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Die organische Chemie mit ihrer einzigartigen Fahigkeit zur maf3-
geschneiderten Herstellung von Naturstoff-Analoga ist ein ausge-
zeichnetes Mittel, um das volle Potenzial von Naturstoffen bei der
Wirkstoffentwicklung auszuschopfen. In diesem Aufsatz stellen wir
eine Strategie vor, die auf von Naturstoffen abgeleiteten Fragmenten
basiert, die sich durch eine substanzielle Verringerung des Moleku-
largewichts, reduzierte strukturelle Komplexitit und kiirzere Synthe-
sesequenzen zu threr Herstellung auszeichnen, wihrend ihre fiir die
Anwendung entscheidenden Eigenschaften wie biochemische Potenz
und Selektivitit beibehalten oder sogar verstirkt werden. Dies wird
anhand von Beispielen aus verschiedenen Stadien des Arzneistoff-
entwicklungsprozesses bis hin zur klinischen Anwendung erliutert.
Dariiber hinaus kann die hier beschriebene Strategie durch neuartige
Techniken wie die Entwicklung von Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten
oder Genome Mining unterstiitzt werden. Das Zusammenspiel dieser
Ansiitze birgt das Potenzial zur Entwicklung der nachsten Generation
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naturstoffinspirierter Wirkstoffmolekiile.

1. Einleitung

Zu Beginn der Naturstoffforschung bot die organische
Chemie das entscheidende Instrumentarium, um die chemi-
sche Struktur von natiirlich vorkommenden Verbindungen
aufzukldren. Daraus entwickelten sich bald hoch spezifische
und breit einsetzbare Synthesemethoden, die sich wegen ihrer
hohen Ausbeuten dazu einsetzen lieBen, Naturstoffe mithilfe
innovativer Strategien in Mengen herzustellen, die durch
Isolierung aus den natiirlichen Quellen nicht zuginglich ge-
wesen wiren. Mit diesen grofen Mengen der priparativ
hergestellten Naturstoffmolekiile war auch deren vollstindi-
ge biologische Evaluation moglich. Seitdem es solche leis-
tungsfahigen Synthesemethoden gibt, konnen Chemiker Na-
turstoffe modifizieren, um deren Selektivitdt, Wirkungsstér-
ke, Stabilitdt sowie ihre pharmakokinetischen Eigenschaften
zu verbessern. Bahnbrechende Erkenntnisse hinsichtlich der
Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SARs) von Naturstoffen
wurden durch semisynthetische Modifikationen oder den
Austausch von Fragmenten gewonnen.

Das prominenteste Beispiel in diesem Bereich ist die
Entwicklung von Statinen fiir die Behandlung kardiovasku-
larer Erkrankungen, die bis heute die hdufigste Todesursache
weltweit darstellen. Wéhrend die erste Generation an Stati-
nen in der klinischen Anwendung entweder identisch oder
sehr dhnlich dem Naturstoff Lovastatin war, fiihrte die
Identifizierung des essenziellen 3,5-Dihydroxypentansiure-
Gertists zur Herstellung sehr viel wirksamerer Derivate, was
einen groBen Einfluss auf Medizin und Gesellschaft hatte
(Abbildung 1).1" Stringentere Kriterien zur Beurteilung der
Eignung einer chemischen Verbindung als Arzneistoff, wie
Lipinskis Rule of Five und verwandte pharmakokinetische
Kriterien (ADME — Absorption, Distribution, Metabolismus,
Elimination), sowie die Entwicklung von Hochdurchsatz-
Testverfahren fiihrten dazu, dass Naturstoffe als Leitstruk-
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Abbildung 1. Entwicklung von HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren zur Be-
handlung kardiovaskulirer Erkrankungen. CoA= Coenzym A, HMG =
3-Hydroxy-3-methylglutaryl.

turen in den spéaten 1990er Jahren an Bedeutung verloren.
Jedoch hat der Einsatz kombinatorischer Methoden in der
medizinischen Chemie in den letzten 25 Jahren nicht zum
erwarteten Erfolg gefiihrt und kaum innovative und effiziente
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neue Arzneistoffe in der pharmazeutischen Forschung und
Entwicklung hervorgebracht. Es ist daher interessant festzu-
halten, dass ungefdhr die Hailfte aller neuen chemischen
Einheiten (NCEs=new chemical entities) in Wirkstoffmo-
lekiilen, die in den letzten 30 Jahren entwickelt wurden, auf
Naturstoffen basiert, was die Bedeutung von Naturstoffen als
Leitstrukturen unterstreicht.”

Seit etwa zehn Jahren erleben Naturstoffe eine Renais-
sance in der Pharmaforschung. Dies hat verschiedene Griinde
(zusdtzlich zu denjenigen, die sich aus der oben zitierten
Statistik iiber die Bedeutung Naturstoff-basierter NCEs ab-
leiten lassen): Viele Studien haben systematische Unter-
schiede zwischen Naturstoffen und rein synthetischen Pro-
dukten beschrieben, wobei die groten Unterschiede darin
bestanden, dass Naturstoffe im Allgemeinen hydrophober
sind, einen hoheren Anteil an sp*-hybridisierten C-Atomen
und mehr Stereozentren aufweisen, mehr O-Atome und we-
niger N-, S- und Halogen-Atome beinhalten, weniger dreh-
bare Bindungen haben, mehr kondensierte und verbriickte
Ringe sowie Spiro-Einheiten enthalten und auerdem mehr
Wasserstoffbriickendonoren und -akzeptoren aufweisen.”! Es
gilt zu bedenken, dass diese in der Natur vorkommenden
Verbindungen das Resultat einer Millionen Jahre wihrenden
evolutiondren Selektion darstellen, was per se schon impli-
ziert, dass sie Wechselwirkungen mit biologischen Systemen
eingehen sollten. All diese Faktoren weisen auf das auf3eror-
dentliche Potenzial von Naturstoffen als wichtigste Aus-
gangsstrukturen fiir die Wirkstoffentwicklung hin.

Einer der Hauptgriinde, weswegen Naturstoffe als Leit-
strukturen kritisch gesehen werden, ist die begrenzte Mog-
lichkeit zur chemischen Weiterentwicklung. Der beschriebe-
ne komplexe Aufbau von Naturstoffen erfordert oft vielstu-
fige Synthesen, was hdufig gegen weitere Studien in (indu-
striellen) Forschungsgruppen spricht, da diese meist unter
groflem zeitlichem und finanziellem Druck stehen. Das Ziel
dieses Aufsatzes besteht darin, anhand verschiedener Bei-
spiele aus der klinischen Anwendung sowie fritheren Ent-
wicklungsphasen zu zeigen, dass die strukturelle Komplexitat
von Naturstoffen reduziert werden kann (,,weniger ist mehr®,
»Reduktion aufs Maximum®), indem man durch chemische
Synthese kleinere Fragmente herstellt, die sich durch diesel-
ben biologischen Eigenschaften hinsichtlich Wirkungsstéarke
und Selektivitdt auszeichnen (oder sogar hohere biologische
Aktivitét zeigen). Dieser Aufsatz erhebt nicht den Anspruch
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auf Vollstiandigkeit,” sondern soll dem Leser erfolgreiche
strukturelle Gestaltungsprinzipien nahebringen und bei-
spielhafte Verbindungen aus verschiedenen Stadien der
Wirkstoffentwicklung von der Leitstrukturidentifizierung bis
zur klinischen Anwendung vorstellen. Weiter kann auch mit
Strategien wie der ,,divergierenden Totalsynthese* (diverted
total synthesis), dem ,,chemischen oder molekularen Editie-
ren“ (chemical or molecular editing)® und der ,,funktions-
orientierten Synthese* (function-oriented synthesis, FOS)!*!
das Ziel verfolgt werden, ausgehend von Naturstoffen zu
neuen potenten Wirkstoffen zu gelangen.

All diese Ansitze erdffnen einzigartige Moglichkeiten,
die gewiinschte biologische Aktivitdt der Verbindungen in
minimalistischen Struktureinheiten zu bewahren, wobei es
besonders auf die Ahnlichkeit der Molekiilfragmente im
dreidimensionalen Raum ankommt. Der grof3e Vorteil dieser
Strategie liegt darin, dass so die aus den Strukturen der Na-
turstoffe selbst resultierenden Schwierigkeiten wie die ein-
geschriankte Verfiigbarkeit durch Isolierung oder Synthese
tiberwunden werden konnen. Dartiiber hinaus konnten diese
von Naturstoffen abgeleiteten Fragmente einen Beitrag im
Kontext der Fragment-basierten Wirkstoffentwicklung leis-
ten.”

2. Von Naturstoffen abgeleitete Fragmente in der
Wirkstoffentwicklung

2.1. Krebs
2.1.1. Von Halichondrin B zu Eribulin

Das Polyethermakrolid Halichondrin B (HB)® wurde
erstmals 1986 von Hirata und Uemura beschrieben (Abbil-
dung 2).” Es wurde aus dem Meeresschwamm Halichondria
okadai isoliert, der vor der Kiiste Japans im Westpazifik ge-
sammelt worden war. Die Gruppe von Pettit isolierte 1991
ebenfalls Halichondrin B, allerdings aus einem in Palau ge-
sammelten Axinella-sp.-Schwamm."” Das Makrolid Hali-
chondrin B wies hohe Aktivitdt gegen die B16-Melanom-
zelllinie auf (ICs, = 0.093 ngmL "), inhibierte in vivo effizient
das Tumorwachstum (T/C)!'! bei Miusen und erhohte die
durchschnittliche Uberlebenszeit bei Populationen mit B16-
Melanom, P388-Leukdmie und L1210-Leukémie.” Nach-
folgende Studien arbeiteten heraus, dass Halichondrin B als
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als Mesylatsalz 2010 durch die FDA zugelassen I/
35% Verringerung des Molekulargewichts K

Abbildung 2. Struktureller Vergleich zwischen Halichondrin B und Eri-
bulin/E7389 (FDA: U.S. Food and Drug Administration).

Tubulin-Destabilisator wirkt; allerdings ist der Wirkmecha-
nismus verschieden von demjenigen anderer Antimitotika
wie der Vincaalkaloide.*'?) Halichondrin B inhibiert die
Polymerisation des Tubulins und die Gruppierung der Mik-
rotubuli ebenso wie die Tubulin-abhingige Guanosintri-
phosphat(GTP)-Hydrolyse und den Nukleotidaustausch am
Tubulin. AuBBerdem wirkt es als nichtkompetitiver Inhibitor
der Bindung von radioaktiv markiertem Vinblastin, einem
Vertreter der Vincaalkaloide, an Tubulin.[**!?!

Trotz seiner hohen biologischen Aktivitdt waren die be-
schriinkte Verfiigbarkeit (weniger als 2 x 107° Gew.-% Aus-
beute)®! dieses Naturstoffs bei Isolierung aus dem marinen
Schwamm sowie die Gefahr von Kontaminationen durch nah
verwandte Halichondrine oder andere hochgiftige Metaboli-
ten wie die Okadasdure™” ein ernsthaftes Problem fiir die
Anwendung, das durch die Entwicklung einer Totalsynthese
nur scheinbar tiberwunden wurde. Die Menge an Halichon-
drin B, die fiir die priklinische Entwicklung und anschlie-
Bende klinische Studien notig gewesen wire, wurde auf etwa
zehn Gramm geschitzt.® 3l Im Erfolgsfall wiren weitere ein
bis fiinf Kilogramm pro Jahr notwendig, um kommerzielle
Anbieter zu versorgen. Auch wenn Aquakulturen mit Lis-
sodendoryx sp. zundchst vielversprechend schienen, konnte
keine Mafstabsiibertragung zur zuverlédssigen Herstellung fiir
die Deckung des kommerziellen Bedarfs erreicht wer-
den.[SaJE]

Die erste Totalsynthese von Halichondrin B und Norha-
lochondrin B wurde 1992 von der Gruppe um Kishi be-
schrieben.®!¥ Thre Syntheseroute beruht auf aufeinander-
folgenden Nozaki-Hiyama-Kishi(NHK)-Reaktionen, die fiir
die Kniipfung von fiinf strategisch wichtigen Bindungen an-
gewendet wurden.51424¢151 Aych wenn die Route durch
Weiterentwicklungen verbessert wurde,'® umfasste die opti-
mierte Synthese immer noch fast 120 Stufen. Dennoch ver-
anlasste der erfolgreiche Abschluss dieser wegweisenden
Totalsynthese das U.S. National Cancer Institute im Mérz
1992 dazu, Halichondrin B fiir préklinische Studien zuzulas-
sen.™ Das Eisai-Forschungsinstitut fiihrte In-vitro- und In-
vivo-Studien mit synthetischem Halichondrin B und ver-
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schiedenen Derivaten davon durch, die von der Kishi-Gruppe
an der Harvard University zur Verfiigung gestellt worden
waren.!'! Dabei stellte sich iiberraschenderweise heraus, dass
das C1-C38-Makrolid, das auch als ,,0stliche Hilfte* des
Molekiils bezeichnet wird, in einer drei- bis viertdgigen In-
vivo-Wachstumsinhibitionsstudie mit der humanen Darm-
krebszelllinie DLD-1 biologische Aktivitdt in der gleichen
GroBenordnung wie der Naturstoff selbst aufwies (Abbil-
dung 2).5*¥ AuBerdem konnte das Makrolacton durch ein
nicht hydrolysierbares Bioisoster ersetzt werden, um den
Angriff unspezifischer Esterasen zu unterbinden. Bei weite-
rer Verkiirzung des Molekiils wurden nur biologisch inaktive
Verbindungen erhalten. So stellte sich z.B. heraus, dass die
2,6,9-Trioxatricyclo[3.3.2.0]decan-Struktureinheit fiir die glo-
bale Konformation des Molekiils sowie fiir seine biologische
Wirkung essenziell ist.”"

