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Abstract

(-)-Zampanolide (I) and (+)-dactylolide (II) are structurally related polyketide-
based macrolides that were isolated from two taxonomically different,
geographically widely separated sponge species. Surprisingly, the absolute
stereochemistry for the macrolactone core structure in I is opposite to that found in II

(Figure 1).

Figure 1: Structures of (-)-zampanolide (I), (+)-dactylolide (1) and (-)-dactylolide (I1I).

In contrast to the low nM cytotoxcicity of (-)-zampanolide (I), (+)-dactylolide (II)
was found to be only a moderately potent inhibitor of human cancer cell growth with
ICs0’s in the low uM range. This raised the question if the enhanced biological activity
of (-)-zampanolide (I) over natural (+)-dactylolide (II) was related to the presence of
the side chain or to the different absolute configuration of the macrolactone core (or

perhaps both).

This research project was directed at the development of a new total synthesis of
(-)-zampanolide (I) and (-)-dactylolide (III), which should provide the basis for the
generation of derivatives for an initial structure-activity-relationship (SAR) study.
Challenging architectural elements in (-)-zampanolide (I) are the unusual N-acyl
hemiaminal side chain, the syn-substituted tetrahydropyran (THP) subring and the

high degree of unsaturation.

Scheme 1 outlines key steps in the total synthesis of (-)-zampanolide (I) and (-)-
dactylolide (III) starting from D-aspartic acid. The successful Prins-type cyclization
with acetal IV provided access to THP derivative V as an advanced intermediate.
Iodide displacement and olefination followed by acetylide reduction led to (E)-vinyl

iodide VI, which was lithiated and coupled with PMB-protected (R)-glycidol (VII) to



page vi Abstract

give the secondary alcohol VIII in 14 steps and 17.2% overall yield from D-aspartic
acid. Astonishingly, the BFs-catalyzed epoxide opening reaction turned out to work
only in toluene, a finding that was pivotal for the construction of derivatives. Since
this epoxide opening reaction was problematic initially, an alternative synthesis for
alcohol VIII was designed which required 22 steps (2.4% yield) for the longest linear

sequence, starting from L-malic acid.
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Scheme 1: Total synthesis of (-)-dactylolide (l1I) and (-)-zampanolide (I) starting from D-(-)-aspartic
acid.

Alcohol VIII was esterified with acid IX (accessible from 2-butyn-1-ol in 10 steps
and 25% yield) followed by elaboration of the ensuing ester into S-ketophosphonate
aldehyde X. Macrocyclization was achieved by a Horner-Wadsworth-Emmons (HWE)
reaction to afford macrocycle XI as a single isomer; XI could be readily converted
into (-)-dactylolide (III), which was obtained in 4.8% yield in 20 steps for the longest
linear sequence from D-aspartic acid. An aza-aldol reaction with aluminated (Z,E)-
sorbamide XII followed by HPLC separation of the C20 epimers finally completed
the synthesis of the natural product (-)-zampanolide (I) in 21 steps and 0.9% yield for

the longest linear sequence from D-aspartic acid.
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In vitro cytotoxicity analysis revealed (-)-zampanolide (I) to be highly potent
with ICsp values in the low nM range (ICsp: 1-7 nM); this is in accord with literature
data. The non-natural product (-)-dactylolide (III) revealed potency in the lower um
range (ICsp: 210-750 nM™), which makes it slightly more potent than naturally
occurring (+)-dactylolide (II). Thus, the presence of the side chain in (-)-zampanolide
(I) is what determines its substantially higher potency over (+)-dactylolide (II), rather

than the configuration of the macrocycle.
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Figure 2: Collection of analogs and derivatives of | which include subring and side chain
modifications.

The analogs and derivatives shown in Figure 2 emanated from the chemistry
established in the course of the total synthesis work and represent the first analogs of
I and III to be investigated. Comparison of the activity of (-)-dactylolide (III) with
the corresponding primary alcohol XV shows that the aldehyde functionality is not
required for biological activity. Interestingly, the removal of the C13 methylene
group (analogs XVII and XVIII) did not affect cellular activity. The structurally less
complex analogs lacking the THP subring (XX and XXI) were less potent inhibitors of
cancer cell proliferation (ICsp: 1.9-4 uM). Astonishingly, however, upon introduction
of the side chain in aldehyde XX, the potency increased to the level of (-)-dactylolide
(IIT) (ICso0: 80-150 nM, tested for the C18 epimeric mixture). A loss in bioactivity (ICso:
> 7uM) was observed for acid derivatives XVI and XXII and other side chain
modifications, such as methyl ether XIV or amide XIII (ICsp: 0.8-1.6 um).
Interestingly, the observed equal bioactivity of the aldehyde and the alcohol forms, i.
e. III and XV, XVII and XVIII as well as XX and XXI suggests a general tendency,
which appears to be independent of the macrocyclic core structure. Importantly,
tubulin polymerization experiments clearly showed (-)-dactylolide (III) to be a new

