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Apoptolidin: Biochemie und Totalsynthesen

Der Naturstoff Apoptolidin fiihrt selektiv bei bestimmten Krebs-
zelllinien zum programmierten Zelltod. Dieser auch als Apoptose
bezeichnete Vorgang ist ein wichtiger zellbiologischer Mechanismus
zur Regulation von Homoostase und Morphogenese. Apoptotische
Fehlregulationen sind mit verschiedenen Krankheiten verkniipft, ins-
besondere Krebs. Der extrinsische Weg zur Apoptose fiihrt iiber To-
desliganden und Todesrezeptoren zur Aktivierung einer Caspase-
Kaskade, die den proteolytischen Abbau der Zellarchitektur bewirkt.
Die intrinsisch ausgeldste Apoptose beginnt mit der Ubermittlung von
Schiden im Zellinnern an das Mitochondrium, das seine strukturelle
Integritiit verliert und ein Apoptosom bildet, das die Caspase-Kaskade
auslost. Apoptoseregulierende Verbindungen sind von grofier medi-
zinischer Bedeutung. Viele Naturstoffe regulieren apoptotische Ab-
ldufe, so auch Apoptolidin. Die bekannten synthetischen Zuginge zu
Apoptolidin werden in diesem Aufsatz beschrieben und verglichen.
Weitere apoptoseregulierende Naturstoffe werden ebenfalls kurz vor-
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Wihrend der Apoptose durchlauft

gestellt.

1. Einleitung

Fir adulte vielzellige Organismen besteht stdndig die
Notwendigkeit, differenzierte, gealterte oder beschidigte
Zellen auszutauschen. Dies setzt die Fahigkeit adulter
Stammzellen voraus, sich zu teilen und zu differenzieren. In
lebenden Organismen ist es wichtig, dass die Zahl der wach-
senden Zellen konstant bleibt (Homoostase). Aus diesem
Grund haben eukaryotische Zellen ein genetisch verankertes
Programm, das den Zelltod kontrolliert. Dieser kontrollierte
Typ des Zelltodes wird als Apoptose bezeichnet.!! Der Be-
griff Apoptose ist von dem griechischen Wort fiir das Her-
unterfallen des Herbstlaubes abgeleitet. Vielzellige Organis-
men nutzen dieses Programm wihrend der embryonalen
Entwicklung, um tiberfliissige Zellen abzutdten und Korper-
teile auszubilden (Morphogenese). Ein bekanntes Beispiel
fiir Apoptose ist die Riickbildung des Gewebes zwischen den
Zehen des menschlichen Embryos zwischen Tag 51 und Tag
60 nach der Befruchtung der Eizelle (Abbildung1). Ein
weiteres Beispiel ist die Riickbildung des Kaulquappen-
schwanzes.

Abbildung 1. Morphogenese durch Apoptose; Riickbildung des Gewe-
bes zwischen den Zehen eines menschlichen Embryos zwischen Tag
51 (A), 54 (B) und 60 (C) nach der Befruchtung.
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die Zelle einen Schrumpfungs- und

Zerfallsprozess zu Vesikeln, die letzt-

endlich durch das Immunsystem eli-

miniert werden (Abbildung 2 A). Die
Rolle der Apoptose wihrend der Entwicklung eines Orga-
nismus ist fiir den Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C.
elegans) gut untersucht. Dieser bildet 1090 Zellen aus, von
denen 131 wieder durch Apoptose eliminiert werden (Ab-
bildung 2 B). Fiir die Beitrdge zum Verstdndnis der Apoptose
und ihrer Rolle im Leben vom C. elegans wurde Sydney
Brenner, Robert Horvitz und John E. Solston 2002 der No-
belpreis fiir Medizin oder Physiologie verliehen.”) Obwohl C.
elegans, Drosophila und weitere Modellorganismen® die
Untersuchung von grundlegenden Aspekten der Zelltodre-
gulation vereinfacht haben, stammen die neuesten Ergebnisse
dennoch aus Studien an Miusen und Menschen. Dies wurde
durch die groen Fortschritte in den Functional Genomics
und das Klonen von gesamten Genomen unterstiitzt.

Die Apoptoseforschung tragt heute zum Verstdndnis und
der Behandlung von Krankheiten bei.*'" Wirkstoffe, die
Apoptose regulieren und Apoptosedefizienz bei Krebszellen
aufheben, haben daher grofle medizinische Bedeutung. Ein
wichtiges Ziel ist es, niedermolekulare Verbindungen zu
entwickeln, die selektiv Apoptose in Krebszellen induzieren.
Dieser Ansatz konnte zu neuen Tumortherapeutika fiithren.
Naturstoffe sind hierzu besonders geeignete Strukturen, da
sie aufgrund ihrer Funktion aus der Evolution hervorgegan-
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Caenorhabditis elegans

Abbildung 2. Normale (A) und apoptotische (B) Lymphomzellen; Bild
von C. elegans (C).

gen sind, z. B. in Antwort auf den Selektionsdruck von Anti-
biotika."! Diverse Naturstoffe sind dafiir bekannt, Apoptose
zu induzieren oder zu inhibieren. Reprisentative Beispiele
sind Apoptolidin, Okadasdure, Cerulenin, Lactacystin,
Bryostatin, Staurosporine, Taxane, Colchicine, Laulimalid,
Geldanamycin und Betulinsdure. Pflanzen haben im Ver-
gleich zur apoptotischen Signaltransduktion im Tierreich
deutlich abweichende Methoden zur Regulation, Induktion
und Ausfithrung des Zelltodes entwickelt.'” Das mag eine
Erkldarung fiir die bemerkenswerte Fihigkeit pflanzlicher
Naturstoffe zur Induktion von Apoptose in Sdugetierzellen
sein, die fiir medizinische Zwecke z. B. zur Inmunsuppression
oder zur Behandlung von hyperproliferativen Krankheiten
genutzt werden kann. Dieser Aufsatz fasst die biochemischen
Mechanismen der Apoptose und ihre Modulation durch
Naturstoffe, insbesondere durch Apoptolidin zusammen.
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2. Biochemische Abliufe der Apoptose
2.1. Der programmierte Zelltod

Die Apoptose einer Zelle kann durch du3ere Signale oder
durch innere Mechanismen ausgelost werden (Abbildung 3).
Der extrinsische Mechanismus wird haufig genutzt, wenn ein
Organismus beabsichtigt, tiberfliissige Zellen zu beseitigen.
In diesem Fall senden die umgebenden Zellen ein Todessignal
iiber einen Todesliganden aus, z.B. CD95 (APO-1, Fas),
TRAIL oder TNFa, der an den jeweiligen Todesrezeptor

extrinsischer
Mechanismus

intrinsischer
Mechanismus

nukledres Stress-Signal
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z.B. TRAIL 0.
TNFo (
CD95/FasL
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Abbildung 3. Der extrinsische und intrinsische Apoptosemechanismus.
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bindet. Hierdurch wird die Ankopplung von Adapterprotei-
nen, wie FADD oder TRADD, an die zytosolische Doméne
des Rezeptors eingeleitet. Die Initiatorcaspasen Caspase-8
oder Caspase-10 leiten den Zelltod iiber die Caspase-Kas-
kade ein."”!

Der intrinsische Apoptosemechanismus wird hingegen
innerhalb der Zelle ausgelost, z. B. durch DNA-Schiaden oder
durch genotoxischen Stress. Sobald die Zelle einen internen
irreparablen Schaden feststellt, wird ein wichtiger apoptoti-
scher Auslosemechanismus angesprochen, der sich am Mito-
chondrium befindet."" Dieser Auslésemechanismus wird
durch ein ausbalanciertes Gleichgewicht zwischen proapop-
totischen, Bax-artigen und antiapoptotischen, Bcl-2-artigen
Proteinen reguliert. Die genaue Regulierung von Bax und
homologen Killerproteinen erfolgt, indem Bax durch pro-
apoptotische BH3-only-Proteine aktiviert wird. Dies indu-
ziert eine Konformationsianderung von Bax, die eine Wan-
derung dieses Proteins vom Cytosol in die duflere Mito-
chondrienmembran bewirkt. AnschlieBende Oligomerisie-
rung und Bildung von Kanilen, die die Freisetzung von zy-
totoxischen Faktoren vermitteln, losen den Caspase-
abhéngigen Zelltod aus. Zu diesen Faktoren gehort Cyto-
chrom C, das einmal ins Zytosol ausgeschiittet das Adapter-
protein APAF-1 bindet. An diesen Komplex bindet die Ini-
tiatorcaspase-9. Smac, der zweite mitochondriale Aktivator
des Zelltodes, beeinflusst die Bindung mit dem IAP-Protein,
wodurch die Caspase aktiviert wird. Durch diese Blockierung
des proteasomalen Abbaus der aktiven Caspase wird der
Zelltod von menschlichen Krebszellen eingeleitet.!>]

Beide Apoptosemechanismen, der extrinsische und der
intrinsische, sind miteinander verbunden. Das BH3-only-
Protein Bid!'*!**! beispielsweise wird von der Caspase-8 und
der Caspase-3 zu t-Bid gespalten, das die Aktivierung von
Bax oder des Bax-homologen Bak auslost. Dieses kann zu
einer Sensibilisierung des mitochondrialen Mechanismus fiir
interne Todessignale fithren.'>'7?! In gleicher Weise konnte
Smac die Caspase-Vorgénge iiber den extrinsischen Mecha-
nismus erleichtern. Beispiele fiir synthetische Antagonisten
des BH3-(Bcl-xL)-Komplexes wurden vor kurzem beschrie-
ben.!"!

Unabhéngig von der Einleitung der Apoptose erfolgt eine
Kaskade von Caspase-Aktivierungen, die letztendlich zur
Aktivierung der Caspasen-3, -6 und -7 fiihren.'®'** Caspasen
sind Cysteinproteasen, die das Zielpeptid an einer Aspara-
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ginsdure spalten. Das grundlegende Prinzip von Apoptose-
promotoren, die eine Kaskade auslosen und somit ausfiih-
rende Enzyme wie die Caspasen aktivieren, entwickelte sich
zu einem frithen Zeitpunkt der Evolution. Es kann bis zu
archaischen Organismen wie C. elegans und moglicherweise
noch einfacheren Organismen wie den fakultativ vielzelligen
Schleimpilzen Dictyostelium zuriickverfolgt werden, die eine
Paracaspase aufweisen.’! Im Anschluss an die Caspase-Ak-
tivierung werden Endonucleasen im Zellkern aktiviert, und
die Auflosung der zelluliren Biopolymere setzt ein.?®! Der
zelluldre Abfall wird in apoptotischen Vesikeln (apoptotic
bodies) deponiert, und diese oder die ganze Zelle werden
rasch von Phagozyten beseitigt.?® Anders als bei der Ne-
krose treten bei der Apoptose keine entziindlichen Reaktio-
nen auf.

