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1. Einleitung

1.1. Niedermolekulare Naturstoffe in der Wirkstoff-Forschung

Der Reichtum an Naturstoffen ist eine unsch�tzbare
Quelle bei der Suche nach neuen Leitstrukturen f�r poten-
zielle Therapeutika. Obwohl das Interesse der Pharmaindu-
strie an einer Wirkstoffentwicklung auf der Basis von Na-
turstoffen in den letzten Jahren erheblich abgenommen hat,[1]

muss zugegeben werden, dass bemerkenswert viele der
Neuzulassungen (new chemical entities, NCEs) in den ver-
gangenen 20 Jahren niedermolekulare Naturstoffe (small
molecule natural products, SMNPs) waren oder auf diesen
basierten.[2] Tats�chlich sind viele der zugelassenen Wirk-
stoffe entweder selbst Naturstoffe oder sie stehen in eindeu-
tigem Zusammenhang mit einer nat�rlichen Stammverbin-
dung. Beispielsweise stammten Taxol,[3] Rapamycin[4] und
Vancomycin[5] zuerst aus nat�rlichen Quellen, dagegen
wurden Cabergolin und Zocor[6] durch Strukturver�nderun-
gen von biologisch wirksamen Naturstoffen entwickelt
(Schema 1). Manchmal kann das zentrale Pharmakophor des
SMNP auf eine v�llig neue Strukturanordnung transferiert
werden, wie das Beispiel von Lipitor zeigt.[7] Wir bezeichnen
diese Art von Wirkstoffen als SMNP-inspiriert.

Trotz der seitens der Pharmaindustrie fehlenden Begeis-
terung f�r die Naturstoff-Forschung sind SMNPs weiterhin
eine wertvolle Quelle f�r Leitverbindungen in der Wirkstoff-
Forschung. Der Grund daf�r sind wahrscheinlich einige, den
SMNPs eigene spezielle Eigenschaften, die auf ihre Biosyn-
these und Aufrechterhaltung in lebenden Wirtszellen zu-
r�ckgehen und sie auch zu vielversprechenden Therapeutika
machen. Die Biosynthese und evolution�re Optimierung von
SMNPs dient vermutlich dem Zweck, mit Proteinen wie En-
zymen oder Rezeptoren in Wechselwirkung zu treten.
Selbstverst�ndlich werden therapeutische Wirkstoffe norma-
lerweise so entwickelt, dass sie exakt an diese Arten von
Biomolek�len binden. Außerdem bietet ein SMNP zu Beginn
der Wirkstoffentwicklung eindeutig einen Vorteil, da es de-
finitionsgem�ß aus einem lebenden System stammt. Ange-
sichts der hohen Ausfallquote von Wirkstoffen aufgrund von
Unvertr�glichkeiten sollte auch der Vertr�glichkeit in einem
biologischen Wirt Bedeutung beigemessen werden.

Trotz der potenziellen Vorteile, die SMNPs bieten, kommt
es nat�rlich recht selten vor, dass sich der Naturstoff selbst als
ideales therapeutisches Mittel erweist. Im Allgemeinen kann
das Strukturger�st des biologisch wirksamen SMNP als eine
n�tzliche, fortgeschrittene Ausgangsverbindung f�r die Ent-

wicklung des optimalen Wirkstoff-Kandidaten angesehen
werden,[8] weil die biologische Zielsubstanz des SMNP und
die spezifischen Biotargets, die f�r ein potenzielles Pharma-
zeutikum besonders interessant sind, wahrscheinlich nicht
zwingend miteinander zusammenh�ngen. Außerdem muss
das vom Wirtsorganismus produzierte SMNP als eine Kon-
sensstruktur betrachtet werden, die zwar die Optimierung
einer biologischen Wirkung repr�sentiert, aber praktischen
Zw�ngen durch das Biosyntheseverm�gen des Wirtssystems
unterliegt. Solche neuen Biosynthesewege werden nicht ohne
weiteres ge�ndert, wenn sie ausschließlich den wirtseigenen
Verfahren �berlassen bleiben.

Das biologisch aktive SMNP sollte als eine wertvolle, aber
nicht unbedingt optimierte pharmakophore Basis betrachtet
werden. Es ist das Ziel der medizinischen Chemie, wichtige
Strukturmerkmale zu identifizieren, auf denen eine ge-
w�nschte biologische Wirkung beruht. Außerdem m�ssen
innerhalb des SMNP die funktionellen Gruppen bestimmt
werden, die im Hinblick auf die pharmazeutische Verwen-
dung entbehrlich oder sogar unerw�nscht sind. Damit hat ein
Chemiker in gewissem Sinn betr�chtliche Vorteile gegen�ber
der Natur, was den zeitlichen Rahmen f�r Molek�lver�nde-
rungen durch Totalsynthese betrifft.

1.2. Totalsynthese und umgelenkte Totalsynthese in der Wirkstoff-
Forschung

Bei der Abgrenzung verschiedener Strukturkomponenten
des SMNP wird man sich vielleicht erstmals bewusst, �ber
welches unglaubliche Leistungsverm�gen die chemische
Synthese und besonders die als „umgelenkte Totalsynthese“
(diverted total synthesis, DTS) bezeichnete Methode verf�-
gen.[9] Durch R�ckgriff auf die chemische De-novo-Synthese
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ist es m�glich, die durch den Biosyntheseweg vorgegebenen
Einschr�nkungen zu umgehen und so Strukturmotive zu-
g�nglich machen, die durch Ver�nderungen des Naturstoffs
selbst nicht erh�ltlich w�ren. Das in Abbildung 1 skizzierte
DTS-Konzept ist erfreulich unkompliziert. Beispielsweise
k�nnte die Totalsynthese eines biologisch interessanten Na-
turstoffs C in Angriff genommen werden. Auf dem Weg zu

diesem Naturstoff w�rde man vielleicht eine fortgeschrittene
Zwischenstufe B synthetisieren. Die Verwendung von B
k�nnte interessant sein, um zu D zu gelangen, das chemisch
komplexer ist als der Naturstoff selbst, oder um das Analogon
E mit niedrigerer Komplexit�t herzustellen. Diese Struktur-
typen sind oft nicht aus dem Naturstoff selbst erh�ltlich, weil
keine entsprechenden Synthesemethoden zur Verf�gung
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Schema 1. Beispiele f�r niedermolekulare Naturstoffe in der Wirkstoff-Forschung.
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stehen. So k�nnte man mithilfe der DTS ein Struktur-Akti-
vit�ts-Profil des Naturstoffs erstellen. F�r die DTS-Strategie
spricht auch die Auffassung, dass SMNPs generell als privi-
legierte, hoch entwickelte Stammstrukturen betrachtet
werden k�nnen.

1.3. Biologika als Zielverbindungen der Totalsynthese

Die Konzepte von Totalsynthese und umgelenkter Total-
synthese stehen zwar traditionell im Zusammenhang mit
niedermolekularen Naturstoffen (SMNPs), sind aber auch f�r
sehr viel gr�ßere Biomolek�le wie Proteine und Oligosac-
charide relevant. Als Folge der Entwicklung wichtiger Me-
thoden bei uns und in anderen Arbeitskreisen ist die Unter-
scheidung zwischen niedermolekularen Verbindungen und
Biomolek�len k�nftig vielleicht weit weniger angebracht.
Potenziell n�tzliche so genannte Biologika k�nnen inzwi-
schen durch chemische Synthese hergestellt werden, und die
Grundlagen der umgelenkten Totalsynthese, die zur Ent-
wicklung niedermolekularer Therapeutika genutzt werden,
k�nnen analog auch auf biologische Wirkstoffe angewendet
werden. Wenn eine bestimmte Zielstruktur in der biologi-
schen Dom�ne schließlich als geeignet f�r die Weiterent-
wicklung identifiziert wurde, ist die Wahrscheinlichkeit groß,
dass die Biologie mit ihrem bemerkenswerten Vervielf�lti-
gungsverm�gen diese Verbindung sehr viel effizienter pro-
duziert als die chemische Synthese. Im Anfangsstadium der
Identifizierung, in dem die Reinheit entscheidend ist und
nicht der Maßstab, ist die Synthese aber in vielen F�llen
durchaus konkurrenzf�hig.

1.4. Eine wissenschaftliche Pipeline

Das Interesse unseres Arbeitskreises richtet sich seit
langem auf die chemische Synthese von niedermolekularen
Naturstoffen und Biologika mit potenziellem therapeuti-
schem Nutzen.[9, 10] Wir w�hlen unsere Zielverbindungen nach
interessanten Strukturmerkmalen sowie ihrer angeblichen
biologischen Aktivit�t aus. Nach Vollendung der Totalsyn-
these des Naturstoffs selbst versuchen wir, die beschriebene
Aktivit�t zu best�tigen und durch DTS verwandte Verbin-
dungen herzustellen. Durch gezielte, in hohem Maß interak-
tive Zusammenarbeit beurteilen wir die biologischen Wir-

kungen verschiedener Ver�nderungen des
Molek�lger�sts und setzen auf der Basis
dieser Ergebnisse die Anpassung der
Wirkstoff-Plattform fort. Als akademische
Forschungsgruppe verf�gen wir nat�rlich
nicht �ber die M�glichkeiten, umfangreiche
Substanzbibliotheken herzustellen. Statt-
dessen konzentrieren wir uns auf SMNPs in
der Hoffnung, den „Molek�lstamm“ nutzen
zu k�nnen und damit vielleicht die Vielzahl
von Verbindungen zu kompensieren, die an
eine Aufgabe verschwendet werden.
Nichtsdestotrotz haben unsere sorgf�ltig
geplanten Kleinpipelines f�r Wirkstoffe

bisher einige sehr vielversprechende Kandidaten f�r die
weitere Entwicklung hervorgebracht. Mehrere dieser Ver-
bindungen befinden sich in klinischen Tests.

Dieser Aufsatz veranschaulicht anhand von Beispielen
unsere Suche nach entwicklungsf�higen potenziellen Wirk-
stoffen aus dem Gebiet der biologischen und der niedermo-
lekularen Verbindungen, die durch Totalsynthese, umge-
lenkte Totalsynthese und gemeinschaftliche biologische Un-
tersuchungen erhalten werden. Der erste Abschnitt dieses
Aufsatzes beschreibt unsere j�ngsten Fortschritte in Bezug
auf Synthese, DTS und biologische Untersuchung einer Reihe
von Verbindungen auf SMNP-Basis, darunter die Epothilone,
Migrastatine, Radicicole, Panaxytriol und neurotroph wirk-
same Substanzen. Ein weiterer Schwerpunkt des Aufsatzes
sind ausgew�hlte aktuelle Programme auf dem Gebiet gr�-
ßerer Molek�le (Biologika). Wir beschreiben insbesondere
die Entwicklung von Tumorvakzinen auf Kohlenhydratbasis
sowie unsere Fortschritte bei der Totalsynthese von zwei hoch
komplexen, biologisch aktiven Glycoproteinen: Erythro-
poietin alpha (EPO) und humanes follikelstimulierendes
Hormon (hFSH).