microtubule-stabilizer, similar to the more potent (-)-zampanolide (I).
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This first SAR study on dactylolide/zampanolide-type structures corroborates
the notion of the natural (Z,E)-sorbamide side chain to promote high cytotoxicity. A
simplification of the THP subring seems possible, at least to some extent, without
losing activity. The successful total synthesis of (-)-zampanolide (I) provides the
basis for the construction of other derivatives for more detailed SAR investigations.
This work thus highlights the power of diverted total synthesis for the generation of
derivatives that would be inaccessible from the natural product by means of semi-

synthesis.
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Zusammenfassung

(-)-Zampanolid (I) und (+)-Dactylolid (II) sind strukturell verwandte,
polyketidische Makrolaktone, welche aus taxonomisch verschiedenen, und in
geographisch weit voneinander entfernt liegenden Regionen vorkommenden,
Meeresschwammen isoliert wurden. Uberraschenderweise besitzt der Makrozyklus

in I die entgegengesetzte absolute Stereochemie wie II (Figur 1).

Figur 1: Strukturen von (-)-Zampanolid (1), (+)-Dactylolid (11) und (-)-Dactylolid (I11).

Im Gegensatz zum hochpotenten (-)-Zampanolid (I), welches die Proliferation
menschlicher Krebszellen mit ICs-Werten im unteren nM Bereich hemmt, weist (+)-
Dactylolid (II) mit ICs-Werten im unteren uM Bereich nur eine moderate Aktivitat
gegen menschliche Krebszellen auf. Es stellte sich daher die Frage, ob der
gravierende Unterschied in der biologischen Aktivitdt zwischen (-)-Zampanolid (I)
und (+)-Dactylolid (II) auf das Vorhandensein der Seitenkette in ersterem oder auf
die unterschiedliche Stereochemie der Makrozyklen in I und II zurtickzufiihren ist

(oder vielleicht auf beides).

Ziel dieses Forschungsprojektes war die Entwicklung einer neuen Totalsynthese
von (-)-Zampanolid (I) und (-)-Dactylolid (III) welche als Grundlage zur
Herstellung von Derivaten fiir eine erste Studie zur Struktur-Aktivitdts-Beziehung
dienen sollte. (-)-Zampanolid (I) vereint synthetisch interessante und
herausfordernde Strukturelemente wie ein N-acyliertes Hemiaminal in der
Seitenkette, einen syn-substituierten Tetrahydropyran (THP) Subring und einen

hohen Anteil an C=C-Doppelbindungen.

Schema 1 zeigt die wichtigsten Schritte der Totalsynthese von (-)-Zampanolid (I)
und (-)-Dactylolid (III) ausgehend von D-(-)-Asparaginsdure. Eine modifizierte Prins

Zyklisierung mit dem acylierten Acetal IV lieferte das THP Derivat V. Nach dem
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Ersatz des lods durch Sauerstoff erfolgte eine Olefinierung mit anschliessender
Reduktion der Acetylen-Untereinheit, was zum (E)-Vinyliodid VI fiihrte. Dieses
wurde in die lithiierte Verbindung tiberfiihrt und mit PMB-geschiitztem (R)-Glycidol
(VII) zum sekundédren Alkohol VIII umgesetzt, der somit ausgehend von D-
Asparaginsdure in 14 Schritten und mit einer Gesamtausbeute von 17.2% erhalten
wurde. Interessanterweise lief die BFs-katalysierte Epoxid6ffnung einzig in Toluol als
Losungsmittel ab, ein Ergebnis welches sich als ausschlaggebend fiir die Herstellung
von Derivaten herausstellen sollte. Da sich die beschriebene Epoxidoffnung zu
Beginn als &dusserst schwierig erwies, wurde ein alternativer Zugang erarbeitet,
welcher, ausgehend von L-Apfelsdure, Alkohol VIII in 22 Stufen (2.4% Ausbeute) fiir

die langste lineare Sequenz lieferte.
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Schema 1: Totalsynthese von (-)-Dactylolid (Il1) und (-)-Zampanolid (I) ausgehend von D-(-)-
Asparaginsaure.

