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Abstract: Die Entwicklung einer neuen photolabilen Schutz-
gruppe mit integrierter Allyleinheit ermçglicht die Synthese
cyclischer photoaktivierbarer Naturstoffderivate. Die Cycli-
sierung erfolgt dabei �ber die Allyleinheit der Schutzgruppe
und eine zweite Doppelbindung durch Ringschlussmetathese.
Die so induzierte Konformations�nderung soll zum einen die
biologische Aktivit�t des Naturstoffs verringern, und durch die
Cyclisierung soll gleichzeitig seine metabolische Stabilit�t
erhçht werden. Photochemische Ringçffnung bewirkt
schließlich eine Aktivierung des Wirkstoffs. Am Beispiel von
Tubulysin-Derivaten wird gezeigt, wie in nur zwei Stufen
ausgehend von einfachen Bausteinen durch Ugi-Reaktion und
Ringschlussmetathese cyclische photoaktivierbare Wirkstoffe
hergestellt werden kçnnen. Die photolabile Schutzgruppe wird
dabei �ber die Isocyanid-Komponente w�hrend der Ugi-Re-
aktion eingef�hrt.

Seit dem Altertum wird Licht zur Behandlung von Haut-
erkrankungen eingesetzt. Bereits im alten �gypten fand
Psoralen[1] Anwendung in der UV-Therapie, ein Verfahren,
das heute als PUVA-Therapie („Psoralen + UVA“) bekannt
ist.[2] Psoralen, oder das zumeist verwendete 8-Methoxypso-
ralen, steigern dabei die Empfindlichkeit der Haut gegen�ber
der UV-Strahlung, was die Effizienz der Lichttherapie
erhçht.[3] Eine alternative Phototherapie, die photodynami-
sche Therapie, kombiniert die UV-Bestrahlung mit der Ver-
abreichung von Porphyrin-Derivaten als Photosensibilisato-
ren und findet vorwiegend Anwendung in der Tumorthera-
pie.[4] Ein sehr modernes Forschungsgebiet ist der Einsatz von
Photoschaltern, mit deren Hilfe sich die Konformation von
Molek�len durch Belichtung �ndern l�sst.[5] Mit Abstand die
breiteste Anwendung finden hierbei Azobenzol-Derivate,[6]

jedoch kommen auch andere photoschaltbare Linker-Ein-
heiten, wie etwa 1,2-Dithienylalkene, zum Einsatz.[7] Durch
lichtinduzierte Konformations�nderung lassen sich so zum
Beispiel Ionenkan�le çffnen und schließen,[8] und bei Wirk-

stoffen l�sst sich deren Affinit�t zu ihrem Rezeptor manipu-
lieren.[9] Neben diesen medizinischen Anwendungen finden
photoaktivierbare Verbindungen auch Anwendung in der
Zellbiologie.[10] Hierbei werden Wirkmolek�le durch Modi-
fizierung mit einer photolabilen Gruppe desaktiviert,[11] und
erst bei Belichtung wird der eigentliche Wirkstoff in der Zelle
freigesetzt.[12] Dieses Verfahren findet z.B. Anwendung bei
der Freisetzung von Neurotransmittern[13] und Hormonen.[14]

Eine der ersten Anwendungen war die photolytische Frei-
setzung von ATP.[15]

Eine ganze Reihe von photospaltbaren Gruppen kommt
f�r solche Anwendungen in Frage,[10a, 11] wobei der o-Nitro-
benzyl(NB)-Schutzgruppe eine dominierende Stellung zu-
kommt (Abbildung 1), obwohl der bei der Photospaltung

gebildete o-Nitrosobenzaldehyd in zellul�ren Systemen zu
Sch�digungen f�hren kann.[16] Die Einf�hrung zweier Meth-
oxygruppen (DMNB) verringert zwar die Quantenausbeute,
verschiebt aber das Absorptionsmaximum zu grçßeren Wel-
lenl�ngen (365 nm), was die DMNB-Schutzgruppe nahezu
optimal f�r biologische Anwendungen macht.[17]

