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Umgelenkte Totalsynthese

Angewandﬁe ,

Die systematische Modifizierung von Naturstoffen durch umgelenkte  Aus dem Inhalt
Totalsynthese ist ein leistungsfihiges Konzept mit dem Ziel, mecha-

nistische Aspekte biologischer Aktivitit zu studieren. Dieses Konzept
offnet die Tiir fiir weitreichende Entdeckungen im Grenzbereich
zwischen Biologie und Chemie. Es griindet auf der Leistungsstirke

der chemischen Synthese, die sich durch die Fihigkeit auszeichnet,

chemische Strukturen nahezu nach Belieben zu modifizieren. In
Kombination mit innovativem Design ermdoglicht seine Anwendung,

einzigartige mechanistische Untersuchungen auszufiihren, die ent-

scheidend bei der Differenzierung und Validierung biologischer Hy-

pothesen auf molekularer Ebene sein konnen. Dieser Aufsatz stellt

klassische und aktuelle Fille zusammen, die die vielversprechenden

Perspektiven fiir den Synthetiker aufzeigen.

1. Einleitung

Historisch besteht der Hauptzweck der Totalsynthese
eines Naturstoffes in dessen Strukturaufkldrung. Weitere
wichtige Ziele sind 1) die Evaluation und Validierung neuer
Synthesemethoden, 2) die Entwicklung innovativer Strategi-
en, 3) die Herstellung ausreichender Mengen von aus natiir-
lichen Quellen schwer zugéinglichen Naturstoffen, um biolo-
gische Studien zu ermoglichen, sowie 4) die Synthese von
Naturstoffanaloga mit verbesserten pharmakologischen Ei-
genschaften. Dieser Aufsatz befasst sich mit einem sehr viel
seltener angesprochenen Aspekt der Totalsynthese, ndmlich
dem Design und der Synthese von molekularen Testsystemen,
d.h. von Naturstoffanaloga, die speziell entwickelt worden
sind, um die Funktion eines Naturstoffes selbst sowie letztlich
tiefergehende Zusammenhénge in Biologie oder Medizin zu
untersuchen. 2006 pragten Danishefsky und Wilson in einem
Ubersichtsartikel den Begriff ,,molecular editing through di-
verted total synthesis“ (systematische Strukturvariation durch
umgelenkte Totalsynthese)!!! fiir ein Konzept zum Studium
mechanistischer Aspekte biologischer Aktivitit. Dieses
Konzept fuflt auf einer einzigartigen Eigenschaften der che-
mischen Wissenschaften: auf der Fiahigkeit, neue Formen der
Materie zu erschaffen.

Fine der ersten Beobachtungen von wesentlicher Be-
deutung fiir das Verstindnis des Wirkmechanismus einer
natiirlichen Verbindung war, dass Penicillin (1) durch Be-
handlung mit einer Base desaktiviert werden kann.”l Aller-
dings fehlte es an Strukturdaten, sodass dieser Beobachtung
zunéchst kaum Bedeutung beigemessen wurde. Erst mit der
Bestimmung der Molekiilstruktur von Penicillin V mithilfe
der Rontgenstrukturanalyse im Jahre 1949 durch Hodgkin®!
wurde das Puzzle vervollstandigt. Die Erkenntnis, dass der {3-
Lactamring chemisch auBerordentlich reaktiv ist, war ein
wichtiger Faktor, der zu seiner Identifizierung als Pharma-
kophor fiihrte.

Erst Jahrzehnte spiter ermoglichten
moderne Synthesemethoden das ratio-
nale Design und die Herstellung von
modifizierten Naturstoffen mit dem Ziel
der Identifizierung verschiedener Wirk-
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mechanismen. Die stetig wachsende Zahl von Syntheseme-
thoden hat dabei den positiven Effekt, dass die Synthese von
immer komplexeren Naturstoffen nicht nur méglich, sondern
sogar praktisch wird.

1828 berichtete der deutsche Physiker und Chemiker
Friedrich Wohler tiiber die chemische Synthese von Harnstoff
aus Silbercyanat und Ammoniumchlorid im Labor.*! Harn-
stoff war 1773 vom franzosischen Chemiker Hilaire Rouelle
als Hauptkomponente des Urins von Sdugetieren entdeckt
worden. Wie jeder Wissenschaftler frith in der Ausbildung
lernt, besiegelte diese Beobachtung das Zeitalter des Vita-
lismus. Wohlers Totalsynthese des ,,synthetischen“ Harn-
stoffes demonstrierte, dass eine organische Verbindung nicht
nur von einem lebenden Organismus, sondern auch durch das
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experimentelle Konnen eines Chemikers hergestellt werden
kann. Deshalb wird Wohler als Vater der organischen Chemie
und der Faszination der Organiker fiir Naturstoffe betrachtet.

In den folgenden Abschnitten prédsentieren wir einige
wichtige klassische und aktuelle Beispiele, in denen das
Konzept der umgelenkten Totalsynthese genutzt wurde.
Diese Beispiele sind aus pridparativen Arbeiten ausgewihlt
worden, die neue Einblicke in Wirkmechanismen oder
grundlegende biologische Vorginge gaben.

2. Der Neocarzinostatin-Chromophor
Neocarzinostatin (Abbildung 1) konnte aus einem Fer-

mentationsmedium von Streptomyces carzinostaticus F-41
isoliert werden und zeigt eine hohe Antitumoraktivitit."!

Abbildung 1. Struktur des Neocarzinostatin-Komplexes mit dem
Neocarzinostatin-Chromophor (2) rechts (Stabmodell).['

Bald darauf konnte gezeigt werden, dass es die DNA-Syn-
these durch DNA-Spaltung inhibiert.”! Zunichst wurde
Neocarzinostatin den Polypeptiden zugeordnet,”! und erst
Jahre spiter wurde der Neocarzinostatin-Chromophor (2)
entdeckt,”™ der schlieBlich als Instigator/Mediator der zyto-
toxischen Effekte des Neocarzinostatin-Komplexes erkannt
wurde.”) Die Struktur dieses Komplexes wurde zunichst
durch NMR-Spektroskopie aufgeklirt!'®!! und konnte spiter
durch Kristallstrukturanalyse bestitigt werden.'” Das zuge-
horige Protein, das nachtrédglich Apo-Neocarzinostatin ge-
nannt wurde, fungiert als Tridger des empfindlichen Chro-
mophors 2, der auf diese Weise vor frithzeitiger Aktivierung
vor Erreichen des Zielmolekiils geschiitzt ist.!'’ Dieses bindet
2 mit einer Dissoziationskonstante von K~ 107""m.
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Neocarzinostatin-
Chromophor (2)

Die Fahigkeit des Neocarzinostatin-Chromophors, DNA-
Strénge zu spalten, war bereits umfassend untersucht worden,
bevor ein Wirkmechanismus vorgeschlagen wurde. Eine
wichtige Beobachtung war in diesem Zusammenhang, dass
Thiole die Aktivierungsgeschwindigkeit um drei GroBen-
ordnungen erhohen '+

1987 veroffentlichte die Gruppe um Goldberg einen
Mechanismus der DNA-Spaltung (Schema 1).[') Nach diesem
Vorschlag findet die Wasserstoffabstraktion durch ein vom
Neocarzinostatin-Chromophor abgeleitetes Radikal so statt,
dass das resultierende Radikal besonders stabilisiert ist, d.h.
an den hoher substituierten Kohlenstoffatomen 1',5" sowie 4'.
Das Abfangen der resultierenden Radikale 4-6 durch Sau-
erstoff filhrt zu Sauerstoff-zentrierten Radikalen, die den
Schaden durch das Abstrahieren weiterer Wasserstoffatome
von Dbenachbarten Desoxyribosemolekiilen vergroflern
konnen. In jedem Fall werden Peroxidspezies schlieflich
durch Schutzmechanismen der Zelle zum Alkohol reduziert;
dies erleichtert allerdings die DNA-Spaltung an den oxidier-
ten Positionen und fiithrt zur Bildung zahlreicher Zerset-
zungsprodukte, von denen die wichtigsten in Schema 1 dar-
gestellt sind. Bemerkenswerterweise sind einige Krebsarten
inhédrent hypoxisch, sodass die zunéchst gebildeten, Kohlen-
stoff-zentrierten Radikale 4-6 in derartigen Zellen ein an-
deres Schicksal erleiden sollten. In der Tat konnte beobachtet
werden, dass in der Abwesenheit von Sauerstoff oder bei
hohen Thiolkonzentrationen Addukte zwischen 2 und der
DNA gebildet werden.[™”]

Die Spaltung die DNA findet mit einer gewissen Basen-
spezifitit statt: Etwa 75% der DNA-Lé&sionen treten bei T-
oder A-Basen auf. Allerdings gibt es, genauso wie mit ande-
ren Endiinen, nur eine geringe Sequenzspezifitit (siche Ab-
schnitt 3). Die Mehrheit dieser Spaltungen betrifft einzelne
Stridnge; ein geringerer Prozentsatz ist vom doppelstringigen
Typ. Doppelstriangige Lasionen finden mit gewisser Spezifitét
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Schema 1. Durch H-Abstraktion induzierter Abbau von DNA-Stringen.

an der 1'- und 5'-Position der AGC*-*TCG-Sequenzen und an
der 5'- und 4'-Position der AGT*-*TCA-Sequenzen statt (*
markiert die betroffene Position). Man geht davon aus, dass
diese Lasionen wichtiger fiir die Zytotoxizitét sind als ein-
zelstriingige Lisionen, da ihre Reparatur schwieriger ist.['”
Wihrend der ersten Untersuchungen blieb die Identitit
des Wasserstoff abstrahierenden Reagens zunidchst unbe-
kannt. 1987 publizierte Myers eine Studie, die den in
Schema 2 dargestellten Mechanismus postulierte."™ Diese
Hypothese beruhte auf den fritheren, oben erwéhnten Be-
obachtungen sowie NMR-spektroskopischen Daten der zu
jenem Zeitpunkt noch nicht identifizierten Chromophor-
Abbauprodukte. Dementsprechend schlug Myers vor, dass
Thiole den C12-Alkenterminus des kreuzkonjugierten Sys-
tems angreifen, was zur Bildung eines hochgespannten Cu-
mulensystems mit gleichzeitiger Epoxidoffnung (d.h. 13)
fiihrt. Eine anschlieBende Bergman-Cyclisierung!" fiihrt
daraufhin zum C2,C6-Diradikal 14. Dieses abstrahiert letzt-
lich die Wasserstoffatome, wie in Schema 1 dargestellt, was
wiederum zum reduzierten Produkt 15 fiihrt. Selbstver-
standlich kann 14 auch unter Rekombination mit Thiolradi-
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Schema 2. Mechanismus der Thiol-induzierten Aktivierung. In der
Zelle wirkt DNA als Hydridquelle (siehe Schema 1).

kalen oder Radikalen wie 4-6 reagieren. Folglich erklart die
Sequenz in den Schemata 1 und 2 auch die Bildung solcher
Addukte.

Kurz nach diesem mechanistischen Vorschlag veroffent-
lichte Myers eine Untersuchung zur Isolierung und struktu-
rellen Charakterisierung des bisher postulierten Endprodukts
15,1121 was den Mechanismus weiter stiitzte. Die Verwen-
dung von deuterierten Thiolen in der Zersetzungsreaktion
fithrte zum Einbau von Deuterium an den Positionen 2 und 6.
Sorgfiltige NMR-spektroskopische Studien ermdoglichten die
Identifizierung des Cumulen-Thiol-Addukts 13 zwischen 2
und Methylthioglycolat bei —70°C. Durch Erhitzen in Ge-
genwart eines Wasserstoffdonors konnten die Addukte in 15
iiberfiihrt werden."

Die Rontgenkristallstruktur des Neocarzinostatin-Kom-
plexes!™? warf Fragen zur Rolle das Kohlenhydratrestes auf.
Es war bekannt, dass die Methylaminogruppe in der pro-
teingebundenen Form iiber C12 angeordnet ist, und es war
spekuliert worden, dass diese Anordnung das elektrophile
System vor Nucleophilen schiitzt. Des Weiteren gab es Spe-
kulationen dariiber, dass die Sequenzspezifitit bei der Spal-
tung doppelstriangiger DNA aus einer sequenzspezifischen
Erkennung des Kohlenhydratrestes resultiert. Studien mit
vereinfachten TBS-geschiitzten Analoga des Aglycons 23
hatten gezeigt, dass der Glycosidrest den Angriff von Thiolen
beschleunigt.”” Als Teil der Versuche zur Totalsynthese von 2
konzentrierten sich Myers et al. zunédchst auf das Aglycon
(Schema 3).1%!

Die Synthese begann mit dem geschiitzten Glyceraldehyd
16, der in das Endiin 17 iiberfithrt wurde. In der dazu ge-
nutzten Sequenz wurden die Konfigurationen der Stereo-
zentren der Epoxideinheit durch eine asymmetrische Sharp-
less-Epoxidierung gesetzt. Das ungeschiitzte Alkin wurde in
sein Lithiumsalz iiberfiihrt und an das Keton 18?* mit einer
Selektivitdt von 20:1 addiert. Nach der Umsetzung zum Bis-
epoxid 19 wurde die Cyclisierung in hoher Ausbeute durch
Bildung des Lithiumacetylids erreicht. Der freie Alkohol
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Schema 3. Synthese des Neocarzinostatin-Aglycons 23 und des Des-
methylamino-Neocarzinostatin-Chromophors 25.

wurde anschlieBend als Chloracetatester geschiitzt. Die Hy-
droxygruppe an C11 wurde entschiitzt und unter Anwendung
von DCC mit Naphthol 21 verestert. Der Ester wurde dar-
aufhin in einer Sequenz, die Dehydratisierung des tertidren
Alkohols und Bildung des Carbonats mit Carbonyldiimidazol
einschlie3t, in 22 iiberfiihrt. SchlieBlich konnte das Aglycon in
einer anspruchsvollen Tandemsequenz aus lodierung und
Iodeliminierung erhalten werden. Die Ausbeuten fiir diesen
Prozess lagen bei 15-30%.

Nach der Synthese des Aglycons 23 war es nun mdglich,
die Rolle des Aminoglycosidrestes zu bewerten.” Wie die
Ausbeute der letzten Stufe in Schema 3 vermuten lésst, war
das Aglycon dufBlerst instabil, besonders in ungeloster Form.
Es konnte durch Addition von 5-fert-Butyl-4-hydroxy-2-me-
thylphenylsulfid (Kishis Radikalfidnger) stabilisiert wer-
den.>?! Diese Beobachtung sowie die Tatsache, dass der
deutlich stabilere Chromophor 2 auf dieselbe Art und Weise
stabilisiert werden konnte, legten nahe, dass die Instabilitét
des Neocarzinostatin-Chromophors durch einen Radikalan-
griff an C12 hervorgerufen werden konnte. Folglich kénnte
der Zuckerrest dazu dienen, das ungesittigte System vor
einem Angriff durch Radikale zu schiitzen. Diese Beobach-
tung hatte auch prédparative Konsequenzen. Addition von
Kishis Radikalfanger wihrend der Aufarbeitung der letzten
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Synthesestufe in Kombination mit anderen Manipulationen
ermoglichte die Isolierung des Aglycons 23 in 71 % Ausbeu-
te.’”l Eine sorgfiltige Bewertung der Reaktivitit des Agly-
cons gegeniiber Thiolen zeigte, dass es deutlich langsamer als
die Mutterverbindung reagiert. Dies stiitzt die Hypothese,
dass die Rolle der Methylaminogruppe darin besteht, Thiole
als interne Base fiir den nucleophilen Angriff an C12 zu ak-
tivieren.

Zur weiteren Untersuchung dieser Moglichkeit wurde das
Desmethylamino-Neocarzinostatin-Analogon 25 durch Gly-
cosidierung des Aglycons 23 mit Trichloracetimidat 24, wie in
Schema 3 dargestellt, synthetisiert.” Im Unterschied zum
Aglycon 23 war der Hydroxydesmethylamino-Neocarzino-
statin-Chromophor 25 &duflerst stabil bei Raumtemperatur.
Wihrend 2 mit Methylthioglycolat bei —78°C reagiert, wurde
keine Reaktion beobachtet, wenn 25 denselben Reaktions-
bedingungen bei Raumtemperatur ausgesetzt wurde. Nur in
Gegenwart von Triethylamin konnte eine Bergman-Cyclisie-
rung induziert werden. Dieses stiitzt weiter die Rolle des
Aminozuckers als interne Base, die den spezifischen Angriff
von Thiolen an C12 beschleunigt. Im Gegensatz dazu scheint
dieselbe Gruppe das System durch Verhinderung eines radi-
kalischen Angriffs zu stabilisieren.

Das Aglycon 23 wurde auBlerdem dazu verwendet, die
Frage nach der Sequenzspezifitit in doppelstrangigen Lésio-
nen zu untersuchen.™ Anders als bei Calicheamicin y'l
(sieche Abschnitt 3) ist die Zuckereinheit nicht verantwortlich
fir die Sequenzerkennung. Das Profil durch Aglycon 23
verursachter DNA-Lisionen war in weiten Teilen identisch
mit jenem der Stammverbindung 2. Dementsprechend wurde
vermutet, dass die Zuckereinheit wenig Bedeutung fiir die
DNA-Sperzifitit hat; viel wahrscheinlicher ist es, dass die
Naphtholeinheit von 2 interkaliert und dass dieses Ereignis
hauptsdchlich an T- oder A-Basen stattfindet. Neocarzino-
statin bleibt ein Molekiil von groflem Interesse, und For-
schungsgruppen zielen weiterhin darauf ab, dieses Molekiil
als Ausgangspunkt fiir neue Krebstherapien zu verwen-
den.[29.30]

3. Calicheamicin y'1

Der potente Antitumorwirkstoff Calicheamicin y'1 (26)
konnte aus Micromonospora echinospora ssp. Calichensis
isoliert werden und stellte sich als duflerst zytotoxisch
heraus.®"*! Analog zum Neocarzinostatin-Chromophor (2)
kann Calicheamicin y'1 (26) DNA spalten, allerdings ist 26 im
Unterschied zu Neocarzinostatin in der Lage, dies auf eine
duBerst sequenzspezifische Weise zu tun.[*’]

In Anbetracht der Strukturidhnlichkeit von Neocarzino-
statin (2) und 26 wurde ein dhnlicher Wirkmechanismus
vorgeschlagen (Schema 4):P! Zunichst wird das Trisulfid re-
duktiv gespalten, z.B. von endogenen Thiolen, und bildet
dabei das Thiol 27. Dies ermdglicht eine konjugierte Addition
des freien Thiols an das C9-Enamidketon unter Bildung des
Addukts 28. Die damit verbundene Rehybridisierung von sp?
zu sp® an der C9-Position bringt die beiden Alkineinheiten in
rdumliche Néhe, was eine Cyclisierung energetisch begiins-
tigt. Diese Bergman-Cyclisierung fiihrt zum Diradikal 29, das

Angew. Chem. 2010, 122, 9786 — 9823
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Schema 4. Struktur und Mechanismus der Aktivierung von Calicheami-
ciny'1 (26).

Wasserstoff von DNA abstrahieren kann (Schema 1). Die
reduzierte Form 30 konnte isoliert und identifiziert werden."

