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Der Hedgehog(Hh)-Signaltransduktionsweg ist an einer
Vielzahl von Prozessen der Embryonalentwicklung sowie der
Homoostase von adultem Gewebe beteiligt.! Da die fehler-
hafte Aktivierung des Hh-Weges zu malignen Verdnderungen
wie Basalzell-Karzinomen, Medulloblastomen, Rhabdomyo-
sarkomen, Prostata-, Pankreas- und Brustkrebs fiihrt, bietet
die Inhibierung des Hh-Weges eine neue Moglichkeit zur
Therapie dieser Krankheiten.*®! Das Veratrum-Alkaloid
Cyclopamin ist der erste bekannte Inhibitor des Hh-Signal-
transduktionsweges und beeinflusst die Balance zwischen der
aktiven und inaktiven Form des Proteins Smoothened.
Obwohl hoher Bedarf sowohl an Cyclopamin als auch an
metabolisch stabileren und potenteren Analoga besteht, war
bisher noch keine kurze chemische Synthese dieses Steroid-
alkaloids verfiigbar.

Wir berichten hier iiber eine effiziente Synthese von
Cyclopamin ausgehend von kommerziell erhiltlichem De-
hydroepiandrosteron unter Verwendung biomimetischer und
diastereoselektiver Transformationen. Ein totalsynthetischer
Zugang ist zwar aus fritheren Publikationen!**! ableitbar, er-
weist sich aber als mithsam und nicht stereoselektiv und ergibt
nur eine duBlerst geringe Ausbeute. Unsere Synthese enthélt
eine Kupfer-vermittelte C-H-Aktivierung/Hydroxylierung,
eine kationische Ringkontraktion/-expansion und schlie3lich
eine Alder-En-Reaktion und ermoglicht den ziigigen Aufbau
dieses ungewohnlichen Molekiils. Die hier beschriebene
Strategie eroffnet dariiber hinaus den Zugang zu Cyclop-
amin-Analoga, die nicht in der Natur vorkommen. Diese
Analoga werden es moglich machen, die biologische Aktivitat
des Naturstoffs weiter zu untersuchen und anzupassen.
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Die Entdeckung von Cyclopamin (1; Schema 1) datiert
auf das Jahr 1957, als Schafhirten in Idaho (USA) durch das
Auftreten von neugeborenen Lammern alarmiert wurden, die

Schema 1. Struktur (mit Steroidnummerierung) und Retrosynthese von
Cyclopamin. Bn: Benzyl.

nur ein Auge mitten auf der Stirn trugen, das dem eines Zy-
klopen glich.”’ Eine griindliche Untersuchung brachte den
Zusammenhang zwischen der Aufnahme der Lilienart Vera-
trum californicum (Kalifornischer Germer) durch trichtige
Schafe beim Weiden und der Geburt von Lammern mit Zy-
klopie ans Licht. Als auslosendes Agens konnte Cyclopamin
identifiziert werden.

Zyklopie ist auch beim Menschen seit dem Altertum be-
kannt und tritt in schweren Fillen der Holoprosencephalie
(HPE) auf. Bei dieser Fehlbildung des Gehirns teilt sich das
Prosencephalon nicht, was in ungeteilten oder unvollstidndig
geteilten Hemisphiren, Telencephalon, Diencephalon sowie
olfaktorischen und optischen Nerven resultiert.’! Assoziiert
mit dieser Entwicklungsstorung ist ein Spektrum craniofaci-
aler Mittellinienanomalien, darunter okularer Hypoteloris-
mus und interorbitale Proboscis (Ethmocephalie).”! Die
Atiologie der HPE ist heterogen und kann sowohl genetische
als auch teratogene Faktoren einschlief3en.

Erst kiirzlich wurde das zelluldre Zielmolekiil von Cy-
clopamin aufgekldrt: Cyclopamin bindet an das Plasma-
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membranprotein Smoothened, induziert eine Konforma-
tionsdnderung und inhibiert so den Hedgehog-Signaltrans-
duktionsweg.P!