Ungeachtet des Erfolgs der Totalsynthese war die limi-
tierte Verfiigbarkeit von Halichondrin B auch in den frithen
1990er Jahren ein wesentliches Problem. Dieses wurde aller-
dings iiberwunden, als die Wirkungsstiarke des strukturell
einfacheren Analogons Eribulin (E7389) entdeckt wurde
(Abbildung 2).% Die Synthese des Fragments C14-C35 (13;
Schema 2) von Eribulin wurde iiber die priparativen Arbei-
ten in der Kishi-Gruppe!"! hinaus fiir die Prozessentwicklung
im Kilogramm-Mafstab optimiert. Diese neueste Synthese-
route, die 2013 bei Eisai Inc. entwickelt wurde, beginnt mit
der Herstellung des C14-C19-Fragments 3 durch Umsetzung
von Dihydrofuran (1) mit 2,3-Dibrompropen (2) in einer
Zinn-vermittelten Bromallylierung (Schema 1).*" Das Frag-
ment C20-C26 (5) wurde ausgehend von 1,2-Epoxyhex-5-en
(4) in sieben Stufen unter Anwendung einer hydrolytischen
kinetischen Racematspaltung (HKR) mit dem Jacobsen-Ka-
talysator hergestellt.” In einer asymmetrischen NHK-Ni/Cr-
Kupplung mit dem chiralen Liganden 6aP® reagierten Alde-
hyd 5 und Fragment 3 miteinander zu einem Zwischenpro-
dukt, von dem ausgehend bei Behandlung mit Kieselgel
direkt der Ringschluss zum Tetrahydrofuran stattfand. Wei-
tere sechs Reaktionsstufen fiihrten zum C14-C26-Fragment
8. Die Synthese des C27-C35-Fragments 12 begann mit der
Uberfiihrung des leicht zuginglichen D-Glucurono-3,6-lac-
tons 9 in das C34-C35-Diol 10 in acht Synthesestufen. Re-
aktion des Tetrahydrofuranrings mit Allyltrimethylsilan, an-
schlieBende Horner-Wadsworth-Emmons-Olefinierung und
eine Hydroxy-dirigierte konjugierte Reduktion fiihrten zu
Sulfon 11. Nach sechs weiteren Stufen wurde das C27-C35-
Fragment 12 in einer Gesamtausbeute von 26 % in einem 20-
stufigen Prozess ohne jegliche chromatographische Aufrei-
nigung erhalten.

Die beiden Teilstiicke C14-C26 (8) und C27-C35 (12)
wurden in einer Sequenz aus Nozaki-Hiyama-Kishi-Reaktion
und Williamson-Ethercyclisierung mit Ligand 6b (Schema 1)
in einem Diastereomerenverhiltnis (d.r.) von 20:1 und 65 %
Gesamtausbeute miteinander umgesetzt. Anschlieende re-
duktive Spaltung fiihrte zum C14-C35-Fragment 13
(Schema 2).*! Sulfon 13 wurde nachfolgend mit dem Cl-
C13-Aldehyd 14 aus der Halichondrin-B-Synthese umgesetzt,
der in 13 Stufen ausgehend von L-Mannono-1,4-lacton her-
gestellt werden kann.'® Darauf folgten eine Sml,-vermit-
telte Desulfonylierung, eine Nozaki-Hiyama-Kishi-Makrocy-
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NEt;, —10°C, >99%
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Schema 1. Kishis Synthese des C14-C26-Fragments (8) und des C27-C35-Frag-
ments (12) von Eribulin. Bn=Benzyl, Bz=Benzoyl, DMAP = 4-(Dimethylami-
no)pyridin, HMDS = Hexamethyldisilazid, Ms = Mesyl, NMM = N-Methylmorpho-
lin, Piv="Pivaloyl, TBDPS = tert-Butyldiphenylsilyl, TBS =tert-Butyldimethylsilyl,
Tf=Triflyl, TMS = Trimethylsilyl.

SO,Ph
NHK-
Schliisselschritt MeO. «Me
1. NiCl,, CrCl,, NEt;, 6b
8 + 12 i
2. KHMDS, -20°C, 65%
tiber 2 Schritte N
3.DIBAL-H, -70°C, 79% 1850 OTBS
C14-C35-Fragment, 13
1.14, nBuli, —-40°C
2. DMP, 82% uber 2 Stufen
3. Smly, 82%
4.1% NiCl,, CrCl,
5. DMP, 73% uber 2 Stufen
NHK-Schliisselschritt
|
35 OMe C1-C13-Fragment, 14 OMe
HoN™ N\, _$ TBSO N\, _{

1. TBAF/Imid.*HCI TBSO

2. PpTs, 90% uber

zwei Stufen 15

— .
3.MsCl, Coll,, H
0°C, 90%
4.NHj in EtOH, -
MsOH, 93%

Schema 2. Abschluss der Synthese von Eribulin (16). Coll. = Collidin, DIBAL-
H = Diisobutylaluminiumhydrid, DMP = Dess-Martin-Periodinan, Imid. = Imida-
zol, PpTs = Pyridinium-p-toluolsulfonat, TBAF = Tetrabutylammoniumfluorid.
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clisierung als Schliisselschritt sowie eine anschlie-
Bende Oxidation. Das Trioxatricyclo[3.3.2.0]decan-
Ringsystem in Makrocyclus 15 wurde durch Umset-
zung mit TBAF und anschlieBend PpTs in 90 %
Ausbeute erhalten, woraufhin die C35-Hydroxy-
gruppe in das Amin des Eribulins (16) iiberfiihrt
wurde. Der letzte Schritt wurde von Kishi und Ka-
buragi 2007 so weit optimiert, dass schlieBlich eine
Gesamtausbeute von 84% erreicht wurde.”” Be-
merkenswert ist auBerdem das spezielle Reaktions-
system, das die Gruppe von Kishi zur Herstellung
des Trioxatricyclo[3.3.2.0]decan-Ringsystems an-
wendete: Die TBAF-vermittelte TBS-Entschiitzung
wurde mithilfe eines DOWEX-50WX8-400-Sulfon-
saureharzes und nachfolgender Aufarbeitung mit
Calciumcarbonat (CaCO;) durchgefiihrt,* um nach
Filtration und Verdampfung des Losungsmittels die
Ketalbildung an einem Ionenaustauscherharz!'® mit
90% Ausbeute abzuschlieBen.!

In-vivo-Studien belegten bei einer Dosierung
von 0.1-1 mgkg ! eine exzellente Aktivitit von Eri-
bulin gegen verschiedene bislang als chemoresistent
geltende solide Tumoren, die Médusen als Xeno-
transplantate eingesetzt worden waren."* Die An-
titumorwirkung von Eribulin lag dabei hoher als die
von anderen Antimitotika, z.B. von Paclitaxel.l'*
Des Weiteren bestitigten diese Studien, dass Eribu-
lin den Zellzyklus am Ubergang zwischen G2-Phase
und Start der Mitose blockiert, indem die Bildung
des Spindelapparats unterbunden wird, was dem
Tubulin-basierten Wirkmechanismus von Halichon-
drin B entspricht. Bei Eisai wurden die Anwen-
dungssicherheit und die Effizienz des Mesylatsalzes
von Eribulin (Handelsname: Halaven) in einer kli-
nischen Phase-III-Studie untersucht, an der
762 Frauen mit metastasierendem Brustkrebs teil-
nahmen, wobei die mediane Uberlebenszeit mit
13.1 Monaten vergleichsweise hoch lag.””! Die US-
amerikanische Zulassungsbehorde FDA genehmigte
am 15. November 2010 die Verabreichung von Eri-
bulinmesylat bei Patientinnen mit fortgeschrittenem
metastasierendem Brustkrebs, die zuvor bereits
mindestens zwei chemotherapeutische Behandlun-
gen durchlaufen hatten, darunter eine Anthracyclin-
und eine Taxan-basierte Therapie. Unter den glei-
chen Bedingungen wie die FDA vergab die Euro-
pdische Kommission am 3. Juli 2014 ihre Zulassung
fiir Eribulinmesylat.”®! Damit ist Eribulinmesylat
heute bereits in mehr als 50 Staaten zugelassen, dar-
unter Japan, Singapur und die Schweiz. Eisai unter-
sucht zurzeit, ob Eribulinmesylat auch zur Behand-
lung von Brustkrebs bei einer geringeren Anzahl
vorangegangener Chemotherapien sowie fir die
Behandlung von Patienten mit Weichteilsarkomen
und nicht-kleinzelligem Lungenkrebs eingesetzt
werden kann.

Eribulin stellt eine enorme Verbesserung gegen-
tiber der Ausgangsverbindung Halichondrin B dar,
da die molekulare Komplexitdt des Analogons viel

Angew. Chem. 2016, 128, 3948 —3970


http://www.angewandte.de

GDCh
~~

geringer und seine Molmasse um 35 % kleiner ist, nur etwa
die Hilfte an Synthesestufen zur Herstellung des Analogons
benotigt wird und dennoch die hohe Antitumoraktivitit er-
halten bleibt, was anhand des weltweiten Einsatzes von Eri-
bulin in der Krebstherapie deutlich wird.

2.1.2. Reduzierung des Migrastatins auf eine Kernstruktur

Migrastatin wurde im Jahr 2000 von der Gruppe um Imoto
aus dem Kulturmedium von Streptomyces sp. MK929-43F1
isoliert (Abbildung 3).”"! Das 14-gliedrige Makrolid mit einer
Glutarimid-terminierten Seitenkette inhibiert die spontane
Migration von humanen EC17-Speiserohrenkarzinomzellen
bei einer Konzentration von 10-30 ugmL™' (ICs =
82 pgmL1).%

Migrastatin
Isolierung 2000
ICs0 = 29 pmol L™

Inhibierung der Krebs-Metastasierung

Migrastatin-Kernanalogon

2004 erstmals beschrieben

ICs0 = 22 nmol L'

43% Verringerung des Molekulargewichts

Abbildung 3. Struktureller Vergleich zwischen Migrastatin und dem
Migrastatinkern-Analogon. |Cs-Werte (mittlere inhibitorische Konzen-
trationen) beziehen sich auf die murine 4T1-Brustkrebszelllinie.

Migrastatin zeigte jedoch weder nennenswerte Cytotoxi-
zitdt noch Inhibition der Proteinbiosynthese oder antibioti-
sche/antimykotische Aktivitdt. Es wurde aber beobachtet,
dass Migrastatin das Wachstum der humanen kleinzelligen
Lungenkarzinomzelllinie Ms-1 unter verankerungsunabhin-
gigen Bedingungen dosisabhingig hemmt (1-100 ugmL™").
Diese Beobachtung impliziert, dass Migrastatin Einfluss auf
Integrin-vermittelte Signaltransduktionswege nimmt, die
auch bei der Migration von Zellen involviert sind.” Ein Jahr
nach Aufkldrung der absoluten Konfiguration durch Ein-
kristall-Rontgenstrukturanalyse® berichtete die Gruppe um
Danishefsky von der ersten Synthese des Makrolids, wobei
eine Lewis-Sdure-katalysierte Dien-Aldehyd-Kondensation
(LACDAC) und eine Ringschlussmetathese (RCM) zum
Einsatz kamen.P!

