin (284).
Kupplung mit dem f-Lactam 285 zu 286 und eine Ring-
schlussmetathese mit dem Ruthenium-Katalysator 287 liefer-
ten einen 18-gliedrigen Makrocyclus, aus dem das Hybrid-
Konstrukt 280 durch Entschiitzung freigesetzt werden konnte.

Eine weitere Untersuchung beschreibt 289, ein Konjugat
aus Teilen von Discodermolid (278) und Dictyostatin-1 (288)

OH OH

288: Dictyostatin-1

als einem anderen discodermolidartigen Makrocyclus.['"]
Zum Vergleich wurde auch ein vereinfachtes Discodermo-
lid-Analogon, 290, hergestellt und getestet, in dem die
Lacton-Carboxygruppe und die Doppelbindung iiber eine
nicht funktionalisierte Alkylkette verkniipft sind. 290 zeigte
jedoch nur méBige Aktivitit gegen eine Mammakarzinom-
und eine Ovarkarzinom-Zelllinie, wihrend das Hybrid 289
mit dem komplexeren unteren Teil von Dictyostatin-1 (288)
deutlich wirksamer war und einen Gls-Wert von 1.0-1.4 um
aufwies. Des Weiteren verdringte 289 im Gegensatz zu dem
anderen Analogon stochiometrisch an Miktotubuli gebunde-
nes 3H-Paclitaxel mit einem Drittel der Wirksamkeit von 278.
Die Synthese umfasste die Kupplung der drei Bausteine 291,
292 und 293 durch sequenzielle Wittig-Transformationen und
eine Makrocyclisierung (Schema 27).

3.2.7. Hybride mit einer Porphyrin-Substruktur

Obwohl Porphyrine in der Natur weit verbreitet sind und
in der Photosynthese und Atmungskette eine iiberaus wich-
tige Rolle spielen, gibt es bisher nur wenige Beispiele fiir
Kombinationen mit anderen Naturstoffen.

Einige Hybride fiir die photodynamische Krebstherapie
(PDT) verbinden Porphyrine als Photosensibilisatoren mit
Naturstoffen, die zu DNA-Bindung oder Elektronentransfer
befdhigt sind. Die PDT beruht auf der photochemischen
Bildung von cytotoxischem 'O, in Gegenwart von Sensibili-
satoren. Allerdings werden bei dieser Behandlungsform
hdufig nach der Behandlung noch unerwiinschte phototoxi-
sche Reaktionen beobachtet. Deswegen werden in der
Literatur zahlreiche Ansétze zur gezielten Wirkstoff-Adres-
sierung beschrieben, in denen photoaktive Porphyrine mit
selektiv an DNA bindenden Wirkstoffen kombiniert werden.
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o -
R K/\/\/\ MB
Y 7 CO,Et 292 I
OPMB
NaHMDS, 74%
2) NaCNBH,, TMSCI, 68%

PMBO..,

3) Dess-Martin-Periodinan,

291 89% pvB

4 |Ph3P/\/I'/K\¢ 294
" 293

NaHMDS, 48% OTBs

PPh,l

1) DIBAH, 77%

2) Dess-Martin-Periodinane PMBO...

3) KHMDS, [18]Krone-6,

(¢}
CF,CH,0.1
CF.oH,0"~-COMe 295 ;
OPMB
85% (2 Schritte) 206

1) 3N HCI/MeOH, 63%
2) KOH, EtOH

3) 2,4,6-Trichlorbenzoyl-
chlorid, 79% (2 Schritte)
4) DDQ, 46%

290

Schema 2. Synthese des Discodermolid-Dictyostatin-1-Hybrids 289.