Bei intakten Zellen existiert ein vielschichtiger Kontroll-
mechanismus, der die verschiedenen proapoptotischen Me-
chanismen reguliert. Auf der Ebene des Todesrezeptors ver-
hindern FLIP-Proteine die Bindung von Caspase an den
Ligand-Rezeptor-Signalkomplex. [AP-Proteine binden an die
aktive Caspase und wirken als E3-Ubiquitin-Ligasen, um
aktive Caspasen durch das Proteasom abzubauen. Proteine
der antiapoptotischen Bcl-2-Familie, wie Bcl-x;, behindern
die Bax-Aktivierung durch entweder direkte Bindung an Bax
oder durch Abbau von BH3-only-Proteinen.

2.2. Caspasen als therapeutische Zielstrukturen

Die zentrale Rolle der Caspasen und im Besonderen der
Caspase-3 bei apoptotischen Ablédufen ist ein vielverspre-
chender Ansatzpunkt fiir die Behandlung von Krankheiten,
die durch iibermifBligen apoptotischen Zellverlust gekenn-
zeichnet sind.["”®! Hierzu zihlen neurodegenerative Storun-
gen wie die Alzheimer-Krankheit oder spinale Muskelatro-
phie, aber auch die Beeintrachtigung der Durchblutung bei
myokardialen Infarkten oder Schlaganfillen. Der apoptoti-
sche Zelltod spielt in den sauerstoffunterversorgten Berei-
chen und bei der Reperfusion eine entscheidende Rolle.”*
Hier konnte die Inhibierung der Caspase den Gewebeverlust
begrenzen. Caspasen sind Cysteinproteasen, und jeder Inhi-
bitor muss die hohe Nucleophilie der Thiolgruppe im aktiven
Zentrum beriicksichtigen. Aus diesem Grund enthalten die
meisten der bekannten Inhibitoren eine stark elektrophile
Gruppe und binden irreversibel.?™! Ausgewihlte Caspase-
inhibitoren sind in Schema 1 dargestellt. IDN-6556 ist ein in
der klinischen Entwicklung befindlicher Caspaseinhibitor zur
Behandlung von akuter Hepatitis der Leber oder entziindli-
cher Leberdegeneration nach Allotransplantationen.”?™! Bei-
spiele fiir Caspase-3-Inhibitoren wurden unter anderem
durch Ivatchenko et al. beschrieben.”! Sunesis Pharmaceu-
ticals entwickelte einen Caspase-3-Inhibitor durch dynami-
sche kombinatorische Chemie.?’s"
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Schema 1. Ausgewahlte Caspaseinhibitoren.

3. Apoptolidin
3.1. Struktur und Eigenschaften der Zielverbindung

Im Verlauf eines Screening-Programms mit dem Ziel,
neue apoptoseauslosende Wirkstoffe aufzuspiiren, wurde ein
20-gliedriges Makrolacton, Apoptolidin (1; Schema 2), aus
Nocardiopsis sp. isoliert. Die Molekiilstruktur von 1 wurde
durch kombinierte spektroskopische Methoden aufge-
klart.**! Apoptolidin 16st in mit Adenovirus-E1A-Onkogen
transformierten Ratten-Gliazellen den apoptotischen Zelltod
mit einem ICs, von 11 ngmL ™" aus. Bei einer Untersuchung
des National Cancer Institutes, die 37000 Substanzen in ihrer
Wirksamkeit gegen menschliche Krebszelllinien beurteilen
sollte, zeigte sich, dass Apoptolidin zur Gruppe der 0.1%
selektivsten Wirkstoffe gehort. Die apoptoseauslosende
Wirkung von 1 wurde mit der Inhibierung der mitochond-
rialen F,-F,-ATPase korreliert.”® Dieses molekulare Target
teilt sich Apoptolidin mit strukturell verwandten Makroliden
wie Oligomycin und Ossamycin. Fiir die durch Apoptolidin
ausgeloste Apoptose ist der p53-Zustand der Zellen nicht
entscheidend. Sie wird durch Bcl-2 inhibiert und verlduft iiber
die Aktivierung von Caspase-9.%! In diesen Ergebnissen
spiegelt sich die bedeutende Rolle des mitochondrialen
Apoptoseweges bei der Wirkung von 1 wider.

Apoptolidin (1) ist ein 20-gliedriges Makrolid mit einem
cyclischen sechsgliedrigen Halbketal in der Seitenkette. 6-
Desoxy-4-O-methyl-L-glucose (3; Schema 2) ist glycosidisch
an O9 gebunden, und O27 ist mit einem Disaccharid aus L-
Olivomycose (4) und p-Oleandrose (5) verkniipft. Die Zu-
ckerreste sind eine Voraussetzung fiir die herausragende
Bioaktivitit des Naturstoffs.”*! Die Behandlung von 1 mit
MeOH/Amberlyst-15 ergibt 21-O-Methylapoptolidin (2).*

www.angewandte.de
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Apoptolidin (1); R=H

21-O-Methylapoptolidin (2); R = Me
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MEO\(P QQ/OH HO' ‘OMe
HO *

6-Desoxy-4-O-methyl- D-Oleandrose (5)

L-glucose (3)

L-Olivomycose (4)

Apoptolidinon (6)

Schema 2. Strukturformeln des Naturstoffs Apoptolidin, der Zucker-
reste und des Aglycons Apoptolidinon.

Das Aglycon von Apoptolidin wird Apoptolidinon (6) ge-
nannt.

Apoptolidin kann sich durch eine O19—020-Acylver-
schiebung in das 21-gliedrige Makrolacton Isoapoptolidin (7)
umlagern.** In gepufferter Losung von pH 7 bei 37°C wird
nach 20 h ein Gemisch aus 62 % 1 und 38 % 2 erhalten.

Isoapoptolidin (7)

Vor kurzem wurden zwei verwandte Naturstoffe isoliert
und strukturell charakterisiert: Apoptolidin B und Apopto-
lidin C unterscheiden sich von Apoptolidin (1, = Apoptoli-
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o O

MeO Apoptolidin B, R = OH

Apoptolidin C, R=H

din A) durch das Fehlen der OH-Gruppe an C16 und ab-
weichende Substituenten an C20.%¢

3.2. Die Marburger Synthese von Apoptolidin

Bei den meisten Synthesen von glycosylierten Makroliden
werden die Zuckerbausteine in einer der letzten Synthese-
stufen mit dem vollstandigen Aglycon verkniipft. Bei dieser
Strategie kann es zum Problem werden, eine bestimmte OH-
Gruppe unter vielen selektiv zu glycosylieren. Au3erdem ist
dies eine lineare Synthesestrategie, die die Effizienz der Ge-
samtsynthese verringert. Ein von Koert et al. entwickelter
Syntheseplan sah die Einfithrung der Zuckerreste zu einem
sehr frithen Zeitpunkt vor und fuflte auf der folgenden re-
trosynthetischen Betrachtung (Schema 3).”*%! Die Makro-
lactonisierung einer vollsténdig glycosylierten Vorstufe 8 zu 1
sollte am Syntheseende liegen. Auf Schutzgruppen an O16,
019 und O20 sollte man verzichten konnen, sofern eine
ringgrofenselektive Makrolactonisierung von 8 moglich
wire. Eine Kreuzkupplung der glycosylierten Siidhilfte 10
mit der glycosylierten Nordhilfte 9 erschien vielversprechend
fiir den Aufbau von 8.

Zwei Zuckerbausteine miissen fiir eine Apoptolidinsyn-
these bereitgestellt werden: ein Disaccharid aus L-Olivomy-
cose und D-Oleandrose an O27 und 6-Desoxy-4-O-methyl-L-
glucose an O9. Man entschied sich fiir das Glycal 20

Apoptolidin(1}

Schema 3. Retrosynthetische Analyse von Apoptolidin nach Koert et al.
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(Schema 4) als Vorstufe des Disaccharids, um eine stereo-
kontrollierte a-Glycosylierung zu erreichen.”! Der Aus-
gangspunkt der Synthese von 20 war L-Rhamnose (11), die zu
dem Benzyliden-geschiitzten Methylacetal 12 umgesetzt
wurde. Die Behandlung von 12 mit 6 Aquivalenten Methyl-
lithium™ ergab iiber eine Cyclohexenon-Zwischenstufe das

w a) Meoﬁ
‘ 58% « 3% %H

L-Rhamnose (11) 12 13
OH 0, #Bu
c) o) { d) {9y
—_— 1 , o) OH — » O O
% A © . v, o, 0
% tesd® Ty on 8% Ny
14 D-Glucal (15) 16
_OTs E,OTs
o o i oTBs f )'\ILH o ~pOTBS
—> g > cLe” o' “OMe
68% OMe 79% SPh
17 18
,OTs

oTBS M O,OTBS
dr>95:5 q“QOMe 70% 70" "0Me

TESO SPh zwei Stufen TESO

19 20

Schema 4. a) 1. MeOH, Dowex 50WX-8-200; 2. PhCH(OMe),, pTsOH,
DMF; b) 6 Aquiv. MeLi, THF, 20°C, 30 h; c) 1. Ac,0, Pyridin, DMAP,
CH,Cl,; 2. TESOTY, Lutidin; 3. DIBAH, CH,Cl,, —60°C; d) 1. tBu,Si-
(OTf),, Lutidin, DMF/CH,Cl, 1:1, —50°C; 2. Mel, Ag,O; e) 1. TBAF,
THF; 2. pTsCl, Pyridin, CH,Cl,, 0°C; 3. TBSOTf, Lutidin, CH,Cl,; f) 1
PhSCI, CH,Cl,; 2. Ag,CO;, CH;CN/H,0 9:1; 3. CLLCCN, NaH; g) 14,
TMSOTH, Et,0, —60——40°C, 1 h; h) 1. Nal, DMF, 90°C, 2 h; 2.
nBu,;SnH, AIBN, Toluol, 100°C, 7 h, 70% uiber 3 Stufen. DMAP =4-Di-
methylaminopyridin, DIBAH = Diisobutylaluminiumhydrid, TBAF =Te-
trabutylammoniumfluorid, AIBN = Azobis (isobutyronitril). d.r. = Diaste-
reomerenverhaltnis.

TESQ

TESO__A
0
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Glycal 13, das nach Schiitzen der OH-Gruppe als Olivomycal-
Baustein 14 fungierte. b-Glucal (15) wurde an O4 und O6 als
Silylether geschiitzt und durch Methylieren an O3 in Ver-
bindung 16 iiberfiihrt. Desilylierung, anschlieBende Tosylie-
rung der primdren OH-Gruppe und Schiitzen des sekundéren
Alkohols als TBS-Ether (tert-Butyldimethylsilyl)*! ergab 17.
Die selektive B-glycosidische Verkniipfung zum Disaccharid
erforderte die voriibergehende Einfithrung eines Thiophe-
nylrestes an C2 des D-Oleandrose-Bausteins 17.° Dazu
wurde 17 zunichst mit PhSCI und dann mit Ag,COj; in H,O/
CH;CN behandelt und das erhaltene a-anomere Halbacetal
zum Trichloracetimidat 18 umgesetzt. Die TMSOTf-vermit-
telte (Trimethylsilyltriflat) Glycosylierung von 14 und 18
ergab das Disaccharid 19 mit sehr guter -Selektivitit. Die
Substitution des Tosylats zu einem Iodid und eine radikali-
sche Defunktionalisierung des Iod- und Thiophenylrestes in
einem Schritt schlossen die Synthese des geschiitzten Disac-
charid-Bausteins 20 ab.

