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Das 3,3"-Pyrrolidinylspirooxindol-System ist ein privilegiertes hete-
rocyclisches Strukturmotiv, das die zentrale Einheit bei einer grofien
Familie von natiirlichen Alkaloiden mit starken Bioaktivititsprofilen
und interessanten Struktureigenschaften bildet. Neue bedeutende
Fortschritte bei der Synthese dieses kondensierten heterocyclischen
Systems haben ein starkes Interesse an der Entwicklung verwandter
Verbindungen als mogliche Wirkstoffe oder biologische Sonden her-

vorgerufen. Strychnofolin (4) inhibiert die Mi-
tose bei mehreren Zelllinien, ein-
schlieBlich Mausmelanom B16, Ehr-

1. Der 3,3'-Pyrrolidinylspirooxindol-Heterocyclus als lich und Hepatom HW165." Die Spirotryprostatine A und B

Strukturmotiv in Naturstoffen (5 und 6) wurden aus der Fermentationsbriihe von Aspergillus

fumigatus isoliert, und es wurde nachgewiesen, dass sie bei

Die Spirooxindol-Alkaloide, die auf einem von Tryptamin
abgeleiteten Strukturmotiv basieren, gehoren zu einer Fami-
lie von Naturstoffen, die erstmals aus Pflanzen der Apo-
cynaceae- und Rubiaceae-Familien isoliert wurden.'! Das
wesentliche Strukturmerkmal dieser Verbindungen ist die

Spiro-Ringverkniipfung an der 3-Position der Oxindoleinheit,

wobei die Pyrrolidin- und Oxindolringe unterschiedlich stark

substituiert sein konnen. Neben der interessanten Molekiil-
architektur und dem dicht funktionalisierten Zentrum zeigen
mehrere Naturstoffe, die dieses heterocyclische Motiv auf-
weisen, betrichtliche Bioaktivitdten (Abbildung 1). Alstoni-
sin (1) wurde zuerst aus Alstonia muelleriana isoliert,”) und
eine Reihe biomimetischer Umsetzungen von 1 wurden durch

LeQuesne und Garnick untersucht.”! Der wenig substituierte

Spirooxindol-Kern des 1991 isolierten (—)-Horsfilins!*! (2a)

erwies sich als interessantes Strukturmotiv, und zahlreiche

Synthesen verwandter Molekiile wurden beschrieben. Die

verwandte Verbindung Coerulescin (2b), die eine noch ein-

fachere Struktur aufweist, wurde 1998 isoliert; ihre Synthese
wird oft zusammen mit der von Horsfilin beschrieben.

Chitosenin (3) ist ein weiterer Naturstoff mit interessanter

Struktur, der in vivo bei Ratten und Kaninchen eine kurzle-

bige inhibitorische Aktivitdt gegeniiber der ganglionédren

Transmission zeigt.®

Horsfilin (2a), R = MeO
Coerulescin (2b), R=H

[*] C.V. Galliford, Prof. K. A. Scheidt
Chemistry Department, Northwestern University
2145 Sheridan Road, Evanston IL 60201 (USA)
Fax: (+1) 847-467-2184

Spirotryprostatin A (5 Spirotryprostatin B (6
E-Mail: scheidt@northwestern.edu pirotryp (5) piroiryp (©)
Homepage: http://www.chem.northwestern.edu/ ~ scheidt/ Abbildung 1. Reprisentative Pyrrolidinylspirooxindole.
S IWILEY .
-' : InterScience® © 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2007, 119, 8902 —8912

—— Nutzen Sie die blauen Literaturverkniipfungen s —




Pyrrolidinylspirooxindole

Konzentrationen iiber 12.5mgmL~' die G2/M-Pro-
gression von tsFT210-Saugetierzellen vollstindig inhi-
bieren.”

2003 publizierten Carreira und Marti eine Uber-
sicht zur Synthese von Naturstoffen, die dieses kon-
densierte heterocyclische System enthalten.”’ Die Au-
toren diskutierten Zugénge, die auf intramolekularen
Mannich-Reaktionen beruhen,!'>!*! verschiedene Me-
thoden, die eine klassische oxidative Umlagerung von
Tetrahydro-B-carbolinen einbeziehen,'"'**"! radikali-
sche Cyclisierungen,” intramolekulare Heck-Reak-
tionen,l”! eine Nitroolefinierungsstrategie,'!! eine
neuartige Umlagerung von 3-[(Aziridinyl)(methyl-
thio)methylen]-2-oxindolen™ und dipolare Cycload-
ditionen® sowie ihre eigene Mgl,-katalysierte Ring-
erweiterungsmethode.'”?**?l Seit Erscheinen dieser
Ubersicht wurden mehrere alternative Methoden be-
schrieben.["]

Ein wichtiger Antrieb fiir die methodischen Fort-
schritte war die Tatsache, dass viele der hergestellten
Molekiile iiber bioaktive Eigenschaften verfiigten.
Insbesondere die Arbeiten von Carreira, Danishefsky
und Williams zur Synthese von Pyrrolidinylspirooxin-
dolen wie den Spirotryprostatinen fiihrten zu immer neuen
Strategien zum Aufbau dieser kompakten Alkaloide. Im
Gegenzug konnten mithilfe der entwickelten Synthesestra-
tegien ausreichende Substanzmengen fiir die biologische
Evaluierung sowie vielseitige Derivate fiir die Untersuchung
von Struktur-Aktivitdts-Beziehungen (SARs) zugénglich ge-
macht werden. Die vielversprechenden biologischen Daten,
die hierbei erhalten wurden, fiihrten unmittelbar zu der Fra-
ge, ob natiirliche Spirooxindole in therapeutische Wirkstoffe
umgewandelt werden konnen.

