Angewandte
Aufsitze

- DOI: 10.1002/ange.201207900
Proteasom-Inhibitoren [ang

Synthese und Pharmakologie von Proteasom-Inhibitoren

Andreas Rentsch, Dirk Landsberg, Tobias Brodmann, Leila Biilow,
Anna-Katharina Girbig und Markus Kalesse*

M. Kalesse et al.

Stichworter:
Inhibitoren - Klinische Entwicklung -
Naturstoffe - Proteasom -

Tumortherapeutika

@ngewandﬁe

Chemie

5560 www.angewandte.de © 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 5560 —5599


http://www.angewandte.de

Proteasom-Inhibitoren

Schon kurz nach der Entdeckung des Proteasoms war klar, dass

@ngewangﬁe

Aus dem Inhalt

Proteasom-Inhibitoren in der Lage sein sollten, Proteine zu stabili-

sieren, die zur Apoptose von Tumorzellen fiihren sollten. Die ent-
scheidenden Fragen dabei war, ob es prinzipiell iiberhaupt moglich ist,
das Proteasom zu inhibieren, ohne untragbare Nebenwirkungen her-

vorzurufen, und wie man zu solchen Inhibitoren gelangen konnte.

Gliicklicherweise stellt ,, Mutter Natur® eine ganze Bandbreite von

verschiedenen Naturstoffen zur Verfiigung, die selektiv und spezifisch
das Proteasom inhibieren. Die chemische Synthese dieser Naturstoffe
hat schlieflich den Zugang zu deren Analoga und optimierten Wirk-

stoffen ermoglicht, von denen zwei bereits als Medikament zur Be-

handlung von Krebserkrankungen zugelassen sind. Trotz dieser Er-
folge werden noch weitere Naturstoffe als Leitstrukturen bearbeitet,

und wir werden deren biologisches Potenzial sowie die damit ver-

bundenen Herausforderungen auf dem Gebiet der Synthese im Fol-

genden besprechen.

1. Einleitung

Durch die bahnbrechenden Arbeiten von Aaron Ciecha-
nover,!! Avram Hershko und Irwin Rose zum Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS)? wurde deutlich, dass der Abbau
von Proteinen ein zentraler und hochspezifischer Prozess ist,
mit dem fehlerhafte Proteine aus dem Cytosol und endo-
plasmatischen Retikulum entfernt werden konnen.® Dariiber
hinaus spielt der zeitlich kontrollierte und hochregulierte
Abbau von Schlisselproteinen, wie etwa Zellzyklusregula-
toren oder Transkriptionsfaktoren, eine entscheidende Rolle
bei der Regulation zellulirer Funktionen. In der Folge
wurden weitere fundamentale zelluldre Prozesse identifiziert,
auf deren Steuerung das Ubiquitin-Proteasom-System Ein-
fluss nimmt. Dazu gehoren neben der Zellzyklusregulation
die DNA-Reparatur,’! die Apoptose,” Immunreaktionen
und Entziindungsprozesse,” sowie monogenetische Erkran-
kungen wie etwa die zystische Fibrose.

Neben diesen Anwendungsgebieten wurde das Ubiquitin-
Proteasom-System als besonders vielversprechende Zielstruk-
tur zur Bekédmpfung von Tumorerkrankungen angesehen.!”’

Das Ubiquitin-Proteasom-System bewirkt einen nichtly-
sosomalen Prozess, der fiir den kontrollierten Proteinabbau
im Cytosol und Zellkern eukaryotischer Zellen verantwort-
lich ist. Dieser Abbauprozess kann in zwei fundamentale
Schritte unterteilt werden: Die Markierung der abzubauen-
den Proteine durch eine Polyubiquitinkette und den Abbau
des polyubiquitinierten Substrates im 26S-Proteasom.

2. Das Proteasom-Ubiquitin-System

Das fiir den Proteinabbau notwendige Signal wird durch
Polyubiquitinierung erzeugt, an welcher eine Reihe von Li-
gasen beteiligt ist. Diese verkniipfen Ubiquitin, ein relativ
kleines, aus 76 Aminosiduren bestehendes, Protein iiber die &-
NH,-Gruppe einer Lysin-Seitenkette an das Zielprotein. Erst
kiirzlich konnte gezeigt werden, dass mindestens vier Ubi-
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quitin-Molekiile notwendig sind, um das Abbausignal zu er-
zeugen."”! Wihrend der allgemein akzeptierte Mechanismus
die repetitive Ankniipfung von individuellen Ubiquitinen
vorschldgt, gibt es in letzter Zeit vermehrt Hinweise darauf,
dass auch die Ubertragung von ganzen Polyubiquitinketten
an das Zielprotein moglich ist."!! Im Zuge der Polyubiquiti-
nierung aktiviert die Ligase E1 eine C-terminale Glycinein-
heit durch Adenylierung, die wiederum in einen Thioester
iberfiihrt wird (Schema 1). Die darauf folgende Umesterung
erzeugt das entsprechende E2-Ubiquitin-Konjugat. Schlie$3-
lich steuert die Ligase E3 das Zielprotein an und tibertrégt
das aktivierte Ubiquitin der Ligase E2 bevorzugt auf die e-
NH,-Gruppe in der Seitenkette von Lysin durch eine Iso-
peptidbindung. Diese Sequenz wird wiederholt, bis ein aus-
reichender Grad an Ubiquitinierung erreicht wurde, und
nutzt dabei jeweils ein Lysin des vorhergehenden Ubiquitins
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Schema 1. Mechanismus der Ubiquitinierung.
(in aller Regel Lys48) zur Erzeugung der oben erwidhnten

Isopeptidbindung.

2.1. Struktur und biologische Funktion

Das 26S-Proteasom ist der fiir den Ubiquitin-abhéngigen
Abbau von Proteinen verantwortliche Komplex.'? Die

19S-RP

20S-CP 26S-CP

19S-RP

Abbildung 1. Aufbau des 26S-Proteasoms.
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Abbildung 2. Anordnung der katalytisch aktiven Untereinheiten inner-
halb des -Rings.

Kernstruktur ist ein zylinderférmiger Korper, die 20S-Einheit
(Abbildung 1), die aus vier tibereinander gestapelten Ringen
besteht (o- und B-Ringe). Jedes dieser Ringsysteme besteht
wiederum aus sieben unterschiedlichen Untereinheiten, unter
denen sich die katalytisch aktiven Zentren befinden (Abbil-
dung 2). Beide Enden der 20S-Einheit sind mit Kappen (19S-
Einheiten) versehen. Diese 19S-Einheiten enthalten regula-
torische Funktionen und verfiigen iiber sowohl Polyubiquitin-
Bindestellen zur Erkennung der Substrate als auch Isopep-
tidase-Aktivitdten. Sechs unterschiedliche ATPasen sind fiir
die Entfaltung der Proteine verantwortlich und 6ffnen einen
Kanal innerhalb der a-Ringe der 20S-Untereinheit. Somit
konnen denaturierte und polyubiquitinierte Proteine an die
katalytischen Untereinheiten gelangen. Diese Untereinheiten
weisen Chymotrypsin-dhnliche, Trypsin-dhnliche und Caspa-
se-dhnliche proteolytische Aktivititen auf.™ Im Vorfeld des
Abbaus muss die Polyubiquitinkette an der 19S-Einheit ent-
fernt werden. Bei der proteolytischen Spaltung wirkt in allen
drei katalytischen Untereinheiten die Hydroxygruppe eines
N-terminalen Theronins als Nukleophil (Abbildung 3). An
dieser Stelle mochten wir fiir eine detailliertere Beschreibung
der Funktion des Proteasoms sowie der Wirkweise von Inhi-
bitoren auf die exzellenten Ubersichtsartikel von Groll,'
Kloetzel,["! Crews,[' Kisselev,'”) Moroder" und Tsukamoto
verweisen.['”)
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Abbildung 3. Mechanismus der katalytischen Spaltung durch die f-Un-
tereinheiten des Proteasoms.
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2.2. Das Proteasom als Zielstruktur fiir Antitumorsubstanzen

Da das Proteasom eine ausschlaggebende Rolle fiir
nahezu alle zelluldren Prozesse spielt, wurde lange Zeit an-
gezweifelt, dass ein solch zentrales Protein sich tiberhaupt fiir
einen Therapieansatz eignet. Die meisten zelluldren Prozesse
sind wiederum stark reguliert, und bereits kleinere Ande-
rungen in der Protein-Homoostase fithren oft zu signifikanten
biochemischen Anderungen. Fiir den hier vorliegenden Fall
wiirde es bedeuten, dass eine Proteasom-Inhibition, die zu
einer Restaktivitit zwischen 40 und 60 % fiihrt, sehr wohl die
gewiinschten Effekte hervorrufen kann, ohne gleichzeitig
unspezifische cytotoxische Nebenwirkungen zu verursachen.
Dieser Zusammenhang wurde bei der Untersuchung des
Proteasom-Inhibitors Argyrin offensichtlich. Argyrin redu-
ziert die proteasomale Aktivitit, ohne signifikante cytotoxi-
sche Nebenwirkungen zu verursachen. Gleichzeitig fiihrt
Argyrin zur Stabilisierung der Konzentrationen des Cyclin-
kinase-Inhibitors p27“F' und induziert damit selektiv die
Apoptose in Tumorzellen.?”! Weiterhin zeigen Tumorzellen
eine hohere proteasomale Aktivitit als nichttransformierte
Zellen und reagieren damit empfindlicher auf Proteasom-
Inhibitoren.”!! Diese Tatsache wird mit dem aktiveren Me-
tabolismus, dem hoheren oxidativen Stress und dem Wirken
von Cytokinen und Wachstumsfaktoren in Zusammenhang
gebracht.

3. Naturstoffe als Proteasom-Inhibitoren

In diesem Aufsatz wollen wir die Synthesen der wich-
tigsten Proteasom-Inhibitoren beschreiben. Aufgrund der
stetig zunehmenden Zahl neuartiger Inhibitoren ist es un-
moglich, tatsichlich alle Synthesen im Detail zu behandeln.
Da wir aber ein moglichst umfassendes Bild der unter-
schiedlichen Substanzklassen wiedergeben mochten, werden
die Verbindungsklassen, deren Synthesen nicht explizit be-
schrieben werden, in einer Ubersicht zusammengefasst.*”!

Oxygenierte Steroide (Abbildung 4) stellen eine Klasse
von Proteasom-Inhibitoren dar, von der die Withaferine (1,
2)»! die bekanntesten Vertreter sind. Sie wurden aus dem
»indischen Ginseng®, auch ,,Winterkirsche* (Withania som-
nifera) genannt, isoliert. Diese Heilpflanze wird in der tradi-
tionellen indischen Heilkunst Ayurveda verwendet und die
Antitumoraktivitidt wird zum Teil der Inhibition der Chymo-
trypsin-dhnlichen Aktivitdt (CT-L) zugeschrieben. Dazu kann
die Threonin-Hydroxygruppe beide Michael-Akzeptoren
angreifen.”"! Als potente Verbindungen werden auch oft die
Physaline (3)®' genannt, obwohl sie keine inhibitorische
Aktivitidt gegeniiber dem gereinigten Proteasom aufweisen.
Celastrol (4)" wurde als aktive Komponente aus der Wurzel
eines in der traditionellen Chinesischen Medizin (TCM)
verwendeten Strauchs, der Wilfordschen Dreifliigelfrucht
(Tripterygium wilfordii), isoliert. Es inhibiert die Chymo-
trypsin-dhnliche Aktivitidt des 20S-Proteasoms in mikromo-
laren Konzentrationen (ICsy=2.5 pmolL™") und fiihrt zur
Akkumulation der natiirlichen Substrate wie etwa IkB-A,
Bax und p27.
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Abbildung 4. Oxygenierte Steroide als Proteasom-Inhibitoren.

Die Agosterole”” sind eine Gruppe von sieben polyhy-
droxylierten Steroiden, die aus dem marinen Schwamm Ac-
anthodendrilla sp. isoliert wurden. Von ihnen wurde berichtet,
dass sie der Resistenzentwicklung in Tumoren entgegenwir-
ken. Die aktivste Verbindung, das Agosterol C (5) inhibiert
die Chymotrypsin-dhnliche Untereinheit mit einem I1Cs-Wert
von 10 uygmL~.

Epigallocatechingallat (EGCG, 6) ist ein aktiver Inhalts-
stoff des griinen Tees und einer der prominentesten pheno-
lischen Proteasom-Inhibitoren.” Broussonin B (7), 7-Hy-
droxy-3-(4-hydroxybenzyl)chroman (8) und cis-Hinokiresinol
(9) wurden aus Extrakten von Anemarrhenae rhizoma isoliert
und weisen eine moderate Inhibition der Chymotrypsin-
dhnlichen Untereinheit auf (Abbildung 5).*

Chen etal. untersuchten die planzlichen Flavonoide
Apigenin (10), Chrysin und Luteolin auf ihre Fahigkeit, das
Proteasom zu inhibieren. Dabei wurde gefunden, dass alle
drei Verbindungen spezifisch die Chymotrypsin-dhnliche und
Trypsin-dhnliche Untereinheiten inhibieren.’” Das aus Soja
isolierte Isoflavon Genistein (11) inhibiert die Chymotrypsin-
dhnliche (CT-L) Aktivitit bei gleichzeitiger Apoptose solider
Tumore.* Dreiseitl et al. untersuchten die Anthocyanine
und Anthocyanidine und fanden, dass speziell Pelargonidin
(12) ein spezifischer Inhibitor der CT-L-Aktivitdt mit einem
ICs)-Wert von 7.8 pm ist (Abbildung 5).1*!

Der Pilzmetabolit Gliotoxin (13) entfaltet seine antipro-
teasomale Aktivitidt mithilfe einer Disulfidbriicke.’ Dieser
Befund wurde durch die Tatsache evident, dass die nicht-
kompetitive Inhibition durch die Gabe von Dithiothreitol
riickgingig gemacht werden kann. Das Aclacinomycin (14)
(Aclarubicin)®! war der erste nichtpeptidische Proteasom-
Inhibitor, der spezifisch die Chymotrypsin-dhnliche Aktivitét
adressierte.”®) Weiterhin wurde gefunden, dass beide, sowohl
das Aglycon als auch das Kohlenhydrat, essenziell fiir die
biologische Aktivitdt sind. Der marine Naturstoff Petrosa-
spongiolid M (15) inhibiert die Caspase- und Chymotrypsin-
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Abbildung 5. Proteasom-Inhibitoren vom Flavonoid- und Chroman-Typ.

dhnliche Aktivitdit mit ICs-Werten von 0.85pum und
0.64 um.” Auf der anderen Seite wird die Trypsin-dhnliche
Aktivitdt induziert, ein Phidnomen, das bereits friither fiir
andere Inhibitoren der Caspase-dhnlichen Einheit beobach-
tet wurde.”® Ajoen (16), der Hauptbestandteil schwefelhal-
tiger Verbindungen im Knoblauch, inhibiert die Trypsin-
dhnliche Einheit des Proteasoms.®” Die Epoxyphomaline A
(18) und B (17) wurden aus dem marinen Pilz Phoma sp.
isoliert und entfalten cytotoxische Aktivitdt in nanomolaren
Konzentrationen. Beide Verbindungen zeigen aber unter-
schiedliche Selektivititen in Bezug auf die katalytischen
Untereinheiten des Proteasoms. Epoxyphomalin A (18) fiihrt
zu etwa gleichméBiger Reduktion der Aktivitdten, wohinge-
gen Epoxyphomalin B (17) bevorzugt die Chymotrypsin-
dhnliche Untereinheit inhibiert.*” Purrello und Milardi ver-
wendeten tetrakationische Porphyrine (19) und deren Me-
tallkomplexe zur Inhibierung des Proteasoms. Die aktivste
Verbindung (19, Abbildung 6) zeigt die Inhibition aller drei
Untereinheiten, vergleichbar mit der Aktivitdt von Lactacy-
stin (160).4 Die Aaptamine (20-22) (Abbildung 6) wurden
aus dem marinen Schwamm Aaptos suberitoides isoliert und
inhibieren die Chymotrypsin-dhnliche Untereinheit mit I1Cs,-
Werten von 1.6-4.6 ygmL 1Y Die Cerpegine (23, 24)
wurden aus der Pflanze Ceropegia juncea isoliert und als
potenzielle Struktur zur Behandlung von Entziindungspro-
zessen, Tumorerkrankungen, als Analgetikum und zur Be-
handlung von Geschwiiren untersucht. Die Gruppe um
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Abbildung 6. Verschiedene Proteasom-Inhibitoren.

Bouvier-Durand et al. studierte die Proteasom-inhibitorische
Aktivitdt dieser Pyridin-Alkaloide und identifizierte darauf-
hin ein Derivat, das eine selektive Inhibition der Caspase-
dhnlichen Untereinheit erzielte (5.2 um).™! Erst kiirzlich be-
richteten Groll und Mitarbeiter iiber Hydroxyharnstoffe als
potente Inhibitoren des Proteasoms.* Im Zuge eines
Screeningprogramms, das mit Bayer CropScience zur Iden-
tifizierung von PS-spezifischen Inhibitoren durchgefiihrt
wurde, zeigte Harnstoffderivat 25 die gewiinschte spezifische
Aktivitdt mit einem ICs-Wert im oberen um-Bereich (keine
Inhibition der C- und T-dhnlichen Aktivitit). Die anschlie-
Bend durchgefiihrte Rontgenstrukturanalyse deckte dabei das
spezifische nichtkovalente Bindungsmotiv auf. Anschlieen-
de Strukturoptimierungen lieferten dann 26, das ein starker
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und selektiver Inhibitor der p5-Untereinheit ist und zudem
ein neuartiges Bindungsmotiv darstellt.

4. Proteasom-Inhibitoren im klinischen Einsatz

Bortezomib (27) ist aktuell eines der wichtigsten Medi-
kamente zur Behandlung des multiplen Myeloms (MM).
Konsequenterweise hat das zur Weiterentwicklung dieser
Therapiemdglichkeit gefiihrt, und vier weitere Verbindungen
aus drei Substanzklassen werden gegenwirtig in klinischen
Untersuchungen evaluiert. Eine kurze Diskussion soll deren
gegenwirtigen Entwicklungsstand sowie mogliche Vorteile
gegeniiber existierenden Therapien widerspiegeln.[*>*]

Bortezomib (27), wurde urspriinglich als PS-341 bezeich-
net und wird als erster Vertreter der Proteasom-Inhibitoren
unter dem Namen Velcade von Millennium Pharmaceuticals
vermarktet.’ Die Erstzulassung fiir den amerikanischen
Markt erfolgte 2003, und ein Jahr spéter wurde die Zulassung
fiir den europiischen Markt erhalten.! Die Verbindung wird
zur Behandlung des multiplen Myeloms und des Mantelzell-
lymphoms eingesetzt. Erst kiirzlich konnte gezeigt werden,
dass in Kombinationen mit etablierten Antitumorverbin-
dungen, wie etwa Lenalidomid-Dexamethason (34, 35) eine
substanzielle Verbesserung bei der Behandlung von Patienten
erzielt wird."™! Uberraschend ist die Tatsache, dass Epigallo-
catechingallat (EGCG, 6), der bereits erwdhnte Proteasom-
Inhibitor aus dem griinen Tee, keine synergistischen Effekte
mit Bortezomib aufweist, sondern vielmehr zu einer redu-
zierten Wirkung von Bortezomib fiihrt.®” Ein oral verfiig-
barer Inhibitor der zweiten Generation wurde ebenfalls von
Millennium entwickelt. MLN-9708 (28) ist ein Inhibitor der
Chymotrypsin-dhnlichen Untereinheit mit ICs- und K-
Werten von 3.4 nM bzw. 0.93 nmM.PY Im Unterschied zu Bor-
tezomib (27), das subkutan angewendet wird, ist MLN-9708
(28) ein Prodrug: Die verabreichte Form (28) ist ein Citrat-
ester, aus dem durch Hydrolyse die zugrundeliegende Ver-
bindung MLN-2238 (30) freigesetzt wird. Gegenwirtig
werden neue Verbindungen oder Priparatekombinationen in
elf klinischen Phasen untersucht. Erst im Juni 2012, hat
Takeda Pharmaceutical Company eine klinische Phase 111
initiiert, in der der Vorteil von MLN-9708 (28) fiir Patienten
mit Rezidiv und/oder refraktirem multiplem Myelom unter-
sucht werden soll. Weitere klinische Untersuchungen haben
die Aufgabe, die Kombination mit etablierten Medikamenten
wie Dexamethason (35), Lenalidomid (34), Melphalan oder
Prednison zu bewerten (Abbildung 7).

Eine weiteres Boronat ist Delanzomib (CEP-18770, 29),
das als spezifischer Inhibitor der Chymotrypsin-dhnlichen
Untereinheit mit einem ICs,-Wert von 3.8 nm wirkt.”?! CEP-
18770 (29) wurde von Ethical Oncology Science in eine kli-
nischen Phase I eingebracht. Cephalon untersucht in zwei
aktiven Phase-I/II-Studien das Gesamtansprechen auf CEP-
18770-Behandlungen dessen maximal tolerierte Dosis sowie
Sicherheit und Wirksamkeit in Kombinationen mit Lenali-
domid und Dexamethason bei Patienten mit Rezidiv und/
oder refraktdrem multiplem Myelom.