L-Rhamnose ist ein geeigneter Ausgangsstoff fiir die
Synthese des Zuckerrestes an O9 von Apoptolidin. Sowohl
NicolaouP! als auch Koert® nutzten das Acetonid-ge-
schiitzte Thioglycosid der L-Rhamnose (21)F* als leicht zu-
ginglichen Baustein. Der sekundire Alkohol von 21 wurde
durch O-Methylierung in 22 tberfiihrt (Schema 5). Aceto-

+ +

o)

o “~SPh a) o «SPh b TBSO. ~SPh
’ —>

HO N0 90% MO YC  e5% Meo Y

21 22 23
I':hPh
Si~
HQ Ph\sr %
) HOAASPh  d) PH Omp~wSPh €
X O O 3
91% MeO 92% MeC' 92%
24 25
FI)hPh
Si
Yy Ry g
Ph O “S“Ph RO. “S’Ph
Meo 0 Meo Y©
26 27R=TES
28 R =TBS

Schema 5. a) Mel, KOH, DMF, 0°C; b) 1. pTsOH, MeOH; 2. TBSClI,
Imidazol, DMAP, CH,Cl,; 3. Dess-Martin-Periodinan; c) 1. NaBH,,
MeOH, 0°C, 15 min; 2. TBAF, THF; d) Ph,Si(Cl)CH,CH,Si(Cl)Ph,,
Imidazol, DMF, 0°C, 1 h; e) mCPBA, CH,Cl,, —78 ——20°C, 2 h, 2:1-
Epimerengemisch. mCPBA = meta-Chlorperbenzoesiure.

nidspaltung, Schutz der OH-Gruppe an C3 als TBS-Ether und
nachfolgende Oxidation des verbleibenden Alkohols ergaben
das Keton 23. Eine hochselektive Reduktion von 23 mit
NaBH, erzeugte den entsprechenden Alkohol, der zum Diol
24 desilyliert wurde. Die Auswahl der richtigen Schutzgrup-
pen an O2/03 war von entscheidender Bedeutung fiir die
erfolgreiche Glycosylierung der Nordhilfte. Eine a-selektive

[*] Ein Abkiirzungsverzeichnis findet sich am Ende des Aufsatzes.
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Glycosylierung erfordert eine passive Schutzgruppe an O2,
die in Gegenwart des mehrfach ungesittigten, sdurelabilen
Aglycons abgespalten werden kann. Silylether erschienen als
gute Wahl. Nach mehreren erfolglosen Glycosylierungsver-
suchen (Trichloracetimidat, Glycosylfluorid, Thioglycosidak-
tivierung durch PhSOTTY) wurde versucht, den Glycosyldonor
als Sulfoxid nach dem Kahne-Protokoll zu aktivieren.™” Die
doppelt TES- und doppelt TBS-geschiitzten Sulfoxide 27 und
28 erbrachten unbefriedigende Glycosylierungsergebnisse,
weshalb eine neue Schutzgruppe, das 1,1,4,4-Tetraphenyl-1,4-
disilabutyl (SIBA), entwickelt wurde. Die Umsetzung des
Diols 24 mit 1,4-Dichlor-1,1,4,4-tetraphenyl-1,4-disilabutan
(SIBACI,)¥ ergab den Disilylether 25 in 92 % Ausbeute. Die
nachfolgende Oxidation mit mCPBA fiihrte zum gewiinsch-
ten SIBA-geschiitzten Glycosylsulfoxid 26.

Nach Herstellung beider Zuckerreste konzentrierte man
sich auf die Synthese der glycosylierten Nord- und Siidhélfte.
Ausgangspunkt der Synthese der Siidhilfte war der f-Keto-
ester 29 (Schema 6).%%1 Eine durch Ru-Binap (Binap=2,2"-
Bis(diphenylphosphanyl)-1,1’-binaphthyl) katalysierte Hy-

O OH a) 0o o

MeP A Weg AN OMe

OMe  -€——
86%

30 29

97% ee
b) l 86%
9 o o O O OH OTBS

big o ortes o j\ e
Q NJH/IH + HM/OMB —_— O NJH/LK_/\)\/OM‘3
- 7%\

Bn 32 31 dr. 96:4 Bn 33
TMS TMS
s AR, o AL
N ~
—» O N Y OMe __5 ]}1 H
0% H 70% O
dr.>955 Bn 34 35

Schema 6. a) [Ru{(S)-Binap}], H,, MeOH, DMF, 95°C; b) 1. TBSCI; 2.
DIBAH, Hexan, —78°C; c) Sn(OTf),, Et;N, CH,Cl,; d) NaBH (OAc),,
HOAc, CH;CN, —20—25°C; €) 1. AlMe;, Me(MeO)NH-HCl, HOAc,
CH,Cl,, —10°C; 2. TMSCI.

drierung von 29 ergab den B-Hydroxyester 30 mit 97 % ee
(bestimmt durch HPLC). Dieser wurde als TBS-Ether ge-
schiitzt und zum Aldehyd 31 reduziert. Aus einer stereokon-
trollierten, durch Zinntriflat vermittelten Aldolreaktion®
von 31 mit dem B-Ketoimid-Baustein 32°° wurde das Al-
doladditionsprodukt 33 in 97 % Ausbeute mit einem Diaste-
reomerenverhéltnis von 96:4 erhalten. Die Konfiguration der
zwei neuen Stereozentren wurde auf einer spéteren Stufe
durch Rontgenkristallstrukturanalyse aufgeklirt.”® Die anti-
selektive Reduktion®™ des 1,3-Hydroxyketons 33 mit NaBH-
(OAc); zum 1,3-Diol 34 verlief mit sehr guter Stereoselekti-
vitdt in 92% Ausbeute. FEine Transamidierung ergab das
entsprechende Weinreb-Amid in 81 % Ausbeute, dessen zwei
OH-Gruppen als TMS-Ether in Verbindung 35 geschiitzt
wurden.
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Ein weiterer Cs-Baustein der Siidhilfte, 38, wurde durch
Epoxidoffnung des benzylgeschiitzten (R)-Glycidols 36 er-
halten (Schema 7).2*! Nachfolgende O-Methylierung und
TMS-Entschiitzung ergaben das Alkin 37, das durch Hydro-
zirconierung/Iodierung zum gewiinschten (E)-Alkenyliodid
38 reagierte. Dieses wurde durch Halogen-Metall-Austausch
zur entsprechenden Organolithiumverbindung umgewandelt
und mit dem Weinreb-Amid 35 zum Keton 39 umgesetzt.
Protodesilylierung der beiden TMS-Ether in MeOH/CH,Cl,
fithrte iiber eine spontane Cyclisierung zum Ketal 40. Schiit-
zen der Alkoholfunktion an C23 als TMS-Ether (Trimethyl-
silyl) und anschlieBende substratkontrollierte Dihydroxylie-
rung (d.r. 6:1) ergaben das Diol 41. Das Diastereomerenver-
héltnis lieB sich durch verschiedene asymmetrische Varianten
der Dihydroxylierung nicht verbessern. Das Diol 41 wurde
diacetyliert und der TES-Ether an C27 zum Alkohol 42 ge-
spalten.

a) b)
Bno/\{(lj — 0T Y B N NN
88% OMe 88% OMe
36 37 38
T™MS TMS
o OMe O O O OTBS "
— > BnO BN OMe| —
87%
zwei Stufen
39
HQO oMe H

& dr=61

OTMS
40 41
f ACOAcO O'\éeH o7
B . 7" “OMe
75% Bno™Y - ,, OH
OMe OTES
42

Schema 7. a) 1. LiCCSiMe;,, BF;-OEt,, THF, —78°C; 2. LiIHMDS, Mel,
THF, 0—20°C; 3. TBAF; b) [Cp,ZrCl,], LiEt;BH, NIS, THF, 20°C;

c) tBulLi, Et,0, —78°C; 35; d) PPTS, MeOH, 0°C; e) 1. TMSCI; 2.
K,0s0,(OH),, NMO; tBuOH/H,0; 20°C, 9d, 78%,; f) 1. Ac,O, Pyri-
din; 2. TBAF, THF, 0°C; 3. TESCI; 4. TBAF, 0°C. Cp=Cyclopenta-
dienyl, NIS = N-lodsuccinimid, PPTS = Pyridinium-p-toluolsulfonat,
NMO = N-Methylmorpholin-N-oxid.

Der Glycosylacceptor 42 wurde mit dem Disaccharid-
Glycal 20 mit hoher a-Selektivitdt (>95:5) zum Glycokon-
jugat 43 umgesetzt (Schema 8).¥ Nach reduktiver Entfer-
nung des bei der Glycosylierung eingefiihrten Iodids und
Spaltung des Benzylethers wurde der entsprechende Alkohol
nach Dess-Martin zum Aldehyd 44 oxidiert. Eine chelat-
kontrollierte Addition der Grignard-Verbindung 45 an den
Aldehyd 44 lieferte die vollstdandig glycosylierte Stidhélfte 46.

Angew. Chem. 2006, 118, 886 —908
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Schema 8. a) 1.2 Aquiv. NIS, MS 4 A, CH,CN, 0—20°C, 70 h; b) 1.
nBu;SnH, AIBN; dann 1m KF in H,O; 2. H,/Pd(OH),; 3. Dess-Martin-
Periodinan; c) Et,0, 7 Aquiv. MgBr,, —78°C; d) KCN, MeOH, 40°C,
16 h.

Bemerkenswert an dieser Reaktion ist die Tolerierung des
Alkenylstannylrestes in Gegenwart einer Organomagnesi-
umspezies. Abschliefend wurden die Acetatschutzgruppen
der Verbindung 46 durch KCN in MeOH zur gewiinschten
Stidhélfte 10 gespalten.