Daraufhin fithrte die Danishefsky-Gruppe Untersuchun-
gen zur Struktur-Wirkungs-Beziehung mit acht Migrastatin-
Analoga durch und fand, dass das Makrolacton ohne die C13-
Seitenkette (,,Migrastatin-Kernanalogon*) mit einem ICsy-
Wert von 22 nmol L™ die Aktivitiit des vollstindigen Migra-
statins von 1Csy =29 pmol L' in einem Migrationsassay nach
Boyden im 4T1-Mausmodell von Brustkrebs um drei Gro-
Benordnungen iibertraf (Abbildung 4).F*! Tests mit weiteren
Analoga zeigten, dass die Reduktion der C2-C3-Doppelbin-
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"o
OMe
Migrastatin Migrastatin-
Kernanalogon
(29 pmol L)@l (22 nmol L)@l

(65 pmol L™)b! (150 nmol L)l

(0]
Me
"OH
OMe
Makrolactam- Makroketon- Makroether- Carboxymethyl-
Analogon Analogon Analogon (ME) makroether-
(255 nmol L)@ (100 nmol L)@ : (470 nmol L™")@  Analogon (CME)
(18 umol L™YPI (12 pmol L) (1.9 umol L™ (660 nmol L)l

Abbildung 4. Strukturen und Vergleich der Aktivititen von Migrastatin-
Analoga in Zellmigrationsassays in der Boyden-Kammer. |Co-Werte in

Klammern beziehen sich auf folgende Zelllinien: [a] murine 4T1-Brust-
krebszelllinie,?'*? [b] humane HUVEC-Endothelzelllinie aus der Nabel-
vene’'? und [c] humane A549-Lungenkrebszelllinie.??!

dung der biologischen Wirkung nicht abtréglich ist, wohin-
gegen Modifikationen an der C9-Hydroxygruppe, an C13
oder an der Cl-Ketofunktion zum Verlust der antimigratori-
schen Wirkung fiihren.’'?) Migrastatin und seine Analoga
wurden auch hinsichtlich ihrer metabolischen Stabilitdt im
Plasma von Miusen getestet. Dabei zeigte sich, dass Mig-
rastatin selbst sowie Verbindungen, die ebenfalls die Glutar-
imid-terminierte Seitenkette enthielten, inert waren, wihrend
die aktivsten Verbindungen, darunter das Migrastatin-Kern-
analogon, rasch von Esterasen hydrolysiert wurden. Auf der
Basis dieser Beobachtung wurden das Makrolactam- und das
Makroketon-Analogon als Leitstrukturen ausgewihlt, deren
1Cs,-Werte bei 255 bzw. 100 nmol L' liegen und die nicht von
Esterasen zersetzt werden konnen.P* Da vermutet wurde,
diese Analoga konnten auch die Angiogenese beeinflussen,
untersuchten Danishefsky und Mitarbeiter die Zellmigration
von humanen Endothelzellen aus der Nabelvene (HUVEC-
Zelllinie). Wie schon in den vorherigen Zellmigrationsassays
iibertrafen die Analoga das Migrastatin an Aktivitdt, jedoch
weniger ausgeprégt als zuvor. Weder das Makrolactam noch
das Makroketon oder das Makrolacton zeigten bei In-vitro-
Versuchen mit murinen 4T1-Brustkrebszellen cytotoxische
oder antiproliferative Wirkung unterhalb einer Konzentrati-
on von 20 pmolL~'.F% Diese Beobachtungen bestitigten,
dass bei den beobachteten antimigratorischen Effekten eine
Inhibition der Zellproliferation keine Rolle spielt. 2005 be-
richtete die Gruppe um Danishefsky, dass einige Analoga,
darunter das Migrastatinmakrolactam, die Metastasierung
von Brustkrebstumoren bei Miusen inhibieren, woraus ge-
schlossen werden kann, dass diese Verbindungen durch
Hemmung der Rac-Aktivierung, der Lamellipodienbildung
oder der Zellmigration den Durchbruch des Tumors in an-
grenzendes Gewebe verhindern.¥
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Die Danishefsky-Gruppe fand 2010, dass ein noch einfa-
cher aufgebautes Makroether-Derivat (ME) von Migrastatin
(23) ebenso wie die anderen Analoga die Migration von
Krebszellen inhibiert (Schema 3).”?" Die ersten neun Stufen
in der Synthese des ME-Analogons 23 sind die gleichen wie in

Aufsitze

An dte

Chemie

solute Uberlebenszeit im NOD-SCID-Mausmodell nach In-
jektion von humanen Brustkrebszellen MDA-MD-231 in das
abdominelle Brustfettpolster (Xenotransplantationsmodell
fiir humanen Brustkrebs).[*® Im Verlauf dieser Studien wurde
auch vorgeschlagen, dass 23 Einfluss auf die Fascin-1-abhéin-
gige Zellmigration nehmen konnte. Diese Wech-
selwirkung wurde von der Gruppe um Chen 2010
durch eine Rontgenstrukturanalyse bestdtigt, die

1. DIBAL-H; ZnCly, LACDAC- | zeigte, dass das Makroketon-Analogon an die
H,C=CHMgBr, -78°C Schliisselschritt L. . . 135]
bis RT, 75%, d.r. >90% o TiCl, 19, o Me Aktinbindungsstelle von Fascin bindet.”™ Aller-
2. Mel, NaH /ﬁ) —78°C; /ﬁ):‘/\\l dings ist dieser Befund nicht unumstritten, da das
3.3NHCI, A, 80% TFA, 87% ¥ o kokristallisierte Makroketon eine E- anstelle einer

Uber 2 Stufen

OMe jiper 3 Stufen  MeO H Me

Z-Doppelbindung zwischen C4 und C5 enthielt

4. Pb(OAC),, Na,COj, 18 20 . :
0°C Eorriop. | 1+ NaBHa, 0°C und das C6-S[t€]:reozentrum zur S-Konfiguration
- o : : 36
Umlagerung |, gngJhHHzoov invertiert Wgr. . . .
T Al 2011 berichteten Danishefsky und Mitarbeiter,
dass 23 in Hinblick auf seine biologische Aktivitit
OMe in vitro und in vivo, seine phymkahschen Elger}-
Migrastatin- scl.1afteg, dep guten pfgparatlven Zggang sowie
Makroether(ME)- seine biologische Stabilitdt das aussichtsreichste
Analogon, 23 1. PPhy, CBry, . . 3] .
' 2,6-Lut., 85% Analogon sei (Abbildung 4)."! Danishefskys Pu-
2. TBSOT, 2,6-Lut. o . R
T ~15°C, 91% . 1. LiBH, —10°C blikation behandelt die vielversprechende, in vitro
X _~yOH . 2 CSA H,0, THF, und in Vl.VO beobachtej[e Mlgratlonsmhlbwrun.g bei
"TBAL 0°C bis aRT' 90% A metastasierendem kleinzelligem Lungenkarzinom
N ' ° 1 . . .
4. Grubbs-ll-Katalysator, Ome 8. LiBH,, H,0, THP (SCLC) und stellt dartiber hinaus ein weiteres

o
A, 75% 22 73% uber 3 Stufen

. HF+pyr, 0°C bis RT,
90%

(&)

Schema 3. Danishefskys Synthese des Migrastatin-Makroether-Analogons (ME, 23).
CSA=Camphersulfonsiure, DCM = Dichlormethan, 2,6-Lut.=2,6-Lutidin, pyr= Pyri-
din, TBAI =Tetrabutylammoniumiodid, TFA=Trifluoressigsiure, TBSOTf =tert-Bu-

tyldimethylsilyltrifluormethansulfonat.

der zu Migrastatin fithrenden Route.*'*! Zunichst wurde das
Tartrat-Derivat 17 durch eine hoch diastereoselektive Divi-
nylzinkaddition mit anschlieBender oxidativer Spaltung des
freien vicinalen Diols in Aldehyd 18 tiberfiihrt. Im Schliis-
selschritt dieser Route wurde 18 in einer LACDAC-Reaktion
in Gegenwart von TiCl, unter a-Chelatkontrolle mit Dien 19
umgesetzt, woraufthin die durch TFA vermittelte Cyclisierung
in 87 % Ausbeute iiber drei Stufen zum Dihydropyranon 20
fiihrte. Selektive 1,2-Reduktion des Enons und anschlieBende
Umsetzung mit CSA begiinstigten die Ferrier-Umlagerung zu
Lactol 21, das in drei Stufen in Bromid 22 {iberfiihrt wurde.
Durch eine Williamson-Ethersynthese, Ringschlussmetathese
und anschlieSende Entschiitzung wurde das ME-Analogon 23
in 47 % Ausbeute iiber die letzten fiinf Stufen erhalten. Ins-
gesamt entspricht das ME-Analogon einer substanziellen
Reduzierung der strukturellen Komplexitidt von Migrastatin,
was sich auch in der um elf Stufen kiirzeren Synthese wider-
spiegelt, wihrend es die biologische Aktivitdt der Ausgangs-
verbindung beibehilt.

ME-Analogon 23 inhibierte in Migrationsassays mit ver-
schiedenen Brustkrebszelllinien die Zellmigration, unter an-
derem auch bei den fiir ihre hohe Neigung zur Metastasierung
bekannten humanen LM2-Zellen, ohne dass es zu einer Be-
einflussung der Zellviabilitit gekommen wire.*”® Ebenso
inhibierte es den Durchbruch des Tumors in angrenzendes
Gewebe und damit die Metastasierung und erhohte die ab-
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chancenreiches Analogon vor: das Carboxymethyl-
ME-Derivat (CME). CME war mit dem Ziel syn-
thetisiert worden, die Bioverfiigbarkeit und die
Pharmakostabilitit zu erhohen, und in der Tat
zeigte CME im direkten Vergleich mit ME eine
hohere Wirksamkeit bei geringerer Toxizitédt. Das
CME-Analogon wurde aulerdem als Beleg gegen
die Ergebnisse der Kristallstruktur-basierten
Studie von Chen et al. angefiihrt: Da die freie Carbonséure-
funktion in CME zu einer Herabsetzung der Membranper-
meabilitdt fiihrt, die Verbindung aber trotzdem als potenter
Metastasierungsinhibitor wirkt, kann davon ausgegangen
werden, dass die primire biologische Zielstruktur kein in-
trazelluldres Protein wie Fascin sein kann, sondern ein Pro-
tein auf der Zelloberfldache. 2013 fiigte die Gruppe von Ma-
jchrzak der Debatte hinzu, dass das Migrastatin-Kernanalo-
gon Antiverzweigungsaktivitit aufweist und die Bildung der
Filopodien beeintrédchtigt, sodass die Vernetzung der Fascin-
1-abhingigen Aktinfilamente in vitro verhindert wird.”” Die
Uberexpression von Fascin 1 in Krebszellen steht im Zu-
sammenhang mit klinisch aggressiven Tumoren,
schlechten Uberlebensprognose und einer verkiirzten
krankheitsfreien Uberlebenszeit. Weitere Studien zu den
bereits bekannten und neuen Migrastatin-Analoga werden
zurzeit durchgefiihrt.

einer

2.1.3. Von Anguinomycin C/D zu Anguinomycin-Analoga

1995 klarte die Gruppe um Hayakawa die Strukturen von
Anguinomycin C und D auf, die beide aus Kulturen von
Streptomyces sp. isoliert worden waren (Abbildung 5)."
Diese beiden antibiotischen Substanzen zeigten Antitumor-
aktivitdt und induzierten in pikomolaren Konzentrationen
den Zelltod in pRB-inaktivierten Gliazellen. Uberraschen-
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Inhibitoren des nukleocytoplasmatischen Transports
Antibiotika mit Antitumor-Wirkung

Me Me Me Me Me

O OH

Anguinomycin C R! = Me, R? = Me
Anguinomycin D R! = Et, R2=Me

Isolierung 1995

Anguinomycin-D-Analogon

erstmals beschrieben 2010

ebenso aktiver Inhibitor des nukleocytoplasmatischen Transports
56% Verringerung des Molekulargewichts

Abbildung 5. Struktureller Vergleich zwischen Anguinomycin C/D und dem

Anguinomycin-D-Analogon.

derweise wird bei normalen Gliazellen aus Ratten der Zell-
zyklus lediglich in der G1-Phase gestoppt.