Unsere Arbeitsgruppe besch�ftigt sich seit Jahren mit der
Synthese peptidischer Naturstoffe.[18] Eine besonders inter-
essante Verbindungsklasse sind dabei die Tubulysin-Derivate,
vor allem Pr�tubulysin, eine biosynthetische Vorstufe des
Tubulysins (Abbildung 2), welches das Wachstum einer Reihe
von Tumorzellen im niederen nanomolaren Bereich
hemmt.[19] Pr�tubulysin wechselwirkt wie die Tubulysine mit

Abbildung 1. Photospaltbare Schutzgruppen.

Abbildung 2. Tubulysine und Pr�tubulysin.
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dem Mikrotubuli-Skelett[20] und inhibiert die Angiogenese,[21]

ist somit also ein guter Kandidat f�r die Entwicklung von
Antitumorwirkstoffen.[22] Studien zur Struktur-Wirkungs-Be-
ziehung (SAR) ergaben, dass von Pr�tubulysin abgeleitete
Ester um den Faktor 3–6 mal weniger aktiv sind als Pr�tu-
bulysin, Amide um den Faktor 10–20 (je nach Derivat). Dies
legt die Vermutung nahe, dass diese Verbindungen als Pro-
drugs wirken kçnnten.

Wir waren nun daran interessiert, das Konzept der Pho-
toaktivierung von Wirkstoffen f�r die gezielte Tumortherapie
von leicht zug�nglichen Tumorarten wie etwa Haut- oder
Darmkrebs zu nutzen. Dazu wollten wir Pr�tubulysin in „in-
aktive“ Prodrugs (Abbildung 3) umwandeln, die sich durch

Belichten aktivieren lassen. Die Pr�tubulysin-Derivate un-
terscheiden sich von den Tubulysinen vor allem im Fehlen der
N-Acylal-Seitenkette. Also sollte es mçglich sein, an dieser
Position photolabile Seitenketten einzuf�hren, die zudem in
der Lage sind, das Molek�l durch Cyclisierung mit einem
geeigneten C-terminalen Ester in eine Konformation zu
bringen, die nicht, oder nur sehr schlecht, am biologischen
Angriffspunkt bindet. Durch Belichten w�rde dann der
Cyclus gespalten, und das Molek�l kçnnte wieder seine na-
t�rliche Konformation einnehmen. Die photolabile Schutz-
gruppe w�re dann noch als Ester am Pr�tubulysin gebunden,
der idealerweise durch Proteasen zum freien Wirkstoff ge-
spalten werden kçnnte.

Aufgrund unserer bisherigen guten Erfahrungen mit
Ringschlussmetathesen zur Peptidcyclisierung[23] entwickel-
ten wir eine kurze Syntheseroute zur metathesierbaren 4-
Allyloxy-5-methoxy-3-nitrobenzyl(AMNB)-Schutzgruppe
(Abbildung 1), ausgehend von Vanillin (1, Schema 1). W�h-

rend die O-Allylierung[24] von 1 quantitativ verlief, bereitete
die anschließende Nitrierung Schwierigkeiten aufgrund der
Bildung diverser Nebenprodukte. Die Verwendung von exakt
1 �quiv. KNO3 in Trifluoressigs�ure ergab schließlich das
gew�nschte Produkt 3 in guter Ausbeute und Reinheit. Re-
duktion des Aldehyds lieferte den photolabilen Benzylalko-
hol AMNBO (4), der direkt f�r die Sch�tzung von Carbon-
s�uren eingesetzt werden kann. Zur Herstellung der ent-
sprechenden Carbonat/Carbamat-Schutzgruppe wurde
AMNBO 2 h mit einem �berschuss Phosgen ger�hrt. Nach
Entfernen des Phosgen-�berschusses konnte der entspre-
chende Chlorameisens�ureester AMNBOC-Cl (5) in reiner
Form und nahezu quantitativer Ausbeute erhalten werden.
Dieses S�urechlorid ist zwar hoch reaktiv und hydrolyse-
empfindlich, l�sst sich jedoch im K�hlschrank problemlos f�r
einige Wochen ohne merkliche Zersetzung lagern.

