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Oxidierte Phospholipide (OxPLs) bilden eine wichtige Klasse
von Biomolekiilen, die unter oxidativem Stress durch hoch-
reaktive Sauerstoffspezies sowohl im Menschen als auch in
anderen Organismen produziert werden.!! Es ist bekannt,
dass OxPLs wie die Verbindungen 1-4 (Schema 1) bei
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Schema 1. Strukturen der fiir die biologischen Studien synthetisierten
OxPLs. PC=Phosphatidylcholin.

Krankheiten wie rheumatoider Arthritis,”) Lungenemphy-
sem® und Arteriosklerose™ entziindungsfordernd wirken.
Das eine Cyclopentanoneinheit enthaltende Oxidationspro-
dukt  1-Palmitoyl-2-(5,6-epoxyisoprostan E,)-sn-glycero-3-
phosphatidylcholin (PEIPC, 4) wurde zudem an arterioskle-
rotischen Lésionen nachgewiesen, was seine herausragende
Rolle bei der frithen Entwicklung dieser Krankheit nahe-
legt.“*¢l Die Rolle des nahe verwandten Cyclopentenons 1-
Palmitoyl-2-(5,6-epoxyisoprostan A,)-sn-glycero-3-phosphat-
idylcholin (PECPC, 2) wurde bisher jedoch nur am Rande
untersucht.”! Erste Experimente mit Mischungen von OxPLs
und Zellen des angeborenen Immunsystems wiederum hatten
ergeben, dass diejenigen Mischungen, die reich an PECPC (2)
und PEIPC (4) waren, die Ausschiittung der entziindungs-
fordernden Zytokine IL-6 und IL-12 reduzierten; sprich,
diese Verbindungen konnen auch entziindungshemmend
wirken.
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Dieses Paradoxon belegt eindriicklich, dass die Rolle der
OxPLs noch kaum verstanden ist und daher eingehendere
Untersuchungen zu diesen kurzlebigen und schwer fassbaren,
im Menschen vorkommenden Naturstoffen notwendig sind.”!
Im Folgenden beschreiben wir eine effiziente Synthese von
EC (1) und EI (3) sowie den entsprechenden Phosphat-
idylcholinestern PECPC (2)und PEIPC (4). Zudem demon-
strieren wir ihre Fihigkeit, die Ausschiittung von entziin-
dungsférdernden Zytokinen zu reduzieren, wobei sich EC (1)
als aktivste der getesteten Verbindungen erwies.

Die direkte Vorstufe (PAPC) von 1-4 in der Biosynthese
ist Arachidonsdure verestert mit 1-Palmitoyl-glycero-3-phos-
phatidylcholin (Schema 2). Hochreaktive Sauerstoffspezies
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Schema 2. Cyclisierte OxPLs, die durch die Einwirkung von ROS auf
PAPC gebildet werden.

(ROS), die unter einer Vielzahl von Bedingungen in der Zelle
gebildet werden, konnen PAPC oxidativ modifizieren, was zu
einem komplexen, heterogenen Gemisch von Reaktionspro-
dukten fiihrt, das cyclisierte, fragmentierte und umgelagerte
Varianten der urspriinglichen mehrfach ungesittigten Fett-
siure enthalten kann.”

Die aus préparativer Sicht schwierigere Struktur PEIPC
(4) war bereits in einer 20-stufigen Totalsynthese mit einer
Gesamtausbeute von 0.19% erhalten worden.® Im ab-
schlieBenden Schritt einer nahe verwandten Synthesesequenz
(Schutzgruppe TBDPS statt PMB) wurde zudem PECPC (2)
als Coprodukt aus einer 3:1-Mischung mit PEIPC (4) mittels
HPLC isoliert.®™ Unabhingig davon wurde PECPC (2) au-
Berdem auf einer 14-stufigen Route erhalten.”) Beide Syn-
thesen folgen einer dhnlichen Strategie (Schema 3), in der
zunéchst der Cyclopentenring gebildet und anschlieend die
C12-Seitenkette schrittweise aufgebaut wird, was zu Inter-
mediat S fiihrt. Die publizierten Synthesen der Intermediate I
und II erfordern elf bzw. sechs Schritte und starten beide von
Cyclopentadien (CpH).

Wir machten uns nun daran, eine effizientere Route zu
den Zielverbindungen 1-4 zu entwickeln, um ausreichende
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Schema 3. Retrosynthese von PEIPC (4) und Strategieanalyse.