1.1. Synthesemethode nach Danishefsky

1998 beschrieben Danishefsky und Edmonton die erste
Totalsynthese von Spirotryprostatin A (5), wobei sie eine
NBS-vermittelte oxidative Umlagerung des entsprechenden
B-Carbolins einsetzten (Schema 1).'"*! Eine 1999 beschrie-
bene, verbesserte Synthese nutzte die gleiche NBS-vermit-
telte oxidative Umlagerung im Schliisselschritt. Der Natur-
stoff und mehrere Derivate wurden auf ihre Wirkung gegen
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1. TFA, coue
coMe 4AMS,
W ggjﬁcb’ MeO \ NBoc
\ z N Me
2. (Boc),0, . sPh
CH4CN, Et3N, 10 Me
A 84% 4 NBS, THF/H,O,
AcOH, 46%
2. TFA, CHyCly,
93%

MeO

Spirotryprostatin A (5) "

Schema 1. Synthese der Kernstruktur von 5 nach Danishefsky. Boc =tert-Butyl-
oxycarbonyl, MS = Molekularsieb, NBS = N-Bromsuccinimid, TFA =Trifluor-
essigsdure.

humane MCF7- und MDA-MB-468-Brustkrebszellen getes-
tet. Bei beiden Zelllinien waren die Derivate 12-14 dem
Naturstoff ~Spirotryprostatin A (5) {iberlegen (Abbil-
dung 2). Das hoch aktive Spirooxindol 14 ist dabei in nur

adhésionsabhangige humane

Brustkrebszelllinie 5 12 13 14
IC50 MDA MB-468 1M0um 25nm  20nM 20 nm
IC50 MCF7 >>300pm  10pMm 80 uM 40 um

Abbildung 2. Erhshte Wirksamkeit der synthetischen Derivate von 5.
Bn =Benzyl.
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drei Schritten aus kommerziell erhéltlichen Ausgangsmate-
rialien zugénglich. Interessanterweise scheint die Konfigura-
tion des stereogenen Spirooxindol-Zentrums (C3) keine
Rolle zu spielen, in Anbetracht der gleichermaB3en hohen
Aktivititen der Epimere 12 und 13. Das Derivat 14, dem
sowohl die Prenylgruppe als auch der Diketopiperazinrest
von 5 fehlen, weist ebenfalls ein unveridndert hohes Maf3 an
Aktivitat auf.

Die Totalsynthese des aktiveren Spirotryprostatin B (6)
folgte im Jahr 2000 ebenfalls durch die Arbeitsgruppe von
Danishefsky (Schema 2).'”! Die Synthesestrategie beruht

Me Me

CO,Me \E Ve
H Me

NH,*HCI CHO  MeOC N/

o NEts, 3A MS o
N
H py, 0— 23 °C NH
Indolon 15

16

73% Ausbeute eines
Diastereomeren-
gemischs

Schema 2. Schliisselschritt in der Synthese von Spirotryprostatin B (6)
nach Danishefsky. Py =Pyridin.

diesmal nicht auf einer oxidativen Umlagerungsstrategie, wie
sie fiir Spirotryprostatin A (5) genutzt worden war, sondern
auf einer intramolekularen Mannich-Reaktion zwischen dem
von L-Tryptophan abgeleiteten Methylester 15 und einem
Aldehyd. Diese Mannich-Reaktion lieferte ein Diastereo-
merengemisch, das in einem spiteren Syntheseschritt ge-
trennt wurde. Nach dieser Route konnte Spirotryprostatin B
(6) iiber eine fiinfstufige Sequenz in Mengen von 500 mg pro
Charge erhalten werden. Beide Zugénge zu 5 und 6 waren
nicht enantioselektiv, es konnten aber jeweils ausreichende
Mengen hergestellt werden, um sowohl die Synthese von
Derivaten als auch biologische Studien zu erméglichen.

1.2. Mgl -vermittelte Ringerweiterung von
Cyclopropyloxindolonen

Carreira und Mitarbeiter haben eine zuverldssige Me-
thode zur Synthese von Pyrrolidinylspirooxindolen ausge-
hend von Iminen und Spiro(cyclopropyloxindolen) entwi-
ckelt.'?2?l Fiir Mgl, wird eine doppelte Funktion ange-
nommen: Es fungiert als Lewis-saurer Aktivator und als
nucleophiles Gegenion, das die Ringerweiterung beschleu-
nigt. Der von den Autoren vorgeschlagene Mechanismus ist
in Schema 3 dargestellt. Demnach entsteht zunéchst das In-
termediat 19 als erstes Produkt der Ringoffnung. Anschlie-
Bend folgt entweder einen Enolatangriff des Oxindols auf das
Imin und die nucleophile Verdréngung des Iodids zur Bildung
des Pyrrolidinrings (20 dann 21), oder aber die beiden
Schritte verlaufen in umgekehrter Reihenfolge. Wahrschein-
lich ist, dass die elektronische Struktur des eingesetzten Imins
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Schema 3. Von Carreira vorgeschlagener Reaktionsweg fiir die Mgl,-
katalysierte Ringerweiterung.

iiber die Reihenfolge dieser beiden Schritte entscheidet. Die
alternative Moglichkeit, dass eine direkte Ringoffnung des
Cyclopropans durch das Imin direkt zu 22 fiihrt, wurde von
den Autoren als weniger plausibel eingeschitzt.

Die Reaktion kann mit verschiedenen Iminen ablaufen
und liefert die Pyrrolidinyloxindole in guten bis sehr guten
Ausbeuten und mit brauchbaren Diastereoselektivitdten
(Schema 4). Eine Reihe von Alkyl- und Aryliminen, N-To-
sylimine 26 und sogar N-Tosylisocyanate konnen als Substrate
eingesetzt werden.'"”! Die Cyclopropyleinheit kann auch

SN 10 Mok R
ol-% s
2 N
irﬂ\m Mgl, )
o R
N THF, 80 °C X
Bn 24 geschlossenes GefaR Bn 25
55-98% R',RZ = Alkyl, Aryl
80:20 bis 91:9 d.r.
T ~
SN 10 Mol-% N
26 JI_ Mgly
2 ‘s
o H R ‘R2
N THF, 60 °C N o)
Bn Bn 27
55-97%
52:48 bis 98:2 d.r. R? = Aryl, Alkyl
_Me
N
MeQ MeO
o 6 Mol-% Mgl,
B, 28 THF, 125°C N© O
+ geschlossenes Gefaly
Me  _~ .Me 83% N-Benzylhorsfilin