2. Totalsynthese und DTS von niedermolekularen
Naturstoffen (SMNPs)

2.1. Epothilone

Das urspr�nglich aus dem Myxobakterium Sorangium
cellulosum isolierte[11] Epothilon B (EpoB) zeigt in vitro hohe
Cytotoxizit�t. Wie Taxol f�rdert auch EpoB die Stabilisierung
der Mikrotubuli-Polymerisierung und damit die Unterbre-
chung des Zellteilungsprozesses, die schließlich zum Zelltod
f�hrt. Anders als Taxol und die meisten klinisch verf�gbaren
Tumortherapeutika scheinen die Epothilone nicht von einem
Wirkungsverlust im Zusammenhang mit der Entstehung von
Multiwirkstoff-Resistenzen (multidrug resistance, MDR)
betroffen zu sein.[12] Auf Klinikebene kann die Entstehung
von MDR, deren Ursachen noch nicht genau bekannt sind,
nachteilige Folgen f�r die therapeutische Prognose haben.
Ein Chemotherapeutikum, dessen Cytotoxizit�t gegen�ber
ansonsten Multiwirkstoff-resistenten Tumoren erhalten
bliebe, w�re zweifellos vor allem f�r diejenigen von Bedeu-
tung, auf die die derzeit verf�gbaren Behandlungen nicht
l�nger anwendbar sind.

Abbildung 1. Umgelenkte Totalsynthese (DTS).
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Unsere Beteiligung am Epothilon-Programm begann mit
der Vollendung der ersten Synthese von EpoB[13] und dem
verwandten Epothilon EpoA.[14] Erste In-vivo-Untersuchun-
gen ergaben, dass EpoB sogar in subtherapeutischer Dosie-
rung f�r M�use hoch toxisch ist. Wir nahmen an, dass diese
unspezifische Toxizit�t auf die Epoxidbindung an C12–C13
des Naturstoffs zur�ckzuf�hren ist, und versuchten, dieses
Strukturmerkmal zu „l�schen“. Daher wurde dEpoB
(EpoD), das selbst eine biogenetische Vorstufe von EpoB ist,
durch DTS hergestellt (Schema 2). Tats�chlich war diese
Verbindung weit weniger toxisch als der urspr�ngliche Na-
turstoff und wurde in einer Reihe von In-vivo-Versuchen sehr
gut toleriert. Zudem behielt dEpoB seine Wirksamkeit ge-
gen�ber MDR-Zelllinien, obwohl es deutlich weniger wirk-
sam ist als EpoB. Ausgehend von vielversprechenden pr�kli-
nischen Ergebnissen wurde dEpoB in klinische Tests aufge-
nommen. Die Tests der Phase II bei Brustkrebs sind beendet,

und die Verbindung wird nun bei anderen Indikationen un-
tersucht.

Mit unseren Analoga der zweiten Generation wollten wir
einen Teil der Wirksamkeit zur�ckerhalten, der bei der Ent-
wicklung von EpoB zu dEpoB verloren gegangen war. Wir
gingen davon aus, dass die biologische Stabilit�t und Wirk-
samkeit verbessert werden k�nnten, indem Strukturmerk-
male eingef�hrt werden, die dem Molek�l Starrheit verleihen.
Schließlich gelang es, die erhoffte Starrheit durch Einf�hrung
eines zweiten Alkens an der C9-C10-Position zu erreichen.
Das neu synthetisierte Analogon, 9,10-Dehydro-dEpoB,
zeigte in vivo an M�usen deutlich h�here Wirksamkeit[15a,b]

und hatte zudem eine h�here Serumstabilit�t als dEpoB. 9,10-
Dehydro-dEpoB wurde in klinischen Tests der Phase I un-
tersucht und wird derzeit f�r andere Indikationen gepr�ft.

Vermutlich als Folge seiner h�heren Wirksamkeit ist 9,10-
Dehydro-dEpoB auch toxischer als dEpoB. Dementspre-

Schema 2. Umgelenkte Totalsynthese der Epothilone und chemotherapeutische Wirkung von Fludelon gegen sehr große MX-1-Xenotransplantate
in Nacktm�usen (30 mg kg�1, Q12Dx4, 6-st�ndige Infusion, N = 4). Die pr�klinischen Tumortherapeutika aus der Familie der Fludelone wurden
am MSKCC in der Arbeitsgruppe von Samuel Danishefsky entdeckt und weiterentwickelt. Das spezielle Fludelon KOS-1803 wurde am MSKCC und
bei der Firma Kosan Biosciences gemeinsam entwickelt. �ber die Ergebnisse dieser gemeinsamen Arbeiten wurde in maßgeblichen Fachzeitschrif-
ten und bei Kongressen eingehend berichtet. Meiner Ansicht nach (Samuel Danishefsky) sind die pr�klinischen Resultate bemerkenswert vielver-
sprechend. Die mir zur Verf�gung stehenden Ergebnisse f�r Kosan-1803 zeigen eine eindrucksvolle therapeutische Breite und beschreiben Heilun-
gen. Ich halte Kosan-1803 f�r ein vielversprechendes Tumortherapeutikum, das pr�klinisch und klinisch weiterentwickelt werden sollte. Kosan
Biosciences, f�r die SJD als wissenschaftlicher Berater t�tig war, wurde von einer großen pharmazeutischen Firma gekauft, die nun �ber die
Weiterentwicklung von Kosan-1803 bestimmt.
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chend werden in vivo niedrigere Dosierungen toleriert, und
bei der Behandlung einiger besonders refrakt�rer Tumoren
kann mit 9,10-Dehydro-dEpoB nicht die erhoffte vollst�ndige
Tumorremission erreicht werden. In unserer n�chsten Gene-
ration der Epothilon-Reihe wollten wir diese Toxizit�t ab-
schw�chen und damit die therapeutische Breite vergr�ßern.
Bemerkenswerterweise stellte sich heraus, dass der Austausch
der C12-Methylgruppe gegen einen Trifluormethyl-Substitu-
enten den therapeutischen Index erheblich verbesserte. Das
Trifluormethyl-Analogon, Fludelon, ist wesentlich weniger
toxisch als 9,10-Dehydro-dEpoB.[15] Trotz der entsprechend
geringeren Wirksamkeit ist die therapeutische Breite von
Fludelon weitaus besser als die der Stammverbindung. Tat-
s�chlich bewirkte Fludelon bei M�usen in vivo die vollst�n-
dige Remission besonders hartn�ckiger Tumoren, gegen die
9,10-Dehydro-dEpoB nicht ann�hernd so wirksam ist.

Schließlich wurde durch Modifizieren des heterocycli-
schen Abschnitts im Epothilon-Ger�st ein Isofludelon-Deri-
vat (KOS-1803) hergestellt.[15d] Diese bemerkenswert aktive
und stabile Verbindung bewirkt mit nur vier Dosen, die in
relativ großen Abst�nden (bis zu 12 Tage) verabreicht
werden, bei bestimmten Xenotransplantat-Tumoren von
M�usen die vollst�ndige Remission und therapeutische Hei-
lung.

Isofludelon und Fludelon sind vielversprechende Ver-
bindungen f�r die weitere Entwicklung. Wir halten das bei
uns durchgef�hrte und durch sorgf�ltig gew�hlte Zusam-
menarbeit erweiterte Epothilon-Programm f�r ein ausge-
zeichnetes Beispiel, das die Leistungen der Totalsynthese und
der umgelenkten Totalsynthese beim Auffinden von Leit-
strukturen f�r die Weiterentwicklung verdeutlicht. Durch
kleine, aber genau geplante Eingriffe in das Epothilon-Ger�st
konnten wir den Naturstoff so modifizieren, dass zunehmend
wirksamere potenzielle Tumortherapeutika erhalten wurden.
Die in Schema 2 gezeigten Struktur�nderungen konnten na-
t�rlich nicht einfach durch Modifizieren des Naturstoffs
(EpoB) selbst erreicht werden. Nur durch R�ckgriff auf die
Grundlagen der DTS gelang die Herstellung ad�quater
Mengen dieser vielversprechenden Analoga f�r weitere Un-
tersuchungen.

Nachfolgend wird die konvergente Totalsynthese von
optisch aktivem Fludelon kurz vorgestellt (Schema 3).[15]

Dieser Syntheseweg nutzt eine diastereoselektive Aldolre-
aktion zur Bildung des b-Hydroxyketons A3, das die drei
benachbarten Chiralit�tszentren von Fludelon enth�lt. Die
aus dem Intermediat A3 erhaltene S�ure A4 wird mit dem
Alkohol A5 zur Metathese-Vorstufe A6 verestert. Die nach-
folgende Ringschlussmetathese (ring-closing metathesis,
RCM) lieferte ausschließlich das gew�nschte trans-Isomer
A7, aus dem durch Ankn�pfen der heteroaromatischen Ein-
heit Fludelon erhalten wurde. Das analoge Isofludelon wird
ganz �hnlich synthetisiert.

2.2. Migrastatin

Die Metastasierung von Tumorzellen bei fortschreitenden
Krebserkrankungen kennzeichnet oft den Beginn der ver-
heerendsten Krankheitsphase.[16] In Anbetracht der ent-

scheidenden Rolle, die die Zellmigration in vivo bei der Tu-
mormetastasierung spielt, sind niedermolekulare Therapeu-
tika zur Verhinderung dieser Zellwanderung besonders er-
w�nscht, da sie dazu beitragen w�rden, die Tumorresektion
zu vereinfachen und die Zahl der von der Erkrankung be-
troffenen Organe zu verringern. Zudem sind selektive Inhi-
bitoren der Zellmigration vermutlich wesentlich weniger to-
xisch als herk�mmliche „cytotoxische“ Wirkstoffe. In diesem
Zusammenhang interessierte uns eine Entdeckung von Imoto
et al., die Migrastatin, einen nat�rlich vorkommenden Inhi-
bitor der Tumorzellmigration aus der Streptomyces-Spezies
MKI-929-43F1 isoliert hatten.[17] Wie Imoto berichtete, wurde

Schema 3. Synthese von Fludelon. LDA= Lithiumdiisopropylamid,
THF = Tetrahydrofuran, EDCI= 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbo-
diimid-Hydrochlorid, DMAP= 4-Dimethylaminopyridin.
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bei der Vorbehandlung einer Monoschicht aus menschlichen
�sophaguskrebszellen (EC17) mit 30 mgmL�1 Migrastatin
im Rahmen eines Wundheilungsassays die F�higkeit der
Zellen, ein definiertes zellfreies Gebiet zu reinfiltrieren,
drastisch unterdr�ckt. F�r Migrastatin selbst wurde zwar nur
mittlere Wirksamkeit (IC50 = 29 mm) beschrieben, wir hofften
aber, dass der Naturstoff als wertvolle Leitverbindung dienen
k�nnte, aus der sich wirksamere Analoga entwickeln ließen.

