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1 Einleitung

Das Leben auf der Erde ist vor ungefahr 3,5 Milliarden Jahren im Meer entstanden und hat
erst viel spater den Weg auf das Land gefunden. Seit dieser Trennung haben marine und
terrestrische Lebensformen jeweils eine eigene Entwicklung durchlaufen und sich ihrer jewei-
ligen Umgebung angepasst; einmal vom Wasser und den darin gelésten Salzen und Gasen
gepragt und einmal vom Wassermangel und der umgebenden Atmosphare bestimmt.["! Die
Evolution hat im Laufe dieser Zeit durch natlirliche Selektion die verschiedensten chemi-
schen Substanzen hervorgebracht, die von Organismen unter anderem zur Abwehr von An-
greifern eingesetzt werden. Dabei handelt es sich oft um Stoffe, die organische Materie zer-
setzen oder das Zellwachstum auf unterschiedliche Art und Weise verlangsamen oder sogar
ganzlich stoppen.

Diese Vielfalt an verschiedenen Substanzen nutzt der Mensch schon seit Jahrtausen-
den als natlrliche Quelle zur Gewinnung zahlloser Wirkstoffe und Heilmittel. Angesichts des
anhaltenden Mangels an geeigneten Arzneimitteln bei vielen Krankheiten und zunehmenden
Resistenzentwicklungen bestimmter Krankheitserreger besteht seitens der pharmazeu-
tischen und biochemischen Industrie ein groRer, wachsender Bedarf an neuen Wirkstoffen.
Deshalb wird die Suche nach interessanten Leitstrukturen in der Natur immer weiter intensi-
viert.

Dabei hat man sich zunachst hauptséachlich auf die leichter zuganglichen Landpflanzen
konzentriert. Deshalb stammt ein GroRteil der heute bekannten Naturstoffe aus der terrestri-
schen Flora und weniger als die Halfte aus marinen Quellen. Wenn man jedoch bedenkt,
dass ca. 70% der Erdoberflache von Ozeanen bedeckt ist und nur ein Bruchteil davon bisher
nach Naturstoffen durchsucht wurde, wird verstandlich, welches noch nicht entdeckte Poten-
tial sich in den zahllosen Meeresorganismen verbirgt.

Es ist mittlerweile unumstritten, dass der marine Lebensraum eine Fille an neuen
Strukturen bietet, was an zahlreichen, erst in jlingster Zeit isolierten Substanzen belegt wer-
den kann.?! Dazu zahlt auch das, die Grundlage fiir diese Arbeit darstellende, komplexe,
marine Makrolid Palmerolid A (1).

Zellbiologische Untersuchungen ergaben fiir Palmerolid A (1), dass es durch Inhibie-
rung der V-ATPase nicht nur sehr potent, sondern auch selektiv bestimmte, meist cancero-
gene Zelllinien angreift und letztlich abtétet.

Palmerolid A (1) wurde von Bill J. Baker et al. aus einem in antarktischen Gewassern
beheimateten Manteltierchen (synoicum adareanum) isoliert und unter anderem spektros-
kopisch untersucht. Im Jahre 2006 wurden seine Ergebnisse erstmals publiziert und die
Struktur 1* als die vermeintlich richtige, absolute Struktur dieses Naturstoffes postuliert.m

Durch Arbeiten von J. K. De Brabander et al.! und K. C. Nicolaou et al.” stellte sich
spater heraus, dass die Konstitution des Molekiils wie publiziert zwar stimmt, die absolute
Stereochemie von Palmerolid A (1) an C7, C10 und C11 jedoch korrigiert werden muss

J. Siinner, Totalsynthese des Marinen Makrolids Palmerolid A,
DOI 10.1007/978-3-8348-2543-8 1, © Springer Fachmedien Wiesbaden 2012



2 1 Einleitung

(Abbildung 1). Statt einer (R)-Konfiguration, wie zunachst angenommen, liegt an diesen drei
chiralen Zentren des Naturstoffes eine (S)-Konfiguration vor.

Palmerolid A (1)

Abbildung 1: Urspriinglich vorgeschlagene 1* und korrigierte Struktur von Palmerolid A (1)

