ZUSCHRIFTEN

die Folge sein. ICMM-2 konnte sich also als vielversprechen-
der Katalysator fiir Cyclopropanierungen von Olefinen mit
Ethyldiazoacetat erweisen. Die Aktivitdten und Selektiviti-
ten liegen etwa im gleichen Bereich wie die von anderen
Kupferkatalysatoren.

In Anbetracht der Tatsache, dal die einzige Verbindung
zwischen Blocken in der Struktur von ICMM-2 das Sauer-
stoffatom O(9) ist, scheinen sich diese Verbindungen als
Vorstufen fiir schichtformige Zeolithe zu eignen, die dazu
noch weiter aufgeblittert werden miissen. So kénnten diese
den Zutritt groBerer Molekiile zu den katalytisch aktiven
Zentren ermdoglichen und so diese Katalysatoren fiir eine
breitere Palette an Reaktionen nutzbar machen.

Das erste Ubergangsmetallkomplex-haltige mikropordse
Germanat weist vier bemerkenswerte Eigenschaften auf:
GeOy-Oktaeder, die es ermoglichen, daf3 das Geriist negativ
geladen sein kann, ohne daf dreiwertige Kationen verwendet
werden miissen; isolierte Metallkomplexionen in den Tun-
neln, was diese Materialien zu guten Ausgangsverbindungen
fur das Design neuartiger Katalysatoren macht; ein nach dem
Entfernen der Metallkomplexe stabiles Geriist sowie grofie
Abstidnde zwischen den aktiven Metallzentren, was es Reak-
tanten ermdéglicht, iiber die gleichméBig groBen 8R -Kanile
ungehindert zu diesen Zentren vorzudringen.

Experimentelles

Kiristallstrukturanalysen von ICMM-2Cu, ICMM-2Ag und ICMM-2H:
orthorhombisch, Raumgruppe Pnna, Mog,-Strahlung, Kristallabmessun-
gen 0.2 x 0.1 x 0.05, 0.02 x 0.08 x 0.2 bzw. 0.04 x 0.16 x 0.2 mm?; die Gitter-
konstanten sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die Daten wurden auf einem
Siemens-SMART-CCD-Diffraktometer unter Verwendung von w-Scans
im Bereich 2 < 6 <26° aufgenommen. Von 4663, 5159 bzw. 3518 Reflexen
waren 1302, 1652 bzw. 1187 unabhingig. Die Strukturen wurden mit
Direkten Methoden gelost. Bei der Cu- und der Ag-Verbindung konnten
alle Wasserstoffatome in Differenz-Fourier-Karten lokalisiert werden. Die
Wasserstoffatome des NH,*-Ions wurden wegen der speziellen Lage des
N-Atoms unter Verwendung eines Fehlordnungsmodells verfeinert. Es
wurde mit Volle-Matrix-kleinste-Quadrate-Methoden mit anisotropen
Temperaturfaktoren fiir alle Nichtwasserstoffatome und isotropen Tempe-
raturfaktoren fiir Wasserstoffatome verfeinert.””! Die kristallographischen
Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser Veroffentlichung beschrie-
benen Strukturen wurden als ,supplementary publication no.“ CSD-
410751 (ICMM-2Cu), -410752 (ICMM-2Ag) und -410753 (ICMM-2H)
beim Cambridge Crystallographic Data Centre hinterlegt. Kopien der
Daten konnen kostenlos bei folgender Adresse in Grofibritannien ange-
fordert werden: CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB21EZ (Fax:
+(44)1223-336-033; E-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).

Cyclopropanierungen: Die ICMM-2Cu-Probe wurde zunichst bei 100°C
getrocknet. Ethyldiazoacetat (4.11 mmol) wurde tropfenweise in 2 h unter
N, bei 50°C unter Rithren zu einer Mischung aus Styrol (3 mmol) und
Katalysator (0.04 mmol) gegeben. Nachdem die N,-Entwicklung beendet
war, wurden die Ausbeuten gaschromatographisch bestimmt.