LJ
| 2

Me

9

Schema 4. Substratbreite der katalytischen Ringerweiterung. Ts =Tolu-
olsulfonyl.
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(mono)substituiert sein, sodass die zunichst erhaltenen Pro-
dukte leicht weiter derivatisiert werden konnen.
Modifizierte Imin-Aquivalente oder komplexere Imine
und passend substituierte Spirocyclopropylindolone wurden
in dieser Reaktion eingesetzt, um eine Reihe von Naturstof-
fen zu synthetisieren. Die erste und einfachste dieser Total-
synthesen ist in Schema 4 unten gezeigt. Racemisches Hors-
filin wurde mit Trimethyltriazinan (29) in nur fiinf Schritten
und mit 41 % Gesamtausbeute synthetisiert.””! Weitere Mo-
lekiile, die nach dieser Methode synthetisiert wurden, sind
Strychnofolin (4)*!! und Spirotryprostatin B (6).1*”

1.3. Asymmetrische 1,3-dipolare Cycloaddition

Bei ihrer Synthese von Spirotryprostatin B (6) erhielten
Williams und Sebehar beide Enantiomere des Zielmolekiils,
und sie stellten auBerdem Derivate des Naturstoffs her.*
Der sehr elegante Zugang nutzt eine Dreikomponenten-
reaktion (3-CR) von Morpholinon 31, Aldehyd 32 und
Oxindolylidenacetat 33 zum Aufbau der Spirooxindol-Kern-
struktur (Schema 5). 31 und 32 bilden ein chirales Azome-

MeO
Ph
CHO :
Ph 32 Me Me Ph',,'/\o
Ph",(_\o 3A-MS, Toluol
HN\/&O EtO,C
31 /
o
N o33
82% H,, PdCI, THF,
EtOH, 60 psi,
36 h, 99%

— H ] j: Me
p% Meo%
(e}
Ph Me o
H

H
., N CO,H
\gozﬂ
O
N 35
7 Stufen Jl

Spirotryprostatin B (6)

Ubergangszustand E-beta-exo

Schema 5. Die asymmetrische 3-CR von Williams zur Synthese von
Spirotryprostatin B (6).

thinylid mit E-Konfiguration, das eine bereitwillig ablaufende
[342]-Cycloaddition mit dem Dipolarophil 33 eingeht und
das Cycloaddukt 34 liefert.”" Als Produkt entsteht in 82%
Ausbeute ein einziges Diastereoisomer mit der gewiinschten
Konfiguration des Naturstoffs, wie durch Einkristall-Ront-
genstrukturanalyse bestétigt wurde. Die fiir diese Cycload-
dition benétigte Geometrie des Ubergangszustandes (,,E-
beta-exo*) ist in Schema 5 gezeigt (E bezeichnet die Konfi-

Angew. Chem. 2007, 119, 8902 —8912

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

guration des Ylids, beta den ,,von oben* erfolgenden Angriff
des Dipolarophils und exo die Geometrie des Ubergangszu-
standes). Der Dibenzylteil der Oxazinongruppe lieB sich
leicht abspalten, sodass die Aminosiure 35 erhalten wurde.

Die Synthese wurde in weiteren sieben Stufen vervoll-
standigt, wobei zunéchst die Diketopiperazin-Einheit durch
eine Kupplungsreaktion mit D-Prolinbenzylester und die
Isoprenylgruppe durch Umsetzung mit TsOH in Toluol unter
Riickfluss (ohne die Bildung anderer Doppelbindungs-
isomere) eingefiihrt wurde. SchlieBlich wurde in einer drei-
stufigen Sequenz, die die Hydrolyse und eine nachfolgende
modifizierte Hunsdieker-Reaktion umfasste, die Estergruppe
entfernt, um (—)-Spirotryprostatin B (6) zu erhalten. 2003
beschrieben Williams et al. die Synthese von Spirotryprosta-
tin A (5) nach einer #hnlichen Route.*

2. Diversitdtsorientierte Synthese nach Schreiber

Schreiber und Mitarbeiter fiihrten die diversitédtsorien-
tierte Synthese (DOS) als Methode zur Bildung kleiner Mo-
lekiile mit niitzlichen biologischen Eigenschaften ein.”® Die
starre dreidimensionale Struktur des Pyrrolidinylspirooxin-
dol-Kerns eignet sich hervorragend zur Untersuchung des
angrenzenden Strukturraums entlang verschiedenster Tra-
jektorien. Zudem ist diese Architektur in zahlreichen bioak-
tiven Alkaloiden und medizinischen Wirkstoffen vertreten,
was sie zu einem idealen Gertist fiir die diversititsorientierte
Synthese macht. Schreiber et al. haben einen kombinatori-
schen Zugang zur Entwicklung aktiver naturstoffihnlicher
Verbindungen fiir die biologische Evaluierung beschrieben.””!
Als Schliisselreaktion zur Bildung des Pyrrolidinylspirooxin-
dol-Kerns wurde die stereoselektive 3-CR von Williams et al.
gewihlt (Schemata 5 und 6), die fiir den Aufbau der kombi-
natorischen Bibliothek besonders geeignet war, da sie einen
hoch konvergenten Zugang bietet und eine einfache Diver-
sifizierung der Konfiguration und Struktur ermoglicht.