Die absolute Konfiguration von Anguinomycin C wurde
2007 durch die erste Totalsynthese bestétigt, die in 29 Stufen,
davon 18 in der langsten linearen Sequenz, in 6.7% Ge-
samtausbeute in der Gademann-Gruppe durchgefiihrt
wurde.”” Biologische Studien zeigten, dass dieser Naturstoff
ein potenter Inhibitor des CRM1-abhingigen Proteinexports
aus dem Zellkern ist. Die gleiche Aktivitdat wurde bereits fiir
das strukturell eng verwandte Leptomycin B beschrieben.
Dabei reagiert das o,p-ungesittigte d-Lacton von Leptomy-
cin B mit der nukleophilen Sulfhydrylgruppe von Cys528 in
humaner CRM1 (chromosomal region maintenance 1 = ex-
portin 1), sodass der Export von Proteinen, fiir den diese
Spalte im Protein essenziell ist, unterbunden wird, weil sich
der terndre Komplex CRMI1-Proteincargo-Ran oder — in
Abwesenheit von Ran — der bindre Komplex CRM1-Prote-
incargo erst gar nicht bilden kann.*”! Neuere Kristallstruk-
turdaten von CRM1-Inhibitoren wie Leptomycin B deckten
auf, dass der Inhibitionsmechanismus iiber eine einfache
Michael-Addition hinausgeht und auf diese eine CRM1-ver-
mittelte Hydrolyse des Lactons folgt."!! Mutagenesedaten
lassen darauf schlieBen, dass mindestens einer der Amino-
sdurereste Arg543, Lys548 oder Cys579 vorhanden sein
muss, um das anionische tetraedrische Intermediat zu stabi-
lisieren und somit die Aktivierungsenergie der Reaktion
gemifl dem Hammond-Postulat zu senken. Dariiber hinaus
gibt es Anhaltspunkte dafiir, dass die Hydrolyse der 1,4-Ad-
dition folgen muss, da die korrespondierenden Hydroxysiu-
ren CRMI1 nicht inhibieren; aulerdem verschiebt die sich
anschliefende Hydrolyse das Gleichgewicht der reversiblen
Michael-Addition zugunsten der Additionsprodukte und er-
moglicht so die persistierende Bindung der Inhibitoren an
CRM1. Diese Argumentation wird dadurch gestiitzt, dass die
Reversibilitdt der Michael-Addition vermutlich kinetischer
Kontrolle unterliegt und das Proton in a-Stellung am hydro-
lysierten Intermediat (Carboxylat) viel weniger acide ist als
das entsprechende Proton am Lacton vor der Hydrolyse./*!]
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Da die dosislimitierende Toxizitdt von Leptomy-
cin B dessen weitere Entwicklung als Antitumormedi-
kament verhinderte,*” konzentrierte sich die Gruppe
um Gademann auf das Potenzial des strukturellen
Kerns von Anguinomycin und synthetisierte neben
Anguinomycin D auch Analoga, um in weiteren Studi-
en zu kldren, inwieweit die Polyketid-Seitenkette die
hydrophobe Leucin-reiche Sequenz nachahmt, die
Cargoproteinen als Exportsignal dient, und ob die Po-
lyketid-Seitenkette aus diesem Grund fiir die Aktivitit
von Anguinomycin essenziell ist.**! Die Syntheseroute
gleicht derjenigen zur Herstellung von Anguinomy-
cin C und begann mit einer asymmetrischen Hetero-
Diels-Alder-Reaktion nach Jacobsen, bei der Dien 24
und Aldehyd 25 in Gegenwart von Katalysator 26*Y in
86 % Ausbeute und mit 96 % ee zu Pyran 27 umgesetzt
wurden (Schema 4). Das Acetal wurde in das thermo-
dynamisch stabilere Diastereomer iiberfiihrt, und eine
Hydrozirconierung des Alkins mit dem Schwartz-Rea-
gens schloss sich an, woraufhin eine Transmetallierung
zu Zink durchgefiihrt wurde, um in Gegenwart von
[PACL(DPEphos)] eine Negishi-Kreuzkupplung mit dem
Dibromolefin 28 durchfiihren zu konnen,™! die zu Dien 29
fiihrte, allerdings mit der unerwiinschten E-Doppelbin-
dungskonfiguration. Die Umwandlung zum Z-Olefin wurde
in einer weiteren Negishi-Kreuzkupplung erreicht, bei der die
Ethylgruppe in 84% Ausbeute und mit guter Selektivitit
eingefithrt wurde. Silylether 30 wurde nachfolgend in das
Boronat 31 umgewandelt. Eine klassische Evans-syn-Aldol-
Strategie, die von Seebach und Hintermann entwickelt
worden war, wurde angewendet, um Vinyliodid 33 herzu-
stellen.*! Diese 13 Stufen umfassende Route wurde mit einer
Gesamtausbeute von 24 % umgesetzt und nutzt dreimal das
DIOZ-Auxiliar  (4-Isopropyl-5,5-diphenyloxazolidin-2-on)
sowie zwei Bor-vermittelte Aldolreaktionen. Boronat 31 und
Vinyliodid 33 wurden in einer Suzuki-Kupplung unter den
von Marshall etal. beschriebenen Reaktionsbedingungen
miteinander verkniipft.*”! Bei einem bestimmten Ansatz
dieser Suzuki-Reaktion wurde die Bildung eines Nebenpro-
dukts beobachtet, das zusammen mit dem erwiinschten
Hauptprodukt 34 in die letzten drei Stufen eingesetzt wurde.
Am Ende der Synthese wurde daher nach sdulenchromato-
graphischer Aufreinigung nicht nur Anguinomycin D (35)
erhalten, sondern auch das Aldehyd-Analogon 36 sowie das
verkiirzte Analogon 37, das wahrscheinlich ein Zersetzungs-
produkt des Boronatintermediats aus der vorangegangenen
Suzuki-Kupplung ist.

Diese Verbindungen wurden im Anschluss auf ihre Fa-
higkeit zur Inhibition des CRM1-abhéngigen Proteinexports
untersucht, indem die Akkumulation von Rio2-Protein im
Zellkern von HeLa-Zellen durch indirekte Immunfluores-
zenzanalyse bestimmt wurde. Anguinomycin C und D (Ab-
bildung 5) bewirkten beide eine partielle Inhibition bei einer
Konzentration von 5 nmol L' und vollstéindige Inhibition bei
10 nmol L', Unerwarteterweise bewirkte auch das Aldehyd-
Analogon 36 eine vollstdndige Inhibition bei einer Konzen-
tration von 50 nmolL™', und das verkiirzte Analogon 37
fiihrte zu einer iiberraschend starken Inhibition bei
25 nmolL™". Diese Studie belegt, dass die Aktivitit auch er-
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Diels-Alder-Reaktion

OMe 0 cat. 26

at.
7T 86%, 96% ee  MEON O~
X 25 TES d.r. 5:1 X

27

Me 1. TsOH, iPrOH, 86%
2. TBAF, 95%
/ | 3. [CpazZrHCI]; ZnCl;
dann 5 Mol-% [Pd(PPhs),], 28,
10 Mol-% DIBAL-H,
81%, d.r. >97:3

Hydrozirconierung
Negishi-

24
26
|
N (l) Kreuzkupplung
C
@O/ Ir\c;| Br Me

Negishi-Kreuzkupplung
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signal) von CRM1"*! unter Beriicksichti-
gung aller Atompositionen bei der Mini-
mierung der Gesamtenergie unterstiitzt
(Abbildung 6).1*! Weitere Untersuchungen
zu diesem priparativ leicht zuginglichen
verkiirzten Anguinomycin-Analogon 37
konnten zur Entwicklung selektiver und
wirksamerer Inhibitoren des nukleocyto-
plasmatischen Transports im Kontext der
Krebstherapie beitragen.™”)

2.1.4. Von Duocarmycin SA zu N-Boc-DSA

Duocarmycin SA war 1990 von Strepto-

84% myces sp. DO113 aus einer Bodenprobe am
Et Et Rokkakudo-Tempel in Kyoto (Japan) von
1. TBAF, 98% iPrO,, O\ e .
Pro., O~ : ' 2 @ der Gruppe um Takahashi isoliert worden.
H oTips 2 PPhg, Imid., N OB Der Name bezieht sich darauf, dass es sta-
X Me lp, 89% Me i o o . i

wmit Inversion® 30 3. 9-Methoxy-BBN, 31 OMe biler ist und eine hohere Wirksamkeit gegen
tBuLi N Gram-positive Bakterien (minimale
)OL j\/ OH OTBS Hemmkonzentrationen, MIC: 2.7 nmol L™
0" N Me 13 Stufen i fiir Staphylococcus aureus und 1.4 nmol L™
PR " e 24% Ausb, M: l\7| . |\7| . l\7| . M: Me fi.'lr Bacillus subtil{'s) und cytothische Akti-
Ph /™~ vitdt (gegen murine Lymphatische-Leuka-

Me 32 33 X R
mie-Zellen P388 und gegen das murine
[PA(dpRAICL], | Suzuki- Sarkom) zeigt als sein naher Verwandter,

AsPhs, | Kreuzkupplung

CsCO3, 48%

Mischung 34

1. PpTs, Aceton/H,0, 91%

2. PCC, 4A-MS, AcOH

3. HF+Py, 60% 35 Uber 2 Stufen
Et 4. SiO,-Saulenchromatographie

Me Me Me Me Me

36 O OH

Schema 4. Gademanns Synthese von Anguinomycin D (35) und Analoga. DPEphos =
Bis[(2-diphenylphosphino)phenyllether, dppf=1,1"-Ferrocendiylbis (diphenylphosphan), 9-
Methoxy-BBN = 9-Methoxy-9-borabicyclo[3.3.1]nonan, PCC = Pyridiniumchlorochromat,

TES =Triethylsilyl, TIPS =Triisopropylsilyl, TsSOH = p-Toluolsulfonsaure.

halten bleibt, wenn die Polyketidkette von Anguinomycin
durch eine hydrophobe Gruppe ersetzt oder komplett ent-
fernt wird, und unterstreicht, wie wichtig der vinyloge Ak-
zeptorcharakter des a,B-ungesittigten 6-Lactons fiir die bio-
logische Wirkung ist.[*!l Das Konzept, dass Anguinomycin auf
eine Kernstruktur mit nur etwa 60% des urspriinglichen
Molekulargewichts reduziert werden kann und dabei seine
biologische Aktivitdt immer noch beibehilt, wurde durch ein
Computermodell des R-konfigurierten a,f-ungesittigten -
Lactons in der NES-Bindetasche (NES =nuclear export
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das Duocarmycin A (Abbildung 7). Die
Duocarmycine wirken als sequenzselektive
DNA-Alkylierungsreagentien mit einer 3'—
5’-Direktionalitit ihrer Bindung und alky-
lieren spezifisch AT-reiche DNA-Abschnit-
te in der kleinen Furche, wo die reversible
Alkylierung der DNA durch Van-der-
Waals-Wechselwirkungen im Addukt am
stirksten begiinstigt wird."” Die Bindung an
die DNA induziert eine Konformationsin-
derung, durch die die vinyloge Stabilisierung

Et des Amids unterbrochen und der Cyclo-
NN propanring am Cyclopropapyrroloindol im
linken Teil des Molekiils fiir die reversible,

Me™ Me stereoelektronisch kontrollierte Adenin-

N3-Addition nach einem Sy2-Mechanismus
aktiviert wird (shape-dependent cataly-
sis).’*"! Gebundenes Duocarmycin hat eine
Spannweite von etwa 3.5 Basenpaaren und
passt komplementédr in die Biegung der
kleinen Furche, wobei die hydrophobe Seite
des Molekiils tief eintaucht.’ In Studien
zur  Struktur-Wirkungs-Beziehung  mit
einem weiteren engen Verwandten, (+)-CC-1065, wurde der
bendtigte, aber nicht unbedingt optimale Pharmakophor
dieser Verbindungsklasse identifiziert, sodass weitere Studien
zum aktiveren und stabileren Duocarmycin SA in hohem
Mafe gerechtfertigt waren.

Die erste Totalsynthese von Duocarmycin SA (46) und
die Herstellung eines Analogons (44) wurden 1992 von Boger
und Machiya beschrieben (Schema 5).°*! Zwei nacheinander
ausgefiihrte regioselektive Alkylierungen des substituierten
Chinondiimids 39 (hergestellt in fiinf Stufen in 38% Ge-
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Abbildung 6. Computermodell mit A) Leptomycin B und B) dem ver-
kiirzten Analogon 37 in der Bindetasche von CRM1 (C: grau, O: rot,
N: blau; Cim Inhibitormolekiil: gelb).l*®

DNA-Alkylierungsreagentien OMe

iy | OMe
MeO,C AN _N .
HN o H
Duocarmycin SA

Isolierung 1990 :
ICs0 = 10 pmol L™ i Me

N._Ot-Bu

O N-Boc-DSA :
erstmals beschrieben 1992 |
ICs0 =6 nmol L™ :
31% Verringerung des
Molekulargewichts

Abbildung 7. Struktureller Vergleich zwischen Duocarmycin SA und seinen Analoga.
IC5p-Werte beziehen sich auf die murinen L1210-Zellen der lymphatischen Leuk-
dmie. Boc = tert-Butoxycarbonyl, MeCT| = 7-Methyl-1,2,8,8a-tetrahydrocyclopropa-

[c]thieno[3,2-e]indol-4-on, TMI=5,6,7-Trimethoxyindol-2-carboxylat.

samtausbeute)P fiihrten zu Anilin 41, wobei zunzchst C5 mit
Dimethylmalonat (38) und daraufhin C6 mit dem von Pyru-
valdehyddimethylacetal abgeleiteten Pyrrolidinenamin 401°!
alkyliert wurden. Unter sauren Bedingungen wurden das
Acetal gespalten und die Indolbildung eingeleitet, woraufhin
eine Cyclisierung des erhaltenen Diols die Synthese des
(4+)-Dihydropyrroloindolkerns 42 abschloss. Vier weitere
Stufen und anschlieBende Trennung des Racemats durch
Uberfithrung in die diastereomeren Bis-(R)-O-acetylman-
delsdureester fithrten nach deren chromatographischer
Trennung zum enantiomerenreinen (+)-Dihydropyrroloindol
43. Dieses Intermediat konnte nach Umwandlung des Alko-
hols in das Alkylhalogenid durch eine Appel-Reaktion direkt
in 8% Ausbeute in das (+)-N-Boc-DSA-Analogon 44
iberfiihrt werden. Alternativ konnte das Chlorid-Derivat
durch Kupplung mit dem Salz der 5,6,7-Trimethoxyindol-2-
carbonsdure 45 (hergestellt in drei Stufen in einer Gesamt-
ausbeute von 74 % ausgehend von 3,4,5-Trimethoxybenzal-
dehyd)®™ in 53% Ausbeute iiber zwei Stufen zum natiirlich
vorkommenden Enantiomer (4)-Duocarmycin SA (46) um-

Angew. Chem. 2016, 128, 3948 —3970

Aufsitze

o N-Boc-MeCTI

© 2016 Die Autoren. Verdffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

gesetzt werden. GleichermaB3en konnten das nicht in der
Natur vorkommende Enantiomer (—)-Duocarmycin SA
sowie (—)-N-Boc-DSA ausgehend von (—)-ent-43 hergestellt
werden. Die der natiirlichen Konfiguration entsprechenden
(4+)-Enantiomere zeigten eine um den Faktor zehn hohere In-
vitro-Cytotoxizitit als die (—)-Enantiomere. Der 1Cs-Wert
im L1210-Mausmodell fiir lymphatische Leukdmie lag fiir
(+)-Duocarmycin SA bei 10 pmolL™" und fiir (+)-N-Boc-
DSA bei 6 nmol L ".5*! Es stellte sich heraus, dass N-Boc-
DSA ein substanziell schwicheres DNA-Alkylierungsreagens
(Faktor ca. 10%) ist und auch ein weniger striktes Selektivi-
tétsprofil hat als der Naturstoff (SA), wobei aber der Ort des
Angriffs fiir beide Enantiomere der gleiche ist.”* Solvolyse-
Experimente ergaben, dass N-Boc-DSA die stabilste Ver-
bindung aus der Reihe der Duocarmycin-Analoga ist: Bei
pH?7 ist N-Boc-DSA unbegrenzt stabil, und die Halbwertszeit
der Zersetzung bei pH 3 lag bei 177 h.’*! Mit semiempiri-
schen Modellrechnungen (AM1, MNDO) bestimmte Gas-
phasen-Reaktionsenthalpien fiir die Alkylierung von N-Me-

thyladenin mit N-Acetylduocarmycin A und N-

Acetylduocarmycin SA spiegeln die experimentel-

OMe le Beobachtung wider, dass die Alkylierung der
OMe DNA reversibel ist (im Unterschied zu derjenigen
e mit (+)-CC-1065), da sie den Modellrechnungen

mit N-Methyladenin zufolge thermodynamisch
nahezu neutral verlduft.®® Dass die DNA trotz-
dem effizient alkyliert wird, ist auf starke nichtko-
valente Bindungen in der kleinen Furche (hydro-
phobe Wechselwirkungen, Van-der-Waals-Bindun-
gen) zuriickzufiihren (binding-driven bonding).