W�hrend die Synthese von Tubulysin-Derivaten mit einer
zentralen N-Methylamid-Bindung, wie etwa bei Pr�tubulysin,
problemlos gelingt,[25] ist die Synthese anderer N-substituier-
ter Derivate aufgrund sterischer Hinderung nicht trivial.[26]

Ein interessantes Konzept zum Aufbau N-substituierter Tu-
bulysine, basierend auf Ugi-Reaktionen, stellten unl�ngst
Wessjohann et al. vor.[27] Die von ihnen als Tubugis bezeich-
neten Produkte zeigten exzellente biologische Aktivit�ten,
vergleichbar mit denen der Naturstoffe. Die Struktur der
Tubulysin-Seitenkette wurde dabei durch die Struktur des
verwendeten Isocyanids festgelegt. Dieses Konzept wollten
wir nun auch zum Aufbau photoaktivierbarer Tubulysin-De-
rivate verwenden, indem wir die photolabile Schutzgruppe
�ber das Isocyanid in die Seitenkette der Tubulysin-Derivate
einf�hren. Die nat�rlichen Tubulysine unterscheiden sich in
erster Linie in der Art der aliphatischen Acylal-Seitenketten.
Um nun dort eine photolabile Schutzgruppe anzubringen,
bedarf es einer Heterofunktionalit�t. Da bisher nicht bekannt
ist, welche Funktionalit�ten in dieser Seitenkette toleriert
werden, entschlossen wir uns, neben einer OH-Gruppe auch
entsprechend gesch�tzte Amin- und S�urefunktionalit�ten
einzuf�hren. Die Synthese der hierf�r bençtigten Isocyanide
ist in Schema 2 dargestellt. Das photoaktive, gesch�tzte
S�urederivat 7 konnte direkt ausgehend von 4 und Boc-Gly-
OH �ber Standardtransformationen erhalten werden. Der
einzige kritische Schritt war die Isocyanidbildung. Hier
konnte bei 0 8C nach 1 h kein vollst�ndiger Umsatz erreicht
werden, die Gesamtausbeute �ber alle Stufen war mit 65%
dennoch akzeptabel. Verl�ngerung der Reaktionszeit und

Abbildung 3. Photospaltbare Pr�tubulysin-Derivate.

Schema 1. Synthese metathesierbarer photolabiler Schutzgruppen:
a) Allylbromid, K2CO3, EtOH, 78 8C, 16 h; b) KNO3 (1.0 �quiv.),
CF3COOH, RT, 16 h; c) NaBH4, EtOH, RT, 4 h; d) COCl2 (20% in
Toluol, 10 �quiv.), THF, RT, 2 h.

Schema 2. Synthese photolabiler Isocyanide: a) 4, TBTU [O-(Benzo-
triazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium-tetrafluoroborat]
(1.3 �quiv.), DMAP (0.3 �quiv.), DIPEA (2.0 �quiv.), CH2Cl2, RT, 16 h;
b) 4m HCl/Dioxan, CH2Cl2, RT, 2 h; c) HCOOEt, NEt3, TsOH (kat.),
52 8C, 20 h; d) POCl3 (1.0 �quiv.), NEt3 (3.0 �quiv.), CH2Cl2, 0 8C, 1 h;
e) 5, Pyridin (1.0 �quiv.), THF, RT, 20 h.
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Erhçhung der Reaktionstemperatur f�hrte zu schlechteren
Ausbeuten. Die Isocyanide mit photolabiler Carbamat- und
Carbonat-Schutzgruppe (9a und 9b) wurden analog herge-
stellt, wobei unter komplettem Feuchtigkeitsausschluss gear-
beitet werden musste. Zur Synthese der Referenzsubstanzen
wurden dar�ber hinaus die analogen, nicht-photolabil ge-
sch�tzten Isocyanide synthetisiert (siehe die Hintergrund-
informationen).

