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Ein einheitlicher Ansatz zur stereoselektiven Totalsynthese von
Pyridonalkaloiden und deren neuritogene Aktivitat**

Henning Jacob Jessen, Andreas Schumacher, Travis Shaw, Andreas Pfaltz und Karl Gademann*

Die Forderung von Gedéichtnisleistung und Lernen durch
chemische Verbindungen (,,cognitive enhancement*) gewinnt
in unserer Wissensgesellschaft zunehmend an Bedeutung.!"
Der Einsatz von Verbindungen, welche die kognitiven Fi-
higkeiten verbessern, wird auch als ein Ansatz in der Therapie
neurodegenerativer Krankheiten angesehen.” Bei der Suche
nach neuartigen Leitstrukturen mit solchen Eigenschaften
stellen traditionelle Heilmittel eine wichtige Quelle dar. En-
tomopathogene Pilze wie Cordyceps werden seit Jahrhun-
derten insbesondere in China zur Stirkung des Immunsys-
tems und zur Verbesserung kognitiver Fahigkeiten ange-
wendet.”! Viele dieser Pilze enthalten Pyridonalkaloide, zum
Beispiel Pretenellin B (1), Tenellin (2) und Bassianin (4).1¥
Vor wenigen Jahren wurden weitere Vertreter dieser Natur-
stoff-Familie von Hamburger und Mitarbeitern aus den ento-
mopathogenen Pilzen Paecilomyces farinosus und Paeci-
lomyces militaris isoliert: die Farinosone A (5) und B (6)
sowie zudem das Militarinon D (9).5°! Fiir 5 wurden im PC-
12-Zellmodell eine Induktion und eine Verstdarkung des
Neuritenwachstums festgestellt, was mit den vermuteten po-
sitiven Effekten auf Lernen und Gedichtnis in Einklang sein
konnte. Es bleibt jedoch unklar, ob solche Pyridonalkaloide
und insbesondere (Pre-)Tenellin B, (Pre-)Bassianin und Mi-
litarinon D generell neuritogene Aktivitidt zeigen. Zur Kla-
rung fehlte bis heute ein einheitlicher synthetischer Zugang
zu dieser Naturstoffklasse, der ebenso die Herstellung von
noch nicht isolierten (aber wahrscheinlichen) Intermediaten,
z.B. der Pyridone 3, 7 oder 8, erméglichen wiirde.

Hier beschreiben wir einen variablen Ansatz zur stereo-
selektiven Totalsynthese von Pyridonalkaloiden, welcher die
Synthese von Pretenellin B (1), Farinoson A (5) und Milita-
rinon D (9), der bisher noch nicht identifizierten Vorstufe
Prebassianin B (3) und sédmtlicher Enantiomere ermoglicht,
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R =H; n=1:7, nicht bekannt
R = OH; n = 1: 8, nicht bekannt
R = H; n = 2: Militarinon D (9)
R = OH; n = 2: 10 nicht bekannt

ebenso wie die Zuordnung der bis dato unbekannten abso-
luten Konfiguration. Zudem wird die neuritogene Aktivitét
einiger Verbindungen erstmals beschrieben.

Da Pyridonalkaloide gemeinhin nicht nur Unterschiede in
der Seitenkette, sondern auch im Oxidationsmuster des
Ringsystems aufweisen, sollte eine flexible Synthese beziig-
lich dieser beiden Molekiilteile entwickelt werden. Das An-
bringen der aromatischen Gruppe wiirde dabei mithilfe von
Kreuzkupplungen erfolgen. Um verlésslich hohe Ausbeuten
an E-Isomeren beim Anbringen der Seitenkette zu erhalten,
wurde eine Horner-Wadsworth-Emmons(HWE)-Reaktion!”!
an einem umfassend funktionalisierten Pyridon-f3-ketophos-
phonat geplant. Eine solche Strategie ist bislang bei den
zahlreichen Synthesen von Pyridonalkaloiden nach unserer
Kenntnis noch nie zur Anwendung gekommen, wie erstaun-
licherweise insgesamt die Funktionalisierung einer entspre-
chend substituierten Pyridon-Kernstruktur ausgesprochen
selten durchgefiihrt wurde.®

