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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Epothilone A und B (2a und 2b, Schema 1) sind naturlich vorkommende zytotoxische Makrolide, die
aus einem Zellulose-abbauenden Mycobacterium, Sorangium cellulosum, isoliert wurden (Hoéfle et al. Angew.
Chem., Int. Ed Engl. 1996, 35, 1567 and J. Antibiot. 1996, 49, 560). Trotz ihrer erheblich unterschiedlichen
Strukturen teilen die Epothilone A und B den gleichen Wirkungsmechanismus wie Paclitaxel (Taxol®), welcher
die Wachstumshemmung von Tumorzellen durch Tubulinpolymerisation und Stabilisierung von Mikrobulus-An-
ordnungen involviert (Bollag et al. Cancer Res. 1995,55,2325). Trotz seines unbestrittenen klinischen Wertes
als ein Frontlinien-chemotherapeutischer Wirkstoff, ist Taxol® bei weitem kein ideales Arzneimittel. Seine ge-
ringe Wasserldslichkeit erfordert den Riickgriff auf Formulierungsvehikel, wie Cremophore, die ihre eigenen Ri-
siko- und Managementbelange darstellen (Essayan et al. J. Allergy Clin. Immunol. 1996, 97, 42). Weiters ist
Taxol® fir die Deaktivierung durch Mehrfacharzneimittelresistenz (MDR) anfallig (Giannakakou et al. J. Biol.
Chem. 1997, 272, 17118). Es wurde jedoch gezeigt, dass Epothilone A und B auRergewdhnlich wirksam blei-
ben gegen MDR Tumorzellen (Kowalski et al; Mol. Biol. Cell 1995, 6, 2137). Zusatzlich kann die erhdhte Was-
serldslichkeit im Vergleich zu Paclitaxel fur die Formulierbarkeit von Epothilonen nutzlich sein. Wahrend die
naturlich vorkommende Verbindung, Epothilon B (2b, EpoB, in Schema 1) ein wirksames Mitglied der Epothi-
lon-Familie von natlrlichen Produkten ist, besitzt es leider, zumindest in Xenograft-Mausen, einen Besorgnis
erregenden engen therapeutischen Index (Su et al. Angew. Chem. Int. Ed Engl. 1997, 36, 1093; Harris et al.
J. Org. Chem. 1999, 64, 8434).

- ¢ \ h, Epothilon A
RoprPadmage) SRS BERIB R o Eple
1b R =1{-Bu, Docetaxet (Taxoter) ! 2c R, = H,R, = CH,OH,Epothilon E_{( }

2d Ry = CH, Ry = CHOH, Epothilon F (EpoF,
Schema 1: Taxoide und Epothilone

[0002] In Anbetracht des beschrankten therapeutischen Index von EpoB, wurden andere Epothilon-Analoga,
insbesondere die 12,13-Desoxyepothilone, auf ihre Fahigkeit untersucht, ein verbessertes therapeutisches
Profil bereitzustellen (siehe U.S. Patent Nr.: 6,242,469, 6,284,781, 6,300,355, 6,369,234, 6,204,388,
6,316,630).

[0003] In verschiedenen Mausmodellen ausgefiihrte in vivo Experimenten demonstrierten, dass 12,13-Des-
oxyepothilon B (3b, dEpoB in Schema 2) therapeutisches Potential gegen verschiedene sensitive und resis-
tente menschliche Tumore in Xenograft-Mausen besitzen (Chou et al Proc. Natl. Acad Sci U.S.A. 1998, 95,
9642 und 15798).

[0004] Unléngst wurde die therapeutische Uberlegenheit dieser Desoxyepothilone (iber andere Anti-
krebs-Wirkstoffe durch griindliche Vergleichsstudien schliissig demonstriert (Chou et al Proc. Natl Acad. Sci.
U.S.A. 2001, 98, 8113).

[0005] Aufgrund seines beeindruckenden in vivo Profils wurde dEpoB durch Toxikologie-Evaluierungen in
Hunden erweitert, und ist nun in menschlichen Versuchen als ein Antikrebs-Wirkstoff.
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3a R;=H, Ry= CH;, Desoxyepothilon A (dEpoA) 4a R1=H, R2= CH3, Dehydro-dEpoA(ddEpoA) 5a Ry=H, Ry= CH3, 1s0-dEpoA

3b Ry=CHj, R, = CH;, Desoxyepothilon B (dEpoB) 4b R1=CH3, R2 = CH3, Dehydro-dEpo B (ddEpoB) 5b Ry=CHs, R; = CH;, Iso-dEpo B

3¢ R;=H, Ry=CH,0H, Desoxyepothilon E (dEpoE) 4c¢ R1=H, R2=CH20H, Dehydro-dEpo E (ddEpoE) 5¢ Ry=H, Ry=CH,0H, Iso-dEpo E

3d Ry=CHj, R,=CH,0H, Desoxyepothilon F (dEpoF) 4d RI=CH3, R2=CH20H, Dehydro-dEpo F 5d Ry=CH3, R;=CH,0H, Iso-dEpo F (ddEpoF)

3e R;=H, Ry=NH,, Desmethylamino-dEpoA (dadEpoA) (ddEpoF) Se Ry=H, R;=NH,, Desmethy!amino-iso-dEpoA
3f R,=CHj,, R:=NH,, Desmethylamino-dEpoB (dadEpoB)  4e Ri=H, R2=NH2, Desmethylamino-ddEpoA 5f Ry=CHas, Ry=NH,, Desmethylamino-iso-dEpoB
3g Ry=CH,F, R2=CH, 26-Fluor-dEpoB 4f R1=CH3, R2=NH2, Desmethylamino-ddEpoB

3h R, = CF;, R,=CH, 26-Trifluor-dEpoB 4g R1=CH2F, R2=CH3, 26-Fluor-ddEpoB

4h R1 = CF3, R2=CH3, 26-Trifluor-dEpoB

Schema 2. Verschiedene Desoxyepothilon-Analoga

[0006] Angesichts des vielversprechenden therapeutischen Nutzens der 12,13-Desoxyepothilone wére es
winschenswert, zusatzliche Analoga sowie zusatzliche synthetische Methodologien fur die Synthese von exis-
tierenden Epothilonen, Desoxyepothilonen und Analoga davon, sowie neuartige Analoga davon zu untersu-
chen. Angesichts des Interesses in den therapeutischen Nutzen von dieser Klasse von Verbindungen, ware es
besonders wiinschenswert, Methodologien zu entwickeln, die in der Lage sind, signifikante Menge von jedem
Epothilon oder Desoxyepothilon, das frihrer beschrieben ist oder jene, die hierin beschrieben sind, fur klini-
sche Versuche und fiir die groRtechnische Zubereitung bereitzustellen.

Beschreibung der Zeichnungen

[0007] Fig.1 ist eine Tabelle der IC,, Werte von Epothilonen gegen CCRF-CEM, CCRF-CEM/VBL, und
CCRF-CEM/Taxol Zellwachstum. Die Zellwachstumsinhibierung wurde durch die XTT-Tetrazoniumuntersu-
chung nach 72 Stunden Inkubation fiir Zellwachstum gemessen, wie zuvor beschrieben (Scudiero et al. Can-
cer Res. 46:4827-4833, 1988; hierin durch Bezugnahme aufgenommen). IC;, Werte wurden aus Dosis-Wir-
kungs-Beziehungen bei sechs oder sieben Konzetrationen fur jedes Arzneimittel unter Verwendung eines
Computerprogramms bestimmt (Chou et al. Adv. Enzyme Regul. 22:27-55, 1984; Chou et al. CalcuSyn fur Win-
dows (Biosoft, Cambridge, UK), 1997; welche hierin durch Bezugnahme aufgenommen sind) wie zuvor be-
schrieben (Chou et al Proc. Natl. Acad Sci. USA 95:15798-15 802, 1998; hierin durch Bezugnahme aufgenom-
men).

[0008] Fig. 2 ist ein '"H NMR Spektrum von trans-9,10-Dehydro-12,13-desoxyEpoB.

[0009] Fig. 3 ist ein *C NMR Spektrum von trans-9,10-Dehydro-12,13-desoxyEpoB.

[0010] Fig. 4 zeigt ein Schema fir die Synthese von 11-R und 14-R Epothilonen unter Verwendung der LAC-
DAC-Ringschluss-Olefinmetathese und illustriert bestimmte Substitutionen, die mit synthetischen Strategien,
die Uber ein 9,10-Dehydroepothilon ablaufen, zuganglich sind.

[0011] Fig. 5 prasentiert relative Cytotoxizitdtsdaten gegen menschliche Leukamiezellen in vitro fiir eine Viel-
zahl von Epothilon-Verbindungen und Derivaten, einschliellich bestimmten 9,10-Dehydro-Verbindungen (z.B.,
Verbindung 7 in Eig. 5A und Verbindung 88 und 89 in Fia. 5B).

[0012] Fig. 6 stellt alternative synthetische Strategien zum Herstellen von 9,10-Dehydroepothilon-Analoga
dar. Fig. 6A illustriert eine Macro-Stille-Strategie, eine sp3-sp®-Kopplungsstrategie und B-Suzuki-Strategie.
Eig. 6B illustriert eine Julia-Olefinierungsstrategie, eine Wadsworth-Emmons-Strategie, und eine Macro-Refor-
matosky-Strategie. Eig. 6C illustriert eine McMurry Kopplungsstrategie und eine Lactam-Analogon-Synthese.
[0013] Fig. 7 zeigt verschiedene Analoga von 9,10-Dehydro-12,13-desoxyEpoB.

[0014] Fig. 8 zeigt die therapeutische Wirkung von 9,10-Dehydro-dEpoB und dEpoB in Nacktmausen, die
menschliches Mammakarzinom MX-1 Heterotransplantat tragen (iv Infusion Q2Dx3).

[0015] Fig. 9 zeigt die Stabilitdt von Epothilon-Analoga in Mausplasma. Epo1 ist 12,13-desoxyEpob, Epo2 ist
26-F;-12,13-desoxyEpoB, Epo3 ist (E)-9,10-Dehydro-12,13-desoxyEpoB, und Epo4 ist 16-F,-(E)-9,10-Dehyd-
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ro-12,13-desoxyEpoB.

[0016] Fig. 10 zeigt die therapeutische Wirkung von Epothilon-Analoga in Nacktmausen, die HCT-116 Hete-
rotransplantat tragen (iv Infusion, Q2Dx7, n=3). Die Pfeile zeigen die Arzneimittel-Verabreichung an. Epo 3 ist
(E)-9,10-Dehydro-12,13-desoxyEpoB.

[0017] Fig. 11 zeigt die Wirksamkeiten von verschiedenen Epothilon-Analoga gegen Tumor-Zellwachstum in
vitro und den therapeutischen Index, im Vergleich zu Paclitaxel und Vinblastin.

[0018] Fig. 12 ist eine Tabelle, die die Wirkung von dEpoB, Taxol, und 26-triF-9,10-deH-dEpoB gegen MX-1
Heterotransplantat in Nacktmausen zusammenfasst.

[0019] Fig.13 zeigt die therapeutische Wirkung von 26-Trifluor-9,10-dehydro-dEpoB und 9,10-Dehyd-
ro-EpoB auf die TumorgréRe in Nacktmausen, die MX-1 Heterotransplantate tragen (6 Stunden iv Infusion,
Q2Dx6 bzw. Q2Dx9).

[0020] Fig. 14 zeigt die Kdrpergewichtsveranderungen von Nacktmausen, die menschliches Mammakarzi-
nom-Tumor MX-1-Heterotransplantat tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 26-Trifluor-9,10-Dehyd-
ro-dEpoB und 9,10-Dehydro-EpoB (6 Stunden Infusion, Q2Dx6 bzw. Q2Dx9).

[0021] Fig. 15 zeigt die therapeutische Wirkung von 26-Trifluor-9,10-Dehydro-dEpoB und 9,10-DehydroEpoB
auf die Tumorgrofe in Nacktmausen, die MX-1 Heterotransplantate tragen (6 Stunden iv Infusion, Q2Dx6 bzw.
Q2Dx9).

[0022] Fig. 16 zeigt die Kdrpergewichtsveranderungen von Nacktmausen, die menschliches Mammakarzi-
nom-Tumor MX-1 Heterotransplantat tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 26-Trifluor-9,10-dehyd-
ro-dEpoB und 9,10-Dehydro-EpoB (6 Stunden iv Infusion, Q2Dx6 bzw. Q2Dx9).

[0023] Fig. 17 zeigt die therapeutische Wirkung von 9,10-Dehydro-dEpoB auf die TumorgréRe in Nacktmau-
sen, die HCT-116 Heterotransplantate tragen (iv Infusion, Q2Dx7).

[0024] Fig. 18 zeigt die Wirkung von 9,10-Dehydro-dEpoB auf die Tumorgréfie in Nacktmausen, die mensch-
liche Kolonkarzinom HCT-116 Heterotransplantate tragen (iv Infusion, Q3Dx5).

[0025] Fig. 19 zeigt die Wirkung von 9,10-Dehydro-dEpoB auf die TumorgréRe in Nacktmausen, die A549/Ta-
xol-Heterotransplantate tragen (6 Stunden iv Infusion, Q3Dx7).

[0026] Fig. 20 zeigt die Veranderungen des Kérpergewichtes von Nacktmausen, die A549/Taxol-Heterotrans-
plantat tragen, die mit 26-Trifluor-9,10-dehydro-dEpoB und 9,10-Dehydro-dEpoB (6 Stunden iv Infusion,
Q3Dx7) behandelt wurden.

[0027] Eiq. 21 zeigt die Wirkung von 26-Trifluor-9,10-dehydro-dEpoB und 9,10-Dehydro-dEpoB auf die Tu-
morgréRe in Nacktmausen, die A549/Taxol Heterotransplantate tragen (6 Stunden iv Infusion, Q2Dx7).

[0028] Fig. 22 zeigt die Anderungen des Koérpergewichtes von Nacktmausen, die A549/Taxol Heterotrans-
plantate tragen, die mit 26-Trifluor-9,10-Dehydro-dEpoB und 9,10-Dehydro-dEpoB behandelt wurden (6 Stun-
den iv Infusion, Q2Dx7).

[0029] Fig. 23 zeigt die Wirkung von 9,10-Dehydro-EpoB auf die Tumorgrofie in Nacktmausen, die mensch-
liche Kolonkarzinom HCT-116-Tumor-Heterotransplantate tragen (6 Stunden iv Infusion).

[0030] Fig. 24 zeigt die Anderungen des Kdrpergewichtes von Nacktm&usen, die menschliches Kolonkarzi-
nom HCT-116 Tumor-Heterotransplantat tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 9,10-Dehydro-EpoB (6
Stunden iv Infusion).

[0031] Fig. 25 zeigt die Mikrotubulus-Bildung aus Tubulin in der Gegenwart von verschiedenen Epothi-
lon-Analoga bei 37°C.

[0032] Fig. 26 zeigt die Mikrotubulus-Bildung aus Tubulin in der Gegenwart von verschiedenen Epothi-
lon-Analoga bei 4°C.
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[0033] Fig. 27 zeigt die Wirkung von 9,10-Dehydro-dEpoB und dEpoB auf die Tumorgrofie in Nacktmausen,
die HCT-116 Heterotransplantate tragen (iv Infusion, Q2Dx6).

[0034] Fig. 28 zeigt die Anderungen des Kdrpergewichtes von Nacktmausen, die HCT-116 Heterotransplan-
tate tragen, nach der Behandlung mit 9,10-Dehydro-dEpoB und dEpoB (iv Infusion, Q2Dx6).

[0035] Fig. 29 zeigt die Wirkung von 9,10-Dehydro-dEpoB auf die Tumorgréflie in Nacktmausen, die mensch-
liches Kolonkarzinom HCT-116 Heterotransplantate tragen (iv Infusion, Q3Dx4).

[0036] Fig. 30 zeigt die Anderungen des Kérpergewichtes von Nacktmausen, die menschliche Kolonkarzi-
nomtumor HCT-116 Heterotransplantate tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 9,10-Dehydro-dEpoB (5
mg/kg, iv Infusion, X3Dx4).

[0037] Eig. 31 ist eine Tabelle mit IC,, Werten fur Epothilon-Analoga gegeniiber CCRF-CEM Zellwachstum.
[0038] Fig. 32 zeigt die metabolische Stabilitat von Epothilonanaloga in vitro.

[0039] Fig. 33 ist eine Tabelle, die die therapeutischen Wirkungen von verschiedenen Epothilon-Analoga ge-
genuber menschlichen Tumor-Heterotransplantaten in Mausen mit 6 Stunden iv Infusion detailliert beschreibt.

[0040] Fig. 34 zeigt die Wirkung von 9,10-Dehydro-EpoB auf die Tumorgrofie in Nacktmausen, die mensch-
liches Kolonkarzinom HCT-116 Tumor-Heterotransplantat tragen (6 Stunden iv Infusion, Q2Dx7).

[0041] Fig. 35 zeigt die Anderungen des Kérpergewichtes von Nacktmausen, die menschliche Kolonkarzi-
nom HCT-116 Tumor-Heterotransplantate tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 9,10-Dehydro-EpoB
und Oxazol-EpoD (6 Stunden Infusion, Q2Dx7).

[0042] Fig. 36 zeigt die Wirkung von 26-Trifluor-9,10-Dehydro-dEpoB und 9,10-Dehydro-dEpoB auf die Tu-
morgréRe in Nacktmausen, die A549/Taxol-Heterotransplantate tragen (6 Stunden iv Infusion, Q2Dx4).

[0043] Fig. 37 zeigt die Wirkung von 9,10-Dehydro-dEpoB auf die Tumorgrée in Nacktmausen, die A549/Ta-
xol-Heterotransplantate tragen (6 Stunden iv Infusion, Q3Dx3).

[0044] Fig. 38 zeigt die Stabilitdt von Epothilon-Analoga in 20% Mausplasma/PBS.

[0045] Fig. 39 zeigt die Stabilitdt von Epothilon-Analoga in 10% menschlicher Leber S9/PBS.

[0046] Fig. 40 zeigt EpoD-Stabilitditschromatogramm in 10% menschlicher Leber S9/PBS.

[0047] Fig. 41 sind Tabellen, die die Wirkung von verschiedenen Epothilon-Analoga auf die in vitro-Mikrotu-
bulus Polymerisation bei 37°C in der Abwesenheit von GTP (A) und die Cytotoxizitat von verschiedenen Epo-
thilon-Analoga in der menschlichen Lungenzelllinie A549(B) beschreiben.

[0048] Fig. 42 zeigt die Stabilisierung von Mikrotubulus-Bildung durch Epothilone bei 35°C und 4°C.

[0049] Fig. 43 zeigt die therapeutische Wirkung von 9,10-Dehydro-dEpoB in Nacktmausen, die T menschli-
ches Mammakarzinom (MX-1) Heterotransplantat tragen (6 Stunden Infusion, Q2Dx5).

[0050] Fig. 44 zeigt die Anderung des Kérpergewichts von Nacktmausen, die menschliches Mammakarzinom
(MX-1) Heterotransplantat tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 9,10-Dehydro-dEpoB (6 Stunden Infu-
sion, Q2Dx8).

[0051] Fig. 45 zeigt die Anderung des Kdrpergewichts von Nacktméausen, die HCT-116 Heterotransplantat
tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 9,10-Dehydro-dEpoB (iv Infusion, Q2Dx7).

[0052] Fig. 46 zeigt die therapeutische Wirkung von 9,10-Dehydro-dEpoF, dEpoB, und Taxol auf die Tumor-
gréRRe in Nacktmausen, die menschliches Mammakarzinom (MX-1) Tumor-Heterotransplantat tragen (6 Stun-
den iv Infusion, Q2Dx6).

[0053] Fig. 47 zeigt die Anderungen des Kérpergewichtes von Nacktmausen, die humanes Mammakarzinom
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(MX-1) Tumor-Heterotransplantat tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 9,10-Dehydro-dEpoF, dEpoB
und Taxol (6 Stunden Infusion, Q2Dx6).

[0054] Fig. 48 zeigt die therapeutische Wirkung von 9,10-Dehydro-dEpoF und dEpoB in Nacktmausen, die
humanes Kolonkarzinom HCT-116 Heterotransplantat tragen (6 Stunden Infusion, Q2Dx8).

[0055] Fig. 49 zeigt die Anderungen des Kdérpergewichtes von Nacktmausen, die HCT-116 Heterotransplan-
tat tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 9,10-Dehydro-dEpoF und dEpoB (6 Stunden Infusion, Q2Dx8).

[0056] Fig. 50 zeigt die therapeutische Wirkung von 9,10-Dehydro-dEpoF und dEpoB in Nackitmausen, die
Taxol-resistentes humanes Lungenkarzinom (A549/Taxol) Heterotransplantat tragen (6 Stunden Infusion,
Q2Dx5).

[0057] Fig. 51 zeigt die Anderungen des Korpergewichts von Nacktmausen, die Taxol-resistentes humanes
Lungenkarzinom (A549/Taxol) Heterotransplantat tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 9,10-Dehyd-
ro-dEpoF und dEpoB (6 Stunden Infusion, Q2Dx5).

[0058] Fig. 52 ist eine Tabelle, die die Wirksamkeit von verschiedenen Epothilon-Analoga in Bezug auf die
Hemmung des Tumorwachstums in vitro und den relativen therapeutischen Index vergleicht.

[0059] Fig. 53 zeigt die therapeutische Wirkung von 9,10-Dehydro-dEpoB in Nacktmausen, die MX-1 Hete-
rotransplantat tragen (Q3Dx9, 6 Stunden iv Infusion).

[0060] Fig. 54 zeigt die Anderungen des Kérpergewichts von Nacktméausen, die ein MX-1 Heterotransplantat
tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 9,10-Dehydro-dEpoB (Q3Dx9, 6 Stunden iv Infusion).

[0061] Fig. 55 zeigt die therapeutische Wirkung von 9,10-Dehydro-Epothilon B in Nacktmausen, die MX-1
Heterotransplantat tragen (Q3Dx9, 6 Stunden Infusion).

[0062] Fig. 56 zeigt Anderungen des Kdérpergewichts von Nacktmausen, die MX-1 Heterotransplantat tragen,
im Anschluss an die Behandlung mit 9,10-Dehydro-Epothilon B (Q3Dx9, 6 Stunden iv Infusion).

[0063] Fig. 57 zeigt die therapeutische Wirkung von geringen Dosen von 26-Trifluor-9,10-Dehydro-dEpoB in
Nacktmausen, die MX-1 Heterotransplantat tragen (6 Stunden iv Infusion, Q2Dx12).

[0064] Fig. 58 zeigt Anderungen des Korpergewichtes von Nacktméausen, die ein MX-1 Heterotransplantat
tragen, im Anschluss an die Behandlung mit geringen Dosen von 26-Trifluor-9,10-dehydro-dEpoB (6 Stunden
iv Infusion, Q2Dx12).

[0065] Fig. 59 zeigt die chemotherapeutische Wirkung von Epothilon-Analoga gegentiber menschlichen Tu-
mor-Heterotransplantaten in Nacktmausen. Tumorgewebe (40-50 mg) wurde s.c. am Tag 0 implantiert. Die Be-
handlung wurde begonnen, wenn die Tumorgrofie etwa 100 mm? oder groRer erreichte, wie angegeben. Alle
Behandlungen, wie durch die Pfeile angezeigt, wurden mit 6 Stunden iv Infusion Gber die Schwanzvene unter
Verwendung eines Mini-Katheders und programmierbarer Pumpe, wie friiher beschrieben (Su, D.-S. et al, An-
gew. Chem. Int. Ed. 1997, 36, 2093; Chou, T. C. et al. Proc. Natl. Acad Sci USA. 1998, 95, 15798) ausgefiihrt.
Jede Dosisgruppe bestand aus vier oder mehr Mausen. Das Kérpergewicht wurde als das Gesamtkorperge-
weicht minus Tumorgewicht, wobei angenommen wird, dass 1 mm?® Tumor einem 1 mg Tumorgewebe ent-
spricht, bezeichnet. Ein Mammakarzinom MX-1 Heterotransplantat wurde mit einer geringen Dosis von
25-Trifluor-(E)-9,10-Dehydro-12,13-DesoxyEpoB (10 mg/kg) behandelt, im Vergleich zu jenen in Tabelle 1 (20
mg/kg und 30 mg/kg). B. MX-1 groRRe Heterotransplantate (500 mm?®) wurden mit 25-Tifluor-(E)-9,10-dehyd-
ro-12,13-desoxyEpoB (25 mg/kg) und dEpoB (30 mg/kg) behandelt. C. Langsam-wachsendes A549 Lungen-
karzinom-Heterotransplantat wurde mit 25-Trifluoro-(E)-9,10-dehydro-12,13-desoxyEpoB (25 mg/kg) und dE-
poB (30 mg/kg) behandelt. D. A549/Taxol (44-fache Resistenz gegen Paclitaxel in vitro) Heterotransplantat
wurde mit 25-Trifiuor-(E)-9,10-dehydro-12,13-desoxyEpoB (20 mg/kg) und (E)-9,10-Dehydro-12,13-desoxyE-
poB (4 mg/kg) behandelt. Die Behandlung fiir deH-dEpoB am Tag 28 wurde aufgrund einer markanten und
schnellen Kdrpergewichtsabnahme Ubersprungen.

