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stammen.'!. Das Screening groBer Naturstoffbibliotheken
wird auch in der Zukunft eine wichtige Strategie zur Identi-
fizierung neuer Leitstrukturen und biochemisch oder phar-
makologisch interessanter Verbindungen bleiben,™ allerdings
wurden in den letzten Jahren auch vermehrt neue Wege be-
schritten, die auf die Verbreiterung des Spektrums an
Grundgeriisten fiir die Naturstoff-basierte Wirkstoff-Findung
abzielen. Dazu zdhlen der De-novo-Aufbau von Substanzbi-
bliotheken , Naturstoff-dhnlicher Verbindungen durch di-
versititsorientierte Synthese (DOS),”! ein Ansatz, der von
Schreiber et al. entwickelt wurde, oder der Entwurf Natur-
stoff-basierter Substanzbibliotheken, ein Konzept, das 2002
von Waldmann et al. eingefiihrt!¥! und in den letzten Jahren
kontinuierlich verfeinert wurde.”!

Unsere eigene Forschung im Bereich der Naturstoff-ba-
sierten Wirkstoff-Findung konzentriert sich dagegen auf die
Entwicklung von neuen biologisch aktiven molekularen
Grundgeriisten (oder Chemotypen) auf der Grundlage weit-
reichender struktureller Verdnderungen der molekularen
Grundkorper (anstatt einfacher peripherer Derivatisierun-
gen) bereits bekannter Leitstrukturen.® In diesem Zusam-
menhang haben wir die biologische Aktivitdt von 12-Aza-
Epothilonen untersucht, bei denen ein Kohlenstoff-Atom im
Epothilon-Geriist durch ein Stickstoff-Atom ersetzt ist.[°%”]
Diese lassen sich am treffendsten als ,,nicht-natiirliche Na-
turstoffe“ beschreiben,® da sie einerseits immer noch die
meisten (zweidimensionalen) Struktureigenschaften des ur-
spriinglichen Naturstoffs aufweisen, andererseits aber struk-
turell einzigartig sind, da von der natiirlichen Maschinerie fiir
die Polyketid-Biosynthese keine einzelnen Stickstoff-Atome
in ein regelmifliges Polyketid-Geriist eingebaut werden
konnen.”! Bei unseren Untersuchungen fanden wir, dass 12-
Aza-Epothilone 1 (,,Azathilone*) die antiproliferative Wir-

EpoA:R=H

2a: R = C(CH,),
2b: R = CH,CH,

kung natiirlicher Epothilone weitgehend beibehalten konnen,
wobei die Aktivitit einzelner Verbindungen von der Art des
Acyl-Substituenten am Stickstoff-Atom im Makrocyclus ab-
hingt.[*¢1

Leider stellte sich unser erster Syntheseweg als langwierig
und wenig effizient heraus.*¥ Zudem war die Aktivitit der
Azathilone 1 selbst im giinstigsten Fall, ndmlich fiir R = tert-
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Butyl (1a), immer noch 15- bis 50fach niedriger als die von
Epothilon A. Dies machte es notwendig, eine neue Synthe-
seroute zu dieser Verbindungsklasse zu entwickeln, und zwar
unter gleichzeitigem FEinbeziehen zusitzlicher struktureller
Modifikationen, die zu einer Verbesserung der biologischen
Aktivitét fithren sollten. Der Entwurf dieser Verbindungen
wurde nicht nur von den bekannten Struktur-Wirkungs-Be-
ziehungen fiir die Azathilone 1 mit Acyl-Substituenten an
N12 (siche oben),™ sondern auch von fritheren Ergebnissen
aus unserem Labor beeinflusst, die einen generellen aktivi-
tatssteigernden Effekt einer Dimethylbenzimidazol-Seiten-
kette in Kombination mit dem natiirlichen Epothilon-Geriist
aufgezeigt hatten.[°*11]

