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In einer frilheren Arbeit zeigten wir, dass sich n*-Butadien-
Fe(CO);-Komplexe des Typs 1 hochselektiv am Acetalzent-
rum substituieren lassen. Dabei werden Fe(CO);-stabilisierte
kationische Zwischenstufen vom Typ 2 durchlaufen.!"! Bei-
spielsweise liefert die SnCl,-katalysierte Reaktion des Kom-
plexes 1 (R=H) mit einem silylierten Uracilderivat? fast
quantitativ das Nucleosidanalogon 3 mit einer Diastereose-
lektivitdt von >95% (Schema 1).

Diese hohe Effizienz der Reaktion und die wachsende
Bedeutung der biometallorganischen Chemiel® veranlassten
uns dazu, die Methode auf die Synthese eisenhaltiger
Nucleosidanaloga des Typs 4 und 5§ zu iibertragen, die
zusétzlich einen 5-CH,OR’-Substituenten haben. Solche
Verbindungen konnten interessante biologische Eigenschaf-
ten aufweisen, da Nucleosidanaloga oft pharmakologisches
Potenzial haben, vor allem als antivirale Wirkstoffe oder
Tumortherapeutika.'! AuBerdem bieten Ubergangsmetall-
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Schema 1. Diastereoselektive Bildung eines Nucleosids iiber eine
eisenstabilisierte kationische Zwischenstufe.

Carbonyl-Komplexe noch weitgehend unerforschte Moglich-
keiten fiir die Medikamentenentwicklung.”!

Wir beschreiben hier erste Ergebnisse unserer Unter-
suchung und die Entdeckung eisenhaltiger Nucleosidanaloga
mit stark apoptoseinduzierender Wirkung.® Die Synthese der
Komplexe 10 und 12 (Schema 2) als Vorstufen fiir Nucleosid-
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Schema 2. a) TDSCI, Pyridin, RT, 16 h, 98 %; b) DEAD, PPh;, Benzol,
80°C, 4 h, 81%,; c) LiBr, Tetramethylharnstoff, Toluol, Riickfluss, 2.5 h,
68%; d) H,C=PPh,, THF, —78°C bis RT, 86%; oder Ph,P=C(H)CO,Et,
THF, Riickfluss, 1 h, 95%; e) [Fe,(CO)], Et,O, Riickfluss, 18 h, fiir
R=H 72%, 10:11=3.3:1; oder 3 h, fiir R=CO,Et 77%, 12:13=4.3:1.
DEAD = Diethylazodicarboxylat.

analoga des Typs 4 geht von kéuflichem a-Methylglucopyra-
nosid (6) aus. Durch Silylierung der primdren OH-Gruppe
mit Thexyldimethylsilylchlorid, Mitsunobu-Epoxidierung
und LiBr-induzierte Umlagerung/Ringverengung entsteht
der Aldehyd 7. Die Komplexierung der aus 7 durch
Wittig-Olefinierung gewonnenen Diene 8 und 9 mit
[Fe,(CO),] in siedendem Et,O ergibt mit signifikanter
Diastereoselektivitit® bevorzugt die endo-Komplexe 10
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bzw. 12. Die Produktgemische (10/11 oder 12/13) lassen sich
zwar durch priaparative HPLC trennen, es ist jedoch ein-
facher, die durch TBAF-induzierte Desilylierung erhaltenen
Alkohole flashchromatographisch zu trennen und anschlie-
Bend zu resilylieren.”

Fiir die Synthese von Nucleosidanaloga des Typs 5 wird
zunichst der Komplex 19 ausgehend von Ribonolacton 14
hergestellt (Schema 3). Nach selektiver Tritylierung der
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Schema 3. a) TrCl, Pyridin, 55°C, 16 h, 67 %,; b) Tf,0, Pyridin, CH,Cl,,
—78 bis —15°C, 2 h, 85%,; c) Bu;SnCH=CH,, 3.5 Mol-% Ph;As,

0.5 Mol-% [Pd, (dba)s], LiCl, THF, RT, 2 h, 87%; d) [Fe,(CO)s], EtOAc,
RT bis Riickfluss, 4 h, 69%, 17:18 =1.4:1; dann Chromatographie;

e) DIBAH, Toluol, —78°C, 2 h, 92%; f) HC(OMe),, kat. TsOH, MeOH,
RT, 5 h, 99%; g) TDSCI, Imidazol, CH,Cl,, RT, 16 h, 96 %. TrCl =Tri-
tylchlorid, DIBAH = Diisobutylaluminiumhydrid, TsOH =p-Toluolsul-
fonsiure.

primdren OH-Gruppe und Bildung des Enoltriflats 15 liefert
die nachfolgende Stille-Kupplung mit Tributylvinylstannan
das Dien 16 in 50% Gesamtausbeute.'” Die Komplexierung
von 16 ist wesentlich schwieriger als die der Diene 8 und 9.
Langsames Erwdrmen von 16 mit 4 Aquiv. [Fe,(CO),] in
Essigester von Raumtemperatur bis zum Sieden liefert die
besten Ergebnisse. Die entstehende Mischung der Komplexe
17 und 18 (1.4:1) ldsst sich flashchromatographisch leicht
trennen.’!. Die Umwandlung von 17 in 19 erfolgt iiber
DIBAH-Reduktion, saure Methanolyse und Silylierung.