Die Ugi-Reaktionen zum Aufbau der Pr�tubulysin-
Grundger�ste wurden in CH2Cl2 (anstelle von MeOH oder
Trifluorethanol) durchgef�hrt (Schema 3), um die Bildung

von Nebenprodukten durch Angriff des Lçsungsmittels[28] zu
umgehen. Paraformaldehyd erwies sich aufgrund seiner ge-
ringeren Reaktivit�t gegen�ber w�ssriger Formaldehyd-
Lçsung als �berlegen. Ebenso musste die S�urekomponente
in neutraler Form vorliegen, da der Einsatz des entspre-
chenden Hydrochlorids des terti�ren Amins die Ausbeute
einbrechen ließ. Die Reaktionen dauerten zwar relativ lang
(5 Tage), sie verliefen aber sehr sauber, und die gew�nschten
Produkte konnten in guten Ausbeuten erhalten werden.

Die anschließenden Ringschlussmetathesen gestalteten
sich anfangs deutlich problematischer als erhofft.[29] So
konnten bei der Umsetzung von 10 c nur Spuren an Cycli-
sierungsprodukt erhalten werden, selbst wenn 0.6 �quiv. des
Grubbs-Katalysators verwendet wurden.[30] Der Verdacht lag
nahe, dass das Scheitern der Reaktion auf die Koordination
des terti�ren Stickstoffzentrums der N-terminalen Pipecolin-
s�ure an den Ruthenium-Katalysator zur�ckzuf�hren ist.[31]

Mçglichkeiten, diese Desaktivierung zu unterdr�cken, be-
stehen beispielsweise in der Zugabe von Ti(OiPr)4

[32] oder
H+.[33] Nach Testung diverser Optionen wurden die besten
Resultate bei Zusatz von 5.0 �quiv. HCl und Verwendung

von 15 Mol-% Grubbs-II-Katalysator[34] erhalten. Unter
diesen Bedingungen konnte das gew�nschte Produkt 11c
nach Umkehrphasen-Mitteldruckchromatographie[35] in 72%
Ausbeute (Reinheit > 95 %) erhalten werden. �bertragung
dieser Bedingungen auf die anderen Ugi-Produkte ergaben
vergleichbare Resultate. Somit erh�lt man die cyclischen
Tubulysin-Derivate 11 in lediglich zwei Stufen aus relativ
einfach zug�nglichen Bausteinen (siehe die Hintergrund-
informationen).

Um nachzuweisen, dass die Produkte tats�chlich durch
Licht gespalten werden kçnnen, wurde exemplarisch das
Cyclopeptid 11 c zwei Stunden in Acetonitril mit einer UV-
LED-Lampe bei 365 nm belichtet. Die Reaktion wurde mit
HPLC/MS verfolgt und analysiert. Erfolgt die Spaltung nach
dem literaturbekannten Mechanismus, so sollte sich ein o-
Nitrosobenzaldehyd-Derivat bilden (Schema 4),[16] also ein

lineares Produkt mit exakt derselben Masse. In der Tat wurde
neben noch kleinen Mengen an Startmaterial ein solches
Produkt (m/z 503, [M+2H]2+) identifiziert. Daneben wurde
außerdem ein Signal bei m/z 496 beobachtet, das dem ent-
sprechenden Produkt der Reduktion der Nitro(so)-Gruppe
zum Anilin zugeordnet wurde [M+2H�14]2+. Dies ist in
Einklang mit dem typischen Ionisierungsmuster aromatischer
Nitroso-Verbindungen.[36]