Die Struktur von Cyclopamin birgt eine Vielzahl von
Besonderheiten, die die Synthese deutlich erschweren. Dar-
unter fillt die C-nor-D-homo-Steroid-Substruktur, ein hoch
substituiertes Furan, das tiber eine Spiroverkniipfung mit dem
D-Ring verbunden ist und auBerdem mit dem Piperidinring F
anelliert ist, der ein basisches sekundires Stickstoffatom
enthélt. Zusitzlich ist Cyclopamin stark sdureempfindlich:
Bereits bei pH <3 oder einer Umsetzung mit Lewis-Sduren
wird unter Spaltung des Furanrings und Aromatisierung des
D-Rings das toxische Veratramin gebildet.

Auf Grundlage der Retrosynthese in Schema 1 definier-
ten wir drei Ziele von iibergeordneter Bedeutung: 1) die Er-
zeugung des ABCD-Ringsystems, 2)die Installation des
Furans (Ring E) und 3)die Synthese des Piperidinrings
(Ring F).

Obwohl das C-nor-D-homo-Steroid in einem totalsyn-
thetischen Ansatz z. B. aus dem (+)-Wieland-Miescher-Keton
erzeugt werden konnte, wihlten wir einen semisynthetischen
Zugang zu dieser Substruktur, um eine kurze und effiziente
Gesamtsynthese zu erzielen. Wir vermuteten, dass die katio-
nische Umlagerung von 123-Hydroxysteroiden in ihre C-nor-
D-homo-Gegenstiicke!'"”! einen deutlich einfacheren Zugang
bote. Da aber 12f3-Hydroxysteroide duBerst selten sind und
kein korrekt funktionalisierter Vertreter (wie 4), der dem
Cyclopamin-ABCD-Geriist gleicht, verfiigbar war, zogen wir
eine Hydroxylierung in 12-Position durch C-H-Aktivierung
von kiuflichen Steroiden (z. B. Dehydroepiandrosteron, 5) in
Betracht. Kiirzlich publizierten Schonecker et al. eine Me-
thode zu diesem Zweck, bei der Kupfersalze zum Einsatz
kommen.") Weiterhin wurde geplant, das Furan mit seiner
Spiroverkniipfung zum D-Ring durch die Addition eines
funktionalisierten C-Nucleophils an die 17-Keto-Gruppe von
4 zu erzeugen und so direkt an C17 das korrekt substituierte
quartidre Zentrum in Form eines tertidren Alkohols zu ge-
nerieren. Eine oxidative Cyclisierung konnte dann ein Lacton
(wie in 3) als Vorstufe des Furans bilden. Diese Funktionalitét
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wurde als am besten geeignet fiir die weitere Umwandlung in
das Piperidin (Ring F) erachtet, bei der C-N- und C-C-bin-
dungsbildende Reaktionen sowie ein finaler Ringschluss zum
Piperidinring durch eine nucleophile Substitution zum Ein-
satz kommen sollten.

Ausgehend von kommerziell verfiigbarem 5 wurde zu-
nichst die 3p-Hydroxygruppe mit dem Pyridiniumtriflat von
Dudley und Poon'? als Benzylether geschiitzt; anschliefend
wurde in 17-Position ein 2-Picolylimin generiert, indem das
Keton mit 2-Picolylamin unter azeotroper Entfernung des
freiwerdenden Wassers umgesetzt wurde (Schema 2). Das
erhaltene Imin 6 war nun vorbereitet fiir die Hydroxylierung
in 12-Position. Es gelang uns, durch Umsetzen mit Tetrakis-
(acetonitril)kupfer(I)-phosphorhexafluorid und molekula-
rem Sauerstoff die gewiinschte 128-Hydroxygruppe mit
kompletter Regio- und Stereoselektivitit in einer guten
Ausbeute einzufiihren. Nachdem die 12f3-Hydroxygruppe
ihrerseits als Triethylsilylether 7 geschiitzt worden war,
wandten wir uns dem Aufbau des Lactons zu.