Die Gewinnung von Substanzen aus marinen Quellen ist in kleinem MaRstab mdglich;
sie sind jedoch meist schwer zuganglich und nur in geringen Mengen verfiigbar. Stellt sich
durch erste Versuche heraus, dass eine aus einem Organismus isolierte Substanz pharma-
kologisches Potential besitzt, wird eine groRere Menge des Wirkstoffes benétigt, um umfas-
sendere Untersuchungen mit ihm durchfihren zu kénnen. Eine von Chemikern entwickelte
Totalsynthese stellt oft eine sehr flexible und brauchbare Alternative zu anderen Zugangs-
maoglichkeiten wie z.B. dem Zichten der Organismen in Tanks dar. Durch eine geschickt
gewahlte Synthesestrategie soll nicht nur der natirlich vorkommende Wirkstoff zuganglich
gemacht werden, sondern auch eine ganze Reihe von Derivaten und Analoga, die hinsicht-
lich ihrer pharmakologischen Eigenschaften ebenfalls untersucht werden kénnen. Oft besit-
zen einige von ihnen im Vergleich zur Leitstruktur glinstigere pharmakologisch wichtige Ei-
genschaften wie ein breiteres Wirkspektrum, geringere Toxizitat, bessere Selektivitdt oder
eine hohere Affinitat zum Zielmolekul.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte eine solche Totalsynthese fur den Naturstoff
Palmerolid A (1) entwickelt und realisiert werden.



2 Allgemeiner Teil

21 Pharmakologische und biologische Grundlagen

2.1.1  Krebs und Krebsbekdmpfung

Etwa jeder vierte Mensch stirbt in den Industrielandern heutzutage an einem bdsartigen (ma-
lignen) Tumor. Damit ist Krebs zu einer der haufigsten Todesursachen geworden, und die
Zahl der Neuerkrankungen nimmt sténdig zu. Trotz der Fortschritte auf diagnostischem und
therapeutischem Gebiet liegt die Heilungschance fiir die am haufigsten auftretenden Tumor-
arten selten lUber 20%. Eine der aggressivsten Krebserkrankungen ist nach heutigem Er-
kenntnisstand der schwarze Hautkrebs, das Melanom. Darunter versteht man einen bds-
artigen (malignen) Tumor, der von den Melanozyten, den pigmentbildenden Zellen der Haut,
ausgeht und sich bereits in sehr frihem Krankheitsstadium auf andere Organe ausbreitet.
Seit den achtziger Jahren hat sich die Anzahl an Neuerkrankungen allein in Deutschland mit
mehr als 150 000 Betroffenen verdreifacht.!

Kennzeichnend fiir maligne Tumore ist ein unkontrolliertes, metastasierendes (Bildung
von Tochtergeschwilsten an anderen Stellen des Organismus) Wachstum, das an Gewebs-
grenzen nicht innehalt, sondern Organe und GeféaRe infiltriert und dadurch zerstort.

Das physiologische Uberleben einer Zellpopulation héngt vom Gleichgewicht zwischen
Zellteilung und programmiertem Zelltod (Apoptose) ab. Im Rahmen einer Tumorerkrankung
ist dieses Gleichgewicht gestort und fuhrt zu einer unkontrollierten Erhdéhung der Zellzahl.
Das kann zum einen an der Zunahme der Zellzahl durch Funktionsstérung im Zellzyklus, d.h.
erhohter Zellteilungsrate im Vergleich zur Apoptose liegen, oder zum anderen an einer Sto-
rung der Apoptose und damit einem ungenligenden Absterben nicht mehr benétigter oder
geschadigter Zellen.

Ein Krebstumor kann mit Hilfe therapeutischer Malnahmen vernichtet oder in seinem
Wachstum gehemmt werden. Eine Ruckbildung der Tumorzellen in gesundes Zellgewebe
lasst sich bislang nicht erzielen. Die heutigen Mdglichkeiten zur Behandlung umfassen eine
operative Entfernung des Tumors, sofern er an einem bestimmten Ort im Organismus lokali-
siert ist und kein lebensnotwendiges Organ komplett entfernt werden misste, seine Bestrah-
lung oder eine geeignete Chemotherapie.”!

Samtliche Chemotherapeutika (Zytostatika) wirken bevorzugt auf proliferierende Zellen
und erfassen dadurch hauptsachlich sich gerade teilende Tumorzellen, haben jedoch auch
unerwiinschte Nebenwirkungen auf sich schnell regenerierendes Gewebe wie das Kno-
chenmark und Haarzellen. Zytostatika stellen eine sehr gute Therapiemdglichkeit bei deloka-
lisierten Tumoren dar, da sie nach oraler Einnahme und Resorption im Magen oder Darm
durch die Blutbahn Zugang zu verschiedensten Geweben im gesamten Organismus haben.

