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Naturstoffe sind attraktive Leitstrukturen fiir die Entwick-
lung von Krebstherapeutika und erméglichen oft vielver-
sprechende chemische Ansitze.l'! Die Naturstoffklasse der
Leptomycine zeichnet sich durch eine aulerordentlich starke
antitumorale Wirkung auf Krebszelllinien aus, und etliche
Verbindungen dieses Typs sind bereits synthetisiert worden.”
Prototypische Vetreter wie Leptomycin B oder Callystatin
erwiesen sich aber als zu toxisch gegeniiber normalen Zellen,
was zu ihrem Misserfolg in der klinischen Erprobung fiihrte.”!
Fiir zwei dhnliche Verbindungen, die Anguinomycine C und
D, wurde dagegen berichtet, dass diese eine selektive Wir-
kung gegen immortalisierte Zellen haben, bei denen der Tu-
morsuppressor pRB (Retinoblastomprotein) inaktiviert
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wurde.!l Die Anguinomycine losten bei den tumoralen Zell-
linien in pikomolaren Konzentrationen Apoptose aus, wih-
rend in normalen Zellen nur Wachstumsstillstand beobachtet
wurde. Diese erstaunliche Selektivitdt muss in den (minima-
len) Unterschieden zwischen den Molekiilstrukturen von
Anguinomycin C und Leptomycin B begriindet sein, die
genaue Ursache ist jedoch unbekannt. Des Weiteren konnte
die relative und absolute Konfiguration an sechs stereogenen
Zentren in Anguinomycin bislang nicht bestimmt werden.
Hier beschreiben wir die Totalsynthese von Anguinomycin C,
die Bestimmung der absoluten Konfiguration an sechs ste-
reogenen Zentren und auch erste biologische Experimente
zum Wirkmechanismus.

Die Totalsynthese von Anguinomycin C begann mit der
Herstellung des Dihydropyranfragments 3 (Schema 1). Wir
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Schema 1. a) Cr-Katalysator 4 (2.3 Mol-%), 4-A-Molekularsieb, 86 %,
96 % ee; b) para-Toluolsulfonsiure, iPrOH, 86 %; c) TBAF, THF, 95%;
d) 1. [Cp,ZrHCI], THF, 2. ZnCl,, THF, 3. [Pd(PPh;),] (5 Mol-%), DIBAH
(10 Mol-%), 6, 81%, d.r. > 97:3; e) [Pd(PPh,),], (CH;),Zn, THF, 68%,
d.r. > 97:3; f) TBAF, THF, 99%; g) PPhs, Imidazol, |,, Toluol/Diethyl-
ether, 75%. TBAF: Tetrabutylammoniumfluorid, TES: Triethylsilyl, THF:
Tetrahydrofuran, DIBAH: Diisobutylaluminiumhydrid, TIPS: Triiso-