Es lieB3 sich eine Beziehung herstellen zwischen
der Reaktivitdt des elektrophilen Cyclopropan-
rings und der Cytotoxizitdt der Duocarmycine,
wobei eine erhohte solvolytische Stabilitdt und
verminderte Reaktivitdt mit einer hoheren Cyto-
toxizitidt korrelieren.”* %) Hochstabile Analoga
sind nicht zur effizienten Alkylierung der DNA
geeignet, wiahrend hochaktive Analoga die biolo-
gische Zielstruktur wegen ihrer verminderten Sta-
bilitdt nicht erreichen werden. Als Beleg fiir diesen Zusam-
menhang konstruierten Boger etal. 2007 das Thiophen-
Analogon N-Boc-MeCTI, das den optimalen Kompromiss
zwischen Stabilitdt und Reaktivitdt darstellt und bei etwas
hoherer Stabilitit etwa fiinf- bis sechsmal starker wirksam ist
als N-Boc-DSA (Abbildung 7)."* Ebenso wurde in dieser
Studie das Analogon MeCTI-TMI vorgestellt, das noch stér-
ker cytotoxisch wirkt als Duocarmycin SA (ICs,=5 pmol L™
gegeniiber 10 pmolL™"). Die Erhaltung der einstelligen na-
nomolaren Wirkstidrke von N-Boc-DAS ist angesichts der
substanziellen Reduzierung an struktureller Komplexitét ein
exzellentes Beispiel dafiir, wie biologische Aktivitit in einem
Fragment eines Naturstoffs ,,eingefangen® werden kann.

2.1.5. Von Dynemicin A zu Dynemicin-Analoga

Die violette Verbindung Dynemicin A wurde 1989 als
Fermentationsprodukt von Micromonospora chersina sp.
(M956-1) entdeckt; diese Bakterien waren aus einer Boden-

probe aus dem indischen Bundesstaat Gujarat isoliert worden
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Me o
Ncoph 1. CH(COzMe) (38), Me NHCOPh
NaOMe, -30°C, 60% I}
2. NaBH,, 71%
OBn 3. Me,C(OMe),, OBn
NCOPh Kat. TsOH, 99% MeO o NHCOPh
4. Pb(OAC),, >99%
OMe

(MeO)zHCJ\I\D
40

NH-HCI
Y CO,H

gespannten zehngliedrigen Ring integriert ist. Auf-
grund seiner Endiineinheit kann Dynemicin A der
Esperamicin/Calicheamicin-Familie zugeordnet
werden. Der Wirkmechanismus beruht auf der In-
terkalation des Anthrachinonkerns von Dynemi-
cin A in die kleine Furche der DNA-Doppelhelix,

OMe
MeO
39 5.40,61% OMe 41 MeO™ ™,
OMe 1. HCI, MeOH, 91%
| 2. DEAD, PPhj3, >99%
N OMe
H HO
O (+)-Duocarmycin SA, 46  MeO NCOPh
%4
1. HCI*EtOAc; MeO ,N
45, EDCI, PROC  On
NaHCO3, DMF, 42
61% 4 Stufen
2. NaH, THF/DMF, J 42% Ausbeute
87% dann Trennung der
Enantiomere
Cl—,
NaH NBoc
— " meo,c—
THF/DMF H
85% 3 OH

(+)-N-Boc-DSA, 44

Schema 5. Bogers Totalsynthese von (+)-Duocarmycin SA (46) und (+)-N-Boc-
DSA (44). DEAD = Diethylazodicarboxylat, EDCI = 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopro-

pyl)carbodiimid, DSA = Duocarmycin SA.

OMe
Dynemicin

antibiotische Antitumorwirkstoffe
OH Bruch der doppelstréngigen DNA

woraufhin das aus der Endiineinheit gebildete Phe-
nyldiradikal an der DNA angreift, sodass das
Zucker-Phosphat-Riickgrat des DNA-Strangs an
einer drei Basenpaare entfernten Stelle aufbricht.[*”!
Mechanistisch stellt man sich die Bildung des Phe-
nyldiradikals so vor, dass das Hydrochinon durch
zwei sequenzielle Ein-Elektron-Reduktionen in das
Hydrochinondiol iiberfiihrt wird, das Epoxid geoff-
net wird (Schliisselschritt der Aktivierung), ein Nu-
kleophil (z.B. Wasser) am p-Chinonmethidinterme-
diat angreift oder dieses tautomerisiert und nach-
folgend eine Bergmann-Cyclisierung des gespannten
Z-Endiins zum Diarylradikal stattfindet. Der durch
Dynemicin A verursachte Strangbruch erfolgt be-
vorzugt in 3'-Richtung von Purinbasen, in erster
Linie von Guanin. Dadurch unterscheidet sich Dy-
nemicin A von seinen Verwandten aus der Espera-
micin/Calicheamicin-Familie. Dartiber hinaus zeich-
net sich Dynemicin A durch eine Priferenz fiir
doppelstringige DNA (B-Form) und die Stielregion
einzelstrangiger DNA aus.

Die erste Totalsynthese von enantiomerenreinem
(+)-Dynemicin A und die damit verbundene Bestiti-
gung der Absolutkonfiguration wurden 1995 von der
Gruppe um Myers beschrieben,” wobei sich auch
zahlreiche andere Studien mit diesem Synthesziel be-

Isolierung 1989
ICs0= 0.1 nmol L"'~0.1 umol L™

Wenders funktionales Analogon

erstmals beschrieben1991

zeigt gleiches Aktivitatsprofil fir DNA-Strangbriiche
43% Verringerung des Molekulargewichts

erstmals beschrieben 1992
ICs0 = 20 fmol L

Nicolaous Sulfon-Analogon

schiftigten."!’ Mit der Myers-Route konnte in
26 Stufen eine Ausbeute von 0.3 % erzielt werden; der
Schliisselschritt besteht in einer exo-selektiven Diels-
Alder-Reaktion. Verschiedene Analoga konnten mit
der gleichen Route hergestellt werden. In den dar-
auffolgenden Jahren wurde in den Gruppen um
Schreiber,®*4 Wender,[”) Nicolaou,*™®*  Isobe,l*!
Myers,[®?%] Danishefsky,'¢1 Maier,/®®! Magnus!®”!
und andere!®*¢™ intensiv an priparativen Zugingen

Abbildung 8. Struktureller Vergleich zwischen Dynemicin A und seinen Analoga.

1Cso-Werte beziehen sich auf die humane Molt-4-T Leukidmiezelllinie.

(Abbildung 8).5”) Bei nur geringer Toxizitit zeigte Dynemi-
cin A eine hohe antibakterielle Aktivitdt gegen Gram-posi-
tive Bakterien, besonders gegen den Staphylococcus-aureus-
Stamm der Smith-Infektion (Maus, intraperitoneale Appli-
kation: erforderliche Dosis, um 50 % der infizierten Tiere zu
heilen: PDs,=0.13 mgkg '), sowie In-vivo-Antitumor-Akti-
vitit  gegen  Bl6-Melanom, Moser-Humankarzinom,
HCT116-Humankarzinom sowie normale und Vincristin-re-
sistente Leukidmie (ICs,=7-9 nmolL "), wobei eine Verlin-
gerung der Uberlebenszeit von Miusen mit P388-Leukimie
oder B16-Melanom registriert wurde. Augenfilligstes Merk-
mal der Struktur von Dynemicin A ist die Kombination eines
Anthrachinons mit einem 1,5-Diin-3-en-System, das in einen
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und Studien zur Struktur-Wirkungs-Beziehung von
Endiin-Analoga mit der Dynemicingrundstruktur ge-
arbeitet. In diesen Studien wurde der Effekt von
Auslosergruppen oder Initiatoren am Amin-Stick-
stoffatom oder am Arylring untersucht, die durch
Einfluss einer Base oder photochemisch aktiviert werden
konnten. Ebenso wurden molekulare Verbindungsstiicke
(tether) getestet, die das Erreichen der biologischen Ziel-
struktur unterstiitzen sollten, und desaktivierende Gruppen
eingefithrt, um die Endiinaktivitdt zu modulieren oder als
Detektorgruppen des molekularen Geschehens mechanisti-
sche Studien zu ermoglichen [ Eines der potentesten Ana-
loga war Nicolaous Sulfon-Analogon mit einem ICs-Wert
von 20 fmolL™' gegen leukimische Molt-4-T-Zellen; im
Vergleich dazu zeigte Dynemicin A selbst nur einen ICsy-
Wert zwischen 0.1 nmolL™' und 0.1 umolL™" (Abbil-
dung 8).4**4711 Eines der am stirksten strukturell verein-
fachten Analoga wurde hingegen von Wender et al. in nur
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1. MCPBA, 0°C, 96%
1. NaBHg, 91% 2. kat. [Pd(PPha),Cl],
2. TMSC=CMgBr; o I kat. Cul, nBuNH,

N/
l. W Mmeococ, o°c, 65% 49, 48%

PN

X MeO” N -
3. K,CO3, MeOH, 70% | Sonogashira-
0 Kupplung
Chinolincarbox- OH

aldehyd, 47

48
X 1. DMP, 61%
2. CsF, 0°C, 21%
49 I
™S

Dynemicin-Analogon, 51

Schema 6. Wanders Synthese des Dynemicinkern-Analogons (51). mCPBA=

meta-Chlorperbenzoesiure.

sieben Stufen hergestellt (Schema 6).¢ Die Syntheseroute
begann mit der Reduktion des kommerziell erhiltlichen
Chinolincarboxaldehyds 47 und der darauffolgenden schritt-
weisen Einfilhrung der Endiinbriicke durch eine Ethinyl-
Grignard-Addition an das Imin zu Alkin 48, die zentrale
Epoxidierung und anschlieBende Sonogashira-Kupplung mit
Enin 49. Der erhaltene Alkohol 50 wurde zum Aldehyd oxi-
diert, und ein Caesiumfluorid-vermittelter Ringschluss fiihrte
daraufhin zum gespannten zehngliedrigen Ringsystem in
Analogon 51. Ein Vergleich mit dem Naturstoff Dynemicin A
zeigt, dass dieses strukturell stark vereinfachte Analogon
genau das gleiche Aktivitédtsprofil bei der Spaltung von
Plasmid-DNA aufweist.[*™

2.1.6. Von Bryostatin 1 zu Picolog

Die Familie der Bryostatine besteht aus zwanzig
strukturell komplexen Naturstoffen, die seit den
1960er Jahren aus einer Kultur von Meeresbryozoa
der Art Bulgula neritina isoliert worden sind.l”
Allen Bryostatinen gemein ist das zwanziggliedrige
Makrolid-Grundgeriist mit drei hochsubstituierten
Tetrahydropyranringen und einem spezifischen
exocyclischen o,B-ungesittigten Ester an mindes-
tens einem dieser Ringe. Als eigentlicher Produzent
dieser Verbindungen wurde der Bakterienstamm
Endobugula sertula identifiziert, der als Symbiont
mit B. neritina zusammenlebt und dessen Bryosta-
tine die Larven von B. neritina vor Fressfeinden
schiitzen.”! Die am besten untersuchte Verbindung