Daraus ergaben sich die Verbindungen 2a und 2b als erste
Zielmolekiile fiir eine Totalsynthese und fiir biologische
Untersuchungen. Hier mochten wir iiber die Totalsynthese
der Aza-Makrolide 2a und 2b," entweder durch Ring-
schlussmetathese (RCM) oder iiber Makrolactonisierung,
und die ersten biologischen Testergebnisse fiir diese Verbin-
dungen berichten. Die Ringschlussmetathese bot sich zum
Aufbau des Makrocyclus an, weil sie den gleichzeitigen
Zugang zu den entsprechenden ungesittigten Analoga (als
den direkten Cyclisierungsprodukten) eroffnete, die selbst
potente antiproliferative Aktivitit aufweisen konnten.

Die RCM-basierte Synthese von 2a und seinem 9,10-Di-
dehydro-Analogon 9 enthielt drei Schliisselschritte
(Schema 1): 1) die stereoselektive Aldolreaktion von Alde-
hyd 3™ mit Keton 4™ (d.r. 8:1), 2) die Veresterung von
Carbonsiure 7 mit dem ungesittigten Alkohol 10M! und
3) RCM des Bis(olefins) 8. Bei anfinglichen Versuchen, das
Dien 8 mithilfe des Grubbs-Katalysators erster Generation'®!
zu cyclisieren, wurde kein Umsatz festgestellt. Dagegen lie-
ferte der Dihydroimidazol-2-yliden-basierte Grubbs-Kataly-
sator zweiter Generation'® das cyclische Olefin in exzellenter
Ausbeute (85 %), und zwar mit ausschlieBlicher (!) E-Selek-
tivitat.

Ahnliche Beobachtungen wurden auch fiir die RCM-ba-
sierte Cyclisierung des Analogons von 8 mit natiirlicher
Epothilon-Seitenkette gemacht.? Die folgende Reduktion
der 9,10-Doppelbindung erwies sich allerdings als schwierig.
Diese Doppelbindung war unter verschiedensten Bedingun-
gen duflerst reaktionstriage, was niedrige Ausbeuten und Ne-
benreaktionen zur Folge hatte (z.B. reduktive Esterspaltung
durch H,/Pd-C ohne Reduktion der Doppelbindung). Die
einzig brauchbare Methode zur Umsetzung von 9 zu 2a be-
stand in der Verwendung von in situ hergestelltem Diimid,
einem Verfahren, das sich schon bei der Hydrierung von 9,10-
oder 10,11-DidehydroEpoD zu EpoD (=12,13-Desoxy-
Epo B)!"" bewihrt hatte, und das, nach Reinigung des Pro-
dukts durch priaparative HPLC, 2a in 31 % Ausbeute lieferte
(ausgehend von 9).

Der obige Syntheseweg lieferte zwar geniligend Material
fiir erste biologische Untersuchungen, es war jedoch unver-
kennbar, dass fiir weitergehende biologische Studien, inklu-
sive moglicher In-vivo-Studien, ein alternativer Zugang zu 2a
gefunden werden musste. Angesichts der &duBerst vielver-
sprechenden ersten biologischen Testergebnisse fiir 2a (siche
unten) begannen wir deshalb eine neue Syntheseroute fiir
diese Verbindung zu entwickeln, bei der der Ringschluss an-

www.angewandte.de

— 2a

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

OPMB
o~ ?
a)-c)
+ —_—
0 0.0

Schema 1. a) 4, LDA, —78°C, 5 h, dann Zugabe von 3, —90°C, 75 min,
76%, d.r. 8:1; b) PPTS, MeOH, RT, 20 h, 86%; c) 1) TBSOTf, 2,6-Luti-
din, —78°C—RT, 1.5 h; 2) Flashchromatographie, 76 %; d) 1) H,/Pd-C,
MeOH, RT, 20 h; 2) TPAP, NMO, 4-A-MS, CH,Cl,, RT, 1 h;