Die diastereoselektive  Addition von  Lithium-
triethylsilylpropargylat an 7 ergab den tertidren Alkohol, der
durch Umsetzen mit Essigsdure monodesilyliert, nachfolgend
mit dem Lindlar-Katalysator diastereoselektiv ausschlieBlich
zum cis-Isomer hydriert und danach mit katalytischen
Mengen 2,2,6,6-Tetramethylpiperidinoxyl-Radikal (TEMPO)
und stochiometrischen Mengen Iodbenzoldiacetat (BAIB)
oxidativ zum Butenolid 8 cyclisiert wurde. Umsetzung von 8
mit dem Anion von Trimethylorthothioformiat!"® und nach-
folgende vorsichtige Reduktion mit Raney-Nickel ergaben
das korrekt funktionalisierte Lacton 9 als einziges Diaste-
reomer (54 % iiber sechs Stufen).

Das Lacton 9 ist jedoch in dhnlich guter Ausbeute schon in
einer dreistufigen Sequenz zuginglich. Dazu wurde das
Keton mit 2-Methyl-1-propenylcerchlorid™ umgesetzt, an-
schlieBend wurden die resultierenden Alkene durch 9-Bora-
bicyclo[3.3.1]nonan (9-BBN) und Natriumperborat hydro-
boriert/oxidiert und schlieflich die Diole erneut mit der
Reagentienkombination TEMPO/BAIB oxidativ cyclisiert.
Die so direkt erhaltenen Lactone fielen als Epimerengemisch

Schema 2. Synthese der 12f3-Hydroxylactone 9 und 11: Reaktionsbedingungen: a) 2-Benzyloxymethylpyridiniumtriflat, MgO, PhCF;, 85°C; b) 2-
Picolylamin, pTsOH (2.5 Mol-%), Toluol, Riickfluss, 90% (95% b.r.s.m.) iiber zwei Stufen; c) [Cu(MeCN),]PF;, Aceton, dann O, (1 atm), dann
NH,OH, dann HOAc, MeOH, 48 % (57 % b.r.s.m.); d) TESOTH, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, 0°C, 93 %; e) Triethylsilylpropargyllithium, THF, —15°C;

f) HOAc, THF, H,0; g) Lindlar-Katalysator (3 Mol-%), Pyridin, THF; h) BAIB, TEMPO (20 Mol-%), 64 % (77 % b.r.s.m.) uiber vier Stufen;

i) Tris(methylthio) methyllithium, THF, —78°C; j) Raney-Nickel (W2), THF, H,0, 69 % uber zwei Stufen; k) 1-Methyl-2-propenylcerchlorid, THF,
0°C, 95%; 1) 9-BBN, THF, 64°C; m) BAIB, TEMPO (20 Mol-%), 77 % iiber zwei Stufen, d.r.: 6:4. b.r.s.m.: basierend auf zuriickgewonnener Aus-
gangsverbindung, OTf: Triflat, pTsOH: p-Toluolsulfonsiure, TES: Triethylsilyl.
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an C20 an (9 und 11), das chromatographisch leicht zu tren-
nen war. Das benotigte 20R-Lacton 9 wurde so tiber drei
Stufen in 42 % Ausbeute erhalten, des Weiteren fiel das 205-
konfigurierte Lacton 11 in 30 % Ausbeute an. Diese deutlich
kiirzere Sequenz verwendeten wir, um das Lacton in Mengen
bis zu 10 g pro Ansatz zu erzeugen.