Die fritheren Arbeiten von Myers widerspiegelnd, konnte
die Townsend-Gruppe die Bildung des Addukts 28 bestéti-
gen, indem 26 mit Tributylphosphin in [D,]Methanol bei
—67°C reduziert wurde.® Das Addukt war bei dieser Tem-
peratur verhéltnismaBig stabil, ging allerdings beim Aufwér-
men auf —11°C in Gegenwart von Cyclohexadien in die
deuterierte Form von 30 iiber, die in 70 % Ausbeute isoliert
werden konnte. Im Unterschied dazu war ein einfacher,
zehngliedriger Endiinmonocyclus, der zur Spaltung von DNA
in der Lage war, bei Raumtemperatur stabil, ging aber bei
37°C eine Bergman-Cyclisierung mit einer Halbwertszeit von
11.8 h ein.” Anscheinend erhoht das bicyclische System also
nicht nur die Stabilitdt von 26, sondern beschleunigt auch die
Bergman-Cyclisierung der reduzierten Form 27.

Die Beziehung der Cyclisierungsgeschwindigkeit und der
Hybridisierung am Briickenkopf-Kohlenstoffatom wurde von

Angew. Chem. 2010, 122, 9786 — 9823

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Magnus etal. in einer Modellstudie untersucht.”® Die
Forschergruppe synthetisierte dazu 36 und 37 als einfache
Modelle des Aglycons (Schema 5), die sich in der Hybridi-

0
OMEM MEM Cul OMEM
L—=_ [Pd (Phs) 4]
4%
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Schema 5. Synthese der Aglyconanaloga 36 und 37 mit unterschiedli-
cher Hybridisierung an C9 und C10 nach Magnus et al.

sierung an C9 und C10 unterschieden. Interessanterweise ging
das C9(sp’)-Analogon 36 eine Bergman-Cyclisierung bei
82°C ein. Dagegen konnte das sp>hybridierte Analogon 37
unter denselben Bedingungen unveréndert re-isoliert werden.
Auflerdem fiihrte die Reduktion von 36 mit DIBAL zum
zugehorigen Alkohol, der rasch aromatisierte. In Anbetracht
dieser Befunde liegt die Vermutung nahe, dass eine Bergman-
Cyclisierung inhibiert wird, wenn C9 sp*-hybridisiert ist, da in
diesem Fall die Cyclisierung wegen der Bildung eines hoch-
gespannten Systems mit einer Briickenkopf-Doppelbindung
energetisch ungiinstig ist.l’’!

Zein et al. zeigten in einer Publikationsserie, dass 26 DNA
in einer hoch sequenzspezifischen Art spaltet.’” Es wurde
gefunden, dass die Spaltung in einem 1:2-Verhéltnis von
einzelstrangiger zu doppelstringiger DNA stattfindet.*®
Wasserstoffabstraktion fand hauptséchlich am ,,5'C-Terminus
einer TCCT-Sequenz und drei Nucleotide in Richtung der 3'-
Seite des 3'-G in der komplementiren AGGA-Box“ statt
(Abbildung 2). Diese Spezifitit wurde im weiteren Verlauf

5'-GCATCCTAGC-3'
3'-CGTAGGATCG-5'

Abbildung 2. Erkennungssequenz von Calicheamicin y'1 (26) (unter-
strichen) und Positionen der doppelstringigen DNA-Spaltung (Pfeile).
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durch das Studium der Spaltung einer Serie von DNA-Do-
decameren bestitigt.”” Andere Autoren konnten zeigen, dass
Calicheamicin Y"1 (26) Wasserstoff von Desoxyribose primir
an der 5'- und 4'-Seite abstrahiert.*! Es wurde vorgeschlagen,
dass die Sequenzerkennung durch induzierte Anpassung
(induced fit) erfolgt.[*!

Diese Befunde regten Syntheseprogramme mehrerer
Gruppen an, die letztlich zu Totalsynthesen von 26 durch die
Gruppen um Nicolaou und Danishefsky fiihrten.*>*! Die
elegante erste Totalsynthese des Aglycons 47 in racemischer
Form durch Danishefsky et al. ist in Schema 6 dargestellt.[*]

OMe 1.NBS OH

2.TiCl,
Cl,CHOMe /@COH 1.Nalo,
3.BCI OH 2 pmpP
MeO COMe 4 DIBAL MeO B
39 " a0
MeO 40%
—OBr 9g
= \ o .
HO Y LiMeNPh
- -
— MeO )

W M B O

40%
(aus 41)

43 X
Li 42 Li

(\0 1. NaN,

‘ Br on 2. (Et0),P(O)CH,COCI

45

O.__.OEt
“PLOEt

Calicheamicinon (47) 46

Schema 6. Synthese von racemischem Calicheamicinon (47) durch
Danishefsky et al.

Die Synthese begann mit dem kommerziell erhéltlichen
Ester 39. Einer selektiven Bromierung folgte eine Formylie-
rung. Mit dem Formylrest als dirigiernder Gruppe konnte die
benachbarte Methoxygruppe selektiv mit BCl; demethyliert
werden. Reduktion mit DIBAL fiihrte zum instabilen Diol 40,
das durch Umsetzen mit Natriumperiodat zu einem Epoxy-
chinon cyclisierte. Eine weitere Oxidation, dieses Mal mit
Dess-Martin-Periodinan, fithrte zu Aldehyd 41. Unter In-situ-
Schiitzung des Aldehyds als gem-Aminoalkoxid wurde das
Bislithioendiin 42 selektiv an die vinyloge Estercarbonyl-
funktion addiert, was zu 43 fiihrte. Der tertidre Alkohol
wurde in situ als TMS-Ether geschiitzt. Deprotonierung des
terminalen Alkins mit Kaliumethylpentoxid fiihrte zu einer
Cyclisierung und Bildung des Endiins 44 in 40% Ausbeute
ausgehend von 41. Der Methylenolether wurde durch Um-
setzen mit CSA in Ethylenglycol in ein Dioxolan iiberfiihrt.
Offnung des Epoxids mit Kaliumacetat, gefolgt von Hydro-
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lyse mit Ammoniak, ergab ein Diol, das mit Natriumperiodat
zum Enon 45 gespalten werden konnte. Dieses Enon er-
leichterte die Einfithrung des notwendigen Methylcarbamats.
Natriumazid wurde darauthin konjugiert an das Enon addiert.
Anschlieende Bromideliminierung rekonstituierte das
Enonsystem. Eine Acylierung des freien Propargylalkohols
mit Diethylphosphonoessigsdurechlorid schuf die Vorausset-
zungen fiir die Einfithrung der Methyleneinheit durch eine
intramolekulare Horner-Wadsworth-Emmons(HWE)-Reak-
tion. Nach der Fertigstellung des Molekiilriickgrats fiihrten
einige weitere relativ einfache Synthesestufen zur Bildung
von Calicheamicinon 47.

Danishefsky et al. fanden bei der Untersuchung der DNA
spaltenden Eigenschaften der racemischen und enantiome-
renreinen Aglycone heraus, dass eine Cyclisierung in Ge-
genwart von DNA zur DNA-Spaltung mit einem geringeren
Anteil an doppelstriangigem gegeniiber einzelstriangigem
DNA-Schaden fiihrt.**! AuBerdem gab es keine beobacht-
bare Sequenzspezifitit. Diese Beobachtung untermauerte die
Wichtigkeit der Oligosaccharidgruppierung bei der Se-
quenzerkennung, wie zuvor bereits von Schreiber et al. vor-
geschlagen. [

Als Teil einer Totalsynthese von 26 wurde das Oligosac-
charid 56 als separate Verbindung synthetisiert. Die Synthese
von 56 nach Nicolaou et al. ist in Schema 7 dargestellt.[* Mit

M 0.__OM
ell;r e (E)Me Emoc OMe lfmoc
oyt “Et Me.__O._OMe ~ __N.
o) OH U AgCIO, I\/r Et
%0 F~ 0 SnCl, o
o 48 49 86% 50
o/ ~4:1 850/ 1. NaH, HO(CH,),0H
Me O _O-NH, °| 2 Bu,SNO, Br,

OMe Fmoc

A@ j;jg

83%l kat. F’F’TS

OMe Fmoc
(6]
T8SO 2\Ar m-Cl
l OMe Fmoc Me
Me O
O
HS' 54 TESO” > “OTES
TBSO A
M
kat. DMAP 80% OMe
Et,N, 80% ° 55

¢ MeO
Me
| OOH
Me 0
o) OMe
H M oM
eg e

Schema 7. Synthese der Oligosaccharidgruppierung 56 durch Nicolaou
etal.

HOGXOTMe

0
oH " 0—%0
EtHN 9

MeO 56
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dem Oligosaccharid in Hinden war es moglich, mit 56 kom-
plexierte DNA in Losung NMR-spektroskopisch zu unter-
suchen.*! Nicolaou et al. studierten die Wechselwirkungen
zwischen dem DNA-Fragment in Abbildung2, 56 und 26
durch Untersuchung von Verdnderungen der chemischen
Verschiebungen. Diese Studien zeigten, dass das Oligosac-
charid ausreichend Strukturelemente enthilt, um selektiv an
DNA zu binden. Allerdings bindet das Oligosaccharid an die
TCCT-Sequenz mit geringerer Affinitéit als die Stammver-
bindung Calicheamicin y'1 (26).

Einem Vorschlag von Schreiber et al. zufolge spielt das
Iodatom eine spezifische Rolle fiir die Bindung zu einer NH,-
Gruppe von Guanidinresten.™! Diese Hypothese wurde ex-
perimentell unabhingig von Nicolaou, Joyce*! und Kahne
et al.*” untersucht. Die Gruppen von Nicolaou und Joyce
synthetisierten die Oligosaccharidanaloga 57-62 und unter-

meoPH
Me
| OOH
Me 0
Me o) OMe
OH
on"ooT Meg OMe
meo®
¢] 57 MeOOH
OMe Me
EtHN R OOH
Me 0
OMe

MeOZ -0~ Me o
a/%ﬁNHo opH Mes O
o ol Mes e
EtHN
MeO
58: R=Br
59:R=Cl 61 R=Me

suchten deren Eigenschaften in einer DNAse-I-Footprinting-
Studie sowie DNA-Bindungsstudien. Die Footprinting-Stu-
dien ergaben, dass weder 57 noch 62 spezifisch an DNA-Se-
quenzen, die leicht vom urspriinglichen Oligosaccharid 56
erkannt wurden, binden konnten. AuBerdem fiihrten eine
Verringerung der Grofle sowie eine Erhohung der Elektro-
negativitdt des Halogenids zu einem schrittweisen Verlust der
DNA-Bindungsaffinitit. Interessanterweise band 61 sogar
schwécher als die Chlorid- und Fluoridanaloga 59 bzw. 60.
Insgesamt demonstrierten diese Studien die Wichtigkeit der
Gesamtstruktur der Oligosaccharideinheit und insbesondere
der Konfiguration der -NH-O-Einheit. Der letztgenannte
Befund wurde auch durch Computerstudien von Kahne et al.
gestiitzt. Diese zeigten, dass die -NH-O-Einheit in den Oli-
gosacchariden eine entscheidende Rolle dabei spielt, beide
Halften der Zuckereinheit so zu positionieren, dass sie fiir die
Bindung an die kleine Furche der DNA pridisponiert ist.*”!
Anders als Nicolaou und Mitarbeiter fanden diese Autoren,
dass der sterische Anspruch des Iodatoms von herausragen-
der Bedeutung ist. Deshalb synthetisierten sie das Methyl-
thioanalogon des Oligosaccharids 56, d.h. 63.*! Die Methyl-
thiogruppe ist von dhnlicher Grof3e wie ein Iodatom, hat aber
andere elektronische Figenschaften. Es ist bemerkenswert,
dass 63 fahig war, an die Calicheamicin-TCCT-Erkennungs-
sequenz zu binden, allerdings mit dreimal geringerer Affini-
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tat. Des Weiteren war 63 nicht fahig, an eine TTTT-Seite zu
binden, an die das Ursprungssaccharid 56 binden konnte.
Anscheinend besteht die Hauptfunktion des lodatoms also
darin, die Rotation um die Aryl-Glycosid-Verbindungsachse
einzuschrédnken, d.h. die Zahl der verfiigbaren Konforma-
tionen der Oligosaccharideinheit zu limitieren. Zeitgleich
untersuchten Kahne et al. langreichweitige Kern-Overhau-
ser-Effekte (NOEs) zwischen 26 und einem gebundenen
DNA-Fragment (Abbildung 3).*! Diese Studien offenbarten

Abbildung 3. Darstellung der intermolekularen NOE-NMR-Signale. Die
Buchstaben beziehen sich auf die verschiedenen Ringe in der Struktur
von 26.

die relativen Positionen der Zuckeruntereinheiten beziiglich
des DNA-Strangs. Die erste aus NMR-spektroskopischen
Daten abgeleitete Losungsstruktur zeigte, wie 26 an die
kleine Furche der DNA bindet (Abbildung 4).°" Das Agly-
con ragt aus dem DNA-Riickgrat heraus und ist somit fiir die
Wasserstoffabstraktion prapositioniert.

Abbildung 4. Lésungsstruktur des Komplexes von 26 mit DNA. 26 ist
als Stabmodell dargestellt. Das Aglycon ragt aus dem DNA-Riickgrat
heraus (links unten).F
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Die oben beschriebenen Befunde wurden genutzt, um
DNA spaltende Calicheamicin-Oligosaccharid-Konjugate
herzustellen.’'l Zum Beispiel synthetisierte Danishefskys
Gruppe ein Daunorubicin-Calicheamicin-Oligosaccharid-
Hybrid." Nicolaou et al. entwarfen und synthetisierten Ca-
licheamicin 0'1, ein vollstindig synthetisches Analogon von
26, das ein potenterer und sequenzspezifischerer DNA-Spal-
ter war.’® AuBerdem synthetisierten und untersuchten Ni-
colaou et al. Schwanz-Schwanz- und Kopf-Schwanz-Dimere
des Oligosaccharids.” Diese Dimere waren in der Lage, acht
DNA-Basenpaare zu erkennen und spezifisch zu binden.

Calicheamicin Y"1 (26) selbst ist zu toxisch fiir die klini-
sche Verwendung. Allerdings wurde Gemtuzumab ozogami-
cin, ein Konjugat eines monoclonalen Antikérpers und ein
semisynthetisches Derivat von Calicheamicin y'1, bis vor
kurzem klinisch zur Behandlung von Myeloidleukdmie ver-
wendet.”*! Diese wirkungsvolle Substanz interagiert mit dem
CD33-Antigen, das auf der Oberfliche von mehr als 80 %
krebsartiger Myeloid-Leukimie-Zellen gefunden wird."

4. FK506

Das Immunsystem des Korpers ist ein effizientes Ab-
wehrsystem, das in der Lage ist, ernste Krankheiten zu be-
kdampfen und die korperliche Gesundheit trotz anhaltender
Angriffe von Fremdorganismen und toxischen Susbstanzen
aus der Umgebung zu bewahren. Die inhdrente Kraft dieses
komplexen Systems ist noch zerstorerischer, wenn es sich
gegen den eigenen Organismus richtet und dadurch Auto-
immunkrankheiten verursacht. Auch muss das Immunsystem
z.B. im Falle von Organtransplantationen gehemmt werden,
wenn ein erkranktes Organ chirurgisch durch ein gesundes
Spenderorgan ersetzt wird. Ironischerweise ist es die Féahig-
keit des Immunsystems, das transplantierte Gewebe als fremd
zu erkennen, die abgeschwicht werden muss, um die Absto-
Bung des Organs zu verhindern. Die Molekiile, die in Abbil-
dung 5 dargestellt sind, gehodren zu einer ausgewihlten
Gruppe, deren Mitglieder in der Lage sind, diese lebens-
wichtige Aufgabe zu erfiillen.”!

Cyclosporin A (64) wurde zuerst 1974 in einer norwegi-
schen Erdprobe identifiziert’™ und 1983 zur klinischen Ver-
wendung zugelassen.””’ FK506, ein noch wirkungsvolleres
Immunsuppressivum, wurde aus Streptomyces tsukubaensis
aus einer japanischen Erdprobe isoliert.*” Es gelangte ebenso
in die klinische Verwendung und wurde 1994 von der FDA
zugelassen. Rapamycin wurde hingegen bereits 1975 in einer
Erdprobe von den Osterinseln entdeckt,® aber die Unter-
suchung seiner immunsuppressiven Eigenschaften begann
spéter, und es wurde erst 1997 von der FDA zugelassen. Der
Wirkmechanismus blieb zunichst ungeklart, sogar nachdem
die Wirkstoffe klinisch zugelassen waren. Im Rahmen von
Kollaborationen mit den Forschungsgruppen um Crabtree
und Clardy gelang es Schreiber etal., viele Aspekte des
Wirkmechanismus von FK506 und anschlieBend den von
Rapamycin (66) und Cyclosporin (64) aufzukldren, wobei
vielzdhlige chemische und biologische Verfahren, wie Enzy-
massays, Affinitdtschromatographie und umgelenkte Total-
synthese, zum Einsatz kamen.
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Abbildung 5. Strukturen der T-Zellen-Aktivierungsinhibitoren Cyclospo-
rin (64), FK506 (65) und Rapamycin (66).

Durch geschickte Strukturmodifikation von FK506 mit-
hilfe der Semisynthese konnten Schreiber und Mitarbeiter
eine Affigel-basierte Affinitdtsmatrix 67 fiir FK506 sowie ein
C40-"“C-markiertes ~ FK506-Derivat 68  synthetisieren
(Schema 8).°"! Eine Affinititsmatrix fiir Cyclosporin A, d.h.
69, wurde ebenso synthetisiert. Mit diesen Affinitdtsmatrices
konnten die Forscher schliellich das bekannte, an Cyclospo-
rin A bindende 14-kDa-Protein Cyclophillin®? sowie ein
neues 14-kDa-Protein, das spezifisch an FK506 (65) bindet,
isolieren. Spiter wurde gezeigt, dass dieses Protein, genannt
FKBP (FK506 Binding Protein), in verschiedenen Isoformen
existiert, von denen einige ubiquitér sind und andere nur in
Mitochondrien gefunden wurden. AnschlieBend konnte
nachgewiesen werden, dass Rapamycin (66) ebenso an FKBP
bindet. Cyclosporin A (64) andererseits bindet an das Cy-
clophillinprotein. Mit '*C-markiertem 68 konnte in einem
Austauschassay nachgewiesen werden, dass 64 nicht an FKBP
bindet. Weiterhin fand kein Austausch von an Cyclophillin
gebundenem 64 durch 65 statt. Interessanterweise zeigen
sowohl FKBP als auch Cyclophillin eine cis-trans-Peptidyl-
Prolyl-Isomerase(PPlase)-Aktivitdt (Abbildung 6). PPlasen
konnen die Faltung eines Proteins in seine Sekundérstruktur
katalysieren. Die Untersuchung der FKBP-Peptid-Wechel-
wirkung legte nahe, dass ein Leucin-Prolin-Dipeptid eine
verdrehte Amidkonformation mit einem charakteristischen
Winkel von 90° zwischen der Prolinebene und der Carbo-
nylgruppe wihrend der Isomerisierung einnimmt.**) FK506
erwies sich als Inhibitor der Isomeraseaktivitit von FKBP
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Schema 8. Synthese der Affinitdtsmatrices 67 fiir FK506 und 69 fuir Cy-
closporin A (CsA). Das '*C-markierte 68 wurde in kompetitiven Bin-
dungsstudien verwendet.
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Abbildung 6. a) Gleichgewicht, dessen Einstellung von den Immuno-
phillinen Cyclophillin und FKBP katalysiert wird. b) Struktur des Uber-
gangszustandes, der von Immunophillinen stabilisiert wird; c) Teil-
struktur von FK506.

durch nichtkovalente Bindung an das aktive Zentrum. Davon
wurde abgeleitet, dass das C8-C9-a-Ketoamid von FK506 als
verdrehtes Amidsurrogat fungiert, wenn es an FKBP
bindet.™ Tatsichlich nimmt FK506 die in Abbildung 6¢ ge-
zeigte Konformation ein, wenn es an die FKBP PPlase-Bin-
dungsstelle bindet. Kurioserweise wurde beobachtet, dass
Proteine, deren Faltung durch FKBP und Cyclophillin kata-
lysiert wird, ihre natiirliche Struktur auch in Abwesenheit von
FKBP einnehmen. Auflerdem ist der katalytische Effekt klein
und beschleunigt die Faltung meistens nur um eine Groflen-
ordnung. Dieser Wert war zu klein, um die Geschwindigkei-
ten in der T-Zellen-Aktivierungskaskade zu erkldren. Dies
fiihrte zu dem Verdacht, dass die Cycloisomeraseaktivitit von
FKBP und Cyclophillin nebenséchlich ist und keinen Bezug
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zur biologischen Zielstruktur hat, die von 64-66 unterdriickt
wird.