Carfilzomib (PR-171, 32)" ist eine Variante von Epoxo-
micin (47) und wurde zunichst von Proteolix Inc. und spiter
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Abbildung 7. Proteasom-Inhibitoren in klinischer Anwendung und Ver-
bindungen, die in Kombinationstherapien eingesetzt werden (34, 35).

von Onyx Pharmaceuticals entwickelt. Insgesamt laufen 15
klinische Studien oder sie rekrutieren Patienten. Eine Studie
wurde bereits abgeschlossen und von einer weiteren ist der
aktuelle Status nicht bekannt. Carfilzomib (32) entfaltet seine
biologische Aktivitit als irreversibler spezifischer Inhibitor
der Chymotrypsin-dhnlichen Untereinheit. Weiterhin zeigt
die Verbindung eine im Vergleich zu Bortezomib hohere
Toxizitdt gegen RPMI-8226-Zellen (multiples Myelom: PR-
171 71 nmolL™" vgl. Bortezomib 303 nmolL™"). Im Januar
2011 erteilte die US-amerikanische Food and Drug Admi-
nistration (FDA) Carfilzomib (32) den ,Fast-track“-Status,
der im Dezember 2011 in einen ,,Standard-review‘-Prozess
abgedndert wurde. Am 20. Juni 2012 teilte Onyx Pharmace-
uticals mit, dass das Oncologic Drugs Advisory Committee
(ODAC) der FDA Kyprolis (vorgeschlagener Handelsname
fiir Carfilzomib) eine positive Bewertung der Risiko-Nutzen-
Beurteilung fiir Patienten mit Rezidiv oder refraktirem
multiplem Myelom abgegeben hat. Die Patienten sollten
bereits zuvor mit zwei Therapiearten (Proteasom-Inhibitor
und immunmodulatorische Substanz) behandelt worden sein.
Nur kurze Zeit spiter, am 20. Juli 2012, erteilte die FDA dann
Kyprolis die Zulassung zur Behandlung von Patienten, die
vorher mit Bortezomib (27) und einer immunmodulatori-
schen Substanz wie Thalidomid behandelt wurden (Abbil-
dung 7).

Im Zuge der Weiterentwicklung von Proteasom-Inhibi-
toren startete Onyx bereits klinische Studien mit einem oral
verfiigbaren Epoxyketon der zweiten Generation (ONX-
0912, Oprozomib, frither PR-047 genannt; 31). Diese Ver-
bindung soll die bisherigen Einschrdnkungen von Carfilzomib
(32) und Bortezomib (27), die als intravendse Formulierun-
gen verabreicht werden, aufheben. Das Ziel ist es dabei, to-
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xische Effekte zu vermeiden und Resistenzentwicklungen
entgegenzuwirken.>

Der marine Naturstoff Salinosporamid A (33) inhibiert
die Chymotrypsin-dhnliche Untereinheit mit einem 1Cs-Wert
von 1.3 nMm. Diese von Nereus entwickelte Verbindung die
unter dem Namen Marizomib (NPI-0052, Salinosporamid;
33) gefiihrt wird, befindet sich gegenwirtig in klinischen
Studien der Phase I fiir Patienten mit fortgeschrittenen Tu-
moren (Abbildung 7).

5. Peptid-Aldehyde

Bereits vor der Entdeckung des Proteasom-Ubiquitin-
Systems waren Peptid-Aldehyde als Inhibitoren von Serin-
und Cystein-Proteasen bekannt. Daher ist es riickblickend
nicht iiberraschend, dass Peptid-Aldehyde auch zu den ersten
Proteasom-Inhibitoren gehorten.®™ Die heutzutage am
meisten genutzten Peptid-Aldehyde sind MG-132 (36; Cbz-
Leu-Leu-CHO), MG-115 (37; Cbz-Leu-Leu-Nva-CHO),
ALLN (38; N-Acetyl-Leu-Leu-Nle-CHO) und PSI (39; Ab-
bildung 8). Kiirzlich berichteten Kloetzel und Schmidt iiber
BSc-2118 (40),° einen Peptid-Aldehyd-Inhibitor, der seine
tumorspezifische Toxizitdt mit einer mittleren therapeuti-
schen Breite von 26.5 (MTT-Toxizitdtsassay) entfaltet (Ab-
bildung 8).

Eine weitere Gruppe von Peptid-Aldehyden sind die
Fellutamide A und B (42, 43),°"! die aus dem Fisch-assozi-
ierten Pilz Penicillium fellutanum isoliert wurden. Fellut-
amid B (43) inhibiert die Chymotrypsin-dhnliche Unterein-
heit mit einem ICs-Wert von 9.4 nMm deutlich stiarker als MG-
132 (36; 40 nm) und ist vergleichbar wirksam wie Epoxomicin
(47, 5.7 nm). Die strukturbiologische Aufklirung der Bin-
dungseigenschaften am 20S-Proteasom der Hefe zeigte, dass
die Hydroxygruppe des Halbacetals eine Wasserstoffbriicke
zum Thrl-N-Terminus bildet und damit von der oft beob-
achteten Stabilisierung durch die Oxyanionen-Tasche ab-
weicht. Kiirzlich konnte fiir Tyropeptin A (41) (Kitasatospora
sp.) gezeigt werden, dass es die Chymotrypsin-dhnliche und
Trypsin-dhnliche Untereinheit mit IC5-Werten von 0.1 bzw.
1.5 pgmL" inhibiert.”® Im Zuge der Synthese von groBeren
Mengen optimierter Verbindungen erhielten Momose et al.
die Tyropeptin-A-Analoga®! TP-104 (44) und TP-110 (45)%"
(Abbildung 8). TP-104 (44) inhibiert das Proteasom 20-fach
starker als die Ausgangsverbindung, wihrend TP-110 (45)
spezifisch die Chymotrypsin-dhnliche Aktivitit inhibiert. Das
Peptid-Semicarbazon S-2209 (46) stellt eine weitere Variation
der Peptid-Aldehyd-Klasse dar. Die Verbindung induziert
einen Zellzyklusarrest im multiplen Myelom und inhibiert die
Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdt des Proteasoms mit ICs,-
Werten von ungefahr 220 nm.[!

Alle Peptid-Aldehyde tragen sterisch anspruchsvolle
Seitenketten an der P1-Position und inhibieren daher vor-
nehmlich die Chymotrypsin-dhnliche Aktivitit. Ihre inhibi-
torischen Effekte werden durch die reversible Bildung eines
Halbacetals erzielt (Schema 2).

Dieser Mechanismus wurde durch eine Rontgenstruktur-
analyse von ALLN (38) bestitigt, welches an das entspre-
chende Threonin gebunden ist.”) Weiterhin stellen die Ke-
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Abbildung 8. Peptid-Aldehyde als Proteasom-Inhibitoren.
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R(

(o]
Peptid-Aldehyd

Schema 2. Vorgeschlagener Mechanismus der Proteasom-Inhibition
durch Peptid-Aldehyde.

toaldehyde eine strukturelle Verbindung zwischen den
Peptid-Aldehyden und Epoxyketonen dar (z. B. Epoxomicin,
47; Abbildung 9).1%!

5.1. Synthese von Peptid-Aldehyden
Proteasom-Inhibitoren aus der Klasse der Peptid-Alde-
hyde bestehen in der Regel aus drei Aminosduren. Daher

werden auch hiufig Konzepte und Reagentien der klassischen
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Abbildung 9. o-Ketoaldehyde als verbindendes Strukturelement zwi-
schen Peptid-Aldehyden und Epoxyketonen.

Peptidsynthese wie BOP, PyBrop, DCC und EDC einge-
setzt.[l Eine groBere Herausforderung stellt die Erzeugung
enantiomerenreiner Aldehyde dar. Da a-chirale Aldehyde
prinzipiell leicht epimerisieren, stehen hier besonders milde
Reaktionsfithrungen und Aufarbeitungsbedingungen im
Vordergrund. Dazu wurden zwei generelle Strategien entwi-
ckelt.[l Die erste Strategie nutzt die Festphasensynthese und
ersetzt die C-terminale Carbonsiure- oder Aldehydfunktion
durch ein Olefin. Nach der ersten Ankniipfung an das Poly-
mer folgt eine eher klassische Festphasensynthese, an deren
Ende der Aldehyd durch eine Oxidation freigesetzt wird. In
Schema 3 wird diese Strategie durch eine Wittig-Reaktion
ermoglicht.®® Durch eine Ozonolyse gefolgt von Aufarbei-
tung mit Thioharnstoff wird das fertige Peptid als Aldehyd
von der festen Phase abgelost.

R

R JCOZEt
PhsP= NaOH
BocHN/% — BocHN)\m S,
49 O 50 CO,Et
R R
Peptid-
HoN—
BocHN)WL 2 o BocHN/Hg(H Kupplung
51 COH 52 X )
R (0]

R
! O3
NHPeptid | H —-s NHPeptid)ﬁl
" A 0
53 ) 9 HoN™ “NH, 54

Schema 3. Festphasen-Peptidsynthese zum Aufbau von Peptid-Aldehy-
den.

Ein alternativer Zugang wurde von Crews et al. entwi-
ckelt. Die Gruppe nutzte fiir die Synthese von Fellutamid und
dessen Analoga eine mit Leucinal beladene feste Phase. Die
milden Bedingungen der Abspaltung ermoglichten die Syn-
these des  Peptid-Aldehyds ohne  Racemisierung
(Schema 4).1¢7

Die zweite Strategie folgte einer Peptidkupplungsstrate-
gie, die vom N-Terminus her beginnt. Damit kann der Alde-
hyd am Ende der Synthese eingefiihrt werden, und Peptid-
Amide wie das Weinreb-Amid, Ester oder Alkohole werden
als Vorstufen des Aldehyds eingesetzt. Basierend auf dieser
Vorgehensweise konnte MG-132 ausgehend von Cbz-ge-
schiitztem Leucin (58), Leucinmethylester und Leucinol
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Schema 4. Aminal-Schutzgruppenstrategie. Reagentien und Bedingun-
gen: a) Fmoc-GlIn(Trt)-OH, HBTU, HOBt; b) Piperidin, DMF; c) Fmoc-
Asn(Trt)-OH, HBTU, HOBt; d) Piperidin, DMF; e) Octanséure, HBTU,
HOB; f) TFA/MeCN/H,O 0.1:40:60.

hergestellt werden (Schema 5).***) IBX-Oxidation gefolgt
von wassriger Aufarbeitung unter neutralen Bedingungen
lieferte schlieBlich den Aldehyd 36 ohne Anzeichen von
Epimerisierung.

i ., J¢ ¢L
o OJL N OoH BnO OMe
4(:» BnO /¢ \)J\

4. BnO /d(\\)l\

Schema 5. Synthese von MG-132 (36). a) HCl'Leu-OMe, PyBOP,
iPr,NEt, CH,Cl,, RT, 68%,; b) NaOH, H,0/MeOH/Dioxan, RT, 92 %;
c) Leucinol, EDAC, HOB, Et;N, RT, 90%; d) IBX, DMSO, RT, quant.

Die Vorteile von Peptid-Aldehyden sind sicherlich der
etablierte Zugang zu dieser Verbindungsklasse und die
Moglichkeit, tiber automatisierte Synthesen einen schnellen
Zugang zu optimierten Verbindungen zu erhalten. Ein di-
daktisches Beispiel ist in diesem Zusammenhang der Umbau
des Calpain-Inhibitors ALLN (38) zu einem selektiven Pro-
teasom-Inhibitor (MG-132, 36). ALLN ist einer der ersten
Proteasom-Inhibitoren mit einer Préferenz fiir Calpain. Die
Bindungseigenschaften sind durch eine eher méfBige Disso-
ziationskonstante gekennzeichnet (K; =140 nm)."”! Dagegen
inhibiert MG-132 das Proteasom mit einem K;-Wert von
4 nm" und benétigt eine mehr als 10-fach hohere Konzen-
tration fiir die Inhibierung von Calpain.™ Aufgrund ihrer
geringen Herstellungskosten, kommerziellen Zuginglichkeit
und des reversiblen Bindungscharakters sind die Peptid-Al-
dehyde auch wichtige Werkzeuge fiir die Zellbiologie. Thre
Nachteile sind die relativ hohe Dissoziationskonstante, die
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geringe metabolische Stabilitdt und geringe Bioverfiigbarkeit.
Weiterhin sind Nebenreaktionen mit anderen Proteasen ein
grundsitzliches Problem. Aus diesem Grund wurden die
Peptid-Aldehyde weiterentwickelt, indem als neue pharma-
kophore Gruppe anstelle der Aldehyd- eine Boronsdure-
funktion eingefiihrt wurde.

6. Boronsduren

Der Austausch der Aldehyd- gegen eine Boronséure-
funktion verbessert die Eigenschaften eines Proteasom-Inhi-
bitors, was durch den Vergleich der beiden Verbindungen
MG-132 (36) und MG-262 (Z-Leu-Leu-Leu-B(OH),, 61)
eindrucksvoll gezeigt werden konnte (Abbildung 10). MG-

EXS R Re P oy X
@A "o W/H 0 ©/\ "o w/H OH

MG-132 (36)
Ki=4nm

MG-262 (61)
K;=0.03nm

Abbildung 10. Vergleich von MG-132 (36) mit MG-262 (61).

262 (61) ist ein 100-fach starkerer Proteasom-Inhibitor. Ge-
nerell kann man feststellen, dass Boronsduren das 20S-Pro-
teasom durch Bildung eines nichtkovalenten tetraedrischen
Intermediates inhibieren. Diese Wechselwirkung wird durch
die Wechselwirkung der p-Orbitale am Lewis-aciden Bor-
atom mit den Elektronenpaaren am N-terminalen Threonin-
OH gekennzeichnet (Abbildung 11). Eine zusitzliche Stabi-
lisierung wird durch die Bildung einer Salzbriicke zwischen
der Boronsiure und der Aminogruppe erzielt.”™

Proteasom Proteasom

OJ,NHQ Qj:cﬁ’—HH
L - on
"’o<—H O~ B=OH

R
R- :\OH
OH
Peptid-Boronsédure

Abbildung 11. Mechanismus der Inhibierung durch Boronsiuren.

Boronsduren werden als reversible Inhibitoren beschrie-
ben, deren Peptidkomplexe im Unterschied zu den Peptid-
Aldehyden iiber Stunden existieren konnen. Ein weiterer
Vorteil dieser Inhibitoren ist die Tatsache, dass Cystein-Pro-
teasen aufgrund der schwachen Schwefel-Bor-Wechselwir-
kungen nicht inhibiert werden. Weiterhin konnte fiir Bor-
tezomib (27) gezeigt werden, dass die Affinitdt zum 20S-
Proteasom die zu anderen Proteasen libersteigt. Diese Un-
terschiede begriinden letztlich den Erfolg von Bortezomib
(27) als Antitumorverbindung.
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6.1. Synthese von Bortezomib

Im Zuge der Entwicklung von MG-262 (61) erkannten
Adams et al., dass man ausgezeichnete Aktivitdten erzielen
kann, wenn Dipeptid-Boronsiduren verwendet werden. Diese
Arbeiten fiithrten schlieBlich zur Synthese der gegenwirtig am
besten charakterisierten Dipeptid-Boronsidure Bortezomib
(27; Velcade). Die Synthese nutzt eine Umlagerungsstrategie,
die von Matteson”*™! und Shenvil™® entwickelt und in Mil-
leniums Produktion dieser Verbindung eingesetzt wurde.”
Kiirzlich berichteten Janca und Dobrovolny™! iiber eine
leicht verinderte Route, mit der hohere Ausbeuten und ver-
besserte Reinheiten erzielt werden konnten (Schema 6).

OH a
Boy — 2 = O
“OH B )\/ T
HOw: L B-g
62 HO 63

o

r d — LT e
(TMS);N_ B~ —> CF4C0; HN'_ B o
B H o Na*
66 -
65 Y \( Na N °
[ J H 9
N 67

h
. 0 H CI)H
f No SN N_-B-on
[ J H o =
N Y
27

OPh " 9

Ny N NYB\O
(T Ny

o \(

Schema 6. Synthese von Bortezomib. a) Et,0, RT, 97%; b) 1. CH,Cl,,
THF, LDA, —65°C; 2. ZnCl,, THF, —65°C—10°C, 97 %; c) LiHMDS,
Methylcyclohexan, THF, —20°C—RT, 92%; d) TFA, iPr,O, Methyl-
cyclohexan, —10°C, 68 %,; e) TBTU, CH,Cl,, 0°C—RT, 87%,; f)
iBuB(OH),, HCl (wassr.), MeOH/Hexan, RT, 80%.

Ausgehend von kommerziell erhiltlicher Isobutylbor-
sdure (62) wurde die Chiralitit durch Veresterung mit
(+)-Pinandiol eingefiihrt. Eine anschlieBende C1-Homologi-
sierung iiber die erwiihnte Matteson-Umlagerung (Schema 7)
liefert den Boronsédureester 64 in guten Ausbeuten und Se-
lektivitédten.

Schema 7. Matteson-Umlagerung.

Eine Sy2-artige Substitution des Chlorids mit LIHMDS
ergibt 65. Diese wurde anschlie3end hydrolysiert und in das
entsprechende Ammoniumsalz iiberfiihrt. Das so erhaltene
66 ist durch die Moglichkeit zur Peptidsynthese und Freiset-
zung der Boronsdurefunktion ein hiufig genutztes Interme-
diat in der Synthese verschiedener Peptid-Boronsiuren.” Im
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Fall von Bortezomib wurde die Peptidkupplung von 67 mit-
hilfe von TBTU durchgefiihrt. Das Carboxylat 67 hingegen
wurde durch Kupplung von Boc-L-Phenylalaninmethylester
mit Pyrazinsdure unter Verwendung von TBTU und iPr,NEt
hergestellt. Die Reaktion von 68 mit Isobutylborsédure fiihrte
schlieBlich zur Freisetzung von 27.

Ein alternativer Zugang zu Bortezomib (27) wurde von
Ellman etal. berichtet (Schema 8).*! Dabei wurde eine
asymmetrische Kupfer-katalysierte Diborylierung von Sulfin-
imin 69 als Schliisselschritt eingesetzt.

>LS/,0 >LS,,0
. a . . b
Ne H 2. HN__Bpin _~_
he

70 \( 7

Ph Ph

CIHsN ~oEen d Ny By
5 l J H § ¢
72 27

CIHzN . Bpin

[
— -

Schema 8. Ellman-Synthese von Bortezomib. a) B,pin,, (Icy)CuOtBu
(kat.), Benzol, RT, 74%,; b) HCl/Dioxan, MeOH, Dioxan, RT, 93 %;

c) 1. L-Boc-Phe-OH, TBTU, iPr,NEt, CH,Cl,, 0°C; 2. HCl/Dioxan,
CH,Cl,, 0°C—RT; d) 1. Pyrazincarbonsiure, TBTU, iPr,NEt, 0°C—RT;
2. iBuB(OH),, HCI (wissr.), MeOH/Pentan, RT; 41 % (4 Stufen).

Das dabei verwendete Sulfinyl-Auxiliar ist fiir seine Fi-
higkeit bekannt, C-N-Doppelbindungen zu aktivieren und,
sofern enantiomerenrein eingesetzt, die Konfiguration zu
kontrollieren.®™ Nach der Zugabe von B,pin, in Gegenwart
von (Icy)CuOfBu wird die in Schema 8 wiedergegebene
Synthese durchlaufen, die 71 liefert. Hier schlieBen sich die
fiir Bortezomib (27) etablierten Stufen an.

7. Epoxyketone

Die Epoxyketone sind eine wichtige Gruppe von Pro-
teasom-Inhibitoren. Alle Vertreter dieser Substanzklasse
verfiigen iiber ein Peptidriickgrat aus 2 bis 4 Aminoséuren,
von denen meistens eine entweder Threonin oder Serin ist,
und zusitzlich iiber eine Epoxyketon-Einheit. Wie wir in
Abschnitt 7.1 noch einmal erwihnen werden, ist die Konfi-
guration des Epoxids von entscheidender Bedeutung fiir die
biologische Aktivitdt und damit auch hochkonserviert bei
allen Vertretern dieser Substanzklasse.® Der Sekundirme-
tabolit Epoxomicin (47) wurde aus einem Actinomyceten
isoliert (Stamm Q996-17). Die Verbindung zeichnet sich
durch eine hohe In-vivo-Antitumoraktivitit gegeniiber soli-
den B16-Melanom-Tumoren aus. Weitere Vertreter wie etwa
die Antitumorverbindungen Eponemycin (73) und Epopro-
mycin A (74) und B (76) wurden urspriinglich aufgrund ihrer
Fiahigkeit, die Zellwandsynthese von Pflanzen zu inhibieren,
isoliert.® Erst kiirzlich berichteten Gerwick und Mitarbeiter
iiber die Carmamycine (77, 78).5Y Dabei handelt es sich um
zwei Epoxyketon-Proteasom-Inhibitoren, die aus einem ma-
rinen Cyanobakterium isoliert wurden, und die in ihrer Sei-
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Abbildung 12. Die Familie der Epoxyketone.

tenkette entweder ein Methionin-Sulfoxid oder Methionin-
Sulfon enthalten (Abbildung 12).