Im ersten Schritt wurde das Spirooxindol-Geriist iiber
eine hoch diastereoselektive Cycloaddition aufgebaut. Hierzu
wurden an Makrokiigelchen immobilisierte Aldehyde, eines
der beiden Enantiomere des chiralen Auxiliars 31 nach Wil-
liams und ein von Isatin abgeleitetes Dipolarophil 37, das den
Allylester triagt, verwendet. Die Spirooxindole wurden dann
mit Bausteinen, die unterschiedliche Strukturmerkmale und
passende Funktionalititen aufwiesen, weiter aufgebaut.
Nachdem erste Versuche, die 3-CR unter den von Williams
beschriebenen Losungsbedingungen (3-A-Molekularsieb,
Toluol) auszufithren, misslangen, untersuchten Schreiber
et al. einige Lewis-Sduren als mogliche Katalysatoren und
fanden, dass Mg(ClO,), die Reaktion beschleunigt und die
Produkte der Dreikomponentenreaktion in hoher Reinheit
und ausgezeichneter Diastereoselektivitit liefert. Das Reak-
tionsmedium wurde mit Pyridin gepuffert, um die saure Ab-
spaltung des Aldehyds vom Silicium-Anker zu minimieren,
und die Molekularsiebe wurden gegen Methylorthoformiat
als Dehydratisierungsmittel ausgetauscht. Diese neuen Re-
aktionsbedingungen ermoglichten die Umsetzung aromati-
scher Aldehyde mit vielseitigen Substitutionsmustern und
ergaben gute Ausbeuten sowie hohe Diastereoselektivitidten
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36 . Pyridin
31 HC(OMe)s,
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o @ ;Pr\ _//Pr ’/\O
\/SI\
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37b (X=1) N "COAllyl
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X
Nr Aldehyd Dipolarophil  Umsatz [%] d.r.
%~ o
1 o 37a 89 8812
2 36a 37b 89 >95:5
CHO
S o cHO
3 o 37a 595  >955
4 36b 37b >95 >95:5
5 360 37a >95  >955
6 CHO 37b >95  >95:5
r{é\o/\/o
[e]
7 % \©\ 37a 95  91:9
4 2:
8 36d oo 37b 9 92:8
(0]
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9 % :@i“i\ 37a >95  77:23
10 MeO cho 37b >05 72:28
1 2 ~0 Oy _cHo 37a >95 82:18
12 agf \ 7/ 37b >95  85:15

Schema 6. Aufbau der urspriinglichen Verbindungsbibliothek aus
3-CR-Makrokiigelchen nach Schreiber et al.

von 72:28 bis >95:5, je nach Struktur des eingesetzten Al-

dehyds.

Die gewiinschte Bibliothek wurde durch eine Split-Pool-
Festphasensynthese erzeugt.”®! Die Derivatisierungsreaktio-
nen wurden nach zwei Kriterien ausgewihlt: 1) nach ihrer
Fiahigkeit, effiziente Festphasenumwandlungen einzugehen,
und 2) nach ihrer Féhigkeit, die urspriinglichen chemischen
Eigenschaften des Ausgangsmaterials zu modifizieren (z.B.
die Zahl drehbarer Bindungen oder den clogP-Wert (clogP:
berechneter Verteilungskoeffizient P zwischen 1-Octanol und
Wasser)). Zur Umsetzung des immobilisierten heterocycli-
schen Kerns wurden drei Syntheseoperationen gepriift:

a) die Palladium-katalysierte Bildung von Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Bindungen mit gleichzeitiger Allylesterspal-
tung;

b) die Amidbildung zwischen der resultierenden Carbon-
sdure und Aminen;

c) die N-Acylierung von o-Lactamen mit Elektrophilen.
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Die Autoren stellten fest, dass die Sonogashira-Kupplung
mit Aryliodspirooxindolen am zuverléssigsten erfolgt, und die
Alkine in Abbildung 3 erwiesen sich als gute Kupplungs-
partner, die in den weiterfithrenden Studien verwendet wur-
den. Hohe Beladungen der Palladium- und Kupferkatalysa-
toren wurden verwendet, um eine zuverlédssige Kupplung am
festen Tréager sicherzustellen. Die iiberschiissigen Metallrea-
gentien wurden anschlieBend mit Glyoxalbis(thiosemicarba-
zon) als Abfangreagens sorgfiltig entfernt.

Die Amid-Kupplungen am festen Trager wurden mit Py-
BOP/(iPr),NEt ausgefiihrt und verliefen durchweg erfolg-
reich (Schema 7). SchlieBlich wurden aus einer Gruppe von
Isocyanaten und Chlorformiaten drei Elektrophile fiir die N-
Acylierung identifiziert, wobei die optimalen Reaktionsbe-
dingungen fiir diese Umsetzung stark vom verwendeten
Elektrophil abhingen.

Mit diesen drei zur Diversifizierung ausgewdhlten und
validierten Reaktionskandidaten wurde dann die Synthese
der Bibliothek vorgenommen. Ausgehend von triagergebun-
denen Aldehyden wurde eine Lewis-Sdure-vermittelte 3-CR
mit vier Aldehyden, zwei Morpholinonderivaten und zwei
Dipolarophilen durchgefiihrt, wodurch 16 Spirooxindol-Ker-

Aldehyd Morpholin

Ph

Ph, A~
‘™o
H&O

Ph
Ph})\o

36b | HN Ao
UL Sy M o
36a CHO \O Dipolarophil
: O\= O \=
CHO ' o o
Ho/[::r CHO ! ] /
36d 01366 ! Ra =0
i H
OH E 37a 37b
Alkin /@/onne ] Nj)\N/\\ Hok MeO,C “
"omit" = 2 H O T CO,Me
ik

Amin H)_\ o N’\
@E N ONH, <o]©/\ LNH
HO\)P\hr\JH2 0

G, SO
7 NH,  MeO NH

R x
omit NNH,

(O
S N/
4
Crpw O

NH,

N-acylierendes

Reagens o) MeO,C.__NCO Ph.__NCO

~
X e

Me”™ Me

"omit" meo_~ A,

Abbildung 3. Diversititselemente, die zur Derivatisierung der 3-CR-
Template verwendet wurden. ,,omit“ bedeutet, dass das betreffende
Reagens weggelassen wurde.
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Screening wurde in 384er Titerplatten mit Hefe
(Wildtyp) in néhrstoffreichem Medium ausge-

Marker-1 . fuhrt. Latrunculin B wurde bis zu einer Endkon-
1. Morpholin, . . .
A Dipolarophil 1. Alkin zentration von 7 pM zugegeben, und anschlieSend
! H !
Ssil Mg(CIO4)» Pd", cu" wurden mit der Pin-Transfer-Technik Stammlo-
OD_CHO HC(OMe)s, py 38 2 Marker-3 sungen der Bibliothek bis auf eine Endkonzen-
36 2 Marker-2 tration von ca. 33 pm zugesetzt. Durch einen Ver-
’ 1. Amin, gleich der Testkammern mit Kontrollkammern
Marker-1 PyBOP, ohne Bibliotheksmitglieder wurden insgesamt 36
Ph iProNEt . . s . .