Ausgangspunkt der Synthese der Nordhilfte 9 war das (3-
Hydroxylacton 47, das als TBS-Ether geschiitzt und nachfol-
gend zum Lactol 48 reduziert wurde (Schema 9).7%*1 Die
doppelte Anwendung einer E-selektiven Wittig-Reaktion
fiihrte tiber 49 zum Dien 50. Eine selektive Spaltung des TES-
Ethers und nachfolgende Dess-Martin-Oxidation ergaben
einen Aldehyd, der durch eine Takai-Reaktion in das (E)-
Alkenyliodid 51 iiberfiihrt werden konnte. Die Reduktion des
Esters und anschlieBende Acetatschiitzung des Alkohols,
sowie Spaltung des TBS-Ethers, ergaben den Glycosylac-
ceptor 52. Anfingliche Versuche, das doppelt TES-geschiitzte
Glycosylsulfoxid 27 als Glycosyldonor einzusetzen, scheiter-
ten am Verlust der TES-Gruppen unter den Reaktionsbe-
dingungen (Tf,0, DTBMP, —80——-35°C). Das stabilere
doppelt TBS-geschiitzte Glycosylsulfoxid 28 erbrachte zwar
das gewiinschte Glycosid mit 50 % Ausbeute, jedoch mit einer
geringen Stereoselektivitit von o/ =66:33. Demgegeniiber
lieferte die Reaktion des SIBA-geschiitzten Glycosylsulfoxids
26 mit 52 das erwartete Produkt 53 mit 65% Ausbeute und
einer akzeptablen Selektivitit (o/p =85:15). Die letzte Auf-
gabe vor Vollendung der Nordhilfte war die Einfithrung des
ungeséttigten Esters an C1-C3. Zunichst wurde jedoch fiir
die finale Entschiitzung die SIBA-Gruppe gegen TES-Ether
ausgetauscht. AnschlieBend wurde das Allylacetat in den
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H8o% Meo™

54 9

Schema 9. a) 1. TBSOTY ; 2. DIBAH; b) 1. Ph;P=CCH,CO,Et; 2. TESCI;
c) 1. DIBAH; 2. MnO,; 3. Ph;P=CCH,;CO,Et; d) 1. CSA, MeOH/
CH,Cl,; Dess-Martin-Periodinan; CrCl,, CHI;; THF, Dioxan; €) 1.
DIBAH, —78°C; 2. Ac,0; 3. TBAF, THF, 0°C; f) 26, Tf,O, DTBMP,
—80°C, 10 min; dann 52, MS 4 A, Et,0; —78——30°C, 30 min; g) 1.
TBAF; 2. TESC, 3. LiOH; 4. MnO,; h) 1. (EtO),POCH (CH,)CO,H,
NaH, THF, 0—35°C, 30 min; 2. CICH,CN, Et;N, MeCN, 0—25°C,

14 h. DTBMP = 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin, CSA = Camphersulfon-
sdure.

Aldehyd 54 umgewandelt. Eine Wittig-Horner-Emmons-Re-
aktion mit nachfolgender Veresterung ergab dann die voll-
stindig glycosylierte Nordhilfte von Apoptolidin, den Cy-
anmethylester 9.

Die Kreuzkupplung der Siid- mit der Nordhilfte (9 + 10
— 55) wurde mit Cu'-Thiophen-2-carboxylat (Cu-Tc) in NMP
ausgefiihrt (Schema 10)."! Palladium-vermittelte Kupplun-

Schema 10. a) Cu-Tc, NMP, —5°C; b) LiOH, THF, MeOH; 20°C, 2 h.
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gen erforderten hohere Temperaturen und erbrachten gerin-
gere Ausbeuten. Der Cyanmethylester 55 konnte unter sehr
milden Bedingungen (LiOH, 20°C, 2 h) zur Siure 56 hydro-
lysiert werden, ohne dass Nebenreaktionen des Triensystems
oder der TES-Ether beobachtet wurden. Der entsprechende
Methylester, der sich bei der Aglyconsynthese bewihrt
hatte,””) konnte nicht zur Herstellung von 55 verwendet
werden, da seine Hydrolyse zu unerwiinschten Nebenpro-
dukten fiihrte.

FEine RinggroBen-selektive Makrolactonisierung von 56
ergab das 20-gliedrige Lacton 57 in 75% Ausbeute
(Schema 11). Die finale Entschiitzung erforderte eine sorg-

TESOQ

TESO. e

b)

57 —»  21-O-Methylapoptolidin (2)
50%
c)

57 —» Apoptolidin (1)

1%
Schema 11. a) 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid, Et;N, THF, 6 h; Toluol,

DMAP, c=3x10"*m; b) HF, Pyridin, THF, 20°C, 5 d; c) H,SiFs 25%
in H,0, CH,CN, —40—-20°C, 2d, —10°C, 1 d.

faltige Auswahl der Reagentien und eine genaue Optimie-
rung der Reaktionsbedingungen. Mit HF-Pyridin in THF/
Pyridin bei Raumtemperatur wurden
in 5d alle Silylether gespalten, das
Methylketal blieb aber zuriick,
sodass synthetisches 21-O-Methyl-
apoptolidin (2) erhalten wurde. Eine
vollstdndige Entschiitzung zu Apop-
tolidin (1) gelang mit 25 % wissriger
H,SiFg in CH;CN bei —40——10°C.

3.3. Synthese von Apoptolidin nach
Nicolaou et al.

Nicolaous retrosynthetische
Analyse von Apoptolidin basiert auf
einer moglichst spdten Anbringung
des labilen Disaccharids an 027
(Schema 12).PY Damit besteht der
letzte Abschnitt der Synthese in der
stereoselektiven Glycosylierung des

L—3» 56 R=H
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Schema 12. Retrosynthetische Analyse von Apoptolidin nach Nicolaou et al.

Glycosylacceptors 58. Das Makrolid 58 geht aus der Dihy-
droxysdure 59 hervor. Diese planten Nicolaou et al. durch die
Glycosylierung der Vorstufe 60 an O9 herzustellen. Eine
Stille-Kupplung des Alkenylstannans 61 mit dem Alkenylio-
did 62 sollte dazu genutzt werden, die Verbindung 60 aufzu-
bauen. Das Alkenyliodid 62 sollte schlieSlich durch Umset-
zung des Aldehyds 63 mit dem Dithian 64 zugénglich sein.
Die Synthese des C1-C11-Fragments 61 begann mit der
asymmetrischen Crotylierung des Aldehyds 65 durch Browns
(2)-(+)-Crotyldiisopinocampheylboran zum syn-Addukt 66
als einzigem Stereoisomer (Schema 13).*"! Der Alkohol 66
wurde als TBS-Ether geschiitzt und die terminale Doppel-
bindung chemoselektiv zum Aldehyd 67 ozonisiert. Ausge-
hend von 67 entwickelten Nicolaou et al. eine lineare und
auch eine konvergente Synthese des benotigten Alkenyl-
stannans 61, von denen die effizientere konvergente Route an
dieser Stelle beschrieben wird. Durch Umsetzen des Alde-
hyds 67 mit dem Ohira-Bestmann-Reagens wurde ein termi-
nales Alkin erhalten, das zu 68 methyliert wurde. Dieses
konnte chemoselektiv mit Catecholboran in Gegenwart ka-
talytischer Mengen 9-BBN zum Vinylboronat 69 hydroboriert
werden. Bemerkenswerterweise wurde bei dieser Hydrobo-
rierung ausschlieflich das gewiinschte Regioisomer beob-
achtet. Die Hydrolyse von 69 ergab die Boronséure 70, die in
einer Suzuki-Kupplung mit dem Alkenylbromid 71 zum
konjugierten Methylester 73 reagierte. Das Alkenylbromid 71
konnte ohne Schwierigkeiten aus dem literaturbekannten
Allylalkohol 72 in drei Stufen hergestellt werden. Die Ab-
spaltung der Silylgruppen in 73 und nachfolgende Pd-kata-
lysierte Hydrostannylierung lieferten das (E)-Alkenylstannan
61 in 68% Ausbeute. Das regioisomere Hydrostannylie-
rungsprodukt wurde nicht beobachtet, jedoch erwies sich das
Produkt 61 bei Raumtemperatur als thermisch labil.

Angew. Chem. 2006, 118, 886 —908
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Schema 13. a) (2)-(4)-Crotyldiisopinocampheylboran, BF;-OEt,, THF,
—78°C, 6 h; NaBO;-4 H,0, THF, H,0; b) 1. TBSOTY, 2,6-Lutidin,
CH,Cl,, 0°C, 2 h; 2. Os, Sudanrot 7B, CH,Cl,, —78°C; dann PPh;,,
—78—25°C, 12 h; ¢) 1. (MeO),POC(=N,)COCH,, NaOMe, THF,
—78—25°C, 1 h; 2. nBulLi, Mel, —78 —25°C, 2 h; d) Catecholboran, 9-
BBN, 80°C; e) Phosphatpuffer (pH 7), THF, 25°C, 2 h; f) 1. MnO,,
Ph,P=C(CH,)CO,Et, CH,Cl,, 25°C, 42 h; 2. LiOH, THF, H,0, 25°C,

12 h; 3. CH,N,, Et,0, 0°C, 30 min; g) [Pd(Ph,P),Cl,], NaOAc, MeOH,
70°C, 5 h; h) 1. TBAF, THF, 0—25°C, 1 h; 2. nBu,SnH, [Pd(Ph,P),Cl;],
THF, 0°C, 30 min. 9-BBN =9-Borabicyclononan.
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Die Synthese des Aldehyds 63 begann mit der Offnung
des Epoxids 74 durch Allenylmagnesiumbromid zum Alkohol
75, der liber den TBS-Ether 76 zum Aldehyd 77 umgesetzt
wurde (Schema 14). Eine stereoselektive Allylierung von 77
und die nachfolgende Methylierung des Alkohols ergaben 78,
dessen terminale Doppelbindung mit einem selbst herge-
stellten AD-Mix asymmetrisch zu 79 dihydroxyliert wurde.
Durch Umwandlung des Diols in das 3,4-Dimethoxybenzyli-
denacetal 80, anschlieende regioselektive Ringdffnung mit
DIBAH und Oxidation des primédren Alkohols nach Parikh-
Doring konnte der Aldehyd 63 erhalten werden.

O., | OH b) | |

OPMB @) > oTBS )
N~ e X __OPMB — 3 OPMB ___g

90% 92% 93%

74 75 76

I oTBS o) Il OTBS e)

- H —_— - sz —

81% : 85%
O d.r.=10:1 OMe dr.=6:1
77 78 79

OMe
Schema 14. a) Allenylmagnesiumbromid, Et,0, —78°C, 1 h; b) 1.
TBSOTF, 2,6-Lutidin, CH,Cl,; 2. nBuLi, Mel, THF; c) 1. DDQ, CH,Cl,/
H,0; 2. SO,-Pyridin, Et;N, DMSO/CH,Cl,, 0°C, 3 h; d) 1. (+)-Allyl-
diisopinocampheylboran, Et,0, —100°C, 2 h; H,0,, NaOH; 2. MeOTf;
e) Ky[Fe(CN)4], K,CO,, (DHQ),-PYR, OsO,, tBUOH/H,0, 0°C, 12 h;
f) 3,4-Dimethoxybenzaldehyd, CSA, Toluol, 110°C; g) 1. DIBAH,
CH,Cl,, —78°C, 2. SO,-Pyridin, Et;N, DMSO/CH,Cl,. DDQ =2,3-Di-
chlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon, (DHQ),-PYR=2,5-Diphenyl-4,6-
bis (9-O-dihydrochinyl) pyrimidin, DMSO = Dimethylsulfoxid.