Es erschien uns nun sinnvoll, zunichst das Steroidgertist
umzulagern, ehe wir mit dem Aufbau des Piperidinrings
fortfuhren. Dazu wurde der Triethylsilylether mit Flusssdure
gespalten und der entstandene Alkohol mit Trifluormethan-
sulfonsdureanhydrid (Tf,0) in Pyridin umgesetzt. Bei er-
hohter Temperatur lieferte diese Umlagerung vom Wagner-
Meerwein-Typ das gewiinschte C-nor-D-homo-Geriist in
nahezu quantitativer Ausbeute als chromatographisch leicht
trennbares 7:3-Gemisch der Regioisomere 12 und 14
(Schema 3). Obwohl das Isomer 12 mit exocyclischer Dop-
pelbindung dominierte, schritten wir in der Reaktionssequenz
fort, bevor wir nach einer Moglichkeit zur gezielten Herstel-
lung des endocyclischen Isomers suchten.

Zur Einfiihrung des Stickstoffs wurde durch Umsetzen
mit einem Uberschuss an Lithiumdiisopropylamid (LDA) bei
—30°C das Lactonenolat gebildet und mit Trisylazid!"™ zur
Reaktion gebracht. Die so erhaltenen epimeren Azidolactone
fielen als chromatographisch trennbares 3:1-Gemisch in 75 %
Ausbeute an. Da sich das unerwiinschte Epimer leicht durch

Schema 3. Synthese der Azidolactole 13, 15 und 16. Reaktionsbedin-
gungen: a) HF, MeCN, H,0, 85%; b) Tf,O, Pyridin, 0—50°C, 94%
(7:3-Verhiltnis von 12 und 14); c) LDA, THF, —78°C, dann Trisylazid,
—78°C, dann HOAc, KOAc, —78—22°C, 78% (d.r. 8:1); d) DIBAH,
THF, —78 ——65°C, 82%,; €) LDA, THF, —78°C, dann Trisylazid,
—78°C, dann HOAc, —78—22°C, 93% (d.r. 5:4); f) DIBAH, THF,
—78—>—65°C, 95%,; g) LDA, THF, —78°C, dann Trisylazid, —78°C,
dann HOAc, —78 —22°C, 75% (d.r. 3:1); h) DIBAH, THF, —78 —
—65°C, 90%.
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das Einwirken von 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en (DBU)
in CH,Cl, zum gewiinschten Epimer isomerisieren lief3,
wurde auf dieser Stufe kein Material eingebiif3t.

Zum Aufbau der Furanstruktur zogen wir eine Tandem-
sequenz aus Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion und in-
tramolekularer Michael-Addition zwischen dem f-Keto-
phosphonat 17 (Synthese siche Hintergrundinformationen)
und Azidolactol 15 (zuginglich aus dem Azidolacton durch
Umsetzen mit Diisobutylaluminumhydrid (DIBAH) bei
—65°C) in Betracht. Im Rahmen eingehender Studien stellten
wir allerdings fest, dass selbst bei erhohten Temperaturen und
ausgedehnten Reaktionszeiten weder das Azidolactol 15 (mit
einer C12-C13-Doppelbindung) noch das Azidolactol 16, das
direkt aus dem nicht umgelagerten Lacton 9 zuginglich ist,
das gewiinschte Produkt ergeben. Das Regioisomer 12 mit
exocyclischer Doppelbindung reagierte jedoch nach Konver-
sion in das Azidolactol 13 zum gewiinschten Furan 18 als
einzigem Produkt (Schema 4). Unter milden Reaktionsbe-
dingungen (Base: Bariumhydroxid, Losungsmittelsystem:
THF/Wasser!'®) erfolgte diese Reaktion in guter Ausbeute.