Marker-2 : Verbindungen mit Verstarkungswirkung verzeich-

iPr_iPr Ph., 2. Marker-4 . .
Ny ';/\o : net. Zwei Bausteine, Aldehyd 36d und (5R,65)-
Marker-3 ~ \OD., N _ Morpholinon 31, waren unter den positiven Er-

o, 7, N-acylierendes .
Marker-4 H Reagens gebnissen besonders stark vertreten.
o N “'CONR'R? 40 Verbindung 42 wurde fiir eine erneute Syn-
41 \\// these ausgewihlt und weiter getestet (Abbil-
R = dung 4). Hierzu wurde die Menge an Latruncu-
R1

Schema 7. Strategie zur Geriist-Diversifizierung der Bibliothek. PyBOP = 1-Benzo-

triazolyloxy-tris (pyrollidino) phosphonium.

ne erzeugt wurden. In jedem Diversifizierungsschritt wurde
ein Marker zur spiteren Identifizierung der Makrokiigelchen
angebracht.’”) Die Reaktionssequenz fiir die acht Kern-
strukturen, die das Aryliodid enthalten, ist in Schema 7 ge-
zeigt.

Nach dieser Reaktionsfolge wurden mehr als 3000 Ver-
bindungen gebildet. Die Reaktionssequenz fiir die acht
Kernstrukturen ohne Aryliodid war: a) Esterspaltung

»omit“ + Entschiitzung), b) Amidierung (,omit“ + elf
Amine) und c) N-Acylierung (,,omit“ + drei N-acylierende
Reagentien). (,,omit* bedeutet, dass das betreffende Reagens
an dieser Stelle weggelassen wurde.) Diese Sequenz lieferte
zusidtzliche 416 Verbindungen, sodass insgesamt theoretische
3520 Verbindungen erhalten wurden. Die Auswahl der Bau-
steine beruhte auf Faktoren, die auf eine Maximierung der
Diversitét abzielen (z.B. funktionelle Gruppen, Heterocyc-
len, Substitutionsgrad), sowie auf Berechnungen, die eine
moglichst hohe Diversifizierung der clogP-Werte ergeben.
Um den Erfolg dieses Ansatzes zu iiberpriifen, wurden drei-
zehn Verbindungen der Bibliothek — jeder Baustein war we-
nigstens einmal vertreten — zuféllig fiir die Synthese am Ma-
krokiigelchen ausgewihlt und vollsténdig charakterisiert. Mit
den vorhandenen robusten und bewéhrten Bedingungen
wurde eine Split-Pool-Synthese zum Aufbau der Bibliothek
ausgefiihrt. Die vier aromatischen Aldehyde 36 (Abbil-
dung 3) wurden am festen Triger immobilisiert.’” Bei zwei
der Bausteine ergaben sich Codierungsprobleme im Verlauf
der Umsetzungen. Die betreffenden Kiigelchen wurden da-
her abgetrennt und parallel zu den iibrigen, in der Bibliothek
verbliebenen Proben umgesetzt. Als Folge davon verringerte
sich die Zahl der Bibliotheksmitglieder auf 3232.°"

Schreiber und Mitarbeiter nutzten eine chemisch-geneti-
sche Screeningmethode, um nach bioaktiven Verbindungen
zu suchen. Sie entwickelten ein Testsystem zur Identifizierung
von Verbindungen, die die durch Latrunculin B verursachte
Wachstumshemmung verstirken. Latrunculin B ist ein Na-
turstoff, der monomeres Actin maskiert und die Bildung von
Actin-Mikrofilamenten verhindert.”” Das urspriingliche
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lin B auf 1.0 um gesenkt, was 12.5% des experi-
mentell bestimmten ECs,-Werts entspricht. In
dieser Konzentration hat Latrunculin B keine be-

Abbildung 4. Von Schreiber identifizierte Leitstruktur.

obachtbare Wirkung auf das Hefewachstum. Gab man zu
diesem Medium noch 42 hinzu, wurde die Inhibitorwirkung
von Latrunculin B verstarkt. Fiir 42 wurde ein ECy,-Wert von
550 nm bestimmt. Als Kontrollversuch wurden Hefezellen
nur mit 42 bis zur Loslichkeitsgrenze von 30 pm behandelt,
wobei keine Wirkung auf das Hefewachstum auftrat. Dieser
Versuch belegt, dass 42 nicht den gleichen Phidnotyp wie
Latrunculin B zeigt und dass es nur in Kombination mit
Latrunculin B letal wirkt.

Die Tatsache, dass Spirooxindol 42 die Hemmung der
Actinpolymerase durch Latrunculin B synergistisch aktiviert,
macht diese Verbindung zu einem interessanten Kandidaten
fiir ein biologisches Screening. Schreiber merkt jedoch an,
dass Spirooxindol 42 keine sehr aussichtsreiche Zukunft als
mogliches molekulares Therapeutikum hat. Dennoch macht
diese vierstufige Bibliothekssynthese deutlich, dass die par-
allele Synthese von naturstoffinspirierten Verbindungen zu
Fortschritten in der medizinisch- oder chemisch-biologischen
Forschung fithren kann, sobald leistungsfidhige Syntheseme-
thoden vorhanden sind.