Mit dieser Zielvorstellung f�hrten wir eine kurze, enan-
tioselektive Totalsynthese von Migrastatin durch
(Schema 4).[18] Ein wichtiger Schritt dieser Synthese ist die
diastereoselektive Lewis-S�ure-katalysierte Dien-Aldehyd-
Cyclokondensation (Lewis-acid catalyzed diene-aldehyde
cyclocondensation, LAC-DAC; diesen Reaktionstyp hatten
wir 20 Jahre zuvor entdeckt), die zu B3 f�hrt. Eine Sequenz
aus Veresterung und Metathese lieferte die makrocyclische

Verbindung, deren In-vitro-Aktivit�t mit der von nat�rlichem
Migrastatin �bereinstimmt.[19a]

Danach stellten wir eine Reihe strukturell vereinfachter,
synthetischer Analoga durch DTS her (Schema 5). Diese
Kernstrukturen k�nnen nicht einfach aus dem Naturstoff
selbst erhalten werden, sind aber aus fortgeschrittenen Zwi-

schenstufen der Migrastatin-Synthese leicht zug�nglich. Bei
In-vitro-Untersuchungen unserer Analoga der ersten Gene-
ration stellten wir fest, dass das „Migrastatin-Grundger�st“
(B9) etwa 1000-mal wirksamer (IC50 = 24 nm) ist als der
Naturstoff selbst.[20] Trotz der ausgezeichneten In-vitro-Ak-
tivit�t war die Wirkung des von Migrastatin abgeleiteten
Lactonger�sts bei Stabilit�tsstudien in Mausplasma leider
nicht so gut, was vermutlich auf die funktionelle Lacton-
gruppe zur�ckzuf�hren ist, die das Molek�l empfindlicher
gegen�ber Esterasen macht. In einer zweiten Generation von
Analoga wurde versucht, dieses Problem zu l�sen, indem das
Lacton „entfernt“ und durch eine stabilere funktionelle
Gruppe, wie eine Lactam- (B11), Ether- (B10) oder Keton-Schema 4. Synthese von Migrastatin. TFA = Trifluoressigs�ure.

Schema 5. Umgelenkte Totalsynthese der Migrastatine.
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einheit (B12), ersetzt wurde.[20] Tats�chlich lieferten diese
Untersuchungen eine sehr vielversprechende Verbindung,
den von Migrastatin abgeleiteten Ether B10.[20]

Der Ether B10 zeigte sowohl in vitro als auch in vivo sehr
vielversprechende Aktivit�t. In ersten Untersuchungen an
M�usen, die mit dieser Verbindung behandelt worden waren,
verringerte sich die Krebsmetastasierung, und die �berle-
bensdauer der Tiere stieg. Bei einer in Zusammenarbeit mit
dem Labor von Dr. Malcolm Moore am MSKCC durchge-
f�hrten In-vivo-Untersuchung wurden NOD-SCID-M�usen
menschliche Brustkrebszellen injiziert. Verschiedenen M�u-
segruppen wurde eine geringe Dosis B10 (40 mg kg�1, i.p.
(intraperitoneal), 3 � w�chentlich), eine hohe Dosis B10
(200 mgkg�1, i.p., 3 � w�chentlich) oder ein Placebo (Kon-
trolle, PBS) injiziert. Nach vier Wochen wurden die Prim�r-
tumoren entfernt und w�chentlich Bioimagings auf Metasta-
sen durchgef�hrt. Die M�use wurden nach sieben Wochen
get�tet, Lunge, Leber, Gehirn und Thymus wurden entfernt
und abgebildet. W�hrend in Lunge und Leber der Kontroll-
m�use ein umfangreiches Wachstum von Tumormetastasen
stattgefunden hatte, trat bei den mit niedriger oder mit hoher
B10-Dosis behandelten M�usen kein solches Wachstum auf.
Nach neun Wochen wurden in Lunge und Leber der mit
niedriger B10-Dosis behandelten M�use Metastasen nach-
gewiesen, aber die mit der hohen Dosis behandelte Gruppe
hatte zu diesem Zeitpunkt keine nachweisbaren Metastasen.
Diese Ergebnisse sprechen klar daf�r, dass der Ether B10 mit
Migrastatinger�st die Migration von Tumorzellen hemmen
und so die Tumormetastasierung bei M�usen in vivo verrin-
gern kann.

In einer anderen Studie f�hrte die Arbeitsgruppe von
Joan Massagu� am MSKCC einen In-vivo-Versuch durch, bei
dem immungeschw�chten M�usen menschliche metastatische
Brustkrebszellen der Linie LM2-4175 injiziert wurden, die
speziell in die Lunge metastasieren. Nach 27 Tagen wurden
die M�use mit niedrig dosiertem B10 (100 mg kg�1), hoch
dosiertem B10 (200 mgkg�1) oder einer Kontrolle (DMSO/
PBS-Puffer) behandelt. Bei den mit einer hohen Dosis des
Ethers B10 behandelten M�usen war die Metastasierung in
die Lunge 4.5-mal geringer als bei der Kontrollgruppe (Ab-
bildung 2).

Diese ersten Ergebnisse der In-vivo-Versuche best�tigen
das Potenzial des Migrastatin-Ger�sts als Leitstruktur f�r die
Wirkstoffentwicklung. Der von Migrastatin abgeleitete Ether
(B10) zeigt in vivo deutlich h�here Stabilit�t und Wirksam-
keit als der urspr�ngliche Naturstoff. Das Migrastatin-Pro-
gramm liefert weitere Beweise f�r den Nutzen von SMNPs
und umgelenkter Totalsynthese bei der Suche nach klinisch
nutzbaren Leitverbindungen. Auch wenn sich dieses Synthe-
seprogramm f�r Verbindungen, die eine Metastasierung ver-
hindern sollen, erst im Anfangsstadium befindet, ist es ein
Lehrbuchbeispiel f�r die DTS.

2.3. Radicicole

Radicicol wurde 1953 erstmals aus Monocillium bonorden
isoliert.[21] Es hat eine hohe Bindungsaffinit�t zum moleku-
laren Chaperon des Hitzeschockproteins 90 (Hsp90) und in-

hibiert es.[22] Hsp90 wird wegen seiner zentralen Rolle bei der
Vermittlung der Faltung mehrerer onkogener Proteine, z. B.
Raf1 und Her2, als interessantes Ziel f�r die Inhibierung
durch Tumortherapeutika angesehen. Anders als andere
Hsp90-Inhibitoren besitzt Radicicol keine Chinon-Substruk-
tur mit der zugeh�rigen Kardiotoxizit�t. Auf der Basis erster
In-vitro-Studien begannen wir mit einem Programm zur To-
talsynthese von optisch aktivem Radicicol.

2001 beendeten wir die erste asymmetrische Totalsyn-
these von Radicicol.[23] Mit dieser synthetischen Substanz
konnten wir die Inhibitorwirkung des Naturstoffs gegen das
Hsp90-Chaperon best�tigen. Allerdings erwies sich Radicicol
in vivo als unwirksam. Wir f�hrten dies auf die Epoxideinheit
zur�ck, die in vivo vermutlich zu Instabilit�t und unspezifi-
scher Cytotoxizit�t f�hrt. Um dieses Problem zu l�sen, ent-
warfen wir das Analogon Cycloproparadicicol, das anstelle
des Epoxids eine stabilere Cyclopropyleinheit enth�lt.[24]

Ein interessanter Schritt in der Synthese von Cyclopro-
paradicicol ist die Ringschlussmetathese-Sequenz zum
Aufbau von C5 (Schema 6).[25b] Anf�ngliche Bem�hungen,
eine RCM-Reaktion des Alkinoatesters C3 durchzuf�hren,
blieben ohne Erfolg und lieferten unter verschiedenen Be-
dingungen lediglich die Ausgangsverbindung. M�glicherwei-
se verhindert der sterische Zwang durch die lineare Alkin-
gruppierung eine Cyclisierung des Substrats, und wahr-
scheinlich wird die Reaktion auch durch unproduktive Ko-
ordinierung des Alkins an den Katalysator beeintr�chtigt. Wir
konnten das Problem jedoch l�sen, indem wir das Alkin
vor�bergehend durch Bindung in dem Dicobaltcarbonyl-
Komplex C4 maskierten. Wie erhofft, war diese Zwischen-
stufe geometrisch besser f�r eine Ringschlussmetathese ge-
eignet und cyclisierte in Gegenwart des Grubbs-Katalysators
leicht mit 57 % Ausbeute zum makrocyclischen Produkt. Das

Abbildung 2. Analyse des Wachstums von Brustdr�sentumoren und
Lungenmetastasen. Wachstum von Brustdr�sentumoren: Luciferase-
transduzierte LM2-Zellen wurden seitengleich in das vierte Brustdr�-
senfettpolster von NOD-SCID-M�usen injiziert. Die Gr�ße des Brusttu-
mors wurde regelm�ßig mit einem Greifzirkel gemessen. Am Tag 27
nach der Injektion wurden die M�use mit 100 mgkg�1 B10 (ME),
200 mgkg�1 B10 (ME) oder Tr�gerfl�ssigkeit als Kontrolle behandelt.
Die Verabreichung erfolgte dreimal pro Woche durch intraperitoneale
Injektion. Kontrolle: n = 16, ME 100 mgkg�1: n= 8, ME 200 mgkg�1:
n = 17. Lungenmetastasen bei Versuchsende, gemessen durch Lumi-
nenszenz: Am Tag 42 wurden die M�use durch Ex-vivo-Biolumineszenz
auf Lungenmetastasen untersucht, wobei die Luciferase-Aktivit�t in
den Lungen quantifiziert wurde. ME 100: B10 100 mg kg�1, ME 200:
B10 200 mgkg�1.
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Alkin wurde durch Umsetzen des Dicobaltkomplexes mit Iod
wieder hergestellt. Die funktionelle „Inolid-Einheit“ in C5
erwies sich als effizientes Dienophil, und durch Diels-Alder-
Cyclisierung mit C6 wurde der aromatische Resorcinab-
schnitt eingef�hrt, wobei C7 mit guter Ausbeute erhalten
wurde.

Synthetisches Cycloproparadicicol bindet bei etwa 160 nm
an das molekulare Chaperon von Hsp90. Vor allem beh�lt
dieses modifizierte Analogon anders als der urspr�ngliche
Naturstoff in vivo seine Wirksamkeit. Bei einer ersten In-
vivo-Untersuchung an M�usen mit menschlichem Brust-
krebsimplantat (MX-1) bewirkte Cycloproparadicicol eine
Tumorsuppression (Abbildung 3). Dieses Ergebnis spricht f�r
unsere urspr�ngliche Annahme, wonach die Epoxideinheit in
einer In-vivo-Umgebung instabil ist. Die Entwicklungsf�hig-
keit von Cycloproparadicicol als Leitstruktur wird derzeit
untersucht.

2.4. Panaxytriole

Roter Ginseng wird als wichtiges pflanzliches Nahrungs-
erg�nzungsmittel, d.h. als ein Nahrungsmittelextrakt mit
nachgewiesenem medizinischem Nutzen, angesehen.[25] Diese
Pflanzenwurzel wird seit mehr als 2000 Jahren in ganz Asien
als Volksmedizin zur Behandlung zahlreicher Beschwerden
eingesetzt und soll Anwendungsm�glichkeiten bei Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, Diabetes und Krebs haben. 1983
wurde Panaxytriol als charakteristischer Bestandteil von ko-
reanischem Rotem Ginseng isoliert.[26] Dieser Naturstoff
zeigte in vitro Inhibitorwirkung gegen eine Reihe von Tu-
morzellen. Neueren Hinweisen zufolge wirkt Panaxytriol
vorbeugend gegen Krebs, was teilweise auf der Induktion von
Phase-II-Enzymen beruht.[27] Diese chemoprotektiven
Enzyme unterst�tzen �ber verschiedene Mechanismen Ent-
giftungsreaktionen und sch�tzen auf diese Weise Zellen vor
der Toxizit�t von reaktiven Elektrophilen und Sauerstoff-
spezies. Die Induktion von Phase-II-Enzymen kann der
Krebsentstehung entgegenwirken, indem reaktive Elektro-
phile, die sich als Carcinogene oder Mutagene erweisen
k�nnten, neutralisiert werden. Damit ist Panaxytriol ein sel-
tenes Beispiel f�r ein Antitumormittel mit nachgewiesener
Wirkung, das in einem weit verbreiteten Nahrungsmittel
vorkommt. Daher k�nnte auch eine mittlere Wirkung von
Nutzen sein, denn etwaige Nebenwirkungen sind leicht kon-
trollierbar.