Die Synthese der Pyridonalkaloide begann mit dem
Aufbau des Pyridonrings in 12, der ausgehend von Ethyl-
cyanacetat (11) im 10-g-MaBstab erhalten werden konnte
(Schema 1). Die selektive Bromierung von 12 mit NBS lie-
ferte das Brompyridon 13, das aus Toluol/Ethylacetat kris-
tallisierte. Urspriinglich sollte nun direkt die Kreuzkupplung
durchgefiihrt werden, allerdings war diese trotz Verwendung
verschiedener Kupplungspartner, Katalysatoren, Additive,
Temperaturen und Losungsmittel nicht erfolgreich. Da wir
annahmen, das Pyridon wiirde den Katalysator durch Kom-
plexierung inaktivieren, blockierten wir vor der Kreuzkupp-
lung die Amidgruppe mit verschiedenen Schutzgruppen.
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Schema 1. a) CH;C(OCHs);, Riickfluss; b) DMF-Dimethylacetal, Riick-
fluss; ¢) AcOH/H,0, Riickfluss, 41%, 3 Stufen; d) NBS, NH,NO;,
CH;,CN, Ruckfluss, 90%; e) SEM-CI, Et;N, CH,Cl,, 0°C; f) [Pd(PPh;),],
K,CO;, (4-[{4-Methoxybenzyl}oxy]phenyl)boronsiure, DME/H,O/DMF,
60°C; g) fur N-SEM-Pyridon: TBAF, THF, 60°C, 95%, 3 Stufen; fiir O-
SEM-Pyridin: TFA, 95%, 3 Stufen; h) MeP(O) (OR),, nBulLi, —78°C,
THF, quant. Abkiirzungen: DME =1,2-Dimethoxyethan; DMF = Dime-
thylformamid; NBS = N-Bromsuccinimid; PMB = para-Methoxybenzyl;
SEM-Cl = (Trimethylsilylethoxy) methylchlorid; TBAF = Tetrabutylammo-
niumfluorid; TFA=Trifluoressigsaure.

Tatséchlich stellte sich die (2-Trimethylsilylethoxy)methyl-
Gruppe (SEM) am Ende als am besten geeignet heraus,
obwohl hier Probleme beziiglich der N- und O-Selektivitit!”!
auftraten, die durch Verwendung verschiedener Losungs-
mittel und Basen nicht behoben werden konnten. Die erhal-
tenen Gemische (ca. 1:1) konnten allerdings ohne Trennung
in einer nachfolgenden Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung'® —
mit jetzt 95 % Ausbeute — in die para-Methoxybenzyl(PMB)-
geschiitzten Pyridone iiberfiihrt und getrennt werden. An-
schlieBendes Entfernen der SEM-Gruppe ergab in beiden
Féllen das Phenylpyridon 14, welches im Gramm-Mafstab
durch Umsetzung mit drei Aquivalenten lithiiertem Methyl-
phosphonat in hervorragenden Ausbeuten in die entspre-
chenden f-Ketophosphonate 15a/b umgewandelt werden
konnte (Kristallstrukturanalyse in den Hintergrundinforma-
tionen).

Die Synthese der Aldehyde als Kupplungspartner fiir die
HWE-Reaktion ist in Schema?2 gezeigt. Das stereogene
Zentrum der R-konfigurierten Aldehyde wurde durch ste-
reoselektive Enolat-Alkylierung nach Myers!"! in hohen
Diastereomereniiberschiissen (>50:1) erzeugt. Durch re-
duktive Spaltung des Auxiliars mit Lithium-amidotrihydri-
doborat konnte (R)-2-Methyl-1-butanol (16) in 79% Aus-
beute mit er. >98:2 {iber beide Stufen erhalten werden,
wohingegen (S5)-2-Methyl-1-butanol (enz-16) kommerziell
erhiltlich ist. Wegen der hohen Fliichtigkeit der nach Oxi-
dation mit TEMPO/PhI(OAc), entstehenden Aldehyde sollte
eine  HWE-Reaktion unter Masamune-Roush-Bedingun-
gen'® direkt im Anschluss durchgefiihrt werden; diese fiihrte
allerdings zu anteiliger Racemisierung (e.r. 83:17).* Die
Verwendung von Lithium-hexafluorisopropoxid"® oder Ba-
riumhydroxid'¥ fiihrte ebenfalls zu starker Racemisierung.
Eine weitere Reaktionsoptimierung unter Analyse mit GC an
chiraler stationdrer Phase lieferte als optimale Bedingungen
schlieBlich eine Oxidation mit TPAP/NMO,!™ gefolgt von
einer Umsetzung mit dem entsprechenden weniger basischen
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Schema 2. a) TPAP, NMO, CH,Cl,, 0°C; b) Ethyl-2-(triphenylphos-
phoranyliden)propanoat, CH,Cl,, 35°C; c) DIBAH, CH,Cl,, —78°C;