3. Strukturbasiertes Design von MDM2-Inhibitoren
Wang et al. haben eine strukturbasierte Strategie ange-
wendet, um eine nichtpeptidische niedermolekulare Verbin-

dung zu entwickeln, die die Wechselwirkung zwischen dem
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Tumorsuppressor p53 und seinem Regulatorpro-
tein MDM2 (MDM steht fiir ,,murine double mi-
nute®) inhibiert.** Als Ausgangspunkt nutzten die
Autoren die bekannte Struktur des p53-MDM2-
Komplexes, die durch Rontgenkristallstrukturun-
tersuchungen gelost wurde. Die Kristallstruktur
ergab auch, dass die Wechselwirkung zwischen p53
und MDM2 in erster Linie durch drei hydrophobe
Reste (Phe 19, Trp23 und Leu26) von p53 und eine
kleine und tiefe hydrophobe Furche in MDM?2
vermittelt wird."” Die Autoren vermuteten diese
hydrophobe Furche als eine ideale Bindungsstelle
fiir kleine Inhibitoren, die die p53-MDM2-Wech-
selwirkung blockieren konnen. Der Indolring des
Trp23-Rests von p53 ist tief im Innern eines hy-
drophoben Hohlraums in MDM2 verborgen (Ab-
bildung 5). Da zwischen der Aminogruppe und
einer Riickgrat-Carbonylgruppe des MDM?2 eine

Wasserstoffbriicke gebildet wird, scheint Trp23 bindung.

H
N Unterstruktur-
/ suche
2,
”'l“
o Oxindol-
Trp in p53 Kernstruktur

Unterstruktur-
suche

Me
Alstonisin (1)

Spirotryprostatin A (5)

Abbildung 5. Strukturbasierter Ansatz von Wang et al.

der entscheidende Rest fiir die Bindung von p53 an MDM2 zu
sein. Die Autoren wihlten diese Schliisselwechselwirkung fiir
das strukturbasierte Design eines kleinen Molekiils, das die
Wechselwirkung von Trp23 mit MDM?2 nachahmen kann.
Zunichst fiihrte eine Unterstruktursuche zur entschei-
denden Beobachtung, dass die Oxindol-Kernstruktur ein
moglicher Ersatz fiir den Tryptophanrest darstellt. Die Au-
toren identifizierten dann die bioaktiven Naturstoffe Spiro-
tryprostatin A (5) und Alstonisin (1), die beide eine Spiro-
oxindol-Kernstruktur enthalten (Abbildung 6). Molecular-
Modeling-Studien ergaben, dass diese Verbindungen infolge
sterischer Hinderung schlecht in die MDM2-Tasche passen.
Trotz dieses anfanglichen Riickschlags wurde die heterocy-
clische Kernstruktur als Geriist fiir die Entwicklung von
Molekiilen mit Bindungsaffinitdt fiir MDM2 herangezogen.
Die nichste wichtige Erkenntnis war, dass das Oxindol die
Trp23-Seitenkette in p53 sehr gut nachahmen kann, sowohl
bei der Bildung der Wasserstoffbindung als auch bei den hy-
drophoben Wechselwirkungen mit MDM2. Zudem lieferte
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Abbildung 6. Entwicklung und Optimierung einer potenten MDM2-bindenden Ver-

der Spiropyrrolidin-Ring ein starres Geriist, von dem zwei
hydrophobe Gruppen wegragen und so die Seitenketten von
Phe 19 und Leu26 nachahmen kdnnen. Kandidaten mit un-
terschiedlichen Substituenten und Konfigurationen wurden
per Computersimulation in der MDM2-Bindungsfurche an-
gedockt. Der Oxindolring von 43 trédgt einen Chlor-Substitu-
enten, der dazu bestimmt ist, einen zweiten, kleineren hy-
drophoben Hohlraum in MDM2 zu besetzen. Wie die An-
dockstudien deutlich zeigten, konnte Spirooxindol 44 p53 in
seiner Wechselwirkung mit MDM2 sehr prézise nachahmen
(Abbildung 6).

Ein auf der Methode von Sebehar und Williams beru-
hender enantioselektiver Ansatz lieferte die optisch aktive
Verbindung 43 fiir biologische Studien.”) Mit einem auf
Fluoreszenzpolarisierung (FP) basierenden Bindungstest be-
wiesen Wang und Mitarbeiter in vitro die Wirksamkeit von 43
als Inhibitor der MDM2-p53-Wechselwirkung. Das Testsys-
tem enthilt ein pS3-basiertes Peptid, das mit einem Fluores-
zenzmarker und einem rekombinanten humanen MDM2-
Protein markiert ist. Das Peptid hat eine groe Affinitit zu
MDM2 (K; = 1 nm). Verbindung 43 weist im FP-Test einen
K;-Wert von 8.46 um auf und ist daher recht gut mit einem
natiirlichen p53-Peptid (16-27 Reste) vergleichbar, dessen K;-
Wert zu 1.52 um bestimmt wurde. Daher erschien das Spiro-
oxindol 43 als Leitstruktur sehr vielversprechend.

Die detaillierte Analyse des vorhergesagten Modells fiir
die Bindung von 43 an MDM?2 zeigte einen Weg fiir die
weitere Verfeinerung der Leitstruktur auf. So beobachteten
die Autoren, dass der Phenylring die hydrophobe Bindungs-
tasche fiir die Seitenkette von Phe 19 besetzt und die Isobu-
tylgruppe fast vollstéandig die hydrophobe Bindungstasche fiir
Leu26 ausfiillt. Fiir diese beiden hydrophoben Wechselwir-
kungen war jedoch in den jeweiligen Hohlrdumen zusitzli-
cher Raum vorhanden. Daher wurden weitere Analoga der
Leitstruktur 43 eigens entworfen, um die Wechselwirkungen
in diesen beiden hydrophoben Bindungsstellen weiter zu
optimieren (Schema 8).