Diese �berlegungen veranlassten uns zu einer kurzen
asymmetrischen Totalsynthese von Panaxytriol.[28] In dieser
Synthese entsteht die Dioleinheit durch asymmetrische
Sharpless-Dihydroxylierung (D1!D2, Schema 7). Die Diin-
gruppierung sowie das letzte Hydroxy-substituierte Chirali-
t�tszentrum von Panaxytriol werden in einem sp�ten Syn-
thesestadium durch eine Cadiot-Chodkiewicz-Kupplung ein-
gef�hrt (D5 + D6).

Ausgehend von dieser effizienten Synthesemethode f�r
Panaxytriol synthetisierten wir anschließend eine Reihe ver-
wandter Verbindungen durch DTS (Schema 8). Panaxytriol

Schema 6. Synthese von Cycloproparadicicol. DIAD =Diisopropyl-
azodicarboxylat.

Abbildung 3. Therapeutischer Effekt von Cycloproparadicicol in Nackt-
m�usen mit xenotransplantiertem menschlichem MX-1-Brustkrebs.
*= Kontrolle; ~= Cycloproparadicicol, 20 mgkg�1, Q2Dx3;
50 mgkg�1, Q2Dx1, 100 mgkg�1, Q2Dx5, intraven�se Injektion, n = 3.
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und mehrere synthetische Analoga wurden in vitro auf ihre
Inhibitorwirkung gegen CCRF-CEM-Krebszellen unter-
sucht.[29] Hierbei erwiesen sich die meisten synthetischen
Analoga als wirksamer als der Naturstoff selbst. So f�hrte die
Bindung des Diols als Acetonid (Panaxytriolacetonid) in vitro
zu erh�hter Aktivit�t. Die C3-Hydroxygruppe scheint f�r die
Aktivit�t nicht essenziell zu sein, denn 3-Acetoxypanaxy-
triolacetonid wie auch 3-epi-Panaxytriolacetonid zeigten gute
Wirkungen.

Interessante Ergebnisse haben k�rzlich gezeigt, dass
unsere synthetischen Panaxytriol-Analoga in vivo bei M�usen
die toxischen Nebenwirkungen, die bei der Verabreichung
von cytotoxischen Chemotherapeutika auftreten, deutlich
abschw�chen. So wurde bei gemeinsamer Verabreichung von

Panaxytriol-Analoga und cytotoxischen Tumortherapeutika
(z. B. Taxol oder Fludelon) an tumortragende M�use ein
m�ßiger, aber deutlicher und reproduzierbarer Synergismus
der antiprofilerativen Wirkungen der cytotoxischen Mittel
sowie Zunahmen bei der maximal tolerierten Dosis (MAD)
und der letalen Dosis (LD) der cytotoxischen Mittel beob-
achtet. Dar�ber hinaus schw�chten sich die verhaltenstypi-
schen Merkmale einer peripheren Neuropathie ab, die eine
h�ufige Nebenwirkung der Behandlung mit diesen Medika-
menten ist. Außerdem k�nnen die Panaxytriolverbindungen
leichte entz�ndungshemmende Eigenschaften aufweisen, die
die Immunsuppression vermindern und f�r deutliche Linde-
rung bei strahlungsinduzierten Sch�den des peripheren Ge-
webes sorgen. Unserer Ansicht nach sind diese Wirkungen
darauf zur�ckzuf�hren, dass die chemoprotektiven Phase-II-
Enzyme durch die von Panaxytriol abgeleiteten Substanzen
hochreguliert werden.

2.5. Synthese und Untersuchung neurotroph wirksamer
Verbindungen

Nat�rlich vorkommende, neurotrophe Polypeptidylfak-
toren spielen eine zentrale Rolle bei der F�rderung des
Zell�berlebens, der Differenzierung und des Wachstums von
Neuronen.[30] Vor allem das Fortschreiten h�ufiger neurode-
generativer Erkrankungen wie der Alzheimer-, der Hun-
tington und der Parkinson-Krankheit wurde mit sinkenden
Spiegeln der neurotrophen Faktoren in Verbindung gebracht.
Wir interessierten uns besonders f�r die Entwicklung von
niedermolekularen, ZNS(Zentralnervensystem)-g�ngigen,
neurotroph wirksamen Verbindungen, die zur Behandlung
von neurodegenerativen Erkrankungen eingesetzt werden
k�nnten.[31] Dabei konzentrierten wir uns auf eine wachsende
Klasse von SMNPs, die eine bestimmte Art potenziell nutz-
barer ZNS-Aktivit�t aufweisen. Dieser Abschnitt beschreibt
unsere Arbeiten bez�glich der Totalsynthese, der umgelenk-
ten Totalsynthese und der biologischen Untersuchung von
vier strukturell verschiedenen, neurotroph wirksamen Na-
turstoffen: 1) Jiadifenin, 2) Scabronin, 3) 11-O-Debe-
nzoyltashironin und 4) Merrilacton.

2.5.1. Jiadifenin

Jiadifenin wurde aus der chinesischen Sternanisart Illici-
um jiadifengpi isoliert. Es f�rdert in Konzentrationen von nur
0.1 mm das Auswachsen von Neuriten in kortikalen Ratten-
neuronen.[32] Ausgehend von diesen ersten In-vitro-Resulta-
ten begannen wir mit der Totalsynthese dieses strukturell
interessanten Naturstoffs und beendeten 2004 die erste To-
talsynthese von Jiadifenin (Schema 9).[33] Wichtige Schritte
dieser Synthese sind eine intramolekulare Horner-Wads-
worth-Emmons-Reaktion (E1!E2) sowie die Einf�hrung
des Lactonrings �ber einen gemischten Carbonatester als
Zwischenstufe (E3!E4).

Mit dieser synthetischen Substanz konnten wir die be-
schriebene neurotrophe Aktivit�t von Jiadifenin best�tigen.
In Gegenwart des nat�rlich vorkommenden neurotrophen
Faktors NGF (nerve growth factor) steigerte Jiadifenin die

Schema 7. Synthese von Panaxytriol.

Schema 8. Umgelenkte Totalsynthese der Panaxytriole. IC50 gegen
CCRF-CEM im XXT-Assay nach 72-st�ndiger Inhibierung.
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Neuritenl�nge auf 162% (im Vergleich zu einer Kontrolle).
Allerdings trat ohne NGF kein Neuritenwachstum auf.
Diesen Ergebnissen zufolge wirkt Jiadifenin nicht unabh�n-
gig, sondern durch Hochregulieren der NGF-Wirkung.

Durch umgelenkte Totalsynthese haben wir eine Reihe
von Jiadifenin-Analoga synthetisiert und ihre NGF-abh�ngi-
ge neurotrophe Aktivit�t untersucht. Zwei dieser syntheti-
schen Analoga, die Normethyl-Variante von Jiadifenin (E7)
und die nicht umgelagerte Jiadifenin-Vorstufe (E6), erwiesen
sich als wirksamer im Vergleich zur Stammverbindung Jia-
difenin (Schema 10). In Gegenwart von NGF steigerten die
Verbindungen E7 und E6 die Neuritenl�nge um 181 % bzw.
184 %. Interessanterweise hat das nicht umgelagerte Nor-
methyl-Analogon (E8) nur mittlere Aktivit�t (121% Ver-
l�ngerung), was ein m�glicher Hinweis auf ein kompliziertes
Struktur-Aktivit�ts-Profil f�r diesen Naturstoff ist. Offenbar

ist aber die Oxidation an C10 von Bedeutung, denn das nicht
oxidierte Analogon E9 weist in diesem Assay keine Aktivit�t
auf. Weitere Untersuchungen sind n�tig, um das therapeuti-
sche Potenzial dieser Verbindungsklasse besser zu bestim-
men.

2.5.2. Scabronin G

Die Scabronine sind Stoffwechselprodukte, die aus dem
bitteren Pilz Sarcodon scabrosus isoliert wurden.[34] Die
wirksamste Verbindung dieser Reihe ist Scabronin G, das die
Produktion und Sekretion von NGF in menschlichen Astro-
gliazellen der Linien 1321N1 induziert.[35] Interessanterweise
erh�ht der Methylester von Scabronin G im Vergleich zum
Naturstoff die Produktion von NGF. Dar�ber hinaus wurde
nachgewiesen, dass Scabronin-G-Methylester die Produktion
eines zweiten Neurotrophins, Interleukin-6 (IL-6), steigert.
Diese Neurotrophininduktion f�hrt vermutlich dazu, dass
beide Verbindungen in Ph�ochromozytomzellen (PC-12) der
Ratte eine drastische neuronale Differenzierung hervorrufen.
Die Schl�sselschritte unserer 2005 beendeten Totalsynthese
von Scabronin G sind eine Nazarov-Cyclisierung (E10!E11)
und – in einem sp�ten Synthesestadium – eine Hg-vermittelte
Ringerweiterung zu E13, das unter Alkenisomerisierung zu
Scabronin-G-Methylester reagiert (Schema 11).[36] Durch
nachfolgende saure Hydrolyse wird der Naturstoff selbst er-
halten.

Nach Abschluss der Synthese konnten wir die beschrie-
bene neurotrophe Wirkung von Scabronin G und Scabronin-
G-Methylester best�tigen. Beide Verbindungen steigerten die
Produktion und Sekretion von neurotrophen Faktoren in
1321N1-Zellen. Außerdem wurde ein signifikantes Neuri-
tenwachstum beobachtet, wenn Scabronin-G-Methylester in

Schema 9. Synthese von Jiadifenin.

Schema 10. Umgelenkte Totalsynthese der Jiadifenine. Neuritenverl�n-
gerung bezogen auf die DMSO-NGF-Kontrolle.

Schema 11. Synthese von Scabronin G und Scabronin-G-Methylester.
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PC-12-Zellen eingeschleust wurde. Ein Screening der
Analoga ergab, dass die nicht isomerisierte Vorstufe von
Scabronin-G-Methylester, E13, ein st�rkeres Neuriten-
wachstum induzierte als Scabronin-G-Methylester selbst.
Anschließend wurden die Scabronin-Verbindungen in
einem Motoneuronen-Assay untersucht, der das �berleben
und das Axonwachstum von Motoneuronen der Maus
pr�ft. Die Motoneuronen wurden aus embryonalen
Stammzellen gewonnen, die auf einem hemmenden
Medium gewachsen waren (auf dem Myelinprotein MAG,
das das Axonwachstum inhibiert). In diesem Assay be-
wirkte Scabronin-G-Methylester eine m�ßige (10–20%)
Steigerung des Axonwachstums. Weitere Untersuchungen
zur Bestimmung des therapeutischen Potenzials der Scab-
ronin-Verbindungen sind geplant.