Aufsitze

leistung bei Tieren verbessert, Ablagerungen von f3-
Amyloidpeptiden in Miusen reduziert, die Bildung
von synaptischen Verkniipfungen induziert und den
postischdmischen/hypoxischen Schaden nach einem
Schlaganfall reduziert.””) Aufgrund dieses Wirkpro-
fils wurde Bryostatin 1 bereits in zwei klinischen
Studien zur Alzheimer-Krankheit untersucht; eine
weitere Studie lduft zurzeit. Dariiber hinaus wird
Bryostatin 1 in einer weiteren klinischen Studie zur
Behandlung von HIV/AIDS evaluiert. Vor kurzem
war gezeigt worden, dass Bryostatin 1 latente virale
Reservoirs aktiviert und die Synthese/Expression des
CD4-Zelloberflachenrezeptors herunterregelt, der
fiir den Eintritt des Virus in nicht infizierte Zellen
essenziell ist.” Weitere mogliche therapeutische
Anwendungsgebiete umfassen die Behandlung von
kardiovaskuldren Erkrankungen, Schlaganfall, Schmerzen
und kognitive Dysfunktion. Trotz der bemerkenswerten bio-
logischen Aktivitdt der Bryostatine schrumpfen die nach den
Richtlinien zur guten Herstellungspraxis (GMP) produzier-
ten klinischen Vorrite zusammen, was auf die Seltenheit in
der Natur (Ausbeute bei Isolierung: 1 x 10~ bis 1 x 10~® Gew.-
% ), die Misserfolge bei den Versuchen zur Etablierung einer
nachhaltigen Aquakultur oder biotechnologischen Synthese
sowie das Fehlen einer einfachen und skalierbaren Herstel-
lungsroute trotz der beachtlichen Synthese-Erfolge im Ver-
lauf der letzten 30 Jahre zuriickzufithren ist. Zum jetzigen
Zeitpunkt wurden sieben Totalsynthesen fiir die Bryostati-
ne7, 2, 3,16, 1 und 9 von den Gruppen um Masamune,™!
Evans,® Yamamura,® Trost,®? Keck,® Wender®™ und

Proteinkinase-C-Modulatoren
Wirkstoffe gegen Tumoren und
zur Verbesserung der Gedéchtnisleistung

C7His™ "0

1998 Picolog
29 Stufen (19 IIS)
PKC K; = 0.25 nmol L'
PKC3 C1b K;= 0.3 nmol L™
PKCE K; = 3.1 nmol L™

Bryostatin 1
Strukturaufklarung 1982
79-89 Stufen (2001: 36 Stufen, 20 IIS)
PKC/PKCa K; = 1.35 nmol L™
PKC8 C1b K;=0.34 nmol L™
PKCl K; = 1.63 nmol L™

dieser Substanzfamilie, Bryostatin 1, zeigt unter-
schiedliche, @uferst bedeutsame biologische Wir-
kungen, was aus ihrer Féhigkeit zur Modulation der
Proteinkinase C (PKC) resultiert (Abbildung 9).¥
Bryostatin 1 ist hoch aktiv gegen Krebs. Diese Wir-
kung lésst sich auf die Unterdriickung von Wirk-
stoffresistenzen, eine stimulierende Wirkung auf das
Immunsystem und die Wiederherstellung der Apo-
ptosefunktion zuriickfiihren.™ Daher wurde bzw.
wird Bryostatin 1 in 37 klinischen Studien hinsicht-
lich seiner Wirksamkeit gegeniiber verschiedenen
Krebsarten evaluiert.”” AuBerdem konnte beob-
achtet werden, dass es die Gedichtnis- und Lern-
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2008 Wenders Bryolog

PKCa! K; = 0.9 nmol L1
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2008 Kecks Bryolog
43 Stufen (20 IIS)
R = Ph oder C;H4
PKCa K; = 0.7 nmol L'

2014 Salicylat-Bryolog
23 Stufen
PKC$ K; = 18 nmol L™

19 Stufen

Abbildung 9. Struktureller Vergleich zwischen Bryostatin 1 und Bryologen
(IIS=langste lineare Sequenz). [a] Proteinkinase C aus Rattenhirn.
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Krische®! beschrieben. Die ersten Syntheserouten um-
fassten noch zwischen 79 und 89 Stufen, wiahrend die
jingste Synthese von Bryostatin 7, die 2011 von der
Krische-Gruppe veroffentlicht wurde, 36 Stufen aufwies
(langste lineare Sequenz mit 20 Stufen). Mit dem Ziel,
die aus der Anzahl an Stufen resultierenden Limitatio-
nen der Totalsynthese und die dosislimitierende Toxizi-
tat der Ausgangsverbindung zu umgehen, wurden um-
fassende Studien zur Synthese und Evaluation von

HO
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asymmetrische
Keck-Allylierung
1. 5 Mol-% Ti(OiPr),

4Stufen TBSO O o 10 Mol-% (R)-BINOL,
< OH 4AMS, A;
Me' Me T o H " dann RCHO, B(OMe);
52 54% Ausbeute  Me Me 53 Allyltributylstannan,

7%
2. TsOHH,0, 4A-MS,
PhMe, 85%

ZnMe,; dann RCHO, TBSO

—78°C; 1M HCI, 90% 7 Stufen

Bryostatin-Analoga (Bryologen) durchgefiihrt, am
weitreichendsten seit den 1980er Jahren von der
Wender-Gruppe. Bis heute sind iiber 100 Analoga her-
gestellt und auf ihre biologische Aktivitdt untersucht
worden, von denen nahezu ein Drittel nano- oder sogar
pikomolare Wirksamkeit fiir die Bindung an PKC
zeigt.®! Diese Studien basieren hauptsichlich auf dem
Prinzip, dass das Bryostatin-Grundgertist entsprechend
der Wechselwirkung mit PKC in eine obere ,,bindende
Domine*, auch ,,Erkennungsdomine“ genannt (Cl-
C14), und eine untere ,Spacer-Domine“ (C15-C27)
unterteilt werden kann (Abbildung 9).*! Bryolog-Stu-
dien beschiéftigten sich aulerdem mit der Bedeutung des
A-Rings,*”! des B-Rings,® der von C20%! und C7!
ausgehenden Seitenketten sowie mit De-novo-Struktu-
ren”"! und anderen Struktureinfliissen.”” Ein beach-
tenswertes Analogon ist die 2002 von der Wender-
Gruppe vorgestellte Verbindung Picolog, die eine PKC-
Bindungsaffinitit von 0.25 nmolL™' aufweist und in
29 Stufen, davon 19 in der léangsten linearen Sequenz,
hergestellt werden kann.™® Picolog ist eines der wir-
kungsstirksten und vielversprechendsten Bryologe, vor
allem weil es im Vergleich zur damals aktuellen Syn-
these mit 50 Stufen weniger hergestellt werden kann und die
Aktivitdt von Bryostatin 1 noch tbertrifft (Bryostatin 1,
PKC K;=1.35 nmolL™).

Die Synthese von Picolog (61) begann mit der Umsetzung
von Diol 52 zu Aldehyd 53 in vier Stufen, sodass eine asym-
metrische Keck-Allylierung zur Einfiihrung von Stereozen-
trum C23 und eine sdurekatalysierte Cyclisierung/Dehydra-
tisierung zu Lacton 54 folgen konnten (Schema 7).%¢l In
sieben Stufen wurde der Pyranring weiter funktionalisiert,
unter anderem durch Anbringen des Octansdureesters an
C20, sodass Aldehyd S5 erhalten wurde. Das Enal an C15
wurde durch eine Zink-vermittelte Addition von (Z)-Brom-2-
ethoxyethen mit anschlieBender sdureinduzierter Eliminie-
rung eingefiihrt. Durch nachfolgende Sharpless-Dihydroxy-
lierung, Pyranketal-Entschiitzung und Anbringen der TBS-
Schutzgruppe wurde Intermediat 56 erhalten, das spéter die
Erkennungsdomine in Picolog bilden wird. Die Vorstufe der
Spacer-Doméne 60 wurde in zehn Stufen ausgehend von 4-
Benzyloxy-2-butanon (57) und Methyl-5-chlor-5-oxovalerat
(58) tiber zwei asymmetrische Noyori-Hydrierungen und eine
zwischen diesen beiden Hydrierungen durchgefiihrte Dieno-
lat-Addition von Ethylacetoacetat (59) hergestellt. Die Vor-
stufen der Spacer- und der Erkennungsdoméne wurden iiber
eine PyBroP-vermittelte Veresterung und einen sich an-
schlieBenden Entschiitzungs- und Makrotransacetalisie-
rungsschritt in 63 % Ausbeute iiber zwei Stufen miteinander
zu Picolog (61) verkniipft.
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Schema 7. Wenders Synthese von Picolog (61). DIPEA = Diisopropylethyl-
amin, PyBrop = Bromtripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat.

Da die ersten Syntheserouten zum Naturstoff Bryostatin
durch eine Sequenz aus Julia-Olefinierung und Lactonisie-
rung limitiert waren, bemiihten sich sowohl die Gruppe um
Wender als auch jene von Keck um die Entwicklung von
Alternativen hierzu und entwickelten eine Prins-Makrocycli-
sierung als Schliisselschritt, die 2008 in zwei unmittelbar
aufeinander veroffentlichten Artikeln vorgestellt wurde
(Abbildung 9)." Diese neue Taktik ermdglichte den Zugang
zu komplexeren Bryologen mit einer geringeren Anzahl
préaparativer Stufen als fiir die Synthese der Ausgangsver-
bindung, wobei die beobachtete Wirkstidrke sogar noch hoher
war als beim Picolog.” Die gleiche leistungsfihige Strategie
wurde von Wender et al. 2012 zur Synthese von Bryologen
angewendet, die sich durch eine 1000-fach hohere Wirkung
als Prostratin auszeichneten, das bis dahin der vielverspre-
chendste klinische Kandidat gewesen war.”®! Erst kiirzlich
kulminierten priaparative Arbeiten von Keck und Mitarbei-
tern in der Merle-Serie an Bryologen! und der Herstellung
einer von Salicylat abgeleiteten Klasse von extrem verkiirzten
Bryologen in der Wender-Gruppe (Abbildung 9).””! Das ge-
zeigte Salicylat-Bryolog kann in nur 23 Stufen hergestellt
werden und zeigt PKC-Bindungsaffinitit im nanomolaren
Bereich. Die Entwicklung von Bryolog-Strukturen und ihre
vielfiltigen therapeutischen Anwendungsmoglichkeiten
werden nun schon seit mehr als 40 Jahren erforscht und bieten
immer noch eine Inspirationsquelle fiir weitere Entdeckun-
gen.
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2.2. Antibiotische Aktivitdt
2.2.1. Von Caprazamycin B zum Oxazolidin-Analogon

Caprazamycin B (CPZ-B) wurde 2003 von Igarashi und
Mitarbeitern aus der Kulturlosung von Aktinobakterien des
Stammes Streptomyces sp. MK730-62F2 isoliert (Abbil-
dung 10).”®! Diese antimikrobielle Verbindung zeigte exzel-

Aufsitze

ders hinsichtlich der Einfithrung der instabilen Fettsduresei-
tenkette. Hinzu kommen eine schwierige Trennung durch
HPLC und eine schlechte Wasserloslichkeit, sodass CPZ-B
nie als vielversprechender Kandidat fiir die Medikamenten-
entwicklung gehandelt wurde.'"”” Erst vor kurzem wurden
von der Gruppe um Takemoto eine Totalsynthese!'™! fiir das
weniger aktive Caprazamycin A" und von Watanabe et al.
eine Synthese des westlichen Molekiilteils von CPZ-
B vorgestellt.'” Daher hat sich der Fokus in den
letzten Jahren auf Analoga von CPZ gerichtet, die
vor allem von Ichikawa, Matsuda et al. entwickelt
wurden.'" In ihren Studien untersuchten sie die
Wirkungsstiarke des Diketopiperazins und acycli-
scher Analoga und konnten zeigen, dass die Diaze-
panon-Struktureinheit fiir die antibakterielle Wir-
kung nicht essenziell ist, diese aber unter-
stiitzt. 19171 Ein Austausch der Diazepanon- und
der Aminoribose-Struktureinheiten durch einen
Oxazolidinrest schrinkte die Flexibilitdt ein und
filhrte zu einem Anstieg der Wirkungsstirke auf
MIC =2-16 ygmL"' gegen MRSA und VRE (Van-
o] comycin-resistente  Enterokokken) (Oxazolidin-
Analogon; Abbildung 10).11 In der jiingsten Arbeit
auf diesem Gebiet wird das CPZ-Analogon
CPZEN-45 vorgestellt, das besonders hohe Aktivi-

tit gegen MDR-TB-Stimme zeigt.'"”” Da sich her-
ausstellte, dass die Oxazolidin-Analoga MraY-
Translokase I nur schwach inhibieren (ICsy=920-

NMe s
Me,, 0. _,O o O
Y Y Y Hoc '.“ o
ome Ve O Me  HO OH
MeO™ Y .
OMe Caprazamycin B
Isolierung 2003
MIC = 3.13 pg mL"’ NH,
Antibiotika gegen multiresistente Me O o]
Bakterienstémme e
N o J "NH
Oxazolidin-Analogon 4 & ’&
erstmals beschrieben 2010  BuO,C
MIC = 2-16 pg mL™!
ICs0 = 920-1200 pmol L™ HO OH
42% Verringerung des Molekulargewichts
HoN HaN
HOuw., HOu.
O 3 O 7
Ho™ (/)(NH Me HO™ </)<NH
NMe O X NMe O ek
NN HO,CT NN
Me O Me HO OH Me HO OH
3 CPZEN-45 Carbacaprazamycin

erstmals beschrieben 2013
MIC (MDR-TB) = 1.56 pg mL"!

erstmals beschrieben 2015
MIC = 4-16 pg mL"!