CAS-Nummer von ICMM-2: 9900953.
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Makrolidanaloga des neuartigen
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Vor mehr als zwei Jahrzehnten ermoglichte die Entdeckung
von Cyclosporin A (CsA) einen aufsehenerregenden Fort-
schritt auf dem Gebiet der Organtransplantation.[!l Seither ist
die Zahl transplantierter Organe kontinuierlich gewachsen
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und die Suche nach neuen Immunsuppressiva verstdrkt
worden.?! CsA hat sich nicht nur als wichtiges therapeutisches
Mittel erwiesen, sondern auch als sehr wirkungsvoll, um
Signaliibertragungswege auf molekularer Ebene zu studie-
ren.P! Die biologische Aktivitit von CsA wird erwiesenerma-
Ben durch das intrazelluldre Bindeprotein Cyclophilin (CyP)
vermittelt. Doch diese Bindung ist zwar notwendig, aber nicht
ausreichend fiir eine immunsuppressive Aktivitdt von CsA.
Seine volle biologische Aktivitdt erreicht es erst, wenn der
CyP-CsA-Komplex an Calcineurin bindet, dessen Serin-
Threonin-Phosphatase-Aktivitit hemmt und dadurch die
Bildung von Cytokinen einschlieBlich Interleukin-2 blok-
kiert.[

Wir stellten uns die Frage, ob es weitere Liganden fiir
Cyclophilin geben konnte, die in Signaliibertragungswege
eingreifen, an denen Calcineurin nicht beteiligt ist. Das
Screening von Extrakten aus mikrobiellen Ansdtzen nach
CyP-bindenden Substanzen fiihrte bei Streptomyces flaveolus
zur Isolierung einer neuen Verbindungsklasse, den Sanglifeh-
rinen.’? Unter den bislang aus diesem Stamm isolierten
zwanzig Sanglifehrinen ist Sanglifehrin A (SFA, Abbildung 1)
der Hauptbestandteil. Die Affinitit von SFA fiir Cyclophilin
ist bemerkenswert hoch (ICs,=2-4nm), etwa 20mal héher
als die von CsA (K;=82nM). Sanglifehrin A zeigt eine
ausgeprigte immunsuppressive Aktivitdt in der Reaktion
mit einer Mischung aus Lymphozyten (ICs,=170nM), einem
In-vitro-Test auf die Immunantwort.5? Dagegen beeinfluB3t
SFA die durch T-Zellenrezeptoren vermittelte Cytokinbil-
dung nicht, was auf einen anderen Wirkmechanismus als den
von CsA hindeutet. Im Gegensatz zum T-Zellen-selektiven
Medikament CsA hemmt SFA dariiber hinaus die mitogen-
induzierte Vermehrung der B-Zellen (ICs,=90nm). Diese
Befunde zeigen klar, dafl das Immunsuppressivum SFA nach
einem neuen Mechanismus wirkt. Die Einzelheiten dieses
Mechanismus sind aber noch nicht bekannt.

Wir berichten hier iiber das Design und die Synthese der
ersten synthetischen Analoga des Makrolidteils von SFA, die
an Cyclophilin binden. Die vereinfachten Makrocyclen 1 und
2 (Abbildung 1) wurden entworfen, um die Bedeutung der
Wechselwirkung zwischen CyP und SFA zu untersuchen. Dies
ist wichtig, um den Mechanismus besser zu verstehen.
Zugleich beschreiben wir den ersten Aufbau makro-
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cyclischer konjugierter 1,3-Diene durch RingschluB3-Metathe-
se (RCM).

