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Amphidinium-Arten haben sich als sehr reichhaltige Quelle
fiir marine Sekundirmetaboliten erwiesen.!"! Strukturell ein-
zigartige Polyketide wie die Amphidinolide, Caribenolid-I
und die Amphidinolactone sind wegen ihrer zytostatischen
Wirkung und als anspruchsvolle Zielmolekiile fiir Synthese-
chemiker interessant.’! Kiirzlich wurden im Amphidinium-
Stamm HYAO024 die zytotoxischen Produkte Iriomoteolid-1a
bis Iriomoteolid-1c®®! und ein seltener 15-gliedriger Makro-
cyclus, Iriomoteolid-3a (1), gefunden. 1 ist der erste Re-
prasentant einer Familie 15-gliedriger Makrocyclen mit
einem neuartigen Kohlenstoffgeriist mit acht Stereozentren,
insgesamt vier davon in Allylpositionen. Auch die bisher er-
mittelten physiologischen Eigenschaften von 1 und seinem
7,8-O-Isopropylidenderivat 2 sind mit einer hohen Zelltoxi-
zitdt gegen Lymphoma-Zelllinien im niedrigen nanomolaren
Bereich sehr verheissungsvoll.!

Um die publizierte Struktur zu bestédtigen und um zu be-
stimmen, ob die zelluldren Ziele denen groerer Verwandter,
wie der Amphidinolide,”’ dhneln, werden groBere Mengen
beider Substanzen benétigt. Unser retrosynthetischer Ansatz
enthielt vier Hauptbindungsbriiche, die zu den in Schema 1
gezeigten Schliisselfragmenten 3-6 fithrten. Fragment 6 sollte
am Ende der Synthese mittels Julia-Kocienski-Olefinierung
eingebaut werden, weil bekannt ist, dass diese Methode bei
empfindlichen Systemen gute Ergebnisse erzielt, und um die
Diversifizierung der Ausgangsverbindung zu erleichtern. Die
Fragmente 3 und 4 sollten durch intermolekulare Veresterung
zusammengefiigt werden. Schlussendlich wurde die Hypo-
these aufgestellt, dass die C,-Symmetrie des Diolvorladufers
von Fragment 5§ genutzt werden konnte, um die 1,5-Dien-
einheit durch Ringschluss mittels Kreuzmetathese (CM) und
Ringschlussmetathese (RCM) herzustellen. Wir wussten um
die guten Resultate der typischen Grubbs-Carbenkomplexe
in den CM- und RCM-Reaktionen und hofften, dass die
Bildung eines Rings mittlerer Grofle ebenfalls E,E-stereose-
lektiv sein wiirde (Schema 1).

Die Synthese von Fragment 3 ist in Schema 2 wiederge-
geben. Zunichst wurde das Evans-Oxazolidinon 7 mit dem
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Schema 1. Retrosynthetische Analyse fiir Iriomoteolid-3a (1).
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Schema 2. a) Na[N (SiMey),], THF, —78°C, 85%; b) ADmix-ct,
MeSO,NH,, tBuOH/H,0, 0°C, 83% (94% de); c) PMBNHCCI,, CSA,
CH,Cl,, RT, 89%; d) TBAF, THF, 89%,; e) TBSCI, Imidazol, DMF, 0°C,
94%; f) LiBH,, Et,0, 919%; g) TBDPSCI, Imidazol, CH,Cl,, 0°C, 90%;
h) TBSOTH, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, 0°C, 98%; i) PPTS, EtOH, RT, 82%;

j) DMSO, (COCl),, Et;N, CH,Cl,, —78°C—RT, dann Ph,PCHCO,Me,
CH,Cl,, RT, 91%; k) DIBAL-H, CH,Cl,, —78°C, 88%; |) tBUOOH,
Ti(OiPr),, (+)-DIPT, CH,Cl,, MS (4 A), 94%, (92% de); m) DMSO,
(COCl),, Et;N, CH,Cl,, —78°C—RT, dann [Ph,PCH,]Br, Na[N (SiMe;),],
THF, 73%,; n) DDQ, CH,Cl,, pH-7-Puffer, RT, 85%. CSA= Camphersul-
fonsdure, DDQ =2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon, DIBAL-