Auf Grundlage der oben genannten Beobachtungen sowie
der Strukturdhnlichkeiten von Rapamycin und FK506 und
NMR-spektroskopischen Studien an ihren FKBP-Komplexen
zur Struktur in Losung wurde eine vermeintliche Bindungs-
domine identifiziert.® Die Forscher synthetisierten Verbin-
dung 506BD (78), ein makrocyclisches Molekiil, das die
Bindungsdoméne von FK506 erhilt und dessen cyclische
Struktur entworfen wurde, um den 90°-Winkel zu fixieren, der
fiir die optimale Bindung an FKBP notwendig ist (Schema 9).
Man nahm an, dass sich ein 506BD-Komplex mit FKBP
ausreichend vom FK506/FKBP-Komplex unterscheiden
wiirde, um Aussagen iiber die Bedeutung der Inhibition der
PPlase-Aktivitdt machen zu konnen. Interessanterweise
wurde die Giiltigkeit dieser Annahme erst spéter bestétigt, als
Schreiber et al. rontgenkristallographische Daten von FK506,
gebunden an das katalytische Zentrum von FKBP, erhalten
konnten (Abbildung 7).1°!

Die Synthese!®! von 506BD (78) profitierte von der Er-
fahrung und den Materialien, die in der Totalsynthese von
FK506 gewonnen worden waren.-* Verbindung 71, die dem
Halbacetal der Bindungsdomine entspricht, wurde ausge-
hend vom bekannten 70 synthetisiert. Entfernen der Ben-
zylgruppe, Oxidation zum Aldehyd und Umsetzen mit Séure
und Methanol fithrten zur Bildung des cyclischen Halbacetals
72. Nach Einfithrung der Isopropylseitenkette wurde die
Methylketalschutzgruppe saurekatalysiert entfernt. In der
néchsten Stufe wurde die Kette mithilfe einer Wittig-Olefi-
nierung um drei Kohlenstoffatome verldngert. Bei dieser
Reaktion wurde das Gleichgewicht zwischen dem cyclischen
Halbketal und dem offenkettigen Aldehyd genutzt, wobei
letzterer mit dem Wittig-Reagens reagieren konnte. Cyclo-
hexan 75, ein Intermediat in Schreibers Totalsynthese von
FK506, wurde zu 76 umgesetzt. Daraufhin wurden 75 und
76 unter Verwendung des BOP-Reagens gekuppelt, und die
Makrocyclisierung konnte schlieSlich durch eine HWE-Re-
aktion unter Roush-Masamune-Bedingungen erreicht
werden. Das PMB-Acetal von 77 wurde durch Umsetzen mit
Diethylaluminiumchlorid und Propandithiol entfernt. Nach
der Oxidation der freien C9- und C10-Hydroxygruppen®!
erfolgte die Bildung des C10-Halbketals. Entschiitzung mit
HF fiihrte schlieBlich zu 506BD (78) in hoher Ausbeute, aber
als Mischung eines sechs- und siebengliedrigen cyclischen
Halbacetals. Das siebengliedrige Halbacetal band nur
schlecht an FKBP in vitro, aber seine Bildung konnte unter-
driickt werden, was die Untersuchung der Bindungseigen-
schaften von 506BD ermdoglichte.

506BD erwies sich als starker Inhibitor der FKBP-Iso-
meraseaktivitit und bindet mit einer Affinitit von 5 nm."”
Ein anderes Analogon ohne Cyclohexansystem in seinem
Riickgrat sowie die seco-Form von 506BD waren duflerst
schwache Inhibitoren. 506BD war in der Lage, Tritium-mar-
kiertes FK506 nur zwanzigfach weniger effizient als FK506
selbst auszutauschen. Ein wichtiger Punkt hierbei ist, dass
506BD keine immunsuppressiven Eigenschaften zeigte. In
der Tat ist 506BD ein Antagonist des immunsuppressiven
Effekts von FK506 und Rapamycin. Deshalb wurde vermutet,
dass FK506 zwei sich nicht notwendigerweise selbst aus-
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Schema 9. Synthese und Bindungseigenschaften von 506BD (78).

Abbildung 7. Réntgenkristallstruktur von FK506 (65), gebunden an
sein Zielprotein FKBP. Wasserstoffbriicken sind eingezeichnet. Der
90°-Winkel der a-Amidcarbonylgruppe kann deutlich gesehen werden
(vgl. Abbildung 6¢c). Stabmodell: = C, l O, Bl N.

schlieBende Gruppierungen enthilt: a) eine Bindungsdomé-
ne, die fiir die Bindung an FKBP verantwortlich ist, und
b) eine noch nicht identifizierte Doméne (die ,,Effektor-
Domine), die den immunsuppressiven Effekt des FK506/
FKBP-Komplexes bedingt. Ein dhnlicher Befund wurde von
Nicolaou et al. beim Studium von FKBP mit einer syntheti-
schen Rapamycinbindungsdomine erhalten.””
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Da die PPlase-Funktion von FKBP unabhingig von
seiner Inhibition der T-Zellen-Aktivierung ist, wurde vorge-
schlagen, dass der Komplex an ein anderes Zielprotein bindet
und dass dieses verantwortlich fiir die Aussendung des im-
munsuppressiven Signals ist. Tatsdchlich konnte gezeigt
werden, dass sowohl der Rapamycin/FKBP-Komplex als auch
die FK506/FKBP-Komplexe an groBlere Proteineinheiten
binden (siehe unten)."” Daraufhin konnte der Proteinkom-
plex, der gebundenes FK506 enthielt, als Hybrid aus FKBP
und Calcineurin identifiziert werden (Abbildung 9). Der Cy-
clophillin-Cyclosporin-A-Komplex bindet ebenfalls an Cal-
cineurin.” Allerdings war zunichst nicht klar, welcher Teil
von FK506 als ,Effektor“-Motiv die Bindung des FK506/
FKBP-Komplexes an Calcineurin erméglicht.

Mithilfe positionsspezifischer Mutagenese konnten
Schreiber et al. nachweisen, dass die Bindung an Gly89-11e90
essenziell fiir die Calcineurin-Inhibition ist."" Mit diesen
Daten und basierend auf den rontgenkristallographischen
Daten (Abbildungen 7 und 8) wurde ein acyclisches Analo-
gon, SBL506 (89) in der Hoffnung entwickelt, dass diese
Bindungswechselwirkungen mit FKBP erhalten bleiben, die
ausschlaggebend fiir die Calcineurin-Inhibition sind.l”™

Die Synthese von SLB506 (89) begann mit dem leicht
erhiltlichen Imid 79. Evans-Methylierung fand mit ausge-
zeichneter Stereoselektivitét statt. Das Evans-Auxiliar wurde
reduktiv gespalten und der resultierende Alkohol mit PCC
zum Aldehyd oxidiert. Brown-Allylierung ergab das syn-
Produkt 80 mit ausgezeichneter Ausbeute und Stereoselek-
tivitdt. Das Fragment 81 wurde daraufthin mit 80 durch eine
EDC/DMAP-induzierte Kupplung verkniipft, und eine Le-
mieux-Johnson-Oxidation fiihrte zu Aldehyd 82. Die Dial-
lylketoneinheit von 84 wurde durch eine hoch syn-selektive
Mukaiyama-Aldolreaktion eingefiihrt. Eine Eintopf-TBS-
Schiitzung/Boc-Entschiitzung  fithrte schlieflich zu 84
(Schema 10).
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Abbildung 8. Wechselwirkung von FK506 (Mitte) mit GIn53-Glu54-
Val55-1le-56- (oben) und His87-Pro88-Gly89-11e90-Resten (unten), die
als Teil der zusammengesetzten Struktur des fiir die Bindung an Calci-
neurin verantwortlichen FK506/FKBP-Komplexes betrachtet werden
(vgl. mit Abbildung 7). = C, m O, H N.

Die Synthese des komplementidren C8—C17-Fragments 87
beruhte ebenfalls auf einer Evans-Aldolreaktion, um die
korrekte Konfiguration an der C11-Position aufzubauen. Die
Fragmente 84 und 85 wurden mithilfe einer PyBrop-Amid-
bildung verbunden (Schema 11). Das letzte Segment der
Synthese basierte stark auf der vorherigen Totalsynthese von
FK506.18) In diesem Beispiel wurde SBL506 (89) in 25 li-
nearen Stufen in guter Ausbeute synthetisiert. Bemerkens-
werterweise war der resultierende Komplex in der Lage, in
nanomolaren Konzentrationen (ungefihr 13-mal geringer als
jene von FK506) an Calcineurin zu binden, wihrend SBL506
ein schwacher Inhibitor der FKPB-PPlase-Aktivitit ist. Dies
zeigte wiederum, dass die Aktivitdt von FK506 von nur einer
Subdomine seiner Struktur abgeleitet werden kann. Zusétz-
lich ebnete dieses Ergebnis den Weg fiir die Synthese von
synthetischen Analoga von FK506 mit verbesserten pharma-
kologischen Eigenschaften.

Ein vereinfachter Uberblick der in diesem Abschnitt
vorgestellten Befunde findet sich in Abbildung 9.7 Calci-
neurin ist eine Calcium-abhéingige Phosphatase, die fiir die
Dephosphorylierung des NF-ATC-Faktors verantwortlich ist.
NFATC ist eine von zwei Untereinheiten des NF-AT-Tran-
skriptionsfaktors, der im Zytosol lokalisiert ist. Es wird an-
genommen, das NF-AT die Transkription des entscheidenden
Cytokin-TL-2-Gens reguliert.””! Anders als der FK506/FKBP-
Komplex bindet der Rapamycin/FKBP-Komplex an ein an-
deres Protein, das mTOR (mammalian Target Of Rapamy-
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Schema 10. Synthese der Effektordomine von SLB506 (84).
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Schema 11. Vervollstindigung der Synthese und biologische Eigen-
schaften von SBL506 (89).

cin) genannt wurde. Dieses Protein ist auch eine Protein-
kinase, die Zellproliferation und RNA-Translation (Abbil-
dung 9) reguliert.

Viel zusitzliche Arbeit wurde benétigt und wird immer
noch geleistet, um alle komplizierten Details des diskutierten
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Cyclophillin

Wirkstoff

Immunophillin

|
J

|
Komplex 6 0 0
Vo l

mTOR
[inaktiver Komplex] [aktive Form]

Calcineurin
[aktive Form]

@ PO42_

Abbildung 9. Vereinfachter Uberblick der Initiation des T-Zellen-Inakti-
vierungspfades.

[inaktive
Form]

Prozesses zu verstehen. Tatsdchlich werden noch immer neue
Eigenschaften von Cyclosporin, FK506 und Rapamycin ent-
deckt.™ Die hier dargestellten Arbeiten sind Teil einer au-
Berordentlichen chemischen und biologischen Entwicklung
und demonstrieren die Leistungsfihigkeit der organischen
Synthese, Gentechnik und Strukturbiologie.

5. Brevetoxin B

Die Brevetoxine gehoren zur Familie der marinen Lei-
terpolyether, die aus Algen in den Roten Tiden isoliert
wurden. AuBer Brevetoxin A (90) und B (91) schlieft die
Familie Ciguatoxine und den groften nichtpeptidischen
Naturstoff, der jemals isoliert wurde — Maitotoxin — mit
ein.

Die Brevetoxine sind neurotoxisch und binden an die
Bindungsstelle 5 der a-Untereinheit des spannungsaktivier-
ten Natriumkanals (Abbildung 10).") Dies hat eine Reihe
von Auswirkungen: a) Verschiebung des Aktivierungspoten-
tials zu niedrigeren Werten; b) Auftreten nicht leitfahiger
Zustinde; c) Induktion ldngerer mittlerer Offnungszeiten des
Kanals; d) Inhibition der Kanalinaktivierung. Insgesamt de-
polarisieren diese Effekte Nervenzellen und fithren zu einem
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Brevetoxin B (91)

mutmaBliche Brevetoxin-
Bindungsstelle

Ve B

?IIM“UIMULE"LW

IFM-Partikel

ISW-SE ”SW-SE HIS1-55

n

Abbildung 10. Sekundirstruktur der a-Untereinheit des spannungsakti-
vierten Natriumkanals. Die Untereinheit besteht aus vier homologen
Dominen mit intra- und extrazelluliren Schleifen. Die Position des
IFM-Partikels, fiir das eine Beteiligung an der Inaktivierung des offe-
nen Kanals vermutet wird, wird gezeigt. Die Aminoséurereste, die das
IFM-Partikel bilden, sind mit (h) gekennzeichnet. Ein Proteinkinase-C-
Phosphorylierungszentrum ist mit (P) gekennzeichnet. Ubernommen
aus Lit. [80].

Anstieg des Natriumflusses.®! Strukturell haben Breveto-
xin A und B einige Ahnlichkeiten; allerdings unterscheiden
sich ihre Bindungsaffinitdten und das Ausmaf} der genannten
Wirkungen.

Gawley et al. untersuchten und verglichen in einer Pu-
blikationsserie den inhibierenden Effekt und die Konforma-
tionen von 90 und 91 sowie verwandten Strukturen.®*! Der
A-Ring und die Position der Carbonylgruppe stellten sich als
essenziell fiir die Aktivitit heraus.®™ Die Befunde unterstri-
chen die Ahnlichkeiten zwischen der HIJ-Einheit von Bre-
vetoxin A (90) und den IJK-Ringen von Brevetoxin B (91).
Die in Brevetoxin A vorhandenen mittelgroen Ringe ver-
leihen dem Molekiil groere konformative Flexibilitédt als
Brevetoxin B. Dennoch zeigten Docking-Studien der ener-
giedrmsten Konformationen von 90 und 91, dass verschiedene
Konformationen den gleichen Raum beanspruchen, wenn die
HIJ- und IJK-Ringe iibereinander gelegt werden. Basierend
auf diesen Studien wurden die folgenden Strukturanforde-
rungen fiir die Aktivitdt der Leiterpolyethertoxine postuliert:
»-.. das gemeinsame Pharmakophor der Toxine, die an Bin-
dungsstelle 5 binden, ist ein ungefihr zigarrenartig geformtes
Molekiil, das 30 A lang und hauptsichlich mit hydrophoben
und nicht polaren Wasserstoffbriickendonoren in der Nihe der
Position der A-Ring-Carbonylgruppe an seinen Rezeptor ge-
bunden ist.“6)
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Auf dem Weg zu ihrer Totalsynthese®™*! von Breveto-
xin B wandten sich Nicolaou et al. bewusst vom eigentlichen
Syntheseweg ab, um die Giiltigkeit dieser Hypothese zu un-
tersuchen.®”! Das verkiirzte Brevetoxin [AFGIJK] 96 wurde
entworfen, um die oben genannten Schlussfolgerungen zu
testen und zu untermauern. Es schloss den unerlédsslichen A-
Ring mit ein und war so entworfen, dass seine Konformation
der des Brevetoxins B stark dhnelt. Allerdings betrug seine
Gesamtlinge nur 20 A.

Die beiden tricyclischen Vorstufen 92 und 93 wurden
schnell aus bekannten Intermediaten der Brevetoxin-B-Syn-
these®™ zusammengesetzt und mithilfe einer Wittig-Reaktion
gekuppelt (Schema 12). Der achtgliedrige H-Ring wurde

Me oTBS

Mey Me Horms Bt H,Me oTIPS

NN EtS O
.
0“0 o Brh 0 o
H H Me I 3 é H H H
92 93
BuLi | 57%

O O TR O Me HOm RO
94
1. H*/MeOH
2. AGCIO,
3. AIBN, Ph,SnH | TBSO, OTIPS

Me,,

oH HOMe

Schema 12. Zentrale Stufen der Synthese des verkiirzten Brevetoxins B
[AFGHIJK] durch Nicolaou et al.

durch eine silberinduzierte Thiohalbacetalbildung hergestellt
und die Acetalfunktion daraufhin unter radikalischen Be-
dingungen zur Ethergruppierung reduziert.’” Das verkiirzte
Brevetoxin [AFGHIJK] 96 wurde daraufhin iiber mehrere
Stufen vervollstdndigt, in denen die Schutzgruppen entfernt
und die Oxidationsstufen des A- und K-Rings angepasst
wurden.

Die Eigenschaften von 96 und die Frage, ob es die ge-
nannten Effekte von Brevetoxin B auf den Ionenkanal aus-
iiben wiirde, wurden daraufthin in Rezeptorbindungsassays
und elektro-physiologischen Messungen untersucht.® In
diesen Studien wurde ebenfalls das semisynthetische Breve-
toxinanalogon 97 untersucht, in dem die Carbonylgruppe des
ungesittigten Lactons des A-Rings zum Allylether und der
Aldehyd zum Alkohol reduziert worden waren.
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Das verkiirzte Analogon 96 ist in der Lage, das Aktivie-
rungspotential um 10 mV zu verringern, wenngleich nur bei
einer Konzentration von 1 um. Allerdings induziert es nicht
die anderen genannten drei Effekte von Brevetoxin B. Da-
gegen bindet das reduzierte Analogon 97 weniger effizient als
90 an die Bindungsstelle (IC5,=73 bzw. 36.5 nm), inhibiert
aber den desaktivierten Zustand des Natriumkanals. Aller-
dings fiihrt die Bindung nicht zu einer lingeren mittleren
Offnungszeit des Kanals.

Obwohl diese Resultate nicht eindeutig waren, so deute-
ten sie doch auf die Wichtigkeit der Linge des Molekiils hin
und zeigten damit, dass Brevetoxin B (91) prinzipiell wihrend
der Bindung an den Ionenkanal in einer linearen Konfor-
mation vorliegen sollte. Die Ergebnisse fiir das semisynthe-
tische 97 sprachen fiir die Bedeutung der A-Ringcarbonyl-
gruppe und lieBen auf die Moglichkeit einer Wasserstoffbrii-
cke zwischen der Carbonylgruppe des A-Rings und einem
Wasserstoffdonor der Bindungsstelle schliefen. Auflerdem
sollte es aufgrund der Tatsache, dass die verschiedenen Ef-
fekte nicht von einem einzelnen Strukturmerkmal von Bre-
vetoxin bewirkt werden, moglich sein, Brevetoxinantagonis-
ten herzustellen. Tatsichlich ist dies der Fall.*!

6. Artemisinin

Eine Reihe von ausgezeichneten Untersuchungen zur
Aufklarung des Wirkmechanismus des Antimalaria-Endo-
peroxides Artemisinin (Qinghaosu) wurde von Posner
durchgefiihrt.”