J. Siinner, Totalsynthese des Marinen Makrolids Palmerolid A,
DOI 10.1007/978-3-8348-2543-8 2, © Springer Fachmedien Wiesbaden 2012



4 2 Allgemeiner Teil

Man unterscheidet je nach Wirkungsweise verschiedene Klassen von Zytostatika. Sehr
groRRe Bedeutung kommt den sogenannten Alkylantien zu, die durch Alkylierung von Nuklein-
sauren die DNA von Zellen verandern und dadurch ihre Replikation beeintrachtigen. Zu
ihnen zahlen z. B. verschiedene Stickstoff-Lost Derivate wie Cyclophosphamid, Mechlor-
ethamin oder Chlorambucil, Alkylsulfonate wie Busulfan und Nitrosoharnstoffverbindungen
wie z. B. Lomustin oder Nimustin.®

Andere, in der herkdémmlichen Krebstherapie weit verbreitete und haufig eingesetzte
Substanzen sind die sogenannten Mitosehemmstoffe. Fast alle Vertreter dieser Substanz-
klasse sind Polyketide, die wahrend der Mitose-Phase des Zellzyklus in die Zellteilung ein-
greifen und auf unterschiedliche Art und Weise den Aufbau eines funktionsfahigen Spin-
delapparats verhindern.

Um das korpereigene Immunsystem zu unterstiitzen werden oft gleichzeitig mit den Zy-
tostatika Zytokine verabreicht, die als Botenstoffe die Wechselwirkung zwischen Korperzel-
len beeinflussen und damit z. B. eine Erhéhung der Produktion an Leukozyten, den kérperei-
genen Abwehrzellen, vermitteln.®

Eine wesentliche Einschréankung in der Chemotherapie rufen haufig vorkommende Zy-
tostatikaresistenzen hervor. Darunter versteht man eine Unempfindlichkeit der Krebszellen
gegenulber der Therapie mit bestimmten Medikamenten, flr die verschiedene Ursachen in
Betracht gezogen werden konnen. Im Einzelnen sind sie aber noch nicht vollstandig ge-
klart.['%

Aufgrund dieser, gegen herkémmliche Chemotherapeutika haufig auftretenden Re-
sitenzen und zur Verbesserung der Behandlungsmdglichkeiten wird immer weiter nach neu-
en, potenteren Substanzen zum Einsatz in der Krebstherapie gesucht. Dabei hofft man ins-
besondere, neue Substanzen zu finden, deren Wirkmechanismen sich von den bisher
bekannten und eingesetzten Chemotherapeutika unterscheiden. Auf ein solches neues Pra-
parat kdnnten bisher resistente Zellen sensibel reagieren und der Tumor wirde entspre-
chend angegriffen werden.

So wurde im Laufe der letzten Jahre eine Reihe von Naturstoffen identifiziert, die aus
pharmakologischer Sicht sehr vielversprechend scheint. Ihr charakteristischer Wirkmechanis-
mus stellt einen neuen Ansatzpunkt in der Krebstherapie dar und beruht auf der Hemmung
der als vakuolen ATPase (V-ATPase) bezeichneten Protonenpumpe.!'"

Im Jahre 2005 gelang es Bill J. Baker et al. Palmerolid A (1), ein 20-gliedriges, marines
Makrolid, aus dem in der Antarktis beheimateten Manteltierchen (synoicum adareanum) zu
isolieren.

Erste Tests an verschiedenen Zelllinien deuten darauf hin, dass auch diese Verbindung
durch Hemmung der V-ATPase bestimmte Tumorzelltypen sogar selektiv angreift, wahrend
andere Zelllinien unberiihrt bleiben.”! Dieses sehr interessante und bisher einzigartige Wirk-
profil, einhergehend mit der Tatsache, dass der Zugang zu Palmerolid A (1) aufgrund seines
natUrlichen Vorkommens im Naturschutzgebiet des antarktischen Palmer-Archipels sehr
beschrankt ist, hat uns dazu veranlasst, eine Totalsynthese flr diesen hochpotenten Natur-
stoff zu entwickeln.
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In den folgenden Kapiteln soll nun kurz auf die zellbiologischen Grundlagen eingegan-
gen werden, die zum Verstandnis der Funktionsweise der V-ATPase unerlasslich sind. Aus-
serdem soll verdeutlicht werden, warum sich durch die Inhibierung dieser Protonenpumpe
maoglicherweise ein neuer Ansatzpunkt in der Therapie von bestimmten Krebserkrankungen
bietet.