Die Offnung des Epoxids 81 durch ein lithiiertes Thio-
ketal zu 82 bildete den ersten Schritt der Synthese des Thio-
ketals 64 (Schema 15).Y Die Spaltung des Thioketals ergab
den Aldehyd 83, der durch eine asymmetrische Brown-
Crotylierung stereoselektiv zum Alken 84 umgesetzt wurde.
Das Alken wurde durch Dihydroxylierung und nachfolgende
Periodatspaltung in den Aldehyd 85 umgewandelt. Eine
Evans-Aldolreaktion von 85 mit 86 ergab das syn-Aldolpro-
dukt 87. Das Oxazolidinon konnte iiber das entsprechende
Weinreb-Amid in den Aldehyd 88 tiberfiihrt werden, der zum
gewiinschten Thioketal 64 umgesetzt wurde.

Die Reaktion des lithiierten Thioketals 64 mit dem Al-
dehyd 63 ergab den Alkohol 89 als Epimerengemisch im
Verhiltnis 3:2 (Schema 16). Nach Spaltung des Thioketals
von Verbindung 89 wurde das sechsgliedrige Halbketal ge-
bildet. Eine chemoselektive TBS-Schiitzung lieferte das
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Schema 15. a) 1. 1,3-Dithian, nBulLi, THF, —78 —25°C; 2. PMBCI,
NaH, DMF; b) Mel, K,CO,, MeCN/H,0, 45°C, 4 h; c) (2)-(+)-Cro-
tyldiisopinocampheylboran, BF;-OEt,, THF, —78°C, 6 h; NaBO;-4 H,0,
THF, H,0; TBSOT(, 2,6-Lutidin, CH,Cl,; d) OsO,, NMO, tBuOH/THF/
H,0; NalO,, Phosphatpuffer pH 7; e) 86, Bu,BOTf, Et;N, CH,Cl,,
—78—0°C, 2 h; H,0,/H,0; f) 1. HNMe(OMe)-HCl, AlMe,, CH,Cl,; 2.
TMSOTY, 2,6-Lutidin; CH,Cl,, —30°C; 3. DIBAH, CH,Cl,, —78°C; g) 1.
HS(CH,),SH, BF;-OEt,, CH,Cl,, —30°C; 2. TBSOTY, 2,6-Lutidin;
CH,Cl,, 0—25°C. PMB = p-Methoxybenzyl.

Halbketal 90, das in den Orthoester 91 iiberfiihrt wurde. Die
nachfolgende regioselektive Hydrozirconierung ergab nach
Umsetzung mit Iod die beiden trennbaren Alkenyliodide 92
und 93. Bemerkenswert und unerwartet war die Spaltung des
Orthoesters unter den Hydrozirconierungsbedingungen und
die Bildung des Methylglycosids. Das gewiinschte Epimer 93
wurde nach oxidativer Spaltung des PMB-Ethers in das Car-
bonat 62 umgewandelt. Eine Oxidations-Reduktions-Se-
quenz brachte das unerwiinschte Epimer 92 auf die Synthe-
seroute zuriick (92—94—93).

Die in Schema 16 abgebildete Synthese des Alkenyliodids
62 hatte den Nachteil der mangelnden Stereoselektivitét bei
der Bildung von 89, weshalb ein besserer Zugang zu diesem
Baustein entwickelt wurde (Schema 17). Durch eine Horner-
Wadsworth-Emmons-Reaktion des Aldehyds 63 mit dem
Phosphonat 95 wurde das Enon 96 erhalten. Die nachfol-
gende asymmetrische Dihydroxylierung von 96 mit dem AD-
Mix-a an C19/C20 zum Diol 97 gelang mit einer Stereose-
lektivitdt von 6:1. Ein Vergleich dieser reagenskontrollierten
Dihydroxylierung mit der substratkontrollierten Dihydroxy-
lierung nach Koert etal. (40—41, Schema 7) belegt den
gleichen Grad an Stereoselektivitit beider Ansitze. Nicolaou
et al. vollendeten die Synthese von 62 durch einige Schutz-
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94 62

Schema 16. a) 1. tBuli, HMPA, THF, —78°C, 1 h; 63, —100°C, 2 h; 2.
TBAF, THF; b) 1. PhI(OCOCF;),, MeCN, Phosphatpuffer pH 7, 0°C,
10 min; 2. TBSOTY, 2,6-Lutidin, —78°C; c) (MeO),CMe, PPTS, CH,Cl,,
25°C, 12 h; d) [(Cp),ZrHCI], THF, 65°C; I,, THF, —25°C, 2 min; e) 1.
DDQ, CH,Cl,, Phosphatpuffer pH 7, 0—25°C, 4 h; 2. Triphosgen, Pyri-
din, CH,Cl,, —78—0°C, 30 min; f) DMP, NaHCO,, CH,Cl,; g) NaBH,,
MeOH/Et,0, 0—25°C. HMPA = Hexamethylphosphoramid,

DMP = Dess-Martin-Periodinan, r.r.= Regioisomerenverhiltnis.

gruppenoperationen (97—98) und Hydrozirconierung/Iodie-
rung des Alkins zum Alkenyliodid 62.

Die Kupplung des Alkenylstannans 61 mit dem Alkenyl-
iodid 62 unter Stille-Bedingungen lieferte in sehr guter Aus-
beute die Verbindung 60 (Schema 18). Ein Vergleich dieser
Kreuzkupplung mit dem entsprechenden Reaktionsschritt
der Koert-Synthese (9 + 10 — 55, Schema 10) ist auf-
schlussreich. Mit der von Nicolaou et al. eingesetzten Rea-
gentienkombination (disubstituiertes Alkenylstannan/trisub-
stituiertes Alkenyliodid) verlduft die Pd-Kupplung ohne
Probleme. Demgegeniiber erfordert das von Koert et al.
verwendete System eines disubstituierten Alkenyliodids mit
einem trisubstituierten Alkenylstannan eine Cu-Tc-Kupp-
lung. Nicolaou et al. hatten auch bei einer fritheren Synthese
des Makrocyclus von Apoptolidinon eine Stille-Kupplung
erfolgreich angewendet.”! Die Glycosylierung von 60 mit
dem Glycosylsulfoxid 28 nach dem Kahne-Protokoll und eine
nachfolgende basische Hydrolyse lieferten die Dihydroxy-
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° O OH O OpPmMB
TBS
MeO\ 96
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O O OH 0 OPMB
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3 HO' ; Y "OMe —>
83% O OH O OPMB 90%
d.r.=6:1 +BS rr.=6:1

97

— 62
72%
rr.=5:1

98

Schema 17. a) Ba(OH),, THF/H,0, 0—25°C, 30 min; b) K;[Fe(CN)],
K,CO,, MeSO,NH,, (DHQ),-PHAL, OsO,, tBuOH/H,0, 0°C, 12 h;

c) 1. TBAF/SiO,, THF; 2. pTsOH, MeOH, 25°C, 2 h; 3. Triphosgen, Py-
ridin, CH,Cl,, —78—0°C; 4. TBSOTY, 2,6-Lutidin, CH,Cl,; d) 1.
[(Cp),ZrHCl], THF, 65°C; I, THF, —25°C, 2 min; 2. Triphosgen, Pyri-
din, CH,Cl,, —78 —0°C, 30 min; 3. DDQ, CH,Cl,, Phosphatpuffer

pH 7,0—25°C, 1 h; 4. TESOTY, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, —78°C. (DHQ),-
PHAL = Hydrochinin-1,4-phthalazindiyl-diether.

sdure 59. Nicolaou et al. gelang es, die Schwierigkeiten bei der
Hydrolyse des Methylesters zu 59 zu iiberwinden, wohinge-
gen Koert etal. auf einen Cyanmethylester ausweichen
mussten. Eine Ringgroen-selektive Makrolactonisierung
von 59 ergab das Lacton 99 in 24 % Gesamtausbeute fiir die
Sequenz Glycosylierung/Makrolactonisierung.

Die selektive Spaltung des TES-Ethers an O27 des Lac-
tons 99 ebnete den Weg zur Finfiihrung des Disaccharids
(Schema 19). Die Umsetzung des Alkohols mit dem Glyco-
sylfluorid 100 fithrte zum a-Glycosid 101 als einzigem Ste-
reoisomer. Der Einsatz des Glycosylfluorids ist gegeniiber der
von Koert etal. angewendeten Glycosylierung iiber ein
Glycal von Vorteil, da die Entfernung des Iods bei der Gly-
calmethode einen zusétzlichen Syntheseschritt erfordert.

Die abschliefende Entschiitzung von 101 zu Apoptolidin
(1) erwies sich als problematisch. Nach sorgfiltiger Opti-
mierung wurden zunéchst alle Silylether und der Ester an O20
entfernt (101—102), bevor durch Behandlung mit TsOH in
THF/H,O auch das Methylglycosid zum Apoptolidin (1) ge-
spalten wurde.
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Schema 18. a) [PdCl,(MeCN),], DMF, 25°C, 15 h; b) 1. 28; Tf,O, DTBMP, Et,0, —90°C, 1.5 h; 2. KOH,
Dioxan/H,0, 65°C, 24 h; ¢) 1. 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid, Et;N, THF; DMAP, Toluol, 25°C, 12 h; 2.
(Cl,Ac),0, Pyridin, 0°C, 5 min.

3.4. Synthesen von Apoptolidinon

U. Koert et al.

ketal erst im letzten Syntheseschritt
gebildet wird. Die Bindungskniipfung
zwischen C5 und C6 durch eine intra-
molekulare Suzuki-Kreuzkupplung
bildet den Schliisselschritt der Synthese
des 20-gliedrigen Makrolidrings. Dieser
konvergente Ansatz minimiert die Zahl
der Syntheseschritte und den Einsatz
von Schutzgruppen.

Den Ausgangspunkt der Synthese
bildete der Aldehyd 103, der in einer
chelatkontrollierten Reaktion mit der
Grignard-Verbindung 45 den sekundi-
ren Alkohol 104 ergab (Schema 20).1!
Zinn-lod-Austausch, Schiitzen des Al-
kohols als TES-Ether und Spaltung des
Thioacetals fithrten zum Aldehyd 105,
das unter Suzuki-Bedingungen mit dem
Boronsdureester 106 zum mehrfach
ungesattigten Aldehyd 107 umgesetzt
wurde. Eine Mukaiyama-Aldolreaktion
von 107 mit dem Silylenolether 108
ergab das fB-Hydroxyketon 109 mit
einer Stereoselektivitit von 4:1. 109
konnte unter Yamaguchi-Bedingungen
mit der Sdure 110 zu 111 verestert
werden.