Mengen an reinem Referenzmaterial fiir biologische Studien
zu erhalten. Dabei faszinierte uns die Idee, den Cyclopen-
tenonring mit der bereits komplett vorhandenen C12-Sei-
tenkette mittels einer stereoselektiven C-H-Insertion ausge-
hend von einem acyclischen Intermediat wie 6 (Schema 3)
aufzubauen.'"”! Wir waren iiberzeugt, dass die Innovativitat
der Strategie zusammen mit dem Zugewinn an Effizienz die
Umsetzung dieser Strategie im Rahmen eines Totalsynthe-
seprojekts rechtfertigt, insbsondere da 6 in weniger Synthe-
seschritten zugéinglich ist als I oder II. Desweiteren hielten
wir EC (1) fiir eine sinnvolle direkte Vorstufe von EI (3),
vorausgesetzt eine diastereo- und regioselektive Hydrierung
des endocyclischen Enons (C10—C11) in 1 lieBe sich be-
werkstelligen.

Die Synthese begann mit der Reaktion von kommerziell
erhiltlichem (Z)-Decenal (7)"! mit Keten nach einer Vor-
schrift von Nelson (Schema 4)!'% zum B-Lacton 8, das mit
Methylacetat-Enolat zum -Keto-d-hydroxyester 9 geoffnet
wurde. Dieser wurde in die entsprechende Diazoverbindung
iiberfithrt und anschlieend als Triethylsilylether geschiitzt.
Ein erster Versuch der Rh-katalysierten C-H-Insertion unter
Verwendung von [Rh,(OAc),] ergab das von der homoally-
lischen C-H-Insertion herrithrende Cyclisierungsprodukt als
eine 4:1-Mischung von Diastereomeren (81%; bestimmt
durch Analyse der Roh-NMR-Spektren),*! wobei das er-
wiinschte C11-C12-cis-Produkt iiberwog.

Die Analyse der vermutlich konkurrierenden Uber-
gangszustinde™ der Reaktion veranlasste uns, sterisch an-
spruchsvollere Rh-Katalysatoren zu testen, um ein besseres
cis/trans-Verhiltnis zu erreichen. Tatsdchlich ergab sich mit
[Rhy(esp),] als Katalysator ein Produktverhiltnis von 6:1
(esp: a,a,0,0’-Tetramethyl-1,3-benzoldipropionat). Mit [Rh,-
(S-PTAD),] (13) wurde 11 in 71 % Ausbeute mit einem noch
besseren Diastereomerenverhéltnis von 9:1 cis/trans erhalten.
Krapcho-Decarboxylierung von 11 ergab das triethylsilyle-
thergeschiitzte B-Hydroxyketon, das eine einfache sdulen-
chromatographische Abtrennung des erwiinschten cis-Dia-
stereomers vom unerwiinschten trans-Cyclisierungsneben-
produkt erlaubte. Die Eliminierung von Triethylsilanol mit-
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Schema 4. Reagentien und Bedingungen: a) LiClO, (3 Aquiv.), Me,Si-
Chinidin (12 Mol-%), iPr,NEt (2.5 Aquiv.), AcCl (2.5 Aquiv., tiber 4 h
mittels Spritzenpumpe), Et,0/CH,Cl,, —78°C, 62%, 92 % ee (SFC-ana-
lytisch bestimmt); b) iPr,NLi (3.8 Aquiv.), Methylacetat (3.8 Aquiv.),
THF, —78°C, 77%,; c) p-ABSA (1.3 Aquiv.), Et;N (2 Aquiv.), MeCN, 0°C
bis RT, 97%,; d) Et;SiCl (1.5 Aquiv.), Imidazol (2 Aquiv.), DMF, 0°C bis
RT, 98%; €) [Rh,(S-PTAD),] (13) (1 Mol-%), CH,Cl,, Riickfluss,
d.r.=9:1, 71%; f) NaCl (30 Aquiv.), Me,SO, 140°C, 65%; g) DBU

(10 Aquiv.), CH,Cl,, 0°C, 93 %; p-ABSA = para-Acetamidobenzolsulfo-
nylazid, S-PTAD = S-(1-Adamantyl)-(N-phthalimido)acetato, DBU=1,8-
Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en.

tels DBU in CH,Cl, bei 0°C ergab Cyclopentenon 12 in 60 %
Ausbeute tiber zwei Stufen.