2.1.2 Grundlagen der Zellbiologie — Aufbau und Funktion der V-ATPase

Jede Zelle besitzt eine Membran, die sie umschlie3t und von ihrer Umgebung abgrenzt. Um
die Funktion der Zelle zu gewahrleisten muss durch diese Plasmamembran ein kontrollierter
Austausch von lonen und Molekilen zwischen dem Inneren (Cytosol) der Zelle und ihrer
auleren Umgebung (extrazelluldares Medium) moglich sein. Da dieser Austausch haufig ent-
gegen eines Potentials verlauft, mussen spezielle Proteine in der Membran lokalisiert sein,
die diese Transportprozesse energetisieren. Wird die Energie fiir einen solchen Transport-
prozess direkt durch Hydrolyse von ATP gewonnen, so spricht man von primaren Transport-
prozessen. Bei den fiir den primaren Transport zustandigen Proteinen handelt es sich um
lonentransport-ATPasen. Zu ihnen zahlt neben den sogenannten P- und F-ATPasen auch
die fir diese Arbeit interessante V-ATPase (die Bezeichnung V- leitet sich von der erstmali-
gen Beschreibung des Proteins in der Vakuolenmembran der Hefe ab). Sie ist ein trans-
membranes Protein, das in Lysosomen, zentralen Vakuolen, synaptischen Vesikeln, einer
Vielzahl eukaryotischer Endomembranen und Plasmamembranen, besonders von Epithelzel-
len verschiedener Organe, beobachtet wird. Vieles, was bisher tber die Struktur und Funkti-
onsweise der V-ATPase bekannt ist, beruht auf ihrer Homologie zur F-ATPase und wurde
von ihrem Mechanismus abgeleitet.['?

Die V-ATPase stellt eine heteromultimere Protonenpumpe dar, die sich aus zwei funk-
tionellen Domanen mit jeweils mehreren Untereinheiten zusammensetzt. Die periphare V;-
Doméne besteht aus acht Untereinheiten und ist fir die Hydrolyse von ATP verantwortlich,
wahrend die membranstandige Vo-Doméane, aufgebaut aus sechs Untereinheiten, den lonen-
kanal umschlief3t und damit fir den Protonentransport zustandig ist. Die Domanen V4 und Vg
sind mechanisch durch den sogenannten ,Rotor” miteinander gekoppelt.

Im Gegensatz zur F-ATPase, die durch einen Protonenfluss entlang eines elektroche-
mischen Potentialgefélles Energie gewinnt, um ATP zu synthetisieren, nutzt die V-ATPase
die durch Hydrolyse von ATP gewonnene Energie, um Protonen aktiv entgegen eines elek-
trochemischen Potentialgefélles zu pumpen. Sie wandelt also elektrochemische Energie in
mechanische Energie um, um den aktiven Transport von Protonen zu ermdglichen.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der V-ATPase (nach %)

Die V-ATPase wird, analog zu der ihr verwandten F-ATPase, auch als Motorenzym be-
zeichnet. Durch Hydrolyse von ATP an der katalytischen Nukleotidbindungsstelle der Un-
tereinheiten A und B der V4 Domane wird die nétige Energie bereitgestellt, um nach Konfor-
mationsanderung dieser Untereinheiten den Rotorabschnitt D und F in Drehung zu versetzen.
Dieser wiederum Ubertrégt seine motorische Kraft auf die Vo Doméane des Proteins, indem
die Rotoruntereinheit d und schlielilich die ringférmig angeordnete Einheit ¢ aus Proteolipi-
den in Rotation gebracht werden. Dabei verschiebt sich der Komplex c relativ zu der starren
Anordnung aus ,Geristeinheiten” (H, C, E und a), die die beiden Domé&nen miteinander ver-
binden (Abbildung 2). Durch diese kleine Positionsédnderung wird ein lonenkanal freigelegt,
in den Protonen vom Cytosol gelangen und an die proteolipidischen Glutamatreste binden.
Durch die in Uhrzeigersinn gerichtete Drehbewegung des Komplexes ¢ gelangen die Gluta-
matsaurereste schlief8lich ladungsfrei durch die hydrophobe Lipidschicht der Membran. Ein
Argininrest, der an der Untereinheit a lokalisiert ist, bewirkt letztlich die Deprotonierung des
Glutamats und das Proton wird an der luminalen Seite der Membran freigesetzt. Auf diese
Weise wird also durch die V-ATPase Energie durch Hydrolyse von ATP gewonnen, um den
Rotor des Motorenzyms anzutreiben. Der rotierende Proteolipidring ¢ ermdglicht dann formal
gesehen das Wandern von Protonen vom Cytoplasma Uber die Plasmamembran in den ext-
razelluldren Raum der Zelle "'

2.1.3 Ansatzpunkte zur Krebsbekdmpfung:
Die V-ATPase als Angriffsziel zur Tumorbekdmpfung

Nach bisherigem biomedizinischem Kenntnisstand wird angenommen, dass ein erniedrigter
pH-Wert in unmittelbarer Umgebung einer Zelle eine Schlusselrolle bei der Zelldifferenzie-
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rung einnimmt und dadurch flr die Entwicklung, das Fortschreiten und die Ausbreitung eines
Tumors von grofRer Bedeutung ist. Aulerdem hat man herausgefunden, dass ein Zusam-
menhang zwischen Aciditdt des Zellgewebes und der Resistenz dieser Zellen gegenuber
verschiedenen Chemotherapeutika besteht.['®