3) MePPh;Br, LIHMDS, THF, 0°C, 1.5 h, 79% (drei Stufen); e) CSA
(1.0 Aquiv.), CH,Cl,/MeOH 1:1, 0°C, 1 h, 87%; f) PDC (11 Aquiv.),
DMF, RT, 64 h, 85%; g) 10, DCC (1.2 Aquiv.), DMAP (0.3 Aquiv.),
CH,Cl,, 0°C, 15 min, RT, 15 h, 60%; h) Grubbs-Katalysator 2. Generati-
on (0.15 Aquiv., portionsweise Zugabe), CH,Cl,, Riickfluss, 8 h, 85%;
i) HF-Pyridin, Pyridin, THF, RT, 4 h, 70%; j) KO,C-N=N-CO,K (Uber-
schuss), AcOH, CH,Cl,, 31%, reines 1 durch priparative HPLC erhal-
ten. PMB = para-Methoxybenzyl, LDA = Lithiumdiisopropylamid,

PPTS = Pyridinium-p-toluolsulfonat, TBS =tert-Butyldimethylsilyl,

TPAP = Tetrapropylammoniumperruthenat, NMO = 4-Methylmorpholin-
N-oxid, LIHMDS = Lithium-1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazid, CSA= (+)-
Camphersulfonsiure, PDC = Pyridiniumdichromat, DCC= N, N'-Dicy-
clohexylcarbodiimid, DMAP =4-Dimethylaminopyridin.

statt durch RCM nun durch eine Makrolactonisierung erfol-
gen sollte.

Der Aufbau des heteroaliphatischen Geriists von 2a be-
ruhte auf der reduktiven Aminierung von Aldehyd 13 mit
Amin 12 (zuginglich in drei Schritten ausgehend vom be-
kannten, geschiitzten Tetrol 11!"*!; Schema 2). Die besten
Ergebnisse wurden mit einem leichten Uberschuss an 13
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OTBS 13
d-9)
—_—

15

O OTBS

Schema 2. a) H,/Pd-C, EtOAc, RT, 62 h, 86%; b) HN,, DEAD, PPh,,
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40% Ausbeute zum Zielmolekiil 2a (nach Reinigung durch
HPLC).

Um den Einfluss der ter-Butyl-Gruppe von 2a auf dessen
biologische Aktivitét (siche unten) zu untersuchen, syntheti-
sierten wir auch die eng verwandte Verbindung 2b, die an-
stelle der fert-Butoxycarbonyl-Gruppe in 2a einen N12-Eth-
oxycarbonyl-Substituenten enthilt."” Azathilon 2b wurde
aus dem doppelt TBS-geschiitzten 2 a iiber eine hochselektive
Abspaltung der tert-Butoxycarbonyl-Gruppe von NI12
(ZnBr,, CH,Cl,, RT),”? Acylierung des gebildeten freien
Amins 15 mit Ethylchlorformiat und nachfolgende Entfer-
nung der TBS-Schutzgruppen mittels HF-Pyridin hergestellt
(Schema 2).

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, handelt es sich bei Aza-
thilon 2a um ein potentes Zytostatikum, das das Wachstum
verschiedener, gegeniiber Paclitaxel und anderen géngigen
Zytostatika sensitiven menschlichen Krebszell-Linien (A549,
HCT-116, PC-3M, KB-31) mit ICs-Werten im unteren na-
/ nomolaren Bereich hemmt. Die antiproliferative Wirkung
von 2a ist somit mit derjenigen von Epo A vergleichbar, mit
Ausnahme der resistenten Zell-Linie KB-8511, gegen die 2a
eine wesentlich geringere Potenz aufweist (siche unten).
Weiterhin induziert 2a die Polymerisation von Tubulin in
vitro mit dhnlicher Potenz wie Epo A (Tabelle 1, Abbil-
dung 1 A); dies spricht dafiir, dass die antiproliferative Wir-