Die Synthesefiihrung ergab sich aus den Modeling-Stu-
dien, die vorhersagten, dass zwei geringfiigige Modifizierun-
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45 46

43 R = H, R" = jPr
48 R = m-Cl, R' = jPr
49 R = p-Cl, R" = jPr
44R=m-C|,R"=Bu
50 R = m-Cl, R' = Et
51 R=m-Cl,R"=/Bu

Schema 8. Modifizierte 3-CR nach Williams zur Synthese von Inhibitoren der p53-
MDM2-Wechselwirkung. Reagentien und Bedingungen: a) 4A-MS, Toluol, 70°C;

b) Dimethylamin; c) Pd(OAc),, CH,Cl,/MeOH (1:1), 0°C.

gen der Kernstruktur 43 zur Besetzung des zusétzlichen
Raums an der Bindungsstelle fithren wiirden. An der meta-
Position des Phenylrings von 43 wurde ein Chloratom einge-
fithrt, um die bestehenden hydrophoben Wechselwirkungen
zu verbessern. AuBerdem wurde Verbindung 47 (mit einem
meta-Cl-Substituenten) synthetisiert und festgestellt, dass
diese einen K;-Wert von 300 nMm aufweist, d.h. 28-mal wirk-
samer ist als die frithere Verbindung 43. Um die Vorhersagen
der Modeling-Studien weiter zu untermauern, wurde 49 mit
einem para-Cl-Substituenten synthetisiert. Diese Verbindung
zeigte mit einem K;-Wert von 7.68 uM eine 26fach geringere
Wirkung als 48.

Als néchstes befassten sich Wang et al. mit der Isobutyl-
gruppe in 43 und optimierten — unter Verwendung von 48 als
Templat — die hydrophobe Wechselwirkung an dieser Stelle.
Wieder dienten Modeling-Studien als Grundlage fiir Vor-
aussagen, und die Isobutylgruppe wurde durch eine Neo-
pentylgruppe (R'=Bu) ersetzt, um die hydrophoben
Wechselwirkungen zu verstirken (Abbildung 7). Die resul-
tierende Verbindung 44 hatte einen K;-Wert von 86 nm im FP-
Test und war 98-mal wirksamer als die Leitverbindung 43. Um
die Bedeutung der hydrophoben Wechselwirkung weiter zu
untermauern, synthetisierten die Autoren 50 und 51, die eine
kleinere bzw. groflere hydrophobe Gruppe als 44 aufweisen.
Die Vorhersage, dass 50 und 51 weniger wirksam sein sollten

Verstarken der
hydrophoben
Wechsel-
wirkungen

)

optimierter Inhibitor 44

Leitverbindung 43

Abbildung 7. Leitverbindung 43 und optimierter MDM2-Inhibitor 44.
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als 44, wurde durch FP-Bindungsexperimente
bestitigt (K; = 0.65 (50) und 0.39 pm (51)).

Ein Nachteil peptidbasierter MDM2-Inhibi-
toren gegeniiber nichtpeptidischen Inhibitoren ist
ihre geringere Zellpermeabilitit, sodass nicht-
peptidische Varianten bevorzugt werden.” Die
MDM2-Inhibitoren von Wang und Mitarbeitern
wurden auf ihre Fihigkeit zur Hemmung des
Zellwachstums humaner LNCaP-Prostatakrebs-
zellen (p53-Wildtyp) iiberpriift.’*! Spirooxindol
44 ist ein sehr wirksamer Inhibitor des Zell-
wachstums in dieser Tumorzelllinie mit einem
1Csp-Wert von 830 nM. Dagegen inhibieren die
strukturverwandten Verbindungen 43, 48, 49, 50
und 51 das Zellwachstum von LNCaP-Zellen mit
hoheren ICs-Werten von 9.7, 2.1, 6.7, 2.7 bzw.
1.9 pm.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die Se-
lektivitdt dieser Verbindungen in p53-freien hu-
manen Prostatakrebszellen (PC-3) evaluiert. In
diesen Zellen ist Spirooxindol 44 mit einem ICs,-
Wert von 22.5 pm deutlich weniger wirksam. Die
beobachtete Selektivitdt ist im Einklang mit dem auf p53
abzielenden Inhibitordesign: Die Hemmwirkung von 44 ge-
gen PC-3 ist 27-mal schwicher als gegen LNCaP-Zellen, die
Wildtyp-p53 exprimieren. Ein anderes wichtiges Resultat ist
die relative Giftwirkung dieser MDM?2-Inhibitoren gegen
normale Zellen mit Wildtyp-p53. Die Autoren untersuchten
Verbindung 44 in normalen humanen Prostataepithelzellen
mit Wildtyp-p53 und bestimmten einen ICs-Wert von 10.5 um
fir die Inhibierung des Zellwachstums, entsprechend einer
13-mal geringeren Giftwirkung als gegen LNCaP-Krebszel-
len.

In einer Folgestudie optimierten Wang et al. die Bin-
dungsaffinitdt von Spirooxindol 44 zu MDM2 von K; =86 nMm
auf bis zu 3 nm, wobei sie den Bindungsmodus der entwor-
fenen Spezies im Komplex mit MDM2 genauer untersuchten
(Abbildung 8).7”" Unter anderem wurde auch ein direkter
Vergleich der Bindungsfahigkeit des wirksamsten nichtpep-
tidischen Inhibitors der p53-MDM2-Wechselwirkung (Nutlin-
3) und der Verbindungen 44 und 52 der ersten und zweiten
Generation vorgenommen (Abbildung 8).”*! Die Analyse
zeigte klar, dass die optimierte Struktur 52 der zweiten Ge-
neration erheblich wirksamer ist als Nutlin-3. Spirooxindol 52
hat einen K;-Wert fiir die Bindung zu MDM2 von 3 nwM, ver-
glichen mit 36 nMm fiir Nutlin-3. Allerdings ist zu bedenken,
dass Nutlin iiber die spezifische Bindung an das Zielmolekiil
hinaus nach zahlreichen pharmakokinetischen Kriterien op-
timiert worden ist, wiahrend solche praktischen Herausfor-
derungen bei neuen moglichen Therapeutika wie 52 noch zu
bewiltigen sind.