In Krebsgewebe wurde ein gegeniiber gesundem Gewebe drastisch reduzierter pH-
Wert im extrazellularen Raum beobachtet. Man nimmt an, dass dieser erniedrigte Wert daftir
verantwortlich ist, dass ein GroRteil an gesundem Zellgewebe abstirbt, da es in der Regel
unter diesen sauren Bedingungen nicht lberlebensfahig ist. Maligne Tumorzellen hingegen
weisen eine erhdhte Sauretoleranz auf. Diese bdsartigen Krebszellen kénnen das gesunde
Gewebe leicht infiltrieren, da der Untergang von gesunder, extrazelluldrer Matrix bei kleinem
pH-Wert beglinstigt wird. Auerdem ist bekannt, dass metastasierende Tumorzellen lysoso-
male Enzyme freisetzen, die in dieser sauren Umgebung bevorzugt arbeiten und das Wachs-
tum des Tumorgewebes ihrerseits begiinstigen."? Die Ausbreitung des malignen Gewebes
wird damit erleichtert und der Tumor kann schlieRlich metastasieren. Um diesen Teufelskreis
zu durchbrechen wird seit mehreren Jahren nach den Ursachen fir den gegeniiber gesun-
den Zellen signifikant niedrigeren pH-Wert im Extrazellularraum malignen Gewebes gesucht.

Da Tumorgewebe oft schlecht durchblutet ist, weisen maligne Zellen einen zum GroR-
teil anaeroben Metabolismus mit erhdhter Lactatsdureproduktion auf, was zu einer An-
sauerung des extrazellularen Raums beitragen kdnnte. Auch weitere Umstellungen im Meta-
bolismus der Zellen, hervorgerufen durch unkontrolliertes Zellwachstum und Hypoxie,
werden als Teilursache fir einen niedrigen pH-Wert in Betracht gezogen. Das Hauptaugen-
merk liegt jedoch auf der Tatsache, dass man in der Zellmembran von malignen Zellen eine
charakteristische Anreicherung von bestimmten lonentransportproteinen, insbesondere der
V-ATPase, findet. Wie bereits unter 2.1.2 beschrieben pumpt die V-ATPase aktiv Protonen
aus dem Cytosol der Zelle ins Lumen bzw. den Extrazellularraum. Dadurch bleibt bei gesun-
den Zellen der intrazellulare pH-Wert neutral, wahrend sich die extrazellulare Matrix leicht
ansauert. Wird dieser Prozess nun durch eine ungewdhnlich hohe Dichte an V-ATPase in
der Membran gestort, sinkt der extrazellulare pH-Wert starker ab, wahrend er im Inneren
ansteigt.

Aufgrund dieser Erkenntnis sieht man in der Inhibierung der V-ATPase einen neuen
Ansatzpunkt fir die Krebstherapie. Der Einsatz von Substanzen, die in die Mechanismen,
welche fur die pH-Wert Regulation einer Zelle verantwortlich sind, eingreifen, scheint eine
interessante und neue Mdglichkeit zu sein, zum einen dem Tumorwachstum und seiner Aus-
breitung entgegenzuwirken und zum anderen bisher resistente Zellen fiir herkdmmliche
Chemotherapeutika zu sensibilisieren."®!

2.1.4 V-ATPase hemmende Substanzen

Inhibitoren fir bestimmte Enzyme werden schon seit vielen Jahren erfolgreich eingesetzt, um
Proteine zu charakterisieren, die zur Entstehung von Krankheiten beitragen oder ihren Ver-
lauf negativ beeinflussen. Die Charakterisierung solcher Proteine ist oft ein erster Schritt in
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der Entwicklung von neuen Arzneimitteln, da zunachst geklart werden muss, an welcher
Stelle im Organismus ein potentieller Wirkstoff angreifen soll. Aufgrund der bereits vorgestell-
ten Forschungsergebnisse, die die Ursache und den Verlauf verschiedener Krebserkrankun-
gen betreffen, gibt es einen méglichen neuen Therapieansatz, der darauf beruht, V-ATPase
Inhibitoren direkt als Wirkstoff einzusetzen.'” Bei den éltesten, bekannten V-ATPase Inhibi-
toren (Abbildung 3) handelt es sich um die bereits in den friihen achtziger Jahren beschrie-
benen klassischen Hemmstoffe Bafilomycin?” (2-A) und Concanamycin®" (2-B), die unter
anderem zur Struktur-Aktivitdtsaufklarung am Enzym erfolgreich eingesetzt wurden.!?? Im
Laufe der letzten zehn Jahre wurden weitere V-ATPase Inhibitoren entdeckt, darunter z. B.
das Makrolacton Archazolid (2-C), das bei routineméafigen Screenings eine hohe Aktivitat
gegeniiber einer Vielzahl maligner Zelltypen aufwies.”® Mit spateren Versuchen wurde be-
legt, dass Archazolid (2-C) die gleiche Bindungstelle an der V, Domane der V-ATPase be-

setzt wie die zuerst genannten Inhibitoren.**!