[0066] Fig. 60 stellt die Synthese von C-21 modifizierten 9,10-(E)-Dehydro-Epothilonen dar. Fig. 60A zeigt

die Synthese von 26-Trifluor-21-Methylamino-9,10-(E)-Dehydro-12,13-Desoxyepothilon B. Eig. 60B ist ein
synthetisches Schema fur die Herstellung von 26-Trifluor-21-amino-9,10-(E)-Dehydro-12,13-desoxyepothilon
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B als ein Zwischenprodukt bei der Synthese von 26-Trifluor-21-dimethylamino-9,10-(E)-dehydro-12,13-deso-
xyepothilon B.

[0067] Fig. 61 ist eine Tabelle mit IC,, Werten flir C-21 modifizierte Epothilone gegen Tumor-Zelllinie
CCRF-CEM und ihren Wirkstoff-resistenten Sublinien.

[0068] Fig. 62 zeigt die therapeutische Wirkung von 26-Trifluor-9,10-Dehydro-dEpoB und Taxol in Nacktmau-
sen, die ein humanes T-Zell lymphoblastische Leukdmie CCRF-CEM Heterotransplantat (6 Stunden iv Infusi-
on, Q2Dx8) tragen.

[0069] Fig. 63 zeigt die Anderungen des Kdrpergewichts von Nacktméusen, die ein humanes T-Zell lympho-
blastische Leukdmie CCRF-CEM Heterotransplantat tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 25-Triflu-
or-9,10-dehydro-dEpoB und Taxol (6 Stunden iv Infusion, Q2Dx8).

[0070] Fig. 64 zeigt die therapeutische Wirkung von 26-Trifluor-9,10-dehydro-dEpoB und Taxol in Nacktmau-
sen, die humanes T-Zell lymphoblastische Leukamie CCRF-CEM/Taxol Heterotransplantat (Taxol resistent)
tragen (6 Stunden iv Infusion, Q2Dx7, x5).

[0071] Fig. 65 zeigt die Anderungen des Korpergewichts von Nacktmausen, die humanes T-Zell lymphoblas-
tische Leukamie CCRF-CEM/Taxol Heterotransplantat (Taxol resistent) tragen, im Anschluss an die Behand-
lung mit 26-Trifluor-9,10-dehydro-dEpoB und Taxol (6 Stunden iv Infusion, Q2Dx7, x5).

[0072] Fig. 66 zeigt die therapeutische Wirkung von 26-Trifluor-9,10-dehydro-dEpoB und Taxol in Nacktmau-
sen, die humanes Kolonkarzinom HCT-116 Heterotransplantat tragen (Q2Dx4, x2, 6 Stunden iv Infusion).

[0073] Fig. 67 zeigt die Anderungen des Kdrpergewichts von Nacktméausen, die humanes Kolonkarzinom
HCT-116 Heterotransplantat tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 26-Trifluor-9,10-Dehydro-dEpoB und
Taxol (Q2Dx4, x2, 6 Stunden iv Infusion).

[0074] Fig. 68 zeigt die therapeutische Wirkung von 9,10-Dehydro-EpoB in Nacktmausen, die MX-1 Hetero-
transplantat tragen (6 Stunden iv Infusion).

[0075] Fig. 69 zeigt die Anderungen des Kérpergewichtes von Nacktméausen, die menschliches Mammakar-
zinom MX-1 Heterotransplantat tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 9,10-Dehydro-EpoB (6 Stunden
iv Infusion).

[0076] Fig. 70 zeigt die therapeutische Wirkung von 9,10-Dehydro-EpoB in Nacktmausen, die humanes
T-Zell-lymphoblastische Leukamie CCRF-CEM/Taxol Heterotransplantat tragen (Taxol resistent) (6 Stunden iv
Infusion, Q3Dx5, x2).

[0077] Fig. 71 zeigt die Anderungen des Kérpergewichtes von Nacktmausen, die humanes T-Zell lympho-
blastische Leukdmie CCRF-CEM/Taxol-Heterotransplantat (Taxol-resistent) tragen, im Anschluss an die Be-
handlung mit 9,10-Dehydro-EpoB (6 Stunden iv Infusion, Q3Dx5, x2).

[0078] Fig. 72 zeigt die therapeutische Wirkung von 26-Trifluor-dEpoB und 26-Trifluor-9,10-dehydro-dEpoF
in Nacktmausen, die humanes Mammakarzinom MX-1 Heterotransplantat tragen (Q2Dx11, iv Infusion).

[0079] Fig. 73 zeigt die Anderungen des Kérpergewichtes von Nacktmausen, die humanes Mammakarzinom
MX-1 Heterotransplantat tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 26-Trifluor-dEpoB und 26-Triflu-
or-9,10-dehydro-dEpoF (Q2Dx11, iv Injektion).

[0080] Fig. 74 zeigt die therapeutische Wirkung von 9,10-Dehydro-dEpoB in Nackitmausen, die humanes
Mammakarzinom MX-1 Heterotransplantat tragen (Q3Dx9, 6 Stunden iv Infusion).

[0081] Fig. 75 zeigt die Anderungen des Kérpergewichts von Nacktmausen, die humanes Mammakarzinom
MX-1 Heterotransplantat tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 9,10-Dehydro-dEpoB (Q3Dx9, 6 Stun-
den iv Infusion).

[0082] Fig. 76 zeigt die therapeutische Wirkung von 26-Trifluor-9,10-dehydro-dEpoF in Nacktmausen, die hu-
manes Lungenkarzinom (MX-1) Heterotransplantat tragen (6 Stunden iv Infusion und iv Injektion).
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[0083] Fig. 77 zeigt die Anderungen des Kdrpergewichtes von Nacktmausen, die MX1-Heterotransplantat
tragen, im Anschluss an die Behandlung mit 26-Trifluor-9,10-Dehydro-dEpo-F (6 Stunden iv Infusion und iv In-
jektion).

Definitionen

[0084] Bestimmte Verbindungen der vorliegenden Erfindung, und Definitionen von spezifischen funktionellen
Gruppen werden ebenfalls spater detaillierter beschrieben. Im Sinne dieser Erfindung werden die chemischen
Elemente in Ubereinstimmung mit dem Periodensystem der Elemente, CAS Version, Handbook of Chemistry
and Physics, 75. Ausgabe, Hrsg, Deckelinnenseite, identifiziert und spezifische funktionelle Gruppen werden
wie hierin beschrieben definiert. Zusatzlich sind allgemeine Prinzipen der Organischen Chemie, sowie spezifi-
sche funktionelle Reste und Reaktivitaten in "Organic Chemistry", Thomas Sorrell, University Science Books,
Sausalito: 1999 beschrieben.

[0085] Es ist durch einen Fachmann weiters erkennbar, dass die synthetischen Verfahren, wie hierin be-
schrieben, eine Vielzahl von Schutzgruppen ausnutzen. Mit dem Begriff ,Schutzgruppe", wie hierin verwendet,
wird verstanden, dass ein bestimmter funktioneller Anteil, z.B., O, S, oder N, voribergehend blockiert ist, so
dass eine Reaktion selektiv an einer anderen reaktiven Stelle in einer multifunktionellen Verbindung ausgefuhrt
werden kann. In bevorzugten Ausflihrungsformen reagiert eine Schutzgruppe selektiv mit einer guten Ausbeu-
te, um ein geschitztes Substrat zu ergeben, das bei den geplanten Reaktionen stabil ist; die Schutzgruppe
muss mit einer guten Ausbeute durch leicht erhaltliche, vorzugsweise nicht-toxische Reagenzien entfernbar
sein, die die anderen funktionellen Gruppen nicht angreifen; die Schutzgruppen bilden ein leicht trennbares
Derivat (mehr bevorzugt ohne die Erzeugung von neuen stereogenen Zentren); und die Schutzgruppe weist
ein Minimum an zusatzlicher Funktionalitat auf, um weitere Reaktionsstellen zu vermeiden. Wie hierin detail-
liert beschrieben ist, kbnnen Sauerstoff, Schwefel, Stickstoff oder Kohlenstoff-Schutzgruppen verwendet wer-
den. Beispielhafte Schutzgruppen sind hierin detailliert beschrieben, es ist jedoch erkennbar, dass die vorlie-
gende Erfindung nicht auf diese Schutzgruppen beschrankt ist; vielmehr kann eine Vielzahl zusatzlichen aqui-
valenten Schutzgruppen unter Verwendung der obigen Kriterien leicht identifiziert werden und in dem Verfah-
ren der vorliegenden Erfindung verwendet werden. Ferner sind eine Vielzahl von Schutzgruppen in ,Protective
Groups in Organic Synthesis" Third Ed. Greene, TW. und Wuts, P.G., Eds., John Wiley & Sons, New York:
1999 beschrieben.

[0086] Es ist erkennbar, dass die Verbindungen, wie hierin beschrieben, mit einer Reihe von Substituenten
oder funktionellen Resten substituiert sein kdnnen. Im Allgemeinen bezieht sich der Begriff ,substituiert”, ob
der Begriff ,gegebenenfalls" vorangeht oder nicht", und die in Formeln dieser Erfindung enthaltenden Substi-
tuenten auf das Ersetzen von Wasserstoffradikalen in einer gegebenen Struktur mit dem Radikal eines spezi-
fizierten Substituenten. Wenn mehr als eine Position in einer beliebigen Struktur mit mehr als einem Substitu-
ent, der aus einer spezifizierten Gruppe ausgewahlt ist, substituiert werden kann, kann der Substituent an jeder
Position entweder gleich oder unterschiedlich sein.

[0087] Substituenten-Kombinationen und Variablen, die durch diese Erfindung vorgesehen sind, sind vor-
zugsweise jene, die zu der Bildung von stabilen Verbindungen fuhren, die bei der Behandlung von z.B. proli-
ferativen Erkrankungen, einschlief3lich, ohne darauf beschrankt zu sein, Krebs nitzlich sind. Der Begriff ,sta-
bil", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich vorzugsweise auf Verbindungen, die eine Stabilitat besitzen, wel-
che ausreicht, um die Herstellung zu erméglichen und die die Integritat der Verbindung fiir eine ausreichende
Zeitspanne bewahren, um selektiert zu werden und vorzugsweise fir eine Zeitspanne, die ausreicht, um fur
die hierin detaillierten Zwecke nitzlich zu sein.

[0088] Der Bergriff ,aliphatisch" so wie er hierin verwendet wird, beinhaltet sowohl gesattigte als auch unge-
sattigte gerade (d.h. unverzweigte) Ketten, verzweigte, cyclische, oder polycyclische aliphatische Kohlenwas-
serstoffe, die gegebenenfalls mit einer oder mehreren funktionellen Gruppen substituiert sind. Wie der Durch-
schnittsfachmann erkennen wird, wird ,aliphatisch" hierin so verstanden, dass dieser Begriff, ohne jedoch dar-
auf beschrankt zu sein, Alkyl, Alkenyl, Alkynyl, Cycloalkyl, Cycloalkenyl, und Cycloalkynyl-Reste beinhaltet.
Somit beinhaltet der Begriff ,Alkyl", so wie er hierin verwendet wird, sowohl gerade, verzweigte als auch cycli-
sche Alkyl-Gruppen. Eine analoge Konvention betrifft andere allgemeine Begriffe wie ,Alkenyl", ,Alkynyl" und
dergleichen. Weiters umfassen die Begriffe ,Alkyl", ,Alkenyl!", ,Alkynyl" und dergleichen, wie sie hierin verwen-
det werden, sowohl substituierte als auch unsubstituierte Gruppen. In bestimmten Ausfihrungsformen, so wie
hierin verwendet, wird ,Niederalkyl" verwendet, um jene Alkylgruppen (cyclisch, acyclisch, substituiert, unsub-
stituiert, verzweigt oder unverzweigt) mit 1-6 Kohlenstoffatomen anzuzeigen.
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[0089] In bestimmten Ausflihrungsformen enthalten die in der Erfindung eingesetzten Alkyl-, Alkenyl- und Al-
kynyl-Gruppen 1-20 aliphatische Kohlenstoffatome. In bestimmten anderen Ausfihrungsformen enthalten die
in der Erfindung eingesetzten Alkyl-, Alkenyl- und Alkynyl-Gruppen 1-10 aliphatische Kohlenstoffatome. In
noch anderen Ausfihrungsformen enthalten die in der Erfindung eingesetzten Alkyl-, Alkenyl- und Alky-
nyl-Gruppen 1-8 aliphatische Kohlenstoffatome. In noch anderen Ausfiihrungsformen enthalten die in der Er-
findung eingesetzten Alkyl-, Alkenyl- und Alkynyl-Gruppen 1-6 aliphatische Kohlenstoffatome. In noch anderen
Ausfuhrungsformen enthalten die in der Erfindung eingesetzten Alkyl-, Alkenyl- und Alkynyl-Gruppen 1-4 ali-
phatische Kohlenstoffatome. Somit enthalten illustrative aliphatische Gruppen, ohne darauf beschrankt zu
sein, zum Beispiel, Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, Cyclopropyl, -CH2-cyclopropyl, Allyl, n-Butyl, sec-Butyl,
Isobutyl, tert-Butyl, Cyclobutyl, -CH,-Cyclobutyl, n-Pentyl, sec-Pentyl, Isopentyl, tert-Pentyl, Cyclopentyl,
-CH2-Cyclopentyl, n-Hexyl, sec-Hexyl, Cyclohexyl, -CH,-Cyclohexyl Anteile und dergleichen, welche wieder-
um einen oder mehrere Substituenten tragen kénnen. Alkenyl-Gruppen umfassen, ohne darauf beschrankt zu
sein, zum Beispiel, Ethenyl, Propenyl, Butenyl, 1-Methyl-2-buten-1-yl, und dergleichen. Reprasentative Alky-
nyl-Gruppen umfassen, ohne darauf beschrankt zu sein, Ethynyl, 2-Propynyl (Propargyl), 1-Propynyl und der-
gleichen.

[0090] Der Begriff "Alkoxy", oder "Thioalkyl", so wie hierin verwendet, betrifft ein, Alkyl-Gruppe, wie zuvor de-
finiert, die an den molekularen Stammanteil durch ein Sauerstoffatom oder durch ein Schwefelatom angehangt
ist. In bestimmten Ausfihrungsformen enthalt die Alkyl-Gruppe 1-20 alipahtische Kohlenstoffatome. In be-
stimmten anderen Ausfuhrungsformen enthalt die Alkyl-Gruppe 1-10 aliphatische Kohlenstoffatome. In noch
anderen Ausfuhrungsformen enthalten die in der Erfindung eingesetzten Alkyl-, Alkenyl-, und Alkynyl-Gruppen
1-8 aliphatische Kohlenstoffe. In noch anderen Ausfihrungsformen enthalt die Alkyl-Gruppe 1-6 aliphatische
Kohlenstoffatome. In noch anderen Ausfiihrungsformen enthalt die Alkyl-Gruppe 1-4 aliphatische Kohlenstoffe.
Beispiele von Alkoxy umfassen, ohne darauf beschrankt zu sein, Methoxy, Ethoxy, Propoxy, Isopropoxy, n-But-
oxy, tert-Butoxy, Neopentoxy und n-Hexoxy. Zu Beispielen von Thioalkyl zahlen, ohne darauf beschrankt zu
sein, Methylthio, Ethylthio, Propylthio, Isopropylthio, n-Butylthio, und dergleichen.

[0091] Der Begriff ,Alkylamino" bezieht sich auf eine Gruppe mit der Struktur -NHR', wobei R' ein Alkyl, wie
hierin definiert, ist. In bestimmten Ausflihrungsformen enthalt die Alkyl-Gruppe 1-20 aliphhtische Kohlenstoff-
atome. In bestimmten anderen Ausfiihrungsformen enthalt die Alkyl-Gruppe 1-10 aliphatische Kohlenstoffato-
me. In noch anderen Ausfuhrungsformen enthalten die in der Erfindung eingesetzten Alkyl-, Alkenyl-, und Al-
kynyl-Gruppen 1-8 aliphatische Kohlenstoffe. In noch anderen Ausfihrungsformen enthalt die Alkyl-Gruppe
1-6 aliphatische Kohlenstoffatome. In noch anderen Ausfiihrungsformen enthalt die Alkyl-Gruppe 1-4 aliphati-
sche Kohlenstoffe. Zu Beispielen von Alkylamino zahlen, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein, Methylamino,
Ethylamino, Iso-Propylamino und dergleichen.

[0092] Zu einigen Beispielen von Substituenten der oben beschriebenen aliphatischen (und anderen) Resten
von Verbindungen der Erfindungen zéhlen, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein: Aliphat; Heteroaliphat; Aryl;
Heteroaryl; Arylalkyl; Heteroarylalkyl; Alkoxy; Aryloxy; Heteroalkoxy; Heteroaryloxy; Alkylthio; Arylthio; Hete-
roalkylthio; Heteroarylthio; F; CI; Br; I; -OH; -NO,; -CN; -CF,; -CH,CF;; -CHClI,; -CH,OH; -CH,CH,OH; -CH,NH,;
-CH,S0,CHy; -C(O)Ry; -CO,(Ry); -CON(R,),; -OC(O)R,; -OCO,R,; -OCON(Ry),; -N(R,),; S(O)R,; -NR (CO)R,,
wobei jedes Auftreten von R, unabhangig umfasst, ohne darauf beschrankt zu sein, Aliphat, Heteroaliphat,
Aryl, Heteroaryl, Arylalkyl, oder Heteroarylalkyl, wobei jeder der oben und hierin beschriebenen Aliphat-, He-
teroaliphat-, Arylalkyl-, oder Heteroarylalkyl-Substituenten substituiert oder unsubstituiert, verzweigt oder un-
verzweigt, cyclisch oder acyclisch sein kann, und wobei jeder der Aryl- oder Heteroaryl-Substituenten, die oben
und hierein beschrieben sind, substituiert oder unsubstituiert sein kdnnen. Zusatzliche Beispiele von allgemein
anwendbaren Substitutenten sind durch die spezifischen Ausflihrungsformen, die in den hierin beschriebenen
Beispielen gezeigt sind, illustriert.

[0093] Im Alilgemeinen beziehen sich die Begriffe ,Aryl" und ,Heteroaryl", so wie sie hierin verwendet werden,
auf stabile mono- oder polycyclische, heteroyclische, polycyclische, und polyheterocyclische ungesattigte Res-
te mit vorzugsweise 3-14 Kohlenstoffatomen, wobei jeder substituiert oder unsubstituiert sein kann. Zu Substi-
tuenten zahlen, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein, irgendeiner der zuvor erwahnten Substituenten, d.h.
die fir aliphatische Reste zitierten Substituenten, oder fiir andere Reste, wie hierin offenbart ist, die zu der Bil-
dung einer stabilen Verbindung fuhren. In bestimmten Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung bezieht
sich ,Aryl" auf ein mono- oder bicyclisches carbocylisches Ringssystem mit einem oder zwei aromatischen Rin-
gen, einschlieBlich, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein, Phenyl, Naphthyl, Tetrahydronaphthyl, Indanyl, In-
denyl, und der gleichen. In bestimmten Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung bezieht sich der Begriff
~Heteroaryl", so wie er hierin verwendet wird, auf ein cyclisches aromatisches Radikal mit flinf bis zehn Ringa-
tomen, wobei ein Ringatom ausgewahlt ist aus S, O, und N; null, ein, oder zwei Ringatome sind zuséatzliche

9/167



DE 603 10916 T2 2007.11.15

Heteroatome, die unabhangig ausgewahlt sind aus S, O, und N; und die restlichen Ringatome sind Kohlenstoff;
das Radikal ist mit dem Rest des Molekuls Uber ein beliebiges der Ringatome verbunden, wie zum Beispiel,
Pyridyl, Pyrazinyl, Pyrimidinyl, Pyrrolyl, Pyrazolyl, Imidazolyl, Thiazolyl, Oxazolyl, Isooxazolyl, Thiadiazolyl,
Oxadiazolyl, Thiophenyl, Furanyl, Chinolinyl, Isochinolinyl, und dergleichen.

[0094] Es ist erkennbar, dass Aryl und Heteroaryl-Gruppen (einschlief3lich bicyclischer Arylgruppen) unsubs-
tituiert oder substituiert sein kdnnen, wobei die Substitution den Austausch von einem, zwei oder drei der Was-
serstoffatomen darauf, unabhangig mit einem oder mehreren beliebigen der folgenden Reste enthalt, ein-
schliellich, ohne darauf beschrankt zu sein: Aliphat; Heteroaliphat; Aryl; Heteroaryl; Arylalkyl; Heteroarylalkyl;
Alkoxy; Aryloxy; Heteroalkoxy; Heteroaryloxy; Alkylthio; Arylthio; Heteroalkylthio; Heteroarylthio; F; CI; Br; I;
-OH; -NO,; -CN; -CF;; -CH,CF,; -CHCI,; -CH,OH; -CH,CH,OH; -CH,NH,; -CH,SO,CH,; -C(O)R; -CO,(R);
-CON(R,),; -OC(O)R; -OCO,R,; OCON(R,),; -N(R,),; S(O),R,; -NR (CO)R,, wobei jedes Auftreten von R, un-
abhangig umfasst, ohne darauf beschrankt zu sein, Aliphat, Heteroaliphat, Aryl, Heteroaryl, Arylalkyl, oder He-
teroarylalkyl, wobei jeder der oben und hierin beschriebenen Aliphat-, Heteroaliphat-, Arylalkyl-, oder Heteroa-
rylalkyl-Substituenten substituiert oder unsubstituiert, verzweigt oder unverzweigt, cyclisch oder acyclisch sein
kann, und wobei jeder der Aryl- oder Heteroaryl-Substituenten, die oben und hierein beschrieben sind, substi-
tuiert oder unsubstituiert sein kénnen. Zusatzliche Beispiele von allgemein anwendbaren Substitutenten sind
durch die spezifischen Ausfuhrungsformen, die in den hierin beschriebenen Beispielen gezeigt sind, illustriert.

[0095] Der Begriff ,Cycloalkyl", so wie er hierin verwendet wird, bezieht sich spezifisch auf Gruppen mit drei
bis sieben, vorzugsweise drei bis zehn Kohlenstoffatome. Zu geeigneten Cycloalkylen zahlen, ohne jedoch
darauf beschrankt zu sein, Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cylcopentyl, Cyclohexyl, Cycloheptyl und dergleichen,
welche, wie im Falle von anderen aliphatischen, heteroaliphatischen oder heterocyclischen Resten, gegebe-
nenfalls mit Substituenten substituiert sein kdnnen, einschliel3lich, ohne darauf beschrankt zu sein Aliphat; He-
teroaliphat; Aryl; Heteroaryl; Arylalkyl; Heteroarylalkyl; Alkoxy; Aryloxy; Heteroalkoxy; Heteroaryloxy; Alkylthio;
Arylthio; Heteroalkylthio; Heteroarylthio; F; CI; Br; I; -OH; -NO,; -CN; -CF;; -CH,CF;; -CHCI,; -CH,OH;
-CH,CH,OH; -CH,NH,; -CH,SO,CH,; -C(O)R,; -CO,(Ry); -CON(R,),; -OC(O)R,; -OCO,R,; -OCON(R,),;
-N(R,)»; S(O),R,; -NR,(CO)R,, wobei jedes Auftreten von R, unabhangig umfasst, ohne darauf beschréankt zu
sein, Aliphat, Heteroaliphat, Aryl, Heteroaryl, Arylalkyl, oder Heteroarylalkyl, wobei jeder der oben und hierin
beschriebenen Aliphat-, Heteroaliphat-, Arylalkyl-, oder Heteroarylalkyl-Substituenten substituiert oder unsub-
stituiert, verzweigt oder unverzweigt, cyclisch oder acyclisch sein kann, und wobei jeder der Aryl- oder Hete-
roaryl-Substituenten, die oben und hierein beschrieben sind, substituiert oder unsubstituiert sein kénnen. Zu-
satzliche Beispiele von allgemein anwendbaren Substitutenten sind durch die spezifischen Ausfiihrungsfor-
men, die in den hierin beschriebenen Beispielen gezeigt sind, illustriert.

[0096] Der Begriff ,Heteroaliphat", so wie hierin verwendet, betrifft aliphatische Anteile, die ein oder mehrere
Sauerstoff-, Schwefel-, Stickstoff-, Phosphor- oder Siliziumatome enthalten, z.B. anstelle von Kohlenstoffato-
men. Heteroaliphatische Anteile kdnnen verzweigt, unverzweigt, cyclisch oder acyclisch sein und umfassen
gesattigte oder ungesattigte Heterocyclen, wie Morpholino, Pyrrolidinyl, etc. In bestimmten Ausfliihrungsformen
sind heteroaliphatische Anteile durch unabhangigen Austausch von einem oder mehreren Wasserstoffatomen
darauf mit einem oder mehreren Anteilen substituiert, einschlief3lich, ohne darauf beschrankt zu sein, Aliphat;
Heteroaliphat; Aryl; Heteroaryl; Arylalkyl; Heteroarylalkyl; Alkoxy; Aryloxy; Heteroalkoxy; Heteroaryloxy; Al-
kylthio; Arylthio; Heteroalkylthio; Heteroarylthio; F; CI; Br; I; -OH; -NO,; -CN; -CF;; -CH,CF;; -CHCI,; -CH,OH;
-CH,CH,OH; -CH,NH,; -CH,SO,CH,; -C(O)R,; -CO,(Ry); -CON(R,),; -OC(O)R,; -OCO,R,; -OCON(R,),;
-N(R,)»; S(O),R,; -NR,(CO)R,, wobei jedes Auftreten von R, unabhangig umfasst, ohne darauf beschréankt zu
sein, Aliphat, Heteroaliphat, Aryl, Heteroaryl, Arylalkyl, oder Heteroarylalkyl, wobei jeder der oben und hierin
beschriebenen Aliphat-, Heteroaliphat-,Arylalkyl-, oder Heteroarylalkyl-Substituenten substituiert oder unsub-
stituiert, verzweigt oder unverzweigt, cyclisch oder acyclisch sein kann, und wobei jeder der Aryl- oder Hete-
roaryl-Substituenten, die oben und hierein beschrieben sind, substituiert oder unsubstituiert sein kénnen. Zu-
satzliche Beispiele von allgemein anwendbaren Substitutenten sind durch die spezifischen Ausfiihrungsfor-
men, die in den hierin beschriebenen Beispielen gezeigt sind, illustriert.