H = Diisobutylaluminiumhydrid, DIPT = Diisopropylweinsiureester,
DMF = N,N-Dimethylformamid, DMSO = Dimethylsulfoxid, MS = Mo-
lekularsieb, PMB = para-Methoxybenzyl, PPTS = para-Pyridiniumtoluol-
sulfonat, TBAF =Tetra-n-butylammoniumfluorid, TBDPS = tert-Butyldi-
phenylsilyl, TBS =tert-Butyldimethylsilyl.
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Selektivitit (d.r. > 20:1). Die freie Hydroxygruppe in 9 wurde
als p-Methoxybenzylether geschiitzt. AnschlieBend wurde ein
Silylgruppenaustausch (TBDPS fiir TBS)® durchgefiihrt und
das Lacton reduktiv zum Diol 10 gedffnet. Der Alkohol 11
wurde durch eine Serie gingiger Schutzgruppenmanipula-
tionen in sehr guter Ausbeute erhalten. Intermediat 12 ent-
stand durch dreistufige Verldngerung der Kohlenstoffkette
(Oxidation, Wittig-Reaktion mit (Carbamethoxymethy-
len)triphenylphosphoran und Reduktion des Methylesters
mit DIBAL-H). Der benétigte Oxiranring wurde durch eine
asymmetrische Sharpless-Epoxidierung!” unter hoher ste-
reochemischer Kontrolle (>92% de) gebildet. Die fiir die
Metathesereaktion notwendige Doppelbindung in Fragment
3 wurde mit einfachen Oxidationsstufen- und Schutzgrup-
penmanipulationen eingefiihrt.

Die Synthese von Fragment 4 begann durch katalytische,
asymmetrische Cyclokondensation von 4-(Benzyloxy)-1-bu-
tanal (13)!Y mit Acetylbromid unter Verwendung des Tri-
aminliganden 14" gemB einer modifizierten Vorschrift von
Nelson et al. (Schema 3)."” In situ erzeugtes Dimethylcuprat
wurde mit 15 zur entsprechenden Sdure umgesetzt, die in den
tert-Butylester 16 umgewandelt wurde. Die Benzylschutz-
gruppe wurde durch Hydrierung abgespalten, und der ent-
schiitzte primédre Alkohol wurde oxidiert. Die anschlieBende
Wittig-Olefinierung lieferte Verbindung 17 in guter Ausbeu-
te.’l Hydrolyse des tert-Butylesters unter sauren Bedingun-
gen ergab Fragment 4 nach sechs Stufen in 40% Gesamt-
ausbeute. Fragment 6 wurde ausgehend von (E)-5-Brom-2-
penten (18)" hergestellt (Schema 3). Halogenaustausch
filhrte iiber zwei Stufen zum Sulfid 19,
welches durch chemoselektive Oxidation
mit H,0,/Na,WO, in das Sulfon 6 iiber-
filhrt wurde.'” Nach bekannten Vor-
schriften wurden schlielich ausgehend
von L-Weinsdure mehrere Versionen des
Fragments 5 (siche Schemal) herge-
stellt."®!

Bei der Veresterung der Sdure 4 mit
dem Alkohol 3 unter Zusatz von 4-Pyr-
rolidinopyridin diente EDC als Aktivie-
rungsreagens (Schema 4). Fiir die Bildung
des Makrocyclus wurde das Bisolefin 20
mit dem Fragment 5 in einer Kreuzmeta-
these-Ringschlussmetathese-Sequenz  in
Gegenwart des Ru-Komplexes 21 umge-
setzt.'”! Wurde das Diol 5a verwendet,
entstand ein Produktgemisch, da Sa zu
reaktiv war. Dagegen wurde das bissilyl-
geschiitzte Olefin Sb unter denselben Re-
aktionsbedingungen zuriickgewonnen,
und 20 lieferte in einer Ringschlussmeta-
these mit sich selbst ein zehngliedriges
Lacton oder reagierte in einer CM mit
einem weiteren Aquivalent 20.®! Unsere
Hypothese war, dass die sterische Hinde-
rung durch nur eine TBS-Schutzgruppe
(5¢) die Koordination des Ru-Katalysators
21 und damit die CM-Reaktion der be-
nachbarten Doppelbindung unterbinden
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Schema 4. a) EDC-HCI, 4-Pyrrolidinopyridin, CH,Cl,, RT, 72%; b) 5¢ (5 Aquiv.), 21
%), Toluol, 50°C, 49%; c) TBSOTH, 2,6-Lutidin, THF, 0°C, 80%; d) 21
RT, 76 %. EDC = 3-(3-Dimethylaminopropyl)-1-ethylcarbodiimid.
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Schema 3. 2) Me,AlCI, AcBr, iPr,EtN, CH,Cl,, —78°C, 94%; b) CuBr,
Me,S, MeMgBr, THF, —50°C, 68 %; c) Boc,0O, DMAP, tBuOH, RT,
82%; d) Pd/C (10 Mol-9), H,, MeOH, RT; e) DMSO, (COCI),, Et;N,
CH,Cl,, —78 °C—RT, dann [Ph;PCH;]Br, nBuli, —78 °C—RT, 80% tiber
3 Stufen; f) Trifluoressigséure, CH,Cl,, RT, 72%; g) BTSH, NaH, DMF,
RT, 80%,; h) Na,WO, (10 Mol-%), H,0,, RT, 75%. Ac=Acetyl, Boc=
tert-Butoxycarbonyl, BTSH =1-Phenyl-1H-benzothiazol-5-thiol.