Die Epoxyketone TMC-96 (80) und TMC-86A (81)
wurden aus Streptomyces TC 1084 und Saccharothrix sp. TC
1094 isoliert. Sie inhibieren die Chymotrypsin-dhnliche und
Caspase-dhnliche Aktivitdat mit ICs,-Werten im unteren pMm-
Bereich (1.1-31 pm). Kiirzlich nutzten Groll und Groettrup
das Epoxyketon PR-957 (82; ONX 0914), um Unterschiede in
der Sperzifitdt zwischen dem konstitutiven Proteasom und
dem Immunproteasom aufzukldren. Kristallstrukturen beider
Proteasome wurden in An- und Abwesenheit von PR-957
(82) erhalten. Die anschlieBende Analyse der Strukturen
zeigte, dass die S1-Tasche der 35c-Untereinheit eine konfor-
mative Anderung einging, die S1-Tasche der B5i-Untereinheit
hingegen nicht. Dieses Ergebnis lieferte schlieBlich eine Er-
klirung fiir die beobachtete Selektivitit.*>%! Eine exzellente
Analyse der Spezifitit der unterschiedlichen Proteasome
kann bei Groll und Huber gefunden werden."

7.1. Epoxomicin7.1.1. Wirkweise von Epoxomicin — Bildung des
Morpholinadduktes

Das o,p3-Epoxyketon Epoxomicin (47) inhibiert irrever-
sibel die katalytische Aktivitdt des 20S-Proteasoms. Beson-
ders herauszustellen ist die Tatsache, dass es keine nichtpro-
teasomalen Proteasen hemmt, im Gegensatz zu einigen an-
deren Proteasom-Inhibitoren. Epoxomicin (47) reagiert be-
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vorzugt mit der Chymotrypsin-dhnlichen Untereinheit, wih-
rend das weniger aktive Eponemycin (73) und seine synthe-
tische Variante Dihydroeponemycin (75) auch mit der Cas-
pase-dhnlichen Untereinheit in Wechselwirkung treten.™”)

Eine Kristallstruktur des 20S-Proteasoms aus Hefe (S.
cerevisiae) mit Epoxomicin (47) zeigt, dass die Selektivitit
iiber die Bildung eines Morpholinadduktes zwischen dem
terminalen Threonin und dem Epoxyketon erkldrt werden
kann.[®

Zwei unterschiedliche Reaktionswege wurden fiir diese
Anlagerung diskutiert. Ein hypothetischer Reaktionsweg
bezieht Wasser als allgemeinen Séure-Base-Katalysator ein,
der die beiden Heteroatome, Thr1-O¥ und Thrl-N? in der
Threonin-Seitenkette verbriickt. Dieser Weg wiirde zu einer
Aktivierung der Thr1-O"-Gruppe und zum Angriff auf die
Carbonylgruppe am Epoxomicin (47) fiihren.® Zhan et al.”"!
filhrten quantenmechanische Rechnungen durch und schlu-
gen vor, dass der wahrscheinlichste Reaktionsweg iiber fiinf
Stufen verlduft und Wasser als Reaktionspartner nicht in-
volviert ist. Danach ist der erste Schritt ein Protontransfer
von Thrl-O" direkt zu Thrl-N% der die Nukleophilie der
Threonin-Hydroxygruppe erhoht. Das dabei entstehende
Zwitterion greift die Carbonylgruppe des Epoxomicins an,
gefolgt von der Neutralisation der resultierenden Ladung
durch Protonierung von Thrl-N”. Der Unterschied beider
Wege liegt in der direkten Aktivierung der Thr1-O"-Gruppe
durch Thr1-N” ohne Einbindung von Wasser (Schema 9). Als
néchstes 6ffnet Thr1-N* das Epoxid durch eine intramoleku-
lare Cyclisierung unter Inversion der Konfiguration an C2.
Eine Wasserstoffbriicke zwischen Thr1-N” und dem Epoxid-
Sauerstoffatom fiithrt zur Epoxidaktivierung. Zusitzlich ist
Ser129 der katalytischen Untereinheit in der Nidhe von Thrl-
N” positioniert und kann zur nukleophilen Aktivierung von
Thr1-N” beitragen. Das Morpholinaddukt resultiert aus einer

Wasser-vermittelt

WNﬁﬁ/ Ou OH/\O

Epoxomycin Thr

Direkter Transfer

b

Epoxomycin

Schema 9. Bildung des Morpholinaddukts.
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exo-tet-Cyclisierung zum Sechsring, die nach den Baldwin-
Regeln ein begiinstigter Prozess ist, im Gegensatz zur alter-
nativen endo-tet-Cyclisierung zum Siebenring, die iiber die
weniger gehinderte Stelle erfolgen konnte (Schema 9).

Die Bildung des Morpholinaddukts ist bedeutsam, weil es
die Grundlage fiir die beobachtete Sperzifitit des Epoxomi-
cins darstellt. Andere Proteasen, wie etwa Cystein- oder
Serin-Proteasen, die auch von anderen Proteasom-Inhibito-
ren (z.B. Peptid-Aldehyde, -Vinylsulfone und -Boronsiuren)
adressiert werden konnen, enthalten keine N-terminale
Aminoséure, die ein solches Morpholinaddukt bilden konnte.
Weiterhin sei an dieser Stelle festgehalten, dass eine Konfi-
gurationsinderung am Epoxid die Aktivitdt von Epoxomicin
deutlich verringert.

7.2. Die Totalsynthese von Epoxomicin

Bis zum heutigen Zeitpunkt sind zwei Totalsynthesen von
Epoxomicin (47) publiziert worden. Die erste Synthese von
racemischem Produkt wurde 1999 von Crews®” beschrieben,
gefolgt von einer enantioselektiven Synthese der Williams-
Gruppe im Jahr 2004.°"

Beide Totalsynthesen nutzen einen retrosynthetischen
Schnitt zwischen dem Epoxid-tragenden Segment und der
peptidischen Struktur. Crews’ Synthese nutzt etablierte Pep-
tidchemie und die Oxidation eines Olefins zum Aufbau des
Epoxids, wihrend der Schliisselschritt der enantioselektiven
Synthese die Offnung eines Spirodiepoxids ist (Schema 10).

H Pepud Kupplung

Epoxomicin (47)

Epoxidierung, Offnung eines
des Olefins Spirodiepoxids

0]

BocHN

83

Schema 10. Retrosynthese von Epoxomicin (47).

7.2.1. Die erste Totalsynthese von Epoxomicin

Die erste Totalsynthese von Epoxomicin (47) basiert auf
den Arbeiten zum verwandten Naturstoff Eponemycin (73)
und seines Derivates Dihydroeponemycin (75). Die Synthese
nutzt die Herstellung des stereochemisch definierten a.,f3-
Epoxyleucins, das zusammen mit geschiitztem N-Iso-
octanoylserin das Riickgrat des linearen Peptids liefert. Ein
vergleichbarer Ansatz wurde schlieBlich in der Synthese von
Epoxomicin (47) eingesetzt (Schema 11).

Die Synthese des linken Segmentes beginnt mit der
Kupplung von Fmoc-Isoleucin und Threoninbenzylester (85)
mit HBTU und HOBt. Die Hydroxygruppe des Threonins
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0
OH O« Nore

1 \ H 1
HN., kaBn a RN, N, EKORS

|— 86 R' = Fmoc, R? = TBDPS, R® = Bn
b L 1= 2 = 3 -
87 R'=Ac, R?=TBDPS, R®=H

[
2-Chlortritylchlorid-Harz ~——— 88 R"=Ac, R2=TBS, R®=H

Schema 11. Synthese der ,westlichen* Hilfte von Epoxomicin.

a) 1. Fmoc-lle-OH, HBTU, HOBY, iPr,EtN, CH,Cl,, RT, 23 h, 79%;

2. TBDPSCI, Imidazol, THF, RT, 48 h, 64 %; 3. Piperidin, DMF, RT,

20 min; 4. Fmoc-Melle-OH, HBTU, HOBY, iPr,EtN, CH,Cl,, RT, 18 h,
99%; b) 1. Piperidin, DMF, RT, 20 min; 2. Ac,O, iPr,EtN, CH,Cl,, RT,
3.5h,99%; 3.10% Pd/C, H,, MeOH, RT, 1.5 h, 88%; c) 1. Fmoc-Fest-
phasensynthese; 2. Essigsiure/Trifluorethanol/CH,Cl, 1:1:3, RT, 2 h,
55%, basierend auf der anfinglichen Kapazitit.

wird mit TBDPSCI geschiitzt. Nach Entfernen der Fmoc-
Gruppe und Peptidkupplung mit Fmoc-N-Methylisoleucin
(HBTU/HOBt) wird das geschiitzte Fragment 86 erhalten.
Eine Fmoc-Entschiitzung mit nachfolgender Acetylierung
sowie Hydrogenolyse etabliert das Fragment 87. Alternativ
kann das TBS-geschiitzte Fragment 88 auch iiber eine Fest-
phasensynthese ausgehend von kommerziell erhéltlichem 2-
Chlortrityl-Harz und unter Verwendung von Fmoc-Thr(O-
TBS)-OH hergestellt werden (Schema 11).

Die Synthese des rechten Fragmentes beginnt mit der
Addition von Propen-2-yllithium an das Weinreb-Amid 89.
Das resultierende ungeséttigte Keton 83 wird mit H,O, in
alkalischem Medium oxidiert. Dies liefert schlieBlich eine
1.7:1-Mischung der beiden Epoxide 90 und 91, die iiber Séu-
lenchromatographie getrennt und separat zu Epoxomicin (47)
und seinem Diastereomer umgesetzt werden konnen
(Schema 12).

N a
BocHN *OMe —— = BocHN
o)
89 83
b 0 <0
—  BocHN * BocHN
o] o]
20 91

Schema 12. Synthese der Epoxyketon-Einheit. a) 2-Brompropen, tBuli,
Et,0, —78°C, 2.5 h, 92%; b) H,0,, Benzonitril, iPr,EtN, MeOH, 0-4°C,
43 h, 76%, 90/91=1.7:1.

Im Jahr 2007 patentierte die Firma Proteolix Inc. eine
vergleichbare Route zum Aufbau von Epoxyketonen. Thre
Strategie nutzte die Luche-Reduktion und eine nachfolgende
Vanadium-vermittelte Epoxidierung zum stereoselektiven
Aufbau. Eine Reoxidation und die Entfernung der Cbz-
Gruppe etablieren den gewiinschten Baustein, der fir die
Festphasensynthese von Proteasom-Inhbibitoren genutzt
werden kann (Schema 13).

Die abschlieBenden Transformationen in der Synthese
von Crews sind die Entfernung der Boc-Gruppe mit TFA und
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2b, Cb
CbZ‘N OH Z\H
H c
92 0 93 o
OTBS OTBS
CDZ\H&/ Cbz\H
4:1 O
94 OH OH 95

OTBS

HoN

13%

OH 100

Schema 13. Die Proteolix-Route zur Epoxyketon-Einheit. a) Chloramei-
sensiureisobutylester, iPr,NEt, NMM, Me(MeO)NH,Cl, 0°C; b) Iso-
propenylmagnesiumbromid, THF, —5°C, 3 h; c) CeCl;-H,0, NaBH,,
MeOH/THF, 0°C, 1 h; d) [VO(acac),], tBuOOH, CH,Cl,, 0°C, 2 h,

e) Dess-Martin-Periodinan, CH,Cl,, 0°C—RT, tiber Nacht; f) Pd/C, H,
(1 atm), 2 h, CH,Cl,, TFA.

die Peptidkupplung beider Fragmente mit HATU und HOAL.
Das erhaltene TBDPS-geschiitzte Epoxomicin wird zum
Schluss mit TBAF entschiitzt (Schema 14).

@

Schema 14. Synthese von Epoximicin. a) TFA, 90, HATU, HOAt,
iPr,EtN, CH,Cl,, RT, 18 h, 48 %; b) TBAF, THF, RT, 1 h, 96%.

o)
EJ\OH
oTBS OH

VY.

Epoxomicin (47)

7.2.2. Spirodiepoxide als Bausteine in der Totalsynthese von
Epoxomicin

Die substratgesteuerte und die reagenskontrollierte
asymmetrische Alken-Epoxidierung sind etablierte Techni-
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ken in der Synthesechemie. Dagegen ist die Oxidation gefolgt
von einer nukleophilen Offnung ein bislang wenig verfolgtes
Synthesekonzept.

Spirodiepoxide o6ffnen einen direkten Zugang zu hoch-
funktionalisierten und enantiomerenreinen Ketonen und
deren Derivaten. In der Totalsynthese von Epoxomicin (47)
nutzten Williams et al.”"! Spirodiepoxide, die durch die Oxi-
dation eines enantiomerenreinen Allens erhalten wurden.
Diese Allene sind wiederum aus Aldehyden, Alkinen und
Organometallreagentien zugénglich. Die Oxidation des
Allens findet zunéchst im weniger gehinderten Halbraum der
hohersubstituierten Doppelbindung statt und lieferte das
Spirodiepoxid 102 als Hauptisomer (Schema 15).

101 102

Schema 15. Mechanismus der Offnung des Spirodiepoxids.

AnschlieBend greift das Azid das Spirodiepoxid bevor-
zugt an der besser zuginglichen Stelle des Epoxids an. Eine
direkte Substitution am Mesylat wird hingegen nicht beob-
achtet. Das resultierende Halbacetal ergibt das Keton und
fithrt so zugleich zur Epoxidbildung durch Substitution des
Mesylats. Da sowohl das so erzeugte Epoxyketon (103) als
auch sein Aminderivat unter den Reaktionsbedingungen
unstabil waren, entschlossen sich Williams et al., die Synthese
mit dem stabilen Intermediat 108 fortzufiihren, um am Ende
der Synthese das Epoxid zu etablieren.

In synthetischer Richtung wird die Hydroxygruppe von
Alkin 105 in das entsprechende Mesylat und dieses dann
anschliefend in das Allen 106 iiberfiihrt. Nach Behandlung
mit DMDO und Reaktion mit Azid wird iiber das beschrie-
bene Diepoxid die Verbindung 107 erhalten (> 95% ee, d.r. =
3:1). Die Freisetzung des Amins liefert 108, die in die fol-
genden Transformationen eingesetzt wird (Schema 16).

9 H, OH H ~—OTBS
a N b N
/iL H—> \\ _ . >_/\‘:'7ﬂ
oTBS
104 105 106

Schema 16. Die Spirodiepoxid-Route. a) (—)-N-Methylephedrin, Zn-
(OTf),, Et;N, Toluol, RT, 2 h, TBSOCH,CCH; dann 104, 14 h, 93 %,
>95% ee; b) 1. MsCl, Et;N, CH,Cl,, —65—23°C, 2 h; 2. MeMgBr,
CuBr, LiBr, THF/MTBE, —65—23°C, 2 h, 91%; c) 1. DMDO, —40—
23°C, 1.5 h; 2. Bu,NN,, CHCl;, —20—23°C, 1 h, 73% (d.r. 3:1);

d) 1. Pd/C, H,, (Boc),0,-K,CO,, EtOAC, RT, 12 h, 91%; 2. TFA, 0°C,
13 min.
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Die Synthese wurde mit der Kupplung von Verbindung
110 und Methylisoleucinat fortgesetzt, gefolgt von Boc-Ent-
schiitzung und anschlieBender Acetylierung. Verseifung,
Kupplung mit Threonin (109) und Hydrogenolyse ergaben
111. Diese Verbindung wurde wiederum mit 97 zur Reaktion
gebracht, was 112 in 86 % Ausbeute lieferte. Zum Ende der
Synthese wurde nun die Epoxidfunktion eingefiihrt. Dazu
wurde 112 mit TBAF behandelt und der resultierende pri-
mére Alkohol iiber sein Mesylat in das gewiinschte Epoxid
transformiert. SchlieBlich wurde noch der tert-Butyl-Ether
entfernt, um die Synthese von Epoxomicin (47) abzuschlie-
Ben (Schema 17).

i 0 : o) 0
' HoN © Boc—N H
{2 0B | N “” OH
i ~"omu © «Somu
109 111
o}
b e Epoxomicin (47)

Schema 17. Die Williams-Synthese von Epoxomicin. a) 1. HCl-lle-OMe,
DCC, HOBt, Et;N, DMF, 0—23°C, 12 h, 93%; 2. 25% TFA-CH,Cl,,
10—23°C, 40 min; 3. Et;N, Ac,O, DMAP, CH,Cl,, 0—23°C, 3 h, 95%:
4.5% NaOH, MeOH-H,0, RT, 2 h, 99%; 5. 109, DCC, HOBt, CH,Cl,-
DMF, RT, 3 h, 92%; 6. 10% Pd/C, H,; MeOH, RT, 2 h, 100%,; b) 108,
iPr,EtN, DCC, HOBt, CH,Cl,-DMF, RT, 4 h, 86%; c) 1. TBAF, THF, 0—
23°C, 1 h, 89%; 2. MsCl, iPr,NEt, CH,Cl,, —40—23°C, 1 h; 3. K,CO,,
THF-H,0, RT, 3 h, 93%,; 4. TFA, 0—23°C, 20 min, 88 %.

8. Cyclische Peptide

Verschiedene cyclische Peptide wurden als Proteasom-
Inhibitoren identifiziert. Die vier verwandten Phepropeptine
(113-116)"? wurden aus Streptomyces sp. isoliert und zeigten
IC5)-Werte zwischen 7.8-21.0 ygmL~"' (Abbildung 13). Sie
bestehen aus sechs hydrophoben Aminosduren, die sowohl S-
als auch R-Konfiguration aufweisen konnen. Im Unterschied
zu den Aminosduren des Argyrins sind die dabei eingebauten
Aminosduren nicht zusitzlich funktionalisiert und daher
leichter zugénglich.

Phepropeptin A (113): R' = iPr, R? = CH,
Phepropeptin B (114): R' = Ph, R? = CH,
Phepropeptin C (115): R' = iPr, R? = C,H5
Phepropeptin D (116): R' = Ph, R? = C,Hg

Abbildung 13. Die Phepropeptine.
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Thiostrepton (117) gehort zur groBen Familie der Thio-
peptid-Antibiotika und wird im Zuge der ribosomalen Pep-
tidbiosynthese erzeugt.’” Neben ihrer Aktivitit als Transla-
tionsinhibitor, die im Zusammenhang mit der Antimalaria-
Aktividt von groBer Bedeutung ist,”” hat diese Verbindung
auch die Eigenschaft, das Proteasom zu inhibieren (Abbil-
dung 14). Thiostrepton inhibiert nur die Caspase- und Chy-
motrypsin-dhnliche Aktivitdt mit ICs,-Werten im unteren um-
bis nM-Bereich. Bemerkenswert ist, dass einige Derivate eine
hohere Aktivitit zeigen als der Naturstoff selbst.*!

Thiostrepton (117) OH

Abbildung 14. Thiostrepton (117).

8.1. Die Argyrine — eine neue Klasse von Proteasom-Inhibitoren

Hofle et al. isolierten 2002 eine Gruppe von cyclischen
Peptiden (Argyrin A-H) aus der Kulturbrithe des Myxo-
bakteriums Archangium gephyra (Abbildung 15). Die Argy-
rine bestehen aus acht Aminosduren; sie zeigen biologische
Aktivitdt gegen Pseudomonaden und inhibieren das Wachs-
tum von Séugerzellkulturen.

\
OTNTLD\(/O
\N R! HNI\E@
ﬁ/go R'o |, HN SO NH
HN N 3
%NJ@ R
o " o}
R2 4
N
H
R’ R? R® R*
Argyrin A (118)  CHj H OCH; H
Argyrin B (119)  CHj H OCH;  CH,
Argyrin C (120) CHj CH; OCH; H
Argyrin D (121) CHj CHj3 OCH;  CHj

Argyrin E (122)  CH, H H H

ArgyrinF (123) CH,OH H OCH; H
Argyrin G (124) CH,OH H OCH;  CHj
ArgyrinH (125) H H OCH; H

Abbildung 15. Natiirliche Argyrine.

8.2. Die Synthese von Argyrin B nach Ley

Aufgrund der Berichte iiber eine immunsuppressive
Wirkung von Argyrin B, die sich spiter als Inhibition der T-
Zell-unabhéngigen Antikorperbildung manifestierte, initiier-
te Ley ein Forschungsprogramm, das sich mit der Synthese
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von Argyrin B beschiftigte. Bereits 2002 berichtete seine
Arbeitsgruppe iiber die erste Totalsynthese von Argyrin B.!
In anschlieenden biologischen Evaluierungen, die bei Nov-
artis durchgefiihrt wurden, konnte das Potenzial von Argy-
rin B als immunsuppressive Substanz fiir den Einsatz bei
Transplantationen dokumentiert werden. Weiterhin wurde
festgestellt, dass Argyin seine biologische Aktivitidt bei
gleichzeitig bemerkenswert geringer Toxizitdt entfaltet.

Die retrosynthetische Analyse trennt Argyrin B (119) in
das Thiazol 126 und die zwei Tripeptide 127 und 128
(Schema 18). Die Aminosdure mit der groten synthetischen

o]
0. OEt
j/ CbZHN:]:\f@
|
PhSe N
S;/g b HNSo TN
o)
HN?(( MeOJ\/N oM
e
I NHBoc (o] ~
HN
127 128

Schema 18. Leys retrosynthetische Analyse von Argyrin B (119).