Hierbei kommen entweder Intercalation (z.B. bei Acridinon,
Phenothiazin), Bindung an die kleine Furche (z.B. bei
Ellipticin) oder Quervernetzung (z.B. bei Chlorambucil) in
Betracht. Da viele natiirliche Antitumor-Wirkstoffe wie
Adriamycin (87) ihre Wirkung einer durch ein Anthrachi-
non-System hervorgerufenenen Elektrontransfer/H-Abstrak-
tions-Reaktion verdanken, erschien die Entwicklung von
Hybrid-Molekiilen wie 301-304 mit beiden Struktureinheiten
als vielversprechend.l'” Die Synthese der Hybride 301-304
ist in Schema 28 gezeigt: Ein an der C-2-Position funktio-
nalisiertes Anthrachinon 300 wird mit den entsprechenden
Porphyrinderivaten 297-299 kombiniert.

Wie Tabelle 8 zeigt, sind Fluoreszenz und Singulettsauer-
stoff-Quantenausbeute fiir die Hybridverbindungen niedriger
als fir die Referenzverbindung 297. Dies kann unter
Umsténden auf einen photoinduzierten Elektronentransfer
(PET) zuriickzufiihren sein. Interessant ist, dass die Hybride
als wellenldngenabhidngige DNA-Photonucleasen wirken.

Tabelle 8: Fluoreszenz(®)- und Singulett-Sauerstoff(®('O,))-Quantenausbeute fiir 297 und die

Hybride 301-304.

Angewandte

297: R=OH
298: R =NH,

o
"0

o
300a: R =CO,H

300b: R = Br
300c: R =COCI

299a: R = O(CH,)sOH
299b: R = O(CH,),OH
299¢: R = O(CH,),OH
299d: R = O(CH,),0H

297 oder 299a-d — 301 oder 304a-d: 300a,
DCC/DMAP

297 — 302: 300b, K,CO,

298 — 303: 300c, pyr

301: R' = OC(0)-
302: R' = OCH,-
303: R' = NHC(O)-

304a: R' = O(CH,).0C(O)-
304b: R' = O(CH,),0C(0)-
304c: R' = O(CH,);,0C(0)-
304d: R' = O(CH,),0C(0)-

Schema 28. Synthese der Anthrachinon-Porphyrin-Hybride 301-304.

Ein weiteres Merkmal von Porpyrinen ist, dass sie hiufig
bevorzugt in Krebszellen aufgenommen werden. Daher
konnte die Kombination bekannter wirksamer Antitumor-
Wirkstoffe wie Paclitaxel (5) und Ellipticin (208) mit Por-
phyrinen deren Selektivitét steigern. Dies war der Grund fiir
die Synthese der Hybride 305['%! und 306-308.['! Daten zur
biologischen Aktivitdt dieser Verbindungen sind bisher nicht
verfiigbar.

3.2.8. Verschiedene Hybride

Viele Acetogenine aus der Annonaceae-Familie zeigen
interessante antineoplastische, immunsuppressive und anti-
mikrobielle Aktivitit.'®! Das charakteristische Merkmal
dieser Verbindungen, z.B. Squa-
mocin D (309)['! und Mucocin
(310)1'71 ist eine zentrale Ether-

Verbindung 297 301 302 303 304a
D¢ 0.13 0.037 0.090 0.013 0.053
PD('0,) 0.65 0.43 0.65 0.49 0.49

einheit aus ein oder zwei Tetrahy-

304b 304c 304d
drofuranyl(THF)- oder Tetrahy-
0.056 0.041 0.047 :
dropyranyl(THP)-Gruppen, die
0.50 0.43 0.46 pyranyl( ) pp !

an beiden Seiten von langen Alkyl-
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O Ar
H
: AcO

éBz Ar
Ar

305: Ar = Ph, Tol, Napht, CsH,Cl

OH

Ac

H
N X
+
O O ~.N
"o
MeO

306: M =Mn" |
307: M =Fe" 'T‘* _
308: M= zn'" Ohe

310: Mucocin

OMe

ketten flankiert wird; eine dieser Ketten trégt an ihrem Ende
eine Butenolid-Einheit. Man geht davon aus, dass die bio-
logische Wirkung der Verbindungen auf die Blockade des
mitochondriellen Komplexes I (NADH: Ubichinon-Oxidore-
duktase) zuriickzufiihren ist.'! Zum besseren Verstindnis
und zur Modulierung der Aktivitit wurden die beiden
Hybride 312 und 313 als Sonden fiir Untersuchungen mit
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dem Komplex I entwickelt: Sie enthalten anstelle des a,f3-
ungesittigten y-Butyrolactons der Acetogenine den Chinon-
teil des natiirlichen Komplex-I-Substrats Ubichinon 311.01%%