[0097] Die Begriffe ,Halo" und ,Halogen" beziehen sich, so wie hierin verwendet, auf ein Atom, welches aus
Fluor, Chlor, Brom, und lod ausgewahlt ist.

[0098] Der Begriff ,Haloalkyl" bezeichnet eine Alkylgruppe, wie oben definiert, mit einem, zwei oder drei Ha-
logenatomen, die daran angeheftet sind, und wird durch solche Gruppen wie Chlormethyl, Bromethyl, Trifluor-
methyl und dergleichen beispielhaft erlautert.

[0099] Der Begriff ,Heterocycloalkyl" oder ,Heterocyclus", so wie hierin verwendet, betrifft ein nicht-aromati-
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scher 5-, 6-, oder 7-gliedriger Ring oder eine polycyclische Gruppe, einschliellich, ohne darauf beschrankt zu
sein, einer bi- oder tri-cyclischen Gruppe, die kondensierte sechs-gliedrige Ringe mit zwischen einem und drei
Heteroatomen aufweist, die unabhangig ausgewahlt sind aus Sauerstoff, Schwefel und Stickstoff, wobei (i) je-
der 5-gliedrige Ring 0 bis 1 Doppelbindung aufweist und jeder 6-gliedrige Ring 0 bis 2 Doppelbindungen auf-
weist, (ii) die Stickstoff- und Schwefel-Heteroatome kénnen gegebenenfalls oxidiert sein, (iii) das Stickstoff-He-
teroatom kann gegebenenfalls quarternisiert sein, und (iv) jeder der obigen heterocyclischen Ringe kann an
einen Benzenring kondensiert sein. Zu reprasentativen Heterocyclen zahlen, ohne darauf beschrankt zu sein,
Pyrrolidinyl, Pyrazolinyl, Pyrazolidinyl, Imidazolinyl, Imidazolidinyl, Piperidinyl, Piperazinyl, Oxazolidinyl, Isoxa-
zolidinyl, Morpholinyl, Thiazolidinyl, Isothiazolidinyl, und Tetrahydrofuryl. In bestimmten Ausfihrungsformen
wird eine ,substituierte Hetercycloalkyl- oder Heterocyclus" Gruppe verwendet und so wie hierin verwendet,
betrifft eine Heterocycloalkyl oder Heterocyclus-Gruppe, so wie oben definiert, die substituiert ist durch den un-
abhangigen Austausch von einem, zwei oder drei Wasserstoffatomen darauf mit, ohne darauf beschrankt zu
sein, Aliphat; Heteroaliphat; Aryl; Heteroaryl; Arylalkyl; Heteroarylalkyl; Alkoxy; Aryloxy; Heteroalkoxy; Hete-
roaryloxy; Alkylthio; Arylthio; Heteroalkylthio; Heteroarylthio; F; Cl; Br; I; -OH; -NO,; -CN; -CF;; -CH,CF;
-CHCl,; -CH,0OH; -CH,CH,OH; -CH,NH,; -CH,SO,CH,; -C(O)R,; -CO,(Ry); -CON(R,),; -OC(O)R,; -OCO,Ry;
-OCON(R,),; -N(R,),; S(O),R,; -NR (CO)R,, wobei jedes Auftreten von R, unabhangig umfasst, ohne darauf
beschrankt zu sein, Aliphat, Heteroaliphat, Aryl, Heteroaryl, Arylalkyl, oder Heteroarylalkyl, wobei jeder der
oben und hierin beschriebenen Aliphat-, Heteroaliphat-, Arylalkyl-, oder Heteroarylalkyl-Substituenten substi-
tuiert oder unsubstituiert, verzweigt oder unverzweigt, cyclisch oder acyclisch sein kann, und wobei jeder der
Aryl- oder Heteroaryl-Substituenten, die oben und hierein beschrieben sind, substituiert oder unsubstituiert
sein kdnnen. Zusatzliche Beispiele von allgemein anwendbaren Substituenten sind durch die spezifischen
Ausfuhrungsformen, die in den hierin beschriebenen Beispielen gezeigt sind, illustriert.

[0100] ,Markiert": so wie hierin verwendet, bedeutet der Begriff ,markiert", dass eine Verbindung zumindest
ein Element, Isotop oder chemische Verbindung aufweist, die daran angeheftet ist, um die Ermittlung der Ver-
bindung zu ermdglichen. Im Allgemeinen fallen Markierungen in drei Klassen: a) isotope Markierungen, die ra-
dioaktive oder schwere Isotope sein kdnnen, einschlieRlich, ohne darauf beschrankt zu sein, H, *H 3P, *°S,
7Ga, *"Tc (Tc-99m), ""In,"3, 123, 1%°Yb und ' Re; b) Immunmarkierungen, die Antikérper oder Antigene sein
kdnnen; und c) farbige oder fluoreszierende Farbstoffe. Es ist erkennbar, dass die Markierungen an jeder Po-
sition in die Verbindung eingebaut werden kdnnen, die mit der biologischen Aktivitat oder Eigenschaft der Ver-
bindung nicht interferiert, die detektiert wird. In bestimmten Ausfihrungsformen der Erfindung wir eine Photoaf-
finitdtsmarkierung benutzt fir die direkte Aufklarung von intermolekularen Interaktionen in biologischen Syste-
men (z.B. um die Epothilon-Bindungsstelle in einem Tubulin-Dimer zu sondieren). Eine Vielzahl von bekannten
Photophoren kann eingesetzt werden, wobei die meisten auf der Photokonversion von Diazo-Verbindungen,
Aziden, oder Diazirinen zu Nitrenen oder Carbenen beruhren (siehe Bayley, H., Photogenerated Reagents in
Biochemistry and Molecular Biology (1983), Elsevier, Amsterdam). In bestimmten Ausflihrungsformen der Er-
findung sind die eingesetzten Photoaffinitatsmarkierungen o-, m- und p-Azidobenzoyle, die mit einem oder
mehreren Halogen-Anteilen substituiert sind, einschlieRlich, ohne darauf beschrankt zu sein, 4-Azi-
do-2,3,5,6-Tetrafluorbenzoesaure.

[0101] ,Polymer": Der Begriff ,Polymer", so wie hierin verwendet, betrifft eine Zusammensetzung, die Ketten
aufweist, die offen, geschlossen, linear, verzweigt, oder vernetzt von sich wiederholenden Einheiten (Monome-
ren) sein kénnen, die die gleichen oder unterschiedlich sein kdnnen. Es ist erkennbar, dass in bestimmten Aus-
fuhrungsformen der Begriff Polymer Biopolymere betrifft, welche, wie hierin verwendet, polymeres Materialien
betreffen, die in der Natur gefunden werden, oder auf diesen, in der Natur gefundenen Materialien basieren,
einschlieBlich, ohne darauf beschrankt zu sein, Nukleinsauren, Peptide und Mimetika davon. In bestimmten
anderen Ausfihrungsformen betrifft der Begriff Polymer synthetische Polymere, wie biologisch-abbaubare Po-
lymere oder andere polymere Materialien. Es ist erkennbar, dass polymere Feststofftrager ebenfalls durch die
Polymere der vorliegenden Erfindung umfasst sind. Erfindungsgemafe Verbindungen kdnnen an polymere
Trager angeheftet werden und somit kdnnen bestimmte synthetische Modifikationen an der Festphase durch-
gefihrt werden. Wie hierin verwendet bedeutet der Begriff ,Feststofftrager" folgendes zu umfassen, ohne dar-
auf beschrankt zu sein, Pellets, Scheiben, Kapillaren, Hohlfasern, Nadeln, Stifte, feste Fasern, Zellulose-Ku-
gelchen, Porenglas-Kigelchen, Silicagele, Polystyrol-Kiigelchen, die gegebenenfalls mit Divinylbenzen ver-
netzt sind, aufgepfropfte co-Poly Kuigelchen, Polyacrylamid-Kigelchen, Latex-Klgelchen, Dimethylacryla-
mid-Kigelchen, die gegebenenfalls mit N-N'-bis-Acryloylethylendiamin vernetzt sind, und Glaspartikel, die mit
einem hydrophoben Polymer beschichtet sind. Der Fachmann wird erkennen, dass die Wahl des jeweiligen
Feststofftragers durch die Kompatibilitdt des Tragers mit der Reaktionschemie, die benutzt wird, beschrankt
ist. Ein beispielhafter Feststofftrager ist ein Tentagel-Aminoharz, ein Verbundwerkstoff aus 1) einem Polysty-
rol-Kuigelchen, das mit Divinylbenzen vernetzt ist, und 2) PEG (Polyethylenglycol). Tentagel ist ein besonders
nltzlicher Feststofftrager, da er einen vielseitigen Trager fir die Verwendung in on-bead und off-bead Unter-
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suchungen bietet, und er ebenfalls eine exzellente Quellung in Lésungsmittel von Toluen bis Wasser erfahrt.
Beschreibung von bestimmten Ausfihrungsformen der Erfindung

[0102] In Anerkennung des Bedarfs, neuartige und wirksame Krebstherapien zu entwickeln, bietet die derzei-
tige Erfindung neuartige Methodologien, die den Zugang zu Makrozyklen mit einem weiten Bereich von biolo-
gischer oder pharmakologischer Aktivitat zu ermdglichen, sowie neuartige Verbindungen mit solcher Aktivitat,
neuartige therapeutische Zusammensetzungen, und Verfahren zum Verwenden dieser Verbindungen und Zu-
sammensetzungen.

[0103] In bestimmten Ausfiihrungsformen sind die erfindungsgemafRen Verbindungen bei der Behandlung
von Krebs nitzlich. Bestimmte Verbindungen der Erfindung zeigen cytotoxische oder Wachstums-inhibierende
Wirkungen auf Krebs-Zelllinien, zeigen eine Fahigkeit, Tubulin zu polymerisieren und Mikrotubulus-Anordnun-
gen zu stabilisieren und/oder flihren zu der Schrumpfung oder dem Verschwinden von Tumoren in Krebs-
zell-Heterotransplantat-Modellen. In bestimmten Ausflihrungsformen kénnen die Verbindungen reduzierte
oder minimale Nebenwirkungen aufweisen, einschlieRlich der Toxizitat gegen vitale Organe, Ubelkeit, Erbre-
chen, Diarrhd, Allopecia, Gewichtsverlust, Gewichtszunahme, Lebertoxizitat, Hauterkrankungen, etc. Die Ver-
bindungen kdnnen ebenfalls leichter formuliert werden, aufgrund einer erhdhten Wasserldslichkeit, einer ver-
ringerten Toxizitat, eines erhdhten therapeutischen Bereichs, einer erhdhten Wirksamkeit, etc.

Allgemeine Beschreibung der Verbindungen der Erfindung

[0104] Die Verbindungen der Erfindung umfassen Verbindungen der allgemeinen Formel, wie spater weiters
definiert ist:

wobei R, Wasserstoff oder niederes Alkyl ist; in bestimmten Ausfiihrungsformen ist R, Methyl; in bestimmten
Ausfuhrungsformen ist R,-CF;, CF,H oder CH,F; in anderen Ausfihrungsformen ist R, eine perfluorierte oder
fluorierte Alkyl-Gruppe; in noch anderen Ausfiihrungsformen ist R, eine halogenierte oder perhalogenierte Al-
kyl-Gruppe.

R, ein substituierter oder unsubstituierter Aryl, Heteroaryl, Arylalkyl, oder Heteroarylalkyl-Anteil ist; in bestimm-
ten Ausflihrungsformen ist R, ein substituiertes oder unsubstituiertes Oxazol; in anderen Ausfiihrungsformen
ist R, ein substituiertes oder unsubstituiertes Thiazol;

R, und R jeweils unabhangig Wasserstoff oder eine Schutzgruppe sind; in bestimmten Ausfihrungsformen
sind R, und R, beide Wasserstoff.

X 0, S, C(R,),, oder NR; ist, wobei jedes Auftreten von R, unabhangig Wasserstoff oder niederes Alkyl ist; in
bestimmten Ausfiihrungsformen ist X O; in anderen Ausfihrungsformen ist X NH;

Rg unabhangig fir jedes Auftreten Wasserstoff; Halogen; -ORg; -SRg; -N(Ry),; -C(O)ORg; -C(O)Rg; -CON-
HR;-; -O(C=0)Rg; -O(C=0)R;; -NRz(C=0)Ry; Ns; N,Rg; zyklisches Acetal oder zyklisches oder azyklisches,
lineares oder verzweigtes Aliphat, Heteroaliphat, Aryl, oder Heteroaryl, gegebenenfalls substituiert mit einem
oder mehreren von Wasserstoff; Halogen; -ORg; -SRg; -N(Rg),; -C(O)ORg; -C(O)Rg; -CONHRg; -O(C=0)Rg;
-O(C=0)0ORg; -NR(C=0)Ry; N,; N,Rg; zyklisches Acetal; oder zyklisches oder azyklisches, lineares oder ver-
zweigtes, substituiertes oder unsubstituiertes Aliphat; Heteroaliphat, Aryl, oder Heteroaryl-Anteil ist; oder ein
Epothilon, Desoxyepothilon, oder Analoga davon ist; oder ein Polymer, Kohlenhydrat, Photoaffinitatsmarkie-
rung, oder Radiomarkierung ist; in bestimmten Ausfihrungsformen ist R; Wasserstoff,

~J

Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Pentyl, Hexyl, Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cyclopentyl, oder Cyclohexyl ist, jedes un-
substituiert oder gegebenenfalls substituiert mit einem oder mehreren Auftreten von Halogen, -OH, -OR;, NH,,
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oder N(Rg ), oderjeder Kombination davon, wobei jedes Auftreten von Ry unabhéangig Wasserstoff, Alkyl, Aryl
oder eine Schutzgruppe ist, in anderen Ausfiihrungsformen ist R; Wasserstoff, Methyl, oder Ethyl, in noch an-
deren Ausflihrungsformen ist Ry Methyl, in noch anderen Ausfiihrungsformen ist Ry -CF; -CH,F CHF,; und
pharmazeutisch akzeptable Derivative davon.

[0105] In bestimmten Ausfiuihrungsformen ist X O. In anderen Ausfuhrungsformen ist X NH. In anderen Aus-
fihrungsformen ist X CH,.

[0106] In einigen Ausfiihrungsformen ist R, ein substituiertes oder unsubstituiertes Thiazol. In bestimmten
Ausfiuhrungsformen ist R, 2-Methylthiazo-4-yl. In anderen Ausflihrungsformen ist R, 2-Hydroxylmethyl-thia-
zo-4-yl. In noch anderen Ausfiihrungsformen ist R, 2-Aminomethyl-thiazo-4-yl. In anderen Ausflihrungsformen
ist R, 2-Thiolmethyl-thiazo-4-yl.

[0107] In bestimmten Ausflhrungsformen ist R, ein substituiertes oder unsubstituiertes Oxazol. In bestimm-
ten Ausflihrungsformen ist R, 2-Methyl-oxazo-4-yl. In anderen Ausfiihrungsformen ist R, 2-Hydroxylme-
thyl-oxazo-4-yl. In noch anderen Ausflhrungsformen ist R, 2-Aminomethyl-oxazo-4-yl. In anderen Ausfiih-
rungsformen ist R, 2-Thiolmethyl-oxazo-4-yl.

[0108] In bestimmten Ausflihrungsformen ist Ry Wasserstoff, Methyl, Ethyl, -CF;, -CH,F, -CF,H. In bestimm-
ten Ausfiihrungsformen ist R; Methyl. In noch anderen Ausfiihrungsformen ist Ry -CF. In bestimmten Ausfiih-
rungsformen ist R; Wasserstoff.

[0109] In anderen Ausflihrungsformen ist Ry Ethyl.

[0110] Bestimmte bevorzugte Verbindungen umfassen, zum Beispiel
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[0111] Verbindungen dieser Erfindung umfassen jene, die oben spezifisch dargelegt und hierin beschrieben
sind, und die teilweise durch die verschiedenen Klassen, Untergattungen und Spezies, die an anderer Stelle
offenbart sind, illustriert werden.

[0112] Es ist fur einen Fachmann erkennbar, dass asymmetrische Zentren in den Verbindungen der vorlie-
genden Erfindung existieren kénnen. Somit kénnen die erfindungsgemaflen Verbindungen und pharmazeuti-
schen Zusammensetzungen davon in Form eines individuellen Enantiomers, Diastereomers oder geometri-
schen Isomers sein, oder kdnnen in Form einer Mischung von Stereoisomeren sein. In bestimmten Ausfiih-
rungsformen sind die Verbindungen der Erfindung enantioreine Verbindungen. In bestimmten anderen Ausflih-
rungsformen sind Mischungen von Stereoisomeren oder Diastereomeren bereitgestellt.

[0113] Es ist erkennbar, dass einige der vorangehenden Klassen und Unterklassen von Verbindungen in ver-
schiedenen isomeren Formen existieren kdnnen. Die Erfindung umfasst die Verbindungen als individuelle Iso-
mere, die im Wesentlichen frei von anderen Isomeren sind und alternativ als Mischungen von verschiedenen
Isomeren, z. B. als racemische Mischungen von Stereoisomeren. Zusatzlich umfasst die Erfindung sowohl (Z)
als auch (E) Doppelbindungsisomere, wenn nicht anders spezifisch angegeben ist.

[0114] In bestimmten bevorzugten Ausfiihrungsformen ist die Doppelbindung an der C12-C13 Position in der
cis oder Z-Konfiguration. Bei einigen Ausfihrungsformen ist die Doppelbindung an der C9-C10 Position in der
trans oder E Konfiguration. Bei noch anderen Ausfihrungsformen ist die Doppelbindung an der C12-C13 Po-
sition in der cis oder Z Konfiguration und die Doppelbindung an der C9-C10 Position in der trans oder E Kon-
figuration. Die Erfindung umfasst Tautomere von spezifischen Verbindungen, wie oben beschrieben.

[0115] Zusatzlich bietet die vorliegende Erfindung pharmazeutisch akzeptable Derivate der erfindungsgema-
Ren Verbindungen, und Verfahren zum Behandeln eines Lebewesens unter Verwendung dieser Verbindungen,
pharmazeutischen Zusammensetzungen davon, oder eine von beiden in Kombination mit einem oder mehre-
ren zusatzlichen therapeutischen Wirkstoffen. Die Phrase ,pharmazeutisch akzeptables Derivat", wie hierin
verwendet, bezeichnet ein beliebiges pharmazeutisch akzeptables Salz, Ester, oder Salz eines solchen Esters,
von solchen Verbindungen, oder jedes andere Addukt oder Derivat, das, nach der Verabreichung an einen Pa-
tienten, in der Lage ist, (direkt oder indirekt) eine Verbindung, wie andererseits hierin beschrieben ist, oder ein
Metabolit oder Rest davon bereitzustellen. Pharmazeutisch akzeptable Derivate umfassen somit unter ande-
rem Pro-Pharmaka. Ein Pro-Pharmakon ist ein Derivat einer Verbindung, Ublicherweise mit einer signifikant re-
duzierten pharmakologischen Aktivitat, welches einen zusatzlichen Anteil enthalt, der fir eine Entfernung in
vivo empfanglich ist, um das Stammmolekiil als die pharmakologisch aktive Spezies zu ergeben. Ein Beispiel
eines Pro-Pharmakons ist ein Ester, der in vivo gespalten wird, um eine Verbindung von Interesse zu ergeben.
Pro-Pharmaka von einer Vielzahl von Verbindungen, Materialien und Verfahren zum Derivatisieren der Stamm-
verbindungen, um die Pro-Pharmaka zu erzeugen, sind bekannt und kénnen auf die vorliegende Erfindung ad-
aptiert werden. Bestimmte beispielhafte pharmazeutische Zusammensetzungen und pharmazeutisch akzep-
table Derivate werden spater detaillierter diskutiert.
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[0116] Verbindungen dieser Erfindung, die von speziellem Interesse sind, umfassen jene, die:
+ eine cytotoxische oder Wachstum-inhibierende Wirkung auf Krebs-Zelllinien zeigen, die in vitro oder in
Tierstudien unter Verwendung eines wissenschaftlich-akzeptablen Krebszell-Heterotransplantat-Modells
gehalten werden;
« eine Fahigkeit zeigen, Tubulin zu polymerisieren und Mikrotubulus-Anordnungen zu stabilisieren;
» minimale Toxizitatsniveaus gegenuiber vitalen Organen zeigen;
» zu dem Verschwinden von Tumoren in wissenschaftlich-akzeptablen Krebszell-Heterotransplantat-Model-
len flhren;
» zu dem Schrumpfen von Tumoren in wissenschaftlich-akzeptablen Krebszell-Heterotransplantat-Modellen
fahren;
» zu dem Verschwinden von Tumoren in wissenschaftlich-akzeptablen Krebszell-Heterotransplantat-Model-
len fuhren und eine verzdgerte/ oder keine Wiederkehr des Tumors nach Beendigung der Behandlung zei-
gen;
« vorlibergehene und reversible Koérpergewichtsabnahmen zeigen und therapeutische Wirkungen in wis-
senschaftlich akzeptablen-Krebszell-Heterotransplantat-Modellen zeigen;
» erhdhte Wasserldslichkeit im Vergleich zu Epothilonen A, B, C oder D, oder Paclitaxel zeigen, oder zu-
satzlich oder alternativ eine ausreichende L&slichkeit zeigen, um in einem wassrigen Medium unter Verwen-
dung eines reduzierten Anteils an Chremophor formuliert zu werden; und/oder
» ein therapeutisches Profil (z.B. optimale Sicherheit und heilende Wirkung) zeigen, das jenem von Epothi-
lon B, Epothilon D, oder Paclitaxel Uberlegen ist.

[0117] Eine Vielzahl von Epothilon-Analoga, wie oben beschrieben, wurden hergestellt, charakterisiert, und
getestet, wie hierin beispielhaft erlautert ist. Es wurde gefunden, dass 9,10-Dehydro-Epothilon-Analoga bei der
Behandlung von Krebs nitzlich sind, und insbesondere Verbindungen wurden hergestellt und es wurde gefun-
den, dass diese eine oder mehrere der oben aufgelisteten gewlinschten Eigenschaften besitzen.

Synthetische Methodologie

[0118] Die Synthese von bestimmten Epothilonen, Desoxyepothilonen und Analoga davon wurde friher be-
schreiben (siehe U.S. Patente 6 242,469, 6,284,781, 6,300,355. 6,204,388, 6,316,630, und 6,369,234; U.S.
Patent Anmeldungen 09/797,027, 09/796,959, und 10/236,135; und PCT Publikation Nrn. WO 99/01124, WO
99/43653 und WO 01/64650).

[0119] In Anerkennung des Bedarf an verbesserten und zusatzlichen synthetischen Methodologien, um Epo-
thilone, Desoxyepothilone und Analoga davon in grof’ien Mengen wirksam zu erzeugen, bietet die vorliegende
Erfindung einen wirksamen und modularen Weg fir die Synthese von Epothilonen, Desoxyepothilonen und
Analoga davon. Obwohl die Synthese von bestimmten beispielhaften Verbindungen in der Erlduterung hierin
beschrieben ist, ist erkennbar, dass diese Methodologie im Allgemeinen auf die Erzeugung von Analoga und
Konjugaten, wie oben fir jede der hierin beschriebenen Klassen und Unterklassen niitzlich ist.

[0120] Insbesondere die 9,10-Dehydroepothilon-Verbindungen der vorliegenden Erfindung kénnen auf eine
Vielzahl von Wegen unter Verwendung der synthetischen Methodologien, die bei der Synthese von Epothilo-
nen nutzlich sind, hergestellt werden. In bestimmten Ausfliihrungsformen werden die Verbindungen unter Ver-
wendung eines konvergenten synthetischen Wegs hergestellt. Zum Beispiel kénnen die Epothilone durch Her-
stellen von zwei oder drei Zwischenprodukten, die zusammengebracht werden, um die gewlinschte Verbin-
dung zu ergeben, synthetisiert werden. Bei einer Ausfiihrungsform ist eines der Zwischenprodukte ein Acyl-An-
teil, der die Kohlenstoffe 1-9 enthalt, und ein anderes Zwischenprodukt enthalt die Kohlenstoffe 10-15 und kann
ebenfalls die Thiazol-Seitenkette enthalten. Diese zwei anndhernd gleichen Anteile des Epothilons kénnen zu-
erst unter Verwendung einer Veresterungsreaktion zwischen C-1 und einem Sauerstoff von C-15 zusammen-
gebracht werden. Der Makrozyklus kann dann unter Verwendung einer Kohlenstoff-Kohlenstoff-Kopplungsre-
aktion, wie einer Suzuki-Kopplung oder einer Ringschluss-Metathese-Reaktion geschlossen werden. Bei einer
Ausfuhrungsform wird der letzte Ringschluss-Schritt mittels einer Ringschluss-Metathese-Reaktion erreicht,
um die 9,10-Doppelbindung zu bilden und den Makrozyklus zu schlieRen. Die Ringschluss-Metathese-Reakti-
on wird unter Verwendung eines organometallischen Katalysators, wie dem Grubbs-Katalysator, wie spater in
Schema 8 gezeigt ist, erreicht. In bestimmten Ausfiihrungsformen ist die 9,10-Doppelbindung reduziert oder
oxidiert, oder die 9,10-Doppelbindung kann weiters funktionalisiert werden, um zusatzliche Epothilon-Derivate
herzustellen.