wiirde.'”) Die CM-Reaktion von 20 mit fiinf Aquivalenten 5S¢
fiihrte tatsdchlich in 49 % Ausbeute zu einer nicht trennbaren
Mischung der Regioisomere 22a und 22b (Schema 4).
Wurde die Mischung der Regioisomere 22a,b klassischen
RCM-Bedingungen unterworfen (21, 0.005m in Toluol, RT
oder 60°C), konnten die gewiinschten Produkte nur in ge-
ringen Ausbeuten erhalten werden, und zusitzlich wurden
das RCM-Produkt von 20 und das Dimer von Sc¢ nachge-
wiesen. Wir vermuten, dass der Ru-Carbenkomplex zuerst
mit den einfach substituierten Doppelbindungen in 22a und
22b (rot in Schema 4) reagiert, die sterische Hinderung der
Doppelbindung neben der Silylschutzgruppe dann aber die
gewiinschte Ringschlussmetathese verhindert. Stattdessen
reagiert das Carben mit der inneren Doppelbindung in der
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Nihe der freien Hydroxygruppe (blau) zu einem ringver-
engten Homolog von 20, woraufhin Se¢ freigesetzt wird, wel-
ches dann dimerisiert. Um dieses Problem zu umgehen,
wurde die Mischung der Regioisomere 22a und 22b silyliert,
in der Hoffnung, dass nach der ersten Cycloaddition des Ru-
Katalysators an die am wenigsten gehinderte Doppelbindung
(in Rot) die verbleibenden Doppelbindungen alle eine &hn-
liche sterische Hinderung aufweisen.””! Die Mischung der
silylierten Verbindungen 23a,b ergab unter den genannten
Bedingungen tatsdchlich das gewiinschte Ringschlussmeta-
theseprodukt 24 als einziges Isomer in 72 % Gesamtausbeute.

Mit Verbindung 24 in Hénden konnten wir die kritische
chemoselektive Entschiitzung der primdren OTBDPS-
Gruppe in Gegenwart von drei sekunddren OTBS-Gruppen
testen.”!! Umfangreiche Versuche ergaben, dass ein Uber-
schuss an Ammoniumfluorid in Methanol® zu einem lang-
samen, aber sauberen Umsatz des Startmaterials in das ge-
wiinschte Produkt 25 fiihrte, und das in einer beachtlichen
Ausbeute von 58 % unter Rezyklierung des Startmaterials.
Oxidation des primiren Alkohols mit Dess-Martin-Periodi-
nan und Julia-Kocienski-Olefinierung®! mit 6 ergaben die
direkte Vorstufe von Iriomoteolid-3a in 76 % Ausbeute tiber
zwei Stufen (Schema 5). Diese Umsetzung war hoch E-ste-

Schema 5. a) NH,F, MeOH, RT, 58%; b) DMP, CH,Cl,, RT; c) 6,
K[N (SiMe;),], THF, 0°C, 93:7 E/Z, 76% (uber 2 Stufen); d) TBAF,
THF, RT, 86 %; €) 2,2-Dimethoxypropan, PPTS, CH,Cl,, 20%.
DMP = Dess-Martin-Periodinan.

reoselektiv (>93:7), und durch die milden Reaktionsbedin-
gungen wurde die stereochemische Integritit des interme-
didren a-verzweigten Aldehyds bewahrt.”* Die endgiiltige
Entschiitzung der drei Silylgruppen zu Iriomoteolid-3a (1)
wurde mit TBAF durchgefiihrt (Schema 5). Die analytischen
und spektroskopischen Daten von synthetischem 1 stimmen
mit den bereits verdffentlichten Daten des Naturstoffs iiber-
ein.¥! Um das 7,8-O-Isopropylidenderivat 2 zu erhalten,
wurde 1 mit 2,2-Dimethoxypropan unter Zusatz von para-
Pyridiniumtoluolsulfonat umgesetzt.!

Als Niéchstes interessierte uns die systematische struktu-
relle Variation des Naturstoffs. Die vollstdndige Acetylierung
der Alkoholgruppen in 1 lieferte Verbindung 26 (Tabelle 1,
Eintrag 1). Wie urspriinglich geplant, wurde auch die Sei-
tenkette modifiziert. Ausgehend von Alkohol 25 wurden nach
einer Oxidation mit Dess-Martin-Periodinan sowohl eine
langere (27) als auch eine kiirzere Seitenkette (29) durch
Julia- und Wittig-Olefinierung eingefiihrt (Tabelle 1, Eintra-
ge 2,4). Entschiitzen mit TBAF in THF {iberfiihrte sie in die
Triole 28 bzw. 30 (Tabelle 1, Eintrége 3,5).