Artemisinin (98) wurde aus einem Pflanzenextrakt von
Artemisia annua, die als traditionelles Arzneimittel gegen
Fieber in China Verwendung findet, isoliert.”" Die Identifi-
zierung der Endoperoxideinheit als Pharmakophor beruhte
auf der Beobachtung, dass die Reduktion des Peroxids zu
inaktiven Produkten fiihrt.”? Schnell wurde erkannt, dass die
eiseninduzierte homolytische Spaltung der Peroxidbindung
eine Reihe von Ereignissen bedingt, die schlielich zum Tod

des Parasiten fithren.”>*  Ein Ve
Schliisselergebnis war, dass die Re- 4 Bz
aktion von Artemisinin mit Him zu Me “‘Ob“

der Entstehung von Radikalen T Tw
fiihrt.[* © Me

Artemisinin (98)

o}

Studien mit semisynthetischem,
radioaktiv markiertem Artemisinin
ergaben, dass der Hauptteil des radioaktiv markierten Ma-
terials an Himozoin gebunden ist.”® In infizierten roten
Blutkorperchen wird Hamoglobin von parasitiren Plasmo-
dien abgebaut und als Aminosidurequelle genutzt. Das ent-
stehende freie Hdm wird als Hdmozoin gelagert und spéter
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ausgeschieden. Dies hat zu der Annahme gefiihrt, dass Ham
fiir den Parasiten toxisch ist. Erst kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass Artemisinin (98) eisenabhidngig an PfATP6
bindet. PTATP6 ist eine parasitenspezifische, calciumabhén-
gige ATP-Phosphatase, die zur Familie der Calciumpumpen
des sarcoplasmatischen und endoplasmatischen Reticulums
(sarco/endoplasmic  reticulum  Ca*’-ATPase, SERCA)
gehort.”” Im Unterschied dazu bindet 98 an humane Analoga
des SERCA-Enzyms oder ortsspezifisch mutierte Varianten
von PfATP6.

In diesem Abschnitt werden Arbeiten zur Identifizierung
der reaktiven Spezies, die fiir die Alkylierungseigenschaften
von Artemisinin und verwandten Endoperoxiden verant-
wortlich ist, diskutiert. Dies ist ein recht kontroverses Thema;
wir konzentrieren uns deshalb auf den am weitesten akzep-
tierten Mechanismus auf Basis intermediédrer Kohlenstoff-
zentrierter Radikale sowie auf die Tatsache, dass synthetische
Chemie eine bedeutende Rolle bei der Aufkldrung der Rei-
henfolge der Ereignisse spielte.”®!

Indem sie sich auf die Erfahrungen aus fritheren Total-
synthesen von 98 sowie eigene Arbeiten zur Synthese aktiver
Analoga stiitzten,” synthetisierten Posner und Oh ein akti-
ves, '0O-markiertes Analogon von Artemisinin, wie in
Schema 13 gezeigt."™ Nitril 99 wurde mit Methyllithium

18,
NC H i H
1. MeLi =
MeO._~ 2.H,"*0
0,
HO 78%
99
TBSOTf
57%
102: R=TBS | 1. TBAF
103: R=Ts 2. TsCl

50%

Schema 13. Synthese des "*O-markierten Analogons 103 von Artemisi-
nin (98).

umgesetzt, und die '®*O-Markierung wurde durch Hydrolyse
des resultierenden Imins mit '®O-markierten Wasser einge-
fiihrt. Ein Schliisselschritt war der Aufbau der Endoperoxid-
einheit. Eine [2+42]-Cycloaddition von 100 mit Singulettsau-
erstoff lieferte das instabile Intermediat 101. Die Umsetzung
mit fert-Butyldimethylsilyltriflat fithrte zu einer Umlagerung
und zur Bildung des Trioxabicyclo[3.2.2]Jnonanmotivs.

Die Reaktion von 103 mit Eisensalzen oder Himin/PhSH
(vermutlich in situ gebildetes Hém) fiihrte zu einer Mischung
der drei Produkte 108, 110 und 111 (Schema 14).1% Die
Produktverhiltnisse variierten mit den Reaktionsbedingun-
gen, allerdings lag die Gesamtausbeute im Allgemeinen
zwischen 60 und 70%. Obwohl die elektrophilen Eigen-
schaften des Aldehyds 108 nicht ignoriert werden konnen,
konzentrierte dich das Hauptinteresse auf die vermuteten,
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L OTs J L OTs
1,5-H-
Verschiebung

¢ —Fe* | +FeO
Me HO, H Me

110 o7 11 OTs

Schema 14. Reaktion von 103 mit Eisen(ll). Gegenionen wurden weg-
gelassen.

Kohlenstoff-zentrierten Radikale 106 und 107. Diese Radi-
kale konnten Wasserstoff in Parasitenproteinen abstrahieren
oder als Alkylierungsmittel agieren. Allerdings wurde in
dieser Studie kein Nachweis fiir deren Bildung erbracht.
AufBlerdem wurde dem Mechanismus der Regeneration von
Eisen(II) wenig Beachtung geschenkt, obwohl dies eine Be-
dingung fiir die Beobachtung ist, dass nur katalytische
Mengen an Eisen(II) benotigt werden, um Artemisinin (98)
vollstdndig zu reduzieren.

Um die Hypothese der 1,5-Wasserstoffverschiebung (105
zu 107) zu untermauern, wurden drei Analoga von 103 syn-
thetisiert (Schema 15)."°1 Obwohl 115-118 strukturell sehr
dhnlich zu 98 und 103 (sowie zueinander) sind, unterscheiden
sich ihre Antimalaria-Aktivitdten drastisch: 115 ist bei
4.5 ngmL™! in vitro genauso wirksam gegen Malaria wie Ar-
temisinin (98) bei 8 ngmL™'; dagegen zeigte keines der an-
deren methylierten Derivate, einschlieflich 116 (das C4-
Epimer von 115), eine messbare Aktivitét. Eine Erklarung fiir
diese Beobachtung ist in Schema 16 gegeben: Man kann
spekulieren, dass der Mangel an Aktivitit aus der Unfdhig-
keit des moglichen Intermediates 119 zur 1,5-Hydridver-
schiebung, die zum C4-Kohlenstoff-zentrierten Radikal 120
fithrt (vgl. 105 in Schema 14), resultiert. Es ist bemerkens-
wert, dass 116 — trotz seiner Inaktivitit — durch Him Elek-
tronentransfer-induziert abgebaut wird. Allerdings fiihrte
diese Reaktion zur Bildung eines 11 @hnelnden Tetrahydro-
furans als einziges Produkt.
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Schema 16. Unmégliche intramolekulare 1,5-Hydridverschiebung.

Im letzten Jahrzehnt wurden zahlreiche Studien zur
Identifizierung der alkylierenden Spezies durchgefiihrt.”*!
Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass die Produkte der
Alkylierung des Hams durch 98 von Radikalen wie 106 ab-
geleitet sind.""? Eine weitere Arbeit befasste sich mit dem
moglichen oxidativen Schaden als Ursache fiir die antipara-
sitire Wirkung. Posner et al. lieferten Indizien, dass eine Fi-
sen(IV)-Spezies!'"™ gebildet wird, wie in Schema 14 gezeigt
(107 zu 109). Allerdings haben andere Forscher dieser An-
sicht widersprochen, und die Bedeutung solcher Prozesse
bleibt weiterhin unklar.['™

Bachi und Mitarbeiter haben die Reaktion der potenten
Analoga 122 und 123""%! des natiirlichen Endoperoxids Ying-
zhaosu A (121)!'®1 mit Eisen(II)-Salzen untersucht. Diese
Studien zeigten, dass die zunéchst gebildeten Kohlenstoff-
zentrierten Radikale vom benachbarten Eisen(III)-Ion, das
im Aktivierungsschritt gebildet wird, zu den Carbokationen
124 oxidiert werden.'” Noch wurde keine Studie durchge-

OR
HO 8l 1,9 @
~ Fe'O
\ e Me MeZ-~I/ so.,pn RO’%
we— N, JO 2L i
HO Me Me e ©
) 122: (R=H)
Yingzhaosu A (121) 123 (R=Ac) 124

fiihrt, um diese Befunde experimentell fiir Artemisinin (98)
und seine Congenere zu bewerten, es ist allerdings moglich,
dass hier dhnliche Prozesse ablaufen. Kiirzlich wurde der
Mechanismus in Schema 17 formuliert,”” der auf Beobach-
tungen der Gruppe um Bachi basiert. Dieser Mechanismus
wiirde die Bildung der in Schema 14 dargestellten Produkte
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Schema 17. Mdgliche Mitwirkung von Carbokationen 125 und 126 an
der Bildung der Produkte 108 und 111.

sowie die katalytische Rolle von Eisen(II) erkldren. Zu be-
denken ist allerdings, dass hoch elektrophile Carbokationen,
falls sie gebildet werden, wahrscheinlichere Alkylierungs-
mittel fiir Proteine sind, da Kohlenstoff-zentrierte Radikale
nucleophil sind.

Artemisinin und Artemisinindimere zeigen auBerdem
zytotoxische Aktivitit gegen Krebszellen. Der Mechanismus
dieses Effekts ist grofitenteils ungeklirt, es gibt jedoch Hin-
weise darauf, dass er ebenfalls vom Endoperoxidpharmako-
phor abhingt.”™ Vor kurzem wurde beobachtet, dass die
Bildung von NO in Krebszellen in Gegenwart von Arte-
misinin inhibiert wird."'"® Somit bleiben die biologischen
Mechanismen der Endoperoxide ein duflerst interessantes
Forschungsgebiet fiir weitere Entdeckungen.

7. Myrocin C

Myrocin C (142) wurde aus Myrothecium verrucaria iso-
liert und zeigt eine hohe Aktivitidt gegen Krebs. Weiterhin
verlingert es die Lebensdauer von Miusen.'" Dies weckte
die Aufmerksamkeit von Danishefsky et al., die daraufhin
eine Totalsynthese fiir diesen Naturstoff entwickelten
(Schema 18).010-111]

Diese Synthese ist ein Beleg dafiir, dass sich Berharr-
lichkeit bei schwierigen Syntheseproblemen auszahlt. Nach
einigen erfolglosen Ansidtzen wurde 129 schlieBlich durch
Diels-Alder-Reaktion von 1,4-Benzochinon (128) und dem
elektronenreichen Cyclohexadien 127 hergestellt. Die er-
staunliche Stabilitdt des Cyclohexendions 129 wird wahr-
scheinlich durch seine Bootkonformation bewirkt. Eine De-
protonierung, die unweigerlich zur Aromatisierung fithren
wiirde, ist erschwert, da in dieser Konformation die notige
Orbitaliiberlappung nicht moglich ist.

Rubottom-Oxidation mit nachfolgender Reduktion unter
Luche-Bedinungen lieferte 130. Die Tatsache, dass 130 als
stabiles Halbacetal anfiel, ermoglichte eine Differenzierung
der beiden Alkoxyfunktionen. Eine NalO,-induzierte oxida-
tive Spaltung des a-Hydroxyhalbacetals lieferte 131, das in
zwei weiteren Stufen zu 132 umgesetzt wurde. Im Unter-
schied zu 129 zeigte sich diese Verbindung jedoch anfillig fiir
Aromatisierung. Dementsprechend wurde zunéchst die
Doppelbindung epoxidiert. Nach Uberfiihrung in das Dien
134 bot sich die Moglichkeit, den Cyclopropanring einzu-
fiihren. Dabei wurde 134 mit Lithiumtrimethylstannan um-
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o BSO 1A%0 oo TBSO Stréange agieren konnte.
TBSQ 0 2. TBAF 1. NaOMe .
RT, 5d o 1.ompo MO O T aon O\ Qe > AR Um diese Hypothese
TBSO + o S / % bui?g'. 117 3 NalO, m 4% iberpriifen zu konnen,
e on .
121™ g2 0 € H 429 6;%[ Me 4 430 g- ?Sgg%f Me ' 43 p 0 432 war die Syntheseroute so
87% ausgelegt worden, dass ein
TBSO .
Zugang zu Myrocin C
Bu.SnLi 1. NaHMDS, T;NPh (142) wie auch zu des-
5 2. [PACI,(PhyP),], Bu;SnCHCH,
D — 3 TBAF sen Desoxyanalogon 141
4. MsCl, Et;N moglich war.'¥ Die Ein-

40%

= Z
L e
oo 2. PhP=CH,
3

79% (aus 11) Me"

1.p-MeOPhSAIMe,Li
2. DMDO, 55%

(¢]
lo) Myrocin C (142) e} 6-Desoxy-

myrocin C (141)

Schema 18. Totalsynthese von Myrocin C (142).

gesetzt, um 136 zu erhalten. Diese bemerkenswerte Reaktion
verlduft vermutlich iiber das Intermediat 135 und wird durch
die Konformation des Systems begiinstigt,'!"! die die Bildung
des Cyclopropans erleichtert.

Der dritte Cyclohexylring wurde durch eine intramole-
kulare Diels-Alder-Reaktion eingefiihrt, und das resultie-
rende Bislacton 138 wurde daraufhin zum Bishalbacetal re-
duziert. Unter Verwendung von PDC wurde das C5-Halb-
acetal selektiv oxidiert, wobei die genauen Griinde fiir die
Selektivitit der Reaktion im Unklaren bleiben.""!! Das ver-
bleibende Acetal an C21 wurde anschliefend in 96 % Aus-
beute mit DIAB und Iod oxidativ gespalten, um 139 zu er-
halten. Die weitere Umsetzung zum Epoxid 140 wurde in drei
Stufen erreicht. Dabei fiihrte eine Desiodinierung unter
Standardbedinungen zu einer reduktiven Verschiebung der
Vinylgruppe von C13 nach C14. Diese Nebenreaktion ver-
lauft vermutlich iiber eine Cyclopropanzwischenstufe und
konnte unterdriickt werden, indem Tri-n-butylzinnhydrid als
Losungsmittel verwendet wurde. In derselben Stufe wurde
auch deformyliert und der entstandene freie Alkohol nach-
folgend zum Keton oxidiert. Eine darauffolgende Tandem-
reaktion aus Isomerisierung und Epoxidierung wurde durch
die gleichzeitige Einwirkung von Natriummethoxid und
Wasserstoffperoxid ermoglicht, sodass 140 erhalten wurde.
Die Offnung des Epoxids an der sterisch gehinderten C8-
Position durch nucleophilen Angriff von para-Methoxythio-
phenol gelang durch Aktivierung mit AlMe;. Die nachfol-
gende syn-Eliminierung des Sulfoxids lieferte 6-Desoxy-
myrocin (141), dessen Enolat mit Sauerstoff zu Myrocin C
(142) reagierte. Auf die Bedeutung des Intermediats 141 im
Kontext dieses Aufsatzes wird in der folgenden Diskussion
eingegangen.

Inspiriert von ihren parallelen Arbeiten an der Aufkli-
rung des Wirkmechanismus der Mitomycine,'"?! schlug die
Arbeitsgruppe um Danishefsky vor, dass Myrocin C zweimal
als Elektrophil in einer vernetzenden Alkylierung der DNA-
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wirkung von Thiophenol

.... 7\ DlBAL .7 auf 141 unter leicht ba-

.2 PDC I sischen Bedingungen lie-

3.hv, I, S =0 ferte in guten Ausbeuten
Phi(OAC), Me®

143, das Produkt einer
konjugierten Addition
(Schema 19). Im Unter-
schied dazu fiihrte 142
unter den gleichen Reak-
tionbedingungen zum Bis-
thiophenoladdukt 146 in

e

/1. Bu,SnH, AIBN
2. DMP
3. NaOMe, H,0,

37% aus 138

63% Ausbeute. Da sich
M
W
PhSH
141 oder 142 ——>
Et,N

CO,H 146 COZHOH 145

Schema 19. Modellstudien zur Reaktivitdt von Myrocin C als Bisalkylie-
rungsreagens.

143 als stabiles Intermediat isolieren lief3, kann angenommen
werden, dass 146 iiber das Intermediat 144 gebildet wird. Die
C6-Hydroxygruppe ermoglicht in diesem Fall allerdings eine
Reaktionskaskade, in der 144 zunéchst aromatisiert wird, um
anschlieBend ein zweites Aquivalent Thiophenol zu addieren.
Diese Befunde zeigen, dass die Zytotoxizitidt von Myrocin C
(142) tatsdchlich durch seine Fihigkeit zur Vernetzung von
DNA hervorgerufen werden konnte.

Zwar wurde Myrocin C (142) selbst nicht in klinischen
Studien eingesetzt, allerdings konnte die fortschreitende
Entwicklung der Synthesemethoden in Zukunft die Herstel-
lung neuer Analoga erméglichen.! In diesem Fall konnten
die beschriebenen Studien fiir das Design der Analoga eine
wichtige Rolle spielen.

8. Bryostatin

Bryostatin 1 (147; Abbildung 11) wurde zunéchst 1968 aus
Bugula neritina, einem marinen Bryozoen, isoliert. Seine
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PN

CHy(CHy),~ 0

Bryostatin 1 (147)
PKC K=1.35 nm

Phorbol-12-myristat-
13-acetat (148)

Abbildung 11. Bryostatin 1 (147) und Phorbol-12-myristat-13-acetat
(PMA, 148).

Struktur wurde jedoch erst 1982 von der Arbeitsgruppe um
Clardy eindeutig aufgeklart."™ In den folgenden Jahren
wurden die Isolierung und die Strukturaufkldrung von
Bryostatin 2 publiziert,'"® und heute sind mehr als 20 Mit-
glieder der Bryostatinfamilie bekannt."”! Mit Ausnahme von
Bryostatin 16 und 17, die eine Doppelbindung zwischen C19
und C20 enthalten, unterscheiden sich die Bryostatine in den
Estersubstituenten an C7 und C20. Die geringe Verfiigbarkeit
der Bryostatine aus biologischen Quellen gab den Anlass zur
genaueren Untersuchung ihrer Herkunft. Diese Studien
deuteten darauf hin, dass symbiontische Bakterien in den
Bryozoen die eigentliche Quelle fiir Bryostatin 1 sind.

Bryostatine hemmen die Klasse der Proteinkinasen C
(PKC) der 12-Diacyl-sn-glycerol(DAG)-aktivierten Serin/
Threonin-Phosphorylasen. Die PKCs stehen im Zusammen-
hang mit verschiedenen zellspezifischen Signalkaskaden, von
denen einige mit Phorbolester-induziertem (z.B. 148) Tu-
morwachstum in Verbindung gebracht werden."™ Die
Gruppe der PKCs besteht aus mehr als 14 Isoenzymen, die
sich in ,klassisch“ (conventional; cPKC), ,,neuartig® (novel;
nPKC) und ,,atyptisch“ (atypical; aPKC) unterteilen lassen.
Wihrend die cPKC-Isoenzyme (o, I, BII und y) Ca®*-Ionen
zur Aktivierung benétigen, sind die nPKCs (0, €, n und 0)
Calcium-unabhingig. Bemerkenswert ist, dass die Reagen-
tien zur Aktivierung und die Substrate an unterschiedliche
Dominen der PKC-Struktur binden. Den aPKCs (€ und -M)
fehlt die DAG-Bindungsstelle, und somit interagieren sie
weder mit Bryostatin (147) noch mit Phorbolester (148). Die
Aktivierung von PKC-Isoenzymen scheint bei der Entste-
hung von Krankeiten wie Diabetes, Morbus Alzheimer,
Krebs und Herzleiden eine entscheidende Rolle zu spielen.
Dabher ist die Entwicklung von selektiven PKC-Inhibitoren
von herausragender Bedeutung.""” Zwar aktiviert Bryosta-
tin 1 (147) die PKCs, allerdings im Vergleich zu Phorbol mit
nur begrenzter Effektivitit.?"!