2.5.3. 11-O-Debenzoyltashironin

Das aus den Fruchtschalen der ostasiatischen Baumart
Illicium merrillianum isolierte 11-O-Debenzoyltashironin
f�rdert in einer Konzentration von nur 0.1 mm das Aus-
wachsen von Neuriten in den kortikalen Nervenzellen fe-
taler Ratten.[37] Die Totalsynthese dieses hoch funktionali-
sierten und oxygenierten tetracyclischen Naturstoffs gelang
uns 2006,[38] und k�rzlich haben wir einen asymmetrischen
Syntheseweg zu jedem Enantiomer von 11-O-Deben-
zoyltashironin beschrieben.[39] Im Mittelpunkt der in
Schema 12 skizzierten Synthese steht eine Reaktionskas-
kade, die mit der oxidativen Desaromatisierung des Allens
E15 beginnt. Dabei entsteht die Zwischenstufe E16, die
durch mikrowelleninduzierte transannulare Diels-Alder-
Cyclisierung zum tetracyclischen Addukt E17 reagiert. Aus
diesem Grundger�st ist der Naturstoff �ber eine Reihe von
Reaktionen der funktionellen Gruppen zug�nglich.

Unser zweiter, asymmetrischer Syntheseweg zu 11-O-
Debenzoyltashironin wurde durch die Entwicklung einer
Methode erleichtert, die das enantiomerenangereicherte
Allen E15 durch asymmetrische Synthese der Propargylal-
kohol-Vorstufe zug�nglich machte. Die nachfolgende oxida-
tive Desaromatisierung dieser optisch aktiven Zwischenver-
bindung gelang ohne Racemisierung, sodass auf diese Weise
schließlich beide Enantiomere des Naturstoffs erhalten
wurden. So liefert die seitenselektive oxidative Desaromati-
sierung des Allens (�)-E15 die Zwischenstufe E16, aus der
durch nachfolgende transannulare Diels-Alder-Cyclisierung
(+)-E17 erhalten wird. Diese tetracyclische Verbindung wird
anschließend zum nat�rlichen Enantiomer von 11-O-Deben-
zoyltashironin umgesetzt (Schema 13). Analog lagert sich das
enantiomere Allen (+)-E15 im oxidativen Desaromatisie-
rungsschritt an die entgegengesetzte Seite des aromatischen
Molek�lteils an. Aus der so erhaltenen Zwischenstufe ent-
steht durch transannulare Diels-Alder-Cyclisierung (�)-E17,
das schließlich in das nichtnat�rliche Enantiomer des Natur-
stoffs �berf�hrt wird. Auch wenn die mechanistischen Details
dieser interessanten Umwandlung nicht Gegenstand dieses
Aufsatzes sind, soll erw�hnt werden, dass die Durchf�hrung
der asymmetrischen Synthese ungew�hnliche Einblicke in die
Feinheiten der oxidativen Desaromatisierung lieferte, die bei
unserer ersten racemischen Synthese nicht ersichtlich waren.

Die synthetische Verbindung best�tigte die beschriebene
neurotrophe Wirkung, wobei wir aber k�rzlich feststellten,
dass nur das nat�rliche Enantiomer das Neuritenwachstum
f�rdert. Diese Entdeckung hat nat�rlich Auswirkungen auf
unsere Untersuchungen von Analoga, die als Einzelenantio-
mere hergestellt werden m�ssen. Derzeit werden Analoga
synthetisiert, und weitere Studien zu Struktur-Aktivit�ts-Be-
ziehungen sind in Vorbereitung.

2.5.4. Merrilacton

Merrilacton wurde aus der ostasiatischen Baumart Illici-
um merrillianum isoliert und soll das Neuritenwachstum der
kortikalen Nervenzellen fetaler Ratten in Konzentrationen
von nur 0.1 bis 1 mm signifikant f�rdern.[40] Die erste racemi-
sche Synthese dieses strukturell interessanten Naturstoffs
haben wir 2002 beschrieben.[41] Sp�ter wurde ein zweiter,
asymmetrischer Syntheseweg zu Merrilacton entwickelt.[42]

Ein zentrales Element dieser Synthese ist eine Sequenz aus
desymmetrisierender Epoxidierung und asymmetrischer
Ring�ffnung (E22!E23), mit der die absolute Konfiguration
in einem fr�hen Synthesestadium eingef�hrt wird
(Schema 14). Das Intermediat wird in E24 �berf�hrt, aus dem

Schema 12. Synthese von 11-O-Debenzoyltashironin. PIDA= Phenyl-
iod(iii)-diacetat.

Naturstoffe in der Wirkstoff-Forschung
Angewandte

Chemie

6179Angew. Chem. 2010, 122, 6168 – 6193 � 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


durch Baeyer-Villiger-Oxidation E25 entsteht. Eine zweite
wichtige Umwandlung ist die durch freie Radikale induzierte
Cyclisierung des Vinylbromids E28 zum Tetracyclus E29, der
das Kohlenstoffger�st des Naturstoffs aufweist. Diese Ver-
bindung wird wie gezeigt auf einfache Weise zu Merrilacton
umgesetzt.

3. Potenzielle therapeutische Biologika durch
chemische Synthese

3.1. Kohlenhydratsynthese: Hintergr�nde

Unser Interesse an der Synthese von Oligosacchariden
kam mit der Entwicklung einer Cycloadditionsreaktion auf,
bei der selektiv Dihydropyrone entstanden (Schema 15).[43]

Wir �berlegten, ob die so erhaltenen Addukte als monomere
Einheiten in einer allgemeinen Synthese von Kohlenhydraten
genutzt werden k�nnten. Dabei gingen wir davon aus, dass
das Strukturmotiv des Glycals, das aus dem Dihydropyron-
addukt erh�ltlich ist, ein passender Synthesebaustein f�r
Oligosaccharide sein k�nnte. Glycale, die nur drei statt f�nf
Hydroxygruppen enthalten, besitzen eine funktionelle Al-
keneinheit, die sich f�r eine Differenzierung im Oligomeri-
sierungsprozess eignen kann. Es war zwar bereits bekannt,
dass Glycale als effiziente Donoren wirken k�nnen (z. B.
durch Iodglycosidierung), aber wir erkannten, dass diese
Synthesebausteine auch n�tzliche Glycosylakzeptoren sein
konnten.[44] Wir schlugen daher vor, komplexe Oligosaccha-

ride �ber eine passend konzipierte Reihe von Schutzgrup-
penreaktionen ausschließlich aus Glycalen iterativ aufzu-
bauen. Diese synthetischen Oligosaccharide h�tten nat�rlich
ein endst�ndiges Glycal mit einer Alkenfunktion, und bei
Anwendung dieser Synthese m�ssten effiziente Methoden f�r
ihre Derivatisierung und das Anh�ngen geeigneter Bin-
dungsmotive entwickelt werden.

Wir haben eine Reihe von Methoden zur stereoselektiven
Funktionalisierung des endst�ndigen Glycals und zur An-
kn�pfung des Linker-Molek�ls entwickelt. Die stereoselek-
tive Funktionalisierung kann entweder �ber ein a-Epoxid (a,
b) oder ein Iodsulfonamid (c, d) als Zwischenstufe verlaufen
(Schema 16). Durch direkte nucleophile Addition an das a-
Epoxid entsteht das a-verkn�pfte Addukt (Schema 16 a).
Alternativ kann aus dem Glycal das Iodsulfonamid gebildet
werden, aus dem durch Umsetzen mit einer Base ein Sul-
fonylaziridin entsteht, das danach leicht unter nucleophiler
Addition reagiert (Schema 16c).

In bestimmten F�llen, in denen die sterischen Spannun-
gen des Systems die direkte Glycosylierung der a-Epoxid-
oder Iodsulfonamid-Zwischenstufe verhindern, kann ein
zweistufiger Prozess genutzt werden, bei dem ein interme-
di�res Ethylthioglycosid gebildet wird (vgl. Schema 16b und
d). Diese Verbindung kann anschließend wie gezeigt unter
Addition reagieren.

Schema 14. Synthese von Merrilacton A. DMDO = Dimethyldioxiran,
MMPP= Magnesiummonoperoxyphthalat, AIBN = 2,2’-Azobisisobuty-
ronitril, Ts = 4-Toluolsulfonyl, mCPBA= meta-Chlorperoxybenzoes�ure.

Schema 13. Asymmetrischer Zugang zu 11-O-Debenzoyltashironin.
PIFA = Phenyliod(iii)-di(trifluoracetat).
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Im Verlauf der letzten 25 Jahre haben wir und andere ein
breites Spektrum von Methoden entwickelt, die den selekti-
ven und effizienten Aufbau sehr komplexer Kohlenhydrat-

dom�nen erm�glichen. �ber diese Synthesefortschritte
wurde in anderem Zusammenhang eingehend berichtet.[45]

3.2. Impfstoffe gegen Krebs auf der Basis von Kohlenhydraten

Klinik�rzte, die auf dem Gebiet der Krebsimmunologie
arbeiten, haben lange nach wirksamen Mitteln gesucht, die
das Immunsystem dazu anregen, Tumorzellen zu erkennen
und zu vernichten. Bei der Entwicklung eines Impfstoffs
gegen Krebs m�ssen nat�rlich zuerst die besonderen Struk-
turmerkmale b�sartig ver�nderter Zellen identifiziert
werden, die vielleicht genutzt werden k�nnten, um das Im-
munsystem zu veranlassen, die Krebszellen als fremd zu er-
kennen. In diesem Zusammenhang ist uns und anderen auf-
gefallen, dass Krebszellen zu signifikanten 	nderungen be-
z�glich der Art und Menge von Kohlenhydraten neigen, die
sie als Glycoproteine oder Glycolipide an ihren Zelloberfl�-
chen aufweisen.[45] Denkbar w�re ein tumorassoziiertes An-
tigen auf Kohlenhydratbasis, das bei richtiger Einf�hrung in
das Immunsystem eine Immunantwort ausl�st, die zur Bil-
dung von Antik�rpern f�hrt. Diese w�rden dann selektiv an
Tumorzellen binden, die die betreffenden Kohlenhydrate
�berexprimieren, und sie vernichten.[46]

Obwohl eine Reihe von tumorassoziierten Kohlenhydra-
ten der Zelloberfl�che identifiziert wurde, erschwerte die
Heterogenit�t nat�rlich vorkommender Kohlenhydrate die
Bem�hungen, signifikante Mengen dieser Epitope aus na-
t�rlichen Vorkommen zu isolieren. Unsere Arbeitsgruppe
favorisiert seit langem das therapeutische Potenzial von
vollst�ndig synthetischen Antigenen auf der Basis von Koh-
lenhydraten. Durch die Synthese kann ein Kohlenhydrat in
einer Reinheit und Homogenit�t erhalten werden, die durch
Isolierung nicht zu erreichen ist. Wie oben erw�hnt, kon-
zentriert sich ein langj�hriges Programm in unserer Arbeits-

Schema 16. Methoden zur Funktionalisierung des endst�ndigen Glycals.

Schema 15. Synthese von Kohlenhydraten durch Aufbau aus Glycalen.
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gruppe auf die Entwicklung von Technologien, die den
Aufbau von Kohlenhydraten erm�glichen. Wir haben unsere
kontinuierlich verbesserten Methoden genutzt, um zuneh-
mend kompliziertere und hoffentlich therapeutisch nutzbare,
vollst�ndig synthetische Krebsimpfstoffe auf der Basis von
Kohlenhydraten herzustellen.