THF, 0°C, 25 min, RT, 30 min, 96 %,; c) H,/Pd-C, MeOH, RT, 3 h, 92%;
d) 1) 13 (1.1 Aquiv.), NaBH(OAc), (1.6 Aquiv.), AcOH (2.0 Aquiv.), 4-A-
MS, RT, 2.5 h; 2) Boc,O, Et;N, THF, 0°C, 45 min, 60% (zwei Stufen);

kung von 2a darauf beruht, dass es die Funktionalitéit der
Mikrotubuli beeintrichtigt, wie das auch bei den natiirlichen
Epothilonen der Fall ist. Entsprechend fiihrt eine Behandlung

e) CSA (1.1 Aquiv.), CH,Cl,/MeOH 1:1, 0°C, 3 h, 80%; f) PDC

(15 Aquiv.), DMF, RT, 24 h, 50%; g) TBAF (6 Aquiv.), THF, RT, 24 h;

h) 2,4,6-Cl;C¢H,C(O)Cl, Et;N, THF, 0°C, 20 min, dann mit Toluol ver-
diinnt und zu einer Lésung von DMAP in Toluol zugegeben, 75°C, 1 h,
44% (zwei Stufen); i) HF-Pyridin, Pyridin, THF, RT, 2.5 h, dann pripa-
rative HPLC, 40%. j) ZnBr, (4.0 Aquiv.), CH,Cl,, RT, 2.5 h, quant.;

k) CH,CH,0C(0)Cl, Et;N, THF, 0°C, 30 min; I) HF-Pyridin, Pyridin,
THF, RT, 3.5 h, dann priparative HPLC, 32% (zwei Stufen). Bn=Ben-
zyl, DEAD = Diethylazodicarboxylat, Boc = tert-Butoxycarbonyl,

TBAF =Tetrabutylammoniumfluorid.

(1.1 Aquiv.) und NaBH(OACc); als Redukti-
onsmittel in Gegenwart von Essigsdure
(2 Aquiv.) sowie Molekularsieb (4 A) er-
zielt. Das Rohprodukt wurde wegen seiner
Polaritit (sekunddre Amino-Gruppe neben
der Benzimidazol-Einheit) direkt in das
entsprechende (unpolarere) N-tert-Butoxy-
carbonyl-Derivat iiberfiihrt (60 % Ausbeute
iiber zwei Schritte ausgehend von Amin 12).
Selektive Abspaltung der primédren TBS-
Gruppe mit CSA, anschlieBende Oxidation
des freien Alkohols durch PDC sowie
nachfolgende Entfernung der TBS-Schutz-
gruppe von C15-O mit TBAF fiihrten
schlieBlich zur seco-Sdure 14, die unter
Yamaguchi-Bedingungen! zu vollstindig
geschiitztem 2a cyclisiert wurde (44 % aus-
gehend von C15-O-TBS-geschiitztem 14).
Anschlieende  Abspaltung der TBS-
Schutzgruppen mittels HF-Pyridin fiihrte in
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von Krebszellen mit 2a wie auch bei Epo A oder B zu einer
Arretierung des Zellzyklus in G,/M"! (Abbildung 1B).

Bei Betrachtung der Daten in Tabelle 1 fillt auf, dass 2a
gegeniiber sensitiven Zell-Linien mehr als 60fach potenter ist
als sein Pendant 1a mit natiirlicher (Epothilon-)Seitenkette.
Die molekularen Ursachen dieses Aktivitidtsunterschieds sind
im Moment noch unbekannt, es gilt aber darauf hinzuweisen,
dass der Aktivitdtsgewinn von 2a in Bezug auf 1a dramatisch
hoher ausfillt, als das fiir irgendeine der bisher untersuchten

Tabelle 1: of-Tubulin-Polymerisations- und antiproliferative Aktivitit der Azathilone 2a, 2b und 9.