Die Synthesestrategie fiir 312 sieht die Verkniipfung der
drei Bausteine 317, 318 und 321 vor (Schema 29). Der erste

OMe OMe
MeO OMe nBuLi, TMEDA, OH MeO OMe
_
OMe  OxO~z0 o OMe
X7 I
314 315 316
63%
1) LIAIH,

2) Et,SiH, BF-OEt,

0,
3)(CoCl), DMsO, | 49%

NEt,
4 _ OMe
TPSO ' pPhy ,  MeO OMe
o 2
H H o~ OMe
318 | | 317
l NaHMDS, THF
OMe
MeO OMe
TP /
50\4@___\/\/\/“1« OMe
HOH
319

1) Pt/C, H, EtOAC
82% | 2) TBAF, THF
3) (COCI),, DMSO, NEt,

OMe TBSO...,
OMe

MeO |
+ P
9 H ©ORr

C8H17
320 321

OMe

1) 1.2 Aquiv. BuLi, MgBr,-OEt,
42% | 2) 1 Aquiv. 315, (d.r. 7:1)
3) HF, MeCN/CH,CI,

OMe

OMe

Pyridin-2,6-dicarbonsaure,
CAN, 68%

312

Schema 29. Synthese des Mucocin-Ubichinon-Hybrids 312.

Baustein, aus dem spiter das Chinon entsteht, wurde aus
2,3,4,5-Tetramethoxytoluol (314)!''! durch Lithiierung und
Addition an Bernsteinsdureanhydrid (315) gebildet. Die
Carbonsdure 316 wurde dann in drei Stufen in den alipha-
tischen Aldehyd 317 iiberfiihrt, der in einer Wittig-Olefinie-
rung mit dem zweitem Baustein, dem Furan-Derivat 318,
gekuppelt wurde.[' Hydrierung, Entschiitzung und Swern-
Oxidation lieferten den Aldehyd 320, der mit dem lodid 321
als drittem Baustein in einer chelatkontrollierten Grignard-
Addition verkniipft wurde.['™ Die Entschiitzung und Oxida-
tion des Hydrochinonethers 322 lieferte schliellich die
Hybridverbindung 312.
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Die Synthese des Hybrids 313 ging ebenfalls von Tetra-
methoxytoluol (314) aus (Schema30). Hierbei wurde
zunichst lithiiertes 314 an Dodecanal 323 addiert und dann
durch Reaktion mit Et;SiH/BF;-OEt, sowohl die neu

OMe
MeO. OMe
20 nBuLi, TMEDA
TIO Y 4 314
323 n-Hexan Tro” o OMe
54% OH
324

1) Et,SiH, BF-E,0,
CH,Cl,, 81%

2) I, PPh, imid,
CH,Cl,, 65%

OMe
MeO. OMe
HaC /YV\—Oer
ORTBSO HOH = OMe
325

Angewandte

Resiniferatoxin (RTX; 327)[''!] ist ein Daphnan-Diterpen,
das aus dem Harz von Euphorbia resinifera isoliert wurde.
Aufgrund ihres einzigartigen Wirkmechanismus befindet sich
die Verbindung zurzeit in klinischen Studien zur Schmerzbe-

327: Resiniferatoxin

329: Phorbol

1) tBuLi, MgBr,"E,0, Et,0, 52% (d.r. 1:1)

2) (COCI), DMSO, NEt,, 96%

3) L-Selectride, THF, 99% (d.r. 88:12)