Die erste Generation unserer komplett synthetischen
Impfstoffe auf Kohlenhydratbasis hatte monovalenten Cha-
rakter, d.h. jedes Konstrukt bestand aus einem einzigen tu-
morassoziierten Antigen, das �ber einen kurzen Linker an ein
immunogenes Tr�germolek�l (z.B. das KLH-Protein) ge-
bunden war. Eine Reihe dieser monovalenten Vakzine der
ersten Generation lieferte unter immunologischen Bedin-
gungen vielversprechende Ergebnisse, und eines davon,
Globo-H-KLH[47] (Schema 17), soll demn�chst in klinischen
Tests der Phase-II/III gegen Brustkrebs gepr�ft werden.

Mit dem Fortschreiten unseres Programms zu Kohlenhy-
dratvakzinen gegen Krebs erhielten wir wertvolle Einblicke
in die Art der Immunantwort, die unsere synthetischen
Konstrukte hervorriefen, und dabei wurden einige grund-
s�tzliche M�ngel des monovalenten Ansatzes der ersten Ge-
neration erkennbar. Anhand der neuen Informationen be-
gannen wir mit der Planung noch komplizierterer Vakzin-
Konstrukte. Gleichzeitig entwickelten wir immer effizientere
Methoden f�r die Kohlenhydratsynthese. Ein ausf�hrlicher
Bericht �ber den Fortschritt des Kohlenhydrat-Impfstoff-
programms geht �ber den Rahmen dieses Aufsatzes hinaus
und ist an anderer Stelle nachzulesen.[48] Wir stellen hier
einige unserer neuesten Arbeiten an der Spitze dieses Pro-
gramms vor.

Der Umstand, dass die Antigenexpression auf Tumor-
zelloberfl�chen in Wirklichkeit eine erhebliche Heterogenit�t
aufweist, stellt eine wichtige Einschr�nkung f�r das Leitbild
monovalenter Impfstoffe dar. So k�nnen Art und Verteilung
der an der Zelloberfl�che exprimierten Antigene sehr hete-
rogen sein und oft in Abh�ngigkeit von der Zellentwicklung

schwanken.[49] Tats�chlich gibt es selbst innerhalb einer be-
stimmten Krebsart erhebliche Antigenheterogenit�t. Theo-
retisch k�nnte man ein multiantigenes Konstrukt mit mehre-
ren, mit einer bestimmten Krebsart assoziierten Kohlenhy-
drat-Antigenen verwenden, um verschiedene Antik�rper zu
induzieren, die einen gr�ßeren Anteil an Tumorzellen effek-
tiv angreifen w�rden.

Wir wollten das Problem der Heterogenit�t von Kohlen-
hydraten an Zelloberfl�chen mit unimolekularen, multianti-
genen Vakzin-Konstrukten l�sen und synthetisierten ein sehr
komplexes pentavalentes Vakzin-Konstrukt mit den f�nf
Antigenen Globo-H, LewisY, STn, TF und Tn, wovon jedes
mit Brustkrebs und Prostatakrebs assoziiert ist
(Schema 18).[50] Erste immunologische Studien lieferten
vielversprechende Resultate.[51] Mit dem KLH-konjugierten
pentavalenten Vakzin I immunisierte M�use produzierten
IgM- und/oder IgG-Antik�rper gegen vier der f�nf Antigene,
wie im ELISA-Assay nachgewiesen wurde. Lediglich das
LewisY-Antigen rief keine messbare Immunantwort hervor,
was vermutlich darauf zur�ckzuf�hren ist, dass es endogen
exprimiert wird.

Auf der Basis dieser Ergebnisse synthetisierten wir ein
pentavalentes Vakzin II der zweiten Generation. Anstelle des
LewisY-Kohlenhydrats enth�lt es GM2, das ebenfalls an den
Oberfl�chen von Brust- und Prostatakrebszellen �berexpri-
miert wird.[52] Erfreulicherweise wurden nach der Impfung
von M�usen mit dem KLH-konjugierten pentavalenten
Vakzin II IgM- und/oder IgG-Antik�rper gegen jedes der
f�nf Antigene im Vakzin-Konstrukt gebildet. Dieses penta-
valente Vakzin II der zweiten Generation wird derzeit f�r
klinische Tests der Phase I vorbereitet.

Nach dem Auffinden dieser auf chemischer Synthese ba-
sierenden vielversprechenden Leitstruktur f�r die k�nftige
Entwicklung von Krebsimpfstoffen verfolgten wir gleichzeitig
verbesserte Strategien f�r die Pr�sentation des Vakzin-Kon-
strukts gegen�ber dem Immunsystem. Eine besondere Her-
ausforderung war dabei das Hervorrufen einer robusten T-
Zellenantwort. Untersuchungen zufolge induzieren Antigene
auf Kohlenhydratbasis allein nicht unbedingt starke T-Zell-
antworten. Derzeit werden mehrere M�glichkeiten unter-
sucht, um diese Einschr�nkung zu beheben. Im Vordergrund
dieser Studien steht eine Reihe neu synthetisierter Vakzin-
Konstrukte mit zwei Dom�nen, die neben den tumorassozi-
ierten Kohlenhydratabschnitten auch Peptidfragmente ent-
halten, die vermutlich die Antwort der T-Zellen verst�rken.
In dieser Hinsicht interessierten uns besonders die tumoras-
soziierten Mucinpeptide,[53] die eine T-Zellenantwort ausl�-
sen sollen.[54] Ihr Einbau in das Ger�st des Vakzin-Konstrukts
k�nnte vielleicht zu einer kumulativ verst�rkten Antik�r-
perantwort f�hren. Wir haben nun ein Cluster-Gb3-
MUC5AC-Hybrid-Vakzinkonjugat hergestellt, das aus alter-
nierenden Wiederholungseinheiten des tumorassoziierten
Kohlenhydrat-Antigens, Gb3 und des auf MUC5 AC basie-
renden Mucinpeptids besteht (Schema 19).[55] Analog haben
wir betr�chtliche Fortschritte bei der Synthese eines multi-
antigenen MUC1-Hybrids gemacht, bei dem das immunoge-
ne MUC1-Peptid im pentavalenten Vakzin II enthalten ist.[56]

Eine etwas andere Strategie wurde bei dem Fucosyl-
GM1-MHC-II-Hybrid-Vakzin-Konstrukt verfolgt. Immuno-

Schema 17. Globo-H-KLH-Konjugat.
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gene Tr�gerproteine wie KLH enthalten MHC-II-bindende
Peptide, die dazu beitragen, die Kohlenhydratepitope des
Vakzins den T-Zellen f�r eine Aktivierung zu pr�sentieren.[57]

Die immunogene Aktivit�t eines Vakzins kann gesteigert
werden, wenn die N�he der MHC-II-bindenden Peptide zu
den Kohlenhydratepitopen sichergestellt wird. Unsere Kon-
strukte sind zwar bereits an KLH konjugiert, aber die N�he
zu einer MHC-II-Sequenz konnte durch den Einbau eines
MHC-II-bindenden Peptids am eigentlichen Glycopeptid
zus�tzlich gesichert werden. Wir haben so ein Hybridkonjugat
synthetisiert, in dem das Kohlenhydrat-Antigen, Fucosyl-
GM1, an ein MHC-II-bindendes Peptid angeh�ngt ist.[58]

Immunologische Untersuchungen dieser Vakzin-Konstrukte
werden derzeit durchgef�hrt.

In den vergangenen zehn Jahren wurde unser Programm
zu vollst�ndig synthetischen Krebsimpfstoffen auf der Basis
von Kohlenhydraten erheblich weiterentwickelt. Es wurden
acht Tests der Phase I mit vollst�ndig synthetischen Antige-
nen auf Kohlenhydratbasis durchgef�hrt. Die St�rke und

Vielseitigkeit des Programms beruhen auf chemischen De-
novo-Synthesen von zunehmend komplexen Kohlenhydrat-
Konstrukten. Durch enge Kommunikation mit Mitarbeitern
in der Immunologie und der Klinik konnten wir die St�rken
und Schw�chen der von uns synthetisierten Konstrukte be-
stimmen und noch effizientere und breit wirkende potenzielle
Wirkstoffe entwickeln. Diese großen, komplexen Verbin-
dungstypen geh�ren zwar traditionell zum Gebiet der „Bio-
logika“, aber das Programm hat erheblich von der Logik der
iterativen chemischen Synthese und der biologischen Unter-
suchung profitiert, die wir auch bei unseren niedermoleku-
laren Verbindungen anwenden. Es muss nicht betont werden,
dass die Durchf�hrung dieser Synthesen komplexer Kohlen-
hydrate ihre eigenen Syntheseprobleme mit sich bringt, und
zur Fortsetzung des Programms war die Entwicklung einer
Reihe von methodischen Voraussetzungen erforderlich, die
auch auf einem breiteren Gebiet der Kohlenhydratsynthese
von Nutzen sein sollten.

Schema 18. Unimolekulare multiantigene Vakzine.
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3.3. Synthese von Glycoproteinen

Dieser Aufsatz schließt mit der Besprechung eines neue-
ren Schwerpunkts unseres „biologischen“ Synthesepro-
gramm: der De-novo-Synthese von nat�rlich vorkommenden,
biologisch wirksamen Glycoproteinen. Die posttranslationale
Glycosylierung von Proteinen ist in der Natur weit verbreitet,
und die so angeh�ngten Kohlenhydratdom�nen verleihen
dem Protein h�ufig Stabilit�t und biologische Aktivit�t.[59]

Der potenzielle therapeutische Wert von Glycoproteinen
findet zunehmendes Interesse. Zu den bekanntesten klinisch
genutzten Glycoprotein-Therapeutika geh�ren Erythropoie-
tin alpha (EPO),[60] das die Bildung roter Blutk�rperchen
anregt, und das die Fertilit�t steuernde humane follikelsti-
mulierende Hormon (hFSH).[61]

Trotz umfangreicher Forschung auf dem Gebiet der Gly-
coproteine gibt es noch einen wichtigen erschwerenden
Faktor: Bei der Biosynthese entsteht das Glycoprotein nor-
malerweise als ein Gemisch aus Glycoformen, die nicht ohne
weiteres zu trennen sind.[62] Daher stellt sich die Frage, ob es

Vorteile bietet, homogene Varianten dieser Verbindungen
zug�nglich zu machen. J�ngste Fortschritte auf dem Gebiet
des biosynthetischen Engineering erm�glichen seit kurzem
einen erfolgreichen Zugang zur Biosynthese homogener
Glycoproteine. Insbesondere durch Glycoengineering des
Hefestamms Pichia pastoris[63] konnten homogene sialylierte
Glycoproteine erhalten werden. Alternativ sollte die chemi-
sche De-novo-Synthese ein brauchbares Mittel sein, um ein-
zelne Glycoforme eines Glycoproteins zug�nglich zu machen
und die Auswirkungen der Glycosylierung auf die Molek�l-
struktur und die biologische Wirkung systematisch zu unter-
suchen.