Wegen der erwidhnten Eigenschaften sind die Bryostatine,
trotz ihrer aufwindigen Isolierung aus natiirlichen Quellen,
aussichtsreiche Ausgangsverbindungen zur Entwicklung
neuer Behandlungsmethoden. Dementsprechend wurden
Totalsynthesen der Bryostatine 2,121 31221 70231 ynd 160124
entwickelt, und es wurde von zahlreichen moglichen Syn-
thesezugingen>%! berichtet. Diese bahnbrechenden Leis-
tungen konnten jedoch das Problem der geringen Verfiig-
barkeit nicht 16sen. Zur Losung dieses Problems rief Wender
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ein Forschungsprogramm ins Leben, das einen Zeitraum von
20 Jahren umspannen sollte. So gelang seiner, aber auch an-
deren Forschungsgruppen, die Entwicklung mannigfaltiger,
vereinfachter Analoga, die stark und selektivan PKC binden.

Gemeinsam erarbeiteten die Gruppen von Wender, Pettit
und Blumberg ein Modell, das den Vergleich der Strukturen
von DAG, PMA und den Bryostatinen ermdoglichte.'”! Eine
wichtige Beobachtung war in diesem Zusammenhang, dass
die Bryostatine in nanomolarer Affinitdt an eine Reihe von
PKCs binden. Beispielsweise hat 147 eine Bindungskonstante
K; von 1.35nm (Abbildung 11). Eine computergestiitzte
Konformationsanalyse, die auf den Kristallstrukturen von
Bryostatin 1 (147), PMA (148) und DAG fuBte, fiihrte zur
Erkenntnis, dass einige Heteroatome in allen drei Verbin-
dungen an denselben Stellen zu liegen kommen (Abbil-
dung 12)."?1 Weitere Verfeinerungen des Modells fithrten

Bryostatin1 (147)

D lipophile Region

} pharmakophores Element

Abbildung 12. Vergleich der Strukturen von Bryostatin 1 (147), PMA
(148) und DAG. Wiedergabe aus Lit. [120].

zehn Jahre spiter zu der Hypothese,'™*?! dass die Struktur
der Bryostatine in zwei Bereiche unterteilt werden kann: eine
bindende Domine (C15-C27), die alle notigen Heteroatome
enthilt, und eine strukturgebende Doméne (C1-C14), die die
bindenden Domaine in einer aktiven Konformation fixiert.
Unter Beriicksichtigung dieser Theorie konnten Analoga
entwickelt werden (Bryologe), die an PKC binden, jedoch
anders als die Bryostatine selbst iiber relativ wenige Synthe-
sestufen in ausreichender Menge hergestellt werden konnen.

Dieses Konzept wurde durch die Synthese einer Reihe
von Verbindungen validiert, die Bindungsaffinitdten zu PKC
im unteren nanomolaren Bereich aufweisen.'”*!*! Diese
Analogaklasse ist durch stark vereinfachte A- und B-Ringe
gekennzeichnet. Die Synthesestrategie fiir diese Verbindun-
gen wird in der Folge beispielhaft fiir die Herstellung des
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Bryologs 156 dargelegt, des Bryologs der ersten Generation
mit der hochsten Aktivitit (Schema 20).[1%)

Die Bindungsdoméine von Bryostatin wurde in Form des
Aldehyds 154 in 19 Stufen synthetisiert. Der Aufbau dieses

"'0Bn

o)
1. CeCl;,NaBH,
2. MCPBA, MeOH

64%

149 150 151

OPMB
‘OBn
10 Stufen Mo o o
45 % Ausbeute Me
“OH H e T COH
(e] OH A
- 155 OTES
’ “OBn J—
154 1. CgH,ClLCOCI
2. DMAP
3. HF
4. Amberlyst-15
5. Pd(OH),
156, R=OH
” K =3.4nm
-
157, R=OAc 57%
K =>10 um

CH S0 coMe

Schema 20. Totalsynthese der ersten Generation der Bryologe 156 und
157 nach Wenders et al.

Aldehyds begann mit der Addition des Anions von 149 an
Aldehyd 150. Die 1:1-Mischung der beiden resultierenden
diastereomeren Hydroxyketone wurde cyclisiert und unter
sauren Bedingungen dehydratisiert, sodass 151 und dessen
C23-Epimer in jeweils 41 % Ausbeute erhalten wurden. Re-
duktion unter Luche-Bedingungen ermoéglichte eine nach-
folgende dirigierte Epoxidierung, wobei sich das Oxiran
in situ zum entsprechenden Methoxyhalbacetal 6ffnete. Der
entstandene sekundire Alkohol wurde darauthin als Benzo-
ylester geschiitzt, um Samarium(II)-iodid-induziert desoxy-
genieren zu konnen. Das resultierende Keton reagierte mit
Glyoxalsduremethylester zum Hydroxyester, der in zwei
weiteren Stufen dehydriert wurde. Eine Reihe scheinbar
einfacher Manipulationen fiihrte schlielich zu 154. Der se-
kundire Alkohol wurde im Anschluss mit der Carbonsédure
155 unter Yamaguchi-Bedingungen verestert.

Die Umsetzung dieser seco-Verbindung mit Amberlyst-15
bewirkte die gewiinschte Makrocyclisierung. Diese Reaktion
war ein Schliisselschritt in der Synthesestrategie, da sie eine
effiziente und unproblematische Makrocyclisierung fortge-
schrittener Intermediate ermoglichte. Dementsprechend
auffillig ist diese Stufe in den Synthesen einer Vielzahl von
Bryologen, die von der Gruppe um Wender hergestellt
wurden.

www.angewandte.de

9804

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

A. M. Szpilman und E. M. Carreira

Fine Spaltung des Benzylethers an der C26-Position
setzte den sekundédren Alkohol frei und lieferte das Bryolog
156, das eine beeindruckende Bindungsaffinitdt zu PKC auf-
wies. Die Bedeutung einer Wasserstoffbriicke zwischen der
C26-Hydroxygruppe und der PKC wurde durch selektive
Acylierung belegt. Das resultierende Bryolog 157 zeigte
keine nennenswerte Aktivitit. Beachtenswert ist, dass die
gegeniiber jener der Bryostatine vereinfachte Struktur der
Bryologe deren Synthese in weniger als 40 Gesamtstufen
moglich macht.

Sofern die sekunddre Hydroxygruppe an C26 der primé-
ren an C20 in Phorbol entspricht (Abbildung 12), sollte das
Entfernen der C27-Methylgruppe zu gesteigerter Aktivitat
fithren. Diese Vermutung wurde durch die Synthese des
Bryologs 164 bestitigt (Schema 21),3" das tatsichlich aktiver

1. TBSCI
2. Parikh-Doering-
OH oH Oxidation OH O OH
3.165 H
4. Swern-Oxidation o
Me" Me A Me” Me 1. TsOH
5. Keck-Allylierun 159 .
158 yiering 41% 2. MMPP
MeOH
dr. 4:1
OTBS 3. TPAP,
ggﬁ((::%'Me OMeH NMO
2 Me o 52%
2. CeCl;, NaBH, Me
3. C;HsCOH 1)
CDI, DMAP 160

67%

7 Stufen
26% Ausbeute T COH
163 OTBS

1.C4H3Cl,COCI
2. DMAP

3.HFpyr
1%

164
K =0.25nm

C7H15/&o

CO,Me

Schema 21. Totalsynthese des Bryologs 164 der zweiten Generation
nach Wenders et al.

war als 156 und Bryostatin 1 (147). Weiterhin wurde die
Syntheseroute verbessert. So wurden z. B. die Einfiihrung und
Dehydrierung des Glyoxalsduremethylesters durch Reaktion
mit 160 in Gegenwart von K,CO; in einem Schritt erméglicht.

Die leichte Verfiigbarkeit des Bryologs 164 ermoglichte
schlieBlich Studien zu seiner Bindungsaffinitéit fiir die PKC-
Isoenzyme. Es wurde beispielsweise gezeigt, dass Bryologe an
die Cystein-reiche Doméne der PKC-Isoenzyme binden und
die Translokation der PKCs begiinstigen.*"2) Weiterhin
wurde berichtet, dass die Bryologe die Signalweiterleitung
auf dem RasGRP1-Weg anregten.!'*

In der Gruppe um Wender liegt das Hauptaugenmerk in
der Syntheseplanung stets auf einer moglichst 6konomischen
Gesamtstufenzahl."® So wurden effizientere Synthesen der
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strukturgebenden und bindenden Domine entwickelt, um
den priaparativen Zugang zu gro3eren Mengen an Bryologen
und Analoga der zweiten Generation zu eroffnen.l* Aktu-
ellere Studien beschiftigen sich mit dem Einfluss des A-['%!
und B-Rings™** sowie der C20-'*" und C7-Seitenketten.!*!

Angeregt durch diese Arbeiten haben kiirzlich weitere
Gruppen begonnen, auf diesem Gebiet zu forschen.! Trost
et al. haben dabei unter Verwendung einer Metathese-Ma-
krocyclisierung das interessante, ringerweiterte Analogon 166
hergestellt.*! 166 zeigte starke Zytotoxizitit gegen NCI-
ADR-Krebszellen (Abbildung 13). Interessanterweise zeigte

166
I1C5, = 123 nMm (NCI-ADR-Zellen)

Abbildung 13. Bryolog 166, hergestellt von Trost et al.

das C16-C17-cis-Isomer, das ebenso in der Ringschlussmeta-
these erhalten wurde, nur ein Neuntel dieser Aktivitit.['*]
Nachfolgende Arbeiten von Trost et al. fithrten schlieBlich
zur Totalsynthese von Bryostatin 16.

Kiirzlich hat die Gruppe um Keck eine Strategie zur
Synthese vereinfachter, verwandter Strukturen des Bryosta-
tins entwickelt, die auf einer Prins-Makrocyclisierung
beruht.'*!! Uber die Anwendung dieser Strategie wurde vor
kurzem von Wender etal. und Keck etal. berichtet
(Schema 22, Abbildung 14).**1%! Bei Wender et al. wurde
dabei die Estergruppierung in 167 nach der Bunnel-Vorschrift
(CeCl,, 2 Aquiv. TMSCH,MgCl) in ein Allylsilan iiber-
fiihrt.'*?] Der weiteren Umsetzung zur Carbonsiure 168
folgte eine Veresterung mit dem Alkohol 162 unter Ya-
maguchi-Bedingungen. Die Makrocyclisierung unter Ring-
schluss des B-Rings gelang unter Verwendung der TMS-Tri-
flat-induzierten Oxo-Prins-Reaktion des Aldehyds mit dem
Allylsilan. Ausgehend von 170 wurden drei Bryologe herge-
stellt, die alle hohere Aktivitét als das Bryolog 164 aufwiesen
(mit einem K;-Wert von 3.1 nM im gleichen Test).

Diesem Bericht folgte unmittelbar eine Publikation der
Gruppe um Keck!"*! iiber die Herstellung der Bryologe 174—
176 (Abbildung 14). Die Strategie glich dabei jener in
Schema 22. Diese Bryologe binden alle an PKCs mit nano-
molaren Bindungsaffinititen. Es zeigte sich allerdings, dass
sie im Zelladhésionsassay und in ihren Auswirkungen auf die
Zellproliferation mehr PMA (148) als Bryostatin1 (147)
dhneln.

Wie Keck et al. kiirzlich zeigten, ist der A-Ring in 147 fiir
die unterschiedlichen zelluldren Einfliisse von 148 und 147
ausschlaggebend, obwohl er die Stirke der Bindung zu PKC
nicht beeinflusst.*! Dazu wurde das Bryolog 182 hergestellt,
das sich von 147 lediglich durch das Fehlen der C13-Carb-
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1. CeCly
TMSCH,MgCI

2. Li-Naphthalid

3. TPAP, NMO

—_——
4.NaOCl,, 57%

T™MS
EtO

O OR O OR O

Re 168: R=TES
167:R=TES coH
TBDOPSO  OBn TBDPSO

1. CgH,C1,COCI
o, 613013
n /°l 2. DVMAP, 162
™S 3. PPTS, H,0

OTBDPS, yat TMsOT
: ) @t TMSOT

93%

C7H15/g0

CO,Me

1. O3, Thicharnstoff, 88%
2. (MeO),POCH,C,Me
Xy 3. HF+pyr, 83% (2 Stufen)

171: X= CO,Me, Y=H, K,=2.5nm
172: X=H, Y= CO,Me, K. =0.9 nM K =163 nm
Schema 22. Totalsynthese der Bryologe 171-173 der dritten Generation
nach Wenders et al.

174: R= Ph,
175: R=C,H,; K =1.05 nm

K =0.7nm

176: R= XX K=07nm

Abbildung 14. Bryologe 174-176, hergestellt von Keck et al.

oxymethylgruppe unterscheidet (Schema 23). Die Synthese
begann mit den bekannten Verbindungen 177 und 178. Unter
Umkehrung der vorangegangenen Strategie wurden diese
beiden Fragmente zunichst in einer intermolekularen TMS-
Triflat-induzierten Oxo-Prins-Reaktion in 58 % Ausbeute
und mit ausgezeichneter Stereoselektivitit gekuppelt. Dieser
Verkniipfung schlossen sich weitere Manipulationen funk-
tioneller Gruppen an, um 180 zu erhalten. Dabei beruhte
diese Sequenz teilweise auf den Beobachtungen von Wender
et al., insbesondere bei der Einfiihrung des stereogenen
Zentrums an C20 (Schema 21) und der C21-Methylencarb-
oxymethylgruppe in einem Schritt (Schema 20). Die TBDPS-
Gruppe wurde entfernt und der fert-Butylthioester an C1 mit
Lithiumperoxid gespalten, bevor die Hydroxygruppe an C3
als TES-Ether geschiitzt wurde, sodass 181 erhalten wurde.
Daraufhin wurde die Hydroxygruppe an C25 mit DDQ ent-
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Me Me
MeQ OAc
|
c o 177
~"CcostBu
™S oTBDPS _ TMSOTf
OH ~78°C, 58%

1. HF *pyr, 96%
2. LiOH, H,0,
3. TESCI, DMAP

52% (2 Stufen)

2. C4H,Cl,COClI
62% (2 Stufen)

3. LiBF,, 83%

CH¢ S0 coMe

182K, = 0.52 nm

Schema 23. Synthese von Decarboxymethylbryostatin 1 (182) nach
Keck et al.

schiitzt und die entscheidende Makrocyclisierung mithilfe des
Yamaguchi-Reagens eingeleitet, um das Molekiil anschlie-
Bend unter Verwendung von Lithiumtetrafluoroborat voll-
standig zu entschiitzen. Im U938-Zelladhisionsassay und in
Proliferationstests zeigte das Bryolog 182 ein dhnliches Profil
wie 147. Weiterfithrende Untersuchungen ergaben, dass der
Antagonismus von einem oder beiden C9-Halbacetale und
den geminalen C8-Dimethylgruppen des A-Rings ab-
hangt.+]

Die Forschungsarbeiten der letzten 20 Jahre zur Ent-
wicklung préparativ zuginglicher Bryologe mit iiberlegenen
PKC-Bindungseigenschaften illustrieren die Vorgehensweise
der chemischen Biologie beim Design und der Erkundung
von Molekiileigenschaften. Die Entwicklung mannigfaltiger
Synthesestrategien fiir Bryologe, wie in den Schemata 20-23
gezeigt, verdeutlicht den Fortschritt in den Synthesestrategien
und im mechanistischen Verstdndnis der Bryostatin/PKC-
Bindung iiber das letzte Jahrzehnt.

9. Vancomycin

Vancomycin (183) gehort zur Familie der Glycopeptid-
antibiotika und wurde 1952 von Kornfield bei Eli Lilly in
einer Bodenprobe aus Borneo entdeckt!**!#"l und 1958 wegen
seiner ausgeprégten antibakteriellen Eigenschaften fiir die
klinische Anwendung zugelassen. Wegen des Auftretens einer
Reihe von Nebenwirkungen wird es jedoch nur bei der Be-
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kdampfung Penicillin-resistenter Bakterien, vor allem Sta-
phylococcus aureus, eingesetzt.

Wegen der beschrankten Analysenmethoden war die
komplexe Struktur des Vancomycins bei seiner Zulassung
noch unbekannt. Der erste Schritt zur Strukturaufkldrung
wurde erst mit dem Losen der Kristallstruktur von CDP-I,
einem Abbauprodukt von Vancomycin, ! getan.!”) Weitere
Korrekturen durch NOE-NMR-spektroskopische Untersu-
chungen™ ™! und akribische Analyse der Aminosiurese-
quenz!™ lieferten schlieBlich die richtige Struktur. Endgiil-
tige Gewissheit wurde erst 1996 durch Rontgenkristallogra-
phie erlangt.l'*

Perkin et al. zeigten, dass Vancomycin (183) mit hoher
Affinitédt an die endstdndige D-Alanyl-D-Alanin-Dipeptidse-
quenz des Peptidoglycans bindet (Abbildung 15).%% Diese

OH

OH
o OH oM
fo} 0
T OR O’XK,'\EL
O NH NH O 0
0={ Me i __ONH
Me o“Me OX ME/TJ\
Me 07 "Me
L—.'-“\Ia
D-Glu L-Ala
LLys D-Ala D-Glu
p-Ala~(Gly)s—L-Lys ;;SIF:
D-Glu i Vernet
L,A|a D-.i\la <— Vemetzung
Me
. og OH
0 0 0
(o) 0.,
NH
NH
0=
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Abbildung 15. Struktur des Peptidoglycanpolymers von S. aureus. Der
Ort der Vernetzung ist durch ein Rechteck markiert.

Einblicke wurden allein durch Zugabe verschiedener Pep-
tidsequenzen zu einer Vancomycin-getrinkten Bakterien-
suspension erhalten. Die antibakterielle Wirkung von 183
wurde durch Zugabe von 184 komplett gehemmt.>! Die
Vermutung, dass 183 die p-Ala-p-Ala-Sequenz iiber Wasser-
stoffbriicken bindet,!"* wurde durch NMR-spektroskopische
Studien bestitigt (Abbildung 16).1*! Die Chloratome in 183
sind zusitzlich fiir die konformative Fixierung wichtig.['*

Die Vernetzung des Peptidoglycans ist essenziell fiir den
Aufbau der Zellwand (Abbildung 15). Man geht davon aus,
dass Vancomycin dies durch Bindung der p-Ala-p-Ala-Se-
quenz verhindert.*) Wegen der eingeschrinkten Nutzung
und der inhdrenten Eigenschaften von Vancomycin (183) kam
es nur langsam zur Entwicklung von Resistenzen, und erst
neuerdings wurde vermehrt davon berichtet. In Erwartung
der Ausbreitung von resistenten Bakterienstimmen haben
Walsh und Mitarbeiter begonnen, den Ursprung der Resis-
tenzentwicklung zu untersuchen, und konnten dabei zeigen,
dass die betreffenden Bakterienstimme Peptidoglycanstrin-
ge synthetisieren, in denen das endstdndige D-Alanin, wie in
186, gegen D-Lactat ausgetauscht ist.!>”

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass der Ami-
nozucker zwar nicht essenziell fiir die antibakteriellen Fi-
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VVancomycin (183)

o.Cl

A

184 X=NH 4.4 x 10°

185: X=CH, 3.3 x 10*

186: X=0 4.3 x 10?