Verb.  ECs(Tubulin-Pol.) [um]® 1Cso [nM]®!

A549 HCT-116 PC-3M KB-31 KB-8511
2a 3.9+0.6 1.94+0.4 1.640.5 23+0.6  0.34+0.15 222448
2b 5.440.4 18.04£3.1 239429 12341.1 12.6+£1.0 > 1000
9 9.140.7 920+85  10094+71  973+64 n.b.© n.b.©
1a 5.6+0.4 130+24 110+19 126422 311 105!
Epo A 46+0.5 32405 22403 34404 2.154 1.91d

[a] Konzentration der Verbindung, die benétigt wird, um 50% der maximal erreichbaren af-Tubulin-
Polymerisation zu erzielen (10 pm Tubulin aus Schweinehirn). Die Tubulin-Polymerisation wurde durch
Trilbungsmessungen bei 340 nm (A;,) bestimmt.” Fiir eine definierte Konzentration einer Verbindung
wird der Gleichgewichtszustand zwischen I8slichem und polymerisiertem Tubulin durch das Erreichen
eines stabilen Plateaus bei A3, indiziert. Die maximale Tubulin-Polymerisation ist dann erreicht, wenn
eine Erhéhung der Konzentration (des Liganden) keine weitere Erh6hung des Plateauwertes bei Az
bewirkt. Fur alle untersuchten Verbindungen wurde ein dhnlicher Plateauwert bei As,, festgestellt.
[b] ICso-Werte zur Wachstumshemmung menschlicher Krebszellen. KB-31, KB-8511: Gebdrmutter; A549:
Lunge; HCT-116: Darm; PC-3M: Prostata. KB-8511 ist eine P-Glycoprotein 170 (P-gp170) tiberexpri-
mierende, multiwirkstoffresistente Sublinie der KB31-Stammlinie. Die Zellen wurden 72 Stunden lang
mit den Verbindungen behandelt. Die Zellzahl wurde dann iiber den Proteingehalt in fixierten Zellen
durch Anfirben mit Methylenblau bestimmt.”*¥ Fiir weitere experimentelle Details siehe Lit. [23b]. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhingigen Messungen (+ Standardab-
weichung). [c] Daten aus Lit. [6d]. [d] Daten aus Lit. [6a]. [e] Nicht bestimmt.
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Abbildung 1. A: 2a induziert die Bildung von Mikrotubuli in vitro.
[20 um gereinigtes af-Tubulin aus Schweinehirn wurde mit 20 um 2a
bei RT 30 min lang in BRB80-Puffer inkubiert.] Der Elektronenmikro-
graph zeigt einen Teil eines einzelnen langen Mikrotubulus. Maf-
stab=100 nm. B: Zellzyklus-Effekte von 2a auf PC-3M-Zellen (G, ge-
geniiber G,/M). 2a (250 nm) wurde eine Stunde lang mit 2x10° Zellen
inkubiert und dann entfernt. Anschliefend wurden die Zellen 24 h
wachsen gelassen, bevor die DNA-Gehaltsbestimmung mittels Propi-
diumiodid-Farbung erfolgte. Die Vehikelkontrolle (rot) zeigt Zellen in
der G,-Phase des Zellzyklus. In Gegenwart von 2a (blaue Linie) oder
Epo A (250 nm; gestrichelte griine Linie) akkumulierten die Zellen in
G,/M. Pl = Propidiumiodid.