1200 umol L"), entwickelte die Gruppe um Ich-
ikawa kiirzlich Carbacaprazamycin-Analoga, deren
MIC-Werte zwischen 4 und 16 uygmL ' lagen und die
zusitzlich MraY-Translokase I mit 1Cy,-Werten zwi-
schen 2.6 und 6.9 nmolL™" inhibierten."® Jedoch
lassen die morphologischen Verdnderungen bei

ICsp = 2.6-6.9 nmol L'

Abbildung 10. Struktureller Vergleich zwischen Caprazamycin B und Analoga. MIC-
Werte beziehen sich auf MDR-TB-, XDR-TB-, MRSA- und/oder VRE-Stamme; 1Cs-

Werte beziehen sich auf die Inhibition von MraY-Translokase I.

lente Aktivitdt gegeniiber medikamentenempfindlichen und
resistenten Stimmen von M. tuberculosis (MDR-TB oder
XDR-TB), ohne dass eine signifikante Toxizitit in Mausen
beobachtet worden wire. Die Caprazamycin-Familie (CPZ)
gehort zur Klasse der 6'-N-Alkyl-5'-f-O-aminoribosoylgly-
curidin-Antibiotika, zu der auch die Liposidomycine (LPM)
gehoren, die sich durch ihre auBerordentliche Aktivitdt gegen
Gram-positive Bakterien auszeichnen.” Der Wirkmecha-
nismus dieser Liponukleoside ist die Storung der Peptido-
glycansynthese durch Inhibition der Phospho-MurNAc-Pen-
tapeptid-Translokase (MraY-Translokase I). MraY-Translo-
kase I ist essenziell fiir das bakterielle Zellwachstum, sodass
dieses Enzym einen interessanten Angriffspunkt in der Be-
handlung von Tuberkulose (TB)!™ und Infektionen mit
Vancomycin- und Methicillin-resistenten Staphylococcus-
aureus-Stimmen (VRSA, MRSA) bietet.""™ Auch wenn die
antibakterielle Aktivitdit von CPZ-B vielversprechend ist,
bestehen weiterhin Probleme bei seiner Herstellung, beson-
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S. aureus darauf schlieBen, dass der Wirkmechanis-
mus ein vollkommen anderer sein konnte als bei den
bisherigen als Peptidoglycan-Inhibitoren aktiven
Verbindungen aus der Caprazamycin-Familie.

Das wirkungsstdrkste Oxazolidin-Analogon 65
kann in nur zwolf Stufen hergestellt werden. Die
Synthese ausgehend von Uridin-Derivat 62 beginnt
mit einer Oxidation, einer Kettenverlingerung um zwei C-
Atome durch Wittig-Reaktion und einer Aminohydroxylie-
rung® zu Aminoalkohol 63 (Schema 8)."""! Die Einfiihrung
von Schutzgruppen und der Aufbau des Oxaziridinrings durch
Kondensation mit Azidoacetaldehyd, gefolgt von einer Acy-
lierung, fiihrte zum N-Palmitoyloxazolidin 64.7 Mithilfe
eines Isoharnstoff-Derivats wurde der Methylester in zwei
Stufen in den fert-Butylester tiberfiihrt und durch Reduktion
des Azids zum Amin schlieflich das Oxazolidin-Derivat 65
erhalten. Die aulerordentliche Herabsetzung der molekula-
ren Komplexitit bei diesem Analogon gegeniiber der Aus-
gangsverbindung CPZ-B ist bemerkenswert, und es bleibt zu
betonen, dass die antibiotische Aktivitit gegen resistente
Bakterienstimme auch hier erhalten bleibt.
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Schema 8. Ichikawas und Sakudas Synthese des Oxazolidin-Analogons (65).
Cbz = Benzyloxycarbonyl, (DHQD),AQN = 1,4-Bis(dihydrochinidinyl)anthrachinon,

IBX =2-lodoxybenzoesiure.

2.3. Neuritogene Aktivitdt
2.3.1. Von Militarinon D/Farinoson A zu Pyridon-
Analoga

Eine groB3e Zahl an biologisch aktiven Pyridon-
alkaloiden wurde aus den entomopathogenen Deu-
teromycetes-Pilzen gewonnen. Militarinon D wurde
2002 isoliert" und 2003 mit weiteren verwandten
Molekiilen in der Gruppe um Hamburger durch
Bioassay-geleitete Fraktionierung der Myzelien-Ex-
trakte von Paecilomyces militaris (RCEF 0095),1]
die eine ausgeprigte neuritogene Aktivitdt im PC12-
Zellassay zeigten, identifiziert (Abbildung 11). Die
aus dem Myzelienextrakt eines verwandten Pilzes
isolierten Verbindungen Farinoson A und B gleichen
strukturell den Militarinonen, zeigen dhnlich ausge-
préagte neuritogene Aktivitdt und sind praktisch nicht
cytotoxisch.'" Weitere Pyridonalkaloide wurden
synthetisiert und hinsichtlich ihrer biologischen Ak-
tivitit evaluiert.!!*]

Die Gruppe um Gademann entwickelte 2011
einen einheitlichen préparativen Zugang zu einer
Familie verwandter Pyridonalkaloid-Naturstoffe.!''¥
Dariiber hinaus zeigten die Autoren, dass diese Na-
turstoffe, deren Enantiomere und einige Isomere mit
einer Z-Doppelbindung, sowie Kongenere mit kiir-
zerer Seitenkette in standardisierten PC12-Zellassays
neuritogene Aktivitdt aufweisen. Aus diesen Befun-
den lie sich ableiten, dass weder die Lénge der
Seitenkette noch die absolute Konfiguration an den
Stereozentren der Seitenkette fiir den Pharmakophor
dieser Molekiilfamilie essenziell waren. 2013 folgte
eine weitere Studie der Gademann-Gruppe zur
Struktur-Wirkungs-Beziehung, in der auch gezeigt
wurde, dass Ethylester-Analogon 69 bei einer Kon-
zentration von 20 umol L ™! vergleichbare neuritoge-
ne Aktivitit zeigt wie Farinoson A."" Der gleichen
allgemeinen Route wie bei der Synthese der Pyri-
donalkaloid-Naturstoffe folgend, konnte Pyridon 69
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in nur sieben Stufen ausgehend von Cyanessigsdu-
reethylester (66) in 12% Gesamtausbeute erhalten
werden. Das bromierte Pyridon 67 und das Pina-
kolboran 68 wurden dabei mithilfe einer Suzuki-
Miyaura-Kupplung verkniipft (Schema 9). Die neu-
ritogene Aktivitdt von Pyridonalkaloid-Analogon
69 konnte sogar bei einer Konzentration von
1 umolL™" noch beobachtet werden. Weitere Un-
tersuchungen waren in Einklang mit vorangegan-
genen biologischen Studien!"®! und zeigten, dass
dieses wirksame Analogon ebenso wie Militari-
non D den MAP-Kinase-Signaltransduktionsweg
beeinflusst, da die neuritogene Aktivitdt bei Coin-
kubation mit dem ERK1/2-Inhibitor PD98059 (bei
einer Konzentration von 5 umolL™") nicht mehr
auftritt. Vor kurzem stellte die Gruppe um Wald-
mann eine von Militarinon inspirierte Substanzbi-
bliothek von Pyridonen vor und identifizierte die im
stressinduzierten Signaltransduktionsweg involvier-
te Kinase MAP4K4 als biologisches Zielmolekiil
(Abbildung 11).'"7" Beide Beispicle zeigen, dass
selbst bei Halbierung der Anzahl an Kohlenstoff-
atomen im Molekiil immer noch Naturstofffrag-
mente mit hoher biologischer Aktivitdt erhalten
werden konnen.

Me
Me Me

Militarinon D

Isoli 2002
solierung neuritogene Wirkstoffe

N (0]
H
HE OH O
MeO | N
N~ "0
H

Pyridonalkaloid-Analogon
erstmals beschrieben 2013
induziert Neuritenwachstum
28% Verringerung des Molekulargewichts

Me
Farinoson A
Isolierung 2004

: Waldmanns Pyridon-Kernstruktur
: erstmals beschrieben 2015
1 als Ligand der Kinase MAP4K4 |dent|ﬁ2|ert

Abbildung 11. Struktureller Vergleich zwischen Militarinon D/Farinoson A und Py-
ridonalkaloid-Analoga.

CO,Et 5 Stufen

66

—— Br\fiCOzEt 160°C,
CN 219% Ausbeute 2. TBAF, 60°C, 70%

Suzuki-Kupplung

OMe 1.[Pd(PPhy),], K,CO5, 11O OH O

68, 60°C, 80%
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N" "0 P N0
SEM : OH | A
67 ' MeO Pyridonalkaloid-Analogon, 69
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{

Schema 9. >Gademanns Synthese von Pyridonalkaloid-Analogon 69. Pin= Pina-
kol, SEM = 2-(Trimethylsilyl)ethoxymethyl.
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2.4. Weitere biologische Aktivitditen

Aufer den in diesem Aufsatz vorgestellten Beispielen gibt
es noch viele weitere bemerkenswerte Naturstofffragmente
mit biologischer Aktivitit (Abbildung 12). Myers und Herzon
zeigten, dass Avrainvillamid die gleiche antiproliferative
Aktivitdt gegen verschiedene Krebszelllinien im nanomola-
ren Konzentrationsbereich (ICs, = 50-100 nmol L") zeigt wie
sein strukturelles Dimer, Stephacidin B.'**! Diese Untersu-
chungen inklusive Studien zur Struktur-Wirkungs-Beziehung
mit verschiedenen Analoga fiithrten zur Bestimmung der ab-
soluten stereochemischen Konfiguration, zu einer mechanis-
tischen Erklarung der reversiblen Dimerisierung iiber ein 3-
Alkyliden-3H-indol-1-oxid, zur Bestédtigung der Hypothese,
dass die Aktivitdt von Stephacidin B auf die Dissoziation zu
Avrainvillamid zurtickzufiihren sei, und zur Identifizierung
des nukleolaren Phosphoproteins Nukleophosmin als biolo-
gische Zielstruktur. In eleganten Studien von Cowley und
Boger, die sich mit dem bekannten Antibiotikum Vancomy-
cin und seinem Aglykon beschiftigten, stellte sich heraus,
dass die vereinfachte Struktur besser gegen Vancomycin-re-
sistente Stdmme wirksam ist als das Vancomycin selbst
(ugmL™ gegeniiber mgmL™").'") Dadurch wurden das
dimere Bindungsmodell wiederum bestitigt!™” und das zu-
nehmende Problem mit Vancomycin-resistenten Stimmen
adressiert. Ein weiteres Beispiel ist die Verkiirzung des cy-
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clischen tetradecameren Peptidhormons Somatostatin
(SRIF,,) zum Octamer Octreotid.”*?!] Dessen Acetatsalz
wird von Novartis vermarktet und ist invivo um einen
Faktor 70 starker wirksam als das Ausgangspeptid. Es wird als
Medikament in der Behandlung von Akromegalie und den
mit metastasierenden Karzinoidtumoren und VIP-sekretie-
renden Adenomen (VIP=vasoaktives intestinales Peptid)
verbundenen Symptomen eingesetzt. Dieses Beispiel illus-
triert, dass es moglich ist, die Aktivitdt natiirlicher Hormone
durch verkiirzte synthetische Analoga nachzuahmen und
diese als klinisch erfolgreiche Medikamente zur Verbesserung
des Gesundheitszustands tausender Patienten jahrlich einzu-
setzen. Ein weiteres klinisch wichtiges Beispiel ist Rostafur-
oxin, dessen Struktur gegeniiber jener der Ausgangssubstanz
Ouabain, eines toxischen Herzglykosids, stark vereinfacht
ist.1”? Dieses Antihypertensivum durchliuft zurzeit Phase ITb
klinischer Studien und hat sich als besonders effektiv bei
genetischer Abnormitit der Adducin- und EO-abhingigen
(EO =endogenes Ouabain) Blutdruckregulation erwiesen.
Die Gruppe um Gademann zeigte, dass der bekannte Side-
rophor Anachelin H zu seinem Chromophor verkiirzt werden
und dieses Analogon als ,,Anker” bei der Herstellung von
Oberflichenbeschichtungen mit antimikrobiellen und Anti-
fouling-Eigenschaften eingesetzt werden kann, die dann
moglichweise auch zur biokompatiblen Beschichtung von
Medizinprodukten verwendet werden konnen.'’! Nicolaou

antibiotische Antitumorwirkstoffe |

blutdrucksenkende
Wirkstoffe

Glycopeptid-Antibiotika

Vancomycin-Aglycon

Ho,
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o
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\I(\HJH) HO N N\)L
HO N o HN Me” Me
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fo FDV\ o oH
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Abbildung 12. Struktureller Vergleich weiterer Naturstoff-abgeleiteter, biologisch aktiver Verbindungen mit den Naturstoffen selbst.
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und seine Gruppe stellten 1994 das Design und die Synthese
des verkiirzten Brevetoxin-Analogons [AFGHIJK] vor, das
an den spannungsgesteuerten Natriumionenkanal bindet und
die gleichen elektrophysikalischen Eigenschaften zeigt wie
die Ausgangsverbindung, das bei Roter Tide vorkommende
leiterartige Polyethertoxin mit vier zusdtzlichen Rin-
gen."*124 Vor kurzem berichtete die Gruppe um Overman,
dass das tBu-MacE-Analogon des aus Meeresschwdmmen
isolierten Diterpens Macfarlandin E ebenso wie der Natur-
stoff selbst Einfluss auf den Golgi-Apparat nimmt und dabei
weniger cytotoxisch ist.['*]

Unser letztes Beispiel behandelt die von Posner und
O’Neill durchgefiihrten Studien zu Analoga des Sesquiter-
pen-Trioxans Artemisinin. Es wurden mehrere vereinfachte
Aryl-Derivate mit vergleichbarer nanomolarer In-vitro-Ak-
tivitit gegen den Malariaerreger hergestellt, wobei der
Wirkmechanismus ebenfalls durch Eisenionen induziert wird
und die Wirksamkeit der Verbindungen auch in Nagetier-
modellen bestiitigt wurde.!")