Abbildung 16. Struktur von Vancomycin (183) und Modell fur die Bin-
dung der Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Ala-Sequenz (184) mit dem Methylenanalo-
gon 185 und dem Ac,-L-Lys-D-Ala-D-Lac-Analogon 186. Die gestrichel-
ten Linien kennzeichnen intermolekulare H-Briicken. Der Pfeil zeigt
eine Abstoung im Fall von 186 an.

genschaften von Vancomycin ist, aber wichtig, um die aktive
Konformation zu stabilisieren und die Homodimerisierung zu
unterstiitzen.!'’8 Glycopeptidantibiotika, die homodimerisie-
ren, haben eine gesteigerte Aktivitdt gegen Vancomycin-re-
sistente Bakterienstimme. Deshalb wurde eine Reihe kova-
lent verkniipfter Vancomycindimere hergestellt und auf ihre
gesteigerte antibakterielle Effektivitit gepriift.’™™! Es wird
vermutet, dass es mit dimerem Vancomycin méglich ist, Re-
sistenzen durch kooperative Effekte zu tiberwinden (siche
unten).['%]

Die faszinierenden Eigenschaften und die enorme Her-
ausforderung einer Synthese von Vancomycin haben zur
Entwicklung einiger Synthesen des Aglycons!'®!%2 sowie
einer einzigen Totalsynthese gefiihrt.'"”! Boger et al. haben
aullerdem iiber die Synthese der Aglycone der verwandten
Naturstoffe Teicoplanin und Ristocetin berichtet.['®]

In Anlehnung an frithere Arbeiten von Perkins haben
Boger et al. die Tripeptide 184-186 hergestellt und ihre Af-
finitdt fiir Vancomycin (183) getestet.'! Lactat 186 bindet
drei GroBenordnungen schlechter an 183 als das Dp-Ala-
Peptid 184. Durch Untersuchung der Wechselwirkung des
Methylenanalogons 185 mit Vancomycin versuchten die For-
scher den Affinitdtsverlust von der anziehenden HN-Carbo-
nyl-Wasserstoffbriicken-Wechselwirkung in 184 hin zur ab-
stolenden Wechselwirkung zwischen den freien Elektronen-
paaren der Carbonyl- und Esterfunktion in 186 zu quantifi-
zieren (Abbildung 16). Es zeigte sich, dass hauptsichlich die
AbstoBung der Elektronenpaare ausschlaggebend fiir den
Aktivitadtsverlust ist.

Auf Grundlage dieser Untersuchungen und der Erfah-
rungen, die Boger et al. bei der Herstellung von Vancomycin
gemacht hatten, synthetisierten Boger und Crowley das [W-
[CH,NH]Tpg']-Vancomycin-Aglycon 197 (siche Schemata 24
und 25).%! Dieses Analogon wurde so entworfen, dass eine
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Abstoflung zwischen den Vancomycin-Carbonylgruppen und
dem endstdndigen Lactatrest vermieden wird. Man hoffte,
dass der Austausch der Carbonylgruppe im vierten Vanco-
mycinrest gegen eine Methylengruppe dazu fithren wiirde,
dass die Aktivitdt gegen resistente Bakterien wieder vor-
handen sein und die Aktivitit gegen herkommliche Bakterien
unverédndert bleiben wiirde. Ein semisynthetischer Zugang zu
197 war im Ubrigen nicht moglich.[!%!

Eines der groten Probleme bei der Synthese von Van-
comycin ist der Aufbau der makrocyclischen AB-, DE- und
CD-Biarylsysteme. Die zunichst erhaltenen Mischungen der
Atropisomere machen es meistens unabdingbar, das Gemisch
zu trennen oder die Isomere zu dquilibrieren. Die Gruppe um
Boger hatte dabei einen Zugang gewihlt, der darauf beruhte,
alles Material durch thermische Aquilibrierung der Isomere
in das gewiinschte Produkt zu tiberfithren. Dementsprechend
war die Festlegung der Reihenfolge der Bildung der Makro-
cyclen eine Schliisselaufgabe bei der Planung der Vanco-
mycinsynthese. Im Speziellen war es notig, zunéchst das
Biaryl aufzubauen, das die hochste Aktivierungsenergie
bei der Aquilibrierung aufwies. Rechnungen und Modell-
studien hatten die folgenden Energiewerte ergeben: E,(DE-
Ringsystem) = 18.7 kcalmol ™' < E,(AB-Biarylvorstufe) =25.1
kcalmol ™ < E,(CD-Ringsystem) = 30.4 kcal mol ."*!¢"l Fijr
die Synthese von 197 wurde daher eine dhnliche Strategie
angestrebt.[1*°]

Die Synthese begann mit der Herstellung von 187, einem
Intermediat, das dhnlich zu dem in der Vancomycinsynthese
war, bei dem jedoch die Amidgruppe im vierten Rest durch
ein geschiitztes Amin ersetzt worden war.'*! Eine aromati-
sche Substitution lieferte das CD-Biaryl, wobei das ge-
wiinschte Atropisomer 188 als Hauptprodukt im Verhiltnis
von 2.5-3:1 anfiel. Nachfolgende Reduktion und Sandmeyer-
Chlorierung generierten 189. Es war nicht moglich, die CD-
Atropisomere von 188 und 189 zu &quilibrieren, was an-
scheinend auf den sterischen Anspruch des Methylcarbamats
zuriickzufiihren ist. Das AB-Biaryl wurde durch Palladium-
katalysierte Kupplung von 189 mit 190, einem Intermediat
aus der Synthese des Vancomycinaglycons, im 1:1.3-Gemisch
erhalten. Hier gelang eine Aquilibrierung, was die weitere
Verwendung des gesamten Materials erméglichte. Die letzten
Stufen zu 192, unter anderem das SchlieBen des Makrolac-
tams, verliefen reibungslos (Schema 24).

Die Kupplung von 194 mit 195, einem weiteren Interme-
diat aus der Vancomycinsynthese, stellte alle Atome zu Ver-
fiigung, die das Geriist des Vancomycinaglycons aufbauen.
Die Herstellung des DE-Ethers lieferte das gewiinschte P-
Atropisomer in ausgezeichneter Ausbeute (86%) und Se-
lektivitdt (7:1). Substitution der Nitrogruppe durch ein
Chlorid, Anpassung der Oxidationsstufen und umfassende
Entschiitzung stellten die letzten Stufen auf dem Weg zum
[W[CH,NH]Tpg"]-Vancomycinaglycon 197 dar. Diese Um-
setzungen gelangen allesamt in guten Ausbeuten
(Schema 25).

Die Bindungsaffinitit des [W[CH,NH]Tpg*]-Vancomy-
cinaglycons wurde daraufhin mit der des Vancomycinagly-
cons und der des Vancomycins selbst verglichen. Dabei
wurden die Verbindungen auf ihre Bindungseigenschaften
gegeniiber Bis-acetyl-L-Lys-D-Ala-pD-Ala (184) und Bis-
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Schema 24. Aufbau des ABCD-Systems. R=COOMe

acetyl-L-Lys-D-Ala-p-Lac (186) getestet. Beachtlicherweise
ist die Bindung von 184 durch 194 nur um eine GroBenord-
nung schwicher als die von Vancomycin (183) oder dessen
Aglycon. Dieser Unterschied spiegelt wahrscheinlich den
Verlust der stabilisierenden Wasserstoffbriicke zwischen na-
tivem 183 und der NH-Gruppe des terminalen Alanins von
184 wider. Noch eindriicklicher ist die Stdarke der Bindung
von 197 zu 186, die mehr als zwei Gro3enordnungen grofer
ist als die der Vancomycinleitstruktur zu 186.

Das [W[CH,NH]Tpg*]-Vancomycinaglycon 197 war in der
Lage, das Wachstum Vancomycin-resistenter (Van A) Ente-
rococci faecalis mit einem MIC-Wert von 31 pgmL ™ zu
hemmen. Dagegen wirkten sich Vancomycin (183) und sein
Aglycon nur in Konzentrationen von mgmL~' auf das
Wachstum der Bakterien aus.

Diese Untersuchungen bestitigten eindriicklich die gén-
gige Vorstellung in Bezug auf die Vancomycin-Peptidoglycan-
Bindung und zeigten, dass addquate Modifikationen der
Vancomycinstruktur zur Uberwiltigung resistenter Bakteri-
enstimme beitragen konnen. Zwar verhindert die Komple-
xitdt von Vancomycin einen Zugang zu gréfleren Mengen an
Analoga, jedoch ist es denkbar, dass Analoga wie 197 durch
genetische Veridnderungen der Vancomycin produzierenden
Organismen erschlossen werden konnen. Da der Umgang mit
dem Schreckgespenst der ,,Vancomycinresistenz* zum klini-
schen Alltag wird, bleibt die Entwicklung neuer Antibiotika
ein wesentliches Forschungsziel. Diese Aufgabe kann mit
semisynthetischen Vancomycinderivaten und strukturver-
wandten Glycopeptidnaturstoffen angegangen werden. Orit-
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Schema 25. Fertigstellung der Synthese von 197; R=COOMe.

avancin,['"®! Telavancin™® und Dalbavancin!” sind nur eine
Auswahl der Substanzen, die derzeit in klinischen Studien
eingesetzt werden oder bereits als Medikament zugelassen
wurden. Alle diese Verbindungen zeigen die Tendenz zur
Dimerisierung und sind in der Lage, sich mithilfe von lipo-
philen (aliphatischen oder Biphenyl-)Substituenten am
Aminozucker in der Zellmembran zu verankern. Allerdings
konnten diese Wirkstoffe ebenso einen anderen Wirkme-
chanismus aufweisen.'’!! Dieser beruht darauf, dass der
Aminozucker als Pharmakophor die Transglycosylase
hemmt, ein Enzym, das die Biosynthese des Peptidoglycans
regelt.[m] Es wurde bereits spekuliert, dass die Homodime-
risierung und die Membranverankerung alleine nicht fiir die
Aktivitdit gegen Vancomycin-resistente Bakterienstimme
verantwortlich sein konnen.['”

10. Butylcycloheptylprodigiosin

Die Prodigiosinalkaloide sind eine grofle Gruppe natiir-
lich vorkommender Alkaloide mit drei verkniipften Pyrrol-
einheiten im Grundgeriist. Sie zeigen eine ausgepragte bio-
logische Aktivitit, z. B. starke immunsuppresive Wirkung in
geringen Konzentrationen und Aktivitit gegen Krebs in ho-
heren Konzentrationen."’¥ Im Zusammenspiel mit anderen
immunsuppressiven Substanzen wie FK506, Rapamycin und
Cyclosporin zeigen sich synergistische Effekte. Wie man beim
Anblick des Kohlenstoffgeriists mit seinen verkniipften Pyr-
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roleinheiten vermuten kann, sind die Prodigiosine ausge-
zeichnete Liganden fiir Metallionen wie Kupfer(I). Die
Aktivitdt der Prodigiosine gegen Krebs konnte dadurch er-
klart werden, dass sie durch Kupfer(IT) oxidiert werden und
das entstehende Radikalkation zur DNA-Spaltung fiihrt.
Diese Schiadigung konnte dhnlich derjenigen ablaufen, die in
Schema 1 dargestellt ist. Kupfer(Il) liegt im Zellkern von
Krebszellen in hoheren Konzentrationen vor als in dem ge-
sunder Zellen. Allerdings konnten sich auch andere Eigen-
schaften auswirken, z.B. die Féhigkeit, als Protonentrans-
porter durch Membranen zu wirken.!"
Butylcycloheptylprodigiosin (199; Abbildung 17) fand bis
vor kurzem hauptsichlich Beachtung wegen kontroverser
Angaben zu seiner Existenz. So wurde 199 aus zwei ver-

Butylcycloheptyl-
prodigiosin (199)

Abbildung 17. Strukturen von natiirlich vorkommendem Streptorubin
(198) und Butylcycloheptylprodigiosin (199) sowie ihren kinstlichen
Analoga 200-203.

schiedenen Streptomycetenstdmmen isoliert, und die Struk-
tur wurde von Gerber und Stahly!” sowie Floss et al.l'’!
bestimmt. Weyland et al. behaupteten allerdings, dass es sich
dabei eigentlich um Streptorubin (198) handele,'”” eine
Vermutung, die darauf beruhte, dass Prodigione aus anderen
Streptomyceten isoliert wurden. Der Disput konnte erst bei-
gelegt werden, als Fiirstner et al. 199 hergestellt hatten."”™
Durch eine umgelenkte Totalsynthese wurde dabei auch eine
Reihe von Analoga, 200-203, zuginglich gemacht.['™)

Der Entwurf der Synthese beruhte auf der Bereitstellung
des vielseitig verwendbaren Intermediats 211 (Schema 26).
211 konnte zum einen in den Naturstoff 199 umgesetzt
werden, zum anderen konnten die Analoga 200-203 durch
Suzuki-Kupplung mit den entsprechenden Arylboronsiduren
erhalten werden. Die Synthese begann mit der bekannten
Verbindung 204, die ihrerseits durch eine klassische Sequenz
aus Ringerweiterung, Bromierung und Eliminierung im
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Schema 26. Synthese des Schlisselintermediats 211.

Gramm-Ma@stab aus Cyclooctanon hergestellt werden
konnte. Eine selektive 1,2-Reduktion mit DIBAL fiihrte zum
entsprechenden Allylalkohol, der anschlieBend acyliert
wurde. Daraufhin wurde eine Tsuji-Trost-Allylierung mit
Methylacetoacetat durchgefiihrt. Erhitzen des Ketoesters in
DMSO auf 180°C fiihrte zur Decarboxylierung und lieferte
Methylketon 205 in ausgezeichneten Ausbeuten. Dieses
Keton wurde zunichst ins Oxim iiberfiihrt und nachfolgend
mit Pentafluorbenzoylchlorid acyliert, um eine Narasaka-
Heck-Cyclisierung  durchfithren zu koénnen.™  Dieser
Schliisselschritt erfolgte mit substochiometrischen Mengen an
Palladium(II)-acetat und Tris-o-tolylphosphin, und man er-
hielt Bicyclus 207 in 54 % Ausbeute.[”17]

Als néchstes wurde der Pyrrolidinring durch basenindu-
zierte Isomerisierung der Doppelbindungen in ein Pyrrol
umgesetzt. Dabei wurde nur ein Produkt erhalten, was auf
eine erhebliche thermodynamische Bevorzugung dieser Ver-
bindung schliefen ldsst. Dieses Intermediat war instabil und
wurde deshalb direkt geschiitzt; die Doppelbindung wurde
durch eine Sequenz aus Hydroborierung und Oxidation ins
Keton 208 umgesetzt. Dieses wurde anschlieBend olefiniert,
um die C4-Seitenkette einzufiihren. Die nachfolgende Hy-
drierung erfolgte ausschliefSlich von der exocyclischen Seite
und lieferte diastereoselektiv das Kernfragment in 67 %
Ausbeute tiber zwei Stufen. Eine Oxidation mit CAN gene-
rierte Aldehyd 209, der mit Lactam 210 kondensiert wurde.
Die abschlieBende Umsetzung des Lactams mit Trifluorme-
thylsulfonsdureanhydrid lieferte, nach Umlagerung der
Doppelbindungen im Chromophor, das Triflat 211. Dieses
wurde nun in guten Ausbeuten iiber eine Suzuki-Kupplung in
den racemischen Naturstoff 199 umgesetzt. Detaillierte
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NMR-spektroskopische Studien zeigten schlielich, dass 199
identisch mit einer Probe des Materials von Floss et al. war,
das sich definitiv von Streptorubin (198) unterschied.l”*! Nach
der Entwicklung dieser effektiven Route zu Butyl-
cycloheptylprodigiosin synthetisierte die Gruppe um Fiirstner
nun die Analoga 200-203.7" Studien zur Kupfer(II)-abhin-
gigen Spaltung der DNA zeigten, dass die endstédndige Pyr-
roleinheit unverzichtbar fiir die Aktivitit ist. Wiahrend 199 in
Gegenwart von Kupfer(Il)-acetat in erheblichem MaBe zum
Einzelstrangbruch im DNA-Plasmid von Bacteriophagen
fiihrte, zeigten die isoelektronischen Nichtpyrrolanaloga 200—
203 unter identischen Bedingungen keine nennenswerte Ak-
tivitat.'7%17)

Die Geschichte der Prodigiosine verdeutlicht einmal
mehr das Potenzial der chemischen Synthese zur eindeutigen
Strukturaufkldrung von Naturstoffen — besonders in Streit-
fallen. Weiterhin wurde mit diesen Arbeiten gezeigt, wie eine
systematische ~ Variation der Struktur von Butyl-
cycloheptylprodigiosin (199) zum Verstindnis des molekula-
ren Wirkmechanismus dieses starken Zellgifts beitragen
kann.

11. Largazol

Die Entdeckung des selektiv zytotoxischen Largazols
(213)18U durch Luesch et al. filhrte zu reger Aktivitit der
Synthesechemiker in der ersten Hélfte des Jahres 2008 (Ab-
bildung 18), sodass innerhalb weniger Monate einige Total-

Largazol (213)
ICs, (HDAC1) = 25nm
IC, (HDACS) = >5700 nm

H fe) (o] o
N\H/\/\/\)LWOH Ny H'OH
o} H Me. Me Me

N
Vorinostat (215) l\l/le Trichostatin A (216)
ICso (HDAC1) =4.9 nm
ICsp (HDACB) = 18 nm

Abbildung 18. Strukturen von Largazol, den strukturell verwandten Ver-
bindungen FK228 und den klassischen HDAC-Inhibitoren Vorinostat
und Trichostatin.

synthesen erarbeitet wurden.'®'%! Dieser Aufruhr wurde
dadurch ausgelost, dass Largazol das Wachstum von Krebs-
zellen erheblich besser hemmt als das von gesunden Zellen
(etwa eine GroBenordnung).'®!! Im Zuge ihrer Synthesear-
beiten machte die Gruppe um Luesch die Histon-Desacety-
lase (HDAC) als biologisches Zielprotein von Largazol
aus.!®

Die Histon-Desacetylase (HDAC) gehort zur Familie der
Zink enthaltenden Enzyme, die unter anderem die Desacy-
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lierung von Chromatin bewirken. Der umgekehrte Prozess
wird von Histon-Acylasen (HATSs) katalysiert. In vivo sind
HDAC:s Teil eines multifunktionellen Proteinkomplexes, der
eine wichtige Rolle bei der Genregulierung und -expression
spielt. HDAC wird in den meisten Arten von Krebszellen
iiberexprimiert,'® und es wurde kiirzlich nachgewiesen, dass
die Hemmung von HDAC das Wachstum von Tumoren er-
heblich verlangsamt."*”! Vorinostat (215) z. B. wurde von der
FDA zur Behandlung einiger Arten von Lymphoma zuge-
lassen. Der Grund fiir die Verlangsamung des Wachstums
bleibt unklar, ist allerdings wahrscheinlich in Verédnderungen
der Epigenese zu suchen.['!