[0121] Bei anderen Ausfuhrungsformen wird der letzte Ringschluss-Schritt mittels einer Ringschluss-Meta-
these Reaktion erreicht, um die 12,13-Doppelbindung zu bilden und den Makrozyklus zu schlieRen. In be-
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stimmten Ausflihrungsformen ist die 12,13-Doppelbindung reduziert oder oxidiert. In anderen Ausfiihrungsfor-
men wird eine Makroaldolisierungs- oder eine Makrolactonisierungsreaktion verwendet, um den Makrozyklus
zu bilden.

[0122] Bestimmte beispielhafte Synthesen der Verbindungen der Erfindung sind in den Figuren und in den
Beispielen bereitgestellt. Wie durch einen Fachmann erkennbar ist, kann eine Vielzahl von Analoga und Deri-
vaten unter Verwendung der hierin beschriebenen synthetischen Verfahren hergestellt werden. Zum Beispiel
koénnten viele der synthetischen Schritte mit unterschiedlichen Schutzgruppen oder unterschiedlichen Substi-
tuenten auf dem 16-gliedrigen Ring erreicht werden.

Pharmazeutische Zusammensetzungen

[0123] Diese Erfindung bietet eine pharmazeutische Zusammensetzung, die zumindest eine der oben und
hierin beschriebenen Verbindungen aufweist, oder ein pharmazeutisch akzeptables Derivat davon, welche
Verbindungen in der Lage sind, das Wachstum von Krebszellen zu inhibieren oder diese abzutéten, und sind
in bestimmten Ausfihrungsformen von speziellem Interesse in der Lage, das Wachstum von mehrfach resis-
tenten Krebszellen zu inhibieren oder diese abzutéten. In bestimmten Ausflihrungsformen weist die pharma-
zeutische Zubereitung ein Lésungsvermittler oder Emulgator wie Cremophor (Polyoxyl 35 Rizinusél) oder So-
lutol (Polyethylenglycol 660 12-Hydroxystrearat) auf.

[0124] Wie oben diskutiert, bietet die vorliegende Erfindung neuartige Verbindungen mit Antitumor- und anti-
proliferativer Aktivitat, und somit sind die erfindungsgemafien Verbindungen fir die Behandlung von Krebs
nutzlich. Dementsprechend sind in einem anderen Aspekt der vorliegenden Erfindung pharmazeutische Zu-
sammensetzungen bereitgestellt, wobei diese Zusammensetzung eine beliebige der Verbindungen, wie hierin
beschrieben, aufweisen und gegebenenfalls einen pharmazeutisch akzeptablen Trager aufweisen. In be-
stimmten Ausflihrungsformen weisen diese Zusammensetzungen gegebenenfalls weiters einen oder mehrere
zusatzliche therapeutische Wirkstoffe auf. In bestimmten anderen Ausfiihrungsformen ist der zuséatzliche the-
rapeutische Wirkstoff ein Antikrebs-Wirkstoff, wie hierin detaillierter diskutiert ist.

[0125] Es ist ebenfalls erkennbar, dass Bestimmte der Verbindungen der vorliegenden Erfindung fir die Be-
handlung in freier Form existieren kbnnen, oder wo angemessen, als ein pharmazeutisch akzeptables Derivat
davon. Gemalf der vorliegenden Erfindung umfasst ein pharmazeutisch akzeptables Derivat, ohne darauf be-
schrankt zu sein, pharmazeutisch akzeptable Salze, Ester, Salze von solchen Estern, oder jedes andere Ak-
kukt oder Derivat, welches nach der Verabreichung an einen bedirftigen Patienten in der Lage ist, direkt oder
indirekt, eine Verbindung, wie anderswo hierin beschrieben, oder einen Metabolit oder Rest davon, z.B. ein
Pro-Pharmakon bereitzustellen.

[0126] So wie hierin verwendet, betrifft der Begriff ,pharmazeutisch akzeptables Salz" jene Salze, die, inner-
halb des Umfangs der fundierten medizinischen Beurteilung, fir die Verwendung in Kontakt mit den Geweben
von Menschen und niederen Tieren ohne unnétige Toxizitat, Irritation, allergische Reaktion geeignet sind und
einem angemessenen Nutzen/Risiko-Verhaltnis entsprechen. Pharmazeutisch akzeptable Salze sind im Stand
der Technik bekannt. Zum Beispiel beschreibt S.M. Berge, et al. pharmazeutisch akzeptable Salze im Detail in
J. Pharmaceutical Sciences, 66:1-19 (1977), hierin durch Bezugnahme aufgenommen. Die Salze kénnen in
situ wahrend der letzten Isolierung und Reinigung der Verbindungen der Erfindung oder getrennt durch Rea-
gieren der freien Basenfunktion mit einer geeigneten organischen Saure hergestellt werden. Beispiele von
pharmazeutisch akzeptablen, nicht toxischen Saureadditionssalzen sind Salze einer Aminogruppe, die mit an-
organischen Sauren, wie Salzsaure, Bromwasserstoffsaure, Phosphorsaure, Schwefelsaure und Perchlorsau-
re, oder mit organischen Sauren, wie Essigsaure, Oxalsaure, Maleinsaure, Weinsaure, Zitronensaure, Bern-
steinsaure oder Malonsaure, oder durch Verwenden anderer Verfahren, die im Stand der Technik benutzt wer-
den, wie lonenaustausch gebildet werden. Andere pharmazeutisch akzeptable Salze umfassen Adipat, Algi-
nat, Ascorbat, Aspartat, Benzensulfonat, Benzoat, Bisulfat, Borat, Butyrat, Camphorat, Camphorsulfonat, Cit-
rat, Cyclopentanproprionat, Digluconat, Dodecylsulfat, Ethansulfonat, Format, Fumarat, Glucoheptonat, Gly-
cerphosphat, Gluconat, Hemisulfat, Heptanoat, Hexanoat, Hydroiodid, 2-Hydroxy-Ethansulfonat, Lactobionat,
Lactat, Laurat, Laurylsulfat, Malat, Maleat, Malonat, Methansulfonat, 2-Naphthalensulfonat, Nicotinat, Nitrat,
Oleat, Oxalat, Palmitat, Pamoat, Pectinat, Persulfat, 3-Phenylpropionat, Phosphat, Picrat, Pivalat, Propionat,
Stearat, Succinat, Sulfat, Tartrat, Thiocyanat, p-Toluensulfonat, Undecanoat, Valerat-Salze und dergleichen,
Reprasentative Alkali und Erdalkali-Metallsalze umfassen Natrium, Lithium, Kalium, Kalzium, Magnesium, und
dergleichen. Weitere pharmazeutisch akzeptable Salze umfassen, wenn geeignet, nicht-toxisches Ammonium,
quaternares Ammonium, und Amin-Kationen, die unter Verwendung von Gegenionen, wie Halide, Hydroxide,
Carboxylate, Sulfate, Phosphate, Nitrate, Niederalkylsulfate und Arylsulfate, gebildet werden.
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[0127] Zuséatzlich betrifft der Begriff ,pharmazeutisch akzeptabler Ester", so wie hierin verwendet, Ester, die
in vivo hydrolysieren und umfassen jene, die leicht im menschlichen Kérper zerfallen, um die Stammverbin-
dung oder ein Salz davon zu hinterlassen. Geeignete Estergruppen umfassen, zum Beispiel jene, die von phar-
mazeutisch akzeptablen aliphatischen Carbonsaure, bestimmten Alkansauren, Alkensauren, Cycloalkansau-
ren und Alkandionsauren abgeleitet sind, in welcher jeder Alkyl- oder Alkenyl-Anteil vorteilhafterweise nicht
mehr als 6 Kohlenstoffatome aufweist. Beispiele von geeigneten Estern umfassen Formiate, Propionate, Bu-
tyrate, Acrylate und Ethylsuccinate.

[0128] Ferner betrifft der Begriff ,pharmazeutisch akzeptable Pro-Pharmaka", so wie hierin verwendet, jene
Pro-Pharmaka der Verbindungen der vorliegenden Erfindung, die, innerhalb des Umfangs der fundierten me-
dizinischen Beurteilung, fur die Verwendung in Kontakt mit den Geweben von Menschen und niederen Tieren
ohne unndtige Toxizitat, Irritation, allergische Reaktion und dergleichen geeignet sind, und einem angemesse-
nen Nutzen/Risiko-Verhaltnis entsprechen und fir ihre beabsichtigte Verwendung wirksam sind, sowie die
zwitterionischen Formen, wo mdglich, der Verbindungen der Erfindungen. Der Begriff ,Pro-Pharmakon" betrifft
Verbindungen, die leicht in vivo umgewandelt werden, um die Stammverbindung der obigen Formel zu erge-
ben, zum Beispiel durch Hydrolyse im Blut. Eine griindliche Diskussion wird in T. Higuchi und V. Stella,
Pro-drugs as Novel Delivery Systems, 14 Ausgabe der A.C.S. Symposium Series, und in Edward B. Roche,
Hrsg., Bioreversible Carriers in Drug Design, American Pharmaceutical Association and Pergamon Press,
1987, von denen beide durch Bezugnahme hierin aufgenommen sind, geboten.

[0129] Wie oben beschrieben, weisen die pharmazeutischen Zusammensetzungen der vorliegenden Erfin-
dung zusétzlich einen pharmazeutisch akzeptablen Trager auf, welcher, so wie hierin verwendet, ein beliebiges
und alle Lésungsmittel, Verdiinnungsmittel, oder anderes fllissiges Vehikel, Dispersions- und Suspensions-
hilfsstoffe, Oberflachen-aktive Stoffe, isotonische Mittel, Verdickungsmittel oder Emulgatoren, Konservierungs-
mittel, Bindemittelfestkdrper, Gleitmittel und dergleichen umfasst, wie flir eine gewtlinschte, bestimmte Dosie-
rungsform geeignet ist. Remington's Pharmaceutical Sciences, 15. Ausgabe, E.W. Martin (Mack Publishing
Co., Easton, Pa., 1975) offenbart verschiedene Trager, die beim Formulieren von pharmazeutischen Zusam-
mensetzungen verwendet werden und fiir die Zubereitung derselbigen bekannte Techniken. Aul3er insofern als
jedes herkdmmliche Tragermedium mit den Antikrebs-Verbindungen der Verbindungen inkompatibel ist, wie
durch das Erzeugen von einer beliebigen unerwiinschten biologischen Wirkung oder anderweitigem Interagie-
ren in einer schadlichen Art und Weise mit einer beliebigen anderen Komponente(n) der pharmazeutischen
Zusammensetzung, wird seine Verwendung als innerhalb des Umfangs dieser Erfindung erachtet. Einige Bei-
spiele von Materialien, die als pharmazeutisch akzeptable Trager dienen kdnnen, umfassen, ohne darauf be-
schrankt zu sein, Zucker, wie Laktose, Glucose und Saccharose; Starken, wie Maisstarke und Kartoffelstarke;
Cellulose und ihre Derivate, wie Natriumcarboxymethylcellulose, Ethylcellulose und Celluloseacetat; gepulver-
tes Tragant; Malz, Gelatine; Talkum; Cremophor; Solutol; Exzipienten; wie Kakoabuttter und Zapfchenwachse;
Ole wie Erdnussdl, Baumwollsamendl, Farberdistelol; Sesamél; Olivendl, Maisél und Sojabohnendl; Glykole;
wie ein Propylenglycol; Ester, wie Ethyloleat und Ethyllaurat; Agar; Puffersubstanzen, wie Magnesiumhydroxid
und Aluminiumhydroxid; Alginsaure, Pyrogen-freies Wasser; isotonische Salzlésung; Ringer's Lésung; Ethyl-
alkohol, und Phosphatpufferldsungen, sowie andere nichttoxische kompatible Gleitmittel, wie Natriumlaurylsul-
fat und Magnesiumsterat, sowie Farbstoffe; Freisetzungsmittel; Uberzugsmittel; SiiBstoffe; Geschmacksstoffe
und parfimierende Mittel, Konservierungsmittel und Antioxidantien kénnen ebenfalls in der Zusammensetzung
gemal der Beurteilung des Formulierers vorhanden sein.

Verwendungen von Verbindungen und pharmazeutischen Zusammensetzungen

[0130] Die Erfindung bietet weiters ein Verfahren zum Inhibieren des Tumorwachstums und/oder Tumorme-
tastasen. In bestimmten Ausfiihrungsformen von speziellem Interesse bietet die Erfindung eine Verbindung der
Erfindung fur das Behandeln von Krebs durch Inhibieren des Tumorwachstums und/oder Tumormetastasen fur
Tumor mehrfach-resistente Krebszellen. Die Verbindung oder ein pharmazeutisch akzeptables Derivat davon
wird einem Lebewesen in einer therapeutisch wirksamen Menge (einschliellich, ohne darauf beschrankt zu
sein, einem Mensch oder einem Tier), das es bendtigt, verabreicht. In bestimmten Ausfiihrungsformen, insbe-
sondere fir das Behandeln von Krebs, die Mehrfacharzneimittel-resistente Krebszellen aufweisen, ist die the-
rapeutisch wirksame Menge eine Menge, die ausreicht, das Wachstum von Mehrfacharzneimittel-resistenten
Krebszelllinien zu inhibieren oder diese zu téten. In bestimmten Ausfiihrungsformen sind die erfindungsgema-
Ren Verbindungen fiir das Behandeln von soliden Tumoren nitzlich.

[0131] Die Verbindungen und pharmazeutischen Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung kénnen

beim Behandeln oder Verhindern von jeglicher Krankheit oder jeglichem Zustand, einschlielich proliferativen
Krankheiten (z.B. Krebs), Autoimmunerkrankungen (z.B., rheumatoide Arthritis) und Infektionen (z.B. bakteri-
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elle, Pilz, etc.) verwendet werden. Die Verbindungen und pharmazeutischen Zusammensetzungen kénnen
Tieren, vorzugsweise Saugetieren (z.B., Haustiere, Katzen, Hunde, Mause, Raten), und mehr bevorzugt Men-
schen, verabreicht werden. Jedes beliebige Verfahren zum Verabreichen kann verwendet werden, um die Ver-
bindung von pharmazeutischen Zusammensetzungen an das Tier abzugeben. In bestimmten Ausflihrungsfor-
men wird die Verbindung oder pharmazeutische Zusammensetzung parenteral verabreicht.

[0132] In einem noch anderen Aspekt gemal der vorliegenden Erfindung werden Tumorzellen getotet, oder
ihr Wachstum inhibiert, indem die Tumorzellen mit einer erfindungsgemafen Verbindungen oder Zusammen-
setzung, wie hierin beschrieben, kontaktiert wird. In noch einem anderen Aspekt der Erfindung kann somit eine
therapeutisch wirksame Menge einer erfindungsgemafen Verbindung oder einer pharmazeutischen Zusam-
mensetzung, die eine erfindungsgemale Verbindung enthalt, einem Lebewesen, das Bedarf daran hat, verab-
reicht werden, und zwar in solchen Mengen und fiir eine solche Zeitdauer, die notwendig ist, um das ge-
wiinschte Ergebnis zu erreichen. In bestimmten Ausflihrungsformen der vorliegenden Erfindung ist eine ,the-
rapeutisch wirksame Menge" der erfindungsgemalfen Verbindung oder pharmazeutischen Zusammensetzung
die Menge, die fir das Abtdten der Tumorzellen oder Inhibieren des Wachstums dieser wirksam ist. Die Ver-
bindungen und Zusammensetzungen gemal dem Verfahren der vorliegenden Erfindung kénnen unter Ver-
wendung einer beliebigen Menge und jedem Verabreichungsweg verabreicht werden, die wirksam sind, Tu-
morzellen abzutdten oder deren Wachstum zu inhibieren. Somit betrifft der Ausdruck ,wirksame Menge, um
die Tumorzellen abzutéten oder deren Wachstum zu inhibieren”, wie hierin verwendet, eine ausreichende Men-
ge an Wirkstoff, um die Tumorzellen abzutéten oder deren Wachstum zu inhibieren. Die notwendige genaue
Menge wird von Lebewesen zu Lebewesen in Abhangigkeit der Spezies, dem Alter, und dem allgemeinen Zu-
stand des Lebewesens, der Schwere der Infektion, dem jeweiligen Antikrebs-Mittel, dem Verabreichungsmo-
dus, und dergleichen variieren. Die Antikrebs-Verbindungen der Erfindung sind vorzugsweise in Einheitsdosie-
rungsform fir eine einfache Verabreichung und Einheitlichkeit der Dosierung formuliert. Der Ausdruck ,Ein-
heitsdosierungsform"”, wie hierin verwendet, betrifft eine physikalisch-diskrete Einheit von Antikrebs-Wirkstoff,
die fur den zu behandelnden Patienten geeignet ist. Es ist jedoch erkennbar, dass der gesamte Tagesver-
brauch der Verbindungen und Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung durch den behandelnden Arzt
innerhalb des Umfangs der fundierten medizinischen Beurteilung entschieden wird. Das spezifische therapeu-
tisch wirksame Dosisniveau fur einen bestimmten Patienten oder Organismus wird von einer Reihe von Fak-
toren abhangen, einschliellich der zu behandelnden Krankheit und der Schwere der Krankheit; der Aktivitat
der spezifischen, eingesetzten Verbindung; der spezifischen eingesetzten Zusammensetzung; dem Alter, Kor-
pergeweicht, der allgemeinen Gesundheit, dem Geschlecht und der Kost des Patienten; der Verabreichungs-
zeit, dem Verabreichungsweg, und der Exkretionsrate der spezifischen, eingesetzten Verbindung, der Behand-
lungsdauer; den Arzneimitteln, die in Kombination oder zuféllig mit der spezifischen eingesetzten Verbindung
verwendet werden; und &hnlichen Faktoren, die in der Medizin bekannt sind.

[0133] Nach der Formulierung mit einem geeignenten pharmazeutisch akzeptablen Trager in einer ge-
winschten Dosierung kénnen die pharmazeutischen Zusammensetzungen dieser Erfindung an Menschen
und anderen Tieren oral, rektal, parenteral, intracisternal, intravaginal, intraperitoneal, topisch (wie durch Pul-
ver, Salben oder Tropfen), bukkal, als ein oraler oder nasaler Spray oder dergleichen verabreicht werden, in
Abhangigkeit der Schwere der zu behandelnden Infektion. In bestimmten Ausfihrungsformen der Erfindung
werden die erfindungsgemafien Verbindungen, wie hierin beschrieben, durch Konjugation mit wasserldslichen
Chelatoren, oder wasserléslichen Polymeren, wie Polyethylenglykol als poly(1-Glutaminsaure) oder poly(1-As-
paraginsaure) formuliert, wie im U.S. Patent 5,977,163 beschrieben.

[0134] In bestimmten Ausflihrungsformen kdnnen die Verbindungen der Erfindung oral oder parenteral ver-
abreicht warden, und zwar bei Dosierungsniveaus, die ausreichen, um etwa 0.001 mg/kg bis etwa 100 mg/kg,
von etwa 0.01 mg/kg bis etwa 50 mg/kg, vorzugsweise von etwa 0.1 mg/kg bis etwa 40 mg/kg, vorzugsweise
von etwa 0.5 mg/kg bis etwa 30 mg/kg, von etwa 0.01 mg/kg bis etwa 10 mg/kg, von etwa 0.1 mg/kg bis etwa
10 mg/kg, und mehr bevorzugt von etwa 1 mg/kg bis etwa 25 mg/kg des Kérpergewichts des Lebewesens pro
Tag, ein oder mehrere Male pro Tag abzugeben, um die gewiinschte therapeutische Wirkung zu erhalten. Die
gewinschte Dosierung kann abgegeben werden, als jeden zweiten Tag, jeden dritten Tag, jede Woche, jede
zweite Woche, jede dritte Woche, oder jede vierte Woche abgegeben. In bestimmten Ausflihrungsformen kann
die gewunschte Dosierung mittels mehrfachen Verabreichungen (z.B. zwei, drei, vier, funf, sechs, sieben, acht,
neun, oder zehn Verabreichungen) abgegeben werden.

[0135] Flussige Dosierungsformen fir die orale Verabreichung umfassen, ohne darauf beschrankt zu sein,
pharmazeutisch akzeptable Emulsionen, Mikroemulsionen, Lésungen, Suspensionen, Sirupe, und Elixiere.
Zusatzlich zu den aktiven Verbindungen kénnen die flissigen Dosierungsformen inerte Verdiinnungsmittel ent-
halten, die haufig im Stand der Technik verwendet werden, wie zum Beispiel Wasser oder andere Lésungsmit-
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tel, Lé6sungsvermittler und Emulgatoren, wie Ethylalkohol, Isopropylalkohol, Ethylcarbonat, Ethylacetat, Ben-
zylalkohol, Benzylbenzoat, Propylenglycol, 1,3-Butylenglycol, Diemethylformamid, Ole (insbesondere Baum-
wollsamen-, Erdnuss-, Mais-, Keim-, Oliven-, Rizinus-, und Sesamdl), Glycerol, Tetrahydrofurfurylalkohol, Po-
lyethylenglycole und Fettsdureester von Sorbitan, und Mischungen davon. Abgesehen von inerten Verdin-
nungsmitteln kdnnen die oralen Zusammensetzungen ebenfalls Adjuvanzien wie Benetzungsmittel, Emulga-
toren und Suspendiermittel, StRstoffe, Geschmacksstoffe und perfimierende Mittel enthalten.

[0136] Injizierbare Zubereitungen, zum Beispiel sterile injizierbare wassrige und 6lige Suspensionen, kdnnen
gemal dem bekannten Stand der Technik mittels geeigneten Dispergier- und Benetzungsmitteln und Suspen-
diermitteln formuliert werden. Die sterile injizierbare Zubereitung kann ebenfalls eine sterile injizierbare Lo6-
sung, Suspension, oder Emulsion in einem nicht-toxischen parenteral akzeptablen Verdinnungsmittel oder L6-
sungsmittel, zum Beispiel, als eine Ldsung in 1,3-Butandiol sein. Unter den akzeptablen Vehikeln und L6-
sungsmitteln, die verwendet werden koénnen, sind Wasser, Ringer's Losung, U.S.P. und isotonische Natrium-
chloridlésung. Zusatzlich werden sterile Fettdle herkdmmlicherweise als ein LOsungsmittel oder Supendierme-
dium verwendet. Fur diesen Zweck kann jedes milde Fettdl eingesetzt werden, einschliel3lich synthetische Mo-
no- oder Diglyceride. Zusétzlich werden Fettséuren, wie Olsaure, bei der Herstellung von Injizierbaren verwen-
det.

[0137] Die injizierbaren Formulierungen kdénnen sterilisiert werden, zum Beispiel, durch Filtration durch einen
Bakterien-zurlickhaltenden Filter, oder durch Einbauen von Sterilisierungsmitteln in Form von sterilen festen
Zusammensetzungen die in sterilem Wasser oder anderen sterilen injizierbaren Medien vor der Verwendung
aufgelOst oder dispergiert werden.

[0138] Um die Wirkung eines Arzneimittels zu verlangern, ist es haufig winschenswert, die Absorption des
Arzneimittels von subkutanen oder intramuskularen Injektionen zu verlangsamen. Dies kann durch die Ver-
wendung einer flissigen Suspension von kristallinem oder amorphem Material mit schlechter Wasserl6slich-
keit erreicht werden. Die Absorptionsrate des Arzneimittels hangt dann von seiner Auflésungsrate ab, die wie-
derum von seiner KristallgréRe und Kristallform abhangt. Alternativ wird eine verzégerte Absorption einer par-
enteral verabreichten Arzneimittelform durch Auflésen oder Suspendieren des Arzneimittels in einem Olvehikel
erreicht. Injizierbare Depotformen werden durch Bilden von mikroeingekapselten Matrizen des Arzneimittels in
biologischabbaubaren Polymeren, wie Polylactid-Polyglycolid hergestellt. In Abhangigkeit des Verhaltnisses
von Arzneimittel zu Polymer und der Natur des jeweiligen eingesetzten Polymers kann die Arzneimittelfreiset-
zungsrate gesteuert werden. Zu Beispielen von anderen biologisch abbaubaren Polymeren zahlen Poly(Or-
thoester) und Poly(anhydride). Injizierbare Depotformulierungen werden ebenfalls durch Einschliel3en des Arz-
neimittels in Liposomen oder Mikroemulsionen, die mit Kérpergeweben kompatibel sind, hergestellt.

[0139] Zusammensetzungen fiir rektale oder vaginale Verabreichungen sind vorzugsweise Suppositorien, die
durch Mischen der Verbindungen dieser Erfindung mit geeigneten nicht-irritierenden Exzipienten oder Tragern,
wie Kakaobutter, Polyethylenglykol, oder einem Zapfchenwachs hergestellt werden, die bei Umgebungstem-
peratur fest sind, bei Kérpertemperatur jedoch flissig sind, und deshalb in der Rektum- oder Vaginalhéhle
schmelzen und den Wirkstoff freisetzen.