Herausforderung war das 4-Methoxytryptophan. Ley und
Mitarbeiter nutzten eine enzymatische kinetische Racemat-
trennung fiir den Aufbau dieser ungewohnlichen Aminosiu-
re. Zur Herstellung des Thiazols 126 wurde N-Boc-D-Alanin
(129) zu Thioamid 130 umgesetzt. Die Reaktion mit Ethyl-
brompyruvat und Behandlung mit Trifluoressigsdureanhy-
drid/2,6-Lutidin lieferte schlieBlich das Thiazol-Fragment 126
(Schema 19).

Q a-b b c S
BocHN\‘)kOH BocHN\‘)LNH2 % BocHN \‘ANOE
o)

129 130 126

Schema 19. Synthese von 126. a) EDC, HOBt, NH;, CH,Cl,, 0°C;
b) Belleaus Reagens, THF, 0°C, quantitativ (2 Stufen);

c) 1. BrCH,COCO,Et, KHCO;, DME; 2. TFAA, 2,6-Lutidin, DME,
—15°C.

In Leys Synthese wurde die exo-Methylengruppe durch
eine Selenoxid-Eliminierung am Ende der Synthese einge-
fiihrt. Der dazu benétigte Baustein wurde durch eine Sy2-
Reaktion am p-Lacton 132 mit der Phenylselenyl-Gruppe als
Nukleophil aufgebaut. Das Lacton wiederum wurde durch
eine Mitsunobu-Reaktion ausgehend von 131 erhalten
(Schema 20).
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o} % o}
a b c
BocHN\é)J\ on BocH:,}é o BocHN \)k on
131 N 133 N
OH 132 SePh

BocHN\)LN/\[(OEt de BocHN/YN\)kN/YOEt

134 N 127

SePh SeF’h

Schema 20. Synthese von Fragment 127. a) DEAD, PPh;, THF,
—78°C—RT; b) PhSe-SePh, NaBH (OMe),, EtOH; dann 132, RT, 41 %
(2 Stufen); c) HCI-Sar-OEt, PyBroP, iPr,NEt, CH,Cl,, RT, 80%; d) TFA/
CH,Cl,, RT, e) Boc-p-Abu, EDC, HOBY, iPr,NEt, CH,Cl,, RT, 71%

(2 Stufen).

Fiir die kinetische Racemattrennung zum Aufbau der
ungewoOhnlichen Aminosdure 4-Methoxy-L-tryptophan (139)
nutzten Ley et al. eine immobilisierte Penicillin-G-Acylase
(138 nach 139; Schema 21).

Ph
Me COzEt
\ 2. CO,Et
N
H
135
Ph
HN’( NHCbz

OMe
c,d CO.H e COH
=7, N
N
H

(o]
OM:
SR

=
140 128 NH

Schema 21. Synthese von 128: a) CH,NMe, "I, CH;CN, RT, 99%;

b) (EtO,C),CHNHCOCH,Ph, NaOEt; dann 136 und MeSO,Me; EtOH,
RT, 82%; c) NaOH, MeOH/Dioxan, 50°C; d) 1. Dioxan, 100°C;

2. NaOH, MeOH/H,0, RT; e) 1. immobilisierte Penicillin-G-Acylase,
MeOH/H,O RT; 2. CbzCl, NaHCO,, THF/H,0O, RT, 44% (2 Stufen);

f) Gly-OMe, EDC, HOB, iPr,NEt, CH,Cl,, RT, 94%; g) H,, Pd/C,
MeOH/HCI (wissr.), RT; h) Cbz-L-Trp, EDC, HOBY, iPr,NEt, CH,Cl,,
RT, 81% (2 Stufen).

Das Zusammenfiigen der drei Bausteine begann mit der
Kondensation von 141 mit 142. Die Verseifung von 143 setzt
die benotigte Sdure frei, die in die Verkniipfung mit dem
Fragment 127 eingesetzt wurde. Nach dem Entschiitzen der
beiden Enden konnte mit TBTU und HOBt das cyclische
Peptid 145 erhalten werden. Dieses wurde anschlieBend oxi-
diert, und eine Selenoxid-Eliminierung vervollstdndigte die
erste Totalsynthese von Argyrin B (119, Schema 22).
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BocHN \‘/LM \Q@

S I
MeO MeO
OMe N
o 143 H
142 d —
HN
SMO b
BocHN X,
N HN \_NH d
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OFEt HN
0:& , SePh OMe
N \ QO HN ) c
O)\HiN NH ° N
144 H 0. OEt

s
OTHT«N]YO
o)
Phse > HNI\EQ
0 0 o

H
HN NJ\/N
H OM
— Argyrin B (119)

Schema 22. Synthese von Argyrin B: a) EDC, HOBt, CH,Cl,, RT, 97%
(2 Stufen); b) LIOH, THF/MeOH/H, o, RT; ¢) TFA/CH,Cl,, RT;

d) EDC, HOBt, iPr,NEt, CH,Cl, 80% (2 Stufen); €) LIOH, THF/
MeOH/H,0, RT; f) Anisol/TFA, RT; g) TBTU, HOBE, iPr,NEt, CH,Cl,,
RT, 50-60% (3 Stufen); h) NalO,, Dioxan/H,O, RT; i) NaHCO;,
CH,CN/H,0, RT, 66% (2 Stufen).

8.3. Die Synthese von Argyrin F nach Kalesse

Malek und Mitarbeiter identifizierten im Jahr 2008
Argyrin A (118) als potenten Proteasom-Inhibitor mit hoher
Antitumoraktivitit.””! Sie beobachteten, dass Argyrin A
(118) den Cyclin-Kinase-Inhibitor p275P! stabilisiert. Auf-
grund der Tatsache, dass Argyrin A ein vielversprechender
Wirkstoffkandidat ist, waren Struktur-Aktivitits-Beziehun-
gen und Strukturmodifikationen fiir die weitere Entwicklung
notwendig. Kalesse et al. berichteten 2009 iiber eine opti-
mierte Route und tiber erste Struktur-Aktivitédts-Studien zu
dieser Verbindungsklasse.””! Die Synthese lehnte sich an die
Synthese von Ley an und nutzte deren retrosynthetische
Analyse (siche Abschnitt 8.2). Da fiir mogliche préklinische
Studien ausreichend Material bereitgestellt und der Einsatz
von Selen-Reagentien in einer spdten Phase der Synthese
vermieden werden sollte, wurden sowohl das Verfahren zur
Einfiihrung der exo-Methylengruppe als auch die Synthese
der Methoxytryptophan-Einheit neu entwickelt. Die Syn-
these von Argyrin F (123) sei hier reprisentativ fiir alle
Argyrin-Derivate wiedergegeben. Die 4-Methoxy-L-trypto-
phan-Einheit wurde durch eine asymmetrische Hydrierung
mit (15,1'S2R,2'R)-DuanPhos in Gegenwart von [Rh-
(cod),|BF, durchgefiihrt. Das Substrat fiir die geplante Hy-
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drierung wurde iiber eine Vilsmeier-Reaktion mit anschlie-
Bender Wittig-Olefinierung erzeugt. Standard-Peptidkupp-
lungsreaktionen und Entfernen der Cbz-Gruppe gefolgt von
einer Kupplung mit N*-Cbz-L-Tryptophan ergaben schliefSlich
den benoétigten Baustein 128 (Schema 23).

NHCbz
(MeO) 2P ~Co,Me NHCbz NHCbz
OMe Me
COOMe COOMe
\ a b, c N\
N .
146 1 147 BOC Boc
NHCbz
OMe S
. COOH
& b J
OMe
e —_—
N CbzHN N/\[(
H
139

MeO

Schema 23. Synthese von Fragment 128: a) POCl;, DMF, 75 %;

b) (Boc),0/DMAP, CH,Cl,, 89%,; c) Phosphonat, DBU, CH,Cl,, 73 %;
d) Rh(cod),BF,/(15,1S,2R,2'R)-DuanPhos, H, (6 bar), MeOH, RT, 96 h,
99%, 90% ee; e) TFA, CH,Cl,; f) LiOH, THF/MeOH/H,0, 70%

(2 Stufen).

Die Synthese des Tripeptids 150 begann mit dem Dipeptid
149. Eine Kupfer-katalysierte Eliminierung der Serin-Hy-
droxygruppe lieferte die exo-Methylengruppe. Die Hydrolyse
des Esters, gefolgt von einer Peptidkupplung mit Sarkosin,
ergab das Fragment 150 einschlieflich der Dehydroalanin-
Einheit. Dieses Fragment war erstaunlich stabil, solange das
o-Amin mit einer elektronenziehenden Gruppe substituiert
war. Es iiberstand ohne Zersetzung alle folgenden Reakti-
onsschritte (Schema 24)."!

: o, 0 oy ©
BocHN/\n/N;JJ\OMe bi’ BocHN/\n/N\”)J\fil/\n/OEt
o X e o} 0
OoH

149 150

Schema 24. Synthese von Fragment 150: a) CuCl, EDC, CH,Cl,, 96 %;
b) LiOH,THF/MeOH/H,O; c) HCI-Sar-OEt, PyBroP, iPr,NEt, CH,Cl,,
0°C—RT, 74%.

Die Synthese des Thiazol-Fragmentes 153 folgte Leys
Route, nutzte aber tert-Butyl-geschiitztes N-Boc-L-Serin 151.
Die Transformation in das Thioamid 152 und die Reaktion
mit Ethylbrompyruvat sowie die Behandlung mit Trifluor-
essigsdureanhydrid und 2,6-Lutidin ergaben Thiazol 153
(Schema 25).

Diese drei Segmente wurden mit etablierten Peptid-
kupplungsstrategien miteinander verkniipft. Hydrolyse der
Estereinheit und Kupplung mit dem entschiitzten Dehy-
droalanin-Fragment 150 lieferten das lineare Peptid 155. Die
abschlieende Cyclisierung wurde mit TBTU und HOBt
durchgefiihrt. Die Freisetzung des tert-Butyl-geschiitzten Al-
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o s
BocHN kaH ab BocHN\EJ\NHz BocHN \(Lj\ﬂ/oa

OtBu OtBu OtBu
151 152

Schema 25. Synthese von 153: a) EDC, HOBt, NH,, CH,Cl,, 0°C;
b) Belleaus Reagens, THF, 0°C, quantitativ (2 Stufen);

c) 1. BrCH,COCO,Et, KHCO;, DME; 2. TFAA, 2,6-Lutidin, DME,
—15°C.

2
BocHN\(Q\j}(OEt a
N
o)
153 "OtBu BocHN
\_NH

CbzHN I\EQ OtBu
|

o |, HNo NH
N
MeOJ\/
o) OMe b
128 d
HN

O
e Tz

BocHN N f
\(L \_NH -—

OEt OtBu

O:<\/ OMe e
O,
N HN
MQ\NEL/ 0 /N O OFEt
H

s \ S
N\
Oj/N Non
Y otBu “NHQ
Ygo o |, HN"So TNH
HN%NJ\/
o H OMe h
Z —> Argyrin F (123)
156 LN

Schema 26. Synthese von Argyrin F (123): a) LiOH, THF/MeOH/H,0;
b) H,, Pd/C; c) EDC, HOBt, iPr,NEt, 82% (2 Stufen); d) LiOH, THF,
MeOH/H,0; e) TFA, CH,Cl,; f) EDC, HOB, iPr,NEt, 85% (2 Stufen);
g) 1. LiOH, THF/MeOH/H,0; 2. TFA, CH,Cl,; 3. TBTU, HOBt, iPr,NEt,
88% (3 Stufen); h) TFA, CH,Cl,, 83%.

kohols gelang mit TFA ohne Reaktion der exo-Methylen-
gruppe (Schema 26).

Basierend auf einer Bibliothek von Verbindungen, die
nach dem hier gezeigten Schema angefertigt wurde, konnten
Kalesse et al. die Methoxygruppe am Tryptophan Trp 1, die
Methylgruppe an Position R* sowie die exo-Methylengruppe
als essenzielle Elemente fiir die biologische Aktivitdt von
Argyrin F identifizieren. Zusétzlich konnte gezeigt werden,
dass Argyrin F (123) im Vergleich zu Argyrin A (118) ein
verbessertes pharmakokinetisches Profil aufweist. Es wirkt
als reversibler kompetitiver Inhibitor des Proteasoms und
schidigt spezifisch die Gefdfle von Tumoren.
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9. Beta-Lactone

B-Lactone gehoren zu den ersten Proteasom-Inhibitoren.
Sie entfalten ihre biologische Aktivitdt durch eine kovalente
Verkniipfung des N-terminalen Threonins an das reaktive
Lacton. Belactosin A (157)®”) wurde aus Streptomyces sp.
UCK14 isoliert und zeigt wie Belactosin C (158) eine Inhi-
bition des Proteasoms (Abbildung 16).1%!

JYH e A Y J\m“ 1y
HoN \‘/\/\H H N \‘/\/\H
O COpH (e} o O COpH (¢} o

Belactosin A (157) Belactosin C (158)

Abbildung 16. (-Lactone als Proteasom-Inhibitoren.

9.1. Salinosporamid A

Im Jahr 2003 isolierten Fenical und Mitarbeiter!® den
Sekundiarmetaboliten Salinosporamid A (33) aus dem mari-
nen Actinomyceten Salinispora tropica. Der Naturstoff wurde
vom Stamm CNB-392 produziert und inhibiert alle drei Un-
tereinheiten des 20S-Proteasoms, ohne andere Proteasen zu
adressieren. Weiterhin inhibiert Salinosporamid A (33) die
Zellproliferation in Tumor-Zelllinien mit einem IC-Wert
von 10 nm, einschlielich Velcade-resistenter Myelom-Zell-
linien.!"*

Die Struktur von Salinosporamid A (33) entspricht der
von Omuralid (159),' einem weiteren p-Lacton-Lactam-
Naturstoff. Man geht davon aus, dass Omuralid durch eine {3-
Lactonisierung des Thioesters von Lactacystin entsteht (160,
Abbildung 17).11 Beide Verbindungen sind Sekundirmeta-

HO,C

NHAc

Salinosporamid A (33) Omuralid (159) Lactacystin (160)

Abbildung 17. Strukturen von Lacton-Lactam-Proteasom-Inhibitoren.

bolite terrestrischer Mikroorganismen und ebenfalls Inhibi-
toren der proteasomalen Aktivitdt. Salinosporamid A (33)
entfaltet eine deutlich hohere biologische Aktivitidt und ist
ungefidhr 35-mal aktiver als Omuralid (159). Detaillierte
Einblicke in den Wirkmechanismus konnten durch eine
Rontgenstrukturanalyse des 20S-Proteasoms von Hefe mit
Salinosporamid A (33) erhalten werden. Basierend auf der
Kristallstruktur, die von Groll und Mitarbeitern veroffent-
licht wurde, wird eine irreversible Bindung von Salinospor-
amid A angenommen. Nach Acylierung der N-terminalen
Thr10O"-Gruppe im Zuge der Lactondffnung wird die freige-
setzte Hydroxygruppe an C6 unter Bildung eines Tetrahy-
drofurans abgefangen und somit die Moglichkeit zur Riick-
reaktion und hydrolytischen Freisetzung des Proteasoms ge-
nommen (Schema 27).1'%) Dagegen ist die Acylierung von
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RO
162 R=H
163 R=Thr10*

Schema 27. Mechanismus der irreversiblen Inhibition von Salinospor-
amid.

Omuralid (159) reversibel und lésst eine komplette Reakti-
vierung des Proteasoms innerhalb von 24 h zu. Als Konse-
quenz dieser Ergebnisse wurde die Bedeutung der Chlorid-
substitution verdffentlicht!'®1"l und lieferte ein vollstandiges
Bild dieses einzigartigen Mechanismus von Salinosporamid A
(33).'%1 Neben der besonderen Wirkweise war es die kom-
plexe Struktur, welche die Synthese von Salinosporamid A
(33) zur Herausforderung machte.

9.2. Die Synthese von Corey

Im Jahr 2004 présentierten Corey et al. die erste Total-
synthese von Salinosporamid A (Schema 28)."*! Thre Strate-
gie war es, beim Aufbau des quartiren Zentrum die starre
Konformation des Oxazolidins 165 zu nutzen. Die nachfol-
gende Entfernung des Oxazolins mit Natriumcyanoborhydrid
unter sauren Bedingungen lieferte das N-4-Methoxybenzyl-
amin 166. Eine stereoselektive Baylis-Hillman-Reaktion!'!"!

Co,Me
.COMe 2 Stufen j-\-"“\ogn
l ] C |
164 HO Me
PMB
a uy §O2Me 3 stufen Cone
5
— OBn —» j j\
Me
HO™ "Me
166 167
PMB
F"MB
be o N 9I()zMe
" ™~0Bn
Me
0Si(Me,)CH,Br
168
F\’MB
0N CO,Me
2 Stufen CHO
- ' \''Me
0 170
Si.
me Me

Schema 28. a) NaCNBH;, AcOH, 40°C, 12 h, 90%,; b) Chinuclidin,
DME, 0°C, 7 d, 90%, d.r.=9:1; c) BrCH,Si(CH,),Cl, NEt;, DMAP,
CH,Cl,, 0°C, 30 min, 95%; d) Bu;SnH, AIBN, Benzol, Riickfluss, 8 h,
89%; e) 2-Cyclohexenylzinkchlorid, THF, —78°C, 5 h, 88 %; f) KF
KHCO;, H,0,; THF-MeOH (1:1), 23°C, 18 h, 92%.
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wurde fiir die Umwandlung von 167 in 168 genutzt. Diese
Cyclisierung lieferte ein Diastereomerenverhiltnis von 9:1
und etablierte den tertidren Alkohol von Salinosporamid A
(33). Eine Silylierung mit Brommethyldimethylsilylchlorid
gefolgt von einer radikalischen Cyclisierung lieferte schlie3-
lich 169 mit 88% Ausbeute. Nach hydrogenolytischer Ent-
schiitzung mit Pd/C und Dess-Martin-Oxidation konnte der
Aldehyd 170 mit 2-Cyclohexenylzinkchlorid umgesetzt
werden. Speziell diese Reaktion wurde fiir weitere Synthesen
von Salinosporamid A (33) eingesetzt und verlduft mit einer
Stereoselektivitit von 20:1 fiir das gewiinschte Produkt 171.
Eine Fleming-Tamao-Oxidation™" ergibt das Triol 172, bei
dem die PMB-Gruppe entfernt wird. SchlieBlich liefern die
Hydrolyse mit Lithiumhydroxid, die Lactonisierung mit
BOP-Cl und die Chlorierung der Ethylhydroxygruppe Sali-
nosporamid A (33) in 17 Stufen mit einer Gesamtausbeute
von 12.4%.

Ein Jahr spiter ersetzten Corey et al. die Baylis-Hillman-
Reaktion durch eine Kulinkovich-Reaktion!"?! (Schema 29)
und verbesserten damit die Diastereoselektivitit bei der

N__«COMe B co,Me
Me04®—</ l 5 Stufen
07 Me j/ OTBS

173
CO,Me
ab N COMe
LN
e L OTBS
o OTBS /—SI
175 Me

2 Stufen
-

gh

Schema 29. a) Ti(OiPr),, C;H;MgCl, tBuOMe, —40°C, 30 min, I,
—40°C, 2 h, dann 0°C, 2 h; b) NEt;, CH,Cl,, 23°C, 30 min, 85% (2
Stufen); c) BrCH,Si(CH;),Cl, Imidazol, DMF, 0°C, 6 h; d) Nal, Aceton,
60°C, 86% (2 Stufen); e) Bu;SnH, Et,AlCI, Et;B, Toluol, —78°C, Luft,
3 h, 93%,; f) [{MeTeAlMe,},], Toluol, 23°C, 12 h; g) Ph;PCl,, CH;CN,
Pyridin, 12 h, 81% (2 Stufen); h) HF (48 %)-CH,CN (3:1), 23°C, 3 d,
82%.

Synthese des tertiiren Alkohols von 9:1 auf 99:1.1% Ausge-
hend von Oxazolin 173 fiihrten sie eine Isopropylgruppe an-
stelle des Cyclohexenylrestes ein. Eine Sequenz aus Oxa-
zolidin-Spaltung, Swern-Oxidation und N-Acylierung lieferte
das Acrylamid 174. An diesem Punkt kam die oben erwihnte
Kulinkovich-Reaktion zum Tragen. Das bendtigte Reagens
wurde dabei aus Titantetrapropyloxid und Cyclopentylma-
gnesiumchlorid hergestellt. Das resultierende a-Titanmethyl-
v-lactam-Intermediat wurde mit Iod abgefangen und das da-
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durch erhaltene a-Iodmethyl-y-lactam wurde einer Elimi-
nierung unterzogen. Wie in der vorangegangenen Synthese
wurde eine Radikalreaktion eingesetzt, um stereoselektiv die
Chloridseitenkettte aufzubauen. Die nachfolgende Entfer-
nung der PMB-Gruppe und Spaltung der Silicium-Sauerstoff-
Bindung lieferten das Lactam 178. Im Kontext dieser Syn-
these fithrte Corey [{MeTeAlMe,},] als neues Reagens zur
milden Spaltung sterisch gehinderter Ester ein (Toluol,
23°C)."" Die nachfolgende Chlorierung der Seitenkette und
Lactonisierung konnte in einem Schritt mit Ph;PCl, durch-
gefiihrt werden. Schlieflich lieferte die Behandlung mit HF
die Omuralid-Salinosporamid-Hybridverbindung 180 in 15
Stufen und einer Gesamtausbeute von 19.7 % ausgehend von
173 (Schema 29).