Die C8-Seitenkette wurde nach einer modifizierten Ko-
bayashi-Vorschrift® am Cyclopentenylring eingefiihrt: Die
Aldoladdition zwischen Cyclopentenon 12 und Epoxyalde-
hyd 15 und eine anschlieBende trans-selektive Eliminierung
ergaben Dienon 16 (Schema 5). Epoxyaldehyd 15 war einfach
nach der Jgrgensen-Methode zur organokatalytischen Ep-
oxidierung von a,f-ungesittigten Aldehyden mit (S)-2-(Di-
phenyl[(trimethylsilyl)oxy]|methyl)pyrrolidin als Katalysator
zuginglich."! Die Estereinheit in Enal 14 macht dieses zu
einem schwierigen Substrat fiir die Epoxidierung,['”! weshalb
15 nur in 51% Ausbeute und mit einer Enantioselektivitét
von 92 % ee (bestimmt durch SFC-Analyse) erhalten wurde.
Dienon 16 erwies sich als duflerst empfindlich gegen Versei-
fung, sowohl unter sauren als auch unter basischen Bedin-
gungen. Die enzymatische Hydrolyse bei neutralen Bedin-
gungen in einem Phosphatpuffer/THF-Gemisch erlaubte
jedoch die Herstellung von EC (1), welches dann fiir die
Synthese von PECPC (2) nach Vorschrift von Yamaguchi
weiter mit lyso-PC gekuppelt werden konnte.!

Aus fritheren analytischen und experimentellen Arbeiten
mit dem Prostaglandin A’-PGA, durch Noyori et al.l'! fol-
gerten wir, dass die endocyclische Enoneinheit im Isopro-
stanoid 16 elektrophiler sein konnte als die exocyclische.
Dementsprechend untersuchten wir die Moglichkeit, die p-
Hydroxyeinheit durch nucleophile Epoxidierung und reduk-
tive Offnung des Epoxidrings einzufiihren. Dies birgt selbst-
verstindlich die Gefahr von Komplikationen bei der Offnung
des endocyclischen Epoxidrings in Gegenwart eines exocy-
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Schema 5. Reagentien und Bedingungen: a) O,, NaHCO; (0.3 Aquiv.),
MeOH/CH,Cl,, —78°C dann Et;N (2 Aquiv.), Ac,O (2 Aquiv.). PhH,
0°C; b) PhPCHCHO (2.1 Aquiv.), Toluol, 70°C, d.r.=5:1, 55%; ¢) (S)-
2-(Diphenyl[(trimethylsilyl)oxy]methyl) pyrrolidin (10 Mol-%), H,0O,

(1.3 Aquiv.), CH,Cl,, RT, d.r.=10:1, 51%, 92% ee; d) LiN(SiMe;),

(1.2 Aquiv.), dann 15 (2 Aquiv.), THF, —78°C; e) MeSO,Cl (3 Aquiv.),
Et;N (6 Aquiv.), CH,Cl,, —78°C, dann Al,0;, CH,Cl,, RT, 64 % iber 2
Stufen; f) Novozym, Puffer pH 7/THF, 70%; g) 2,4,6-Cl;C¢H,COCI

(10 Aquiv.), 4-Me,NCsH,N (10 Aquiv.), lyso-PC (3 Aquiv.), CHCl;, 69%;
Novozym: Lipase von Candida antarctica auf Acrylharz, lyso-PC=
1-Palmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin.

clischen Enons/Epoxids."”! Tatsichlich lieferte die Behand-
lung von 16 mit tert-Butylhydroperoxid und DBU bei 0°C 17
als ein einziges Diastereomer (Schema 6). Wir testeten
mehrere Reagentien fiir die Offnung von a,B-Epoxyketo-
nenl''® und stellten dabei fest, dass im Fall von 17 nur die
Behandlung mit Sml, bei —90°C nicht zu weiterer Eliminie-
rung zum Enon oder anderweitiger Produktzerstorung
fiihrte.'”l Wir erhielten mit der SmI,-Methode Verbindung 18
zuverléssig in einer durchschnittlichen Ausbeute von 54 %.
Die enzymatische Hydrolyse des Methylesters schliefSlich
verlangte eine sorgfiltige Einstellung des pH-Werts (7.0-7.2),
um die Eliminierung zum Enon zu verhindern. Unter opti-
mierten Reaktionsbedingungen und bei Verwendung von
Novozym konnte EI (3) in 60% Ausbeute isoliert werden.
Die enzymatische Hydrolyse des Methylesters in 17 vor der
Offnung des Epoxidrings ergab die Carbonsdure 19, die
wiederum mithilfe der Yamaguchi-Methode mit lyso-PC ge-
kuppelt werden konnte. Die Behandlung des Kupplungspro-
dukts mit SmI, in THF/MeOH lieferte PEIPC (4) in 43%
Ausbeute.