Abbildung 3: Strukturen von Bafilomycin A1 (2-A), Concanamycin A (2-B) und Archazolid A (2-C)

Ende der neunziger Jahre entdeckte man eine neue Klasse von Verbindungen, die we-
gen ihrer strukturellen Ahnlichkeiten unter dem Begriff der Benzolacton-Enamide zusam-
mengefasst werden. Dazu gehoéren z. B. die Salicylihalamide, die Lobatamide, Oximidine
und Apicularene (Abbildung 4), die alle die V-ATPase im nanomolaren Konzentrationsbe-
reich inhibieren.®

Die Benzolacton-Enamide unterscheiden sich jedoch in wichtiger Weise von den zuerst
genannten Substanzen wie Bafilomycin (2-A) und Concanamycin (2-B), da sie zwischen
Enzymen verschiedener Spezies differenzieren. Sie zeigen hohe Aktivitat gegenliber der V-
ATPase verschiedener Membranzellen humanen Ursprungs, haben jedoch keinen Einfluss
auf Zellen aus diversen Pilzen.
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Abbildung 4: Strukturen von Salicylihalamid A (2-D), Oximidin | (2-E), Lobatamid A (2-F) und Apicu-
laren A (2-G)

Neben diesen Naturstoffen, die alle entweder aus marinen Organismen oder Bakterien
isoliert wurden, kennt man heute auch einige synthetisch dargestellte, ,kleinere, einfache-
re* Strukturen, die die V-ATPase erfolgreich inhibieren. lhr bekanntester Vertreter ist das In-
dolyl 0% (2-H) (Abbildung 5).

Cl OMe

N
Cl H

2-H

Abbildung 5: Struktur von Indolyl 0 (2-H)

In vitro Tests zeigen sowohl fiir die genannten Naturstoffe als auch fiir die synthetische
Substanz ein sehr hohes, pharmakologisches Potential. Limitierend fir ihren Einsatz in klini-
schen Tests ist jedoch ihr ebenfalls sehr toxisches Verhalten gegenliber gesunden Zellen.

Das im Jahre 2006 erstmals publizierte marine Makrolid Palmerolid A (1), das wahrend
dieser Doktorarbeit totalsynthetisch dargestellt wurde, zeigt in ersten Tests dagegen neben
einem hohen Inhibitionspotential gegentber der V-ATPase, insbesondere in Melanomazellen,
eine signifikant kleinere Auswirkung auf verschiedene andere Zelllinien,”” was im Hinblick
auf weiterfiihrende in vivo und spatere klinische Untersuchungen einen groRen Vorteil dar-
stellen kénnte.
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2.1.5 Palmerolid A - Vorkommen und biologische Aktivitat

Das marine Okosystem der Antarktis wird seit Millionen Jahren
durch die Polarfront nach Norden begrenzt und stellt dadurch
einen isolierten, einzigartigen Lebensraum fiir zahllose Organis-
men dar. Um die reichhaltige Fauna an diesem sehr speziellen,
durch Kélte gepragten Ort zu erforschen, wurde 1968 die ameri-
kanische Forschungsstation auf der zu der Inselgruppe des Pal-
mer-Archipels gehdrenden Anvers-Insel gebaut. Sie befindet sich  appildung 6:
noérdlich des sudlichen Polarkreises und wurde nach Nathaniel B.

synoicum adareanum
Palmer, der als erster Amerikaner die Antarktis betrat, Palmer-

Station genannt. Der Grof3teil der wissenschaftlichen Forschung, die dort betrieben wird,
betrifft die Meeresbiologie.” In den seichten Gewassern rund um die Anvers-Insel ist z. B.
das Manteltierchen synoicum adareanum (Abbildung 6) beheimatet, das schon seit 1902
bekannt ist und in jlingster Zeit von Forschern der Palmer Station wiederentdeckt, identifiziert
und schlieBlich von B. J. Baker et al. untersucht wurde. Dabei ist man auf einen bis zu die-
sem Zeitpunkt unbekannten Naturstoff, Palmerolid A (1), gestoRen. Wie bei vielen neuen,
interessant erscheinenden Substanzen Ublich, wurden neben der Strukturaufklarung auch
zellbiologische Untersuchungen mit dieser Verbindung durchgefihrt.