Eine stereoselektive Aldolreaktion

des Ketons 111 mit dem Aldehyd 112 fiihrte zum syn-Al-

Die Synthese des Aglycons Apoptolidinon (6) nach Suli-
kowski et al.*!! weicht von den oben beschriebenen Strategi-
en ab. Die schwierige Entschiitzung des Methylglycosids an
C21 wird dadurch vermieden, dass das sechsgliedrige Halb-

dolprodukt, das

c)

40%

—-
60%

UO H
“‘ "OMe

als TES-Ether 113 geschiitzt wurde
(Schema 21).[*1 Eine Kreuzmetathese des terminalen Alkens
113 mit einem Propenylborat, katalysiert durch 114, ergab
den Alkenylboronsédureester 115, der anschlieend durch

Fap O (O,oms
0" " "OMe

TESd *

(0] 100

Apoptolidin (1)

Schema 19. a) PPTS, MeOH/CH,Cl,, 0°C, 1.5 h; b) 100, SnCl,, Et,0, 25°C, 12 h; ¢) 1. HF-Pyridin, THF, —25°C, 96 h; 2. Et;N/MeOH, 25°C, 3.5 h;

d) pTsOH, THF/H,0, 0°C, 2.5 h.

898 www.angewandte.de © 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angew. Chem. 2006, 118, 886 — 908


http://www.angewandte.de

Apoptolidin: Biochemie und Totalsynthesen

0
HJI\:/\rS
MeO S

103

Schema 20. a) 45, Et,0, —78°C; b) 1. I,, CH,Cl,, 0°C; 2. TESCI, Imid-
azol; 3. Mel, K,CO;, MeCN/Puffer pH 7; c) 106, [Pd(Ph;P),], TIOH,
THF/H,0, 20°C; d) 108, BF,-OEt,, CaH,, CH,Cl,, —94°C; €) 110, 2,4,6-
Trichlorbenzoylchlorid, Et;N, DMAP, Toluol, —78 —28°C.

eine intramolekulare Suzuki-Kupplung zur 20-gliedrigen
Verbindung 116 cyclisiert wurde. Die Reaktionssequenz
113—115—116 verdeutlicht in eindrucksvoller Weise die
Moglichkeiten der modernen Kreuzkupplungen. Die Fluorid-
vermittelte Spaltung aller Silylether von 116 fiihrte zum
sechsgliedrigen Halbketal und vollendete die Synthese von
Apoptolidinon (6).

Ein anderer Zugang zum C1-C15-Segment nutzte drei
Suzuki-Kupplungen in Folge.*!?! Crimmins et al. berichteten
kiirzlich iiber eine erfolgreiche Synthese von Apoptolidinon
unter Verwendung einer Kreuzmetathese und chiraler Thi-
azolidinon-Auxiliare.'

3.5. Synthesestudien zu Apoptolidin

Die Synthese des C1-C21-Makrolidfragments 124 wurde
von Toshima et al. beschrieben (Schema 22).“% Ausgehend
vom Aldehyd 117 wurde das C9-Stereozentrum durch Addi-
tion von Lithiumacetylid aufgebaut (117—118). Der Aldehyd
118 konnte mit zwei E-selektiven Wittig-Reaktionen in den
Ester 119 iberfithrt werden. FEine Horner-Wadsworth-
Emmons-Reaktion verlidngerte den Ester um den C1-C3-
Baustein (119—120), und nach Hydrostannylierung der
Dreifachbindung mit anschlieBender Hydrolyse des Ethyles-
ters wurde die Sdure 121 erhalten. Die Veresterung von 121
mit dem Alkohol 122 nach dem Yamaguchi-Protokoll fiihrte
zur Verbindung 123, die durch intramolekulare Stille-Kupp-
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OMe
H TESOa AF I

O OTES
112

a)

11
33%

30% zuritickgew. 111 'OMe

TESO

OTES

MesN,___NMes

ch)

c)

30%
30% zurtickgew. 113

60%

TESG  OTES
116 Apoptolidinon (6)

Schema 21. a) 1. LHMDS, 112, THF, HMPA, —78°C, 2 h; 2. TESOTH,

2,6-Lutidin, CH,Cl,, 0°C; b) Isopropenylpinacolboronsiureester, 114,

CH,Cl,, Riickfluss, 6 h; c) [Pd(Ph;P),], TIOEt, THF/H,0, 28°C, 30 min;

d) HF-Pyridin, THF, —10°C, 12 h, dann —5°C, 5 h. LHMDS = Lithium-

hexamethyldisilazid.

lung in 30% Ausbeute zum 20-gliedrigen Makrolid 124 cyc-
lisiert wurde. Der Gruppe um Toshima gelang aulerdem die
Synthese des C12-C28-Fragments 125 durch eine Aldolreak-
tion mit hoher Stereoselektivitit.*?"]

Taylor et al. beschrieben die stereoselektive Synthese des
C1-Cl1-Fragments 134 (Schema 23).¥ Eine Evans-Aldol-
reaktion des Aldehyds 126 mit 127 wurde zum Aufbau der
Stereozentren an C8 und C9 genutzt. Das erzeugte Aldol-
additionsprodukt konnte in den Aldehyd 128 {iberfiihrt
werden, aus dem der Alkohol 129 durch Addition von Iso-
propenyllithium erhalten wurde. Die Behandlung von 129 mit
Thionylchlorid ergab stereoselektiv das E-Allylchlorid 130.
Die Oxidation des Allylchlorids mit Trimethylamin-N-oxid
(TMNO) fiihrte zum ungesittigten Aldehyd 131. Durch eine
Wiederholung dieser Reaktionssequenz konnte der ungesét-
tigte Aldehyd 133 aus dem Allylalkohol 132 erhalten werden.
Das C1-C3-Fragment wurde schlieBlich durch eine Horner-
Wadsworth-Emmons-Reaktion eingefiihrt (133—134).

Die Synthese eines C21-C26-Fragments von Apoptolidin
(1) durch alkylierende Oxidation beschrieben Fuchs et al.[**?!
Ein enantioselektiver Syntheseweg zu den Apoptolidin-Zu-
ckern wurde von Crimmins und Long gefunden.**!
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TIPSO\ A0 1)

H\n/g\,OTr a)

TIPSO.
© T
46% | | 88%
117

118

125 ed

Schema 22. a) 1. nBulLi, HCCTMS, THF, —78°C; 2. K,CO;, MeOH; 3.
TIPSOTH, Pyridin; 4. CSA, MeOH/CH,Cl,; 5. Swern-Oxidation.; b) 1.
Ph;P=C(Me)CO,Et, Toluol, 110°C; 2. DIBAH, Toluol, —78°C; 3. MnQ,,
CH,Cl,, 25°C; 4. Ph,P=C(Me)CO,Et, Toluol, 110°C; ¢) 1. DIBAH,
Toluol, —78°C; 2. MnO,, CH,Cl,, 25°C; 3. (EtO),OPCH (Me)CO,Et,
nBulLi, THF, 0°C; d) 1. nBu;SnH, [PdCl,(PPhs),], Toluol, 0°C, 45 min;
2. LiOH, Dioxan/H,0O, 80°C, 10 h; e) 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid,
Et;N, THF, DMAP, Toluol 25°C; f) 1. TBAF, THF, 25°C; 2. [PdCl,-
(PPh,),], Ph,PO,NBu,, LiCl, DMF, 25°C, 3 h. TIPS =Triisopropylsilyl.

3.6. Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Apoptolidin und
Derivaten

Khosla und Mitarbeiter identifizierten die mitochondriale
F,Fi-ATPase als Wirkort von Apoptolidin. In Schema 24 sind
die experimentellen Daten der Bindung von Apoptolidin und
einigen Derivaten an die mitochondriale F F,-ATPase dar-
gestellt.>?*%] Der Naturstoff zeigte hierbei die stirkste
Bindung. Das Entfernen des O27-Disaccharids und des
sechsgliedrigen Halbketals fiihrte zu einer leicht geringeren
Enzyminhibierung. Das Derivat 135 war durch saure Hy-
drolyse des Naturstoffs zuginglich,! Derivat 136 wurde
durch oxidative Spaltung des Naturstoffs erhalten.[*’!

Die Cytotoxizitdt von Apoptolidin und seinen Derivaten
wurde von mehreren Forschungsgruppen untersucht
(Schema 25).21 33146471 Der Naturstoff, 1, totete selektiv
Krebszellen im nanomolaren Konzentrationsbereich ab. Be-
merkenswerterweise reagierten nur manche Krebszelllinien
sehr empfindlich auf Apoptolidin. Wie an dem ICs, von 2 zu
erkennen ist, hat das C21-Methylglycosid keinen nennens-
werten Einfluss auf die Cytotoxizitidt. Das Aglycon Apopto-
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TBSO. H b)

63%

CO,Et

Schema 23. a) 1. Bu,BOTf, Et;N, CH,Cl,, d.r.>20:1; 2. TBSOTf, 2,6-Lu-
tidin, CH,Cl,; 3. LiBH,, Et,0/H,0O; 4. Dess-Martin-Periodinan, CH,Cl,;
b) Isopropenyllithium, THF, —78°C; c) SOCI,, Pentan/Et,0, 0—25°C;
d) TMNO, DMSO; e) 1. Isopropenyllithium, THF, —78°C; f) 1. SOCI,,
Pentan/Et,0, 0—25°C; 2. TMNO, DMSO; g) (EtO),0PCH (Me)CO,Et,
nBuli, THF, 0—25°C.

Apoptolidin (1)
0.7 um 4

Isoapoptolidin (7)
17 ym 241

Schema 24. Inhibierung von mitochondrialer FF,-ATPase durch Apop-
tolidin und ausgewihlte Derivate. Angegeben sind die ICyy-Werte.

lidinon (6) hingegen verliert sogar seine gesamte cytotoxische
Aktivitit."! Dies zeigt, dass die Zuckerreste von entschei-
dender Bedeutung fiir die Antitumoraktivitidt sind. Ein Ent-
fernen des O27-Disaccharids senkte die Aktivitit sehr stark
(137),5'%4! und ohne das sechsgliedrige Halbketal blieb nur
eine geringe Aktivitit erhalten (138).'Y Das f-Anomer der
L-Glucose an O9 zeigte keine Aktivitit (139).*%) In einem
Wachstumshemmungstest mit H292-Zellen wurden fiir
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Apoptolidin (1)

humane 1A9-Ovarial-
karzinomzellen: 0.24 um®'¥
Rat-Glia-E1A-7: 11 ng mL™' "]
MATU-Brustkrebszellen: 1 nm“®
HR-3Y1: >100 um 2!

SR-3Y1: >100 um !

HOA A

21-O-Methylapoptolidin (2)
MATU-Brustkrebszellen: 2 nm !

Apoptolidinon (6)
MATU-Brustkrebszellen: >100 um™“”

humane 1A9-Ovarial-
karzinomzellen: 11.5 um®'¥
MATU-Brustkrebszellen: 3 um“®

humane 1A9-Ovarial-
karzinomzellen: 45 um '

139

MATU-Brustkrebszellen: >10 um“®!

Schema 25. Aktivitit von Apoptolidin und ausgewihlten Derivaten
gegen Krebszelllinien. Angegeben sind die |Cyy-Werte.

Apoptolidin (1; = Apoptolidin A), Apoptolidin B und
Apoptolidin C dhnliche Aktivititen nachgewiesen.**!