Alcohol VIII wurde mit Sdure IX (zugénglich in 10 Schritten ausgehend von 2-
Butin-1-ol in 25% Ausbeute) verestert. Nach Uberfithrung in den -Ketophosphonat
Aldehyd X ermoglichte eine Horner-Wadsworth-Emmons (HWE) Makrozyklisierung

als Schliisselschritt den Zugang zum isomerenreinen Makrozyklus XI. Dieser konnte
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schliesslich leicht in (-)-Dactylolid (III) umgewandelt werden, welches in 4.8%
Ausbeute tiber 20 Stufen (fiir die ldngste lineare Sequenz) erhalten wurde. Eine Aza-
Aldol Reaktion mit aluminiertem (Z,E)-Sorbamid XII und anschliessende HPLC-
Trennung der beiden C20 Epimeren fiihrte schliesslich zum gewiinschten Naturstoff
(-)-Zampanolid (I), der somit ausgehend von D-Asparaginsdure tiber 21 Stufen und

in 0.9% Gesamtausbeute fiir die ldngste lineare Sequenz erhalten wurde.

Studien zur in vitro Zytotoxizitdt von (-)-Zampanolid (I) ergaben eine Potenz im
unteren nM Bereich (ICsp: 1-7 nM), was sich in Ubereinstimmung mit Literaturwerten
befindet. Nichtnattirliches (-)-Dactylolid (III) erwies sich als weniger aktiv, mit ICso-
Werten im tieferen um Bereich (ICsp: 210-750 nm). III scheint somit geringfiigig
aktiver zu sein als der enantiomere Naturstoff (+)-Dactylolid (II). Die intrinsisch
hohere Potenz von (-)-Zampanolid (I) im Vergleich zu (+)-Dactylolid (II) muss daher

mit der Seitenkette verbunden sein.
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Figur 2: Ubersicht iber Subring- und Seitekettenmodifikationen von I.

Die in Figur 2 dargestellten Derivate wurden auf der Basis der fiir I und III
entwickelten Synthesestrategie hergestellt und sind die ersten
Dactylolid/Zampanolid Analoga die je untersucht wurden. Ein Vergleich der ICsp-
Werte fiir III und XV zeigt, dass das Vorhandensein einer Aldehydfunktion fiir die
zelluldre Aktivitdt nicht kritisch ist. Interessanterweise weisen die C13 Desmethylen-
Verbindungen XVII und XVIII in zelluldren Versuchen identische Aktivitdten wie
(-)-Dactylolid (III) bzw. XV auf. Die strukturell weniger komplexen Derivate ohne
den THP Subring (XX wund XXI), waren weniger aktive Inhibitoren der
Krebszellproliferation (ICso: 1.9-4 uM). Erstaunlicherweise ergab die Einftihrung der
Seitenkette in Aldehyd XX ein sehr potentes Analogon (XIX), dessen Aktivitdt mit
derjenigen von (-)-Dactylolid vergleichbar ist (ICso-Werte von 80-150 nM fiir das
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getestete C18-Epimerengemisch). Auffallend war die geringere Bioaktivitdt (ICso: > 7
uM) der Sdurederivate XVI und XXII. Andere Seitenkettenmodifikationen wie in
Methylether XIV oder Amid XIII fiihrten zu moderaten Aktivitaten (ICso: 0.8-1.6
uM). Die beobachtete gleiche Bioaktivitit der jeweiligen Aldehyd- und
Alkoholformen (Verbindungen III und XV, XVII und XVIII sowie XX und XXI) stellt
einen generellen Trend dar, welcher unabhdngig von der Struktur des Makrozyklus

zu sein scheint.

Ein besonders bedeutsames Resultat der biologischen Profilierung von (-)-
Dactylolid  (III) ist die Tatsache, dass sich dieses in Tubulin-
polymerisationsexperimenten als ein neuer Mikrotubulistabilisator erwies, was auch
auf den potenteren Naturstoff (-)-Zampanolid (I) zutrifft. Die Ergebnisse dieser
ersten Untersuchungen zu Struktur-Aktivitdts-Beziehungen bekriftigen die
Auffassung, dass die hohe Zytotoxizitdt des (-)-Zampanolid (I) massgeblich von der
nattirlichen (Z,E)-Sorbamid Seitenkette abhédngt. Eine Vereinfachung des THP

Subrings erscheint dagegen ohne einen grossen Aktivitidtsverlust moglich.

Die erfolgreiche Totalsynthese von (-)-Zampanolid (I) bietet die Grundlage fiir
die Herstellung weiterer Derivate fiir eine tiefgehendere Struktur-Aktivitats-
Beziehungs Analyse. Zudem zeigt diese Arbeit wie es die divergierende
Totalsynthese ermoglicht, Zugang zu Derivaten eines Naturstoffs zu erhalten, die

durch Semisynthese ausgehend vom Naturstoff unzuganglich waren.