9.3. Die Synthese von Danishefsky

Etwa zur gleichen Zeit wie Coreys zweite Synthese ver-
offentlichten Danishefsky et al.™" ihre Arbeiten zur Syn-
these von Salinosporamid A (33). Das konformativ einge-
schrinkte, von Pyroglutamat abgeleitete Substrat 181 er-
moglichte die selektive Addition an C3 von der a-Seite
kommend (Schema 30)."! Die Ausnutzung der anti-Additi-

183 OCOzEt

Ph BnO

N/\ 4 Stufen
O —b

OEt HO o)
4 Stufen

—;%PMB
CO,tBu

U coyBu § %
OCO,Et So7 o
184 185

BnO
b-d SN

(0}
HO OHC [0}
N,PMB
f g-i
e \__(mCOBn 91

{ COuBu

SePh 186
(o}

) N-PMB
j wCO,BN 4 Stufen
BnO™ g7 — BnO

> CO,tBu
/ 2
PhSe 188

N-PMB
.wCO,Bn

'CO,tBu
187

HO

k-m
—=m_,

NH 3 Stufen
CO,tBU

— 33

Schema 30. a) 1. Vinylmagnesiumbromid, TMSCI, Cul, THF, —78°C,
75%, 2. LDA, 1-lod-2-benzyloxyethan, THF, RT, 77%, 14:1; b) Jones-
Reagens, Aceton, RT; c) Me,NCH (OtBu),, Toluol, Riickfluss, 72% (2
Stufen); d) Et;OBF,, K,COs, CH,Cl,, RT, 88%; ) PhSeSePh, NaBH,,
EtOH, 60°C; f) BnBr, K,CO;, DMF, RT, 65% (2 Stufen); g) 30% H,0,
(wissr.), THF, RT; h) Toluol, 100°C; i) Dess-Martin-Periodinan, CH,Cl,,
RT, 89% (3 Stufen); j) PhSeBr, AgBF,, BnOH, CH,Cl,, —20—0°C,
74%, d.r.=12:1; k) CAN, CH,CN-H,0, 0°C, 90%; I) Na, NH, (fl.),
—78°C; m) NaBH,, THF-H,0 (2:1), RT, 97% (2 Stufen).
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on fiihrte zur a-Alkylierung an C2 (182). Eine Sequenz aus
Ozonolyse, Reduktion, Bildung des Carbonates und Spaltung
des N,O-Acetals etablierte 183, das wiederum in den ent-
sprechenden Imidatester 184 iiberfiihrt werden konnte. Die
Deprotonierung des Imidates mit LIHMDS l6ste eine intra-
molekulare Acylierung aus. Nachfolgende Schutzgruppen-
manipulationen bereiteten den Weg fiir die entscheidende
Phenylselen-vermittelte Lactonoffnung bei gleichzeitiger
Benzylierung zum Diester 186. Die Selenoxid-Eliminierung
erzeugte sowohl das erwartete Eliminierungsprodukt als auch
den gewiinschten Aldehyd 187, der in Gegenwart von Phe-
nylselenylbromid und Silbertetrafluorborat cyclisierte. Das in
Abschnitt 9.2 schon erwédhnte Cyclohexenylzinkchlorid
wurde entsprechend den Bedingungen von Corey auch in
dieser Synthese eingesetzt. Das resultierende Triol 190 wurde
nach PMB-Entschiitzung und reduktiver Spaltung des Halb-
acetals erhalten. Hydrolyse des Esters, Lactonisierung mit
BOP-CI und Chlorierung (Ph;PCl,) lieferten das gewiinschte
Produkt 33 in 26 Stufen mit einer Gesamtausbeute von 1.6 %.

9.4. Die Synthese von Ling und Macherla

Macherla und Ling publizierten 2007 ihre Synthese von
Salinosporamid A.'!*! Diese Route ist ein didaktisch wert-
volles Beispiel des Konzeptes der ,,Selbstregeneration von
Chiralitédt (Oxazolidin 192, Schema 31). Eine intramoleku-
lare Aldolreaktion etablierte mit einem Diastereomeren-
iiberschuss von 70 % die Verbindung 194 einschlie3lich eines
neuen quartdren Zentrums, eines tertidren Alkohols und
einer stereoselektiv verkniipften Allylseitenkette. Die Um-
wandlung zu 195 schuf die Basis fiir die stereoselektive Ein-
fiihrung der Cyclohexenyl-Einheit. Im Unterschied zu den
vorhergehenden Synthesen wurde hier eine Cyclohexen-Bor-
Verbindung (196) anstelle der entsprechenden Zinkchlorid-

[ tBu O o fBu
0,0 P 2suf ;
COH A, Lotuten N o
+ Hl\{ o _—~, \
( MeO,C (Meozc‘
191 192 193
o} o]
a X JABU 4 Stufen {Bu
- N/ S N—
HOZ ¢ BnO™ g% NP
Me CHO
195
BzO

7 Stufen
—_—

3 Stufen
_—

— > Me™

Schema 31. a) tBuOK, THF, RT, 15 min, 64%,; b) Boran 196, THF,
—78°C—RT, 11.5 h, 80%; c) Dess-Martin-Periodinan, CH,Cl,, 2 h,
609%; d) KRED-EXP-B1Y, NAD*, GDH-103, Glucose, pH 6,9, 37-39°C,
40 min, 56 %.
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Verbindung eingesetzt. Eine TMS-Schiitzung und Oxidation
zu Saure 198 folgten der Spaltung des Tetrahydrofurans und
des Oxazolidins. Die B-Lactonisierung gelang mit BOP-Cl
und die FEinfiihrung der Chlorethylgruppe wurde durch
Ph;PCl, ermoglicht. Die Inversion des Seitenkettenalkohols
iiber eine Oxidations-Reduktions-Sequenz unter Verwen-
dung einer enzymatischen Ketoreduktase schloss die Syn-
these ab. Uber diese Route konnte Salinosporamid A (33) in
einer Gesamtausbeute von 0.23% in 20 Stufen hergestellt
werden.

9.5. Die Synthese von Hatakeyama
Eine Indium-katalysierte Conia-En-Reaktion""”! wurde

von Hatakeyama und Mitarbeitern bei deren Synthese von
Salinosporamid eingesetzt (Schema 32).1"% Die Sequenz be-

PMB

oT8S 0« _N__CO,M
5 Stufen HMe
pmeo |l ab pmBo y-OH ——— AcO T
—_ —_— COzMe
OH
X N
201 202 203

EMB

CO,Me

(e] N / 4 Stufen
c, "CO,Me —>
204

OAc

Schema 32. a) MsCl, NEt;, DMAP, CH,Cl,, 0°C, 95%; b) Pd(OAc),,
PPh;, Et,Zn; dann TBSOCH,CHO, THF, —78 ——20°C, 63%; c) In-
(OTf); (5 Mol-%), Toluol, 110°C, 96 %; d) NaBH,, THF/EtOH, 88 %;
e) Dess-Martin-Periodinan, CH,Cl,, 94%; f) Cyclohex-2-enylzinkchlorid,
THF, —78°C, 88%.

ginnt mit Alkohol 201, dessen Hydroxygruppe in das ent-
sprechende Mesylat iiberfithrt wurde. Dieses wurde in einer
Marshall-Reaktion mit (tert-Butyldimethylsilyloxy)acetalde-
hyd und Diethylzink eingesetzt und lieferte 202. Die nach-
folgenden Transformationen etablieren das Intermediat 203.
Die Conia-En-Reaktion wurde durch die Zugabe von In-
(OTY); eingeleitet. Nach der Umwandlung in das Lactam 207
folgte die Route der von Danishefsky etablierten Synthese.

9.6. Die Synthese von Nagamitsu und Omura

Eine neue Strategie fiir die Einfithrung der Cyclohexen-
Seitenkette wurde in der Totalsynthese von Nagamitsu und
Omura beschrieben (Schema 33).'"! Ausgehend von Alde-
hyd 2080'?" fiihrte eine Wittig-Olefinierung gefolgt von einer
enzymatischen Desymmetrisierung zu 210. Eine Sequenz aus
Schutzgruppenmanipulationen etablierte ein cyclisches
Carbamat, das wiederum mit einer PMB-Gruppe geschiitzt
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Schema 33. a) Ph;P"CH;Br~, NaHMDS, THF, RT, 97%,; b) p-TsOH-
H,0, MeOH, RT, 82%; c) Lipase, Vinylacetat, iPr,O, RT; d) TBAF, THF,
RT; e) NaH, THF-DMF, dann PMBCI, RT, 97% (2 Stufen); f) LDA,
Cyclohexanon, THF, —78°C; g) BzCl, 79%; h) DBU, Toluol, 100°C;

i) TsOH-H,0, Dioxan, RT, 97% (2 Stufen); j) NaH, THF-EtOH, RT;

k) (COCl),, DMSO, NEt,, CH,Cl,, —78°C, 92% (2 Stufen); I) LIHMDS,
THF, —78°C; dann Chloroacetylchlorid, 63 %; m) LiEt;BH, THF, 0°C,
77%.

wurde. Ausgehend von 212 lieferte eine Osmium-katalysierte
Dihydroxylierung gefolgt von einer Periodatspaltung den
Aldehyd 213. Bei der nachfolgenden stereoselektiven Addi-
tion des Lithium-Enolates von Cyclohexanon wurden die
koordinierenden Eigenschaften der MEM-Gruppe ausge-
nutzt. Durch eine anschlieBende Benzoatschiitzung konnte
215 erhalten werden. Zur Etablierung der Doppelbindung im
Cyclohexen-Segment wurde die Keto-Carbonylgruppe unter
Luche-Bedingungen reduziert und die Benzoatgruppe hy-
drolytisch gespalten. Das dadurch erhaltene anti-1,3-Diol
wurde in das cyclische Sulfat 216 tiberfiihrt, dessen anschlie-
Bende Behandlung mit DBU und TsOH das Cyclohexen 217
lieferte. Eine intramolekulare Carbamatbildung gefolgt von
Oxidations- und Reduktionsschritten sowie einer Schiitzung
lieferte das Keton 219. Das benotigte y-Lactam 220 wurde
durch N-Acylierung und intramolekulare Aldolreaktion eta-
bliert, die Seitenkette hingegen durch eine Sml,-vermittelte
Reformatsky-Reaktion, die nach Eliminierung das Lactam
221 ergab. 221 wurde einer Reihe von Schutzgruppen- und
Funktionsgruppenmanipulationen unterzogen (Birch-Re-
duktion, B-Lactonisierung, Chlorierung und TES-Entschiit-
zung), um schlieBlich Salinosporamid A (33) in 2.1% Aus-
beute und 38 Stufen zu erzeugen.
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9.7. Die Synthese von Iwabuchi

Ausgehend von Garners Aldehyd (223)'1 nutzten
Iwabuchi und Mitarbeiter eine bis dahin nicht eingesetzte
Strategie, um die Cyclohexenyl-Einheit aufzubauen.'”” Die
organokatalytische Addition von Cyclohexanon an Garners
Aldehyd ergab das -Hydroxy-Keton 224. Dieses wurde einer
Reduktions-Eliminierungs-Sequenz unterzogen, um die ge-
wiinschte Doppelbindung aufzubauen. Schutzgruppenmani-
pulationen und eine Oxidation fithrten zum Methylester 226,
der durch Behandlung mit p-Toluolsulfonsiure das Oxazolin
227 ergab. Der tertidre Alkohol wurde iiber eine Reformat-
sky-Reaktion von Keton 229 mit o-Brom-y-butyrolacton
hergestellt. Die Reduktion des Oxazolins erzeugte das be-
notigte y-Lactam 231, das wiederum in das Diol 232 konver-
tiert wurde. Eine AZADO-katalysierte oxidative Lactoni-
sierung ergab schliefflich die Lacton-Einheit in einem Ein-
topfverfahren. Entschiitzung und Chlorierung komplettierten
die Synthese in 26 Stufen und einer Gesamtausbeute von
2.0% (Schema 34).

9.8. Die Synthese von Fukuyama
Fukuyama et al. publizierten ihre Synthese von Salino-

sporamid im Jahr 2011 (33, Schema 35).1'*! Beginnend mit der
Verbindung 235, die wiederum aus 4-Pentensdure (234) her-

%/\)—CHO

\)_<\:/§ 3 Stufen_ \)_<\:>
MeOzC>_<\:> Meozc>_b p—ChIorbenzyI

r r

/I N/ (6]

/"lu.

AcO SN
229

5 Stufen

5 Stufen

MeOZC)_b

TBDPSO
4 Stufen 2 Stufen,
—_— —_—
233

Schema 34. a) p-Prolin, Cyclohexanon, CHCl;/DMSO, 5°C, 81%; b) p
TsOH, Toluol, Rickfluss, 47 %; c) LDA, THF, —78°C; dann AcCl, 76 %;
d) NaBH,, MeOH, —40°C; e) 1. [RhCI(PPh;);], a-Brom-y-butyrolacton,
Et,Zn, THF, —20°C; 2. DBU, CH,Cl,, 0°C, 57%; f) NaBH,CN, AcOH/
THF, 0°C; g) AZADO, Phl(QAc),, CH,Cl,, RT, 78%.
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So~_COH ——= \/Qi[LNv o _a, \/Ch\ﬁ” CO,Me
234 235 o BA &O 236
\ H
b NCHO . [ﬁw
—  Ho= CoMe — ™ MeO o\ COaMe
N CO,Me = CO,Me
237 238
o)
d H 2Stufen "!
NH
Meo— N coMe -/
: CO,Me COZBn
239
3 Stufen 3 Stufen
— -, 33
. .

£ CO,Bn

Schema 35. a) DIBAL-H, Toluol, —78°C, dann AcOH, MeOH, —78°C
bis RT; dann Aminodimethylmalonathydrochlorid, NaOAc, 0°C; dann
NaBH;CN, —20°C—RT; b) HCO,H, AcOH, THF, 0°C; dann HCl
(wissr.), Aceton, 0°C—RT, Kristallisation aus Et,0, 71% (2 Stufen);
c) O;, MeOH/CH,Cl,, —78°C; dann Me,S, CSA, —78°C—RT,; dann
AcCl, 0°C—RT, 99%, (d.r.=2:1); d) RuO,, NalO,, n-PrOAc-MeCN-
Phosphatpuffer, 0°C, 85%.

gestellt werden kann, fiihrte eine Acylierung zum Oxa-
zolidinthion. FEine anschlieBende Alkylierung fiihrte das
Chiralitdtszentrum ein, aus dem spéter die chlorierte Seiten-
kette aufgebaut wurde. Die Abspaltung vom chiralen Auxiliar
und eine reduktive Aminierung ergaben das Amin 236.
Schiitzung des Amins und die nachfolgende Freisetzung des
Ketons brachten nach Umkristallisation das enantiomeren-
reine Pyrrolidin 237 hervor. Eine Eintopfreaktion aus
Ozonolyse, Methylierung, Entfernung der Formylgruppe und
anschlieBender Oxidation erzeugte das Lactam 239. Die
zwischenzeitliche Umwandlung in den Dibenzylester und
eine selektive Reduktion etablierten den Alkohol 240, der
nach bekannter Sequenz weiter zum Salinosporamid (33)
umgesetzt wurde (14 Stufen, 19 % Gesamtausbeute).

9.9. Synthesen von racemischem Salinosporamid

Eine Synthese von (£)-33 wurde von Pattenden publi-
ziert.” Ausgehend von B-Ketoester 242 (Schema 36)!*!
fiihrten nach Schiitzen des Ketons die Hydrolyse der Ester-
gruppe und die Uberfilhrung in das Amid zu 243. Der
Schliisselschritt in dieser Synthese ist die sdurekatalysierte
Bildung des racemischen Lactams 244. Schiitzen beider Hy-
droxygruppen und des Amids, gefolgt von einer selektiven
Reduktion etablierte den Aldehyd 245. Die Cyclohexenyl-
Seitenkette wurde mithilfe des Corey-Protokolls eingefiihrt.
SchlieBlich wurde unter Anwendung der Corey-Route (+)-33
in 14 Stufen mit einer Gesamtausbeute von 12% erhalten.

Romo et al. berichteten 2007 iiber ihre zweite Synthese
von Salinosporamid (Schema 37).! Beginnend mit dem
Serin-Derivat 246, das verestert und geschiitzt wurde, ergab
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HO  CO,Me
242 244
BnO o
3 Stufen_ n-PmB T Sufen
— —
,,,,,, 1CHO
TMSO  CO,Me

245

Schema 36. a) ACOH-H,0 (4:1), 65°C, 4 d, 71%.

CO,H 2 Stufen COAllyl
BnO/\Ig-i — NHPMB
2

246 247

g L
o) 250
/:/(248 N
(CH2)2Cl HO,C O O
ab c

N
0Bn PMB(CH,),cl
249

Schema 37. a) Diketen 248, 1-Hydroxypyridin, THF, 60°C, 36 h, 80%;
b) [Pd(PPh;),], Morpholin, 75%; c) modifiziertes Mukaiyama-Reagens
250, iPr,NEt, 4-PPY, CH,Cl,, —10°C, 6 h, 25-35%, d.r.=2-3:1.

die Reaktion mit Keten-Dimer 248 nach zusitzlicher Ver-
seifung der Estergruppe die Verbindung 249. Eine doppelte
Cyclisierung mit dem modifizierten Mukaiyama-Reagens
(250), PPY und iPr,NEt ergab das gewiinschte Produkt 251
(d.r. 2:1-3:1). Diese Verbindung wurde nach Entfernen der
Benzylschutzgruppe oxidiert. Die Reaktion mit Cyclohexe-
nylzinkchlorid und PMB-Entschiitzung lieferte (4)-33 in 9
Stufen mit einer Gesamtausbeute von 2.5 %.

9.10. Formale Synthesen

Fin alternativer Zugang zu Coreys zentralem Intermediat
256 wurde 2006 von Langlois etal. prisentiert
(Schema 38).*) Das Lactam 252 wurde dabei iiber eine Mi-
chael-Addition methyliert und anschlieBend iiber eine Se-
lenoxid-Eliminierung in die entsprechende ungesittigte Ver-
bindung iiberfiihrt. Der Austausch von Schutzgruppen ergab
253, die in einer Cycloaddition mit N-Methylnitron zu dem
Pyrrolinon 254 als Hauptprodukt umgesetzt wurde. Spaltung
des Isoxazolidinrings und Eliminierung der Aminogruppe
erzeugten 256. Die darauf folgenden Transformationen ent-
sprechen Coreys Route.

Lam et al.'! berichteten iiber die Synthese eines alter-
nativen Imtermediates, bei dem im Vergleich zu Coreys In-
termediat 168 die Chlorethyl-Seitenkette iiber einen kom-
fortableren Weg zuginglich ist (Schema 39). Coreys Amino-
alkohol 166 wurde einer Swern-Oxidation unterzogen und
anschlieSend mit 258 acyliert. Die nachfolgende Cyclisierung
in Gegenwart eines Nickel-Phosphan-Komplexes ergab das y-
Lacton-y-Lactam 260 als Hauptprodukt. Es folgten die Ent-
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$NCo,Me
€\
OB
285 256 OB"
Schema 38. a) N-Methylnitron, Toluol, A, 68%; b) H,, Pd(OH),,
EtOAc-MeOH, 64 %; c) Mel, MeOH; dann Na,CO;, CH,Cl,, 90%.

o]

PMB
PMB coye PMB co,me ElOzC/\)I\ ? COMe

Cl
E Ny~
OBn -a HNj;‘\\OBn ﬂ. tOzC\/\n/ i \OBI’I

(¢]
HO™ “Me 0~ "Me 259 O
166 257

HO
_PMB 4 Stufen
> _OBn

- COZMe HS  ‘come OH
261

(e}
N-PMB

> 33

Schema 39. a) (COCl),, DMSO, NEt;, CH,Cl,, —78 ——40°C, 72%;
b) 258, iPr,NEt, CH,Cl,, 0°C—RT, quant.; c) [NiCl,(PMe;),], Et,Zn,
THF, 0°C—RT, 42%.

schiitzung der Hydroxygruppe, eine Swern-Oxidation und die
Einfiihrung des Cyclohexenyl-Restes nach Coreys Protokoll.
SchlieBlich ergab eine reduktive Offnung des Lactons das
Triol 261, das nach Coreys und Pattendens Syntheserouten zu
Salinosporamid A (33) umgesetzt werden konnte.

Eine formale Synthese basierend auf Coreys Intermediat
166 wurde von Tepe et al. publiziert.'” Unter Verwendung
einer Oxazolon-vermittelten En-artigen Reaktion wurde 262
zu Intermediat 263 umgesetzt, das sofort zum Ester 264 re-
duziert wurde. Eine dehydrierende Cyclisierung mit MsCl
und die anschlieBende Oxazolin-Reduktion erzeugten den
chiralen Aminoalkohol 266. Die abschlieBende Benzylschiit-
zung und Spaltung des tert-Butylethers!"™” lieferten Coreys
Intermediat 166 (Schema 40).