Die wachstumshemmende Wirkung der Verbindungen 1,
2, 26, 28 und 30 wurde mithilfe des fluorometrischen ala-
marBlue-Tests an zwei Krebszelllinien untersucht: DAUDI
(Lymphoma) und HL-60 (Leukimie) (Tabelle 2).*%! Die
synthetischen Verbindungen 1 und 2 sind gegen Lymphoma-
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Tabelle 1: Synthese von Iriomoteolid-3a-Analoga.

R'O, H o OR®
1 oder 25 — o N A g
ROV N = H o)
ﬂ
Nr. Reaktions- R'-R* Produkt
bedingungen!® (Ausb.
in %)
101 Ac,0, Pyridin R'=R’=R3’=Ac, R*=trans- 26
CH,CHCHCH;, (quant.)
2 25M Na[N (SiMe;),], R'=R*=R*=TBS, 27 (72)
C,H,5SO,PT R*=CeHys
3 27 TBAF (4Aquiv)  R'=R*=R*=H, R*=C¢H,; 28 (71)

255 Na[N (SiMe;),],
[Ph;PCH;]Br!

5 29 TBAF (4Aquiv)¥  R'=R*=R’=R‘=H 30 (88)
[a] DMP, CH,Cl,, RT (quant.). [b] Reaktion durchgefiihrt in THF bei

—78°C. [c] PT=1-Phenyl-1H-tetrazol-5-thiol. [d] Reaktion durchgefiihrt
in THF bei 25°C.

R'=R’=R’=TBS, R'=H 29 (75)

Tabelle 2: Antiproliferative Wirkung von 1 und seinen Analoga (2, 26, 28,
30) im fluorimetrischen alamarBlue-Test.”

Zelllinie 1 2 26 28 30
DAUDI 0.080 0.048 0.737 0.083 n.b.
HL-60 2.6 2.0 n.b. 2.8 n.b.

[a] Gls-Werte in um. n.b.=nicht bestimmt; bis zu einer Konzentration
von 10 um wurde keine Aktivitit beobachtet.

Zelllinien hoch wirksam (Gls, =80 bzw. 48 nm), was die vor-
laufigen Ergebnisse aus der Veroffentlichung iiber die Iso-
lierung™ stiitzt. Dagegen ist das peracetylierte Derivat dras-
tisch weniger aktiv (Gly,=737 nm). Die Einfiihrung einer
verkiirzten Seitenkette (30) beeintrichtigt die antiprolifera-
tive Aktivitét selbst bei einer Konzentration von 10 um. Bei
einer lipophileren Seitenkette (28) ist die Wirksamkeit dhn-
lich hoch wie bei 1 und 2, was die Bedeutung der Seitenkette
fiir die Zelltoxizitit dieser Molekiile unterstreicht. Ein &dhn-
liches Muster wurde fiir HL-60 beobachtet, mit Aktivititen
im niedrigen mikromolaren Bereich. Die hier vorgestellten
Ergebnisse lassen folgende Schliisse zu: Erstens, die hohere
Reaktivitit von 28 im Vergleich zu 30 kann mit einem Anstieg
der Lipophilie erkliart werden, die das Eindringen des Mole-
kiils in die Zelle erleichtern konnte. Dafiir spricht auch die
hohere Aktivitdt des Acetonids 2 im Vergleich zu 1. Zweitens,
wegen der sehr geringen Zelltoxizitdt der peracetylierten
Verbindung 26 miissen weitere Faktoren die Aktivitdt der
Molekiile beeinflussen, und es sollte eine ungeschiitzte Hy-
droxygruppe an C15 fiir die Wechselwirkung mit den biolo-
gischen Zielen wichtig sein.

Die hier beschriebene erste Totalsynthese von Iriomo-
teolid-3a (1) bestitigte die absolute Konfiguration dieses
wirksamen zytotoxischen Makrocyclus und lieferte ausrei-
chende Mengen des Naturstoffs fiir weitere biologische Tests.
Die Schliisselsequenz, der Ringschluss zum 15-gliedrigen
Makrocyclus, beruht auf einer hoch FE,E-stereoselektiven
Kreuzmetathese-Ringschlussmetathese-Sequenz. Durch den
modularen Aufbau der Synthese war es méglich, eine kleine
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Kollektion nichtnatiirlicher Derivate von 1 zu synthetisieren,
welche auf ihre antiproliferative Wirkung getestet wurden.
Auf diese Weise wurden geeignete Orte fiir die strukturelle
Modifikation von 1 identifiziert. Derzeit sind weitere chemi-
sche Modifikationen dieser vielversprechenden Struktur im
Gange, um sowohl die Wirkungsweise als auch die Zielorte in
der Zelle aufzukléren.

Eingegangen am 22. Juni 2009,
verdnderte Fassung am 18. August 2009
Online veroffentlicht am 7. Oktober 2009
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