propylsilyl.
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wendeten eine katalytische asymmetrische Hetero-Diels-
Alder-Reaktion an, die einen direkten Zugang zu diesem
Heterocyclus ermoglichte. Die Umsetzung von Methoxybu-
tadien (1) mit dem geschiitzten Propargylaldehyd 2°! in Ge-
genwart des von Jacobsen und Mitarbeitern” entwickelten
Cr'"_Katalysators 4 ergab das Produkt 3 in hoher Ausbeute
(86 %) und Enantioselektivitit (96% ee). Die beobachtete
Diastereoselektivitdt von nur ca. 5:1 resultiert aus einer
Epimerisierung, die unter den Reaktionsbedingungen auf-
tritt. Diese niedrige Selektivitét bereitete jedoch im weiteren
Verlauf keine Probleme, da das Acetal 3 in Isopropylalkohol
unter sauren Bedingungen™! auch in Form des Diastereo-
merengemischs in das thermodynamisch stabilere, konfigu-
rativ einheitliche Produkt 5! (nach Entschiitzen) iberfiihrt
werden konnte. Dieses Alkin wurde unter Verwendung des
Schwartz-Reagens hydrozirconiert und in situ zur Vinylzink-
spezies transmetalliert. Eine Negishi-Kreuzkupplung mit dem
leicht erhiltlichen Dibromid 6 ergab das trisubstituierte
Vinylbromid 7 in 81 % Ausbeute. Interessanterweise fiihrte
der Zusatz von wenig DIBAH zu generell hoheren Ausbeu-
ten. Die Verbindung 7 wies jedoch die ,,falsche“ Konfigura-
tion am trisubstituierten Olefin auf, die nun in einem
Schliisselschritt dieser Synthese invertiert werden musste.
Negishi und Mitarbeiter hatten berichtet, dass @hnlich sub-
stituierte Halogenalkene Kreuzkupplungen unter Inversion
(und nicht wie vermutet unter Retention) durchlaufen.”
Demgemaif setzten wir das Vinylbromid 7 unter Palladium-
katalyse mit Dimethylzink um und beobachteten im NMR-
Spektrum eine saubere Inversion an der Doppelbindung zur
cis-Verbindung 8 (68 % Ausbeute, d.r. > 97:3). Dies ist umso
erstaunlicher, als eine umgekehrte Abfolge, d.h. zuerst Re-
aktion des Dibromids 6 mit Dimethylzink und dann mit der
Dihydropyranderivat ausgehend von S, zu sehr niedrigen
Ausbeuten und einem Isomerengemisch fiihrte. Der Mecha-
nismus dieser Stereoinversion in der Negishi-Kreuzkupplung
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bleibt unbekannt; in der Literatur wurden o-Pd-Allenylspe-
zies als Intermediate postuliert.’! Die Synthese von 9 wurde
durch Abspaltung der terminalen Schutzgruppe und Substi-
tution der Hydroxygruppe durch Iodid (Standardmethoden)
in guten Ausbeuten abgeschlossen.

Fiir die Synthese des zweiten Fragments wéhlten wir eine
Aldolstrategie nach Evans,”! jedoch unter Verwendung des
von Seebach und Hintermann entwickelten DIOZ-Auxiliars
(4-Isopropyl-5,5-diphenyloxazolidin-2-on)."”) Die Wirksam-
keit dieses Verfahrens ist bei der Synthese von Discodermolid
bereits unter Beweis gestellt worden,'!! und die Vorteile von
hoherer Selektivitit und Kristallinitdt der Intermediate (bei
jedoch hoherem Molekulargewicht) waren auch in den hier
beschriebenen Reaktionen von groem Nutzen. Enantiose-
lektive Alkylierung des Li-Enolats von 10! durch Tigloyl-
bromid!'? ergab 11 in hoher Ausbeute (92 %) und sehr guter
Selektivitit (d.r. > 97:3, Schema 2). Abspaltung (und Rege-
nerierung) des chiralen Auxiliars durch LiAlH, und an-
schlieBende Swern-Oxidation ergaben den Aldehyd 120 in
98 % Ausbeute iiber zwei Stufen. Der chirale Aldehyd wurde
dann in einer Bor-vermittelten Aldolreaktion mit ent-10 zum
syn-Aldol 13 umgesetzt. Die Selektivitdt der Reaktion ist mit
einem Wert von 87:13 (trennbar durch Flashchromatogra-
phie) nicht herausragend, was aber mit dhnlichen, literatur-
bekannten Substraten®! im Einklang ist. Die Umsetzung von
13 zum Weinreb-Amid unter Verwendung von AI(CHj;),
verlief glatt, ebenso wie die nachfolgende Schiitzung mit TBS
und die Reduktion mit DIBAH zum Aldehyd (85 % iiber drei
Stufen). Eine erneute Bor-vermittelte Aldolreaktion ergab
das Hydroxyamid 14 mit einer all-syn-Konfiguration mit sehr
guter Stereoselektivitdt (d.r.>97:3). Das auxiliargebundene
Imid 14 konnte mit Lithiumaluminiumhydrid in Toluol direkt
zum Aldehyd 15 reduziert werden. Eine Wittig-Reaktion
ergab den a,f-ungesittigten Ester, der durch Reduktion und
anschlieBende allylische Oxidation mit MnO, in den a,B-un-
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Schema 2. a) LDA, THF, dann Tigloylbromid, 92%, d.r.>97:3; b) LAH, Diethylether, quant.; c) Swern-Oxidation, 99 %,; d) Bu,BOTf, Et;N, CH,Cl,,
dann 12, 77%, d.r.=87:13; ) CH;ONHCH;-HCl, Al(CH;);, CH,Cl,, 86 %; f) TBSOTY, 2,6-Lutidin, 99%,; g) DIBAH, quant.; h) ent-10, Bu,BOTf,
Et;N, CH,Cl,, dann Aldehyd, 61%, d.r.>97:3; i) LiAlH,, Toluol, 83 %; j) (Carbethoxyethyliden)triphenylphosphoran, Toluol, 99%,; k) DIBAH, THF,
93%; 1) MnO,, CH,Cl, 86 %; m) CrCl,, CHI;, THF, quant., d.r.>97:3. LDA: Lithiumdiisopropylamid, LAH: Lithiumaluminiumhydrid, TBS: tert-