Die Wirksamkeit, mit der die beiden optimierten Ver-
bindungen das Zellwachstum hemmen, wurde in weiterfiih-
renden Studien evaluiert. Zum Vergleich wurden wieder
LNCaP-Prostatakrebszellen mit Wildtyp-pS3 herangezogen,
und erneut tibertraf das Spirooxindol 52 mit einem 1Cs-Wert
von 280 nM die Wirkung von Nutlin-3 (ICs, = 1500 nm). In
humanen PC-3-Prostatakrebszellen mit deletiertem p53 be-
hélt Verbindung 52 mit einem ICs-Wert von 18 uMm seine
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Wang und Mitarbeiter

optimierter Inhibitor
der zweiten Generation 52

optimierter Inhibitor
der ersten Generation 44

Bindung an MDM2: K; = 86 nm Bindung an MDM2: K; =3 nm

Hoffmann-La Roche
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Abbildung 8. Optimierte nichtpeptidische Inhibitoren der p53-MDM2-
Wechselwirkung.

Selektivitét beziiglich der Zellspezifitit bei. Dieses Ergebnis
lasst darauf schlieBen, dass die Spirooxindole 44 und 52 auf
die selbe Weise wirken.

4. Zusammenfassung

Die bioaktiven Eigenschaften von Pyrrolidinylspirooxin-
dolen wie Spirotryprostatin B (6) und Strychnofolin (4) waren
ein wichtiger Antrieb fiir die bemerkenswerten Entwicklun-
gen bei der Totalsynthese dieser Naturstoffklasse mit privi-
legierter heterocyclischer Struktur. Mithilfe dieser neu ent-
worfenen Methoden wurden Analoga und Derivate zugidng-
lich, die in vielen Fillen wirksamer und selektiver als die
Naturstoffe selbst sind.

In zwei unterschiedlichen Herangehensweisen haben die
Arbeitsgruppen von Schreiber und Wang versucht, aus der
einfachen Synthese von Derivaten sowie dem vielverspre-
chenden biologischen Potenzial dieser Heterocyclenstruktu-
ren Kapital zu schlagen. Die von Schreiber und Mitarbeitern
entwickelte Bibliothek von iiber 3000 naturstoffinspirierten
Verbindungen stellt eine erhebliche Syntheseleistung dar und
fiihrte zur Identifizierung einer Verbindung, die die Hemm-
wirkung von Latrunculin B gegen Actin-Polymerase ver-
stirkt.’”) Zudem lieferte diese Arbeit wichtige Fortschritte im
Bereich der Synthesemethodik, denn die beschriebene Fest-
phasenvariante der Dreikomponentenreaktion von Williams
erwies sich als hinreichend robust fiir die Synthese einer
grof3en Verbindungsbibliothek. Besonders hervorzuheben ist,
dass ausreichend hohe Grade an Diastereoselektivitit er-
reicht wurden, um die strukturelle Integritit der Biblio-

www.angewandte.de

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

K. A. Scheidt und C. V. Galliford

theksmitglieder aufrechtzuerhalten. Einschridnkend ist jedoch
zu bemerken, dass die identifizierte Verbindung 42 ein nur
begrenztes Potenzial als mogliches Therapeutikum hat. Eine
analoge Bibliothek verwandter bioaktiver Verbindungen, den
Furanylspirooxindolen mit Silylgruppen als Substituenten,
wurde kiirzlich ebenfalls durch Schreiber etal. beschrie-
ben.[*!

Der Erfolg der von Wang und Mitarbeitern gewéhlten
Strategie beruhte einmal auf der ausgekliigelten Analyse von
Computerstudien und zum anderen auf der Intuition der
Autoren fiir die Synthese und Erprobung von Analoga. Mit
diesem Ansatz gelang das strukturbasierte Design der ersten
und zweiten Generation einer neuen Klasse von hoch wirk-
samen niedermolekularen, nichtpeptidischen MDM2-Inhibi-
toren, die auf die p53-MDM2-Wechselwirkung abzielen.
Dieser strukturbasierte Ansatz ist eine hdufig verfolgte
Strategie, mit der eine Reihe von Verbindungsklassen erhal-
ten wurde, und die hier beschriebenen Spirooxindole sind
dhnlich erfolgversprechend wie die meisten anderen nicht-
peptidischen Verbindungen, die auf diese Weise zuginglich
sind.[*"** Da zudem Wirkungsweise und Selektivititsprofil
der Spirooxindole bekannt sind, besteht ein betrichtliches
Potenzial fiir eine Weiterentwicklung als Tumortherapeutika.

Die Synthesestrategien von Schreiber und Wang beruhen
auf einer modifizierten stereoselektiven Dreikomponenten-
reaktion nach Williams als Schliisselreaktion fiir die Her-
stellung von Leitstrukturen. Die vielen bemerkenswerten
Fortschritte bei den Synthesemethoden zum Aufbau des pri-
vilegierten  Pyrrolidinylspirooxindol-Kerns haben den
schnellen Zugriff auf hochst erfolgversprechende Leitver-
bindungen ermoglicht, die es wert sind, weiter untersucht und
entwickelt zu werden. Die kontinuierliche Forschung hin zur
Synthese weiterer privilegierter Naturstoffe wird diese Me-
thoden zweifellos bekannter machen. Indem man sich, in der
Art wie es hier geschildert wurde, von bioaktiven Naturstof-
fen inspirieren ldsst, konnte es tatsichlich gelingen, die her-
kommliche Hit-to-Lead-Stufe medizinischer und chemisch-
biologischer Entwicklungsprogramme zu umgehen.*!

Diese Arbeit wurde durch die Northwestern University, die
NSF (CHE 0348979) und die Elizabeth Tuckerman Founda-
tion (Stipendium fiir C.V.G.) unterstiitzt. Wir danken Professor
Jared T. Shaw (University of California, Davis) fiir auf-
schlussreiche Diskussionen. Unsere Forschungsarbeiten wer-
den durch die Alfred P. Sloan Foundation, die Abbott Labo-
ratories, Amgen, 3M und Boehringer-Ingelheim grof3ziigig
unterstiitzt.
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