d) MnO,, CH,Cl,; ) Methyl-2-(diethoxyphosphoryl)acetat, LiCl, DBU,
CH;,CN, 0°C; f) CrCl,, CHI;, 0°C; g) (E)-3-(Tributylstannyl) prop-2-en-1-
ol, [Pd(CH;CN),Cl,], N-Methyl-2-pyrrolidinon. Abkiirzungen: DIBAH =
Diisobutylaluminiumhydrid; NMO = N-Methylmorpholin-N-oxid;
TPAP = Tetrapropylammoniumperruthenat.

Wittig-Reagens bei 35°C (vollstindig E-selektiv, e.r. 97:3).0¢]
Nach DIBAH-Reduktion und anschlieBender Oxidation mit
aktiviertem Mangandioxid wurde der zur Synthese von Pre-
tenellin B (1) benotigte Aldehyd 18 in 85% Ausbeute iiber
zwei Stufen erhalten. Dieser war nun zugleich der Aus-
gangspunkt zur Erzeugung des nidchsten Aldehyds 19, der zur
Synthese von Prebassianin B (3) benotigt wurde. In diesem
Fall fithrte die HWE-Reaktion unter Anwendung des Masa-
mune-Roush-Protokolls racemisierungsfrei und E-selektiv
zum homologen Ester, der leicht in das Dienal 19 iiberfiihrt
werden konnte. Erneute Anwendung der eben beschriebenen
Sequenz lieferte ohne Racemisierung und E-selektiv den
entsprechenden Aldehyd 20 zur Synthese von Farinoson A
(5). Die letzte Reaktionsfolge gelang allerdings nur in mafi-
gen Ausbeuten, weswegen ausgehend vom Aldehyd 18 eine
andere Synthese entwickelt wurde: Beginnend mit einer
Takai-Reaktion!'”! (E/Z 4:1) und gefolgt von einer Stille-
Kupplung™ mit anschlieBender Oxidation konnte der Alde-
hyd 20 erhalten werden, von dem das unerwiinschte Z-Isomer
leicht abgetrennt werden konnte. Diese Syntheseroute fiithrte
damit effizient und ohne Racemisierung zu den benétigten R-
und S- konfigurierten all-E-Aldehyden.

Fiir die Herstellung von Militarinon D (9) und dem be-
notigten Aldehyd 23 wurde eine Synthesestrategie mit dia-
stereoselektiver Hydrierung unter Katalysatorkontrolle aus-
gearbeitet (Schema 3). Hierzu mussten zunéchst die Methyl-
gruppen in relativer syn-Konfiguration eingefiihrt werden.
Eine verléssliche Methode beruht auf der erneuten stereo-
selektiven Enolat-Alkylierung nach Myers.!'!! Diese Methode
lieferte zwar die syn-Konfiguration in guter Selektivitit, war
jedoch vergleichsweise aufwindig. Weitere interessante Me-
thoden diesbeziiglich wurden unter anderem von den Grup-
pen um Breit,* Feringa/Minnaard,'*' Negishi"* und Bur-
gess!'®! publiziert. Uns erschien die Iridium-katalysierte dia-
stereoselektive Hydrierung'®¢1*Yl des Esters 17 als interes-
sante Alternative, da 17 in unserer Reaktionssequenz ohne-
hin auftrat und, je nach Ligandensystem, in einem einzigen
Schritt die syn- oder anti-Konfiguration erzeugt werden
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Schema 3. a) 2 Mol-% [Ir(L1)cod] BAF,, 50 bar H,, 7°C, CH,Cl,, 4 h.
b) DIBAH, CH,Cl,, —78°C; c) TPAP, NMO, CH,Cl,, 0°C; d) Ethyl-2-
(triphenylphosphoranyliden) propanoat, CH,Cl,, 35°C; €) MnO,,
CH,Cl,; f) Methyl-2- (diethoxyphosphoryl)acetat, LiCl, DBU, CH;CN,
0°C. Abkiirzungen: Ar" =3,5-Bis(trifluormethyl) phenyl; cod = Cyclo-
octadien.