4) 5% HF/CH,CN, THF, 77%

OMe
MeO OMe
HAH
(0N
H11C5 R 9 OMe
oH HO AOH OH
327
l CAN, 2,6-Pyridindicarbonsaure, 70%
313

Schema 30. Synthese des Squamocin-D-Ubichinon-Hybrids 313.

gebildete Alkoholfunktion als auch die Trityletherfunktion
aus 324 entfernt. Das Iodid 325 wurde in die entsprechende
Lithiumverbindung umgewandelt und an den Bisfuranalde-
hyd 326 addiert wurde. Oxidation, stereoselektive Reduktion
und Entschiitzung lieferten 327, das mit CAN zum gewiinsch-
ten Hybrid 313 mit einer Chinon-Einheit oxidiert wurde.
Tabelle 9 zeigt die Ergebnisse zur Komplex-I-Inhibition
durch die beiden Hybride 312 und 313. Das Chinon-Muco-
cin-Hybrid 312 war mit einem K5, von 3.6 nm etwa zehnmal
aktiver als Mucocin (310) selbst, das Chinon-Squamocin D-
Hybrid 313 war etwas weniger wirksam als Squamocin A.[%]

Tabelle 9: Inhibition des mitochondrialen Komplexes | durch natiirlich
vorkommende Acetogenine und die Chinon-Naturstoff-Hybride 312 und
313.

Verbindung Kiso 1Csp 1Cso
[nm] [wmol mg~" Protein] [umol mg™" Protein]

Squamocin A 1.0 1.3

309 8.7

310 34 45 333

312 3.6 4.9

313 1.7 2.3

322 123 163

327 4.7 6.2

Rotenon 1.0 13
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kidmpfung bei Diabetes-Neuropathien.'” Die Ent-
deckung, dass RTX als komplexes Analogon von
Capsaicin (328), dem schirfegebenden Inhaltsstoff
des roten Pfeffers betrachtet werden kann, fiihrte zur
Charakterisierung eines spezifischen Rezeptors,
dessen Aktivierung Desensibilisierung gegeniiber
Capsaicin verursacht.''¥l Beide Verbindungen enthal-
ten einen Vanillylrest, der Rezeptor wird daher als
vanilloid bezeichnet. Da RTX (327) nicht in den
benotigten Mengen erhiéltlich ist, wurden die Res-
iniferatoxin-Phorbol-Hybride 335a—f synthetisiert, in
denen die strukturverwandte Komponente des Phor-
bols (329) mit der Homovanillyl-Gruppe von RTX
kombiniert ist. Zur Synthese von 335a wurde im
Phorbol zuerst die primédre Alkoholfunktion durch eine
Trityletherfunktion, dann die reaktive tertidire Hydroxy-
gruppe in Nachbarschaft zur Cyclopropan-Einheit als
Acetat 331 und schlieBlich die sekundédre Hydroxygruppe
als Phenylacetat 332 geschiitzt (Schema 31). Nach Entschiit-
zung des primédren Alkohols lieferte die Veresterung mit
MEM-geschiitzter Homovanillinsdure (333) Verbindung 334,
aus der durch Spaltung des MEM-Ethers das Phorbol-RTX-
Hybrid 335a erhalten wurde.

Auch wenn es sich bei 335a nicht um die urspriinglich
geplante Verbindung handelte, war es doch sehr interessant
zur Untersuchung des vanilloiden Rezeptors: 335a und die
Analoga 335b-f zeigten eine Bindungsaffinitdt, die mit
derjenigen von Capsaicin vergleichbar ist (Tabelle 10).114
Allerdings ist zu beriicksichtigen, dass einerseits Capsaicin
(328) eine deutlich einfachere Struktur als die Hybride 335a—f
aufweist und andererseits die Aktivitdt von Resiniferatoxin
(327) etwa 10000-mal hoher ist.