Wie im Folgenden beschrieben wird, haben wir mit einem
breit aufgestellten Syntheseprogramm f�r Glycoproteine be-
gonnen, das schließlich zur homogenen Synthese der beiden
therapeutisch wichtigen, mehrfach glycosylierten Proteine
EPO und hFSH f�hrte. Dabei haben wir eine Reihe von
methodischen Voraussetzungen f�r die effiziente Verkn�p-
fung komplexer Peptid- und Glycopeptidfragmente entwi-
ckelt.

Schema 19. Folgegeneration von Antitumor-Vakzinen mit zwei Dom�nen auf Kohlenhydratbasis.
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3.3.1. Entwicklung von Verkn�pfungsmethoden f�r Glycopeptide

Die Arbeiten zur Totalsynthese von Glycoproteinen
boten unz�hlige Gelegenheiten zur Entwicklung neuer Me-
thoden, von denen wir annehmen, dass sie f�r die Synthese
insgesamt von Nutzen sind. Die De-novo-Synthese eines
großen, mehrfach glycosylierten Proteins ist keine einfache
Aufgabe, und zu Beginn fehlen zweifellos Methoden f�r alle
Aspekte des Syntheseprozesses, von der Synthese der Oli-
gosacchariddom�ne �ber die Verkn�pfung der Kohlenhydrat-
mit der Peptiddom�ne und schließlich die Verbindung der
beiden Glycopeptidbausteine. Auch wenn die im Verlauf
dieses Projekts entwickelten Methoden hier nicht umfassend
besprochen werden k�nnen,[64] ist es vielleicht n�tzlich, auf
einige Fortschritte bei der Verkn�pfung n�her einzugehen,
die sich als entscheidend f�r die Weiterentwicklung unserer
Totalsynthese von Glycoproteinen erwiesen haben.

1994 gelang Kent et al. mit der Entdeckung der nativen
chemischen Ligation (NCL) ein entscheidender Durchbruch
auf dem Gebiet der Peptidsynthese.[65] Die NCL ist eine
vielseitige Methode und erm�glicht die Verkn�pfung großer
Peptidfragmente. Schema 20a zeigt die NCL zweier Peptide,
von denen das eine einen C-terminalen Thioester und das
andere einen N-terminalen Cysteinrest tr�gt.

Im Zusammenhang mit unserer Synthesestrategie f�r
mehrfach glycosylierte Proteine wollten wir den Anwen-
dungsbereich der NCL auf die Verkn�pfung von zwei Gly-
copeptiden ausdehnen. Eine direkte Erweiterung der NCL-
Methode von Kent kam hierf�r nicht in Betracht, weil
Schwierigkeiten bei der Synthese eines zuvor gebildeten
Glycopeptidthioesters erwartet wurden. Daher entwickelten
wir eine Variante mit einem verh�ltnism�ßig reaktionstr�gen
C-terminalen ortho-Thiophenolester an dem einem und
einem gesch�tzten N-terminalen Cysteinrest an dem anderen

Glycopeptidbaustein (Schema 20b).[66] Bei gleichzeitiger
Reduktion der beiden Disulfide erfolgt eine intramolekulare
O!S-Wanderung der Phenoleinheit unter Bildung eines in-
termedi�ren Thioesters, der ausreichend aktiviert ist, um mit
dem freien Cysteinrest des zweiten Glycopeptids einen in-
termolekularem Thioesteraustausch einzugehen. Die dabei
entstehende unimolekulare Zwischenstufe reagiert spontan
unter intramolekularem Acyltransfer zum Glycopeptidad-
dukt mit zwei verschiedenen Glycosylierungsorten.

Sp�ter haben wir eine direkte Oxoester-Variante entwi-
ckelt, bei der ein p-NO2- oder p-CN-substituierter Phenoles-
ter verwendet wird, dessen Aktivierung f�r die Cystein-
kupplung ausreicht (Schema 20c).[67] Diese aktivierten Oxo-
ester sind besonders f�r die Ligation an sterisch gehinderte C-
terminale Reste, beispielsweise Isoleucin (ile), geeignet.

Nachdem das Problem der allgemeinen Verkn�pfung
zweier Glycopeptide zufriedenstellend gel�st war, besch�f-
tigten wir uns mit einer weiteren, bei der Totalsynthese von
Glycoproteinen auftretenden Komplikation. So erforderten
die in Schema 20 skizzierten damaligen Ligationsmethoden
f�r Glycopeptide das Vorhandensein eines Cysteinrests an
der Verkn�pfungsstelle. Tats�chlich sind Cysteinreste in na-
t�rlich vorkommenden Proteinen und Glycoproteinen jedoch
recht selten. Unsere allgemeine Synthesestrategie f�r EPO
verlangt beispielsweise den Zusammenbau von vier einzelnen
Peptidbausteinen mit je einer Kohlenhydratdom�ne, die nach
unserer Ligationsmethode f�r Glycopeptide verkn�pft
werden; allerdings enth�lt das Peptidger�st von EPO an lo-
gischen Trennungspunkten keine Cysteinreste.

F�r dieses Problem haben wir mehrere L�sungen entwi-
ckelt, darunter zwei auf Hilfsgruppen basierende Ligations-
methoden ohne Verwendung von Cystein. Beide lehnen sich
stark an die Vorgehensweise an, die bei unserer urspr�ngli-
chen Ligationsmethode mit Cystein genutzt wurde (siehe

Schema 20. Glycopeptid-Glycopeptid-Ligationsmethoden auf der Basis von Cystein. TCEP= Tris(2-carboxyethyl)phosphan, VA-044 = 2,2’-Azobis[2-
(2-imidazolin-2-yl)propan]dihydrochlorid.
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Schema 20b). Bei der ersten Methode wird am N-terminalen
Glycopeptidbaustein ein Thiobenzol als Auxiliar eingef�hrt
(Schema 21a).[68] Dieses dient als Surrogat f�r den Cystein-
rest und verbindet vor�bergehend die beiden Glycopeptid-

bausteine, um die Reaktionspartner in die f�r den S!N-
Acyltransfer erforderliche N�he zu bringen. Nach einer ein-
fachen zweistufigen Abspaltung des Auxiliars wird das Gly-
copeptid erhalten. Diese Ligationssequenz ohne Cystein
konnte sogar bei komplizierten Systemen erfolgreich ver-
wendet werden. Ihre praktische Anwendung wird dadurch
eingeschr�nkt, dass die Reaktion am effizientesten verl�uft,
wenn mindestens einer der terminalen Aminos�urereste
entweder ein Glycin- oder ein Alaninrest ist. Wenn beide
Aminos�uren am Ligationsort stark verzweigt sind, sinkt die
Reaktionsausbeute drastisch.

Eine zweite, bei uns entwickelte Ligationsmethode ohne
Cystein ist in Schema 21 b gezeigt.[69] F�r diese Verkn�pfung
ist ein Substrat charakteristisch, in dem die beiden Glyco-
peptidfragmente eine meta-Stellung am Benzylger�st ein-
nehmen und die Position zwischen ihnen von einem ge-
sch�tzten Thiol besetzt wird. Durch Abspalten der Schutz-
gruppe am Thiol wird ein O!S-Acyltransfer ausgel�st, bei
dem ein Thioester entsteht, der dann f�r den intramolekula-
ren S!N-Acyltransfer mit dem Amin des zweiten Glyco-
peptids positioniert wird. Diese Reaktionssequenz ist zwar
recht effizient, ein Hauptproblem ist derzeit aber noch, dass
die Hilfsgruppe mit Standardmethoden nicht einfach zu ent-
fernen ist.

Schließlich haben wir als sehr n�tzliche und praktische
Methode eine effiziente radikalische Desulfurierung entwi-

ckelt,[70] mit der Thioaminos�uren als Bestandteil eines
komplexen Glycopeptids selektiv in die entsprechenden
Aminos�uren �berf�hrt werden konnten: ein Cystein in ein
Alanin,[71] ein g-Thiovalin in ein Valin[71] und ein g-Thio-
threonin in ein Threonin[72] (Schema 22). Von Bedeutung ist
hierbei, dass Alanin-, Valin- und Threoninreste in nat�rlichen
Proteinen und Glycoproteinen deutlich h�ufiger vorkommen
als Cysteinreste. Wir waren nun in der Lage, �ber eine ein-
fache zweistufige Synthesestrategie aus Glycopeptidligation
und Reduktion formal eine Verkn�pfung an Alanin-, Valin-
und Threoninpositionen zu erreichen.

3.3.2. Isonitrile

Im Rahmen unserer Arbeiten �ber Reaktionen der Iso-
nitrile haben wir vor kurzem neue Methoden zur Bildung
schwieriger Peptidbindungen unter neutralen Reaktionsbe-
dingungen entwickelt.[73] Bei der in Schema 23 skizzierten
Strategie einer „Zweikomponenten-Kupplung“ (2CC) rea-
gieren eine S�ure und ein Isonitril zu N-Formylamidadduk-
ten. Diese Reaktion verl�uft �ber ein gemischtes Formimidat-
Carboxylatanhydrid (FCMA- oder Thio-FCMA-) als Zwi-
schenstufe (H3, X = S oder O), das spontan unter 1,3-X!N-
Acyltransfer das N-Formylamidaddukt liefert. Die N-For-
mylgruppe ist sehr vielseitig und l�sst sich leicht in die ent-
sprechende N-Methylgruppe �berf�hren.[74a] Damit bietet
diese Umwandlung einen Zugang zu n�tzlichen und synthe-
tisch schwierigen terti�ren Amiden. Nach unseren Beobach-
tungen sind Thios�uren wesentlich reaktiver als die entspre-
chenden S�uren und k�nnen in 2CC-Reaktionen bei Raum-
temperatur umgesetzt werden, wohingegen die Kupplung von
Carbons�uresubstraten Mikrowellenbestrahlung erfordert.

Schema 21. Glycopeptid-Glycopeptid-Ligationsmethoden ohne Cystein.

Schema 22. Cysteinfreie Glycopeptid-Glycopeptid-Ligationsmethoden
durch radikalische Desulfurierung.
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Wir wollten den Anwendungsbereich dieser Methode er-
weitern und untersuchen, ob die mutmaßlichen FCMA-Zwi-
schenstufen (H3) auch brauchbare bimolekulare Acylie-
rungsmittel sind.[74] Dabei wollten wir Reaktionsbedingungen
ermitteln, unter denen das FCMA-Intermediat vor der in-
tramolekularen 1,3-X!N-Acylwanderung durch ein geeig-
netes externes Nucleophil abgefangen wird. Unter diesen
Bedingungen w�re das Isonitril H2 eine einfache „Wegwerf-
verbindung“ und w�rde nicht in das Endprodukt eingebaut.
Der Vorteil einer solchen Umwandlung ist, dass das Amin
direkt im Kupplungsschritt eingesetzt und so die vorherige
Bildung eines „hochwertigen“ Isonitril-Strukturmotivs ver-
mieden wird. Die Durchf�hrbarkeit dieser Methode wird
durch die Verkn�pfung einer Reihe von Thioestern mit pri-
m�ren oder sekund�ren Aminen in Gegenwart von tert-Bu-
tylisonitril bei Raumtemperatur belegt, die zu den entspre-
chenden Amiden f�hrt (Schema 23). Mechanistischen Un-
tersuchungen zufolge wirkt die Thio-FCMA-Zwischenstufe
bei dieser Umwandlung als aktiver Acyldonor.