Butyldimethylsilyl.
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gesittigten Aldehyd 16 iiberfiihrt wurde. Eine Kristallstruk-
turanalyse von 16 (Schmp. 75-77°C) ermoéglichte die ein-
deutige Zuordnung der Konfiguration der neu gebildeten
stereogenen Zentren. Die Transformation zum Vinyliodid 17
nach Takai* gelang in sehr guter Ausbeute und Stereose-
lektivitt.

Die beiden Fragmente 9 (Schema 1) und 17 (Schema 2)
wurden nach einem Verfahren von Marshall verkniipft
(Schema 3).%¢*l Das primire Alkyliodid 9 wurde zun4chst mit
9-Methoxy-BBN und rBuLi umgesetzt und dann mit 17 in
Gegenwart von [Pd(dppf)Cl,] als Katalysator (5 Mol-%) in
DMF/Wasser unter basischen Bedingungen gekuppelt. Die
Reaktion verlief trotz der strukturellen Komplexitdt der
Substrate erstaunlich gut,“s] und das Produkt 19, das nun das
gesamte Kohlenstoffgeriist des Anguinomycins C enthielt,
wurde in 80% Ausbeute isoliert. Eine sdurekatalysierte
Spaltung des Acetals (PPTS, Aceton/Wasser, 95 %) und eine
zweistufige Oxidation (DMP, dann MnO,, 47 % iiber zwei
Stufen) schlossen die Synthese ab. Die letzte Schutzgruppe
wurde durch HF in gepuffertem Pyridin entfernt (86 % ), und
synthetisches Anguinomycin C wurde nach Reinigung durch
halbpraparative HPLC isoliert. Die spektroskopischen Daten
des synthetisierten Produkts (IR-, MS-, 'H- und *C-NMR-,
HSQC-Spektrum) sind identisch mit den publizierten Werten
fiir den Naturstoff;'® auch der Drehwert ([a]p=—101; c=
6.4x 107, CH;OH) ist mit dem Literaturwert in Einklang
([alp=-128; ¢=0.5, CH;0H). Aus diesen spektroskopi-
schen Daten folgt, dass die absolute Konfiguration des An-
guinomycins C (20) der in Schema 3 gezeigten Strukturformel
entspricht (SR,10R,16R,18S,19R,20S).

Obwohl Anguinomycin C eine sehr dhnliche Molekiil-
struktur hat wie Leptomycin B, unterscheiden sich die biolo-

O OH
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Schema 3. a) 9-Methoxy-BBN, tBuli, Diethylether, THF; b) 17, [Pd-
(dppf)Cl] (5 Mol-%), AsPh, (15 Mol-9), Cs,CO,, DMF/H,0, 80%;
c) Pyridinium-para-toluolsulfonsiure, Aceton/H,0, 95%; d) 1. DMP,
CH,Cl,, 2. MnO,, CH,Cl,, 47%; €) HF-Pyridin, Pyridin, THF, 86 %.
BBN: Borabicyclononan, dppf: Ph,PC;H,FeCsH,PPh,, DMP: Dess-
Martin-Periodinan.
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gischen Wirkungen dieser Verbindungen stark. Wéahrend
Anguinomycin C in pikomolaren Konzentrationen fiir pRB-
inaktivierte, immortalisierte Zellen toxisch ist, scheint es bei
normalen Zellen nur einen Wachstumsstopp zu bewirken.!
Leptomycin B hingegen zeigt keine derartige Selektivitédt und
ist stark toxisch fiir alle Zelltypen.