Nun widmeten wir uns dem Aufbau des Piperidinrings.
Hierzu wurde das 25-Keton 18 mithilfe der zweistufigen
Peterson-Olefinierung [Reaktion mit (Trimethylsilyl)me-
thylcerchlorid” und nachfolgende Eliminierung durch kurze
Umsetzung mit Flusssdure] in das Alken transformiert. Die
anschlieBende Staudinger-Reduktion!" des Azids und das
Schiitzen des so erzeugten Amins mit Benzolsulfonylchlorid
lieferten das Sulfonamid 19, das durch Umsetzen mit 2,3-
Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon (DDQ) in den entspre-
chenden Allylalkohol tiberging (Schema 4). Der Ringschluss

OPMB

OPMB

BnO'

Schema 4. Synthese von Cyclopamin. Reaktionsbedingungen: a) 17,
Ba(OH),, THF, H,0O, dann 13, 48% (59% b.r.s.m.); b) (Trimethyl-
silylymethylcerchlorid, THF, —78°C, dann HF, MeCN, H,O; c) PPh;,,
THF, H,0, 50°C, dann BsCl, Et;N, CH,Cl,, 40°C, 80% iiber zwei
Stufen; d) DDQ, pH-7.0-Puffer, CH,Cl,; €) Bu;P, ADDP, Toluol; f) [RhCl-
(PPh);], H, (1 atm), Benzol, 71% (d.r. 3:1) uber drei Stufen; g) N-Sul-
finylbenzolsulfonamid, Benzol, 60°C, dann Raney-Nickel (W2), H,

(5 atm), Benzol, 57%,; h) Raney-Nickel (W2), EtOH, 78°C; i) Natrium-
naphthalid, DME, —78°C, 79% uber zwei Stufen. ADDP: Azo-
dicarboxylatdipiperidid, Bs: Benzolsulfonyl, DME: 1,2-Dimethoxyethan,
PMB: para-Methoxybenzyl.
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zum Piperidin gelang effizient mit einem modifizierten
Mitsunobu-Verfahren™ in einer Ausbeute von 57% iiber
sechs Stufen.

Die vollstidndig regioselektiv verlaufende Hydrierung der
C25-C27-Doppelbindung in Gegenwart des Wilkinson-Kata-
lysators ergab das geschiitzte Cyclopaminderivat 20 mit einer
exocyclischen Doppelbindung zwischen C13 und C18. Die
Isomerisierung dieser Doppelbindung erwies sich als duBerst
schwierig. SchlieBlich konnte dieses Isomer in das geschiitzte
Cyclopamin 21 umgewandelt werden, indem zunichst eine
Alder-En-Reaktion mit dem selten verwendeten N-Sulfinyl-
benzolsulfonamid® durchgefiihrt und direkt im Anschluss
mit einem Uberschuss an Raney-Nickel entschwefelt
wurde.”! Unter den angewendeten Reaktionsbedingungen
reagierte weder die C5-C6-Doppelbindung noch wurde der
Benzylether angegriffen. Diese zweistufige Sequenz verlief
mit einer guten Ausbeute von 57 %. Abschlieendes Spalten
des Benzylethers (Raney-Nickel in siedendem Ethanol) und
danach des Benzolsulfonamids mit einem Uberschuss an
Natriumnaphthalid bei —78°C?? lieferten den Naturstoff,
dessen spektroskopische und physikalische Eigenschaften
allesamt identisch zu publizierten Daten® waren.

Wir haben eine effiziente Strategie (20 Stufen, 1% Ge-
samtausbeute) fiir die Synthese von Cyclopamin entwickelt.
Die Besonderheiten der Syntheseroute sind die regio- und
stereoselektive Hydroxylierung durch C-H-Aktivierung, eine
biomimetische Ringkontraktion/-expansion, eine Tandemse-
quenz aus Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion und intra-
molekularer Michael-Addition sowie eine Alder-En-Reakti-
on. Dariiber hinaus haben wir Methoden aufgezeigt, um
Diastereomere und Regioisomere mit exocyclischer Dop-
pelbindung zu erhalten. Dies stimmt uns zuversichtlich, dass
unsere Strategie das Wissen um die Struktur-Wirkungs-Be-
ziehungen von Cyclopamin erweitern und Analoga mit einer
abgestimmten Bioaktivitit verfiigbar machen wird. Uber
diesbeziigliche Untersuchungen und biologische Studien soll
in Kiirze berichtet werden.
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