Palmerolid A (1) wurde unter anderem an 60 ausgewahlten Zelllinien getestet, die vom
National Cancer Institute zusammengestellt wurden. In dieser Versuchsreihe zeigte sich fir
Palmerolid A (1) eine sehr hohe cytotoxische Aktivitat gegeniiber Melanomazellen und eine
maRige cytostatische Aktivitat gegenliber leukdmischen Zellen, Nerven-, Brust-, Darm- und
Nierenkrebszellen, wahrend bei vielen anderen getesteten Zelllinien kein Effekt durch Pal-
merolid A (1) zu beobachten war. Die Selektivitdt gegenliber den Melanomazellen mit einem
LCso-Wert von 18 nM deutet auf eine um drei GroRenordnungen hdhere Aktivitat gegenlber
den schwarzen Hautkrebszellen als gegeniiber vielen anderen getesteten Zelllinien hin.*!
Zusammenfassend ergibt sich aus dieser ersten Versuchsreihe ein, den bisher bekannten V-
ATPase-Hemmstoffen ahnliches Aktivitatsprofil. In spateren biologischen Tests an Rinder-
hirnzellen konnte bewiesen werden, dass es sich bei Palmerolid A (1) tatséchlich um einen
potenten Inhibitor der vakuolen ATPase handelt (LCs-Wert = 2 nM).2* Mit verschiedenen
Palmerolid A Analoga wurden spater weiterfiihrende biologische Untersuchungen gemacht,
um Hinweise auf die Struktur-Aktivitdtsbeziehung zu bekommen. Dabei stellte sich heraus,
dass die Enamid-Einheit an der Seitenkette des Molekiils von entscheidender Bedeutung fiir
seine biologische Aktivitdt zu sein scheint. Wahrend das Norcarbamat-Analogon lediglich
eine um das funffach geringere Aktivitat im Vergleich zum Naturstoff aufweist, liegt die Aktivi-
tat aller getesteten Verbindungen, bei denen die Enamid-Einheit durch einen anderen Rest
ersetzt wurde, bei > 10 nM. Durch Anbinden eines aromatischen Rests an die intakte Ena-
mid-Einheit im Molekul konnte dagegen sogar eine Steigerung der cytotoxischen Aktivitat um
das Zehnfache erreicht werden.®% Mit Hilfe solcher Ergebnisse erhalt man Hinweise, wie
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eine neue, mdglichst noch potentere oder, durch einfachere Struktur leichter zugangliche,
trotzdem aktive Substanz aussehen konnte.

Sein auBergewohnliches Aktivitatsprofil und die Tatsache, dass Palmerolid A (1) auf-
grund seines naturlichen Vorkommens nur in sehr limitierter Menge zur Verfligung steht, hat
unser Interesse an diesem Naturstoff geweckt. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde eine
Totalsynthese fur Palmerolid A (1) entwickelt und praktisch durchgefiihrt, auf die nun in den
folgenden Kapiteln naher eingegangen werden soll.

2.2. Totalsynthesen von Palmerolid A

Nachdem im Jahre 2006 erstmals von dem Naturstoff Palmerolid A (1) berichtet und die
vermeintliche Struktur aufgeklart wurde, erschienen 2007 zunachst von der Arbeitsgruppe J.
K. De Brabander et al.! und wenig spéter von K. C. Nicolaou et al.® die ersten beiden Total-
synthesen zu diesem Naturstoff. Sie haben beide die postulierte Struktur 1* totalsynthetisch
hergestellt und anhand von spektroskopischen Daten unabhéngig voneinander festgestellt,
dass sie nicht identisch mit der Struktur des Naturstoffes ist. J. K. De Brabander et al. konn-
ten durch Vergleiche der CD-Spektren des Naturstoffes und einer synthetisierten, dias-
tereoisomeren Verbindung Rickschllisse auf die absolute Konfiguration des Naturstoffes
ziehen und postulierten einen Strukturvorschlag von Palmerolid A (1), der von Nicolaou et al.
aufgegriffen und schlieRlich durch seine Synthese bewiesen werden konnte. Gegen Ende
des Jahres 2009 wurde eine weitere Totalsynthese dieses Naturstoffes von der Arbeitsgrup-
pe D. G. Hall et al. publiziert,®"! so dass bisher, unsere mit eingeschlossen, neben diversen
Publikationen zu einzelnen Fragmenten,® vier verschiedene Totalsynthesen fiir Palmerolid
A (1) bekannt sind. Kirzlich wurde auRerdem von der Arbeitsgruppe um K. P. Kaliappan eine
formale Totalsynthese von Palmerolid A (1) vorgestellt.®® Im Folgenden soll ein kurzer Uber-
blick Uber einige dieser bereits publizierten Arbeiten gegeben werden, bevor detailliert auf
unseren Syntheseweg eingegangen wird.