Leptomycin B ist ein spezifischer Inhibitor des Proteins
CRM1,!"-'81 das zur Proteinfamilie der Karyopherine gehort,
die den Grofteil des Proteintransports zwischen Zellkern und
Zytoplasma vermitteln (siehe z.B. Lit. [19]). CRM1 ist das
wichtigste Exportin beim Proteinexport aus dem Zellkern.
Die Substrate von CRM1 enthalten eine kurze Signalsequenz
(nuclear export signal, NES), die ihnen die spezifische Bin-
dung an CRM1 ermoglicht. Die Exportaktivitdt von CRM1
kann durch Leptomycin B mit hoher Selektivitdt inhibiert
werden. Leptomycin B wirkt durch seine kovalente Anhef-
tung an ein Cystein in der Substratbindungsstelle von CRM1,
wodurch die Bindung der Exportsignale der Substrate ver-
hindert wird."

Um zu testen, ob Anguinomycin C ebenfalls den CRM1-
abhéngigen Export von Proteinen aus dem Zellkern inhibiert,
untersuchten wir die Wirkung dieser Verbindung auf die in-
trazelluldre Lokalisation des humanen Rio2-Proteins. Rio2 ist
eine im Zytoplasma lokalisierte Proteinkinase, die CRM1-
abhingig aus dem Zellkern exportiert wird;?!! wird der
CRM1-abhingige Export blockiert, akkumuliert Rio2 im
Zellkern. Fiir die Tests wurden HeLa-Zellen 90 Minuten mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Leptomycin B oder
Anguinomycin C inkubiert. Danach wurden die Zellen fixiert
und die Lokalisation von Rio2 mithilfe spezifischer Antikor-
per durch indirekte Immunfluoreszenz bestimmt. Sowohl fiir
Anguinomycin C als auch fiir Leptomycin B wurde eine
starke Akkumulation von Rio2 im Zellkern beobachtet,
wiahrend unbehandelte Kontrollzellen die erwartete zyto-
plasmatische Lokalisation des Proteins aufwiesen (Abbil-
dung 1). Dies beweist, dass nicht nur Leptomycin B, sondern
auch Anguinomycin C den CRM1-abhéngigen Kernexport
inhibiert. Die Wirkung von Anguinomycin C war nur ge-
ringfiigig schwicher: Wahrend Leptomycin B bei einer Kon-
zentration von 5 nM in allen Zellen eine Kernakkumulation
von Rio2 bewirkte, wurden 10 nM Anguinomycin C benétigt,
um denselben Effekt zu sehen. Zusammengenommen bele-
gen die Daten, dass Anguinomycin C ein effizienter Inhibitor
des CRM1-abhingigen Exportweges ist.

Wir haben hier iiber die erste Totalsynthese des antitu-
moralen Polyketids Anguinomycin C berichtet. Bemerkens-
werte Syntheseschritte waren: 1) eine Cr-katalysierte enan-
tioselektive Hetero-Diels-Alder-Reaktion zum raschen
Aufbau des Dihydropyrans, 2) eine Negishi-Reaktion unter
Stereoinversion zur Synthese der trisubstituierten Doppel-
bindung und 3) die Anwendung des chiralen DIOZ-Auxiliars,
das z.B. die einfache Umwandlung des Imids 14 zum Aldehyd
15 ermoglichte. Diese konvergente Route ermoglichte auch
die Zuordnung der absoluten Konfiguration des Anguino-
mycins C (20). Weiter konnten wir zeigen, dass Anguinomy-
cin C (20), wie das strukturverwandte Leptomycin B, den
CRM1-vermittelten Export von Proteinen aus dem Zellkern
inhibiert. Die Folgerungen aus diesen experimentellen Be-
funden fiir die beschriebene Selektivitit von Anguinomy-
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Abbildung 1. Anguinomycin C inhibiert den CRM1-abhiangigen Export
von Rio2 aus dem Kern von HelLa-Zellen. CRM1: Chromosome Mainte-
nance Region 1.

cin C fiir pRB-inaktivierte Zellen!* sind Gegenstand weiterer
Untersuchungen.
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