Bode etal. présentierten einen NHC-katalysierten
Zugang zu Lams Verbindung 260.*'" Amin 267 wurde dabei
in Aldehyd 268 iiberfiihrt. Der NHC-katalysierte intramole-
kulare Cyclisierungs-Lactonisierungs-Prozess ergab 88%
Ausbeute und ein Verhiltnis von 1:1.1 zugunsten des ge-
wiinschten Diastereomers (260; Schema 41).

Eine formale Synthese, die auf Coreys Verbindung 172
beruhte, wurde von Sato wund Chida publiziert
(Schema 42).1 Ausgehend von Diaceton-pD-Glucose konnte
in vier Stufen die Verbindung 271 aufgebaut werden.!*
Diese wurde als Benzylether geschiitzt, und nach Entfernung
einer der beiden Acetonide konnte das resultierende Diol mit
Schutzgruppen versehen werden. Hydrolyse des zweiten
Acetonids und Glykolspaltung mit NalO, ergaben Pyranose
272. Diese wurde wiederum als PMB-Ether geschiitzt, und die
Formylgruppe wurde entfernt. Oxidation des freien Alkohols
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tBuO” "Me HO™ "Me
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Schema 4o. a) Vinyl-teri-butylether, (PhO),PO,H (10%), Benzol, RT
(d.r.=3:1); b) NaBH,, 88% (2 Stufen); c) MsCl, NEt;, CI(CH,),Cl,
Riickfluss, 4 h, 92%; d) NaCNBH;, AcOH, RT, 40 h, 73 %.

OTMS o PMB o
5 Stufen N
Ve ;NHPMB = M NH
MeO,C “—OBn MeO,C 7§ O
267 OBn

268

Schema 41. a) 269, DBU, THF-tBuOH (10:1), 40°C, 3 h, 88 %,
dr.=1:1.1.

und Alkylierung mit AlMe; lieferten 273. Nach Tosyl-Ent-
schiitzung und weiterer Oxidation konnten eine HWE-Re-
aktion und TMS-Schiitzung erfolgreich durchgefiihrt werden.
Die Reduktion des Esters, gefolgt von der Transformation in
das entsprechende Trichloracetimidat 275, ebnete den Weg
fiir die entscheidende Overman-Umlagerung unter Bildung
von 276 (69%). Nach Entfernen der Trichloracetyl-Gruppe
und anschlieBender Schiitzung wurde 277 erhalten. Diese
wurde zur gleichzeitigen Abspaltung der PMB- und TMS-
Gruppe anschlieBend mit TFA behandelt. Das resultierende
Diol 278 bildete spontan das Halbaminal 279. Eine Jones-
Oxidation, Veresterung, TMS-Schiitzung und oxidative
Spaltung bereiteten das Molekiil fiir die Einfithrung der Cy-
clohexenyl-Seitenkette nach Coreys Protokoll vor. Die ab-
schlieBende Entschiitzung mit BCl; ergab dann 172.

Ling et al. priasentierten im Jahr 2012 zwei Synthesean-
sitze!™ Im ersten wurde das Aquivalent von Coreys
Schliisselintermediat 170 aus L-Serin-Hydrochlorid herge-
stellt (281, Schema 43). N,O-Schiitzung und Umwandlung in
das entsprechende p-Keto-Amid 282 ermdoglichten eine
Cyclisierung und Dehydrierung. Nachdem der Alkohol 284
erhalten wurde, konnte die Doppelbindung mit /BuOOH und
Triton B in das entsprechende Epoxid iiberfithrt werden. Die
reduktive Spaltung des resultierenden Oxirans, eine oxidative
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Schema 42. a) 6 m HCl, THF, dann NalO,, THF (wéssr.);

b) (EtO),P(O)CH,CO,Et, NaH, THF, 96 %; c) Na,CO;, tert-Butylbenzol,
150°C, verschlossenes Reaktionsgefifs, 2 d, 85% (2 Stufen),
d.r.=4.3:1; d) DIBAL-H, Toluol, —78°C, dann CbzCl, EtOAc, 0.5m
NaOH (wissr.), quant.; e) TFA-H,O (4:1), CH,Cl,, 0°C; f) Jones-
Reagens, Aceton (wéssr.), 0°C.

Lactonisierung und das Entfernen des chiralen Auxiliars
vervollstdndigten die Synthese von 287.

In ihrem zweiten Ansatz wurde 288 durch eine Seiten-
kettenmanipulation und Dihydroxylierung (konvexer An-
griff) in das Triol 290 iiberfiihrt. Nach Bildung des interme-
disiren Epoxids und dessen Offnung mit SmI, konnte das Diol
291 hergestellt werden, das nach Dehydratisierung als Vor-
stufe fiir Coreys Verbindung 168 dient (Schema 44).

Uber eine formale Synthese zum Grundgeriist von Sali-
nosporamid A (33) unter Anwendung einer intramolekularen
Hydroamidierung wurde von Takemoto etal. berichtet
(Schema 45).11 Dazu wurden L-Serin (294) als PMB-Ether
geschiitzt und cyclisiert, das resultierende Oxazolin 295 al-
kyliert und das Imidat hydrolysiert. Die Umwandlung in das
Alkinyl-Formamid 297 ermoglichte eine Hydroamidierung,
und die folgenden Schutzgruppenmanipulationen etablierten
die y-Lactam-Einheit 298.

Kazmaier et al.'® prisentierten einen formalen biomi-
metischen Ansatz ausgehend von der Aminosdure 304, die
auch von Moore als Zwischenprodukt in der Biosynthese von
Salinosporamid vorgeschlagen wurde!™ (Schema 46). Der
Propargylalkohol 299 wurde dazu deuteriert, um ein mecha-
nistisches Bild des Biosyntheseweges zu bekommen. Die
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Schema 43. a) Allylbromid, K,CO;, DMF, 25°C, dann DBU, Toluol,
110°C, 80%; b) Triton B (80 Gew.-% in MeOH), tBUOOH-Lésung
(konz. in Decan), THF, 25°C, 10 min; dann 284, THF, 25°C, 40 h,
71%; c) Sml,, HF/MeOH, —80°C, 100%; d) PCC, 4 A Molsieb, CH,Cl,,
25°C, 84%.

tBuYO tBu\ro\ tBuYO

o= _ CO,Me 3 Stufen N CoMe 2 o
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— CO,Me
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0o tBu OB
o, o, o
b,c d N - S
o ~COMe —— ~COMe —> 0 ~CO,Me
OH
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Schema 44. a) Citronensiure, NMO, K,0s0,2H,0, THF/H,0, 25°C;
b) Et;N, TsCl, CH,Cl,, 25°C, 77% (2 Stufen); c) Sml,, THF/MeOH,
—80°C, 87%,; d) PPhs, Imidazol, 1,, Benzol, 80°C, 90%.

NH o ) OH
R o
MeO,C Meo,c* N NHPMB
294 295 MeO,C 296
pZ OTBS Q
OGP Z4
3 Stufen e . TBSO_ Y 'NPMB
[ —_—
BnO _CHO CO,Me
MeO,C PMB 297 208 OGP OBn
Schema 45. a) PMPCOCI, iPr,NEt; b) SOCl,, 70% (2 Stufen); c) LDA,

BnOCH,Cl, HMPA, THF; d) NaBH,, AcOH, 43% (2 Stufen);
e) [Rh,(CO)1,], Xylol, 130°C.

Umwandlung in das Phosphat 300, gefolgt von einer sub-
stratkontrollierten Nozaki-Hiyama-Kishi-Reaktion mit Al-
dehyd 301 ergab 302. Eine Ringschlussmetathese erzeugte
303, und ein Oxidationsstufenwechsel etablierte den Thio-
ester 304.
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Schema 46. a) 300, CrCl,, Nal, THF, RT, 86 %,; b) Grubbs-I-Katalysator,
CH,Cl,, RT, 96%.

Lannou und Ardisson (Schema 47) publizierten die ste-
reoselektive Funktionalisierung der Pyrrolidinon-Einheit.['**!
Dazu wurde das Triol 307 geschiitzt und zum Aldehyd 309

_~ 4 Stufen /\/\)\
/ —_—
o~ > TPSO -"och
305 306
NH, HO NHBoc OHC_ NHBoc
HO 2 Stufen a
- e
o.__0O o.__0O
HO” OH X X
307 308 309

TPSO TPSO,
BnO,
H (o]
M‘- NBoc _c,d HO. \H

o.__0O

2 X 3130}<O

Schema 47. a) Oxalylchlorid, DMSO, CH,Cl,, RT, dann 308, CH,Cl,, RT,
97%,; b) (+)-310, TMEDA, nBuli in Hexan, Et,0, —78°C, Ti(OiPr),,
dann 309, THF, —78°C, 76 %; c) Me;SOI, NaH, DMSO, RT, dann (+)-
312, 60°C; d) LiAlH,, Et,0, 0°C—RT, 52% (2 Stufen).

4 MeOZCS CO,Me

oxidiert. Eine Hoppe-Allylierung mit der Titanverbindung
310 erzeugte die Verbindung 311, die iiber Ozonolyse und
reduktive Aminierung cyclisiert wurde. Die benétigte Kon-
figuration des tertidren Alkohols wurde durch eine Corey-
Chaykovsky-Epoxidierung und reduktive Offnung einge-
stellt. Der daraus resultierende Alkohol 313 entspricht Patt-
endens Intermediat 314.
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10. Vinylsulfone

1997 berichteten Ploegh et al. tiber Vinylsulfone, die zu
kovalenten Modifikationen des aktiven Threonins in den [3-
Untereinheiten des Proteasoms fiihrten.'*”) Die Synthese der
Vinylsulfone transformiert geschiitzte Aminosduren in die
entsprechenden Peptidaldehyde. Die nachfolgende Wittig-
Olefinierung erzeugte das Vinylsulfon 317, das entschiitzt
wird, um den Baustein 318 zu liefern. Ausgehend von 318 als
zentralem Fragment konnen verschiedene Peptid-Vinylsul-
fone fiir die Proteasomforschung zugénglich gemacht werden
(Schema 48).

(0]

H\)(J)\ ki 0 H\)J\ c
2>, <.
o, N A, o, N,
o H o H
315 Y 316 Y
H 9 d O
tBuOY \/\/§\ _d . HQN\-/\/S
317 Y 318 Y

NEEot

\r 319

R =Bn, tBu
Ho 9 H Q
RO\[(N N\/\/§\
o

Y

Schema 48. Synthese der Peptid-Vinylsulfone nach Ploegh. a) PyBOP,
iPr,NEt, CH;NHOCH,, CH,Cl,; b) LiAlH,, Et,0

c) (EtO),P(0)CH,S(0),CHs, NaH; TsOH, Et,0; d) Boc-Entschiitzung;
e) PyBOP, iPr,NEt, CH,Cl,.

Biologische Untersuchungen haben ergeben, dass Peptid-
Vinylsulfone mit dem Proteasom durch eine Michael-Addi-
tion des N-terminalen Threonins an das ungesittigte Sulfon
reagieren (Abbildung 18). Das inhibitorische Potenzial ist
vergleichbar mit dem der Peptid-Aldehyde, aber es konnte
gezeigt werden, dass sie weniger toxisch sind als Peptid-Al-
dehyde (z.B. Z-L3H).

Proteasom Proteasom

NH,

o @ H(Hoo 4O /¢
ROTIN%” Y R"erk Jv.
T Yy

Abbildung 18. Inhibition des Proteasoms durch Peptid-Vinylsulfone.

Overkleeft und Ploegh™” iibertrugen ihre Losungssyn-
these der Peptid-Vinylsulfone auf ein Festphasenprotokoll
unter Ausnutzung von Kenners ,Safety-catch“-Methode.
Letztlich wurde dieser Ansatz auf die Synthese neuer Peptid-
Vinylsulfone und Epoxyketone angewendet. In diesen Syn-
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thesen wurde die erste Aminosdure auf ein 4-Sulfamylbuty-
rylaminomethyl-Polystyrolharz geladen. AnschlieBend wird
das iiber etablierte Peptidkupplungsprotokolle hergestellte
Dipeptid mit Iodacetonitril behandelt, um die aktivierte
Verbindung 324 herzustellen. Die Umsetzung des aktivierten
Harzes mit 325 setzt schlieBlich das Peptid-Vinylsulfon 326
frei (Schema 49).

PN A
O/O\S ngz a o/o\"o\r(\NHR _’O/S o\ﬂ/\ \)?/NHCDZ

321 322
\Q/NH

325 O H)\ o}

N_ A NHCbz
N

f%‘j
0
326

o

o

NHCbz
> \Owﬁ ;j e

Schema 49. Festphasensynthese von Peptid-Vinylsulfonen mit Kenners
»Safety-catch“-Protokoll. a) Fmoc-LeuOH, PyBOP, iPr,NEt, DMF;

b) Cbz-LeuOH, PyBOP, iPr,NEt, DMF; c) ICH,CN, iPr,NEt, NMP;

d) iPr,NEt, THF.

Opverkleeft nutzte das Vinylsulfon-Motiv in Kombination
mit verschiedenen Peptidsegmenten als Testreagens fiir die
Spezifitiat der Proteasom-Untereinheiten.[ Er nahm an, dass
die N-terminale Verldngerung eines Proteasom-Inhibitors mit
einer Adamantyl-Einheit wie in Struktur 327 gezeigt, zu po-
tenteren Inhibitoren fithrt (Abbildung 19). Die Validitit

HN._O H \rH 0" Me
o
H
J\/\/\/N sz
N
H o}
|
H
Om P ﬁ;
0
0N N N\AN g
H : H o Me

Abbildung 19. Variationen des Peptid-Vinylsulfon-Konzeptes.

dieses Konzeptes konnte schlieBlich auch fiir 327 bestitigt
werden. Der Fokus in Overkleefts Proteasom-Forschung war
es, Inhibitoren zu entwickeln, die zwischen dem konstitutiven
Proteasom und dem Immunproteasom unterscheiden
konnen 4!
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11. Makrolactone und cyclische Amide

Drei Oxazol-Makrolide wurden als potente Proteasom-
Inhibitoren identifiziert. Sie wurden aus Schwdmmen der Art
Mycale isoliert und inhibieren die Chymotrypsin-dhnliche
Aktivitdt (Abbildung 20). Der aktivste Metabolit ist Sec-
omycalolid A (331) mit einem 1Cs,-Wert von 11 ygmL ™.

CHj3 CHy CH,

CH, OAc O

O OCH,

Abbildung 20. Makrolactone als Proteasom-Inhibitoren.

11.1. Syringolin A und Glidobactin A

Die Naturstoff-Familie der Syrbactine!"*”! besteht aus den
Verbindungen Syringolin, Glidobactin und Cepafungin (Ab-
bildung 21). Sie sind seit 20 Jahren im Zentrum der biologi-
schen Forschung, und dabei wurde festgestellt, dass sie ihre
Wirkung durch die Inhibition des Proteasoms entfalten.'*
Der Mechanismus beinhaltet einen Angriff der Hydroxy-
gruppe des katalytischen Threonins an den Michael-Akzeptor
in B-Position (Abbildung 22). Die Syringoline!"*! wurden ur-
spriinglich als Virulenzfaktoren des Pflanzenpathogens
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) identifiziert und in-
hibieren das pflanzliche Proteasom. Die Glidobactine A, B
und C wurden aus dem gleitenden Bakterium Polyangium
brachysporum sp. nov. No. K481-B101 isoliert und wurden
unmittelbar als neue Antitumorverbindungen identifiziert.'*"!
Die Cepafungine wurden aus Pseudomonaden isoliert.['*!

Im Rahmen eines gemeinsamen Forschungsprojektes
konnten Groll und Kaiser zeigen, dass Syringolin A (332)
bevorzugt die Chymotrypsin-dhnliche Untereinheit inhibiert
(K;=2843 nm). Syringolin B, das sich lediglich durch die Ab-
wesenheit der zweiten Doppelbindung unterscheidet, ist als
Inhibitor der B5-Untereinheit deutlich weniger aktiv (K;=
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Syringolin A (332): R' =H, R2=H
H Syringolin C (333): R = CH;, R2=H
N Syringolin D (334): R1 =H, R?=CHjy
Y\N Syringolin F (335): R' = CH, R2 = CH,
HN R!
(¢] \_/ o
7 NGRO L OH  Syringolin B (336): R' =
TONTN Syringolin E (337): R" = CH3
H o O 0o

g )J\/\/\H/ Glidobactin A (338), Cepafungin Il
Schmidt

Momo NHBoc o “OH
Glidobactin B (339): R" = H M 7 ~NH
HN 2. FmocHN/\/\/\ﬂ/ 2
R2 = C,H,CHCHCsH 14
OH OH
o " fo) Glidobactin C (340): R' = H, R2 = CgHyq 348 © u o}
7 Nl g J\/\/\Rz Glidobactin D (341): R' = H 349 b
R! N H R? = C4HgCH(OH)CoHs HN
§ o © Glidobactin E (342): R1—H WOH  LOH
= CH,CH(OH)CsH1q 0 " o
Glidobactin F (343): R1 =H, R?=CgHqy 2 «oN N W\f*
Glidobactin G (344): R' = OH, R?=C;Hys H
H

HOH (O .
) H j\M Cepafungin | (345): R" = CsH;gCH(CH3)CH; Kaiser
N NN R Cepafungin Il (346): R = CgHgCH(CH3)CHy NH3CI
N
N
H o ©
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Abbildung 21. Die Familie der Syrbactine. HoH H L
Fmo NTN\E)LN NY\)J\OH
o AN o A
350 HN
0 " ~ o
NH; ”N\H/\N N OH
\2 'NY\ PN j:'(OH H o O H O H g
Proteasom 336

Abbildung 22. Die Syrbactine reagieren als Michael-Akzeptoren mit Schema 0. Makrolactamisierung zu den Syrbactinen. a) DCC, HOB,
dem Proteasom. DMF, 23%; b) AcOH, Zn, quant.; c) CF;CO,C¢Fs, pyr.; d) DBU, 4-Pyr-

rolidinylpyridin, 20% (2 Stufen); e) TFA, THF; f) Boc-Thr-Suc, DMAP,
DMF, 72% (2 Stufen); g) TFA, THF; h) 2(E),4(E)-Dodecandiensiure-
778 p,M).[W] Glidobactin A (338) ist hingegen ein noch stér- Succinimidester, N-I‘\/Iethylmorpholin,‘DMF, 41426 % (2 Stufer]); N
kerer Inhibitor (K- —49 nM). i) TFA, THF, quant. j) PyBOP, HOA, iPr,NEt, DMF, 30%; k) Piperidin,
! DMF, 73 %.

Aufgrund ihrer bemerkenswerten inhibitorischen Fihig-
keiten wurde den Syrbactinen die Aufmerksamkeit ver-
schiedener Synthesegruppen zuteil. Die ersten Arbeiten  werden. Eine Curtius-Umlagerung etablierte das Amin 354,
stammten von Oka,['*¥! der ein lineares Hydrolyseprodukt von  und die sich anschlieBende Kondensation mit 356 lieferte das
Glidobactin A (338) als Startpunkt verwendete. Unter Ver-  lineare Intermediat 357. Freisetzung der terminalen Funk-
wendung von DCC und HOBt konnte der Ringschluss er-  tionen und Umsetzung mit BOP und HOAt beendeten die
folgreich durchgefiihrt werden. Die Schmidt-Gruppe nutzte  Synthese von Syringolin A (332, Schema 51).
einen leicht unterschiedlichen Ansatz. Sie fiihrten die Ma- Zwei Synthesen von Syringolin A (332), die eine Meta-
krocyclisierung an einem Substrat durch, dem die Seitenkette  these beinhalten, wurden von Kaiser et al. publiziert.!!!
fehlte, und fiihrten diese spiter ein (Schema 50).'*! Kaiser =~ Dabei wurde die zweite Doppelbindung intermediir in ein
und Mitarbeiter nutzten eine Strategie die Okas Synthese fiir ~ Diol iiberfithrt und nach der Ringschlussmetathese wieder
Syrangolid B (336) entsprach. Dabei wurde eine Vorstufe mit  regeneriert. Nach Behandlung des Acetonids mit Sdure und
der geeigneten Schutzgruppe versehen. Nach Freisetzung  Bildung des Thiocarbonates mit Thiocarbonyldiimidazol lie-
sowohl der Amino- als auch der Sduregruppe wurde mit ferte eine Corey-Winter-Eliminierung das gewiinschte Olefin.
PyBOP ecine Makrolactamisierung zu Syringolin B (336, 1In ihrer ersten Synthese (Schema 52) wurde die Corey-
Schema 50) durchgefiihrt.!1414] Winter-Eliminierung nach der Einfiihrung der Peptidseiten-

Die Stephenson-Gruppe etablierte ebenfalls einen Ma-  kette durchgefiihrt. In der zweiten Synthese wurde dieser
krolactamisierungsansatz fiir Syringolin A (332).'""! Ausge-  Schritt vor die Etablierung der Seitenkette verlagert
hend von Garners Aldehyd und unter Verwendung einer  (Schema 53), was einen konvergenteren Zugang zu syntheti-
Johnson-Claisen-Umlagerung konnte die Sdure 353 erhalten  schen Variationen eroffnete.
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81 X 352 X 353
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Csz\[Q BocHN  CbzNH
355
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HZM ®  Ho,C y ahi
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N o 387
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7 NN A L
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N \ﬂ/\H H 2
R oO°
359
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CO,tBu

HO,C
CO,tBu 361 362

Schema 51. Die Stephenson-Synthese von Syringolin A: a) Vinylmagne-
siumbromid, THF, 86 %; b) CH;C(OMe)s, Propionsiure, Xylol, 93 %;

¢) LIOH, THF/H,0, 96%; d) DPPA, TEA, Toluol, tBuOH, 81%; €) p-
TsOH, MeOH, 94 %; f) CrO;, wissr. H,SO,, Aceton, 78%; g) EDC,
HOB, iPr,NEt, CH,Cl,, 70%; h) LiOH, THF/H,0, 91%,; i) TFA, CH,Cl,;
j) BOP, HOA, iPr,NEt, DMF, 15%; k) iPr,NEt, CH,Cl,, 97%; Pd/C, H,,
MeOH, 97%,; |) HBr, Essigsdure, quant.; m) BOP, HOA, iPr,NEt,DMF,
CH,Cl,, 85%.