Die Nummerierung einzelner Atome innerhalb der in diesem und den darauf folgenden
Kapiteln 3 und 4 dargestellten Molekiile weicht von den IUPAC-Regeln ab. Zur besseren
Ubersicht orientiert sie sich an der Nummerierung der Atome im Naturstoff Palmerolid A (1).

2.2.1 Totalsynthese nach J. K. De Brabander et al.”

In dieser Synthese wird das Molekill in die Hauptfragmente 2-1, 2-2 und 2-3 zerlegt
(Abbildung 7). Sie werden durch eine Kreuzkupplungsreaktion und eine Veresterung mitein-
ander verbunden und anschlieend durch eine intramolekulare Wittig-Horner-Emmons-Olefi-
nierung cyclisiert. Das N-Acyldienamid in der Seitenkette wird durch eine Curtius-Umlage-
rung mit anschlieBendem Abfangen des Isocyanats durch 2-Methyl-1-propenylmagnesium-
bromid® etabliert.
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Abbildung 7: Retrosynthetische Analyse nach J. K. De Brabander et al.

Zur Darstellung von Fragment 2-2 werden ausgehend von Verbindung 2-4 zunachst die
Stereozentren an C19 und C20 durch eine vinyloge Mukaiyama-Aldol-Reaktion mit dem Al-
dehyd 2-5°% etabliert. Nach einer Mitsunobu-Inversion erhalt man die gewiinschte syn Konfi-
guration 2-7. Das Auxiliar und der Benzoatrest werden in einem Schritt abgespalten und der
entstehende Aldehyd wird zu seinem homologen Ester 2-2 umgesetzt (Schema 1).

OHC

NX* a
TBS O)ﬁ/\/ + Z XN
|
2-4 2-5

Schema 1: Darstellung des Fragments 2-2

Reaktionsbedingungen: (a) TiCls, CH,Cl,, -=78°C (80%); (b) PhCO,H, DEAD, PPh;, 0°C (66%); (c)
DIBAL-H, CH,Cl,, =78°C (93%); (d) PhsCHCO,Me, Benzol, 80°C (97%).

Als Ausgangssubstanz zur Synthese von Fragment 2-3 dient D-Arabitol. Nach einer
Acetalisierung und oxidativen Spaltung des a-Diols erhalt man den Aldehyd 2-8,5¢ der, silyl-
geschutzt, in einer Wittig-Reaktion zum Alken 2-9 umgesetzt wird. AnschlieRende Hydrierung,
gefolgt von der Silylschltzung beider Alkoholfunktionen und Ester-Reduktion fiihrt zu Alde-
hyd 2-10. Kondensation mit Pinacoldichloromethylboronat®”! unter Takai-Bedingungen liefert
das zur Kreuzkupplung benétigte Vinylboran 2-11 (Schema 2).



2.2 Totalsynthesen von Palmerolid A 13

OH
HO 5 Ref. [33] O/IOH ab oy oTIPS
WOH ——— - 1"
HO' Ph)\o cHo Ph)\o ‘
HO CO,Me
D-Arabitol 2-8 29
TIP TIP
cde TESO 101? S ‘ TESO 10110 S
TESO TESO
OHC PinB” ™
2-10 211
Schema 2: Darstellung des Fragments 2-11

Reaktionsbedingungen: (a) PhsPCHCO,Me, Toluol, Riickfluss (99%); (b) TIPSOTf, 2,6-Lutidin, CH,Cl,,
0°C; (c) Pd/C, H,, EtOAc, RT (95%, 2 Stufen); (d) TESCI, Imidazol, DMF, RT (93%); (e) DIBAL-H,
CH,Cl,, —78°C (93%); (f) Pinacoldichloromethylboronat, CrCly, Lil, THF, RT (84%).

Dieses wird in einer Suzuki-Kreuzkupplung mit Fragment 2-2 zum Dien 2-12 umgesetzt.

OH Me
MeO,C._~ ~ |
2 Z 19
+ 2-2 a
OTIPS
TESO
PinB” X 2-12
2-11

Schema 3: Verkniipfung der Fragmente 2-1, 2-2 und 2-11

Reaktionsbedingungen: (a) cat. Pd(PPhz),, TI,CO3, THF/H,O, RT (79%); (b) 2-1, 2,4,6-Cl;BzCl, Et;N,
DMAP, Toluol, RT (69%); (c) PPTS, MeOH, 0°C (95%); (d) Phl(OAc),, TEMPO, CH,CI,/H,0, RT; (e)
K,CO3, 18-crown-6, Toluol, 60°C (70%, 2 Stufen).

Nach Veresterung mit Fragment 2-1, dargestellt aus 5-Valerolacton,?® und anschlie-
Render TES-Entschitzung erhélt man Verbindung 2-13, die selektiv an der primaren Hy-