[0140] Feste Dosierungsformen fir die orale Verabreichung umfassen Kapseln, Tabletten, Pillen, Pulver und
Granulate. Bei solchen festen Dosierungsformen wird der Wirkstoff mit zumindest einem inerten, pharmazeu-
tisch akzeptablen Exzipienten oder Trager, wie Natriumcitrat oder Dikalziumphosphat und/oder a) Fillstoffen
oder Streckmitteln, wie Starken, Lactose, Saccharose, Glucose, Mannitol, und Kieselsaure, b) Bindemitteln,
wie zum Beispiel Carboxymethylcellulose, Alginate, Gelatine, Polyvinylpyrrolidinon, Saccharose, und Akazie,
c) Befeuchtungsmitteln, wie Glycerol, d) Sprengmitteln, wie Agar-Agar, Kalziumcarbonat, Kartoffel oder Tapio-
kastarke, Alginsaure, bestimmte Silikate, und Natriumcarbonat, e) Lésungsabbindeverzdgerern, wie Paraffin,
f) Absorptionsbeschleunigern, wie quaternare Ammoniumverbindungen, g) Feuchthaltemitteln, wie zum Bei-
spiel, Cetylalkohol und Glycerolmonostearat, h) Absorptionsmitteln, wie Kaolin und Bentonit-Clay, und i) Gleit-
mitteln, wie Talkum, Kalziumstearat, Magnesiumstearat, feste Polyethylenglycole, Natriumlaurylsulfat, und Mi-
schungen davon. Im Fall von Kapseln, Tabletten und Pillen kann die Dosierungsform auch Puffersubstanzen
aufweisen.

[0141] Feste Zusammensetzungen einer ahnlichen Art kdnnen auch als Flillstoffe in geflllten Weich- und
Hartgelatine Kapseln mittels solchen Exzipienten wie Lactose oder Milchzucker sowie Polyethylenglycole mit
hohem Molekulargewicht und dergleichen eingesetzt werden. Die festen Dosierungsformen von Tabletten,
Dragees, Kapseln, Pillen und Granulate kénnen mit Uberziigen oder Hiillen, wie enterische Uberziige und an-
deren Uberziigen, die im Stand der Technik der pharmazeutischen Formulierung bekannt sind, hergestellt wer-
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den. Sie kénnen wahlweise Tribungsmittel enthalten und kénnen auch von einer Formulierung sein, die
den/die Wirkstoff(e) nur, oder vorzugsweise, in einem bestimmten Teil des Verdauungstraktes, gegebenenfalls,
auf eine verzogerte Art und Weise freisetzen. Beispiele von Einschlusszusammensetzungen, die verwendet
werden konnen, umfassen polymere Substanzen und Wachse. Feste Zusammensetzungen einer ahnlichen
Art kdnnen auch als Flllstoffe in gefllliten Weich- und Hartgelatine Kapseln mittels solchen Exzipienten wie
Lactose oder Milchzucker sowie Polyethylenglycole mit hohem Molekulargewicht und dergleichen eingesetzt
werden.

[0142] Die aktiven Verbindungen kdnnen ebenfalls in mikro-eingekapselter Form mit einem oder mehreren
Exzipienten, wie oben erwahnt, sein. Die festen Dosierungsformen von Tabletten, Dragees, Kapseln, Pillen
und Granulate kénnen mit Uberziigen oder Hiillen, wie enterischen Uberziigen, die Freisetzung steuerbare
Uberziige und anderen Uberziigen, die im Stand der Technik der pharmazeutischen Formulierung bekannt
sind, hergestellt werden. In solchen festen Dosierungsformen kann die aktive Verbindung mit zumindest einem
inerten Verdinnungsmittel, wie Saccharose, Lactose oder Starke vermischt werden. Solche Dosierungsformen
kénnen ebenfalls, wie normalerweise Ublich ist, zusatzliche Substanzen auller inerten Verdiinnungsmitteln,
z.B., Tablettengleitmittel und andere Tablettenhilfsstoffe, wie Magnesiumstearat und mikrokristalline Zellulose
aufweisen. In dem Fall von Kapseln, Tabletten und Pillen kénnen die Dosierungsformen Puffersubstanzen auf-
weisen. Sie kbénnen wahlweise Tribungsmittel enthalten und kénnen auch von einer Formulierung sein, die
den/die Wirkstoff(e) nur, oder vorzugsweise, in einem bestimmten Teil des Verdauungstraktes, gegebenenfalls,
auf eine verzogerte Art und Weise freisetzen. Beispiele von Einschlusszusammensetzungen, die verwendet
werden kénnen, umfassen polymere Substanzen und Wachse.

[0143] Dosierungsformen fiir die topische oder transdermale Verabreichung einer Verbindung dieser Erfin-
dung umfassen Salben, Pasten, Cremen, Lotionen, Gele, Pulver, Losungen, Sprays, Inhalationsmittel oder
Pflaster. Die aktive Verbindung wird unter sterilen Bedingungen mit einem pharmazeutisch akzeptablen Trager
und jedem bendtigten Konservierungsmittel oder jeder bendétigten Puffersubstanz, wie erforderlich sein kann,
vermischt. Ophthalmische Formulierung, Ohrentropfen, und Augentropfen werden ebenfalls als innerhalb des
Umfanges dieser Erfindung erachtet. Zusatzlich umfasst die vorliegende Erfindung die Verwendung von trans-
dermalen Pflastern, die den zusatzlichen Vorteil der kontrollierbaren Abgabe einer Verbindung an den Kérper
bieten. Solche Dosierungsformen kdnnen durch Auflésen oder Dispergieren der Verbindung in dem richtigen
Medium hergestellt werden. Absorptionsverstarker kdnnen auch verwendet werden, um den Fluss der Verbin-
dung Uber die Haut zu erhéhen. Die Rate kann entweder durch Bereitstellen einer Raten-steuernden Membran
oder durch Dispergieren der Verbindung in einer Polymermatrix oder Gel gesteuert werden.

[0144] Wie oben diskutiert, sind die Verbindungen der vorliegenden Erfindung als Antikrebs-Mittel nitzlich,
und kénnen somit bei der Behandlung von Krebs nitzlich sein, indem sie den Tumorzelltod bewirken oder das
Wachstum von Tumorzellen inhibieren. Im Allgemeinen sind die erfindungsgemalfen Antikrebs-Mittel bei der
Behandlung von Krebsen und anderen proliferativen Erkrankungen nitzlich, einschlie8lich, ohne darauf be-
schrankt zu sein, Brustkrebs, Hirnkrebs, Hautkrebs, Gebarmutterhalskrebs, Kolon- und Rektumskrebs, Leuk-
amie, Lungenkrebs, Melanom, multiples Myelom, nicht-Hodgkin Lymphom, Eierstockkrebs, Bauchspeicheldri-
senkrebs, Prostatakrebs, und Magenkrebs, um einige zu nennen. In bestimmten Ausfiihrungsformen sind die
erfindungsgemafien Antikrebs-Mittel gegen Leukadmiezellen und Melanomzellen wirksam, und somit fur die
Behandlung von Leukamien (z.B., myeloide, lymphozytische, promyelozytische, myelozytische und lympho-
blastische Leukéamie, ob akute oder chronische Form) und malignen Melanomen nutzlich. In noch weiteren
Ausfuhrungsformen sind die erfindungsgemafen Antikrebs-Wirkstoffe gegen solide Tumore wirksam und téten
auch Mehrfacharzneimittel-resistene Zellen (MDR Zellen) und/oder inhibieren deren Wachstum. In bestimmten
Ausfuhrungsformen sind die erfindungsgemafen Antikrebs-Mittel gegen Krebs wirksam, die gegeniiber ande-
ren bekannten antineoplastischen Mitteln resistent sind oder von denen bekannt ist, dass sie nicht auf andere
antineoplastische Mittel klinisch reagieren. In anderen Ausfihrungsformen sind die erfindungsgeméafen Anti-
krebs-Mittel gegen Krebs aktiv, die zu anderen antineoplastischen Mikrotubulus-stabilisierenden Mittel (z.B.
Paclitaxel) resistent sind.

[0145] Es ist ebenfalls erkennbar, dass die Verbindungen und pharmazeutischen Zusammensetzungen der
vorliegenden Erfindung in Kombinationstherapien eingesetzt werden kénnen, d. h. die Verbindungen und phar-
mazeutischen Zusammensetzungen kdnnen gleichzeitig mit, vor, oder nachfolgend an ein oder mehrere ge-
wulnschte Therapeutika oder medizinische Prozeduren verabreicht werden. Die jeweilige Kombination von
Therapien (Therapeutika oder Prozeduren), die in einem Kombinationsbehandlungsplan eingesetzt wird, wird
die Kompatibilitat der gewlinschten Therapeutika und/oder Prozeduren und die gewilinschte therapeutische
Wirkung, die zu erreichen ist, berticksichtigen. Es ist ebenfalls verstandlich, dass die eingesetzten Therapien
eine gewinschte Wirkung fir dieselbe Krankheit (zum Beispiel kann eine erfindungsgemalfe Verbindung
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gleichzeitig mit anderen Antikrebs-Mitteln verabreicht werden) erreichen kénnen oder sie kénnen unterschied-
liche Wirkungen (z.B. Kontrolle von jeglichen nachteiligen Wirkungen) erzielen.

[0146] Zum Beispiel umfassen andere Therapien oder Antikrebs-Mittel, die in Kombination mit den erfin-
dungsgemalien Antikrebsmitteln der vorliegenden Erfindung verwendet werden kénnen, Operation, Radiothe-
rapie (in nur einigen Beispielen y-Strahlung, Neutronstrahl-Radiotherapie, Elektronenstrahl-Radiotherapie,
Protontherapie, Brachytherapie, und systemische radioaktive Isotope, um einige zu nennen), endokrine The-
rapie, biologische Reaktionsmodifikatoren (Interferone, Interleukine, und Tumornekrosefaktor (TNF), um eini-
ge zu nennen), Hyperthermie und Kyrotherapie, Mittel um die nachteiligen Wirkungen zu schwachen (z.B. An-
tiemetika), und andere zugelassene chemotherapeutische Arzneimittel, einschlief3lich, ohne darauf beschrankt
zu sein, Alkylanzien (Mechlorethamin, Chlorambucil, Cyclophosphamid, Melphalan, Ifosfamid), Antimetabolite
(Methotrexat), Purin-Antagonisten und Pyrimidin-Antagonisten (6-Mercaptopurin, 5-Fluoruracil, Cytarabil,
Gemcitabin), Spindel-Gifte (Vinblastin, Vincristin, Vinorelbin, Paclitaxel, Docetaxel), Podophyllotoxine (Etopo-
sid, Irinotecan, Topotecan), Antibiotika (Doxorubicin, Bleomycin, Mitomycin), Nitrosoharnstoffe (Carmustin, Lo-
mustin), anorganische lonen (Cisplatin, Carboplatin), Enzyme (Asparaginase), und Hormone (Tamoxifen, Leu-
prolid, Flutamid, und Megestrol); um einige zu nennen. Fir eine umfasserende Diskussion von aktuellen
Krebstherapien siehe http://www.nci.nih.gov/, eine Liste von FDA zugelassenen Onkologie-Arzneimittel siehe
http://www.fda.gov/cder/cancer/druglistframe.htm, und The Merck Manual, 17. Ausgabe 1999.

[0147] Es ist ebenfalls eine pharmazeutische Packung oder Ausrustungssatz vorgesehen, der einen oder
mehrere Container aufweist, die mit einem oder mehreren der Bestandteile der pharmazeutischen Zusammen-
setzungen der Erfindung geflllt sind, vorgesehen, kann einen zusatzlichen zugelassenen therapeutischen
Wirkstoff fir die Verwendung als eine Kombinationstherapie enthalten. Wahlweise kann mit solchen Contai-
nern ein Hinweis assoziiert sein, und zwar in der Form, die durch die Regierungsbehdrde vorgeschrieben ist,
die die Herstellung, Verwendung und Verkauf von pharmazeutischen Produkten reguliert, welcher Hinweis die
Zulassung durch die Behérde fiir Herstellung, Verwendung und Verkauf fir die menschliche Verabreichung wi-
derspiegelt.

Aquivalente

[0148] Die folgenden reprasentativen Beispiele sind beabsichtigt, um beim besseren Verstandnis der Erfin-
dung zu helfen, und sind nicht beabsichtigt, und sollten auch nicht so ausgelegt werden, den Umfang der Er-
findung einzuschranken. Verschiedene Modifikationen der Erfindung und viele weitere Ausfihrungsformen da-
von, zusatzlich zu jenen, die hierin gezeigt und beschrieben sind, sind in der Tat fur einen Fachmann aus dem
gesamten Inhalt dieses Dokuments, einschlieBlich der folgenden Beispiel und der Hinweise auf die wissen-
schaftliche und Patentliteratur, die hierin zitiert sind, offensichtlich.

[0149] Die folgenden Beispiele enthalten wichtige zusatzliche Informationen, Erlauterungen und Ar]_leitungen,
die adaptiert werden kdnnen, um diese Erfindung in seinen verschiedenen Ausfihrungsformen und Aquivalen-
ten davon auszufihren.

Erlauterungen
Beispiel 1: Synthese von 9,10-Dehydro-12,13-desoxyepothilone

[0150] Dieses Beispiel beschreibt die Synthese von trans-9,10-Dehydro-12,13-desoxyepothilon B, 26-Triflu-
or-trans-9,10-dehydro-12,13-desoxyepothilon B, 26-Trifluor-12,13-desoxyepothilon B, und 12,13-Desoxyepo-
thilon B und das biologische Testen dieser Verbindungen

[0151] Fluorierte Derivate von Epothilonen wurden hergestellt und getestet, angesichts der erhéhten Pharma-
kokinetik und chemotherapeutischen Indices von anderen medizinischen Mitteln mit Fluor-Substitutionen (Oji-
ma, |.; Inoue, T.; Chakravarty, S.; J. Fluorine Chem. 1999, 97; Newman, R. A.; Yang, J.; Finlay, M. R. V.; Cabral,
F., Vourloumis, D.; Stephens, L. C; Troncoso, P.; Wu, X.; Logothetis, C. J.; Nicolaou, K. C; Navone, N. M. Can-
cer Chemother. Pharmacol. 2001, 48, 319-326).
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1 [16]dEpoB 2 26-F3{16]dEpoB

[0152] Um Verbindung 2 zu erhalten, haben wird einen duf3erst konvergenten Weg, der kirzlich von unserem
Laboratorium fiir die Synthese von Epothilon 490 (6, Dehydrodeoxy Epo B) auf dem Weg zu dEpoB (1, Schema
3) berichtet wurde, ausgenutzt (Biswas, K.; Lin, H.; Njardarson, J. T.; Chappell, M.D., Chou, T.C., Guan, Y,;
Tong, W. P, He, L; Horwitz, S.B., Danishefsky, S.J. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124 (33); 9825-9832; Rivkin, A.;
Njardarson, J. T.; Biswas, K; Chou, T.C.; Danishefsky, S. J. J. Org. Chem. 2002, 67, 7737-7740). Bei dieser
Synthese haben wir eine flankierende Vinyl-Gruppe bei Verbindung 4 Uber eine stereospezifische Stille-kopp-
lung eines Vinyliodid-Vorlaufers 3 mit Tri-n-butylvinylstannan eingefiihrt. Die Ringschluss-Metathese, gefolgt
von der Schutzeliminierung fiihrte zu 6, welches dann in dEpoB (1) iber eine regioselektive Diimid-Reduktion
umgewandelt wurde.

Schema 3. Synthese von Epothilon 490

e . AEPOB (1)

[0153] Augenmerk wurde zuerst auf die Synthese von 15 (Schema 4) gerichtet. Alkylierung des firher berich-
teten Lithiumenolates von 7 (Chappell, M. D.; Stachel, S. J.; Lee, C. B.; Danishefsky, S. J. Org. Lett. 2000,
2(11), 1633-1636) mit lodid 8 (synthetisiert von dem bekannten Alkohol 16 mittels TMSI in Methylenchlorid)
ergab 9 mit einer Ausbeute von 78% und hoher Diastereoselektivitat (>25:1 de). Verbindung 9 wurde in drei
Schritten zu 10 wie gezeigt weiterentwickelt. Versuche, die Addition von Methylmagnesiumbromid an die Wein-
reb-Amidbindung von 10 zu erreichen, gingen schief. Das Versagen dieser Reaktion wurde der Gegenwart der
lodalken-Bindung zugeschrieben. Wir konnten jedoch unser Ziel erreichen, indem die Reihenfolge dieser zwei
C-C-Bindungsbildungsschritte gedndert wurde. Somit konnte die Reaktion von 10 mit Vinyltributylzinn unter
Stille-Bedingungen durch die Addition von Methyl- Grignard-Reagenz gefolgt werden, um das gewtlinschte Ke-
ton 11 zu ergeben. Die Kondensation von Keton 11 mit Phosphinoxid 12, gefolgt durch Schutzeliminierung von
Triethylsilylether, ergab Fragment 13 mit einer guten Ausbeute. Veresterung des resultierenden 13 mit C1-C10
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Saurefragment 14 (Biswas, K.; Lin, N.; Njardarson, J. T.; Chappell, M.D., Chou, T.C., Guan, Y.; Tong, W. P,, He,
L.; Horwitz, S.B., Danishefsky, S.J. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124 (33); 9825-9832; Rivkin, A.; Njardarson, J.
T.; Biswas, K; Chou, T.C.; Danishefsky, S. J. J. Org. Chem. 2002, 67, 7737-7740) ergab das gewlinschte 15
mit einer Ausbeute von 75% (Schema 4).

Schema 4. Synthese des RCM Vorlaufers 15

(a) LHMDS. =78 °C, 78%; (b) i) HOAC:THF:H,0 (3:1:1); ii) CH,ONHCH., AlMe;; iii) TESCI, Imidazol, DMF, 79%
gesamt; (c) i) Vinyltributylzinn, Pd(dba), DMF, 80 °C, 3h 43%: ii) McMgBr, 0 °C, 94%: (d) i) n-BuLi, THF, -78
°C, 30 min, ii) 12, =78 °C zu Raumtemperatur, 81%; i) HOAC:THF:H,O (3:1:1), 94%; (e) TMSi, CH,Cl,. 0 °C,
92%

[0154] Versuche, die Ringschluss-Metathese-Reaktion von 15 unter Verwendung des Grubbs-Katalysators
zweiter Generation (Uberblick: Grubbs, R. H.; Miller, S. J.; Fu, G. C. Ace. Chem. Res. 1995, 28, 446; Trnka, T.
M.; Grubbs, R. H. Acc. Chem. Res. 2001, 34,18; Alkene Metathesis in Organic Chemistry Hrsg.: Firstner, A.;
Springer, Berlin, 1998; Furstner, A. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2000, 39, 3012; Schrock, R. R. Top. Organo-
met. Chem. 1998, 1, 1) in Methylenchlorid durchzufthren, fuhrte leider hauptséchlich zu der scheinbaren Di-
merisation des Ausgangsmaterials (Gleichung 1). Angesichts der Tatsache, dass die RCM sehr gut in der ver-
wandten Situtation von 5 — 6 arbeitet, schrieben wird das Versagen im Fall von 15 selbstverstandlich der Ge-
genwart der Trifluormethyl-Gruppe bei C,, zu.
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s s
Grubbs Kat.
(Y Tomes Otroc

15 17
[0155] Es wurde spekuliert, dass der schadliche Einfluss des residenten 26-Trifluor-Substituenten auf die ge-
wiinschte Reaktion durch das Hinzufiigen eines Kohlenstoffspacers zwischen dem RCM Reaktionszentrum
und der Trifluormethylgruppe verringert werden kénnte. Dementsprechend unternahmen wir eine Synthese

von 19 (Gleichung 2) iber die Ringschluss-Metathese von 18, welches die Trifluomethyl-Gruppe im Rahmen
eines 17-gliedrigen Rings, der ein verschobenes (1,4)-Dien enthalt, darstellen wiirde.

1B 49

[0156] Das Syntheseprogramm, das auf 19 gezielt ist, begann mit der Herstellung von Verbindung 21, welche
dem O-Alkyl-Abschnitt von unserem vorgeschlagenen RCM Substrat (Schema 5) entspricht. Wir begannen mit
der Allylierung von 10, dieses Mal unter Radikal-Reaktionsbedingungen, wie gezeigt (Keck, G. E.; Yates, J. B.
J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 5829; Uberblick: Curran, D. P. Synthesis 1988, Part 1, S, 417-439; Teil 2, S. 489).

[0157] Dieser Umwandlung folgte die Reaktion des alkylierten Produktes mit Methylmagnesiumbromid, was
somit das bendétigte Keton 20 ergab. Die Kondensation dieser Verbindung mit Phosphinoxid 12, gefolgt von der
Schutzeliminierung der Triethylsilylether-Funktion ergab 21 mit guter Ausbeute.

Schema 5: Synthese des Alkoholfragments 21

P
TES OS¢
a +
10 V7 CF, 20 I 92
\
b .
21
F5 =N

(a) i) Allyltritbutylzinn, AIBN, Benzen, 80 °C, 3h 74%; ii) MeMgBr, 0 °C, 93%; (b) i) 12, n-BuLi, THF, -78°C. 30
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Minuten, ii) 20, —78 °C bis Raumtemperatur, 85%; iii) HOAc:THF:H,O (3:1:1), 98%; (c) TMSi, CH,Cl,, 0°C, 92%

[0158] Veresterung von 21 mit dem C1-C10 Saurefragment 14, ergab den vorgeschlagenen RCM Vorlaufer
18 mit einer Ausbeute von 75% (Schema 6). In diesem Fall konnte gllcklicherweise die Ringschluss-Metathe-
se-Reaktion von 18 unter Verwendung des Grubbs Katalysators zweiter Generation in Methylenchlorid erreicht
werden. Wie im Fall der Umwandlung von 5 — 6 ergab die Reaktion exklusiv das trans Isomer 22 mit einer
Ausbeute von 57%. ®Schlielich ergab die reduktive Spaltung der Trichlorethoxycarbonyl-Schutzgruppe mit
Zink und Essigsaure, gefolgt von der Schutzeliminierung des TES Ethers mit HF-Pyridin, das gewunschte 19,
das eine Trifluormethyl-Funktion bei C,, enthélt, wenn auch im Rahmen der 17-gliedrigen Ringserie.

Schema 6. Synthese von 27-F,-ddEpoB (19)

Z_0oH :
EDCI, DMAP '
Fy e s N
1
24 75% 48

- Ms o8 CHzCi
ch 2
c {0.002M)
57%
O 0. 0O
¢\0H1. %#AOOH. JWOTES
e e R
2 HFPy, THF
OoH n% Troc
22

19 R=CF,
23R=Me (zuvor synthetisiert)

[0159] Synthetisches 19 wurde auf seine cytotoxische Aktivitat evaluiert. Wie unten in Tabelle 1-1 gezeigt ist,
zeigte der direkte Vergleich des friiher berichteten [17]ddEpoB (23) mit 27-F,-[17]ddEpoB (19) an, dass die neu
perfluorinierte Verbindung eine vergleichbar hohe cytotoxische Wirksamkeit besal}.

Tabelle 1-1. In vitro Cytotoxizitaten (IC,) mit Tumorzelllinien®

Verbindung CCRF-CEM (ICso (HM)?) |CCRF-CEMVBL (ICs (LM)?)
27-F3-[171ddEpoB(19) [0,068 0,191
[17]ddEpoB(23) 0,040 0,126
[16]ddEpoB(6) 0,020 0,068

&XTT Untersuchung im Anschluss an 72 h Inhibierung. CCRF-CEM ist eine humane T-Zell akute lymphoblas-
tische Leukadmie-Zelllinie. Die CCRF-CEM/, g 100» CCRF-CEM/,,,; und CCRF-CEM/,,,., Zelllinien Uberexprimie-
ren alle das P-Glycoprotein und zeigen einen Mehrfacharzneimittel-resistenten Phanotyp gegen MDR assozi-
ierte Onkolytika (Ojima, I.; Inoue, T.; Chakravarty, S.; J. Fluorine Chem. 1999, 97; Newman, R. A.; Yang, J.;
Finlay, M. R. V.; Cabral, F., Vourloumis, D.; Stephens, L. C; Troncoso, P.; Wu, X.; Logothetis, C. J.; Nicolaou,
K. C; Navone, N. M. Cancer Chemother. Pharmacol. 2001, 48, 319-326).
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[0160] Obwonhl die Trifluormethyl isosterische Substituition wenig Wirkung auf die cytotoxische Bruttoaktivitat
hatte, zeigten vorlaufige Daten von metabolischen Abbaustudien in Mausplasma, dass 19 betrachtlich stabiler
ist, als die Stammverbindung 23. Die Exposition von Epothilonen 19 und 23 zu Nackitmausen und menschli-
chem Plasma fiihrte zu dem Abbau von 23 innerhalb von 30 Minuten, wahrend das Epothilon 19 gréfitenteils
intakt blieb. Da pharmokinetische Belange eher kritisch sind in der aktuellen Verwendung von jedem Epothi-
lon-Mittel als ein Arzneimittel, nehmen wird dieses Ergebnis als vielversprechend.

[0161] Die Synthese von 26-F,-dEpoB (2) konnte Uber eine duflerst konvergente Strategie erreicht werden,
die mit jener verwandt ist, die bei der Synthese von 27-F,-[17]ddEpoB (19) eingesetzt wurde. Dementspre-
chend wirden Fragmente mit ahnlicher Komplexitat als Schlisselbaueinheiten dienen (Schema 7). Wir sahen
vor, dass der Acyl-Abschnitt 25 als die Polypropionat-Doméane dienen kénnte und der Alkyl-Abschnitt 21 oder
24 wiirde, wie zuvor in der Einleitung beschrieben, hergestellt. Die Vereinigung der zwei Fragmente 21(24) und
25 wirde durch eine Veresterung initiiert werden und Uber eine nachfolgende Ringschluss-Metathese vollen-
det werden. Schliel3lich wiirde die Spaltung der Schutzgruppen die gewlinschten Analoga 28 und 29 ergeben.
Die chemoselektive Reduktion des 9,10-Olefins von 28 und 29 wirde dEpoB (1) und das gewiinschte
26-F;-12,13-DesoxyEpoB (2) ergeben.