Kombinationen der Dimethylbenzimidazol-Seitenkette mit
Polyketid-basierten Makrocyclen beobachtet wurde (2- bis
15fach).f*> Ebenso erstaunlich ist die Tatsache, dass 9, mit
einer trans-Doppelbindung zwischen C9 und C10, signifikant
weniger potent ist als das gesittigte Analogon 2a (in Bezug
sowohl auf die Tubulin-Polymerisation als auch auf die zel-
luldre Aktivitit). Ein dhnlicher Aktivitdtsunterschied besteht
auch zwischen 1a und seinem trans-9,10-Didehydro-Deri-
vat.” Diese Resultate unterscheiden sich von jenen, die fiir
Epo B und D veroffentlicht wurden: Dort hatte die Einfiih-
rung einer trans-Doppelbindung zwischen C9 und C10 eine
verbesserte (!) zellulire Aktivitit zur Folge."™J Diese
Befunde konnten ein Hinweis auf Unterschiede in der bio-
aktiven Konformation von Azathilonen einerseits und na-
tiirlichen Epothilonen andererseits sein.

2b hat zwar eine leicht geringere zelluldre Aktivitét als 2a
(Tabelle 1), weist aber nach wie vor eine hohe antiprolifera-
tive Aktivitdt gegeniiber allen getesteten sensitiven Zell-
Linien auf. Dariiber hinaus kann bei 2b von einer besseren
Saurestabilitét als bei 2a ausgegangen werden, was in der In-
vivo-Situation (bei oraler Anwendung) vorteilhaft sein
konnte. Gemédl den in Tabelle 1 gezeigten Werten zur Tu-
bulin-Polymerisation induziert 2a die Polymerisation besser
als 2b, was darauf hinweist, dass hydrophobe Wechselwir-
kungen zwischen Protein und dem N12-Carbamat-Substitu-
enten einen wesentlichen Beitrag zur Bindung von 2a an o/f-
Tubulin liefern."” Ob der Unterschied zwischen 2a und 2b in
Bezug auf die Tubulin-Polymerisation direkt fiir die unter-
schiedliche zelluldre Potenz verantwortlich ist, muss im
Moment offen bleiben; letztere konnte auch durch Unter-
schiede in Parametern beeinflusst werden, die nicht mit der
Bindung an das Zielprotein zusammenhéngen, z.B. mit zel-
luldrer Aufnahme oder intrazelluldrer Verteilung.
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Die antiproliferative Wirkung von 2a und 2b auf die P-gp-
iiberexprimierende menschliche Zervixkarzinomlinie KB-
8511 fallt dagegen schwicher aus als ihre Wirkung auf sen-
sitive Zell-Linien; dies spricht dafiir, dass beide Verbindun-
gen Substrate fiir die P-gp-Effluxpumpe sind. Wir haben al-
lerdings kiirzlich zeigen konnen, dass die Suszeptibilitidt von
Polyketid-basierten Epothilon-Analoga gegeniiber dem P-gp-
vermittelten Auswértstransport iiber die Lipophilie der Ver-
bindungen gesteuert werden kann. Diese Strategie wird ge-
genwirtig auch fiir die Leitstrukturen 2a und 2b verfolgt.?!!

Wir haben damit die Totalsynthese zweier Vertreter einer
neuen Klasse von hochpotenten Mikrotubuli-Stabilisatoren
abgeschlossen. Diese Verbindungen sind durch ein Aza-Ma-
krolidgeriist gekennzeichnet und werden von uns als Aza-
thilone bezeichnet. Die Konzeption dieser Verbindungen ist
zwar eng mit der Struktur der natiirlichen Epothilone ver-
bunden (deshalb auch der Name ,,Azathilone*), das Ausmaf
der strukturellen Abweichung vom natiirlichen Epothilon-
geriist macht sie jedoch zu Vertretern einer neuen Klasse von
,hicht-natiirlichen Naturstoffen“ mit charakteristischen
Stuktureigenschaften und, den ersten biologischen Daten
nach zu urteilen, mit fiir sie spezifischen Struktur-Wirkungs-
Beziehungen. Beide untersuchten Verbindungen sind hoch-
potente Wachstumshemmer sensitiver Krebszell-Linien und
sind somit interessante neue Leitstrukturen fiir die Entwick-
lung von Tumortherapeutika.
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