Die Struktur von SFA wurde durch spektroskopische
Analyse bestimmt und die Konfiguration durch eine Kristall-
strukturanalyse des CyP-SFA-Komplexes bestitigt.”> < Die
Struktur der Sanglifehrine ist einzigartig: Ein neuartiges,
hochsubstituiertes Spirolactamsystem ist an ein 22gliedriges
Makrolid iiber eine starre, teilweise ungeséttigte Alkylkette
gekniipft. Das Makrolid enthilt eine Tripeptid-Einheit, die
aus Piperazinsdure (nach IUPAC ist der Name dieser Séure
Hexahydropyridazin-3-carbonsiure), meta-Tyrosin und Valin
besteht (fiir eine Synthese des Makrolids siehe Lit. [18]).
Interessanterweise setzt sich das Peptidgeriist iiber das j3- statt
iiber das a-Stickstoffatom der Piperazinsdure fort. Dieses nur
bei den Sanglifehrinen vorkommende Strukturmerkmal ist
entscheidend fiir das optimale Binden an Cyclophilin.

SFA-Abbaustudien und die kristallographisch ermittelte
Struktur des Komplexes aus SFA und Cyclophilin waren die
Grundlage fiir den Entwurf der Verbindungen 1 und 2. Die
Spaltung von SFA an der Doppelbindung C,-C,; in einem
zweistufigen Verfahren (Dihydroxylierung nach Sharpless
und Oxidation mit Periodat) ermoglichte die gezielte Entfer-
nung des komplexen Spirolactams.”l Das verbleibende Ma-
krolid und SFA zeigten dhnliche Affinititen fiir Cyclophilin.
Daher wurde die gesamte Seitenkette, die in SFA iiber C,; an
das Makrolid gekniipft ist, nicht als Teil der Zielmolekiile
vorgesehen. In Einklang mit dem Ergebnis der Abbaustudien
ergab auch die Kristallstrukturanalyse, dal nur der Makro-
cyclus fiir die Bindung an Cyclophilin verantwortlich ist.

Eine genauere Analyse der Komplexstruktur lief vermu-
ten, daf} das Makrolid als eine Kombination aus Erkennungs-
und Spacerdoméne angesehen werden kann (siehe Abbil-
dung 1). Die Erkennungsdomiine entspricht dem Tripeptid, in
dem sich alle funktionellen Gruppen befinden, die H-Briicken
mit Cyclophilin bilden (rot gezeichnet). Die Spacerdoméne,
die sich von Cy, bis C,; erstreckt, umfaf3it eine kurze Poly-
propionatkette (C;4—C;;) und ein konjugiertes (E,E)-Dien.
Diese beiden Elemente konnten eine Schliisselrolle dabei
spielen, das Makrolid in der fiir das Binden an Cyclophilin
optimalen Konformation zu fixieren.

Nachdem wir den Teil des Makrolids ermittelt hatten, der
fiir das Binden von Bedeutung ist, wiahlten wir fiir unsere
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Abbildung 1. Sanglifehrin A (SFA; Atome, die H-Briicken zu Cyclophilin bilden, sind rot gezeichnet) sowie die Makrolide 1 und 2. Die méglichen
Strategien zur Makrocyclisierung bei der Synthese von 1 und 2 sind ebenfalls angegeben.
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Makrolid-Analoga der ersten Generation eine intakte Er-
kennungsdoméne, aufler daB bei 1 meta-Tyrosin durch
Phenylalanin ersetzt wurde. Aus dem Unterschied im Binden
von 1 und 2 sollte sich die Bedeutung der durch Phenol
vermittelten H-Briicke ableiten lassen. In der Spacerregion
wurden mehrere funktionelle Gruppen weggelassen; das
konjugierte (E,E)-Dien wurde aber beibehalten, um die
erforderliche konformative Stabilitit zu gewihrleisten.