3.3.3. Cyclosporin A

Die Effizienz und Vielseitigkeit der beschriebenen Iso-
nitril-gest�tzten Amidbildung wurde nun mit einer schnellen
Synthese des Cytokin-Inhibitors Cyclosporin A bewiesen
(Schema 24–26).[75] Dieser bekannte Naturstoff ist ein cycli-
sches Peptid[76] mit sieben N-methylierten Positionen, die f�r
die biologische Wirkung entscheidend sind. Wir gingen davon
aus, dass unsere neuen Methoden auf der Basis von Isonitrilen
ideal sind, um das cyclische Peptidger�st mit dem ben�tigten
N-Methylierungsmuster zu erhalten. Unser Syntheseplan f�r
Cyclosporin sah den Aufbau der beiden Peptidfragmente H14
und H24 vor. H14 wurde �ber eine kurze Sequenz aus
Zweikomponenten-Kupplungen zwischen Thios�ure- und
Isonitrilsubstraten hergestellt (Schema 24).

Das f�r die Synthese von H24 hergestellte Dipeptid H17
wurde durch mikrowellengest�tzte Zweikomponenten-

Kupplung zwischen der Carbons�ure H15 und dem Isonitril
H16 synthetisiert (Schema 25). Auch die Synthese von H24
beinhaltet zwei direkte 3CC-Reaktionen zwischen Thios�ure-
und Aminsubstraten in Gegenwart von „geopfertem“ Cy-
clohexylisonitril.

Die Peptide H14 und H24 wurden zur Zwischenverbin-
dung H25 verkn�pft (Schema 26). Ausgehend von dieser
Stufe konnten wir unsere 3CC-Methode auf die entschei-
dende Makrolactamisierung anwenden. Diese erfolgreiche
Lactambildung ist besonders bemerkenswert, weil 3CC-Re-
aktionen zuvor auf die reaktiveren Thios�uresubstrate be-
schr�nkt waren. Allerdings ist das Substrat im vorliegenden
Fall durch Wasserstoffbr�ckenbindungen innerhalb des
Strangs pr�organisiert. In Gegenwart von HOBt und Cy-
clohexylisonitril lieferte die nach Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe aus H25 erhaltene Carbons�ure unter Makro-
lactamisierung den Naturstoff Cyclosporin A in guter Ge-
samtausbeute (54 % bezogen auf H25). Die hier vorgestellte,
schnelle und effiziente Synthese von Cyclosporin A veran-
schaulicht das Komplexit�t aufbauende Potenzial der neuen
Amidbildung auf der Basis von Isonitrilen.

3.3.4. Erythropoietin

Erythropoietin (EPO) ist ein nat�rlich vorkommendes
Glycoprotein, das die Produktion roter Blutk�rperchen
anregt und klinisch h�ufig zur Behandlung von chronischer
und krebsbedingter An�mie verwendet wird. Krebspatienten

Schema 24. Synthese der Zwischenstufe H14 f�r die Totalsynthese von
Cyclosporin A.

Schema 23. Amidkupplungen mit Isonitrilen: Zweikomponenten-Kupp-
lung (2CC) und Dreikomponenten-Kupplung (3CC).
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k�nnen w�hrend einer Chemotherapie eine An�mie entwi-
ckeln, und Erythropoietin wird oft ben�tigt, um die Be-
handlung fortsetzen zu k�nnen. Allerdings ist Erythropoietin,
ein konserviertes Protein aus 166 Aminos�uren und mit vier
Glycosidierungsstellen, aus nat�rlichen Quellen oder durch
rekombinante Methoden derzeit nur als Gemisch von Gly-
coformen erh�ltlich. Man nimmt an, dass die verschiedenen
Glycoforme von Erythropoietin unterschiedlich hohe biolo-
gische Aktivit�t aufweisen, aber ohne strukturell homogenes
Erythropoietin ist es sehr schwierig, die relative Wirkung der
einzelnen Glycoforme des Glycoproteins genau zu bestim-
men und so zu versuchen, verbesserte Erythropoesemittel zu
entwickeln.

Wir arbeiten derzeit an der konvergenten Totalsynthese
von homogenem Erythropoietin alpha. Ein langfristiges Ziel
ist der Aufbau einer kleinen Kollektion von synthetischen
homogenen Erythropoietin-Glycoformen, deren Untersu-
chung hoffentlich ein SAR-Profil von Erythropoietin liefert

und vielleicht zum Auffinden besserer Erythropoesemittel
f�hrt. Unsere Synthesestrategie f�r EPO (Schema 27) be-
inhaltet den Aufbau von drei Glycopeptideinheiten: EPO(1–
28), EPO(29–77) und EPO(78-166). Diese großen Fragmente
werden anschließend iterativ durch sequenzielle Kondensa-
tionen zum homogenen Glycoprotein verkn�pft.

Auf der Basis der oben beschriebenen Ligationsmethoden
f�r Glycoproteine haben wir k�rzlich die drei großen Gly-
copeptidfragmente, die zusammen das vollst�ndige Peptid-
ger�st bilden, sowie die vier Oligosacchariddom�nen von
Erythropoietin synthetisiert. Die Synthese des Fragments
Ala1-Gly28 beinhaltet eine Cysteinligation zwischen H26 und
H27 zum Glycopeptid H28 (Schema 28).[77] Die bei uns ent-
wickelte Methode der Schwefelreduktion (siehe Schema 28)

Schema 25. Synthese der Zwischenstufe H24 f�r die Totalsynthese von
Cyclosporin A.

Schema 26. Synthese von Cyclosporin A. PyBOP= (Benzotriazol-1-
yloxy)tripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat, HOBt = Hydroxy-
benzotriazol.
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bewirkte in der Zwischenstufe H29 die erforderliche Cys!
Ala-Umwandlung am Ligationsort und ergab so den Ala1-
Gly28-Baustein von EPO.

F�r die Synthese der Cys29-Gly57-Einheit nutzten wir eine
schnelle und konvergente reiterative Fragmentkupplung.[78]

Wir synthetisierten zun�chst das Glycopeptid H30 mit einem
C-terminalen para-Cyanphenylester und das Peptid H31 mit
einem C-terminalen maskierten Thioester, der sowohl eine
ortho-Disulfidgruppe als auch einen ortho-Propylsubstituen-
ten besitzt (Schema 29). Die ortho-Propylgruppe ist ent-
scheidend, um die Hydrolyse bei der ersten Kupplungsreak-
tion zu unterdr�cken. H30 und H31 wurden schließlich glatt
durch direkte Aminolyse zu H32 verkn�pft. Diese Zwi-
schenverbindung geht eine TCEP-vermittelte Kupplung mit
dem Peptid H33 ein, bei der die Glycopeptiddom�ne Cys29-
Gly77 entsteht. Der maskierte C-terminale Thioester, der in
der ersten Fragmentverkn�pfung inert war, wirkte dabei
unter modifizierten Kupplungsbedingungen als effizienter
Acyldonor. Der Cys29-Gly77-Baustein besitzt mit dem C-ter-
minalen Alkylthioester eine n�tzliche Funktionalit�t f�r die
abschließende Ankn�pfung der drei EPO-Dom�nen.

Schließlich wurde der Gln78-Arg166-Baustein mit zwei
verschiedenen Glycosylierungspositionen durch sequenzielle
TCEP/AgCl-Kupplungen aufgebaut.[79] So lieferte die TCEP-
vermittelte Kupplung des Glycopeptids H34 mit dem Peptid
H35 die Zwischenstufe H36 mit einem C-terminalen Alkyl-
thioester (Schema 30). Dieser reagiert in Gegenwart von
TCEP nicht, kann aber mit AgCl aktiviert werden. So wurde
H36 in Gegenwart von AgCl problemlos mit dem Glyco-
peptid H37 zur Dom�ne Gln78-Arg166 verkn�pft. Gegenw�rtig
konzentrieren sich unsere Anstrengungen auf die Verkn�p-
fung dieser drei großen Einheiten, um so die erste Totalsyn-
these des komplizierten, mehrfach glycosylierten Proteins
EPO zu vollenden.

Schema 27. Synthesestrategie f�r Erythropoietin alpha (EPO).

Schema 28. Synthese des Ala1-Gly28-Fragments von EPO.
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3.3.5. FSH

Das menschliche follikelstimulierende Hormon (hFSH,
Schema 31) ist ein biologisch wichtiges Glycoprotein, das zur
Behandlung von Ovulationsst�rungen und bei der k�nstli-

chen Befruchtung,
z.B. durch intrauteri-
ne Insemination
(IUI), Verwendung
findet. Es liegt als
Heterodimer mit
zwei Glycosylie-
rungsstellen an jeder
Dom�ne (a und b)
vor. Im Zusammen-
hang mit unserem
Programm zur Total-
synthese von thera-
peutisch wichtigen
Glycoproteinen in-
teressierten wir uns
f�r die Totalsynthese
von hFSH.

Derzeit werden
die Synthesen der
beiden a- und b-FSH-
Untereinheiten ne-

beneinander bearbeitet.[80] Jede Dom�ne wird retrosynthe-
tisch in vier Untereinheiten von ann�hernd gleicher Gr�ße
aufgespalten, die mit Standardmethoden verkn�pft werden
sollen. Bisher haben wir alle vier Peptidanteile der a-Dom�ne
sowie drei der vier Peptidbausteine der b-Dom�ne syntheti-

Schema 29. Synthese des Cys29-Gly77-Fragments von EPO. HOOBt= Hydroxy-3,4-dihydro-4-oxo-1,2,3-benzotriazin.

Schema 30. Synthese des Gln78-Arg166-Fragments von EPO.
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siert. Außerdem wurde das den Untereinheiten 1 und 2 der b-
Dom�ne gemeinsame komplexe Glycan hergestellt. Derzeit
versuchen wir, die Glycane mit den Peptidfragmenten zu
verkn�pfen.

4. Schlussbemerkungen

Es gibt traditionell viele Gr�nde, die f�r das Gebiet der
organischen Synthese vorgebracht werden. Einer davon ist
nat�rlich, dass die Synthese �blicherweise das Fundament der
pharmazeutischen Industrie bei der Erstellung und Optimie-
rung von Leitstrukturen war. Ein weiterer ist die Aufgaben-
l�sung bei der Synthese komplizierter Zielverbindungen.
Ohne diese, nach Grenzen suchenden Aufgaben w�ren
Quantenspr�nge im Synthesefortschritt, wie sie im Zusam-
menhang mit diesen interessanten Herausforderungen ge-
macht werden, wahrscheinlich nicht realisierbar.

Im weiteren Sinn k�nnten die hier beschriebenen Arbei-
ten ein Hinweis darauf sein, dass sich diese unterschiedlichen
Bestrebungen nicht widersprechen m�ssen. Auch die Arbeit
an komplizierten Systemen kann Konsequenzen f�r das
Auffinden und Optimieren von Wirkstoffen haben. Nat�rlich
ist unser Labor keine pharmazeutische Firma und verf�gt
nicht �ber die Mittel, um von der Entdeckung �ber die DTS
bis hin zur Bewertung nach dem neuesten Stand der Technik
zu reichen. Hierf�r – die Weiterentwicklungen f�r klinische
Tests am Menschen eingeschlossen – w�ren die hier vorge-
stellten Konzepte die Basis f�r eine Zusammenarbeit, die den
�bergang von der Entdeckung zur Anwendung erm�glicht.
Wir hoffen, dass dies eintrifft.[81]
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