Schema 7

Schritte

trans-9,10-Dehydro-12,13-DesoxyEpoB(28) 12,13-DesoxyEpoB (1)
26-F;-trans-9,10-Dehydro-12,13-DesoxyEpoB(29) 26-F3-12,13-DesoxyEpoB (2)

[0162] Die Synthese von 1 und 2 begann mit der Herstellung von Acyl-Abschnitt 25. Keton 30, friihrer berich-
tet, wurde einer Aldol-Reaktion mit dem leicht erhaltlichen Aldehyd 31 unterzogen. Bei der Deprotonierung und
Reaktion von ,Lithio" 30 mit 31 ergab die problemlose Kondensation eine 5,3:1 Mischung der Aldolprodukte 32
und 33. Das Haupt-Diastereoisomer 32 wurde leicht durch Flash-Chromatographie getrennt und als ein TBS
Silylether geschutzt. Die Hydrolyse der Diisopropyl-Acetalgruppe unter saurer Katalyse ergab Ketoaldehyd 34,
was die Stufe fir die zweite Aldolreaktion festlegte. Durch Nacharbeiten des zuvor ausgefiihrten ,Tita-
no"-tert-Butylester-Verfahrens mit dem neuen Aldehyd 34 als neuen Kopplungspartner wurde das gewtlinschte
Aldolprodukt 35 mit hoher Diastereoselektivitat (dr > 20:1) und Ausbeute (86%) erhalten. Der Schutz des C3
Alkohols mit einer TES Silyl-Gruppe wurde durch die Schutzeliminierung des Benzylethers gefolgt. Die Oxida-
tion des resultierenden pirmaren Hydroxy ergab das entsprechende Aldehyd, welches dann Uber eine Wit-
tig-Reaktion in ein terminales Olefin umgewandelt wurde, um 36 mit einer hohen Ausbeute zu ergeben.
SchlieBlich ergab die Hydrolyse des t-Butylesters von 36 mit TESOTf den Acyl-Abschnitt 25 (82%) zusammen
mit dem Nebenprodukt 37 (14%), welches in den Acyl-Abschnitt 38 mit hoher Ausbeute umgewandelt wurde.
Spektral- und Chromatographie-Eigenschaften von 38 waren mit zuvor erhaltenem Material von andern Pro-
grammen in Dr. Sinha's Laboratorium (Scripps) identisch.
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Schema 8

i
?

Reagenzien und Bedingungen: (a) LDA, THF. -90°C, 79%; (b) (i) TBSOTT, 2,6- l f
Lutidin CH2Cl3, -40 bis -20 °C, 97%, (ii) 2) p-TsOH*H20 (Kat.) THF-H,O

(4:1), 64 °,. 86%; (c) t-Butylacetat, LDA, chiraler-Ti Komplex. Et,0, -78°,

0,92%, (dr => 20:1); (d) (i)TESCI, Imidazol, DMF, 0°C bis O18s
Raumtemperatur, 99%, (i) H2 ,Pd/C (10%), EtOH, 83%, (iii) TPAP, NMO, g
CH,Clz, 93%, (iv) MePPhsl, n-BuLi, THF, -78 bis -5°C, 78%; (e) TESOTT, 2
2,6-Lutidin, CH,Cl, 0°C bis Raumtemperatur, 82%; f} (i) TBSOTT, 2,6-Lutidin, H

CH.Cl;, 0°C bis Raumtemperatur, (ii) gesatt. NaHCO, (wéssrig), MeOH, THF,

Raumtemperatur, 99%. 38

[0163] Veresterung der Allylalkohole 21 und 24 mit C,-C4 Saurefragment 25 ergab die entsprechenden RCM
Zyklisationsvorlaufer 26 bzw. 27 (Schema 9)
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Schema 9

M Mas

"’\4\ o Y (10 mor
©otes ')‘ )

. ct Ph

R‘ Ys

”-—m.*

cu,cn2 ' Toluen.ito ‘c

OTBS 0°C bis Smin .

Raumtemperatur

a‘am R’nu ( 28 70%)
R'=CF,, P = H (27, 70%)
R!= Me, R? = OTBS (54, 92% aus Ester)

21 (R'=Me, R%=H), 24 (R.‘ec& R%=H), .
53 R'=Mo, R™=0TBS)

g

39%a (R‘sMa Rz H, 38%), 39b(R‘;Me. R3= H, 62%) Dr. Whit's hlagene Verbind
HFE-Pyridly 403 (R =CF, R= H, 22%), 40b(R ﬂCFa. R!u H, 60%) . vorgeschlagene Verbindung

Toedhis) ¥ 65 (R'=Mo, RE = OTBS, 27%), 66 (R'=Me, R = OTBS, 57%)
Raumtemperatur, o
:gou ‘;!CH&H[K Cl
45°C '
—
R! = Me, R2=H (2&77")6) R'=Me,R’=H(1.60%+" i g des Ausgang: ;;:amités%)

. RYaCF 3 RP=H {29, 79%} . . R'= CFIS, RR=H (2, 37% +Gewinnung des Ausgangsmaterials mit 60%)
" R'=Ma, R? =0u(s7 TI%) ) ‘

[0164] Die Ringschluss-Metathese-Reaktionen 26, 27 und 54 wurden dann unter Verwendung des Grubbs
Katalysators der zweiten Generation in Toluen durchgefiihrt, welche, wie in unserer friheren Studie, exklusiv
das trans Isomer 39a, 40a und 55 zusammen mit den entsprechenden Nebenprodukten 39b, 40b, und 56 er-
gaben. SchlieBlich fihrte die Schutzeliminierung von Silylethern mit HF-Pyridin zu den gewiinschten Verbin-
dungen 28, 29, und 57. Die spektralen und chromatographischen Eigenschaften von 28 waren nicht mit dem
zuvor erhaltenden Material des Epothilon-Programms in Dr. James D. White's Laboratorium (Oregon State
University) identisch. Dr. James D. White dachte er hatte 28 synthetisiert, jedoch stellte er anstelle versehent-
lich das 12,13E Isomer 41 her, was die schlechte biologische Aktivitat erklaren wirde, die er beobachtete. Als
Folge davon waren wir die Ersten, die 28 synthetisiert hatten und testeten diese Verbindung auf ihre Antitu-
mor-Aktivitat.

[0165] Die vollig synthetischen 28, 29 und 2 wurden gegen eine Vielzahl von Zellarten evaluiert, um ihr anti-
tumorelles Potential zu bestimmen. Wie in Tabelle 1-2 gezeigt ist, zeigten alle drei Verbindungen eine hohe
cytotoxische Aktivitadt gegen eine Vielzahl von sensitiven und resistenten Tumorzelllinien. Der direkte Vergleich
von 28 mit dem zuvor beschriebenen dEpoB (1) zeigte, dass die neue Verbindung eine beinahe dreimal so
hohe Wirksamkeit besitzt.
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Tabelle 1-2. In vitro Cytotoxizitaten (IC,) mit Tumorzelllinien®.

Tumorzelllinien ICs0 (UM)?

28 29 dEpoB(1) 57
CCRF-CEM 0,0014 0,0035 0,0036 0,00051
CCRF-CEM/N/BL 1o 0,0065 0,0210 0,014 0,0106
CCRF-CEM/Taxol 0,0017 0,0057 0,0057 0,00073

&XTT Untersuchung im Anschluss an 72 h Inhibierung. CCRF-CEM ist eine humane T-Zell akute lymphoblas-
tische Leukadmie-Zelllinie. Die CCRF-CEM/, g 100» CCRF-CEM/,,,; und CCRF-CEM/,,,, Zelllinien Uberexprimie-
ren P-Glycoprotein und zeigen einen Mehrfacharzneimittel-resistenten-Phanotyp gegen MDR assoziierte On-
kolytika (Prie, G.; Thibonnet, J.; Abarbri, M.; Duchene, A.; Parrain, J. Synlett 1998, 839; durch Bezugnahme
hierin aufgenommen).

[0166] Um die Gesamtausbeute von unserer Synthese von 28, 29 und 2 zu verbessern, haben wir entschie-
den, die RCM Reaktion in der Abwesenheit des Thiazol-substituierten Olefins auszufiihren und dadurch Ver-
hindern der Bildung der ungewiinschten Nebenprodukte 39b und 40b. Die Schutzeliminierung des Silylethers
der zuvor berichteten 42 und 20 ergab die Hydroxyketone 43 und 44. Die Veresterung der resultierenden Hy-
droxyketone 43 und 44 mit C,-C4 Saurefragmente 25 ergab die entsprechenden RCM Cyclisationsvorlaufer 45
bzw. 46 (Schema 10). Die Ringschluss-Metathesis-Reaktion von 45 und 46 wurde dann unter Verwendung des
Grubbs Katalysators der zweiten Generation in Toluen durchgefiihrt, was, wie in unserer friiheren Studie, ex-
klusiv das trans Isomer 47 und 48 mit hohen Ausbeuten ergab. Die Installation des Thiazolanteils ergab 39a,
40a und 55 mit hohen Ausbeuten. Die Schutzeliminierung der zwei Silylethers mit HF-Pyridin flhrte zu 28 und
29. SchlieRlich ergab die selektive Reduktion des C9-C10 Olefins die entsprechenden Epothilone 1 und 2. Die
Struktur von 28 wurde durch ihre Umwandlung zu 1 mit hoher Ausbeute entscheidend bestatigt. Die Gesamt-
synthese von 1 wurde wesentlich vereinfacht im Vergleich zu friiher praktizierten Wegen. Somit ist die Verwen-
dung des leicht verfligbaren 31, welches aus dem chiralen Pool erhalten wird, zweifellos eine Verbesserung
im Bezug auf den Verlass auf (S)-2-Methyl-4-pentenal, dessen Synthese intervenierende chirale Hilfsstoffe be-
naotigt.
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Schema 10
. Cb, H
OTES OH ¢ E
OTES DTES
AOH . (15 moe%)
— ......_....._.;..
w CHiCly Toluen (ﬂ.ﬁmﬂ)
Ho 0°C bis ©
* Raumtemperatur oms (+3:1:3
i ]
Q,R5Ma 43, R oMo, 53% 48, R oMo, 81% . 47, R=Me, 78%
20,R=CF, 4, R=CF4, 76% + 48,R=CF,, 88% uinng:',.vtx

8
n-BuL), THF JOTES OF  rnnn oH
—75 bis - 10°C HF-Pyridin 4 EWN
‘‘‘‘‘‘‘‘ THF o o
"4 Pdus o OCbis i
of oTes Reumtemperatur on
3%, Ru Ms, 76% H,Rn' o7% . 1, R=Me, 91%
40a, R= CF 4, 70% ”.Ra&a‘a.gg% 2, RuCF,, 4%
TBS H

JDTES  +BUCK, THF SDTES SOTES

~78 bis -20°C HF-Pyridin
—-———-——-‘,. ——————,
. P 0°C bis
nBuy [+]
R t at
) 91’38' "':Bso or - oTBS aumtemperatur _OTBS
47, R aMs T 85, RoMa, 61% . 87, R« Ma, 8%
48, R=CF, o 88, Ru CF,, 74% 85, Re CF,, £6%

[0167] Mit Verbindung 28 von entscheidend bestatigter Struktur vorliegend, waren wir Uberrascht zu finden,
dass ihre spektralen Eigenschaften nicht mit jenen, die zuvor fur eine Verbindung, von der angenommen wur-
de, dass sie dieselbe Einheit ist, berichtet wurde, Gbereinstimmend waren. Es ist jedoch riickblickend klar, dass
28 nicht zuvor hergestellt wurde, tatschsachlich ist die ganze, hier beschriebene, Familie von (E)-9,10-Dehyd-
roepothilonen eine neue Klasse von Verbindungen.

[0168] Die Untersuchung der synthetischen Analoga (2, 28 und 29) im Zellkulturrahmen, offenbarte starkere
inhibitorische Wirkungen auf verschiedene sensitive und MDR Tumorzelllinien als durch unser klinisches Ein-
gangs-dEpoB (1) (Tabelle 1-3) gezeigt werden. Wir merken an, dass Epo 3 (28) die erste 12,13-Desoxyepot-
hilon-Verbindung ist, die eine wesentlich verbesserte Cytotoxizitat in Bezug auf die von dEpoB (1) besal.

Tabelle 1-3. In vitro Cytotoxizitaten (IC;) mit Tumorzelllinien®

CCRF-CEM(C) CNBLyo C/Taxol

verbindung ) (M) (uw)
Epo 1 (1, dEpoB) 0,0036 0,016 0,0046
Epo 2 (2) 0,0041 0,080 0,018
Epo 3 (28) 0,0009 0,0042 0,0012
Epo 4 (29) 0,0035 0,0210 0,0057

&XTT Untersuchung im Anschluss an 72 h Inhibierung. CCRF-CEM ist eine humane T-Zell akute lymphoblas-
tische Leukamie-Zelllinie. Die CCRF-CEM/, 5, 4o, ist gegen Vinblastin resistent und CCRF-CEM/Taxol gegen Ta-
xol resistent.

[0169] Die durch die Epothilone 2, 28 und 29 (Epo 2-4) tGber eine Reihe von verschiedenen Arzneimittel-re-
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sistenten Tumoren gezeigte beeindruckende Zellwachstums-Inhibierung veranlasste die Bestimmung der Blut-
plasmastabilitit dieser neuen (E)-9,10-Kongenere. Zum Beispiel zeigte das kirzlich beschriebene
(E)-10,11-Dehydro-dEpoB (von Fall 1 mit einer CH,-Gruppe bei C-12) eine sehr schlechte Plasmastabilitat in
Bezug auf die Lacton-Offnung. Es ist diese Plasmainstabilitat, die den Fortschritt von (E)-10,11-Dehydro-dE-
poB verhinderte. Im Gegensatz dazu beobachteten wir bei Exposition von 2, 28 und 29 (Epo2-4) zu murinem
Plasma einen viel langsameren Arnzeimittel-Abbau im Vergleich zu dEpoB (1) um einen Faktor von sieben.
Diese Stabilitat stellt einen wesentlichen Fortschritt von einer Arzneimittel-Verfugbarkeitsprespektive in Bezug
auf dEpoB dar (siehe Fig. 9).

[0170] Die Kombination der Cytotoxizitats und Plasmastabilitdtsdaten ermutigten uns, wesentliche Mengen
von 28 (Epo3) zu synthetisieren, um seine in vivo Wirksamkeit in menschlichen Tumor-Heterotransplantat-tra-
genden Nacktmausen zu bestimmen. Epothilon 28 (Epo3) demonstrierte eine markant verbesserte Wirksam-
keit beim Inhibieren des Wachstums von implantierten Tumoren in Bezug auf dEpoB (siehe Fig. 10). Die ver-
besserte Wirksamkeit und Plasmastabilitat ermdglicht eine sehr wesentliche Reduktion der Arzneimittel-Dosie-
rung (um eine Zehnerpotenz) im Rahmen von Heterotransplantaten von 28 (Epo3).

[0171] Inunseren friheren Studien haben wir gefunden, dass Epothilon B, durch das 12,13 Epoxid, signifikant
cytotoxischer ist, als sein 12,13-Desoxy-Analogon (dEpoB). Von einer therapeutischen Index-Perspektive je-
doch, scheint die Desoxy-Verbindung vielversprechender zu sein. Kirzlich haben wir Gber die Gesamtsynthe-
se von (E)-9,10-Dehydro-12,13-desoxyepothilon B (28) unter Verwendung einer stereoselektiven Ring-
schluss-Metathese berichtet. Wir zeigten, dass der Einbau der E-9,10 Unsattigung im Kontext des ublichen
Z-12,13-Olefins (siehe Verbindung 1) zu einer starken Zunahme der in vitro Wirksamkeit fuhrt. Mehr zu diesem
Punkt, dies ist auf eine in vivo Situation in Heterotransplantat-Mausen Ubersetzbar. Weiters geniel3t die Ver-
bindung 28 in Bezug auf dEpoB (1) bedeutende pharmazeutische Vorteile. Diese bertcksichtigt die Reduktion
der Dosierungsniveaus fir 28 in Bezug auf 1 in Heterotransplantat-Experiment, die um eine Zehnerpotenz ver-
ringert werden kénnen.

[0172] Dementsprechend fragten wir uns, ob der Einbau von C9-C10 Olefin in Epothilon B (51, EpoB) sein
biologisches Profil in dieselbe Richtung &ndern wirde.

Vergleichende Herstellung der Verbindung 51

dEpoB (1) - (5)-9.10-Dehydro-dEpoB (28)

~ EpoB (51
(E)-9.,10 Dehydro)&)OB {49)

[0173] Die Epoxidierung von 28 mit 2,2'-Dimethydioxiran (DMDO) verlief mit hoher Chemoselektivitat an dem
mehr substituierten C12-C13-Olefin, um ein 1:2,6 Verhaltnis des (E)-9,10-Dehydroepothilon B (49) und seines
Diastereomers (50) mit einer Ausbeute von 87% zu ergeben. Die Stereochemie der Epoxide wurde durch se-
lektive Diimid-Reduktion der C9-C10 Doppelbindungen bestimmt. Die Untersuchung der spektralen Eigen-
schaften dieser Produkte offenbarte das Nebenprodukt (49), welches dEpoB ist. Die Bevorzugung fiir die a-Ep-
oxidierung im Fall von 28 steht im starken Gegensatz zu der hoch stereoselektiven Epoxidierung von dEpoB,
welche an der B-Flache auftritt, was zu EpoB fiihrt (Meng, D.; Bertinato, P.; Balog, A.; Su, D.-S.; Kamenecka,
T.; Sorensen, E. J. Danishefsky, S. J. J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 10073).
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Schema 11
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[0174] (E)-9,10-Dehydroeptothilon B (51) wurde gegen eine Vielzahl von Zellarten evaluiert, um ihr Antitu-
mor-Potential zu bestimmen. Wie in Tabelle 1-4 gezeigt ist, zeigt (E)-9,10-Dehydroepothilon B (49) eine hohe
cytotoxische Aktivitat gegentber einer Vielzahl von sensitiven und resistenten Tumorzelllinien. Der direkte Ver-
gleich von 49 und EpoB (51) zeigt an, dass dieses neue Analogon eine beinahe 3-fach héhere Wirksamkeit
besitzt als EpoB (51), was es zu einem der wirksamsten Epothilon-Analoga macht, die bis jetzt berichtet sind.
Interessanterweise zeigte die a-Epoxid-Reihe (50, 52) eine viel geringere Aktivitat als EpoB (51). Das folgende
Diagramm zeigt die Ergebnisse fur die in vivo Studien der Verbindung 49.

Tabelle 1-4. In vitro Cytotoxizititaten (IC,,) mit Tumorzelllinien®

Verbindung CCRF-CEM CCRF-CEM/VBL CCRF-CEM/Taxol

1 (dEpoB) 0,0036 0,016 0,0046
28 0,0009 0,0042 0,0012
51 (EpoB). 0,00062 0,0037 0,0011
49 0,00023 0,00032 0,00042
50 0,0134 0,0959 0,0802
52 0,083 0,4519 0,1507

&XTT Untersuchung im Anschluss an 72 h Inhibierung. CCRF-CEM ist eine humane T-Zell akute lymphoblas-
tische Leukamie-Zelllinie. Die CCRF-CEM/VBL und CCRF-CEM/Taxol Zelllinien Gberexprimieren P-Glycopro-
tein und zeigen einen Mehrfacharzneimittelresistenten Phanotyp gegen MDR assoziierte Onkolytika

[0175] Therapeutische Wirkung von 9,10-De-H-EpoB in MX-1-Heterotransplantat-tragenden Nacktmausen (6
Stunden iv Infusion, n=4).
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[0176] Zusammengefasst ist oben eine leistungsfahige stereoselektive Gesamtsynthese von 28 (Epo 3) und,
im Anschluss an sie ortsselektove Diimid-Reduktion, dEpoB (1) selbst, beschrieben. Die hierin beschriebene
Strategie wurde dann direkt auf die Herstellung der entsprechenden Trifluor-Analoga 2 und 29 (Epo 4) ange-
wandt. Weiters ergab die Expoxidierung von 28 49 und 50, welche nach der ortsselektiven Diimid-Reduktion
Epothilon B (51) und 52 ergaben. Die oben berichteten Daten deuten auf das Entstehen einer dulerst vielver-
sprechenden neuen Familie von Antikrebs-Arnzeimitteln hin, die fur die weitere Evaluierung auf dem Weg zu
einem dann moglichen Fortschreiten zu einem menschlichen klinischen Rahmen geeignet sind. Weiters weist
die neue Synthese-Strategie eine signifikante, praktische Verbesserung bei der Gesamtsynthese von dEpoB
und Epothilon B auf.

Experimentelles

[0177] Allgemeine Verfahren: Von kommerziellen Lieferanten erhaltene Reagenzien wurden ohne weitere
Reinigung, wenn nicht anders angegeben, verwendet. Die folgenden Lésungsmittel wurden von einem trocke-
nen Losungsmittelsystem erhalten (durchleiten durch eine vorgepackte Aluminiumoxid-Saule) und ohne wei-
teres Trocknen verwendet: Tetrahydrofuran, Methylenchlorid, Diethylether, Benzen, und Toluen. Alle Luft- und
Wasser-sensitivien Reaktion wurden in Flammen-getrockneten Glaswaren unter einem Uberdruck von vorge-
reinigtem Argongas durchgefiihrt. NMR ('H and *C) Spektren wurden auf einem Bruker AMX-400 MHz oder
Bruker Advance DRX-500 MHz, wie individuell angegeben ist, aufgezeichnet, referenziert auf CDCI, (7,27 ppm
fur "H und 77,0 ppm fiir "*C). Infrarot Spektren (IR) wurden auf einem Perkin-Elmer FT-IR model 1600 Spek-
trometer erhalten. Optische Rotationen wurden auf einem JASCO model DIP-370 digitalen Polarimeter bei 22
+ 2 °C erhalten. Analytische Diinnschichtchromatographie wurde auf E. Merck Silicagel 60 F254 Platten durch-
geflhrt. Verbindungen, die nicht UV aktiv waren, wurden durch Eintauchen der Platten in eine Cer-Ammoni-
ummolybdat oder para-Anisaldehyd-Lésung und Erwarmen visualisiert. Silicagel-Chromatographie wurde un-
ter Verwendung des angegebenen Lésungsmittels an einem Davisil® (grade 1740, Typ 60A, 170-400 mesh)
Silicagel durchgefihrt

Akronyme und Abkurzungen
[0178] TES, Triethylsilyl; TBS, Dimethyltertbutylsilyl; EDCI, 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide;

HF-PY, Fluorwasserstoff in Pyridin, DMAP, 4-N,N-dimethylaminopyridin; DCM, Dichlormethan; DMF, N,N-Di-
methylformamid; THF, Tetrahydrofuran.
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Verbindung 32:

[0179] Zu einer Lésung von frisch hergestelltem LDA (11,6 mmol) in THF (25 mmol) wurde tropfenweise eine
Lésung von Keton 30 (2,40 g, 10,4 mmol) in THF (6,8 mL) at -78 °C hinzugefiigt. Nach dem Ruihren bei —40
°C fur 0,5 Stunden wurde die Mischung auf —90 °C gekiihlit. Eine Lésung von Aldehyd 31 (1,38 g, 7,72 mmol)
in THF (6,8 mL) wurde tropfenweise hinzugefiigt. Nach dem Rihren bei —90 °C fiir 35 min, wurde die Reaktion
mit gesattigtem, wassrigem NH,CI (15 mL) abgeschreckt und mit EtOAc (50 mL x 3) extrahiert. Die kombinier-
ten organischen Extrakte wurden Uber Na,SO, getrocknet und konzentriert. Reinigung durch Flash-Saulen-
chromatographie (SiO,, Hexan/EtOAc = 15:1 bis 12:1) ergab 32 (2,09 g, 66%) und Isomer 33 (0,39 g, 12%),
beide als gelbe Ole, 32: [0],%*13,1 (¢ 1,22, CHCI,); IR (Film) v 3494, 2972, 2932,1708, 1454, 1380, 1329, 1120,
1038, 998, 734 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl,) & 0,98 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,06 (3H, d, J = 6,9Hz), 1,10 (3H,
d, J =6,1Hz), 1,14 (3H, d, J = 6,9Hz), 1,15 (3H, s), 1,17 (3H, d, J = 6,2 Hz), 1,18 (3H, s), 1,20 (3H, d, J = 6,2
Hz), 1,81-1,92 (1H, m), 3,33 (1H, qd, J = 7,0, 2,2, Hz), 3,51 (1H, dd, J = 8,9, 6,3 Hz), 3,64 (1H, d, J = 1,8 Hz),
3,66-3,71 (2H, m), 3,78-3,86 (2H, m), 4,51, (1H, d, J = 12,0 Hz), 4,54 (1H, d, J = 12,0 Hz), 4,58 (1H, s),
7,25-7,35 (5H, m); *C NMR (100 MHz, CDCl,) & 10,0, 14,3, 20,5, 21,3, 21,9, 22,5, 23,5, 23,6, 36,4, 42,1, 54,1,
69,8, 71,2, 72,8, 73,3, 73,4, 103,8, 127,6, 127,7 (2C), 128,5 (2C), 138,9, 221,6; LRMS (ESI) berechnet fir
C,,H,,0OsNa [M+Na*] 431,3, gefunden 431,4.