Um dem schwerwiegenden Problem der Resistenzbildung
bei der Behandlung bakterieller Infektionen zu begegnen,
wurden die Hybride 340-344 synthetisiert, die Teilstrukturen
bekannter Antibiotika wie Chloramphenicol 336 (aus Strep-
tomyces venezuelae), Sparsomycin 337 (aus Streptomyces
sparsogenes), Lincomycin 338 (aus Streptomyces lincolnensis)
und Puromycin 339 (aus Streptomyces alboniger)!''’! mitein-
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Qe u SMe
O N Os. A
Ac,0, NEt,, THF I [« s
78% \(
OTr O o N
OTr OH Ne
331 336: Chloramphenicol 337: Sparsomycin 338: Lincomycin
BnCOOH, EDC NMe
a) HCIO,, MeOH 90% N : NO, o
N
N
b) HO 4
o] < o N N
333 A H Cl
EDC, DMAP ho SN &
% Ox~NH OH I N - _
HO 341: Chloramlincomycin
(0] OMe OTr NH,
m 340: Lincophenicol
339: Puromycin
334 OMEM Y
SnCl,, THF
88% OMe NMe,
NIK i
SN
< HN)‘ji\/u
e |
N
0 N O)\N
‘ f H
OxtNH OH 343: Sparsolincomycin
OMe -
(¢} o NO,
335a oH =
HN\"/NH H
Schema 31. Synthese des Phorbol-RTX-Hybrids 335a. o H 0 N\(O
342: Sparsopuromycin HO" NN SN
(0]
Tabelle 10: Bindungsaffinitit der Phorbol-RTX-Hybride 335 a—f im Ver- HO

gleich zu RTX (327) und Capsaicin (328) an den vanilloiden Rezeptor.

344: Sparsophenicol

Verbindung R Affinitat K; [um]
335a Bn 0.6+0.3 6.25 mgmL~!. Die Beobachtung, dass die Hybride 340 und
335b Ph 0.4+02 344 fast inaktiv waren, obwohl sie inhibitorische Aktivitit in
335¢ p-N;PhCH, 02401 den E.-coli- und Rattenleber-Ribosom-Testsystemen aufwie-
3354 p-N,Ph 0.240.2 ) . . N .

sen, konnte auf zwei Griinde zuriickzufiihren sein: Entweder
335e CeHiCH, 0.440.1 ) X . X - -
335f CeHy, 22401 penetrieren diese Verbindungen nicht die Zellmembran tiber
RTX (327) _ 2%10-5 die aktiven Transportsysteme der Stammantibiotika und/oder
Capsaicin (328) - 20+0.2 sie sind nicht in der Lage, die Proteinbiosynthese in intakten

ander kombinieren. Die Synthese erfolgte durch einfache
Amidbildung aus den Carbonsduren oder ihren aktivierten
Estern und den entsprechenden Aminen. Die biologische
Wirksamkeit von 340-344 als Inhibitoren gewisser Prozesse
der prokaryontischen und eukaryontischen Proteinbiosyn-
these wurde untersucht.