konnte. In einem umfangreichen Screening (siche die Hin-
tergrundinformationen) einer Reihe von Oxazolin und Pyri-
din abgeleiteter N,P-Liganden!"! wurde schlieBlich der Neo-
PHOX-Liganden L1 identifiziert, mit dem unter optimierten
Bedingungen die syn-Konfiguration in sehr guter Diastereo-
selektivitit erzeugt werden konnte (>99% Umsatz, d.r.=
12.4:1.0). Die weitere Anreicherung auf d.r. 50:1 war nach
Reduktion zu 21 mit normaler Flash-Chromatographie an
Kieselgel moglich.[']

Nun sollten ausgehend von den Phosphonaten 15a und
15b die entsprechenden geschiitzten Naturstoffe aufgebaut
werden. Generell lieferte das Diethylphosphonat 15b die
besseren E/Z-Verhiltnisse, allerdings war es fiir die Umset-
zung mit den a-verzweigten Aldehyden 18 und 22 nicht re-
aktiv genug, sodass hier das Dimethylphosphonat 15a ver-
wendet werden musste (Schema 4). Die Phosphonate waren
anfillig fiir zahlreiche Nebenreaktionen, die durch Optimie-
rung der Reaktionsparameter allerdings fast vollstdndig un-
terdriickt werden konnten. Als optimale Reaktionsbedin-
gungen wurden schlieBlich die Verwendung von 2 Aquiva-

PMBO

18 n=1,R=CHjz 24
15a 19 a n=2,R=CHjs; 25
15b+ 2 ﬁ’ nf3,RiC.H3;26

22 51-84% n=1R=X;27

23 E/Z=101-201 | _o'R-X28

x= 7™

Pretenellin B (1, n =
Prebassianin B (3, n

= CHj)
R =CHj3)
Farinoson A (5, n =3, R=CHj)
HJJ-510 (7, n=1,R=X)
Militarinon D (9, n =2, R = X)

1,R
=2,

Schema 4. a) LiOH, H,0O/THF; b) Lil, Pyridiniumchlorid, THF, Mikro-
welle, 60°C, 4 h; c) 2.5% TFA in CH,Cl,, 5 min.
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lenten LiOH in einem entgasten THF/Wasser-Gemisch (5:1)
unter Lichtausschluss und ein Phosphonat/Aldehyd-Verhilt-
nis von 1:1.2 gefunden. Die Reaktionsdauer betrug 1-4 Tage,
und die Ausbeuten bewegten sich zwischen 51 und 84 % (E/Z
10:1 bis 20:1). Die nachfolgende Abspaltung der Schutz-
gruppen erwies sich als problematisch; wihrend der Me-
thylether recht labil war und sich sogar durch Erhitzen in
Gegenwart von Natriumchlorid entfernen lie3, wurde stets
eine anteilige Isomerisierung der a,pf-Doppelbindung des
Polyensystems beobachtet (6:1 fiir Pretenellin B, 2.5:1 fiir
Farinoson A). Die giinstigsten Verhiltnisse wurden durch
Entschiitzen mit frisch kristallisiertem Lil in entgastem THF
in Gegenwart von Pyridiniumchlorid unter Mikrowellenbe-
strahlung erreicht. Ungliicklicherweise waren die E/Z-Ge-
mische sdmtlicher Produkte weder durch normale Flash-
Chromatographie an Kieselgel noch durch HPLC an RP-18-
Kieselgel trennbar. Allerdings lieBen sich die E/Z-Isomere
hervorragend durch Elution iiber von Amylose oder Cellu-
lose abgeleiteten chiralen Phasen trennen, wobei zum Teil
mehrere Minuten Unterschied in der Retentionszeit auftra-
ten. Die Trennung der Isomere durch semipréaparative HPLC
musste bei abgeschaltetem UV-Detektor erfolgen, da sonst
wieder Mischungen von Isomeren erhalten wurden. Danach
wurde die PMB-Gruppe entfernt, und es wurden mehrere
Milligramm der all-E-konfigurierten Naturstoffe mit hohen
Enantiomereniiberschiissen erhalten.

Auf die beschriebene Weise wurden nicht nur die Natur-
stoffe, sondern ebenso die entsprechenden Enantiomere
sowie einige Z-Isomere in relevanten Mengen erzeugt, die
nun fiir biologische Untersuchungen zur Verfiigung standen.
Die Bestimmung der absoluten Konfiguration der Naturstof-
fe konnte durch Vergleich der Drehwerte vorgenommen
werden. Im Fall von Militarinon D (9) wurden zudem NMR-
Mischungsexperimente mit einer authentischen Probe des
Naturstoffs durchgefiihrt.””! Die absolute Konfiguration von
Militarinon D (9) wurde so als R,R bestimmt. Die Konfigu-
ration von natiirlichem Pretenellin B (1) und Farinoson A (5)
ist R. Da Pretenellin B (1) biosynthetisch die unmittelbare
Vorstufe von Tenellin (2) ist, sollte auch hier die R-Konfigu-
ration vorliegen, ebenso mit hoher Wahrscheinlichkeit im
natiirlichen Bassianin (4) und Farinoson B (6). In diesem
Zusammenhang wurde die N-Oxidation!®! von rac-Pretenel-
lin B (1) in der Literatur beschrieben® und auBerdem als
letzter Schritt der Biosynthese iiber eine CYP-abhingige
Oxidation identifiziert.*’]