Bislang wurden 18 Isoenzyme von HDAC beschrieben,
was eine genaue Untersuchung der HDAC-Inhibierung
weiter erschwert. Die Isoenzyme werden in vier Unterkate-
gorien eingeteilt, die sich in ihrer Funktion und Lokalisierung
in der Zelle unterscheiden. Die Hemmung der Klasse-I-
HDACs (unter anderem HDAC1, HDAC2, HDAC3 und
HDACS) wird mit der oben beschriebenen Aktivitidt gegen
Krebszellen in Verbindung gebracht.® Auf der anderen
Seite scheint die Inhibierung der anderen drei Klassen der
HDACSs Nebenwirkungen wie Miidigkeit oder Thrombopenie
zu verursachen. Beides wird bei dem zugelassenen Medika-
ment Vorinostat (215) und dem Naturstoff Trichostatin A
(216) beobachtet.™

Luesch et al. konnten bereits zeigen, dass Largazol nicht
nur ein ausnehmend guter Inhibitor fiir HDAC ist, sondern
auch hochst selektiv auf Klasse-I-HDACs wirkt (Abbil-
dung 18)."¥? In einigen der zitierten Versffentlichungen wird
korrekterweise, unabhéngig und zeitgleich die Largazol-
Thioestereinheit als hydrolysierbar beschrieben, sodass die
eigentlich aktive Thiolform von Largazol insitu freigelegt
wird 182184

Die Synthese von Schreiber, Williams etal. gemif
Schema 27 steht stellvertretend fiir die meisten der publi-
zierten Synthesearbeiten. Eine wichtige Erkenntnis in dieser
und Lueschs Arbeit war die in Bezug auf die Gemeinsam-
keiten von FK228 (214),' einem bekannten HDAC-Inhi-
bitor, und Largazol (213; Abbildung 18). Insbesondere wurde
festgestellt, dass in beiden Verbindungen eine (5)-3-Hydroxy-
7-mercaptohept-4-ensidure-Einheit vorliegt, sodass wahr-
scheinlich ist, dass beide das gleiche Zielprotein haben und
nach identischem Mechanismus wirken. Die Synthese von
Williams et al. begann mit o-Methylcystein, das mit 218
kondensiert wurde, um das Thiazol-Dihydrothiazol 219 zu
erhalten (Schema 27). Das Produkt der Crimmins-Aldolre-
aktion 220 wurde anschlieBend in drei Stufen zu 221 umge-
setzt, das mithilfe von PyBOP mit 219 verkniipft wurde.
Danach wurden der Trimethylsilylethylester und die Boc-
Gruppe unter sauren Bedingungen entfernt, und das freie
Amin wurde mit der Carbonsiure gekuppelt. Nach Abspalten
der Tritylgruppe wurde das freie Thiol auf HDAC-Inhibie-
rung getestet, und es wurde gezeigt, dass diese Verbindung
eine hohere Aktivitit als Largazol aufweist, jedoch in Ge-
genwart von HDAC6 (Klasse II) weniger selektiv auf HDAC1
(Klasse I) wirkt. Ahnliche Befunde wurden auch von den
Gruppen um Luesch™ und Cramer!"™ erhalten. Ye et al.
entwickelten unabhingig eine Route zu Largazol (213) dhn-
lich zu derjenigen in Schema 27.0%!
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Schema 2. Die Synthese von Largazol (213) und dessen freiem Thiol
223 nach Schreiber und Williams.'®*!

Einige Synthesen (darunter jene von Luesch,®
Cramer,"®! Phillips™! und die spiteren Arbeiten von
Schreiber/Williams et al.*) beruhen auf dem Aufbau eines
Makrocyclus, der eine reaktive, endstédndige Methylengruppe
enthilt. Diese Methylengruppe sollte es ermdglichen, eine
Reihe unterschiedlicher Seitenketten anzuhidngen, um so
verschiedene Analoga in einer umgelenkten Totalsynthese
herstellen zu kénnen. Die Syntheseroute nach Cramer et al.
begann mit 224, das durch enzymatische Racematspaltung
enantiomerenrein zuginglich war (Schema 28). Daran wurde
mit DiPrC die Valinseitenkette angehidngt und die Fmoc-
Schutzgruppe mit Piperidin entfernt. Die Carbonsidure 219

Me

NH
OAc O Me)l 2
s AN 1.KCO; MeOH, 82% Ay o

OtBu
2. N-Fmoc- A
Valin, DiPrC
DMAP, 97% 225
3. Piperidin, 96%

224 OtBu

Me 219
1. HATU, DIPEA, 96%

2. TFA, Et,SiH, 88%

3. HATU, DIPEA, 77-89%

226

N MesN: & -NMes
H cl.,

[¢] Ru=
227 | 75% PR cl’
C/Hyg T ; NO,
Pri

213 227

Schema 28. Synthese von Largazol (213) nach Cramer et al.
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wurde daraufhin mit 225 verkniipft, die Boc-Gruppe entfernt
und die Makrocyclisierung mit HATU eingeleitet, sodass das
Schliisselintermediat 226 erhalten wurde. Die Largazolsei-
tenkette wurde im Anschluss durch Kreuzmetathese mit dem
Rutheniumkatalysator 227 angebracht. Ahnlich gingen auch
Phillips et al.** und Luesch et al.*®!! vor. Gosh und Kulkarni
nutzten eine Kreuzmetathese, die ebenfalls von 224 als
Startmaterial ausging; allerdings wurde die Seitenkette vor
dem Ringschluss angebracht.!'3 226 bildete anschlieBend den
Ausgangspunkt fiir die umgelenkte Totalsythese einer Reihe
von Analoga mit unterschiedlichen Seitenketten. Die Grup-
pen um Luesch, Phillips und Cramer zeigten jeweils, dass
ohne die essenzielle Thiolgruppe jegliche Selektivitit verlo-
ren geht.

Obwohl die C4-Thiolgruppe eindeutig zum Pharmako-
phor von Largazol (und FK228) gehort, scheint die Selekti-
vitdit gegen HDAC durch den Makrocyclus ausgelost zu
werden. Die Gruppen um Cramer"® und Luesch!™ stellten
eine Reihe von Analoga her, die in der Lénge der Briicke
zwischen dem Thiol und dem Alken variieren. Es stellte sich
heraus, dass zwei Methylengruppen, wie in Largazol (213),
tatsdchlich die optimale Lénge der Seitenkette ergeben
(Abbildung 19a fiir die Ergebnisse von Luesch et al.) und

a) SN ib)
M 0 g :
© Me - 3 © Me
" e, NH N‘%_\ :
N S
0”0 o j/ : o}
S NT s
) Ho
e ) 231: IC5, (HDAC1)=0.29 nm
228: n=1 Inactive . ICy (HDACE) = 29 nm
213 p=p Ceo (HDACT) = 7.6 nw : 213; IC4, (HDAC1) = 1.2 M
172104 (HDACE) = 1800 M ! ICso (HDACS) = 49 nm
229: =g Cso (HDACT) = 690 nm i ent-213: ICs (HDAC1) = 1200 nm
=3 |, (HDACB) = >10000 nM ICs, (HDACSE) = 2200 nm
230: rmg 'Cso (HDACT) = 1900 nw

ICs (HDACB) = >10000 n |

Abbildung 19. 1Cs,-Werte ausgesuchter Analoga von Largazol (213)
und dessen Enantiomer. a) Luesch et al.'** b) Williams, Schreiber
et al.™

jede Verdnderung in einer mafgeblichen Abnahme der
HDAC-Inhibierung resultiert. Luesch et al. beschrieben wei-
terhin, dass Valin durch Alanin ersetzt werden kann, ohne
dass Aktivitidt oder Selektivitit abnehmen. Schreiber, Willi-
ams et al. berichteten, dass der Ersatz des Sauerstoffatoms in
der (S)-3-Hydroxy-7-mercaptohept-4-ensdure durch eine
NH-Gruppe zu einer signifikanten Abnahme der Aktiviit
fiihrt (eine GroBenordnung).'”® Das freie Thiol indes ent-
faltet volle Wirkung. Weiterhin zeigten die Forscher, dass das
Methylcystein durch Cystein ersetzt werden kann, ohne dass
die Selektivitit abnimmt.'* Ein weiterer wichtiger Befund
war, dass der Austausch des Thiazolrings gegen einen Pyri-
dinring eine Verbindung liefert, die viermal aktiver als
Largazol ist und dabei die hohe Selektivitdt beibehilt (Ab-
bildung 19b).[1*4
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Largazol (213) ist eine wichtige Verbindung bei der Suche
nach neuen Tumortherapeutika. Largazol selbst ist wegen
seiner Hydrolyseanfilligkeit und der niedrigen Absorption
ein wohl eher schlechter Anwirter fiir einen neuen Wirkstoff,
allerdings wird derzeit einiges zur Losung dieser Probleme
getan. In der kurzen Zeit, die seit der Entdeckung von
Largazol vergangen ist, haben die grundlegenden Arbeiten
von Forschern aus der ganzen Welt dazu beigetragen aufzu-
klaren, welche strukturellen Gegebenheiten fiir die Aktivitét
von Bedeutung sind.

12. Amphotericin B
Amphotericin B (AmB, 232) ist ein Antimykotikum, das

erstmals vor 50 Jahren aus einem Steptomyces-nodosus-
Stamm aus Venezuela isoliert wurde.'”” Wegen der ausge-

R=H: Amphotericin B (232)
MIC (C. Albicans) = 0.1 um

R=Me: Amphotericin-B-methylester (233)
MIC (C. Albicans) = 0.1 um

pragten antimykotischen Wirkung wurde es ziigig fiir den
medizinischen Gebrauch zugelassen.'* Seit neuestem findet
es auBerdem Anwendung gegen Leishmaniose. Seit seiner
Entdeckung wurden mehr als 8000 Artikel zu einer Vielzahl
von chemischen, physikalischen und biologischen Eigen-
schaften von AmB verdffentlicht. Trotz dieser intensiven
Forschungsarbeiten bleiben Modelle zum Wirkmechanismus
umstritten.””) Die am weitesten verbreitete Vorstellung ist
die, dass sich vier bis zwolf AmB-Molekiile in der Zellmem-
bran des Pilzes anordnen, um einen Transmembranionenka-
nal zu bilden.”™ Der Ausstrom von Elektrolyt und der
gleichzeitige Verlust des Oxidationspotentials fiihren
schlieBlich zum Zelltod. Hier wird gewohnlich vom Barrel-
Stave-Modell (Fassmodell) gesprochen (Abbildung 20). Es
wurde gezeigt, dass die Bildung der Ionenkanéle leichter in
Membranen abliuft, die Ergosterol enthalten (d.h. Pilz-
Zellmembranen) als in Cholesterol enthaltenden Membranen
(Saugetier-Zellmembranen). Alternativ dazu gibt es eine
Theorie, die besagt, dass der Polyenteil des Molekiils an Re-
doxprozessen teilnimmt und so durch oxidativen Stress zum
Zelltod fiihrt.”"!

Es wurde bereits von einigen Ansidtzen berichtet, eine
Verbindung zwischen der Molekiilstruktur und der biologi-
schen Aktivitdt herzustellen. Die ersten Studien dazu bezo-
gen sich auf die Funktionalisierung der Strukturmerkmale,
die durch Semisynthese selektiv verdndert werden konnten,
z.B. das Halbacetal, die Carbonsiure oder das freie Amin. Da
Amid-Derivate allesamt inaktiv sind, scheint das Vorhan-
densein einer basischen Aminogruppe eine Voraussetzung fiir
die biologische Aktivitét zu sein. Kiirzlich zeigte die Gruppe
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Abbildung 20. Seitenansicht der beiden Modelle des lonenkanals:
a) monomere und b) dimere Anordnung mit Wasserstoffbriicken
zwischen den Einheiten.

um Carreira, dass zwei lineare Alkylamine an der Myco-
samineinheit Verbindungen liefern, die eine stiarkere anti-
mykotische Wirkung als 232 bei reduzierter In-vitro-Toxizit4t
aufweisen.”™ Die meisten Esterderivate behalten ihre Akti-
vitdt bei und zeigen verbesserte pharmokologische und toxi-
kologische Eigenschaften, wogegen sich die Veridnderung des
Halbacetals unterschiedlich auswirkt. Die Tatsache, dass
Ester ihre Aktivitit beibehalten, hat lange Zeit gegen eine
spezifische Rolle des Carboxylats gesprochen.

Rychnovsky et al. stellten durch Semisynthese 234 her, in
dem das Polyen durch eine Diin-Diaren-Einheit dhnlicher
Linge ersetzt wurde.”®! 234 zeigte keinerlei Aktivitit, was
auf die Wichtigkeit einer intakten Polyeneinheit schliefen
lasst. Das Polyen war in fritheren Arbeiten bereits hydriert
worden, was ebenso zum Verlust der biologischen Aktivitét
gefiihrt hatte.”™ Allerdings muss darauf hingewiesen werden,
dass Mycosaminmacrolide, die keine C28-C29-Doppelbin-
dung aufweisen (z.B. Nystatin), eine starke antimykotische
Wirkung haben.

Caffrey et al. identifizierten die AmB-Polyketid-Syntha-
sl yund konnten so durch gentechnische Methoden 7- und
15-Oxoamphotericin B, 8-Desoxyamphotericin B! und 41-
Descarboxy-41-methylamphotericin B (235) herstellen.[”!
Alle diese Verbindungen zeigten Aktivititen im Bereich
derjenigen der Ausgangsverbindung. Derivate ohne die My-
cosamineinheit waren unwirksam als Antimykotikum.

Weitere Beitrdge zum Verstdndnis des Mechanismus
wurden von Murata et al. geleistet. Inkubierte man den
Bakterienstamm, der AmB herstellt, mit C-markierter
Propionsiure, so wurde die '*C-Markierung an C38, C39, C40
und C41 eingefiihrt.”™ Einheitlich markiertes AmB wurde
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ebenso hergestellt. Weiterhin wurde semisynthetisch ein C28-
fluoriertes Analogon hergestellt.”™ Der Zugang zu diesen
Verbindungen ermdéglichte es, ihre Wechselwirkung mit syn-
thetischen Membranen mithilfe der Festkorper-NMR- und
CD-Spektroskopie zu untersuchen.”'”’ Dabei wurde beob-
achtet, dass die Ionenkanile von Ergosterolmolekiilen um-
geben sind und nicht ein Ergosterolmolkiil zwischen zwei
benachbarte AmB-Molekiile inseriert. Weitere Studien
haben sich mit der Untersuchung der Orientierung von AmB
(232) in Membranen befasst.!!]

Aktuelle Forschungen von Carreira et al. befassen sich
mit den Eigenschaften und der Verwendung von AmB-Kon-
jugaten.” Dabei wurden AmB-Calix[4]arene hergestellt, die
einen vorgefertigten Ionenkanal nachahmen sollen, und un-
tersucht (Schema 29). Die Verbindungen 236 und 237 zeigen

DIPEA

236: R=H, 7%

MIC (S. Cerevisae) = 0.10 um
237: R?=tBu, 17%

MIC (S. Cerevisae) = 0.25 um

Schema 29. Synthese der Calix[4]aren-AmB-Konjugate 236 und 237.

eine Antimykotikume Wirkung in der Gro3enordnung derer
von AmB (232). Mit K*-selektiven Elektroden wurde zu-
sdtzlich die Fahigkeit von 236 und 237 getestet, K*- Ausstrom
in groBen, unilamellaren Vesikeln hervorzurufen. Dabei
wurde erkannt, dass die Konjugate hoch effizient einen K*-
Ausstrom induzieren.”'

Es wurde postuliert, dass eine systematische Variation der
Struktur von AmB (232) in einer umgelenkten Totalsynthese
eine leistungsstarke Methode sein sollte, um den Wirkme-
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chanismus von AmB auf der molekularen Ebene zu unter-
suchen — frei von den Einschriankungen, denen die alternati-
ven Methoden unterliegen. Zugleich war natiirlich klar, dass
dies wegen der komplexen Struktur von AmB eine duBlerst
anspruchsvolle Aufgabe ist. Bis heute wurde nur von einer zu
Ende gefiihrten Totalsynthese von 232 berichtet.?2) Des-
wegen war die allgemeine Synthesestrategie so ausgelegt
worden, dass der schnelle Zugang zu mehreren Analoga
moglich war.¥! Die Beitriige der Gruppe um Carreira sind in
den Schemata 30-32 dargestellt.

Die Synthese der C33-C38-Kohlenstoffkette von AmB
wird in Schema 30 beschrieben.”’”! Eine Dihydroxylierung
des Diens 238 nach Sharpless lieferte Diol 239 mit ausge-

kat. K,[0sO,(OH),]
Ky[Fe(CN)gl, K,CO,
O  MeSO,NH,

kat. (DHQD)PHAL ~ SH o
Me™ Sy ToRt ———————, )>/\/U\OEt

e
HO Me 239

Me 238 68%, >99% ee
86% | 1.MsCl
Ph 2. NaH
00 o 1. [Pdy(dba)] e o
i HCO,H, Et,N
Me/\(\)LOEt < bH, Ely I 2N OEt
2. tBuOK Me
Me 241 2. BUOK 6% 240
1. PA(OH),/C, H,
72%l 2. TFA
3. LDA, Mel "
OH © ~o
Me Me > » Me
S ___ 5 TESO'
fl 242 243
Me™ 07 N0 Me” “OTIPS

Schema 30. Synthese des C33—C38-Fragments von 243.

zeichnetem Enantiomereniiberschuss. Dieses Diol wurde
anschlieSend ins Epoxid iiberfiihrt, das chemoselektiv unter
den Bedingungen einer Transferhydrierung geoffnet wurde.
Eine Tandemreaktion aus Acetalisierung und konjugierter
Addition mit Benzaldehyd generierte 241. Das Acetal wurde
durch Hydrierung entfernt und lactonisiert, bevor eine Me-
thylierung nach Fréater und Seebach das stereogene Zentrum
an C34 korrekt aufbaute. Das Lacton 242 wurde schlief3lich in
das geschiitzte C33—-C38-Fragment 243 tiberfiihrt.

In Schema 31 ist die Synthese des C1-C20-Fragments
skizziert. Dabei wurde nach einer kiirzlich entwickelten Me-
thode vorgegangen, die den schnellen und konvergenten
Aufbau des Fragments ermoglichte. Die Konfigurationen an
C5 und C11 wurden durch katalytische asymmetrische Al-
dolreaktionen eingestellt.”®! Weitere Umsetzungen lieferten
die Zwischenprodukte 246 und 248, die durch asymmetrische
Zinkacetylidaddition gekuppelt wurden, was den Propargyl-
alkohol 249 in ausgezeichneter Ausbeute und Stereoselekti-
vitiit lieferte.”"! Die intrinsische stereochemische Induktion
der Fragmente wiirde die Bildung des epimeren Alkohols
begiinstigen — die Leistungsfihigkeit dieser Methode lésst
sich dementsprechend auch daraus ermessen, dass das ge-
wiinschte Diastereomer entgegen der Substratinduktion er-
halten werden kann. Alkin 249 wurde nachfolgend in das
Oxim 250 umgewandelt, das ins Nitriloxid tiberfiihrt wurde,
das (wie von McGarvey et al. beschrieben) in einer Cy-
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Schema 31. Synthese der C1-C20-Untereinheit 253.

cloaddition mit Alken 251 reagierte. Diese Umsetzung lie-
ferte in hohen Ausbeuten und ausgezeichneter Diastereose-
lektivitdt das Isoxazolin 252, das abschlieBend zum C1-C20-
Fragment 253 umgesetzt wurde.

Fiir die Einfithrung des Mycosamins wurde eine entspre-
chend reaktive Mycosaminvorstufe (259) entwickelt. Deren
Synthese (Schema 32) beginnt mit D-Glucose und ermdglicht
in 17 Stufen die Herstellung von mehreren Gramm 259.1!1
Eines der Ziele der Synthesetrategie wurde so erreicht,
némlich die Synthese von allen drei Schliisselintermediaten
243, 253 und 259 im Gramm-Ma@stab. Somit waren die Vor-
aussetzungen fiir die Entwicklung und die Herstellung von
AmB-Analoga geschaffen, die Studien des Wirkmechanismus
ermoglichen wiirden.

Einer der Hauptstreitpunkte im Barrel-Stave-Modell
(Fassmodell) dreht sich um den Unterschied zwischen der
Linge von AmB (232) von ca. 21 A und dem Durchmesser
einer typischen fungalen Zellmembran von ca. 40 A. Dies
fiihrte dazu, dass der Aufbau des Ionenkanals so erklart
wurde, dass es entweder zur Kontraktion der Zellmembran
kommen muss (Abbildung 20a) oder der Ionenkanal von
zwei Untereinheiten in Schwanz-zu-Schwanz-Anordnung
aufgebaut wird (Abbildung 20b).%?! Es schien maoglich, dass
der Hydroxygruppe an C35 eine wichtige Rolle zukommt,
und es wurde die Hypothese entwickelt, dass diese Gruppe
den dimeren Aufbau der Ionenkanile durch Bildung von
Wasserstoffbriicken stabilisiert.
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Schema 32. Synthese des Mycosamindonors 259.