Verbindung 32a (nicht gezeigt):

[0180] Zu einer gekihlten (—40°C) Lésung des Alkohols 32 (1,01 g, 2,47 mmol) und 2,6-Lutidin (691 pL, 5,93
mmol) wurde TBSOTf (681 pL, 3,00 mmol) hinzugeflgt, und die Mischung wurde auf —20 °C tber 3,5 h er-
warmt. Die Reaktion wurde mit gesattigtem, wassrigem NaHCO, (10 mL) geléscht. Nach der Extraktion mit He-
xan (50 mL x 3) wurden die kombinierten organsichen Extrakte liber Na,SO, getrocknet und konzentriert. Die
Reinigung durch Flash-Saulenchromatographie (SiO,, Hexan/EtOAc = 50:1) ergab 32a (1,25 g, 2,39 mmol,
97%) als ein farbloses Ol; [a],*® -19,7 (c 0,58, CHCl,); IR (Film) v 2966, 2931, 1696, 1455, 1378, 1320, 1255,
1091, 1044, 991, 873, 838, 773 cm-';"H NMR (400 MHz, CDCl,) 5 0,08 (6H, s), 0,89 (9H, s), 0,99 (3H, d, J =
7,0Hz), 1,04 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,07 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,07 (3H, s), 1,14 (3H, d, J = 6,1 Hz), 1,17 (3H, s),
1,17 (3H, d, J = 6,0 Hz), 1,20 (3H, d, J = 6,2 Hz), 1,76-1,85 (1H, m), 3,21 (1H, dd, J = 9,2, 7,3 Hz), 3,32 (1H,
quint, J = 7,4 Hz), 3,62 (1H, dd, J = 9,2, 5,7 Hz), 3,78-3,85 (2H, m), 3,87 (1H, dd, J = 7,7, 2,0 Hz), 4,46 (1H, d,
J =12,1 Hz), 4,50 (1H, d, J = 12,1 Hz), 4,73 (1H, s), 7,24-7,37 (5H, m); *C NMR (100 MHz, CDCl,) 5 -3,6,
-3,3,15,6, 16,8, 18,7, 18,8, 21,8, 22,1, 22,5, 23,5, 23,7, 26,4 (3C), 39,0, 46,2, 54,0, 69,7, 70,9, 72,1, 73,4, 76,7,
103,1, 127,6, 127,8 (2C), 128,5 (2C), 139,0, 218,9; LRMS (ESI) berechnet fur C,,H;,0.SiNa [M+Na"] 545,4;
gefunden 5454,

TBS

H” ™S > 08334

RN

Verbindung 34:

[0181] Die Mischung von 32a (3,03 g, 5,79 mmol) and p-TsOH-H,O (286 mg) in wassrigem THF (64 mL,
THF/H,O = 4:1) wurde unter Rickfluss fur 6,5 Stunden erwarmt. Die Reaktionsmischung wurde auf Raumtem-
peratur gekuhlt und in gesattigtes, wassriges NaHCO, (25 mL) geschuttet. Nach der Extraktion mit EtOAc (100
mL + 50 mL x 2) wurden die kombinierten organischen Schichten mit Salzlésung gewaschen, iber Na,SO,
getrocknet und konzentriert. Reinigung durch Flash-Saulenchromatographie (SiO,, Hexan/EtOAc = 50:1 bis
30:1) ergab 34 (2,37 g, 5,64 mmol, 98%) als ein farbloses Ol: [a],*® -25,8 (c 0,515, CHC,); IR (Film) v 2955,
2931, 1731, 1696, 1455, 1360, 1255, 1091, 1026, 873, 826, 767 cm'; '"H NMR (400 MHz, CDCl,) 5 0,06 (3H,
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s), 0,07 (3H, s), 0,90 (9H, s), 0,95 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,03(3H, d, J = 7,0 Hz), 1,28 (3H, s), 1,33 (3H, s),
1,73-1,82 (1H, m), 3,16 (1H, dd, J = 9,2, 6,1 Hz), 3,28 (1H, quint, J = 7,3 Hz), 3,55 (1H, dd, J = 9,2, 6,7 Hz),
3,91 (1H, dd, J = 7,8, 2,1 Hz), 4,46 (2H, s), 7,27-7,36 (5H, m), 9,58 (1H, s); *C NMR (100 MHz, CDCl,) &-3,6,
-3,5, 15,7, 16,3, 18,6, 19,8, 20,1, 26,3 (3C), 39,1, 47,0, 61,1, 71,9, 73,4, 75,8, 127,7, 128,0 (2C), 128,5 (2C),
138,6, 201,3, 213,3; LRMS (ESI) berechnet fir C,,N,,0,SiNa [M+Na*] 443,3, gefunden 443,2.

QH T8S

~BuoO OBn 3_5

31

Verbindung 35:

[0182] Zu einer Losung von frisch hergestelltem LDA (18 mL einer 0,5 M Lésung in Et,0, 9,0 mmol) in Et,O
(20 mL) wurde t-Butylacetat (1,16 mL, 8,61 mmol) bei —78 °C hinzugefligt. Nach dem Ruhren fur 50 min wurde
CpTiCI(OR), (100 mL einer 0,1 M Ldsung in Et,0, 10,0 mmol) mittels Spritzenpumpe Gber 65 Minuten tropfen-
weise hinzugefiigt. Nach dem Ruhren fiir 20 min wurde die Reaktionsmischung auf -30 °C erwarmt, fur 50 Mi-
nuten gerthrt, und erneut auf —78 °C gekuhlt. Eine Lésung von 34 (2,42 g, 5,75 mmol) in Et,0 (9 mL) wurde
tropfenweise Gber 10 min hinzugefligt und die resultierende Mischung bei —78 °C geruhrt. Nach dem Rihren
fur 2 Stunden wurde die Reaktion mit wassrigem THF (5 M H,O, 37 mL) geldscht und bei Raumtemperatur fir
2 Stunden geruhrt. Nach der Zugabe von Wasser (40 mL) wurde die Mischung eine weitere Stunde gerthrt.
Das gebildete Prazipitat wurde druch Celite (Et,O Spulung) abfiltriert und das Filtrat wurde mit Wasser (40 ml)
gewaschen. Die wéassrige Schicht wurde mit Et,O (100 mL x 2) extrahiert und die kombinierten organischen
Schichten wurden mit Salzlésung (40 mL) gewaschen, tuber Na,SO, getrocknet und konzentriert. Reinigung
durch Flash-Saulenchromatographie (SiO,, Hexan/EtOAc = 10:1) ergab 35 (2,65 g, 4,94 mmol, 86%) als ein
hellgelbes Ol; [a],*-20,3 (c 1,0, CHCL,); IR (Film) v 3523, 2957, 2930, 2856, 1732, 1700, 1472, 1368, 1252,
1152, 1091, 1042, 986, 834, 774cm-"; "H NMR (400 MHz, CDCl,) 5 0,07 (3H, s), 0,07 (3H, s), 0,90 (9H, s), 0,99
(3H,d,J=7,0Hz),1,07 (3H,d, J =7,0 Hz), 1,10 (3H, s), 1,14 (3H, s), 1,47 (9H, s), 1,77-1,83 (1H, m), 2,26 (1H,
dd, J = 16,0, 10,0 Hz), 2,34 (1H, dd, J = 15,9, 2,7 Hz), 3,23 (1H, dd, J = 9,2, 7:1 Hz); 3,35 (1H, d, J = 2,7 Hz,
-OH), 3,36 (1H, quint, J = 7,0 Hz), 3,61 (1H, dd, J = 9,2, 5,9 Hz), 3,88 (1H, dd, J = 7,6, 2,0 Hz), 4,17 (1H, dt, J
=10,0, 2,7 Hz), 4,48 (2H, s), 7,27-7,36 (5H, m); *C NMR (100 MHz, CDCl.) 5-3,5, -3,4, 16,3, 16,7, 18,7, 20,1,
21,6, 26,4 (3C), 28,3 (3C), 38,0, 39,1, 45,8, 51,8, 72,2, 72,9, 73,5, 76,7, 81,4, 127,7, 128,0 (2C), 128,5 (2C),
138,8, 172,7, 219,6; LRMS (ESI) berechnet fir C,,H,,0,SiNa [M+Na*] 559,3, gefunden 559,4.

okn 38a

Verbindung 35a (nicht gezeigt):

[0183] Zu einer Mischung des Alkohols 35 (10,2 g, 18,9 mmol) und Imidazol (2,70 g, 39,7 mmol) in DMF (25
mL) wurde TESCI (3,3 mL, 19,8 mmol) bei 0 °C hinzugefligt und die Mischung wurde bei Raumtemperatur fiir
2 Stunden gerlhrt. Die Reaktion wurde mit gesattigtem wassrigem NaHCO, (50 mL) geldscht. Nach der Ex-
traktion mit Hexan (500 mL + 120 mL x 2) wurden die kombinierten organischen Extrakte nacheinander mit
Wasser (30 mL x 2) und Salzlésung (30 mL) gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und konzentriert. Reinigung
durch Flash-Saulenchromatographie (SiO,, Hexan/EtOAc = 40:1) ergab 35a (12,1 g, 18,5 mmol, 98%) als ein
farbloses Ol:

[0],% -38,0 (c 0,46, CHCL,); IR (Film) v 2955, 2877, 1733, 1697, 1456, 1367, 1298, 1251, 1155, 1099, 988, 835,
742 cm’; '"H NMR (400 MHz, CDCI,) & 0,05 (6H, s), 0,57-0,68 (6H, m), 0,89 (9H, s), 0,95 (9H, t, J = 7,9 Hz),
0,99 (3H,d, J =7,0 Hz), 1,02(3H, d, J = 6,8 Hz), 1,04 (3H, s), 1,18 (3H, s), 1,45 (9H, s), 1,70-1,79 (1H, m), 2,16
(1H, dd, d = 17,0, 7,0 Hz), 2,40 (1H, dd, J = 17,0, 3,1 Hz), 3,22 (1H, dd, J = 9,1, 7,5 Hz), 3,31 (1H, quint, J =
6,9 Hz), 3,61 (1H, dd, J = 9,1, 5,4 Hz), 3,83 (1H, dd, J = 7,3, 2,3 Hz), 4,30 (1H, dd, J = 6,9, 3,1 Hz), 4,48 (2H,
s), 7,27-7,36 (5H, m); *C NMR (100 MHz, CDCl,) 3 -3,5, -3,4, 5,3 (3C), 7,3 (3C), 15,3, 16,9, 18,7, 20,1, 23,4,
26,4 (3C), 28,3 (3C), 39,1, 41,1, 46,2, 53,4,72,2,73,4, 74,3, 76,7, 80,6, 127,6, 127,9 (2C), 128,5 (2C), 138,9,
171,5, 218,4; LRMS (ESI) berechnet fiir C,;H,,0,Si,Na [M+Na*] 673,4, gefunden 673,5.
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Verbindung 35b (nicht gezeigt):

[0184] Zu einer geriihrten Lésung von 35a (4,37 g, 6,72 mmol) in THF (67 mL) wurde Pd/C (gekauft von
Acros, 10 Gew.-%, 437 mg) hinzugefligt und die Mischung wurde unter einer H,-Atmosphare gertihrt. Nach
dem Rduhren fir 2,2 Stunden wurde die Mischung durch ein Celite-Kissen filtriert, welches mit THF (120 mL)
gespult wurde. Das Filtrat wurde konzentriert und durch Flash-Saulenchromatographie (SiO,, Hexan/EtOAc =
30:1 bis 10:1) gereinigt, um 35b (3,53 g, 6,28 mmol, 94%) als ein farbloses Ol zu ergeben; [a],** -16,1 (c 0,62,
CHCIL,); IR (Film) v 3543, 2956, 1732, 1696,1472, 1368, 1299, 1252, 1155, 1100, 988, 837, 775, 742 cm'; '"H
NMR (400 MHz, CDCIl,) 6 0,10 (3H, s), 0,12 (3H, s), 0,60-0,68 (6H, m), 0,93 (9H, s), 0,96 (9H,t, J = 8:0Hz),
0,99 (3H,d,J=7,1Hz),1,10 (3H, d, J = 6,9,Hz), 1,14 (3H,s), 1,20 (3H,s), 1,45 (9H, s), 1,46-1,55 (1H, m), 2,21
(1H,dd, J=17,2,7,1 Hz), 2,39 (1H, dd, J = 17,2, 2,8 Hz), 2,54 (1H, t, J = 5,8 Hz, -OH), 3,30 (1H, quint, J = 6,9
Hz), 3,58 (1H, dt, J = 11,5, 5,5 Hz), 3,66 (1H, dt, J = 11,3, 5,4 Hz), 3,92 (1H, dd, J = 8,0, 2,1 Hz), 4,32 (1H, dd,
J=17,1,2,9 Hz); *C NMR (100 MHz, CDCl,) 5 -3,6, -3,5, 5,3 (3C), 7,2 (3C), 16,0, 16,1, 18,6, 20,0, 23,4, 26,4
(3C), 28,3 (3C), 40,0, 40,9, 46,9, 53,7, 64,8, 73,3, 78,1, 80,9, 171,7, 218,5; LRMS (ESI) berechnet fiir
C,oHs,O4Si,Na [M+Na*] 583,4, gefunden 583,5.

HO 3b6¢
-BuO

Verbindung 35c (nicht gezeigt):

[0185] Zu einer geriihrten L6sung von Alkohol 35b (3,53 g, 6,28 mmol) und gepulvertem MS4A (frisch akti-
viert, 2,50 g) in CH,CI, (32 mL) wurde NMO (1,17 g, 10,0 mmol) hinzugeftigt, gefolgt von TPAP (132 mg, 0,377
mmol). Nach dem Riihren bei Raumtemperatur fiir 35 min wurde die Mischung durch eine Silicagel-Saule (He-
xan/Et,0 = 8:1) filtriert, um 35c¢ (3,34 g, 5,98 mmol, 95%) als ein farbloses Ol zu ergeben; [a],?* -69,6 (c 0,25,
CHCL,); IR (Film) v 2955, 2878, 1732, 1696, 1472, 1368, 1253, 1155, 1097, 989, 837 cm'; "H NMR (400 MHz,
CDCI;) 6 0,09 (3H, s), 0,10 (3H, s), 0,59-0,68 (6H, m), 0,89 (9H, s), 0,95 (9H, t, J = 8,0 Hz), 1,08 (3H, s), 1,11
(3H,d,J=6,9Hz), 1,14 (3H,d, J=7,1 Hz), 1,24 (3H, s), 1,45 (9H, s), 2,19 (1H, dd, J = 17,0, 6,7 Hz), 2,33 (1H,
qt, J =7,1, 2,2 Hz), 2,41 (1H, dd, J = 17,0, 3,3 Hz), 3,28 (1H, quint, J = 7,5 Hz), 4,07 (1H, dd, J = 7,9, 2,2 Hz),
4,32 (1H, dd, J = 6,7, 3,2 Hz), 9,74 (1H, d, J = 2,0 Hz); *C NMR (100 MHz, CDCl,) & -3,8, -3,5, 5,3 (3C), 7,2
(3C), 12,6, 15,6, 18,5, 20,5, 23,3, 26,2 (3C), 28,3 (3C), 41,1, 46,9, 51,1, 53,5, 74,0, 76,5, 80,7, 171,1, 204,3,
218,0; LRMS (ESI) berechnet fir C,4H.,0,Si,Na [M+Na*] 581,3, gefunden 581,3,

TE
=D omms

36
t-BuO

Verbindung 36:

[0186] MePPh,l (2,56 g, 7,18 mmol) in THF (40,0 mL) wurde mit t-BuOK (6,57 mL einer 1,0 M Lésung in THF,
6,57 mmol) bei 0 °C behandelt. Nach dem Ruhren bei 0 °C fur 20 Minuten wurde die resultierende Suspension
auf —78 °C gekihlt und eine Losung von Aldehyd 35c¢ (3,34 g, 5,98 mmol) in THF (14 mL) wurde hinzugeflgt.
Nach dem Rihren bei —78 °C flir 15 min wurde die Mischung bei 0 °C fiir 15 Minuten und bei Raumtemperatur
fir 15 Minuten gerthrt. Die Reaktion wurde mit gesattigtem, wassrigem NH,CI (20 mL) geléscht und mit Et,O
(120 mL + 50 mL x 2) extrahiert. Die kombinierten organischen Extrakte wurde mit Salzlésung (20 mL) gewa-
schen, uber Na,SO, getrocknet und konzentriert. Der Riickstand wurde durch Flash-Sédulenchromatographie
(Si0,~80 g, Hexan/Et,0 = 40:1) gereinigt, um 36 (125,3 mg, 0,225 mmol, 78%) als ein farbloses Ol zu ergeben;
[0],% 33,6 (c 0,250, CHCI,); IR (Film) v 2956, 2878, 1733, 1696, 1472, 1367, 1299, 1253, 1156, 1100, 988,
837, 774 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl,) & 0,08 (3H, s), 0,08 (3H, s), 0,60-0,68 (6H, m), 0,93 (9H, s), 0,96
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(9H, t, J = 8,0 Hz), 1,04 (6H, d, J = 7,0 Hz), 1,09 (3H, s), 1,20 (3H, s), 1,45 (9H, ), 2,08-2,15 (1H, m), 2,29 (1H,
dd, J = 17,0, 7,0 Hz), 2,41 (1H, dd, J = 17,0, 3,1 Hz), 3,08 (1H, quint, J = 7,0 Hz), 3,84 (1H, dd, J = 7,0,2,1 Hz),
4,32 (1H, dd, J = 7,0, 3,1 Hz), 5,02 (1H, dd, J = 17,9, 1,0 Hz), 5,06 (1H, dd, J = 10,5, 1,0 Hz), 5,93 (1H, ddd, J
= 17,9, 10,5, 7,7 Hz); ®C NMR (100 MHz, CDCl,)  -3,6, -3,3, 5,4 (3C), 7,2 (3C), 15,2, 18,7, 19,0, 20,2, 23,6,
26,4 (3C), 28,3 (3C), 41,1, 43,8, 46,4, 53,5, 73,9, 76,6, 80,6, 115,5, 140,2, 171,5, 218,5; LRMS (ESI) berechnet
fiir C,oHeO5Si,Na [M+Na+] 579,4, gefunden 579,4,

QTES

25
HO

Verbindung 25:

[0187] Zu einer Lésung von t-Butylester 36 (4,87 g, 8,74 mmol) und 2,6-Lutidin (frisch destilliert, 4,1 mL, 35,0
mmol) in CH,CI, (58 mL) wurde TESOTf (4,0 mL, 17,5 mmol) bei 0 °C hinzugefiigt. Nach dem Rihren bei 0 °C
fur 25 min wurde die Mischung bei Raumtemperatur fir 3,2 h gertht. Die Mischung wurde mit Et,O (600 mL)
verdlinnt, nacheinander mit 5% wassriger KHSO, (60 mL x 2) und Salzlésung (60 mL) gewaschen, Uber
Na,SO, getrocknet und konzentriert. Der Riickstand wurde unter Hochvakuum fiir 1,5 Stunden getrocknet, um
die rohe Saure 25 (6,30 g, verunreinigt mit TESOH) zu ergeben. Das Rohprodukt (6,30 g) wurde in wassrigem
THF (87,5 mL, THF/H,O = 6:1) aufgeldst und mit gesattigtem, wassrigem NaHCO, (12,5 mL) behandelt. Nach
dem Rihren bei Raumtemperatur fir 20 min wurde die resultierende Suspension mit Et,0 (500 mL) verdiinnt
und mit wassriger 5% KHSO, (55 mL) angesauert. Nach dem die Schichten getrennt wurden, wurde die wass-
rige Schicht mit Et,0 (100 mL x 2) extrahiert und die kombinierten organischen Schichten mit Salzlésung (50
mL x 2) gewaschen, iber Na,SO, getrocknet und konzentriert. Der Riickstand wurde unter Hochvakuum tber
Nacht getrocknet, um die rohe Saure (5,60 g, verunreinigt mit TESOH) als ein farbloses Ol zu ergeben, wel-
ches ohne weitere Reinigung fiir die nachste Reaktion verwendet wurde. Fur die Charakterisierung durch
Flash-Saulenchromatographie an Silicagel gereinigt, eluiert mit Hexan/EtOAc = 4/1.

[a],*® -30,7 (c 0,985, CHCI,); IR (Film) v 2956, 2936, 2879, 1712, 1472, 1417, 1303, 1253, 1107, 1046, 1003,
988, 872, 837, 775, 741 cm'; '"H NMR (400 MHz, CDCl,) & 0,08 (3H, s), 0,09 (3H, s), 0,59-0,67 (6H, m), 0,93
(9H, s), 0,96 (9H, t, J = 8,1 Hz), 1,05 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,05 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,20 (3H, s), 1,21 (3H, s),
2,06-2,13 (1H, m), 2,34 (1H, dd, J = 16,4, 7,4 Hz), 2,50 (1H, dd, J = 16,4, 3,0 Hz), 3,06 (1H, quint, J = 7,3 Hz),
3,87 (1H, dd, J = 7,5, 1,8 Hz), 4,40 (1H, dd, J = 7,3, 2,9 Hz); 5,01 (1H, dd, J = 18,0, 0,9 Hz), 5,07 (1H, dd, J =
10,4, 1,2 Hz), 5,93 (1H, ddd, J = 18,0, 10,4, 7,8 Hz); *C NMR (100MHz, CDCl,) 5-3,6, -3,3, 5,3 (3C), 7,1 (3C),
15,6, 18,7, 19,1, 19,2, 24,1, 26,4 (3C), 39,8, 43,6, 46,4, 53,5, 73,7, 76,6, 115,6, 140,0, 177,9, 218,7; LRMS
(ESI) berechnet fir C,,H,,0.Si,Na [M+Na*] 523,3, gefunden 522,9,

o._p
OTES

o
& OTBS

Verbindung 45:

[0188] Die 3-O-TES-6-O-TBS geschitzte Saure 25 wurde durch azeotrope Destillation aus Benzen getrock-
net. Frisch getrockneter Alkohol 43 (200 mg, 1,19 mmol) wird in DCM (10 mL) aufgeldst und bei 0 °C gekuhilt,
zu welchem Zeitpunkt festes DMAP (167 mg, 1,37 mmol) und festes EDCI (261 mg, 1,37 mmol) hinzugefugt
wurden. Nach dem Rihren der Reaktionsmischung bei 0 °C fir 15 min, wird eine Lésung von Saure 25 (425
mg, 0,85 mmol) in DCM (2 mL) tropfenweise hinzugeflugt. Das Kéltebad wird entfernt und das Ruhren fur wei-
tere 2 Stunden fortgesetzt. Die rohe Reaktionsmischung wird mit DCM (10 mL) verdunnt und durch Silica-
gel-Chromatographie unter Verwendung von 10% EtOAC/Hexane als das Eluens gereinigt, um Ester 45 (380
mg, 81 % Ausbeute, zwei Schritte beginnend mit 36) als ein klares Ol zu ergeben: [a],-15,1 (¢ 1,2, CDCL,); IR
(pur) 2955, 2932, 2877, 1743, 1732, 1694, 1474, 1461, 1417, 1380, 1360, 1295, 1252, 1169, 1094, 1043,
988,3, 912,9, 871,4, 836,5, 774,8, 741,6 cm™; '"H NMR (500 MHz, CDCl,) 0,08 (3H, s), 0,08 (3H, s), 0,60-0,68
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(6H, m), 0,93 (9H, s), 0,95 (9H, t, J = 8,0 Hz), 1,04 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,05 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,10 (3H, s),
1,25 (3H, s), 1,69 (3H, s), 2,08-2,15 (2H, m), 2,16 (3H, s), 2,38 (1H, dd, J = 17,0, 7,0 Hz), 2,48 (2H, 1, J = 6,5
Hz), 2,57 (1H, dd, J = 17, 0, 2,7 Hz), 2,71-2,76 (2H, m), 3,07 (1H, quint, J = 7,0 Hz), 3,83 (1H, d, J = 7,2 Hz),
4,36 (1H, dd, J = 7,0, 2,7 Hz), 4,97-5,07 (4H, m), 5,19 (1H, t, J = 7,0), 5,73 (1H, td, J = 15,4, 5,9 Hz), 5,92 (1H,
dd, J = 15,7, 8,0 Hz); *C NMR (500 MHz, CDCl,) 5218,4, 205,4, 172,1, 140,1, 137,4, 135,4, 119,1, 1158,
115,6, 78,7, 76,5, 73,9, 53,3, 46,3, 43,7, 39,6, 36,6, 29,2, 26,7, 26,4, 23,8, 23,7, 19,9, 18,9, 18,7, 15,4, 7,06,
5,30, —3,29, -3,62; LRMS (ESI) berechnet fiir C,sHq,0,Si,Na [M+Na*] 673 4, gefunden 673,5

Verbindung 47:

[0189] Zu einer Lésung der Verbindung 45 (20 mg, 0,031 mmol) in trockenem Toluen (60 mL) wurde bei Riick-
fluss in einer Portion eine Lésung von Tricyclohexylphosphin[1,3-bis(2,4,6-trimethylphenyl)-4,5-dihydroimida-
zol-2-ylidene][benzyliden]ruthenium(IV)dichlorid (5,2 mg, 0,0061 mmol) in trockenem Toulen (2 mL) hinzuge-
fugt und die Mischung wurde fur 10 Minuten erwarmt. Die Reaktionsmischung wurde unverzugich in einem Eis-
bad gekulhlt und auf Silicia abgestreift und mittels Silicagel-Chromatographie unter Verwendung eines 4-10%
EtOAc/Pentan-Gradienten als das Eluents gereinigt, um Verbindung 47 (15 mg, 78% Ausbeute) als ein Ol zu
ergeben: [a] -28,6 (c 1,2, CHCL,); IR (pur) 2955, 2933, 2878, 1745, 1731, 1695, 1471, 1462, 1380, 1361, 1251,
1159, 1104, 1080, 1019, 985,0, 876,1, 835,5, 774,7, 743,1, 670,1 cm™'; '"H NMR (500 MHz, CDCl,) 0,07 (3H,
s), 0,10 (3H, s), 0,59-0,68 (6H, m), 0,91 (9H, t, J = 8,0 Hz), 0,93 (9H, s), 1,04 (3H, d, J = 7,0Hz), 1,10 (3H, s),
1,11 (3H,d, J =7,0 Hz), 1,17(3H, s), 1,71 (3H, s), 2,21 (3H, s), 2,27-2,32 (1H), 2,38 (1H, dd, J = 14,6, 6,8 Hz),
2,51-2,61 (2H, m), 2,57 (1H, dd, J = 15,5, 3,3 Hz), 2,93-3,1 (3H, m), 3,94 (1H, d, J = 8,5 Hz), 4,28 (1H, dd, J =
8,6, 3,0 Hz), 5,04 (1H, dd, J = 8,7, 2,4), 5,16 (1H, t, J = 7,5), 5,73 (1H, 'dd, J = 12,8, 9,94, 6,9 Hz), 5,92 (1H,
ddd, J = 18,0, 10,3, 7,8 Hz); 13C NMR (125 MHz, CDCl,) 6 215,9, 204,8, 171,3, 140,0, 132,7, 129,2, 118,86,
79,1, 78,2, 75,4, 54,0, 48,2, 41,7, 40,3, 35,0, 29,2, 26,6, 26,5, 23,5, 22,8, 20,6, 18,8, 17,5, 14,3, 7,19, 5,53,
-3,36; LRMS (ESI) berechnet fir C,,H,,0,Si, 645,4, gefunden 645,4 (M+Na®).