Um nun zu pr�fen, ob die cyclischen Verbindungen wie
erhofft weniger biologisch aktiv sind als die potenziellen
Spaltprodukte, wurden sie Cytotoxizit�tstests[22a] gegen�ber
diversen Krebszelllinien unterworfen, und die Aktivit�t (IC50)
mit der der linearen Referenzverbindungen 12 (Abbildung 4)

verglichen. Die Ergebnisse mit der humanen Kolonkarzinom-
Zelllinie HCT-116 und der Ovarzellinie CHO-K1 sind in
Tabelle 1 dargestellt. Interessanterweise waren das cyclische
Carbonat 11a mit einem IC50-Wert von 120 ngmL�1 und der
cyclische Ester 11 c (IC50: 63 ngmL�1) gegen HCT-116 uner-
wartet aktiv, w�hrend das cyclische Carbamat 11 b deutlich
geringere Aktivit�t zeigte.

Schema 3. Synthese photospaltbarer Tubulysin-Derivate: a) CH2Cl2, RT,
5 d; b) Benzyliden[1,3-bis(2,4,6-trimethylphenyl)-2-imidazolidinyliden]-
dichlor(tricyclohexylphosphan)ruthenium (Grubbs-II-Katalysator,
15 Mol-%), HCl (5.0 �quiv.), CH2Cl2, 1. 40 8C, 1 h; 2. RT, 1 h.

Schema 4. Erwartetes Produkt der Photospaltung von 11c.

Abbildung 4. Potenzielle Spaltprodukte nach Belichtung und Esterspal-
tung.
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Beim Betrachten der offenkettigen Verbindungen f�llt
auf, dass eine Aminofunktion (12 b) in der Seitenkette relativ
schlecht toleriert wird, da die offenkettige Verbindung we-
niger aktiv war als das cyclische Carbamat 11 b. Auch die
Carboxylverbindung 12c zeigte deutlich geringere Aktivit�t,
was darauf hindeutet, dass sich unter physiologischen Be-
dingungen geladene Seitenketten ung�nstig auswirken, w�h-
rend eine OH-Gruppe (12a) offensichtlich problemlos tole-
riert wird. Das potenzielle Spaltprodukt von 11 a lag mit IC50-
Werten von 20 ng mL�1 (HCT-116) und 100 ng mL�1 (CHO-
K1) in einem pharmakologisch interessanten Bereich.

Weshalb die cyclischen Tubulysin-Derivate 11 a und 11c
trotz ihrer großen Seitenketten im Vergleich zum Tubulysin
immer noch eine relativ hohe Cytotoxizit�t aufweisen, ist im
Moment noch unklar und Gegenstand weiterer Untersu-
chungen. Mçglicherweise werden die Tubulysin-Derivate
durch die Cyclisierung in einer f�r die Rezeptorbindung
g�nstigen Konformation fixiert. Das hieße, dass sich Seiten-
kette und C-Terminus bei der Bindung an den Rezeptor nahe
st�nden, was mit Blick auf die Ergebnisse von Carlomagno
et al.[37] durchaus wahrscheinlich ist.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das
Konzept der Photoaktivierung cyclischer Wirkstoffe am Bei-
spiel von entsprechenden Tubulysin-Derivaten erfolgreich
umgesetzt werden konnte. Die Synthese der photoaktivier-
baren Cyclen erfolgte sehr effizient �ber zwei Stufen, ausge-
hend von einfach zug�nglichen Bausteinen. Die Ergebnisse
der biologischen Testung gaben dar�ber hinaus erstmals
Aufschluss �ber die Aktivit�ten von Tubulysin-Derivate mit
funktionalisierten Seitenketten. Weitergehende Untersu-
chungen fokussieren sich nun auf die Photoaktivierung in
Tumorzellen und Tumorgewebe.

Eingegangen am 26. Mai 2014,
ver�nderte Fassung am 28. Juli 2014
Online verçffentlicht am 4. September 2014
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