3. Weitere Quellen fiir Naturstofffragment-basierte
Leitstrukturen

Dieser Aufsatz hat sich mit der Identifikation geeigneter
Naturstofffragmente durch chemische Synthese beschiftigt.
Im Hinblick auf zukiinftige Entwicklungen zeichnet sich das
Potenzial von aktuellen Fortschritten in der Strukturbiologie,
bei computerchemischen Methoden und im Genome Mining
zur Identifikation geeigneter Naturstofffragmente ab, die
dann gegebenenfalls priaparativ weiterentwickelt werden
konnen. Ein weiterer, auf genomischen Daten basierender
Zugang zu neuartigen Naturstofffragmenten wird durch
Fortschritte in Gebieten wie der molekularen Biologie, der
Bioinformatik, genetischer Kartierung und der Strukturbio-
logie befordert. Im Reich der Natur werden fiir Verbin-
dungsfragmente kodierende DNA-Stiicke zwischen Organis-
men ausgetauscht. Die kodierten Verbindungen koénnen so in
neue Strukturen inkorporiert werden, die manchmal in ver-
schiedenen Lebewesen gefunden werden.!””! Naturstofffrag-
mente werden innerhalb eines Organismus durch horizonta-
len Gen- oder Genfragmenttransfer ausgetauscht. Ein re-
préasentatives Beispiel bieten Pederin, Theopederin A und
Onnamid A, eine Naturstofffamilie, deren Mitglieder sich
durch einige gemeinsame Fragmente auszeichnen.'” Revo-
lutiondre Fortschritte beim Genome Mining und Weiterent-
wicklungen in der Metabolomik werden in immer hoherem
Tempo zur Entdeckung vieler neuer Naturstoffstrukturen
fiihren.

Gegen Krebs aktive Chemoimmunkonjugate (= Anti-
korper-Wirkstoff-Konjugate) entsprechen im Moment dem
biopharmazeutischen Standard fiir innovative Krebstherapi-
en, und mehr als dreiBig dieser Spezies durchlaufen zurzeit
klinische Entwicklungsstadien.'”! Wie die Bezeichnung be-
reits suggeriert, ist ein Antikorper darin mit einer zytotoxi-
schen, Naturstoff-abgeleiteten ,,Nutzlast“ beladen, um die
Zielsicherheit und Effizienz des Chemotherapeutikums hin-
sichtlich des betroffenen Gewebes zu maximieren. Die Leit-
strukturentwicklung auf diesem Gebiet umfasst die Verbes-
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serung der fiir die Konjugation notigen chemischen Metho-
den, um das Naturstoff-Analogon an den Antikorper binden
zu konnen, sowie die Auswahl eines geeigneten Antikorpers
und eines molekularen Verbindungsstiicks.*"! Gemtuzumab-
Ozogamicin (Handelsname: Mylotarg) war das erste zuge-
lassene Antikorper-Wirkstoff-Konjugat, das im Jahr 2000 in
den USA fiir die Therapie von schwer zu behandelnder
akuter myeloischer Leukidmie (AML) zugelassen worden
war, wenn die leukdmischen Blasten das CD33-Antigen auf-
wiesen.'?*31 Dieses von Wyeth und UCB Pharma entwi-
ckelte Antikorper-Wirkstoff-Konjugat enthélt ein N-Acetyl-
y-calicheamicindimethylhydrazid als aktive Komponente, die
iiber ein pH-labiles Hydrazonfragment an einen rekombi-
nanten humanisierten IgG4-k-Antikérper gebunden ist. Auf
diesen Ergebnissen aufbauend wurden andere Cytotoxine fiir
die Krebstherapie mit Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten ge-
testet, darunter Taxane, Ansamycine und Duocarmycine.™*"!
Im aktuellen Fokus bei der Entwicklung einer nachfolgenden
Generation an Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten stehen von
Naturstoffen abgeleitete Fragmente.'"™ Zurzeit gibt es
33 Antikorper-Wirkstoff-Konjugate mit Naturstoff-abgelei-
teten ,,Pfeilspitzen, von denen zehn in Phase-II- und 23 in
Phase-I-Studien getestet werden. Es handelt sich dabei um
Derivate von Calicheamicin y1, Dolastatin 10, Maytansin und
dessen zelluliren Metaboliten DM1 und DM4, Doxorubicin,
Camptothecin (bzw. dessen Derivat Irinotecan und dessen
aktiven Metaboliten SN-38) und Anthramycin-Derivaten
(Pyrrolobenzodiazepin oder Dimer; SGD-1882). Spannende
Zeiten in diesem relativ neuen Forschungsfeld stehen bevor,
da die neuen Technologien sich weiterentwickeln, um effizi-
ent Naturstoff-abgeleitete Antikorper-Wirkstoff-Konjugate
herzustellen. Die erfolgreiche Optimierung von Leitstruktu-
ren wird wahrscheinlich in naher Zukunft zur vorherrschen-
den klinischen Anwendung dieser chemotherapeutischen
Strategie in der Krebstherapie und schlieBlich auch zu An-
wendungen gegen andere Krankheiten fiihren.

Wihrend in den letzten Jahren Fragment-basiertes
Wirkstoff-Design (fragment-based drug design, FBDD) oder
das Screening von Bibliotheken der diversititsorientierten
Synthese (diversity-oriented synthesis, DOS) die vorherr-
schenden Methoden in der Arzneistoffentwicklung waren,
hat sich in den letzten zwei bis drei Jahren eine Taktik her-
ausentwickelt, die diese beiden Ansidtze kombiniert und
Computer-gestiitzte Analysen sowie Data-Mining hinzuzieht,
um von Naturstoffen abgeleitete Fragmente zu entwerfen
oder in ihrer Funktion umzuwidmen."*” Dies erméoglicht die
elegante und systematische Identifikation von biologischen
Zielstrukturen fiir ,,Waisenkinder® unter den Naturstoffen
und/oder Naturstofffragmenten, d.h. solchen Vertretern, die
sehr selten sind und mit ihrer Funktion eine spezielle Nische
besetzen. Die auf diese Weise Computer-gestiitzt identifi-
zierte Zielstruktur kann darauthin synthetisiert und durch
anschliefende biologische Untersuchungen validiert werden.
In einem wegweisenden Artikel aus dem Jahr 2013 stellte die
Gruppe um Waldmann einen innovativen Algorithmus vor,
mit dem aus einer Gesamtzahl von 180000 Naturstoffen, die
reich an sp’-Zentren waren, 2000 Cluster an natiirlich vor-
kommenden Naturstofffragmenten bestimmt wurden.['*) Das
Gesamtkonzept dieser Studie bestand darin, bisher uner-
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schlossene Ligandenklassen und Gebiete im chemischen
Raum fiir etablierte pharmazeutische Zielstrukturen zu er-
schlieBen, besonders fiir solche, fiir die bisher noch kaum
Liganden identifiziert wurden. Dieser Ansatz kombinierte die
Vorteile des durch die Fragmente aufgespannten chemischen
Raums mit den vielfiltigen chemischen Eigenschaften und
geometrischen Merkmalen der Naturstoffe, wobei stets die
Moglichkeit erhalten blieb, die Strukturen fiir ihre biologi-
sche Erkennung nachtriglich zu modulieren und optimie-
ren.™ Als Beleg fiir dieses Konzept wurde ein Screening
durchgefiihrt, und schlieBlich wurden mithilfe der rontgeno-
graphischen Protein-Kristallstrukturanalyse neuartige Ge-
riiste als Inhibitoren von p38a-MAP-Kinase und Tyrosin-
oder zweifach spezifischen Phosphatasen identifiziert. Wald-
mann und Mitarbeiter priagten den Begriff , biologieorien-
tierte Synthese® (BIOS) fiir diese Methode.['**!

Ein weiteres Beispiel stellt die Entwicklung eines Ligand-
basierten Modells in der Schneider-Gruppe dar, das biologi-
sche Zielstrukturen fiir Naturstoff-abgeleitete Fragmente
vorhersagt und hierzu nicht auf ein dreidimensionales Modell
der Zielstruktur angewiesen ist; vielmehr beruht es auf dem
hypothetischen polypharmakologischen Charakter von Nat-
urstoffen.™ Zur Bestitigung ihrer Methode analysierten
Schneider et al. den Antitumorwirkstoff Archazolid A und
identifizierten acht neue biochemische Zielstrukturen fiir
diese Verbindung, von denen alle mit einer Antitumorwir-
kung assoziiert sind. Weitere Arbeiten in der Schneider-
Gruppe zielen darauf ab, aus Computermodellen zur Vor-
hersage der Bioaktivitdt de novo entwickelte Verbindungen
umzuwidmen™® oder nach Entwicklung einer generativen
topographischen Karte (GTM = generative topographic map)
den von Naturstoffen und synthetischen Wirkstoffmolekiilen
bevolkerten chemischen Raum zu visualisieren und darin zu
navigieren.['*’

2015 demonstrierte die Gruppe um Quinn, dass ihre
selbsterzeugte Substanzbibliothek mit Naturstoff-abgeleite-
ten Fragmenten mehr als die Hilfte der Diversitat kleiner
Pharmakophore und mehr als andere Naturstoffdatensitze
abdeckt.!'*® Lanz und Riedl nutzten Naturstoff-abgeleitete
Fragmente als Keimzellen fiir ihre De-novo-Entdeckung von
therapeutisch relevanten Zielstrukturen.!™*”!

In der Zusammenschau bilden all diese Fallbeispiele eine
vielversprechende Basis fiir die Zukunft dieses Forschungs-
feldes, indem sie aufzeigen, wie die Kombination von bioin-
formatischen und chemoinformatischen Methoden mit der
organischen Synthese Wissenschaftler dazu befihigen wird,
bis in entlegene Winkel des biologisch relevanten chemischen
Raums vorzudringen.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel dieses Aufsatzes lag darin aufzuzeigen, wie eine
erwiinschte Eigenschaft eines Naturstoffs, beispielsweise
seine starke biologische Aktivitét, in einer kleineren, ver-
kiirzten Verbindung beibehalten werden kann (,,Reduktion
aufs Maximum®) — einem weiterentwickelten Fragment der
aus der Natur gewonnenen Ausgangsverbindung. Diese
Strategie widmet sich jenen Problemen, die mit der Ver-
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wendung von Naturstoffen als Leitstrukturen in der Wirk-
stoffentwicklung einhergehen. Die chemische Handhabbar-
keit und Modifizierbarkeit strukturell einfacherer Analoga ist
haufig hoher, da weniger Stereozentren vorliegen und die
Synthesen kiirzer sind. In der Tat dhneln einige resultierende
Fragmente hinsichtlich ihrer Gré8e und Komplexitit klassi-
schen Zielstrukturen der medizinischen Chemie. Dariiber
hinaus ist es trotz der beachtlichen Fortschritte in der Ent-
wicklung von Synthesemethoden wéhrend der letzten Jahr-
zehnte bislang nicht absehbar, dass interessante Naturstoff-
dhnliche Gertiste durch Synthesechemie allein de novo pro-
duziert werden konnen. Als Reaktion hierauf wurde eine
Reihe wegweisender Strategien fiir eine neue Generation
Naturstoff-inspirierter Therapieansitze entwickelt, darunter
die Verwendung Naturstoff-abgeleiteter Fragmente in Anti-
korper-Wirkstoff-Konjugaten, die Anwendung stereoche-
misch komplexer Module fiir die Fragment-basierte Arznei-
stoffentwicklung oder die Umwidmung von Verbindungsge-
riisten.

Neben den genannten Entwicklungen sind es Fortschritte
in der Strukturbiologie, der Genkartierung, der Proteinkris-
tallographie, der Computerchemie, der Nanotechnologie und
dem Genome Mining, die zeigen, wie Naturstofffragmente
eingesetzt werden konnen, um Losungsansitze fiir die ab-
sehbaren Herausforderungen der innovativen Wirkstoffent-
wicklung zu finden. In ihrer Kombination geben diese An-
siatze einen klaren Hinweis darauf, dass Naturstoffe auch in
Zukunft eine wichtige Rolle bei der Arzneistoffentwicklung
spielen werden. Innovative Ideen entlang dieser Trajektorien
sind der Schliissel zu einer Zukunft, in der die Diversitidt von
Naturstoffen die Entdeckung von Wirkstoffen beeinflusst und
erweitert.
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