Das 35-Desoxyanalogon von AmB (232) wurde als Ziel-
verbindung ausgewéhlt, um die Modelle zur Ionenkanalbil-
dung zu iiberpriifen. Die Bildung der Wasserstoffbriicke, die
den postulierten dimeren Ionenkanal stabilisieren kann, ist
mit dieser Verbindung nicht moglich, und es wurde erwartet,
dass auf diese Weise wichtige Einblicke in den Aufbau der
Ionenkanile (Abbildung 20a,b) erhalten werden konnen.

Die dazu notwendige 35-Desoxy-Polyen-Polypropionat-
Einheit 265 wurde ausgehend von (S)-3-Hydroxybuttersiu-
reethylester (260) hergestellt.”'® Der Hydroxyester 260
wurde zunidchst in hoher Diastereoselektivitit und 92 %
Ausbeute nach Frater und Seebach alkyliert und anschlieSend
mit Lithiumaluminiumhydrid reduziert. Das entstandene
Diol wurde anschliefend unter Appel-Bedingungen selektiv
ins primére lodid tiberfithrt und der sekundédre Alkohol als
TES-Ether geschiitzt. SchlieBlich wurde das Iodid 261 bei der
Alkylierung des Lithiumenolats von 262 verwendet. Das
Protokoll von Myers lieferte 263 in 71 % Ausbeute und einem
Diastereomerenverhéltnis von 95:5. Das Myers-Auxiliar
wurde daraufhin reduktiv entfernt und das Produkt unter
Anneli-Bedingungen zum Aldehyd 264 oxidiert. Dieser
wurde durch zwei Kettenverldngerungen in das Aldehyd 265
tiberfithrt. Die Veresterung von 253 mit 265 gelang unter
Verwendung einer Eintopfmodifikation des Yamaguchi-Ver-
fahrens. Unter leicht basischen Bedingungen (K,CO;, 60°C)
wurde die Makrocylisierung eingeleitet, und durch chemo-
und stercoselektive Reduktion mit NaBH, erhielt man 35-
Desoxyamphoteronolid (266; Schema 33).

FEine letzte Hiirde musste noch genommen werden,
ndmlich die Finfiihrung der Mycosamineinheit. Obwohl
20 Jahre seit der ersten Synthese von AmB (232) vergangen
waren, blieb dieser Schritt anspruchsvoll wie eh und je. Die
bekannte Vorschrift beschreibt die Verwendung eines Tri-
chlorimidats, das eine Acetatgruppe enthilt, die eine B-Gly-
cosylierung durch Nachbargruppenbeteiligung sicherstellt. Es
war allerdings bekannt, das der Umsatz dieser Reaktion nur
maBig ist und der Orthoester in signifikanten Mengen anfillt.
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Schema 33. Abschluss der Synthese von 35-Desoxyamphotericin-B-me-
thylester 270.

Aufgrund der Annahme, dass der Orthoester wahrscheinlich
durch den Angriff des Aglycons an einem Acetoxoniumion
gebildet wird, wurde der Donor 259 entwickelt.”! Unter
Verwendung des leicht sauren Katalysators 267 konnte die
Glycosylierung optimiert und ein kompletter Umsatz erzielt
werden. Diese Methode erwies sich als allgemein geeignet fiir
die Glycosylierung sterisch gehinderter Alkohole.* Nach-
dem das Molekiilgeriist aufgebaut worden war, konnte die
Synthese von 35-Desoxyamphotericin-B-methylester (270)
ziigig fertiggestellt werden.?*!

Der direkte Vergleich der Antimykotikumen Eigen-
schaften von 270 mit Amphotericin-B-methylester (233)
zeigte ein 20-faches Abfallen der Aktivitit von 270.°%! Wei-
terhin induziert 270 im Vergleich zu 233 kaum noch K*-
Ausstrom (Abbildung 21). Zusammengenommen stiitzen
diese Befunde also das Modell des dimeren Ionenkanals
(Abbildung 20b), dessen Bildung fiir die Aktivitdt von AmB
von grofiter Bedeutung ist. Damit werden diese Befunde die
Entwicklung neuer AmB-éhnlicher Wirkstoffe beeinflussen.
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Abbildung 21. Potentiometrisch gemessener, durch 270 (—) und 233
(-----) hervorgerufener KCl-Ausstrom aus LUVs. Die Substanzen
wurden von auflen als DMSO-Lésung zugegeben, sodass sich eine
Konzentration von 1 um einstellte. Es wurden LUVs mit einen Durch-
messer von 100 nm und einer Zusammensetzung von 13 % Ergosterol
and 87% POPC verwendet.

13. Nonactin

Nonactin (271) ist ein Ionophorantibiotikum, das 1955 aus
Streptomyces griseus ETH A7796 isoliert wurde.””! Seine
antimikrobielle Aktivitdt verdankt Nonactin seiner Eigen-
schaft, Kationen durch die Zellwinde der Mitochondrien zu
schleusen,?® sodass der elektrochemische Gradient verin-
dert wird, der fiir biologische Prozesse wichtig ist. Die
Struktur von 271 wird verbliiffenderweise aus den zwei spie-
gelbildlichen Formen von Nonactinsdure (272) aufgebaut.
Dementsprechend muss der produzierende Organismus die
beiden Enantiomere (—)-Nonactinsdure (272) und (+)-No-
nactinsiure (ent-272) getrennt herstellen, um die Biosynthese
von Nonactin zu bewirken.?” Bislang wurden zwei Total-
synthesen von Nonactinsiure entwickelt.”*

Die Gruppe um Priestley présentierte kiirzlich eine in-
teressante Studie zu den Eigenschaften eines (—)-Nonactins
(279), das nur aus (—)-Nonactinsiure (272) aufgebaut ist.*’)
Auch das Enantiomer ent-279 wurde hergestellt, und zwar aus
(+)-Nonactinsdure (ent-272). 272 wurde direkt aus einer
Kultur von S. griseus AnonD isoliert, einem Mutanten der
Nonactin produzierenden Bakterien, der nicht in der Lage ist,
272 in Nonactin (271) umzusetzen. Diese Verbindung wurde
im Anschluss verestert und auf zwei Arten geschiitzt, sodass
beide Substrate fiir den Aufbau des Makrocyclus erhalten
wurden (Schema 34). Eine TBS-Schiitzung des Alkohols 273
und basische Hydrolyse des Esters lieferten 274. Benzylester
275 wurde erhalten, indem zuerst der Ester hydrolysiert und
nachfolgend das Carboxylat selektiv alkyliert wurde. 274 und
275 wurden in 64 % Ausbeute mit DCC verkniipft. Das Pro-
dukt wurde weiter in die beiden gegeniiberliegenden Hilften
des Makrocyclus umgesetzt. Eine Hydrierung des Benzyles-
ters generierte 277, und eine saure Entschiitzung der TBS-
Gruppe lieferte 278. Bei Umsetzung von 277 mit dem Yam-
aguchi-Reagens bildete sich zunédchst das gemischte Anhy-
drid, das in Gegenwart von 278 den erwarteten Ester bildete.
Die verbleibenden Schutzgruppen wurden in guten Ausbeu-
ten entfernt, und die Makrocyclisierung erfolgte unter Ver-
wendung des Yamaguchi-Reagens, sodass das optisch aktive
(—)-Nonactin (279) erhalten wurde.
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Schema 34. Struktur von Nonactin (271) und Synthese des (—)-Analo-
gons 279.

Das ent-279-Analogon wurde auf gleiche Weise ausge-
hend von ent-272 hergestellt. Diese Verbindung wurde direkt
aus Nonactin (271) gewonnen: Hydrolyse lieferte eine race-
mische Mischung von 272, die durch oxidative kinetische
Racematspaltung mit Gram-positiven Rhodococcus-Bakte-
rien getrennt wurde. Mit beiden Enantiomeren von 279 in
Hinden konnten Priestley et al. nun die Bindung von Alka-
limetallionen durch die chiralen Verbindungen einerseits und
durch Nonactin andererseits vergleichen.

Wie erwartet zeigte das natiirliche Nonactin (271) starke
bakterizide Wirkung mit MIC-Werten von 1-2 pM gegen
Gram-positive Bakterien wie Methicillin-resistente Sta-
phylococcus aureus. Dagegen waren die beiden synthetischen
Verbindungen 277 und ent-277 komplett inaktiv. Mikrokalo-
rimetrie lieferte die Bindungskonstanten von Nonactin (271)
und (—)-Nonactin (279) mit Kalium- und Natriumionen.
Nonactin hat dabei eine 900-fach hohere Bindungskonstante
zu Kalium als das aus (—)-Nonactin hergestellte 279. In Mo-
dellstudien wurde schlieBlich gezeigt, dass die verminderten
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Bindungseigenschaften zu Kalium durch sterische Wechsel-
wirkungen zwischen gegeniiberliegenden homochiralen
Ringhilften in 279 hervorgerufen werden. Diese Storungen,
die im Naturstoff nicht auftreten, zwingen den Liganden in
eine Konformation, die weniger zur Bindung von Metallionen
geeignet ist (Abbildung 22).

Nonactin (271) (+)-Nonactin (ent-279)

Abbildung 22. Modell fiir die Kaliumbindung durch Nonactin (271)
und (4)-Nonactin (ent-279). Sterische Wechselwirkungen verhindern,
dass ent-279 eine dhnliche Konformation wie 271 einnimmt. Abgein-
dert aus Lit. [229].

Diese Arbeiten demonstrieren die Effizienz der Kombi-
nation genetisch verdnderter Bakterienstimme, physikali-
scher und biophysikalischer Analysenmethoden sowie Mo-
dellstudien und chemischer Synthese. Die Arbeiten von
Priestley etal. geben einen Einblick in den molekularen
Wirkmechanismus von Nonactin (271) und Richtlinien fiir die
Entwicklung von Ionophoren.

14. Zusammenfassung

Wir haben in diesem Aufsatz eine Auswahl an Fallbei-
spielen présentiert, die zeigen, wie die Naturstoffsynthese
Losungsvorschlédge fiir wichtige biologische Fragestellungen
bietet. Das Spektrum der Molekiilpartner, die Schliissel-
funktionen in den Wirkmechanismen einnehmen, ist breit
gefachert und umfasst unter anderem die DNA, Proteine und
Lipide. Zusétzlich zeigen die besprochenen Molekiile eine
grofle strukturelle Bandbreite: Polyketide, Sesquiterpene,
Depsipeptide, isoliert aus terrestrischen oder marinen Quel-
len. Dieser strukturelle Reichtum lehrt vor allem eines: dass
die Synthesechemie einen erheblichen Beitrag zur Aufkli-
rung von biologischen Wirkmechanismen von Naturstoffen
leisten kann. Dank der Moglichkeit, nach personlichem
Gutdiinken sdmtliche funktionellen Gruppen eines Molekiils
beliebig verdndern zu konnen, bietet die Synthesechemie,
obwohl arbeitsintensiv und teils aufwéndig, eine wertvolle
Alternative zu semisynthetischen oder gentechnischen Me-
thoden. Dieser Prozess der systematischen Strukturvariation
(,,molecular editing”) erdffnet so den Zugang zu mafBge-
schneiderten Verbindungen, die Forschern auf anderen
Wegen verborgen geblieben wiren. Uberdies sind nichtna-
tiirliche Analoga von Naturstoffen anspruchsvolle Synthese-
ziele, die innovative Losungen fiir Syntheseprobleme fordern.
Teils sind die Anspriiche an die Synthesechemie dabei gar
hoher als jene, die von Sekundirmetaboliten (d.h. Natur-
stoffen) gestellt werden.” Naturstoffe waren stets veritable
Zielverbindungen, die Chemiker vor gro3e Herausforderun-
gen gestellt haben. Der traditionelle Bereich der Naturstoff-
synthese umfasste hauptsichlich das Gebiet der Strukturen,
die biosynthetisch produziert werden. Corey sagte einst: ,,die
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schonungslose Analyse eines komplexen Syntheseproblems ...
bringt hervorragenden Ertrag ... Die molekulare Komplexitit
kann dabei die Grenzen der Synthesechemie aufzeigen, da sie
hdufig zu Fehlschligen fiihrt, die Liicken in existierenden
Methoden aufdecken.“'*" Diese Aussage stellte sich wieder-
holt und in verschiedenen Szenarien als richtig heraus. Zum
Beispiel betonte Eschenmoser: ,,Das Forschungsgebiet der
Naturstoffsynthese liefert und verlangt nach Wissen in aufler-
gewohnlicher Breite. Daher passt es besonders, dass es der
Protagonist der modernen Naturstoffsynthese war, der letztlich
den Durchbruch fiir die Verwendung von quantenmechani-
schen Ansichten von Struktur und Reaktivitit in der organi-
schen Chemie bewirkte. Dieser Fortschritt entspricht der Ent-
wicklung der klassischen Strukturtheorie, des tetraedrischen
Kohlenstoffmodells, der Oktettregel und der Konformations-
analyse.“/*" Naturstoffe werden deswegen auch weiterhin das
Feld der chemischen Synthese vorantreiben.

In diesem Aufsatz wurde die Forschung hervorgehoben, in
der die Synthese eine wichtige Rolle bei der Suche nach
Antworten auf Fragen zu molekularen Wirkmechanismen
gespielt hat. Obwohl diese Arbeiten Parallelen zu Struktur-
Aktivitdts-Studien aufweisen — sogar gewissermafien ein Teil
davon sind —, setzen sich sich doch davon ab, indem ihr Ziel
die Aufkldarung des Wirkmechanismus und nicht die Entde-
ckung neuer Therapeutika ist. Der Terminus ,,umgelenkte
Totalsynthese beschreibt die Essenz dieser Forschung,
indem er sich auf die traditionelle Rolle von Naturstoffen
bezieht, die diese fiir Synthesechemiker gespielt haben.
Obwohl das Adjektiv ,,umgelenkt® vielleicht nahelegt, dass es
sich hier um ein Unterfangen handelt, das vom eigentlichen
Geschehen entriickt ist oder ein zweitrangiges Ziel verfolgt,
zeigen die Beispiele in diesem Aufsatz doch, dass dies mit-
nichten der Fall ist. Bei genauerem Hinsehen und nach Stu-
dium der Arbeiten der Pioniere auf diesem Gebiet erkennt
man, dass sich der Forscher bei der Auswahl von Synthese-
zielen nicht auf Strukturen beschrianken muss, die dem evo-
lutiondren, biologischen Angebot entstammen. Der Chemi-
ker kann aktiv bei der Definition neuer Naturstoff-inspirier-
ter Zielverbindungen mitwirken und so die Fragen stellen, die
die Wissenschaft vorantreiben. Die resultierende Forschung
ist perse fachiibergreifend, indem sie notwendigerweise
mehrere Mittel und Wege umfasst und mehrere Ziele ver-
folgt, unter anderem die Beantwortung von Fragen zur Syn-
thesechemie, aber auch zur Biologie und Medizin. Somit
nimmt die Forschung im Bereich der chemischen Synthese
nicht nur ihre traditionelle Rolle wahr — chemische Errun-
genschaften zu erzielen —, sondern reicht weiter, hin zu neuen
Moglichkeiten der Wissenschaft. Lehn erinnerte daran, dass
die Essenz der Chemie als Wissenschaft mit den Worten
Leonardo da Vincis ausgedriickt werden kann: ,,Wo die Natur
aufhort, ihre Arten herzustellen, da beginnt der Mensch, unter
Verwendung natiirlicher Dinge und in Einklang mit eben jener
Natur, eine Unendlichkeit der Arten zu erschaffen.“* Dieses
Zitat verdeutlicht die Leistungsfihigkeit der Synthesechemie
und sollte mehr und mehr in den Blickpunkt zukiinftiger
Forschungsarbeiten riicken. Offensichtlich ist, dass der che-
mische Raum weitaus groBer ist als der Molekiilbereich, den
die Biologie abdeckt. Durch das Aufkommen immer ausge-
reifterer Methoden und Strategien in der organischen, com-
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putergestiitzten und analytischen Chemie sowie in der Bio-
logie erwartet uns eine faszinierende neue Welt mit tausend
neuen Fragen, die den Synthesechemiker herausfordern und
inspirieren.”®! Wir hoffen, dass dieser Aufsatz mehr Chemi-
ker dazu bringen wird, die Moglichkeiten der organischen
Synthese zu nutzen, um chemische Aspekte biologischer
Systemen zu durchleuchten.

Abkiirzungen

AIBN Azobis(isobutyronitril)

Bn Benzyl

Boc tert-Butoxycarbonyl

BOM Benzyloxymethyl

Bz Benzoyl

CAN Cerammoniumnitrat

CBz Carbobenzyloxy

CDI Carbonyldiimidazol

cod Cycloocta-1,5-dien

CSA Camphersulfonsdure

DAG Diacylglycerol

dba Dibenzylidenaceton

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en

DCC Dicyclohexylcarbodiimid

DDQ 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon

DEPBT 3-(Diethoxyphosphoryloxy)-1,2,3-benzo-
triazin-4(3H)-on

(DHQD),PHAL Dihydrochinidin-1,4-phthalazindiyl-
diether

DIAB (—)-3-exo-(Dimethylamino)isoborneol

DIBAL Diisobutylaluminiumhydrid

DIPEA N,N-Diisopropylethylamin

DiPrC Diisopropylcarbodiimid

DMAP Dimethylaminopyridin

DMB 2,4-Dimethoxybenzyl

DMDO Dimethyldioxiran

DMP Dess-Martin-Periodinan

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbo-
diimid-Hydrochlorid

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

HATU 1-[Bis(dimethylamino)methylen-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]pyridinium-3-oxid

HMDS Hexamethyldisilazid

HOBT 1-Hydroxybenzotriazol

Ipc Isopinocampheyl

LDA Lithiumdiisopropylamid

LUV Large Unilamellar Vesicles

MCPBA meta-Chlorperbenzoesiure

MEM 2-Methoxyethoxymethyl

MIC Minimum Inhibitory Concentration

MMPP Magnesiummonoperoxyphthalat

MOM Methoxymethyl

Mes Mesityl

Ms Mesyl

NBS N-Bromsuccinimid

NME N-Methylephedrin

NMO N-Methylmorpholin-N-oxid

PCC Pyridiniumchlorochromat
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PDC Pyridiniumdichromat

PMB para-Methoxybenzyl

POPC 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycerophospho-
cholin

PyBOP Benzotriazol-1-yloxytripyrrolidinophos-
phoniumhexafluorophosphat

PyBrop Bromtri(pyrrolidino)phosphoniumhexa-
fluorophosphat

pyr Pyridin

SAE asymmetrische Sharpless-Epoxidierung

TBAF Tetrabutylammoniumfluorid

TBDPS tert-Butyldiphenylsilyl

TBS tert-Butyldimethylsilyl

TEMPO 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl

TES Triethylsilyl

Tf Triflat

TFA Trifluoressigsdure

TIPS Triisopropylsilyl

TMS Trimethylsilyl

tol-BINAP 2,2>-Bis(di-p-tolylphosphanyl)-1,1'-bi-
naphthyl

TPAP Tetra-n-propylammoniumperruthenat

Tr Triphenylmethyl

Ts Toluol-4-sulfonyl
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