Zur Synthese der Nucleosidanaloga vom Typ 4 und 5
(analog der Reaktion aus Schema 1) werden die Komplexe
10, 12 und 19 mit silylierten Nucleobasen (Abbildung 1) unter
Vorbriiggen-artigen Bedingungen umgesetzt (Tabelle 1).%!!
Zur Einfithrung von Uracil (U), 5-Bromuracil (BrU) und
Thymin (T) wird ein Uberschuss an SnCl, als Lewis-Siure
verwendet, wobei die gewiinschten N'-substituierten Pro-
dukte entstehen. Im Falle von Cytosin (C) muss jedoch
TMSOTT eingesetzt werden, um die Bildung der regioisome-
ren N'substituierten Produkte zu unterdriicken.? Ausge-
hend von 10 und 12 entstehen bevorzugt die natiirlich
konfigurierten Nucleosidanaloga des Typs 4 neben unter-
schiedlich hohen Anteilen der jeweiligen Epimere (epi-4).!""
19 reagiert unter den gleichen Bedingungen diastereoselektiv
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Abbildung 1. Silylierte Nucleobasen (NB%*) fiir die Synthese der eisen-
haltigen Nucleosidanaloga (Abbildung 2 und Tabelle 1).

Tabelle 1: Synthese eisenhaltiger Nucleosidanaloga und einige Cytotoxi-
zitdtsdaten.

Edukt NB* Bedingungen® Produkt Ausb.”’ d.r LDy, [uM]¥
10 U= A 4a 79% 5.6:1 n.d.
10 T* A 4b 82% 1.6:1 n.d.
10 C* B 4c 96 % 2.3:1 30
12 U= A 4d 84% 6.6:1 n.d.
12 T* A 4e 81% 2.4:1 >100
12 BrU* A 4f 72% 4.5:1 >100
12 C* B 4g 83% 3.6:1 20
19 U= B 5a 76% >50:1 >100
19 T* B 5b 75% >50:1 ~100
19 BrU* B 5c 60% >50:1 ~100
19 C* B 5d 84% >50:1 ~30
19 Clp* B S5e 79% >50:1 n.d.
19 BzA* B 5f 23% >50:1 n.d.
Se - C 5g 56% - n.d.
5f - D 5g 8% - n.d.
4g - E 4h 3% - ~100
4g - F 20 74% - >100

[a] Reaktionsbedingungen: A) 3.0-5.0 Aquiv. NB* (Abbildung2) in
CH,Cl,, Riickfluss, Zugabe von 3.0-5.5 Aquiv. SnCl, als 1m Lésung in
Heptan innerhalb von 2 h mittels Dosierpumpe, dann H,0O; B) 4 Aquiv.
NB*, 6 Aquiv. TMSOTf, CH,Cl,, RT, 2-8 h, dann H,0; C) 1 atm. NH,,
DMAP, Dioxan/MeOH (20:1), RT, 3 Wochen; D) 7m NH; in MeOH, RT,
20 h; E) 1.5 Aquiv. TBAF, H,0, THF, RT, 3 h; F) 6 Aquiv. TMANO, Toluol,
RT, 1.5 h. [b] Ausbeuten an isolierten getrennten Epimeren. [c] Diaste-
reomerenverhiltnis (4/epi-4 oder 5/epi-5). [d] Cytotoxizitit der Verbin-
dungen, bestimmt durch LDH-Freisetzung von kultivierten BJAB-mock-
Zellen nach einer Einwirkzeit von 48 h. Wegen des steilen Anstiegs der
biologischen Aktivitit oberhalb einer bestimmten Schwellenkonzentra-
tion wurden LDy anstelle von LDso-Werten angegeben.

in hohen Ausbeuten zu den Nucleosidanaloga vom Typ §
(Abbildung 2). Die Einfiihrung von Adenin gelingt ausge-
hend von 19 in zwei Stufen mithilfe der silylierten Reagentien
CIP* oder BzA* (Abbildung 1). Aus den Produkten 5e und
5f wird das Adenosinderivat 5g durch Ammonolyse in guten
Ausbeuten erhalten (Tabelle 1).

Fiir Vergleichszwecke in den biologischen Assays wurden
aus 4¢g das eisenfreie Nucleosid 20 (durch oxidative Dekom-
plexierung mit Trimethylamin-N-oxid) und das desilylierte
Cytosinderivat 4h (durch Umsetzung mit TBAF) hergestellt
(Schema 4).

Nachdem Tests auf eine antivirale Wirkung gegen HIV
enttiuschend verlaufen waren, ' stellten wir fest, dass einige
der eisenhaltigen Nucleosidanaloga eine ausgeprégte Cyto-
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Abbildung 2. Verschiedene synthetisierte eisenhaltige Nucleosidanaloga (Tabelle 1).