Aus einer retrosynthetischen Analyse folgten mehrere
mogliche Wege zum Aufbau der Makrocyclen: Makrolacto-
nisierung, Makrolactamisierung, Stille-Kupplung und Ring-
schluB-Metathese (RCM) (sieche Abbildung 1). Die Entwick-
lung eines auf der RCM basierenden Verfahrens schien
besonders attraktiv, da 1) die Makrolide schnell und kon-
vergent zuginglich werden, 2) die Strategie die Moglichkeit
bietet, Analoga-Bibliotheken aufzubauen, und 3) die RCM
sich bereits als eines der leistungsfahigsten Verfahren der
organischen Synthese zum Aufbau einfacher makrocyclischer
Alkene erwiesen hat.[®

Die Synthesen der Makrocyclen 1 und 2 sind in Schema 1
gezeigt. Zuerst mufBiten zwei verschiedene Tripeptid-Frag-

mente aufgebaut werden. Die Synthese des Tripeptid-Frag-
ments 5 ging vom optisch reinen Piperazinsdure-Derivat 3 aus,
das nach Hale et al.’! in Multigrammengen erhiltlich ist. Die
erste Stufe beim Aufbau des Tripeptids 11 dagegen erforderte
die Synthese von benzyliertem meta-Tyrosin in chiraler Form.
Die Alkylierung des Bislactimethers 8 (Schollkopf-Hilfsrea-
gens) mit 3-Benzyloxybenzylbromid lieferte das Zwischen-
produkt 9 in 89 % Diastereoselektivitit.'” Das unerwiinschte
Isomer konnte chromatographisch leicht abgetrennt werden.
Aus den beiden nichtnatiirlichen Aminosduren 3 und 9
wurden die Tripeptide 5 bzw. 11 durch Kupplungsverfahren,
die auf Carbodiimiden basieren, oder durch Aktivierung der
Sauren iiber gemischte Anhydride aufgebaut. Erwdhnenswert
ist, da3 die Kupplung von 3 ausschlieBlich am weniger
gehinderten S-Stickstoffatom erfolgte.!! Fiir die weitere
Umwandlung von 11 war nun die richtige Wahl der orthogo-
nalen Schutzgruppen entscheidend. Daher wurde die Benzyl-
gruppe durch Hydrogenolyse in 2-Propanol entfernt und
durch die TBDMS-Gruppe ersetzt, was 12 ergab. Der Einsatz
eines sterisch weniger gehinderten Alkohols bei der Ab-
spaltung der Benzylgruppe fiihrte zur teilweisen Umesterung
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Schema 1. a) Trifluoressigsdure, CH,Cl, (100 %); b) L-Boc-Phe-OH, EDC, HOBT, NMM, CH,Cl, (66 % ); ¢) L-Boc-Val-OH, EDC, HOBT, NMM, CH,Cl,
(71%); d)BuLi, THF, —78°C, 3-Benzyloxybenzylbromid (69%); e) HCl 0.5N, CH;CN (70%); f)L-Boc-Val-OH, NMM, Isobutylchlorformiat
(CIC(O)OiBu), THF (70%); g) LiOH, H,O/THF 1/4 (100%); h) (2,2,2-Trichlorethyl)piperazat, NMM, Isobutylchlorformiat, THF (62%); i) H,, Pd/C,
iPrOH (96%); j) TBDMSCI, Imidazol, DMF (99%); k) TMSOT{, CH,Cl, (97%); 1) 6-Heptensidure, EDC, HOBT, NMM, CH,Cl, (95%); m) 6-
Heptensidure, NMM, Isobutylchlorformiat, THF (70 % ); n) Zn, NH,OAc 1.0N, THF (90 % ); o) DEAD, PPh;, 3,5-Hexadien-1-ol, THF (64 % (7); 82 % (14));
p) [(PCy;),CLRu=CHPh], CH,Cl,, 40°C (57% (1); 47% (15)); q) Bu,NF, THF (75 % ). Bn =Benzyl, Boc = tert-Butoxycarbonyl, DEAD = Diethylazodi-

carboxylat, EDC = N'-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid, HOBt = 1-Hydroxy-1H-benzotriazol, NMM = N-Methylmorpholin, OTf = Trifluor-
methansulfonat, TBDMS = tert-Butyldimethylsilyl, Tce = 2,2,2-Trichlorethyl, TMS = Trimethylsilyl.