In einem weiteren Schritt untersuchten wir den Einfluss
der Isoprostanoide 1 und 3 sowie der entsprechenden Phos-
phatidylcholinderivate 2 bzw. 4 in vitro auf die Sekretion der
entziindungsfordernden Zytokine IL-6 und IL-12 (Abbil-
dung 1).”") Dendritische Zellen aus dem Knochenmark
(BMDCs) wurden 60 min in mit fotalem Kélberserum (FBS)
versetztem RPMI-Medium (RPMI: Roswell Park Memorial
Institute) mit den Verbindungen 1-4 vorbehandelt. An-
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Schema 6. Reagentien und Bedingungen: a) tert-BuOOH (1 Aquiv.),
DBU (1 Aquiv.), THF, 0°C, 74%,; b) Sml, (2 Aquiv.), THF/MeOH,
—90°C, 54%,; c) Novozym, Puffer pH 7.1/THF, 60%; d) Novozym,
Puffer pH 7/THF, 74%, €) 2,4,6-Cl,CsH,COCI (10 Aquiv.),
4-Me,NCsH,N (10 Aquiv.), lyso-PC (3 Aquiv.), CHCl;, 69%; f) Sml,
(2 Aquiv.), THF/MeOH, —90°C, 43 %.
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Abbildung 1. Produktion von IL-6 und IL-12 durch BMDCs, die vor
TLR7-Stimulation mit R837 mit synthetischem EC, PECPC, El oder
PEIPC behandelt wurden. Konzentrationen (jeweils von links nach
rechts) fur EC, PECPC und EI: 0, 0.37, 1.1 und 3.33 pm; fiir PEIPC:
0, 1.52, 3.04 und 6.07 um. Weifle Balken: Zytokinantwort ohne Zugabe
der synthetisierten Verbindungen (,,Negativ-/Lésungsmittelkontrolle®).
Die Daten wurden beziiglich der Negativkontrolle normalisiert. Die IL-
6- und IL-12-Konzentrationen im Uberstand wurden mittels ELISA be-
stimmt.
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schlieBend wurden sie gewaschen und, um die Zytokinse-
kretion zu induzieren, 18 h mit dem Toll-like-Rezeptorligan-
den R837 (5 uygmL ") stimuliert. In diesem Experiment be-
obachteten wir einen dosisabhingigen Abfall der Sekretion
der entziindungsfordernden Zytokine IL-6 und IL-12. Inter-
essanterweise wirkten die freien Sduren EC und EI stirker als
ihre veresterten Analoga PECPC bzw. PEIPC. Der Befund,
dass das hydroxylierte Isoprostanoid EI weniger wirksam ist
als sein kreuzkonjugiertes Gegenstiick EC, unterstreicht die
Rolle von EC als hochstwirksamer Vermittler des entziin-
dungshemmenden Effekts.

Wir haben hier eine effiziente und generelle Synthese-
route zu den cyclisierten oxidierten Phospholipiden PECPC
(2) und PEIPC (4) und den entsprechenden freien Carbon-
sduren EC (1) bzw. EI (3) vorgestellt. Die von uns beschrie-
bene Route liefert PECPC (2) und PEIPC (4) in 11 (5.4%)
bzw. 13 Schritten (1.8% Ausb.). Die Verbindungen EC (1)
und EI (3) wurden bequem in 10 (7.8 %) bzw. 12 Schritten
(2.7% Ausb.) erhalten. Wir haben zudem die Eignung dieser
Isoprostanoide, die Sekretion der entziindungsfordernden
Zytokine IL-6 und IL-12 zu reduzieren, nachgewiesen. Ein
interessantes Ergebnis unserer Studien ist die Identifizierung
der freien Carbonsdure EC (1) als aktivste Verbindung.
Weitere Untersuchungen, welche die Ursache dieser unter-
schiedlichen Aktivitdten aufkldren sollen, und biologische
Studien werden derzeit durchgefiihrt.

Eingegangen am 28. Januar 2013
Online veroffentlicht am 16. April 2013
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