Eine mogliche Erkliarung fiir diese Unterschiede der FF;-
ATPase-Daten und der Cytotoxizititen ist, dass der Makro-
lidteil eine entscheidende Rolle fiir die Enzymbindung spielt,
wohingegen das an O27 gebundene Disaccharid den Trans-
port an den mitochondrialen Zielort erleichtert. Der Aktivi-
tiatsverlust des L-Glucoseanomers 139 deutet auf eine Betei-
ligung dieses Zuckers auch an der Zielstrukturerkennung hin.

4. Weitere apoptoseregulierende Naturstoffe
4.1. Phosphataseinhibitoren: Calyculin A und Okadasdiure

Calyculin A (140) und Okadasidure (141) sind wirksame
Inhibitoren der Proteine Phosphatase Typ 1 (PP1) und Typ
2A (PP2A)."*® Beide Verbindungen induzieren die Apoptose
in mehreren Krebszelllinien iiber einen Caspase-3-abhéngi-
gen Mechanismus.[*! Dies belegt die Bedeutung von Caspase-
Regulatoren als Wirkstoff-Targets. Calyculin A wurde 1986
aus dem marinen Schwamm Discodermia calyx isoliert.’" Die
Totalsynthesen von ent-140,°1 1408% und verwandten Caly-
culinen® wurden bereits veroffentlicht.

Okadaséure (141) wird von mehreren Mikroalgenarten
(Dinoflagellaten) produziert,*¥ die sich hiufig in Schwim-
men ansammeln. Es wurde nachgewiesen, dass die Okada-

Angew. Chem. 2006, 118, 886 —908

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Calyculin A (140)

Okadasaure (141)

sdure der Verursacher der diarrhdischen Muschelvergiftung
(diarrhetic shellfish poisoning) ist.””! Die Okadasiure wurde
zunichst als wirksames Antitumormittel aus den Schwimmen
Halichondria okadai und H. melanodocia isoliert. Die
Struktur konnte 1981 durch Rontgenkristallstrukturanalyse
aufgeklirt werden,” und es wurde iiber mehrere Totalsyn-
thesen der Okadaséure berichtet.?’

4.2. Inhibitoren der Fettsiuresynthase: Cerulenin

Abgesehen von ihrer Eigenschaft, eine hohe Konzentra-
tion von anaeroben Kohlenstoffmetabolismen aufrechtzuer-
halten (Warburg-Effekt), produziert ein beachtlicher Teil der
menschlichen Krebszelllinien, wie Brust- und Kolorektal-
krebszellen, eine hohere Konzentration an Fettsduresyntha-
sen. Daher wurde die Fettsdurebiosynthese als wichtiger
Angriffspunkt fiir Antitumormedikamente betrachtet.”
Cerulenin (142) ist ein nichtkompetitiver Inhibitor der Fett-

o] o]
o N
\/\/\/\)J)"_:éLNHZ
H o H

Cerulenin (142)

HOOC
o)

ﬂ o
H
Z X Ne_o C75 (144)
HO )
H % H
143

sduresynthase, der DNA-Fragmentierung und morphologi-
sche Merkmale hervorruft, die charakteristisch fiir Apoptose
in menschlichen Brustkrebszellen sind.®!! Interessanterweise
konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung der Fettsidure-
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synthese durch Cerulenin zu einer zweiphasigen Stressant-
wort fiihrt: einer frithen Akkumulation in der S- und G2-
Phase und spater einer Wachstumshemmung in G1 und G2,
die mit einer Akkumulation der Proteine p53 und p21 ver-
bunden ist.””! Die p53-Funktion in diesen Zellen war wahr-
scheinlich fiir den Schutz der Zellen vor der Cerulenin-in-
duzierten Apoptose wichtig. Zellen, die eine Mutation des
dominant negativen p53-Gens exprimieren, unterliegen in
hohem Mafe der Apoptose, sobald sie dem Fettsduresyn-
theseinhibitor ausgesetzt sind.” Daher wurde spekuliert,
dass Cerulenin und andere synthetische Verbindungen dieser
Cytostatikaklasse, wie das C75, klinisch niitzlich gegen Ma-
lignome sein konnten, die Mutationen in p53 aufweisen. Die
Bedeutung dieses Cerulenin-vermittelten mitochondrialen
Apoptoseweges konnte durch die schnelle Freisetzung von
Cytochrom C besttigt werden.[*!

(4)-Cerulenin (142) wurde zum ersten Mal 1960 von Hata
und Mitarbeitern aus Cephalosporium caerulens isoliert. In
protischen Losungsmitteln liegt Cerulenin als Diastereome-
rengemisch des Hydroxylactams 143 vor. Uber die Struktur
der aktiven Spezies wird aber spekuliert.® Dieser Naturstoff
war das Ziel zahlreicher ,,racemischer* und enantioselektiver
Totalsynthesen.® Aufgrund der chemischen Instabilitit und
einer geringen In-vivo-Aktivitdt von Cerulenin wurde ein
synthetisches, chemisch stabiles Analogon entwickelt, das
C75 (144).11

4.3. Proteasominhibitoren: Lactacystin

Experimentelle Studien haben gezeigt, dass der Tran-
skriptionsfaktor NF«xB {iiber einen Proteasom-abhingigen
Mechanismus eine entscheidende Rolle fiir die Verhinderung
der Apoptose bei einigen Krebsarten spielt. Proteasominhi-
bitoren koénnen daher zur Forderung des apoptotischen
Zelltodes eingesetzt werden. Es wurde nachgewiesen, dass
der wirksame Proteasominhibitor Lactacystin (145) in Ver-
bindung mit dem Tumornekrosefak-
tor (TNF) in menschlichen Lungen-
adenokarzinomzellen Apoptose in-
duzieren kann.®

Dariiber hinaus liegen Daten tiber
die synergistische Apoptoseinduktion
durch minimal toxische Konzentra-
tionen des Proteinkinase-C(PKC)-
Aktivators und -Downregulators
Bryostatin1 und dem Proteasominhi-
bitor Lactacystin vor.””) Diese Daten legen nahe, dass die
Apoptose von Leukidmiezellen durch die nach der Einwir-
kung von Lactacystin auftretende Fehlregulierung der PKC/
Mitogen-aktivierten Proteinkinasekaskade moduliert wird. In
Jurkat- und Namalwa-Zellen hingegen reichte die alleinige
Behandlung mit Lactacystin (145) aus, um Apoptose zu in-
duzieren. In diesen Zellen reguliert die Proteasominhibierung
das Gleichgewicht zwischen den proapoptotischen und den
antiapoptotischen Vertretern der Bcl-2-Familie, wobei pro-
apoptotisches Bik/Nbk in den Mitochondrien akkumuliert
wird und somit die Elektronentransportkette beeinflusst."”!
Der stabilisierende Effekt von Lactacystin auf aktivierte

O HOOC

NHA
NH's ¢

H AO
HO’ﬁ——

Lactacystin (145)
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Caspase-3-Untereinheiten wurde als proapoptotischer Faktor
identifiziert."" Lactacystin (145) wurde aus einem Strepto-
myces-Bakterienstamm (OM-6519) isoliert, der in einer ja-
panischen Bodenprobe gefunden wurde.”? Der Naturstoff
war das Ziel mehrerer Totalsynthesen.

4.4- Inhibitoren der Proteinkinase C: Bryostatin und
Staurosporin

Die wichtige Rolle der Proteinkinase C (PKC) in zellu-
laren Prozessen, die relevant fiir neoplastische Transforma-
tion, Karzinogenese und Tumorzellinvasion sind, machen
dieses Enzym zu einem geeigneten Ziel fiir die Krebsthera-
pie.™

Bryostatin1 (146) ist ein natiirlich vorkommender PKC-
Aktivator, der sich bereits in Phase II der klinischen Ent-
wicklung befindet, obwohl die Ergebnisse nur eine marginale

Bryostatin 1 (146)

NHMe

Staurosporin (147)

Wirksamkeit in der Behandlung von metastasierendem Ko-
lorektalkrebs zeigten.™ In Ubereinstimmung mit den anti-
apoptotischen Eigenschaften der PKC® wurde berichtet,
dass Bryostatin1 als ein Apoptoseinhibitor bei U937-Zellen
agiert.”l Die Behandlung von menschlichen monozytischen
leukédmischen THP-1-Zellen mit Bryostatinl fiihrte glei-
chermaflen zu einer Verminderung der durch Proteasom-
inhibitoren induzierten Apoptose.” Bei der akuten lym-
phoplastischen Pra-B-Leukidmiezelllinie REH fiihrte Bryo-
statin1 zu einer Senkung des Bcl-2-Spiegels und dadurch zu
einer Sensibilisierung der Zellen gegeniiber Spindelgiften
und wirkstoffinduzierter Apoptose.”

FEin synergetischer Effekt des Bryostatins1 und des Pro-
teasominhibitors Lactacystin auf die Apoptose bei menschli-
chen Leukdmiezellen wurde ebenfalls bei U937-Zellen be-
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obachtet.” Diese Ergebnisse konnten durch die Tatsache
erklart werden, dass die Langzeiteinwirkung von Bryostatin 1
nicht nur zur Aktivierung der PKC, sondern auch zur voll-
standigen Downregulation des Enzyms fiihrt.

Seit der ersten Beschreibung von Bryostatin1 (146) durch
Pettit et al. 19820 ziihlen zur Bryostatinfamilie inzwischen 18
Vertreter, wobei alle einen 20-gliedrigen Makrolactonring
aufweisen, der sich hauptsichlich an C7 und C20 im Substi-
tutionsmuster unterscheidet.® Bryostatin7 wurde von
Masamune et al. synthetisiert,®” Bryostatin2 von Evans
et al.®™ und Bryostatin3 von Nishiyama und Yamamura.’®!
Wender entwickelte eine Synthesestrategie fiir eine Reihe
vereinfachter Bryostatinanaloga, um leichter zugéngliche
Verbindungen fiir klinische Studien zu erhalten. Diese Ver-
bindungen wurden verwendet, um das Bindungsverhalten der
PKC niher zu untersuchen.®

Die Inhibierung der PKC durch Staurosporin (147) fiihrte
zu einer Apoptoseinduktion. Interessanterweise zeigten me-
chanistische Untersuchungen, dass die durch Staurosporin
induzierte Apoptose zu unterschiedlichen Zeitpunkten des
Zellzyklus einsetzen kann, wobei der Zeitpunkt vom Vorlie-
gen des menschlichen Papillomavirus (HPV) und vom p53-
Status der Zelle abhéngig ist. Wahrend in HPV-positiven p53-
Wildtypzellen nur der Zelltod ausgehend von der G2/M-
Phase ausgelost wird, induzierten cytoplasmische Extrakte
aus der G1-Phase von HPV-negativen, mutierten p53-Zellen
Apoptosekennzeichen bei isolierten Zellkernen.* Detail-
lierte Untersuchungen der Apoptosesignalgebung bei Stau-
rosporin-induziertem Zelltod belegten, dass Staurosporine
einen eigenen Apoptoseweg und eine eigene Caspase-Akti-
vierung nutzen, die sich zumindest in Teilen von der Apop-
tose unterscheiden, die durch DNA-schidigende Antikrebs-
medikamente oder Todesrezeptoren initiiert wird. Es wurde
z.B. nachgewiesen, dass die Uberexpression von dominant
negativen Caspase-9-Mutanten die Aktivierung der Caspase-
9-abhingigen Caspasekaskade nach einer Behandlung mit
einem Krebsmedikament verhinderte, aber nicht nach Gabe
von Staurosporin.’”! Die Staurosporin-induzierte Apoptose
bei Chang-Leberzellen ist mit einer Downregulierung von
BCI-2 und BCI-X; verbunden.® Folglich kénnten diese ein-
zigartigen Eigenschaften des Staurosporins die Chemoresis-
tenz von Tumorzellen umgehen und noch weitere klinische
Studien fiir den Einsatz von Derivaten dieses PKC-Inhibitors
in der Antitumortherapie anregen.