6 R'=H, R2=Me
13 R' = OTBDMS, R2= Tce

7R =H
14 R' = OTBDMS
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des Tce-Esters. Dennoch wurde die Tce-Schutzgruppe aus-
gewdhlt, da sie selbst in Gegenwart der TBDMS-Schutz-
gruppe unter sehr milden Bedingungen entfernt werden
konnte.["?]

Die Abspaltung der Boc-Gruppe mit TMSOTS in CH,Cl,
und die Kupplung der entstandenen Amine mit 6-Hepten-
sdure lieferte 6 und 13. Die Hydrolyse des Methylesters in 6
und die selektive Abspaltung der Tce-Schutzgruppe von 13
mit Zink lieferten die entsprechenden S&duren, die unter
Mitsunobu-Bedingungen mit 3,5-Hexadien-1-ol verestert
wurden.®! Die Vorstufen 7 und 14 der RCM-Reaktion
wurden somit in guter Gesamtausbeute erhalten (28%
bezogen auf 3 bzw. 11% bezogen auf 8). Die Dien-Einheit
mufBlte in diesem spdten Stadium der Synthese eingefiihrt
werden, da eine partielle Isomerisierung der Doppelbindun-
gen unter den sauren Boc-Spaltungsbedingungen stattfand.

Der erstmals von Grubbs et al.® beschriebene Ruthe-
niumkatalysator wurde fiir die kritische Makrocyclisierung
verwendet, wobei die besten Ausbeuten in CH,Cl, unter
RiickfluB und bei hoher Verdiinnung (<5mwm) erhalten
wurden: Nach der Reinigung durch HPLC betrugen sie
57% bei 1 und 47 % bei 15. Bei hoheren Konzentrationen
wurde die Dimerisierung zu einer bedeutenden Nebenreak-
tion, und in anderen Losungsmitteln (Benzol, Toluol) waren
die Ausbeuten geringer. Die Konfiguration der Diene wurde
in beiden Fillen 'H-NMR-spektroskopisch als E,E be-
stimmt.'"! Das (E,Z)-Dien war zu einem geringen Anteil
(<5%) ebenfalls entstanden, aber wir konnten keine Pro-
dukte nachweisen, die Folge einer Metathese der innernen
Dien-Doppelbindung gewesen wiren. Die Makrocyclisierung
gelang auch in Gegenwart der freien Phenolfunktion, verlief
aber langsamer. Die Entfernung der Silyl-Schutzgruppe aus
15 lieferte das Endprodukt 2. Die Affinitdt der Makrolide 1
und 2 fiir Cyclophilin wurde in einem kompetitiven ELISA-
Test bestimmt;[! es wurden 1Cs-Werte von 7.3 bzw. 5.7 um
erhalten. Mehrere nicht cyclisierte Tripeptid-Zwischenpro-
dukte wiesen beim gleichen Assay keinerlei Aktivitit auf.

Die Synthese von 1 und 2 beruht auf der RCM-Reaktion,
die sich bereits als eine der leistungsfahigsten Methoden zum
Aufbau makrocyclischer Naturstoffe in Losung®®! und an
festen Trigern'®l erwiesen hat. Allerdings war sie bisher nur
fiir die Synthese einfacher Alkene genutzt worden. Eine
Reihe makrocyclischer Naturstoffe von biologischer Bedeu-
tung enthdlt aber konjugierte 1,3-Dien-Einheiten.'”l Wir
haben nun mit 1 und 2 die ersten Makrocyclen, die eine
cyclische 1,3-Dien-Einheit enthalten, in guter Ausbeute in
einer Metathesereaktion synthetisiert. Da dieses Verfahren zu
effizienten Synthesewegen fiihrt und fiir den Aufbau von
Bibliotheken analoger Verbindungen erweiterbar ist, diirfte
es fiir die organische Synthese im allgemeinen und fiir die
Naturstoff- und die medizinische Chemie im besonderen von
Interesse sein.