OMe &b NHBoc O‘
B°°HN >< NHBoc

364 OMe

Q)(\i/i e )(\22 'Nj]ﬂN co, Med'e

X

IN\H/\N N7 coH

S:(

”N\H/\N

COzMe

Schema 52. Kaisers erster Metathesezugang zu den Syringolinen.

a) OsO,, NMO, Aceton/H,0, 85%,; b) 2,2-Dimethoxypropan, PPTS,
CH,Cl,, 98%; c) H,0,, iPr,NEt, CH,Cl,, 93%,; d) Grubbs-Il-Katalysator,
Toluol, 49%; d) HCO,H/MeOH, 98 %; e) Thiocarbonyldiimidazol,
DMAP, THF, 89%; f) P(OMe)s, 76 %; AICl;, Methylethylsulfid, 92 %.

Pirrung und Mitarbeiter berichteten iiber einen Wittig-
Horner-Ansatz bei der Synthese von Syringolin A (332).0'
Die Einfiihrung von Valinol und des Phosphonates bereitete
die Ausgangsverbindung fiir die Ringschluss-Olefinierung
vor. Wie in der zweiten Synthese von Kaiser (Schema 53) ist
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\; \2 2o 3270
\22 'N\H/\N co2

Schema 53. Kaisers zweiter Metathesezugang. a) P(OMe);, 88 %;
b) Zn, AcOH, THF, 98 %,; c) Harnstoff, PyBOP, HOA, iPr,NEt, DMF,
95%,; d) AlBr;, Tetrahydrothiophen, 84 %.

dies ein konvergenter Ansatz, der den Aufbau einer kleinen
Bibliothek von Analoga erméglichte (Schema 54).

o] o]
HZNV\/\)L —»a’ b OH
OH EtO),P N
(EO), H/\[(

NHBoc NHBO@

\22 ‘NHBoo —=~ \22 ”N\[(\N COZH

Schema 54. Pirrungs erster Wittig-Horner-Ansatz. a) Na,CO;, Dioxan/
H,0; b) Valinol, DCC, NHS, CH,Cl,, 75%,; c) Dess-Martin-Periodinan,
CH,Cl,; d) Zn(OTf),, TMEDA, THF, 65 %.

Mit einer leicht verdnderten Olefinierungsstrategie
konnten sie ebenfalls die Synthese von Syringolin B (336)
erfolgreich abschlieBen (Schema 55).

Diese Arbeiten schufen die Basis fiir detaillierte Struktur-
Aktivitits-Untersuchungen, die sich speziell fiir Hybrid-
strukturen als niitzlich erwiesen. In diesem Kontext synthe-
tisierten Pirrung et al.l'®¥ die Oxa-Variante 379 (TIR-203),
SylB-LIP (380) und dGIbA-LIP (383). Diese Verbindungen

X I/
a
Br\/\/\HLN oH 2. .

H

H
374  NHCbz 375  NHCbz
376 O o
(EtO)ZP\)L H \/Q
ONHS N OH
—— EtO),P N
(EORP™ Y N
o © 377 NHCbz

ﬁw =P e

Schema s55. Pirrungs zweiter Olefinierungsansatz. a) NaN;, DMF,
100%,; b) PPh;, MeOH, c) CH,Cl,; d) Dess-Martin- Perlodman, CH,Cl,,
e) Zn(OTf),, TMEDA, THF, 81%.
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wurden untereinander und mit Kaisers Syringolin-A-Variante
SylA-Lip"™ (382) verglichen. Biologische Untersuchungen
der Zellproliferation von SK-N-As- und MYCN-2-Neuro-
blastom-Zelllinien ergaben, dass Oxa-SylA-Lip die aktivste
Verbindung ist und die Verbindungen 380 und 383 eine mit
SylA-Lip (382) vergleichbare Aktivitdt aufweisen. Das be-
deutet, dass alle Verbindungen iiber eine im Vergleich zu
Syringolin A (332) (20 um) verbesserte Aktivitdt verfiigen.
Kiirzlich berichteten Ibarra-Rivera und Pirrung,’> dass die
Oxa-Verbindung TIR-203 alle drei katalytischen Unterein-
heiten in Myelom-Zelllinien konzentrationsabhingig inhi-
biert (Abbildung 23).

HN
\2 i C12H25

Oxa SylA-Lip (379), IC5o = 0.4 pum
(TIR -203)

012H25

SyIB -LIP (380), ICso= 1 UM

SylA-GIbA (381)

;z

SylA-LIP (382), ICs = 3.2 uM

C1oH21

Y\N szst

dGIbA-Lip (383), ICsp = 1 uM

Abbildung 23. Syringolin-Analoga.

In einem Forschungsansatz, der sich zum Ziel gesetzt
hatte, die Struktur-Aktivitdts-Beziehungen dieser Verbin-
dungsklasse grundlegender zu verstehen, kombinierten
Kaiser und Overkleeft die Strukturelemente der Syringoline,
Epoxyketone und Vinylsulfone."*! In Abbildung 24 sind die
finf aktivsten Verbindungen gezeigt. Die Verbindungen
tragen als pharmakophore Gruppen entweder Epoxyketone
oder Vinylsulfone in Kombination mit den Seitenketten der
Syringoline. Es sei an dieser Stelle erwdhnt, dass diese Ep-
oxyketone zusitzliche Aktivitdten an den $1- und $2-Unter-
einheiten besitzen. Speziell 388 entfaltet jedoch eine bemer-
kenswert selektive Aktivitit an der f1-Untereinheit.>”
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Abbildung 24. Hybridverbindungen aus Epoxyketonen, Vinylsulfonen
und den Syringolinen.

12. TMC-95 A/B
12.1. Die biologische Aktivitit von TMC-95 A/B

TMC-95 A-D (389-392; Abbildung 25) sind vier Diaste-
reomere einer Familie von natiirlichen cyclischen Peptiden.
Sie wurden aus der Fermentationsbrithe des Pflanzenpatho-
gens Apiospora montagnei Sacc TC 1093 isoliert."*”) TMC-

TMC-95 A (389): R'=
TMC-95 B (390): R'=
TMC-95 C (391): R'=
TMC-95 D (392): R'=

H, R2=0H,R%®=CHg R*=H
H, R2=0H, R®=CHg R*=CHj,4
OH,R?=H, R®=CHy R*=H
OH,R?=H, R®=H, R*=CH,

Abbildung 25. Die Familie der TMC-95-Verbindungen.

95 A (389) ist die aktivste Verbindung dieser Naturstoffklas-
se. TMC-95 A inhibiert die Chymotrypsin-dhnliche (CT-L),
Trypsin-dhnliche (T-L) und Peptidoglutamyl-hydrolysierende
(Caspase-dhnlich, PGPH) Aktivitit des 20S-Proteasoms mit
1C5-Werten von 5.4, 200 und 60 nmol. Eine Inversion des
Chiralitatszentrums an C7 hat drastische Effekte auf den ICs-
Wert dieser Verbindungsklasse. Wihrend TMC-95 B (390)
noch eine vergleichbare inhibitorische Aktivitdt im nano-
molaren Bereich aufweist, ist die Aktivitidt bei den Diaste-

www.angewandte.de

Chemie

5587


http://www.angewandte.de

Angewandte

5588

Aufsiitze

reomeren von TMC95 C und D (391, 392) zwischen 20- bis
150-fach schwicher. Diese Werte belegen eindrucksvoll, dass
die S-Konfiguration an dieser Stelle essenziell fiir die inhibi-
torische Aktivitét ist.

Alle Proteasom-Inhibitoren wie etwa die synthetischen
Peptid-Aldehyde, Boronate, Vinylsulfone oder Lactacystin
und Epoxomicin fithren zu kovalenten Bindungen am N-ter-
minalen Threonin der B-Untereinheit.®® TMC-95 A ist das
erste Beispiel eines nichtkovalenten reversiblen Proteasom-
Inhibitors. Noch bedeutender ist, dass die TMC-95-Verbin-
dungen spezifisch das 20S-Proteasom inhibieren, ohne dabei
andere Proteasen, etwa m-Calpain, Cathepsin-L oder Trypsin,
zu inhibieren, wie iiber NMR-Untersuchungen bestitigt
wurde. Die Bindungsverhiltnisse von TMC-95 A wurden
durch eine Rontgen-Kristallstrukturanalyse des am Hefe-
Proteasom gebundenen Inhibitors aufgekldart. Groll et al.
bestdtigten dadurch, dass TMC-95 A an alle drei Unterein-
heiten iiber ein Netzwerk von Wasserstoffbriicken gebunden
ist.* Die Kristallstruktur bestitigte ebenfalls die Bedeutung
der C7-Hydroxygruppe. Die S-Konfiguration ist fiir die Ak-
tivitdt der Inhibitoren TMC-95 A und B verantwortlich, wo-
hingegen die R-Konfiguration aufgrund einer ungiinstigen
Wechselwirkung des Carbonyl-Sauerstoffatoms mit der
Aminosdure 21 in der 2-Untereinheit eine schwichere in-
hibitorische Aktivitit ergibt. Die Orientierung von TMC-
95 A im Proteasom-Komplex entspricht der von Epoxomicin.
Dabei bindet die n-Propylen-Seitenkette in der S1-Tasche,
wihrend die Asparagin-Seitenkette in die S3-Tasche hinein-
reicht. Die Ketoamid-Seitenkette ist nur iiber schwache
Wechselwirkungen am Bindungsmotiv beteiligt. Daher hat
die Chiralitédt an C36 auch nur einen geringen Einfluss auf die
biologische Aktivitit.

Die hohe biologische Aktivitdt und die Komplexitit der
Molekiilstruktur haben in einer Reihe prominenter Arbeits-
gruppen zu Syntheseprojekten gefiihrt. Besonders heraus-
fordernde Strukturelemente waren dabei das hochoxidierte
L-Tryptophan und der Aryl-Oxindol-Ring in Kombination
mit dem (Z)-1-Propenylamid und der 3-Methyl-2-oxo-
pentanoat-Seitenkette.

12.2. Die erste Totalsynthese von TMC-95 A/B nach Danishefsky

Die erste Totalsynthese einer TMC-95-Verbindung wurde
von Lin und Danishefsky im Jahr 2002 publiziert."®! In ihrer
retrosynthetischen Analyse nutzen Danishefsky und Mitar-
beiter eine Makrolactamisierung, um den 17-gliedrigen Ma-
krocyclus von TMC-95 A/B zu bilden (Abbildung 26).¢" Die
Bisaryl-Domine wurde iiber eine Suzuki-Kupplung etabliert.
Die Synthese der cis-Propenylamid-Seitenkette war eine der
Schliisselherausforderungen in der Synthese von TMC-95 A/
B. Die chemische Instabilitdt dieser Einheit unter sowohl
sauren als auch basischen Bedingungen zwang Danishefsky
und Mitarbeiter, eine neue Strategie zur Etablierung des cis-
Propenylamids iiber die Umlagerungshydrolyse eines o-Sil-
ylallylamids auszuarbeiten (Schema 56).

Das Substrat 393 geht in dieser Sequenz bei 110°C eine
nacheinander erfolgende En- und silatrope Umlagerung ein,
welche zu 395 fiihrt. Wissrige Aufarbeitung dieser Verbin-
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Aldol-Reaktion o~Silylamid-
Dehydratisierung Umlagerung

Dihydroxylierung
RIR? Q k
HO 5 H %\

Suzuki- | o Makrolactam-Bildung
Kupplung N HN@
2

Acylierung

Abbildung 26. Retrosynthetische Analyse von Danishefskys Synthese.

Erhitzen
o) SiEt, oder . _SiEt;
L )\; Katalysator j\ SiEts i Ho 9
il —2,
R™ON R™ N TR RTONTY
H Ho | H
393 394 395 396

Schema 56. Synthese des cis-Propenylamids.

dung liefert das Enamid 396 in guten Ausbeuten und mit dem
cis-Produkt als dem einzigen detektierbaren Isomer.

Die Synthese des Bisaryl-Fragmentes 403 von TMC-95 A
und TMC-95 B begann mit dem lodoxindol 397. Eine ge-
kreuzte Aldolreaktion mit Garners Aldehyd (223), gefolgt
von (3-Eliminierung des entsprechenden Mesylates, ergab ein
1:1.3-Gemisch der beiden a,f-ungesittigten Lactame (Z)-398
und (E)-399. Eine Iod-vermittelte Isomerisierung iiberfiihrte
das Z-Alken in das benotigte E-Isomer. Die Boronsédure 402
wurde ausgehend von L-Tyrosin synthetisiert. Eine fiinfstufi-
ge Sequenz ergab schlieBlich die gewiinschte Boronsédure in
guten Ausbeuten. SchlieBlich wurden die Fragmente 400 und
402 iiber eine Palladium-katalysierte Suzuki-Reaktion zu-
sammengefiigt (Schema 57).1'2

| fo) Boc

b (2)-398
397 223 (E)

-399

0
d ((400R=H

401R=1 4
e (.402 R= %—Bojé

Schema 57. Synthese der Bisaryl-Verbindung 403. a) LDA, THF,
—78°C, 1.5 h; NEt,, MsCl, CH,Cl,, —70°C——50°C, 1.5 h; 81% (E/
Z=1.3:1); b) |, (kat.), Benzol, 80°C, 26 h; DMP/PPTS, Toluol, 65°C,

5 h; 85%; c) 1. MeOH/SOCI,, 2. CbzCl/K,CO;; 3. BnBr, Cs,CO;,
Aceton, Riickfluss; 88% (3 Stufen); d) Ag,SO,/l,, MeOH, RT, 1 h;
99%,; e) Pinacolatodiboran, [PdCl,(dppf)]-CH,Cl,, KOAc, DMSO, 80°C,
10 h, 91%; f) (E)-399, [PACl,(dppf)] CH,Cl,. K,CO;, DME, 80°C, 2 h;
75%.
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Die weiteren Schritte der Synthese beinhalteten die Hy-
drolyse des Methylesters 403 und eine Peptidkupplung mit H-
Asp-OrBu. Eine Sharpless-Dihydroxylierung fiihrte schliel3-
lich die Hydroxygruppen an C6 und C7 in einem Diastereo-
merenverhéltnis von 5:1 ein (relativ zum 6R,7S-Stereoisomer;
Schema 58).

404 HN-Cbz 405 HN-Cbz

Schema 58. Synthese des Diols 405. a) 1. LiOH, THF/H,0O, 0°C, 1.5 h;
2. H-Asn-OtBu, EDC/HOAT, THF, RT, 2 h; 85% (2 Stufen); b) OsO,/
NMO, (DHQD),-PHAL, tBuOH/H,O, RT, 12 h; 88% (d.r.=5:1).

Ausgehend von 405 lieferten die Entschiitzung durch
Spalten des N,O-Acetonids und Schiitzen der primédren OH-
Gruppe an C15 als TIPS-Ether, gefolgt von Hydrolyse des
tert-Butylesters mit TFA, die Vorstufe fiir die entscheidende
Makrocyclisierung. Unter Verwendung von Standard-Pep-
tidkupplungsreagentien (EDC, HOAT) konnte das vollstdn-
dig funktionalisierte Grundgeriist (408) von TMC-95 A/B
erhalten werden. SchlieBlich wurde die 3-Methyl-2-oxopen-
tansdure als Seitenkette eingefiihrt, was 409a und 409b als
1:1-Diastereomerengemisch lieferte (Schema 59).

Entschiitzung durch Spalten des TIPS-Ethers gefolgt von
der Schiitzung aller vier Hydroxygruppen als TES-Ether
fiihrte zu 410. Die primire Hydroxygruppe wurde selektiv
entschiitzt und mit dem Jones-Reagens oxidiert. Aufgrund
einer partiellen Entschiitzung der phenolischen OH-Gruppe
wurde an dieser Stelle ein Gemisch aus 411a,b und 412ab
beobachtet. Die nachfolgende Kondensation mit dem Amin
415 erzeugte die Vorstufe fiir die Einfiihrung der (Z)-1-Pro-
penylamid-Einheit.

Das a-Silylallylamid wurde nach dem skizzierten Umla-
gerungsprotokoll in das entsprechende (Z)-1-Propenylamid
iberfithrt (Schema 60). Das Rohprodukt dieser Verbindung
wurde mit HF/Pyridin entschiitzt und lieferte ein 1:1-Gemisch
von TMC-95 A und B, das mithilfe von HPLC getrennt
werden konnte. Somit war die erste Totalsynthese von TMC-
95 A (389) und TMC-95 B (390) in 25 Stufen abgeschlossen.

12.3. Die Totalsynthesis von Inoue und Hirama

Im Jahr 2003 beschrieben Hirama und Inoue die erste
stereoselektive Synthese von TMC-95 A (389).'”) Ein erster
Zugang zum oberen Segment schlug aufgrund der chemi-
schen Labilitit der Propenylamid-Einheit bei der Carbamat-
Entschiitzung fehl.'*! Die verinderte Route begann mit dem
Indol 418. Die wichtigen Schritte dieser zweiten Synthese sind
eine stereoselektive Mizoroki-Heck-Reaktion und eine dia-
stereoselektive Oxidations-Epoxidéffnungs-Sequenz (Abbil-
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e( 409a,b: R'= TIPS, R2=R%=H
410a,b: R'=R2=R3=TES (

|411a,b: R"=0OH,R?=R3=TES
412a,b: R' = OH, R2=TES, R®=H

TES
{413a,b: R'= s\ A- , R2=R®=TES

™S
a15
HZNJ\/

HTES
414a,b:R'= NN, R2=TES,R3=H
H

Schema 59. Synthese des a-Silylallylamids 413a,b und 414a,b.

a) PPTS/MeOH, Riickfluss, 2 h; b) TIPSCI, Imidazol/DMAP, CH,Cl,,
RT, 5 h; 88% (2 Stufen); c) 1. TFA/CH,Cl, (4:1), RT, 2 h; 2. EDC/
HOAT/iPr,NEt, CH,Cl,/DMF(2 mm), RT, 24 h; 52% (2 Stufen);

d) 1. Pd/C, H,, EtOH, RT, 19 h; 2. (£)-3-Methyl-2-oxopentansiure,
EDC/HOAT, CH,Cl,/DMF, RT, 2 h; 85% (2 Stufen); e) 1. HF/Py;

2. TESOTH, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, 0°C—RT, 15 h; 3. NaHCO,; 4. Citro-
nensiure, EtOAc/H,0; 73 %; f) Jones-Reagens, Aceton, 0°C, 2 h;

g) 415, EDC/HOAT, CH,Cl,/DMF, RT, 13 h; 45% (2 Stufen).

413a,b: R = TES [
414ab:R=H b ('417ab: R'= TES, R2=H
389,390: R'=R?=H

416a,b: R'=R2=TES

Schema Go. Synthese von TMC-95 A und TMC-95 B. a) 1. o-Xylol,
140°C, 3 d; 2. H,0; b) HF/Py, THF/Py; dann Me,SiOMe, 49% (2
Stufen).

dung 27). Uber eine dreistufige Reaktionsabfolge konnte das
fortgeschrittene Oxindol 418 in das Iodid 419 iiberfiihrt
werden (Schema 61).

Der Schliisselschritt in der Synthese des oberen Frag-
mentes war die Entfernung der ungewohnlich stabilen Carb-
amatgruppe. Nach umfangreicher Evaluierung verschiedener
Bedingungen konnte die Vorschrift von Gassman et al.l'®! als
optimales Protokoll ausfindig gemacht werden. Eine Kom-
bination aus OH™ und KOrBu hydrolysierte sowohl das
Carbamat als auch das Acetonid bei gleichzeitiger Amidie-
rung (420) in ausgezeichneter Ausbeute (74 %).

Fir den Aufbau der Bisaryl-Einheit wurde das Aryl-
boronat 427 aus dem Iodotyrosin-Derivat 424 und der o-
Hydroxycarbonsdure 425 aufgebaut. Zwei Schutzgruppen-
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intramolekulare Heck-Reaktion
Epoxidierung

Epoxid-Offnung
\ R O
Makrolactam Bildung
Suzuki- ©\)X/: HN O

Kupplun
WPeptld Kupplung
N
-
o

Acylierung
Oxidation

Decarboxylierende
El|m|n|erung

Abbildung 27. Retrosynthese nach Hirama.