Staurosporin (147) gehort zur Klasse der Indolcarbazol-
alkaloide und wurde 1977 von Omura und Mitarbeitern aus
Streptomyces staurosporeus isoliert.’”) Die Struktur wurde
durch Rontgenkristallstrukturanalyse bestimmt!**!l und die
absolute Konfiguration zunidchst durch CD-Messungen er-
mittelt.”” Spiter wurden die Struktur und Konfiguration
jedoch korrigiert,” wobei die chemische Synthese den end-
giiltigen Strukturbeweis erbrachte.’**!

4.5. An den Mikrotubuli angreifende Naturstoffe
An Mikrotubuli angreifende Stoffe konnen den Auf- und
Abbau von Mikrotubuli stéren, wodurch die mitotischen

Spindeln in sich teilenden Zellen zerstort werden. Hierdurch
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verbleibt der Zellzyklus in der M-Phase stehen, und schlie3-
lich setzt Apoptose ein.’ Aus diesem Grund gehéren die
Mikrotubuli zu den erfolgreichsten Angriffspunkten in der
Tumortherapie.’”! Es sind mehrere Tubulinbindungsstellen
fiir antimitotische Naturstoffe bekannt: die Vinca-Doméne
(z.B. fiir Vinblastin, Halichondrine, Dolastatine), die Col-
chicin-Doméne und die Taxan-Bindungsstelle (z.B. fiir Taxol,
Epothilone, Discodermolid). Typische Mikrotubuli angrei-
fende Naturstoffe sind Colchicin (148),”®! Taxol (149),%”

Taxol (149)

HO&Q A

O O6H O

Epothilon A (150) R = H
Epothilon B (151) R = CH3

Laulimalid (152)

Discodermolid (154)

Eleutherobin (153)

Epothilon A (150) und B (151)," Laulimalid (152),"""
Eleutherobin (153)!” und Discodermolid (154).1%! Der
Syntheseaufwand, der im Bereich der Mikrotubuli modifi-
zierenden Naturstoffe betrieben wurde, ist so grof3, dass eine
detailliertere Betrachtung iiber den Rahmen dieses Aufsatzes
hinausgeht.['*/

4.6. Inhibitoren des Hitzeschockproteins: Geldanamycin

Das Hitzeschockprotein 90 (HSP90) ist ein Chaperon, das
mit verschiedenen Substratproteinen wechselwirkt und ein
potenzielles Ziel fiir die Brustkrebstherapie ist.'”! Eine
Inhibierung von HSP90 durch Geldanamycin (155) initiiert
die Apoptose.'”! Geldanamycin wurde 1970 aus Streptomy-
ces hygroscopicus var. geldanus isoliert.'"”) Bisher ist nur eine
Totalsynthese bekannt.'®! Geldanamycinderivate mit er-
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Geldanamycin (155)

hohter klinischer Wirksamkeit und Wasserloslichkeit wurden
synthetisiert und evaluiert.'"”!

4.7. MAP-Kinasen: Betulinsdure
Betulinsdure (156), ein Triterpen aus der Borke der

weillen Birke, induziert den programmierten Zelltod bei
Melanomzellen.!"'”) Der Wirkmechanismus umfasst die Ak-

Betulinsaure (156)

tivierung von mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPKs)
und die stufenweise Depolarisation des mitochondrialen
Membranpotentials.""! Betulinsdure induziert wirksam die
Apoptose bei Leukdmiezellen und ist Gegenstand laufender
Untersuchungen als Therapeutikum zur Leukimiebehand-
lung.?

4.8. Bcl-2-Inhibitoren: Antimycin A;, Gossypol und Tetrocarcin A

Inhibitoren des antiapoptotischen Bcl-2-Proteins sind
eine neue Klasse von vielversprechenden Verbindungen, da
sie iiber eine Apoptoseinduktion die Tumorverteidigungs-
mechanismen iiberwinden konnen.'’! Beispiele fiir Natur-
stoffe mit Bcl-2 inhibierenden Eigenschaften sind Antimy-
cin A; (157), Gossypol (158) und Tetrocarcin A (159).

Antimycin A; (157) imitiert ein Peptid, das eine BH3-
Domiéne enthélt, und inhibiert so Bcl-2, wodurch Apoptose
iiber den mitochondrialen intrinsischen Mechanismus indu-
ziert wird."" Die Antimycine wurden erstmals 1949 aus
Streptomyces sp. isoliert.""” Eine Totalsynthese von Antimy-
cin A; wurde bereits erfolgreich abgeschlossen.!®! (—)-
Gossypol (158) wirkt an den Mitochondrien und tiberwindet
die Bcl-2-vermittelte Apoptoseresistenz.'”l Es wurde in
Baumwollsamen gefunden, und seine chemischen Eigen-
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HN
© (6}

0 0
Y—NH  OH
H

Antimycin Az (157)

Gossypol (158)

NHCO,CH;

Tetrocarcin A (169)

schaften wurden intensiv untersucht.!""® Gossypol liegt als
Atropisomer vor und kann in die einzelnen Enantiomere
aufgetrennt werden.'"”! Tetrocarcin A (159) wurde als Inhi-
bitor der antiapoptotischen Funktion des Bcl-2 identifiziert
und konnte als Leitstruktur fiir die Antitumortherapie
dienen.'" Von Tetrocarcin A ist bekannt, dass es bei B-CLL-
Zellen ER-Stress auslost (Uberlastung des endoplasmati-
schen Retikulums) und so Apoptose iiber den unabhingigen
Bcl-2-Weg verursacht.'?!! Tetrocarcin A (159) wurde 1980 als
ein Antibiotikum isoliert.!??) Es wurden jedoch bisher kaum
Versuche unternommen, diesen Stoff synthetisch herzustel-
len.">

4.9. Sonstige Inhibitoren

Ceramid, das Produkt der Spingomyelinspaltung, ist iiber
den extrinsischen Apoptoseweg mit der Apoptose verbun-
den. Daher ist die Sphingomyelinase ein interessanter An-
griffspunkt fiir die Apoptosekontrolle und das Wirkstoff-
Targeting.'”! Scyphostatin (160)'*! und seine synthetischen
Analoga"® sind wirksame Sphingomyelinaseinhibitoren und
zurzeit Gegenstand von Apoptosestudien.

Es wurde von mehrfach ungesittigten Fettsduren berich-
tet, die als Apoptose einleitende Naturstoffe im Uterus von
schwangeren Miusen vorkommen.!"?”! Piceatannol (161), das
aus Rhabarberwurzeln stammt, induziert die Apoptose bei
Lymphomzellen iiber den intrinsischen Mechanismus.!?*!
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Piceatannol (161)

5. Schlussbemerkungen

Da der biochemische Mechanismus der Apoptose immer
besser verstanden wird, sollte es bald méglich sein, in dieses
System kontrolliert einzugreifen. Apoptotische Fehlregulie-
rungen sind der Grund fiir mehrere Krankheiten, insbeson-
dere Krebs, und es besteht ein groer Bedarf an Substanzen,
die selektiv die Apoptose von Krebszellen auslosen. Die
Suche nach niedermolekularen Verbindungen, die Apoptose
induzieren, hat daher hohe Prioritdt. Heute sind bereits
zahlreiche Naturstoffe bekannt, die an verschiedenen Punk-
ten der Apoptosemechanismen eingreifen. Der Fortschritt in
diesem Bereich hédngt stark von der erfolgreichen Zusam-
menarbeit zwischen Naturstoffchemie, Synthese und der
medizinischen Chemie ab.

Naturstoffe sind potenzielle Leitstrukturen fiir zukiinftige
Arzneistoffe zur Behandlung von apoptotischen Fehlregula-
tionen. Der Fall des Apoptolidins belegt die Bedeutung von
Glycokonjugaten fiir die biologische Funktion. In jiingster
Zeit wurden effiziente Synthesestrategien entwickelt, die eine
frithe Einfiihrung des Zuckerrestes erméglichen.

Anhang

Liste der verwendeten Abkiirzungen

9-BBN 9-Borabicyclononan

Ac Acetyl

AIBN Azobis(isobutyronitril)

Binap 2,2'-Bis(diphenylphosphanyl)-1,1"-binaph-
thyl

Bn Benzyl

Cp Cyclopentadienyl

CSA Camphersulfonsdure

DDQ 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon

(DHQ),-PHAL Hydrochinin-1,4-phthalazindiyl-diether

(DHQ),-PYR  2,5-Diphenyl-4,6-bis(9-O-dihydrochi-
nyl)pyrimidin

DIBAH Diisobutylaluminiumhydrid

Angew. Chem. 2006, 118, 886 —908

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

DMAP 4-Dimethylaminopyridin
DMP Dess-Martin-Periodinan
DMSO Dimethylsulfoxid

d.r. Diastereomerenverhiltnis
DTBMP 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin
HMPA Hexamethylphosphoramid
LHMDS Lithiumhexamethyldisilazid
mCPBA meta-Chlorperbenzoeséure
NIS N-Iodsuccinimid

NMO N-Methylmorpholin-N-oxid
PKC Proteinkinase C

PMB p-Methoxybenzyl

PPTS Pyridinium-p-toluolsulfonat

I.I. Regioisomerenverhaltnis

SIBA 1,1,4,4-Tetraphenyl-1,4-disilabutyl
TBAF Tetrabutylammoniumfluorid
TBS tert-Butyldimethylsilyl

Tc Thiophen-2-carboxylat

TES Triethylsilyl

TIPS Triisopropylsilyl

TMNO Trimethylamin-N-oxid

™S Trimethylsilyl

TNF Tumornekrosefaktor

Tf Trifluormethansulfonyl

Ts p-Toluolsulfonyl

PT.D. und UK. danken allen erwdhnten Mitarbeitern fiir ihre
wertvollen Beitrige. Dr. D. Mumberg (Schering AG) danken
wir fiir die biologischen Untersuchungen von Apoptolidin und
Derivaten. UK. dankt weiterhin dem Fonds der Chemischen
Industrie und der Schering AG Berlin fiir die grofziigige Un-
terstiitzung. PT.D. dankt der Deutschen Krebshilfe und der
Deutschen José Carreras Leukdmie-Stiftung.
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