Samtliche Verbindungen wurden in einem standardisier-
ten Assay in PC-12-Zellen® (Pheochromocytoma aus
Ratten) hinsichtlich ihrer Féhigkeit, Neuritenwachstum zu
induzieren, untersucht. Hierzu wurden die Zellen mit den
Verbindungen (c =20 um) zwei Tage in ,,Dulbecco’s modified
eagle medium“ (DMEM) inkubiert, danach fixiert, mit
Giemsa-Firbelosung angefiarbt und mikroskopiert. Es wurde
der Anteil differenzierter Zellen (als Kriterium wurden
Neuriten ldnger als der einfache Zelldurchmesser herange-
zogen) an der Gesamtzahl Zellen pro Areal bestimmt (Ab-
bildung 1). Zudem wurden Vergleichsmessungen mit DMSO
(0.1%) und Nervenwachstumsfaktor (NGF 7S, 10 ngmL™")
durchgefiihrt. Pro Verbindung wurden mindestens drei
Areale mit insgesamt mehr als 500 Zellen ausgewertet.
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Abbildung 1. Neuritogene Aktivitit der Pyridone im PC-12-Assay. Alle
Werte ermittelt bei ¢=20 um. Nervenwachstumsfaktor(NGF)-Kontrolle:
10 ngmL~". DMSO-Kontrolle: 0.1%. Inkubationszeit 2 Tage. Anzahl ge-
werteter Zellen > 500. Fehlerindikatoren als SEM.

Die in Abbildung 1 gezeigten Daten offenbaren die ge-
nerelle neuritogene Aktivitdt von Pyridonalkaloiden im PC-
12-Zellmodell. Die Aktivitédt scheint dabei nur in geringem
MafB von der Kettenldnge und der absoluten Konfiguration
abzuhéngen, sodass die Seitenkette zunéchst nicht als essen-
zieller Bestandteil des Pharmakophors angesehen werden
kann. Weiterhin konnte erstmals gezeigt werden, dass sowohl
Pretenellin B (1) als auch Militarinon D (9) sowie die postu-
lierten Naturstoffe Prebassianin B (3) und HJJ-510 (7) neu-
ritogene Aktivitdt aufweisen. Durch die generelle Aktivitét
dieser Verbindungen empfehlen sich Pyridone als Leitstruk-
turen zur Entwicklung von potenten Verbindungen, die zur
Beeinflussung des Neuritenwachstums verwendet werden
konnen. Aus den bereits hergestellten Verbindungen konnten
durch N-Oxidation entsprechende weitere Naturstoffe er-
halten werden, die eventuell als Phosphatase-Inhibitoren von
Interesse sind.”™ AuBerdem konnte bereits in einer anderen
Publikation gezeigt werden, dass iiber Diels-Alder-Reaktio-
nen aus offenkettigen Pyridonen weitere Naturstoffe zu-
ginglich sind (siehe hierzu die Synthese von Ilicicolin HP),

Die von uns beschriebene Methode ermoglicht die effi-
ziente Totalsynthese einer ganzen Gruppe von empfindlichen
Polyen-Naturstoffen. Interessante Schritte dieser konver-
genten Syntheseroute sind 1) die Funktionalisierung des
hochsubstituierten Pyridons durch Kreuzkupplung, 2) der
Zugang zu den Polyenen durch modifizierte HWE-Bedin-
gungen und 3) die diastereoselektive Herstellung des syn-
Bausteins 21 durch eine Iridium-katalysierte stereoselektive
Hydrierung. Weiter konnten wir zeigen, dass diese Pyridon-
polyene generell neuritogene Aktivitdt im PC-12-Zellmodell
zeigen. Die Auswirkungen dieser Befunde im Bezug auf die
Stimulierung kognitiver Prozesse durch diese Naturstoffe
sind Gegenstand unserer nichsten Studien.
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