)=0 3Stufen  EEOn-
-

>=O aoderb

O tBuO OH"

2 Stufen
_

NH,*TsO"
422 421

Schema 61. Synthese des lodids 423. a) KOtBu (15 Aquiv.), H,O
(10 Aquiv.), Et,O, RT, 74%,; b) KOtBu (15 Aquiv.), H,O (10 Aquiv.),
Et,O, RT; dann H,0, TsOH, MeOH, RT.

manipulationen und die Uberfithrung des Iodids in das
Arylboronat etablierten 427 in drei Schritten mit 81 % Aus-
beute (Schema 62).

Die Bisaryl-Doméne wurde iiber eine Suzuki-Reaktion
zwischen dem Arylboronat 427 und dem Aryliodid 423 in sehr
guter Ausbeute aufgebaut (84 %; Schema 63). Hydrolyse des
Methylesters 428 und Kupplung mit L-Asparagin-Benzylester

HO. 0. OMe

0. 0
MOMO 0. OMe
11
N
H =
427 OTBS

Schema 62. Synthese des Arylboronates 427. a) 425 (2 Aquiv.), EDC
HCl, HOBt, 4-Methylmorpholin, DMF, 0°C, 56 %.

www.angewandte.de

5590

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

M. Kalesse et al.

429 R=TIPS

Schema 63. Synthese von Verbindung 430. a) 427 (1.5 Aquiv.), [Pd-
(PPh;),], Na,CO;, DME/H,0O (4:1), 95°C, 84 %; b) LiOH, THF/H,O
(1:1), 0°C; c) H-Asn-OBn TFA, EDC HCl, HOBt, DMF, 0°C, 75%.

ergaben das vollstandig funktionalisierte acyclische Riickgrat
von TMC-95 (430).

Die gleichzeitige Spaltung der Benzyloxycarbonyl- und
Benzylester ergab die entsprechende Secosdure, die an-
schlieBend zum Makrolactam (431) cyclisiert werden konnte.
Die Einfiihrung der (Z)-Propenylamid-Seitenkette verlangte
zunichst den Austausch der TBS-Schutzgruppe gegen die
labilere TES-Gruppe und die Entfernung des PMP-Acetals
mit gepuffertem Zinktriflat und Ethanthiol. Die primére
Hydroxygruppe des resultierenden Triols wurde selektiv mit
dem Parikh-Doering- und anschlieBend dem Pinnick-Proto-
koll oxidiert. Die finale Kupplung mit L-Allothreonin-Ben-
zylester gefolgt von einer Hydrierung etablierte die B-Hy-
droxycarbonsdure 436. Behandlung mit DEAD und Triphe-
nylphosphan 16ste eine dehydrierende Decarboxylierung und
Grob-Fragmentierung aus, die das (Z)-Propenylamid 437 als
einziges Diastereomer lieferte (Schema 64).

Die Entschiitzung durch Spaltung des TES-Ethers an C35
gefolgt von einer Dess-Martin-Oxidation lieferte MOM-ge-
schiitztes TMC-95 A in ausgezeichneten Ausbeuten. Die
finale MOM-Entschiitzung erwies sich als Herausforderung,
da sich die Propenylamid-Einheit unter sauren Bedingungen
als instabil herausstellte. Aus diesem Grund war ein zwi-
schenzeitliches Schiitzen der OH-Gruppe an C7 als Chlor-
acetylester unumgénglich. Ein Eintopfverfahren unter Ver-
wendung von basischen und sauren Bedingungen etablierte
schlieBlich TMC-95 A (389).

12.4. Die Totalsynthese von Williams

In 2003 berichteten Albrecht und Williams {iiber eine
Formalsynthese von TMC-95 A (389) und B (390), die ein
spites Intermediat aus Danishefskys Protokoll nutzt."*! Ein
Jahr spiter berichteten sie iiber ihre Totalsynthese, bei der sie
gegeniiber der vergleichbaren Hirama-Synthese die Schutz-
gruppenstrategie optimierten.'®”! In Analogie zu den oben
beschriebenen Synthesen nutzten Williams et al. ebenfalls
eine Suzuki-Kupplung fiir den Aufbau der Bisaryl-Einheit
(Abbildung 28). Eine Decarboxylierungs-Eliminierungs-
Strategie installierte das cis-Propenylamid.

Eine bemerkenswerte Transformation dieser Synthese ist
die Bildung des hochoxidierten Tryptophans iiber eine mo-
difizierte Julia-Kupplung, gefolgt von der Dihydroxylierung
der Doppelbindung. Das heteroaromatische Sulfon wurde
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C431 R'=TBS
432:R'=TES

fg

434: R? = COOH

k(937 R*=TES
438:R*=H

439: R®=H, R® = MOM
n (440: R® = COCH,CI, R® = MOM
389: R% = H, R® = H (TMC-95A)

Schema 64. Synthese nach Hirama. a) H,, Pd(OH),/C, THF/H,O
(1:1); b) EDC-HCI, HOAt, DMF, 0°C, 78 %.; c) TBAF, 4 A MS, THF,
86%,; d) TESCI, Imidazol, DMF, 85%; ) Zn(OT¥),, EtSH, NaHCO,,
CH,Cl,, 100%; f) SO,-Pyr., Et;N, CH,Cl,/DMSO (3:1), RT; g) NaClO,,
NaH,PO,, 2-Methyl-2-buten, tBuOH/H,O (5:1), RT; h) L-Allo-Thr-
OBn-TFA, EDC-HCI, HOBt, DMF, 0°C, 67%; i) H,, Pd(OH),/C, THF/
H,O (1:2); j) DEAD, PPh,, 4 A-MS, 0°C—RT, 59%; k) HF-Pyridin, THF,
79%,; ) Dess-Martin-Periodinan, CH,Cl,, 80%; m) (CICH,CO)O, Pyri-
din, CH,Cl,, 0°C; n) wiassrige HCI (1 N)/THF (3:1), RT; dann ges.
wassrige NaHCO;, 64 %.

Julia-Olefinierung
Dihydroxylierung

Decarboxylierende
Ellmlnlerung

R! R? Q

Suzuki- 0 Makrolactam-
Kupplung @: HN/O Bildung
w Peptld Kupplung

Acyllerung

Abbildung 28. Retrosynthese nach Williams.

mithilfe etablierter Transformationen in vier Schritten aus N-
Cbz-L-Serinmethylester aufgebaut. Die Julia-Olefinierung
von 441 mit 7-Iodisatin (443) ergab die besten Ergebnisse
unter den von Jacobsen et al. etablierten Bedingungen!'® und
lieferte das gewiinschte Oxindol in einem E/Z-Verhiltnis von
5:1 (444/445) und mit 79 % Ausbeute (Schema 65).

Die Synthese des Boronsdureesters 448 begann mit
kommerziell erhéltlichem 3-Iod-L-tyrosin (446), das in drei
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(¢] H o
SO,Het Ny A\ Me
45\\ + + Cbz Me
CbzN_ o N o)
X H N
Me” Me [ H
|
441: Het = BT 443 445
442: Het= PT

Schema 65. Modifizierte Julia-Olefinierung. a) DMF, DMPU, LiHMDS,
0°C, 79% (E/Z=5:1). Het=Benzothiazolyl (BT) oder 1-Phenyl-1H-te-
trazol-5-yl (PT).

Stufen in das vollstdndig geschiitzte Tyrosin-Derivat 447
iiberfiihrt wurde.'*! Die Suzuki-Kupplung der Fragmente 448
und 444 mit K,CO; in siedendem wéssrigen Dimethoxyethan
mit Dichloro[1,1’-bis(diphenylphosphanyl)ferrocen]palladi-
um als Katalysator lieferte die Bisaryl-Einheit 449 in 90 %
Ausbeute (Schema 66).

Schema 66. Synthese nach Williams. a) 1. SOCl,, MeOH, RT, 18 h;
2. Di-tert-butyldicarbonat, ges. NaHCO;, CH,Cl,, 0°C—RT, 12 h;
3. Chlormethylmethylether, iPr,NEt, CH,Cl,, 0°C, 3 h, 95%, 3 Sufen;
b) Bis(pinacolato)diboran, KOAc, Dichlor[1,1'-bis(diphenylphospha-
nyl)ferrocen]palladium, wissr. Dimethoxyethan, Riickfluss, 90%.

Die Verseifung des Methylesters 449, gefolgt von der
Einfiihrung des Asparaginrests iiber eine Peptidkupplung von
NH,-Asn-OBn, lieferte 450. Die entscheidende Dihydroxy-
lierung durch Reaktion mit OsO, in wissrigem Pyridin ergab
das Diol 451 als einziges Isomer in 87 % Ausbeute.

Um mogliche Probleme mit der Entfernung der MOM-
Gruppe zu vermeiden, entschieden sich Williams et al. dazu,
alle labilen Schutzgruppen mit Trifluoressigsdure zu entfer-
nen. Die finalen Stufen der Synthese von TMC-95 A/B ent-
sprechen der von Danishefsky, einschlieflich der Einfithrung
der bD,L-3-Methyl-2-oxopentansdure, der Makrolactambil-
dung und des Aufbaus der Enamid-Einheit (Schema 67).

Diese Totalsynthese kommt mit einem Minimum an
Schutzgruppenmanipulationen aus und liefert TMC-95 A
(389) und B (390) nach 18 Stufen im 1:1-Verhéltnis und mit
4% Gesamtausbeute.
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Schema 67. AbschlieRende Transformationen in der Synthese nach
Williams. a) 1. LiOH, THF, H,0, 0°C; 2. H,N-Asn-OBn, HOAt, EDCI,

iPr,NEt, CH,Cl,, 0 °C, 4 h, 98% (2 Stufen); b) OsO,, Pyridin, 0°C, 1h,
dann NaHSO;, 87%; c) TFA/H,0 (1:1), RT, 4 h; d) Natriumsalz der 3-
Methyl-2-oxopentansaure, HOAt, EDC, THF, 0°C, 98% (2 Stufen);

e) Pd, H,, MeOH, RT, 6 h; f) EDC, HOAt, CH,Cl,, DMF (1:1), RT,

1 mm, 49% (2 Stufen).

12.5. Derivate von TMC-95 A

Aufgrund des exzellenten biologischen Profils von TMC-
95 ist diese Verbindungsklasse eine vielversprechende Leit-
struktur fiir die Synthese von Derivaten. Wihrend die von
Danishefsky et al. synthetisierten Derivate von TMC-95 A
die hochoxidierte Indol-Einheit beibehielten, haben Moroder
et al. Analoga mit einem vereinfachten Riickgrat syntheti-
siert. Vidal et al. entwickelten lineare Varianten des TMC-95-
Motivs, die allerdings substanziell von der urspriinglichen
Struktur abwichen.

12.5.1. Moroders Derivate von TMC-95 A

Inspiriert von der Rontgenkristallstruktur von TMC-95 A
(389) im Komplex mit dem 20S-Proteasom und in Kombina-
tion mit computergestiitzten Rechnungen identifizierten
Moroder etal. ein minimales Bindemotiv von TMC-95A
(389). Entsprechend wurde auch 454 als erstes Syntheseziel
identifiziert (Abbildung 29).0'"!

Die fiir die Synthese von 454 notwendigen Schliissel-
transformationen sind in Schema 68 wiedergegeben. Aryl-
boronat 456 und N“-Boc-Propylamid 455 wurden dabei mit
einer Suzuki-Kreuzkupplung verkniipft. Die Peptidkette

454

Abbildung 29. Minimales Bindemotiv von TMC-95 A.
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MeO

454

Schema 68. Moroders Synthese. a) [Pd(dppf)Cl,]-CH,Cl, (5 Mol-%),
K,CO, (3 Aquiv.), DME/H,O (7:1), 70°C; b) H-Asn-OtBu, EDC, HOBt;
c) DMSO (20 Aquiv.), ACOH/HCI (4:1); d) PyBOP (4 Aquiv.), HOBt
(4 Aquiv.), iPr,NEt (6 Aquiv.).

wurde mit Asparagin-fert-butylester verldngert. Anschlie-
Bend erfolgte eine DMSO/HCl-vermittelte Oxidation der
Indol-Einheit zur linearen Vorstufe 457. Die erfolgreiche
Cyclisierung zum gespannten Ringsystem mit PyBOP/HOBt/
iPr,NEt lieferte dann das gewiinschte Makrolactam 454 als
einziges Diastereomer.

Erfreulicherweise konnte nur das Isomer mit der ge-
wiinschten Konfiguration an C3 cyclisiert werden. Der Ver-
gleich der ICs-Werte mit denen von TMC-95 A (389) ergab
dhnliche Aktivitdaten gegeniiber den TL- und PGPH-Unter-
einheiten. Allerdings war die Aktivitdt gegeniiber der Chy-
motrypsin-dhnlichen Untereinheit ca. 100-fach geringer.
Diese substanziell verminderte Aktivitdt wurde der groferen
Flexibilitdt der Propylamid-Seitenkette gegeniiber der (Z)-1-
Propenylamid-Seitenkette zugeschrieben.

Das Derivat 458 wurde fiir die Untersuchung der Sub-
strat-Bindeeigenschaften des Proteasoms synthetisiert. Die
flexibleren Bisaryl-Ether 459 und 460 wurden iiber eine in-
tramolekulare aromatische Substitution zugéinglich gemacht
(Abbildung 30)."Y 459 war ein besonders wertvolles Sub-
strat, da es mit dieser Verbindung gelang, eine Kristallstruk-
turanalyse im Komplex mit dem 20S-Proteasom anzufertigen.

NH
NH
o Oi
i )L NH, O,N O« __N )\
H

459 460

NHCbz NHCbz

Abbildung 30. Vereinfachte Analoga von TMC-95.
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12.5.2. Danishefskys Derivate von TMC-95 A

Aufgrund der Synthese von TMC-95 A/B konnten Da-
nishefsky et al. die Synthese von Varianten dieser Natur-
stoffklasse auf einer spéten Stufe realisieren. Zur Untersu-
chung der Struktur-Aktivitits-Beziehungen und zur Opti-
mierung der Syntheseroute wurden von Danishefsky und
Mitarbeitern die TMC-95-Varianten 461-470 synthetisiert.['’?
Der Ersatz der Enamid-Einheit durch eine weniger labile
Allylamid-Einheit und die Entfernung des Chiralitdtszen-
trums an C36 fiihrten zum Erhalt der biologischen Aktivitét.
Auf der anderen Seite war das n-Propylamid-Derivat 467 ca.
10-fach weniger aktiv als TMC-95 A und B sowie 465.1'7*! Die
Verbindungen 469 und 470 zeigten ebenfalls verringerte Ak-
tivitditen im Vergleich zu den Substanzen mit Enamid oder
Allylamid-Seitenkette (Abbildung 31).

461 R"=CHg R?=H

463 R = (Z)-1-Propeny!
462 R"=H, R?=CH,4 @ peny
0,

464 R = Allyl
NHR

465 R = (Z)-1-Propenyl
466 R = Allyl
467 R = n-Propyl

Abbildung 31. Danishefskys Analoga von TMC-95 A.

12.5.3. Vidals Derivate von TMC-95 A

Im Jahr 2003 berichteten Vidal und Mitarbeiter iiber die
Synthese von drei cyclischen TMC-95-A-Derivaten (471;
Abbildung 32)."* Der Schliisselschritt war dabei eine intra-
molekulare Ullmann-Reaktion zur Bildung der makrocycli-
schen Struktur. Diese weniger komplexen Analoga trugen
vereinfachte Peptidseitenketten, und das hochoxidierte
Oxindol wurde durch eine gewohnliche Indol-Einheit ersetzt.
Kiirzlich wurden in einer anderen Publikation 45 lineare
TMC-95-basierte Proteasom-Inhibitoren beschrieben.!!
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R'=0OMe, R2=Alkyl, R®=Bn, Me, R*=Boc

Abbildung 32. Vidals Derivate von TMC-95 A.

13. Zusammenfassung

Proteasom-Inhibitoren gelten derzeit als vielverspre-
chende Verbindungen fiir die Behandlung von bgsartigen
Tumoren. Obwohl urspriinglich angenommen wurde, dass
eine so zentrale zelluldre Struktur wie das Proteasom niemals
durch selektive Inhibitoren in Angriff genommen werden
konnte, konnten Proteasom-Inhibitoren identifiziert werden,
die spezifisch die zelluldre Konzentration von Zellzyklusre-
gulatoren wie p27 stabilisieren. Ausgehend von Peptid-Al-
dehyden und -Boronaten konnten in den letzten Jahren wei-
tere Naturstoffe als Startpunkt fiir die Wirkstoffentwicklung
gefunden werden. Zum gegenwirtigen Zeitpunkt sind sowohl
eine Reihe verschiedener reaktiver Gruppen dieser Natur-
stoffe sowie ihre Bindemotive bekannt. Diese Grundvoraus-
setzungen bieten den idealen Startpunkt fiir eine gezielte
Medikamentenentwicklung. Jedoch ist die intensive Zusam-
menarbeit von Synthetikern und Medizinern in Hochschule
und Industrie auf diesem Gebiet zwingend erforderlich. Es
gilt, das Potenzial dieser Verbindungen zu heben und die
Erwartungen der Gesellschaft an eine praktisch ausgerichtete
Grundlagenforschung zu erfiillen.

Abkiirzungen

(1S, 1'S2R2'R)- (1S.1'S,2R,2'R)-2,2'-Di-tert-butyl-2,3,2' 3"~

DuanPhos tetrahydro-1H,1"H(1,1")biisophosphindolyl

(Boc),O Di-tert-butyldicarbonat

(DHQD),- 1,4-Bis(9-O-dihydrochinidin)phthalazin

PHAL

(Icy)CuOrBu  (1,3-Dicyclohexylimidazol-2-yliden)-
kupfer(I)-tert-butoxid

4-PPY 4-Pyrrolidinopyridin

Abu Aminobutansiure

AIBN Azobisisobutyronitril

Asn Asparagin

AZADO 2-Azaadamantan-N-oxyl

B,pin, Bis(pinacolato)diboran
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Belleaus
Reagens
Bn

Boc
BOP

CAN
Cbz
Cbz(Cl
CSA
DBU
DCC
DEAD
DIBAL-H
DMAP
DMDO
DME
DME
DMF
DMP
DMPU
DPPA
dppf
EDC

Fmoc
GDH
HATU

HBTU

HMPA
HOAt
HOBt
IBX
KRED-EXP-
B1Y
LDA
LiHMDS
MOM
MS
MsCl
NAD™
NHS
NMM
NMO
NMP
PCC
PMBCI
PMP
PPTS
p-TsOH
PyBOP

PyBroP

pyr
Suc

www.angewandte.de

2,4-Bis(4-phenoxyphenyl)-1,3-dithia-2,4-
diphosphetan-2,4-disulfid

Benzyl

tert-Butoxycarbonyl
Benzotriazol-1-yloxytris(dimethylamino)-
phosphoniumhexafluorophosphat
Cerammoniumnitrat
Benzyloxycarbonyl
Chlorameisensdurebenzylester
Camphersulfonsidure
1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid
Diethylazodicarboxylat
Diisobutylaluminiumhydrid
4-Dimethylaminopyridin
Dimethyldioxiran

1,2-Dimethoxyethan

Dimethoxyethan
N,N-Dimethylformamid
2,2-Dimethoxypropan
N,N-Dimethylpropylenharnstoff
Diphenylphosphorylazid
Bis(diphenylphosphanyl)ferrocen.
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethyl-
carbodiimid-Hydrochlorid
Fluorenylmethoxycarbonyl
Glucose-Dehydrogenase
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'--
tetramethyluronium-hexafluorophosphat
O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetra-
methyluroniumhexafluorophosphat
Hexamethylphosphorsduretriamid
1-Hydroxy-7-azabenzotriazol
1-Hydroxy-1H-benzotriazol
2-Iodoxybenzoesdure

Ketoreduktase

Lithiumdiisopropylamid
Lithiumhexamethyldisilazid
Methoxymethyl

Molekularsieb
Methansulfonylchlorid
Nicotinamidadenindinucleotid
N-Hydroxysuccinimid
N-Methylmorpholin
4-Methylmorpholin-N-oxid
1-Methyl-2-pyrrolidinon
Pyridiniumchlorochromat
4-Methoxybenzylchlorid
4-Methoxyphenyl
Pyridinium-p-toluolsulfonat
p-Toluolsulfonsdure
Benzotriazol-1-yloxytris(pyrrolidino)-
phosphonium-hexafluorophosphat
Bromtris(pyrrolidino)phosphonium-
hexafluorophosphat

Pyridin

Succinimido

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

M. Kalesse et al.

TBAF Tetrabutylammoniumfluorid

TBDPSCI tert-Butylchlordiphenylsilan

TBTU O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetra-
methyluronium-tetrafluoroborat

Tce 2,2 2-Trichlorethyl

TEA Triethylamin

TES Triethylsilyl

TFA Trifluoressigsdure

TFAA Trifluoressigsdureanhydrid

TMEDA N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

TsCl p-Toluolsulfonylchlorid

TsOH p-Toluolsulfonsidure
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