Schema 4. a) TMANO, Toluol, 0°C bis RT, 74%; b) TBAF, H,0, THF,
RT, 3 h, 37%. TMANO = Trimethylamin-N-oxid, TBAF = Tetrabutylam-
moniumfluorid.

toxizitdt gegen Tumorzellen aufweisen. Wie die in Tabelle 1
zusammengestellten Daten zeigen, sind Substanzen beider
regioisomerer Reihen (4 und 5) aktiv. Die Wahl der Nucleo-
base hat dabei einen signifikanten Einfluss auf die Wirksam-
keit. Die Cytosinderivate 4¢, 4g und 5d (Abbildung 2) sind
hier am wirksamsten. Die dekomplexierte Verbindung 20 ist
erheblich weniger aktiv als der Komplex 4g, was die grof3e
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Bedeutung des Metallcarbonylfragments fiir die biologische
Wirksamkeit belegt. Eine unspezifische Aktivitdt der Dien-
Fe(CO);-Einheit kann jedoch ausgeschlossen werden, da z.B.
die strukturell mit 4g eng verwandten Verbindungen 4e, 4 f
und Sa oder die eisenhaltigen Vorstufen vom Typ 10 und 12
keine Wirkung zeigen. Auch das aus 4g hergestellte de-
silylierte 4h ist inaktiv.

In weiteren Experimenten konnten wir zeigen, dass der
cytotoxische Effekt der aktiven Verbindungen auf Apopto-
seinduktion beruht. Apoptose, der programmierte Zelltod,
zihlt zu den grundlegenden Prozessen der Zellbiologie,™
und Apoptoseinduktion ist ein Schliisselkonzept der moder-
nen Krebstherapie." Einen direkten Hinweis auf die apop-
toseinduzierende Wirkung der eisenhaltigen Nucleoside
erhielten wir durch die typischen morphologischen Verin-
derungen!™ (,blebbing®) kultivierter Tumorzellen (BJAB-
Zellen) nach der Behandlung!'”! mit 4g (Abbildung 3).

Abbildung 3. Behandlung von kultivierten BJAB-Tumorzellen (links) mit

4g (20 umol L") fiihrt zur Apoptoseinduktion. Daraus resultieren typi-
sche morphologische Veridnderungen (blebbing) (rechts; nach 24 h).

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

1765


http://www.angewandte.de

Zuschriften

Viele Cytostatika schiddigen (unerwiinscht) konzentra-
tionsabhéngig die Membran, was zum Zelltod durch Nekrose
fithrt. Durch Bestimmung der ins Kulturmedium freigesetzten
Lactatdehydrogenase (LDH) konnten wir zeigen, dass 4g bei
Konzentrationen <100 um die Lebensfdhigkeit von BJAB-
Zellen nach 4h nicht signifikant beeintridchtigt (Abbil-
dung 4a). Dies belegt, dass nekroseartige, lytische Mecha-

a) 120 lﬁ—o/\ b) 120
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80 80
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Abbildung 4. Einfluss von 4g auf a) die Lebensfihigkeit V (Viability)
nach 4 h und b) die Apoptose n,, von BJAB-Zellen nach 48 h. Die
Lebensfihigkeit wurde durch LDH-Freisetzung bestimmt und prozen-
tual zum Messwert eines Kontrollexperiments +SD (n=3) angege-
ben."® Die Apoptose wurde durchflusscytometrisch gemessen und
prozentual zum Wert von Zellen mit hypodiploider DNA £SD (n=3)
angegeben.'? Experimentelle Details siehe Hintergrundinformationen.

nismen nicht zur Cytotoxizitit von 4g beitragen. Bei fast 80 %
der Zellen induziert 4g nach 48 h eine fiir Apoptose typische
DNA-Fragmentierung. Die Apoptoseinduktion ist von der
Konzentration von 4g abhidngig (ECs =30 um; Abbil-
dung 4b).

Um das antileukdmische Potenzial der Nucleoside zu
testen, wurde ein Ex-vivo-DNA-Fragmentierungs-Assay
durchgefiihrt. Dabei wurden primére leukdmische Lympho-
blasten von Kindern mit akuter lymphoblastischer Leukédmie
(ALL) eingesetzt. 4g erwies sich auch hier als ein sehr
effizienter apoptoseinduzierender Wirkstoff.*"!

Wir haben gezeigt, dass eisenhaltige Nucleosidanaloga
vom Typ 4 und 5 eine neue Klasse von cytostatischen,
apoptoseinduzierenden Wirkstoffen sind. Damit wurde ein
neues Kapitel der biometallorganischen Chemie aufgeschla-
gen. Zurzeit erforschen wir die Wirkungsmechanismen und
dabei die Funktion der Fe(CO);-Gruppe. Des Weiteren
entwickeln wir Verbindungen mit besseren pharmakologi-
schen Eigenschaften.
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