Die Ergebnisse der biologischen Tests waren jedoch
wenig verheiungsvoll: Die einzigen in den untersuchten
zellfreien Systemen aktiven Hybride waren Lincophenicol
(340) und Sparsophenicol (344), beide von Chloroamphenicol
(336) abgeleitet. Erstaunlicherweise war Chloramlincomycin
(341), das sich in allen zellfreien Systemen als vollkommen
inaktiv erwiesen hatte, als einziges Hybrid beim Screening auf
biologische Aktivitiat ungeféahr so aktiv wie Chloramphenicol.
Es inhibierte das Wachstum von Streptococcus pyogenes mit
einer minimalen Inhibitionskonzentration (MIC) von
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Zellen zu hemmen. Weitere Untersuchungen sind erforder-
lich, um dieses Problem aufzukliren.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Beim Kampf gegen Krankheiten ist unsere Gesellschaft
auf die Entwicklung neuer biologisch aktiver Verbindungen
angewiesen. Eine neue Strategie bei der Wirkstoffsuche ist
die Entwicklung von Naturstoffhybriden, die in nahezu
unbegrenzter Zahl durch Kombinationen von Naturstofffrag-
menten erhalten werden konnen. Der Vorteil dieses Konzepts
gegeniiber einer ausschlieflich auf dem Zufall beruhenden
kombinatorischen Chemie besteht in der hohen Diversitét
und der inhdrenten biologischen Aktivitdt der Hybride. Da
diese Strategie noch recht jung ist, sind bisher erst wenige
Kombinationen erkundet worden, hauptsichlich im Zuge der
Entwicklung neuer Antitumorwirkstoffe und Antibiotika.
Einige der neuen Hybride zeigen vielversprechende Aktivi-
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titen, die héufig diejenige der Stammverbindungen iiber-
steigen. So wird wohl selbst der kritische Betrachter zu dem
Schluss kommen, dass dieser Ansatz zur Entwicklung neuer
Leitstrukturen fiir Medizin und Pflanzenschutz aussichtsreich
ist. Wihrend der Entwicklung von Hybriden in den meisten
beschriebenen Fillen ein rationales Design zu Grunde lag,
sollte in Zukunft auch die kombinatorische Synthese von
Hybriden sowie ihre Beurteilung durch viele verschiedene
Untersuchungen stdrker an Bedeutung gewinnen.

Liste der verwendeten Abkiirzungen

Bn Benzyl

Boc tert-Butyloxycarbonyl

Bz Benzoyl

CAN Cer(1v)-ammoniumnitrat

Cbz Benzyloxycarbonyl

CI Cyclopropanindolin

CPI Cyclopropanpyrroloindolin

Cy Cyclohexyl

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en

DCC N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid

DDQ 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-p-benzochinon

DIBAH Diisobutylaluminiumhydrid

DMAP 4-Dimethylaminopyridin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

ECs effektive Wirkstoffkonzentration, siche EDj,

EDy, effektive Wirkstoffdosis, bei der 50 % der maxi-
malen Wirkung auftritt oder 50% der Testpo-
pulation eine bestimmte Wirkung zeigt

EDC N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodi-
imid

FMOC 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

Gl Wirkstoffkonzentration, die 50 % Wachstumsin-
hibition hervorruft

Glu-R Glutamat-sensitiver Rezeptor

(H)ER (humaner) Ostrogenrezeptor

HMDS Hexamethyldisilazid

HOBT 1-Hydroxy-1H-benzotriazol

HTCFA human tumor colony forming ability

HTS Hochdurchsatzscreening

1Cs Wirkstoffkonzentration, bei der 50 % Inhibition
(z.B. eines Enzyms) auftritt

IGF insulin-like growth factor, Insulinartiger Wachs-
tumsfaktor

imid Imidazol

Ind Indol

iNOS induzierbare NO-Synthase

KiSU siche ICSO
LDA Lithiumdiisopropylamid
Lipase AK freie Lipase aus Pseudomonas fluorescens

mCPBA  m-Chlorperbenzoesiure
MEM 2-Methoxyethoxymethyl
MIC minimale inhibitorische Konzentration
Ms Mesyl (Methansulfonyl)
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NADH Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid, reduzierte
Form

PBD Pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PDT photodynamische Therapie

PET Photoelektronen-Transfer

PMB p-Methoxybenzyl

PPL Schweinepankreas-Lipase

pybop (Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophospho-
nium-hexafluorophosphat

pyr Pyridin

RTX Resiniferatoxin

SCID schwere kombinierte Immunschwiche

TBAF Tetra-n-butylammoniumfluorid

TBS tert-Butyldimethylsilyl

TEOC 2-(Trimethylsilyl)ethoxycarbonyl

TES Triethylsilyl

Tt Trifluormethansulfonyl

TIPS Triisopropylsilyl

TMEDA  N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

T™S Trimethylsilyl

TPS tert-Butyldiphenylsilyl

Tr Triphenylmethyl

Troc 2,2 2-Trichlorethoxycarbonyl

Ts p-Toluolsulfonyl
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