Die Verbindungen 1 und 2 sind die ersten synthetischen
Analoga des makrocyclischen Teils von Sanglifehrin A, die an
Cyclophilin binden. Alle bislang getesteten offenkettigen
Tripeptide sind im CyP-Bindungsassay inaktiv. Die verglichen
mit Sanglifehrin A geringere Affinitdt von 1 und 2 ist ein
klarer Hinweis darauf, dafl die Konformation dieser Makro-
lide der ersten Generation noch nicht optimal ist. Mit anderen

2598 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

Worten: Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, daf3 das
konjugierte Dien nicht ausreicht, um den Makrocyclus in der
idealen dreidimensionalen Konformation zu fixieren. Daher
wird die kiinftige Arbeit die Herstellung einer Makrolid-
Bibliothek einschlieBen, die auf den hier entwickelten che-
mischen Umwandlungen beruht und die auch andere funk-
tionelle Eigenschaften der Sanglifehrine beriicksichtigt.
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Totalsynthese von Sanglifehrin A**
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Professor Richard A. Lerner zum 60. Geburtstag gewidmet

Sanglifehrin A 1 (Abbildung 1) ist ein kiirzlich entdeckter
immunsuppressiver Wirkstoff, dessen Molekiilstruktur spek-
troskopisch sowie durch Rontgenkristallstrukturanalyse voll-
stindig aufgeklirt worden ist.I> 2 Erstmals wurde diese von
Streptomyces sp. A92-308110 produzierte Verbindung in
Bodenproben gefunden, die bei Dembo-Bridge (Malawi)
gesammelt wurden. Diese natiirlich vorkommende Substanz,
die von einer Gruppe von Wissenschaftlern der Firma
Novartis isoliert wurde, zeigt beeindruckende biologische
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Stille-Kupplung

Brown-
Crotylborierung

Spirolactamisierung

1: Sanglifehrin A

4
Abbildung 1. Retrosynthese von Sanglifehrin A 1. TMS = Trimethylsilyl.

Eigenschaften, darunter starke Bindung von Cyclophilin A
(20fach hohere Affinitidt als Cyclosporin) und immunsup-
pressive Aktivitdt (10fach geringere Aktivitét als Cyclospo-
rin). Die auBlergewohnliche molekulare Architektur von
Sanglifehrin zeichnet sich durch ein [5.5]-Spirolactam-System
und einen 22gliedrigen Makrocyclus mit einer Ester- und drei
Amidbindungen aus und enthilt dariiber hinaus die beiden
ungewoOhnlichen Aminosdurereste Piperazinsdure und meta-
Tyrosin. Einzigartige strukturelle Eigenschaften, siebzehn
stereogene Zentren bei gleichzeitiger Anwesenheit empfind-
licher Funktionalititen sowie die bedeutende biologische
Aktivitit machen Sanglifehrin A1 zu einem vorrangigen
Zielmolekiil fiir eine Totalsynthese.> 4 Hier berichten wir
iiber die erste Totalsynthese dieses ungewohnlichen Natur-
stoffs in enantiomerenreiner Form.

Abbildung 1 zeigt in retrosynthetischer Form die Strategie,
die in der vorliegenden Totalsynthese angewandt wurde. Die
retrosynthetische Analyse von Sanglifehrin A1 weist auf
einen Weg hin, der die Stannane 2 und 3 und das Bis-
Vinyliodid 4 als Schliisselintermediate definiert. Fiir den
Erfolg dieser Strategie waren die beiden in Abbildung 1
formulierten Stille-Kreuzkupplungen sowie die abgestufte
Reaktivitit, die zwischen den beiden Vinyliodideinheiten in 4
erwartet wurde, von entscheidender Bedeutung. Insbesonde-
re wurde erwartet, da das C-20-Iodid schneller reagieren
wiirde als das C-25-Iodid, was einen schrittweisen Aufbau des
Makrocyclus mit nachfolgender Ankniipfung der Spirolac-
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