Verbindung 39a:

[0190] Zu einer Lésung von Wittig-Reagens 19,1 mg, 54,7 (umol) in THF (0,4 mL) wurde KHMDS (109 pL
einer 0,5 M L6sung in Toluen, 54,7 pmol) bei 0 °C hinzugeflgt. Die Mischung wurde bei 0 °C fir 0,5 h gerihrt
und dann auf =78 °C gekuihlt. Zu der Mischung wurde tropfenweise eine Losung von Keton 47 (5,7 mg, 9,12
(umol) in THF (0,3 mL) hinzugefiigt und der resultierenden Mischung wurde ermdglicht, sich auf —20 °C ber
1,5 Stunden zu erwarmen. Die Reaktion wurde mit gesattigtem, wassrigem NH,CI (2 mL) geléscht und mit
EtOAc (7 mL x 3) extrahiert. Die kombinierten organischen Schichten wurden Uber Na,SO, getrocknet und
konzentriert. Der Rickstand wurde durch Flash-Saulenchromatographie (SiO,, Hexan/Et,O = 10:1) gereinigt,
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um 5,6 mg einer untrennbaren Mischung von E/Z Olefinen (E/Z=9:1) zu ergeben. Die Mischung wurde durch
praparative TLC (Hexan/Et,O = 4:1) gereinigt, um reines 39a (5,0 mg, 6,96 (umol, 76%) als ein farbloses Ol zu
ergeben; [0],* -41,5 (c 0,715, CHCL,); IR (Film) v 2955, 2884, 1737, 1690, 1467, 1378,1249, 1179, 1102, 1014,
979, 879, 826, 773 cm™'; "H NMR (400 MHz, CDCIl,) & 0,08 (3H, s), 0,12 (3H, s), 0,57 (6H, q, J = 7,8 Hz), 0,89
(9H, t, = 8,0 Hz), 0,93 (9H, s), 1,04 (3H, s), 1,06 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,12 (3H, s), 1,17 (3H, d, J = 7,1 Hz),
1,68 (3H, s), 2,15 (3H, d, J = 0,8 Hz), 2,14-2,27 (2H, m), 2,45 (1H, dd, J = 14,0, 4,8 Hz), 2,50 (1H, dd, J = 14,9,
3,2 Hz), 2,64-2,74 (2H, m), 2,72 (3H, s), 3,02 (1H, quint, J = 7,0 Hz), 3,10 (1H, dd, J = 14,4, 7,3 Hz), 3,96 (1H,
d,J=8,7Hz),4,43 (1H, dd, J = 8,3, 2,9 Hz), 5,22 (1H, dd, J = 9,8, 5,7 Hz), 5,33-5,42 (2H, m), 5,69 (1H, dd, J
=15,8, 8,2 Hz), 6,57 (1H, s), 6,96 (1H, s); *CNMR(100MHz, CDCl,) 5-3,3,-3,2, 5,6 (3C), 7,1 (3C), 15,0, 17,2,
18,8, 19,4, 21,4, 21,7, 23,8, 24,3, 26,5(3C), 33,2, 35,6, 41,3, 41,8, 48,2, 54,0, 74,4, 77,4, 79,3, 116,4, 120,5,
121,0,129,3, 132,1, 137,8, 138,0, 152,7, 164,8, 170,7, 216,8; LRMS (ESI) berechnet fiir C,;HsNOSSi, [M+H?]
718,4, gefunden 718,3.

28

Verbindung 28 (Epo 3):

[0191] Zu einer Lésung von 39a (298,8 mg, 0,416 mmol) in THF (6,5 mL) wurde HF-Pyridin (3,2 mL) bei 0 °C
hinzugefugt und die Mischung wurde bei Raumtemperatur fur 3 Stunden gerihrt. Die Reaktion wurde durch
die tropfenweise Zugabe von TMSOMe (30 mL) bei 0 °C geldscht. Nach dem Konzentrieren und Trocknen un-
ter Hochvakuum wurde der Rickstand durch Flash-Saulenchromatographie (SiO,, Hexan/EtOAc = 1:1) gerei-
nigt, um 28 (196,6 mg, 0,402 mmol, 97%) als einen weilRen Feststoff zu ergeben; [a],**> -96,6 (c 0,235, CHCI,);
IR (Film) v 3502, 2970, 2927, 1733, 1685, 1506, 1456, 1375, 1251, 1152, 1040, 977 cm'; '"H NMR (400 MHz,
CDCl,) 8 1,06 (3H, s), 1,11 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,22 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,28 (3H, s), 1,72 (3H, s), 2,10 (3H, s),
2,31-2,40 (2H, m), 2,43 (1H, dd, J = 16,0, 3,7 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 16,0, 9,2 Hz), 2,55-2,68 (2H, m), 2,71 (3H,
s), 2,98 (1H, dd, J = 14,4, 6,4 Hz), 3,16 (1H, quint, J = 6,2 Hz), 3,76 (1H, dd, J = 5,9, 3,2 Hz), 4,30 (1H, dd, J
=9,2, 3,7 Hz), 5,18 (1H, brt, J = 7,3 Hz), 5,32 (1H, dd, J = 8,4, 2,5 Hz), 5,63 (1H, dd, J = 15,7, 6,4 Hz), 5,60
(1H, ddd, J = 15,7, 6,9, 5,1 Hz), 6,60 (1H, s), 6,98 (1H, s); *C NMR (100 MHz, CDCl,) 5 15,1, 16,0, 17,7, 19,2,
19,5, 22,5, 23,6, 32,0, 35,0, 39,6, 40,3, 44,8, 53,3, 71,8, 75,6, 78,3, 116,1, 119,6, 120,5, 129,9, 131,3, 137,5,
138,2, 152,2, 165,0, 170,7, 218,8; LRMS (ESI) berechnet fur C,,H,,NO,S [M+H+] 490,3, gefunden 490,2.

S

dEpoB (1, Epo 1):

[0192] Zu einer LOsung von 28 (1,2 mg, 2,5 pmol) und TrisNHNH, (29,3 mg, 98 pmol) in CICH,CH,CI (0,7 mL)
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bei 50 °C wurde Et{;N (13,7 pL, 98 pmol) hinzugefigt. Die Reaktion wurde durch HPTLC (He-
xan/EtOAc/CH,Cl,= 1/1/2) Gberwacht. Nach dem Ruhren fir 7 h wurde die Mischung auf Raumtemperatur ge-
kihlt, mit EtOAc verdinnt und durch ein Kissen von Silicagel filtriert, welches mit EtOAc gesplilt wurde. Nach
dem Konzentrieren wurde der Rickstand durch praparative TLC (Hexan/EtOAc/CH,CI, = 1/1/2) gereinigt, um
1 (1,1 mg, 2,2 ymol, 91%) als einen weilden Feststoff zu ergeben. Die Spektraldaten von 1 waren identisch mit
jenen, die fir dEpoB berichtet wurden.

Verbindung 27:

[0193] Saure 25 und Alkohol 24 wurden mit trockenem Benzen (5 mL x 2) azeotrop destilliert und vor der Re-
aktion unter Hochvakuum getrocknet. Zu einer L6sung des Alkohols 24 (639 mg, 2,63 mmol) in CH,CI, (13 mL)
wurde EDCI (576 mg, 3,09 mmol) und DMAP (366 mg, 3,09 mmol) bei 0 °C hinzugefligt. Zu der Mischung wur-
de eine Losung der Saure 25 (1,11 g, als 1,88 mmol) in CH,CI, (5 mL + 2 mL Spulung) tropfenweise iber 16
Minuten bei 0°C hinzugefiigt. Nach dem Riihren bei 0°C fiir 1,5 Stunden wurde die Mischung bei Raumtempe-
ratur fir 3,5 h gerihrt. Nach dem Konzentrieren wurde der Riickstand durch Flash-Saulenchromatographie
(SiO,, Hexan/EtOAc = 30: 1 bis 20:1) gereinigt, um 27 (1,20 g, 1,61 mmol, 86% aus t-Butylester) als ein farb-
loses Ol zu ergeben;

[0],** -25,1 (c 1,30, CHCL,); IR (Film) v 2955, 2925, 2872, 1732, 1696, 1461, 1378, 1290, 1243, 1173, 1091,
985, 873, 773 cm™; '"H NMR (400 MHz, CDCl,) & 0,06 (3H, s), 0,06 (3H, s), 0,58-0,66 (6H, m), 0,92 (9H, s),
0,95 (9H, t, J = 8,0 Hz), 1,02 (3H, d, J = 6,5 Hz), 1,03 (3H, d, J = 6,5 Hz), 1,07 (3H, s), 1,21 (3H, s), 1,67 (3H,
s), 2,07 (3H, s), 2,05-2,12 (1H, m), 2,30 (1H, dd, J = 16,9, 7,5 Hz), 2,39 (1H, dt, J = 14,8, 6,7 Hz), 2,49 (1H, dd,
J=17,0, 3,0Hz), 2,50 (1H, dt, J = 14,8, 6,7 Hz), 2,70 (3H, s), 2,74-2,30 (2H, m), 3,07 (1H, dd, J = 7,0 Hz), 3,83
(1H,dd, J=7,1, 2,0 Hz), 4,35 (1H, dd, J = 7 4, 2,8 Hz), 4,98-5,07 (4H, m), 5,16 (1H, brt, J = 7,0 Hz), 5,23 (1H,
t, J =6,9 Hz), 5,74 (1H, ddt, J = 16,7, 10,2, 6,5 Hz), 5,91 (1H, ddd, J = 17,8, 10,5, 7,8 Hz), 6,50 (1H, s), 6,95
(1H, s);"*C NMR (100 MHz, CDCl,) & -3,7, -3,3, 5,3 (3C), 7,2 (3C), 14,8, 15,2, 18,7, 18,9, 19,4, 20,3, 23,6,
23,7, 26,4 (3C), 31,7, 36,7, 40,1, 43,8, 46,4, 53,3, 74,2, 76,5, 79,6, 115,5, 115,6, 116,5, 120,5, 121,3, 135,8,
136,1, 137,4, 140,2, 152,9, 164,7, 171,5, 218,4; LRMS (ESI) berechnet fur C,,H,,NOSSi, [M+Na'] 768,5, ge-
funden 768,5.

3%a

Verbindung 39a:

[0194] Eine Lésung von 27 (26,9 mg, 36,1 ymol) in Toluen (70 mL) wurde unter Ruckfluss erwarmt und mit
einer Lésung von Grubbs' Katalysator (3,1 mg, 3,61 pmol) in Toluen (2 mL) behandelt. Die Mischung wurde fur
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25 Minuten geruhrt, auf 0 °C abgekulhlt und durch ein Kissen aus Silicagel filtriert, welches mit Hexan/EtOAc
= 2/1 gespllt wurde. Die kombinierten Filtrate wurden konzentriert und durch Flash-Saulenchromatographie
(SiO,, Hexan/Et,O = 40:1 bis 5:1) gereinigt, um 39a (9,9 mg, 13,8 pmol, 38%) als ein farbloses Ol zu ergeben;
[0],%°-41,5 (c 0,715, CHCL,); IR (Film) v 2955, 2884, 1737, 1690, 1467, 1378, 1249, 1179, 1102, 1014, 979, 879,
826, 773 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl,) 8 0,08 (3H, s), 0,12 (3H, s), 0,57 (6H, q, J = 7,8 Hz), 0,89 (9H, t, J
= 8,0 Hz), 0,93 (9H, s), 1,04 (3H, s), 1,06 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,12 (3H, s), 1,17 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,68 (3H,
s), 2,15 (3H, d, J = 0,8 Hz), 2,14-2,27 (2H, m), 2,45 (1H, dd, J = 14,0, 4,8 Hz), 2,50 (1H, dd, J = 14,9, 3,2 Hz),
2,64-2,74 (2H, m), 2,72 (3H, s), 3,02 (1H, quint, J = 7,0 Hz), 3,10 (1H, dd, J = 14,4, 7,3 Hz), 3,96 (1H, d, J =
8,7 Hz), 4,43 (1H, dd, J = 8,3, 2,9 Hz), 5,22 (1H, dd, J = 9,8, 5,7 Hz), 5,33-5,42 (2H, m), 5,69 (1H, dd, J = 15,8,
8,2 Hz), 6,57 (1H, s), 6,96 (1H, s);"*C NMR (100 MHz, CDCl,) 6 -3,3, -3,2, 5,6 (3C), 7,1 (3C), 15,0, 17,2, 18,8,
19,4, 21,4, 21,7, 23,8, 24,3, 26,5 (3C), 33,2, 35,6, 41,3, 41,8, 48,2, 54,0, 74,4, 77,4, 79,3, 116,4, 120,5, 121,0,
129,3,132,1, 137,8, 138,0, 152,7, 164,8, 170,7, 216,8; LRMS (ESI) berechnet fir C,;,H,;NO,SSi, [M+H"] 718,4,
gefunden 718,3,

QH

28
Verbindung 28:

[0195] Zu einer Lésung von 39a (298,8 mg, 0,416 mmol) in THF (6,5 mL) wurde HF-Pyridin (3,2 mL) bei 0 °C
hinzugefugt und die Mischung wurde bei Raumtemperatur fur 3 Stunden gerihrt. Die Reaktion wurde durch
die tropfenweise Zugabe von TMSOMe (30 mL) bei 0 °C geléscht und die Mischung wurde bei Raumtempera-
tur fur 3 Stunden gerihrt. Nach dem Konzentrieren und Trocknen unter Hochvakuum wurde der Rickstand
durch Flash-Saulenchromatographie (SiO,, Hexan/EtOAc = 1:1) gereinigt, um 28 (196,6 mg, 0,402 mmol,
97%) als einen weilRen Feststoff zu ergeben;

[a],%° -96,6 (c 0,235, CHCI,); IR (Film) v 3502, 2970, 2927, 1733, 1685, 1506, 1456, 1375, 1251, 1152, 1040,
977 cm™; 'H NMR (400 MHz, CDCl,) & 1,06 (3H, s), 1,11 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,22 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,28 (3H,
s), 1,72 (3H, s), 2,10 (3H, s), 2,31-2,40 (2H, m), 2,43 (1H, dd, J = 16,0, 3,7 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 16,0, 9,2 Hz),
2,55-2,68 (2H, m), 2,71 (3H, s), 2,98 (1H, dd, J = 14,4, 6,4 Hz), 3,16 (1H, quint, J = 6,2 Hz), 3,76 (1H, dd, J =
5,9, 3,2 Hz), 4,30 (1H, dd, J = 9,2, 3,7 Hz), 5,18 (1H, brit, J = 7,3 Hz), 5,32 (1H, dd, J = 8,4, 2,5 Hz), 5,63 (1H,
dd, J=15,7,6,4 Hz), 5,60 (1H, ddd, J = 15,7, 6,9, 5,1 Hz), 6,60 (1H, s), 6,98 (1H, s);"*C NMR (100 MHz, CDCl,)
5 15,1, 16,0, 17,7, 19,2, 19,5, 22,5, 23,6, 32,0, 35,0, 39,6, 40,3, 44,8, 53,3, 71,8, 75,6, 78,3, 116,1, 119,6,
120,5, 129,9, 131,3, 137,5, 138,2, 152,2, 165,0, 170,7, 218,8; LRMS (ESI) berechnet fir C,,R,,NO,S [M+H"]
490,3, gefunden 490,2.
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Verbindung 26:

[0196] Saure 25 und Alkohol 21 wurden mit trockenem Benzen (5 mL x 2) azeotrop destilliert und vor der Re-
aktion unter Hochvakuum getrocknet. Zu einer Lésung von Alkohol 21 (240 mg, 0,756 mmol) in CH,CI, (5 mL)
wurde EDCI (192,7 mg, 1,01 mmol) und DMAP (122,8 mg, 1,01 mmol) bei 0 °C hinzugefligt. Zu der Mischung
wurde eine Lésung der Saure 25 (314,6 mg, 0,628 mmol) in CH,CI, (2 mL + 1 mL Spilung) tropfenweise tber
15 Minuten bei 0 °C hinzugefiigt. Nach dem Ruhren bei 0 °C fiir 2 Stunden wurde die Mischung bei Raumtem-
peratur fir 2 Stunden gerihrt. Nach dem Konzentrieren wurde der Rickstand durch Flash-Saulenchromato-
graphie (SiO,, Hexan/EtOAc = 20:1 bis 15:1) gereinigt, um 26 (340,1 mg, 0,425 mmol, 68% basierend auf der
Saure) als ein farbloses Ol zu ergeben;

[0],%*-27,5 (c 0,28, CHCI,); IR (Film) v 2956, 2878, 1740, 1692, 1472, 1378, 1317, 1253, 1174, 1118, 988, 915,
872, 837,775 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl,) & 0,06 (6H, s), 0,57-0,65 (6H, m), 0,92 (9H, s), 0,94 (9H, t, J =
7,9 Hz), 1,02 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,03 (3H, d, J = 6,8Hz), 1,07 (3H, s), 1,22 (3H, s), 2,07-2,10 (1H, m), 2,09
(3H,s),2,31 (1H,dd, J = 16,9, 7,3Hz), 2,51 (1H, dd, J = 16,8, 3,0 Hz), 2,49-2,65 (2H, m), 2,71 (3H, s), 2,96-2,99
(2H, m), 3,06 (1H, quint, J = 7,1 Hz), 3,83 (1H, dd, J = 7,3, 2,1 Hz), 4,35 (1H, dd, J = 7,2, 3,0 Hz), 4,98-5,12
(4H, m), 5,30 (1H, t, J = 6,7 Hz), 5,76 (1H, ddt, J = 16,7, 10,2, 6,2 Hz), 5,92 (1H, ddd, J = 17,8, 9,9, 7,8 Hz),
6,19 (1H, t, J = 7,0 Hz), 6,51 (1H, s), 6,97 (1H, s); LRMS (ESI) berechnet fiir C,,HF;NO.SSi,Na [M+Na’]
822,4, gefunden 822,4.

N

DOTES

e,

FiC

OTBS

40a
Verbindung 40a (via RCM von 26):

[0197] Eine Lésung von 26 (57,6 mg, 72,0 pmol) in Toluen (142 mL) wurde unter Riickfluss erwarmt und mit
einer Lésung von Grubbs' Katalysator (6,1 mg, 7,20 umol) in Toluen (2 mL) behandelt. Die Mischung wurde fir
28 Minuten gerihrt, auf 0 °C abgekihlt und durch ein Kissen aus Silicagel filtriert, welches mit Hexan/EtOAc
= 2/1 (300 mL) gesplilt wurde. Die kombinierten Filtrate wurden konzentriert und durch Flash-Saulenchroma-
tographie (SiO,, Hexan/Et,O = 40:1 bis 15:2) gereinigt, um 40a (12,0 mg, 15,5 pmol, 22%) als ein farbloses Ol
zu ergeben; IR (Film) v 2955, 2884, 1743, 1690, 1472, 1320, 1173, 1114, 1038, 1008, 873, 832, 773 cm™"; 'H
NMR (400 MHz, CDCl,) & 0,09(3H, s), 0,12 (3H, s), 0,55 (6H, q, J = 7,7 Hz), 0,88 (9H, t, J = 8,0 Hz), 0,96 (9H,
s), 1,01 (3H, s), 1,06 (3H,d, J =7,1 Hz), 1,12 (3H, s), 1,20 (3H, d, J = 7,1 Hz); 2,07-2,17 (1H, m), 2,19 (3H, s),
2,38 (1H, dd, J = 14,3, 3,5 Hz), 2,39-2,49 (1H, m), 2,50 (1H, dd, J = 14,3, 7,3 Hz), 2,73 (3H, s), 2,77-2,91 (2H,
m), 2,96-3,09 (2H, m), 3,98 (1H, dd, J = 8,9 Hz), 4,54 (1H, dd, J = 7,3, 3,4 Hz), 5,28-5,38 (1H, m), 5,63 (1H,
dd, J =9,6, 2,3 Hz), 5,77 (1H, dd, J = 15,9, 8,5 Hz), 6,21-6,28 (1H, m), 6,60 (1H, s), 6,99 (1H, s); LRMS (ESI)
berechnet flr C,,H,F;NOSSi, [M+H"] 772,4, gefunden 772,4.
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FaC

OH

29
Verbindung 29:

[0198] Zu einer Lésung von 40a (1,789, 2,31 mmol) in THF (25 mL) wurde langsam HF-Pyridin (12,5 mL) bei
0 °C hinzugefligt und die Mischung wurde bei Raumtemperatur fir 4 Stunden gerihrt. Die Reaktion wurde
durch die tropfenweise Zugabe von TMSOMe (80 mL) tiber 10 Minuten bei 0°C geldscht. Die Mischung wurde
bei Raumtemperatur fir 2,5 Stunden kraftig gertihrt. Nach dem Konzentrieren und Trocknen unter Hochvaku-
um fuir 2 Stunden wurde der Rickstand durch Flash-Saulenchromatographie (SiO,~50 g, Hexan/EtOAc = 1:1)
gereinigt, um 29 (1,20 g, 2,21 mmol, 96%) als ein farbloses Pulver zu ergeben;

[0],% -54,6 (c 0,28, CHCI,); IR (Film) v 3478, 2974, 2929, 1736, 1689, 1449, 1381, 1318, 1247, 1169, 1113,
1039, 983, 867, 736 cm™'; '"H NMR (400 MHz, CDCl,) & 1,05 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,23 (3H, d, J =
6,8 Hz), 1,37 (3H, s), 2,04 (1H, brd, J = 3,8 Hz, -OH), 2,12 (3H, s), 2,25-2,33 (1H, m), 2,38 (1H, dd, J = 15,3,
3,0 Hz), 2,48 (1H, dd, J = 15,4, 9,8 Hz), 2,54-2,61 (1H, m), 2,66-2,76 (1H, m), 2,71 (3H, s), 2,96 (1H, dd, J =
16,5, 4,5 Hz), 3,02 (1H, dd, J = 16,3, 6,5 Hz), 3,11 (1H, quint, J = 6,7 Hz), 3,19 (1H, brs, =OH), 3,74 (1H, brs),
4,35 (1H, brd, J = 9,5 Hz), 5,42 (1H, dd, J = 6,2, 4,1 Hz), 5,60 (1H, ddd, J = 15,8, 5,6, 4,5 Hz), 5,66 (1H, dd, J
= 15,8, 5,8 Hz), 6,24 (1H, t, J = 7,2 Hz), 6,64 (1H, s), 7,00 (1H, s);"*C NMR (100 MHz, CDCL,) 5 15,1, 16,1,
17,7,18,5,19,3, 22,5, 28,8, 31,1, 39,6, 39,7, 45,0, 53,7, 71,4, 75,3, 76,8, 116,7, 120,2, 124,3 [q, 'J(C,F) = 273,4
Hz], 127,9, 130,2 [q, ®J(C,F) = 6,0 Hz], 130,6 [g, 2J(C,F) = 28,4 Hz], 132,5, 136,7, 152,0, 165,4, 170,2, 218,4;
LRMS (ESI) berechnet fir C,,H,,F,NO,S [M+H+] 544,2, gefunden 544,1.

Verbindung 2:

[0199] Zu einer Lésung von 29 (1,22 mg, 2,24 pmol) und TrisNHNH, (26,7 mg, 89,6 pmol) in CICH,CH,CI (1
mL) bei 50 °C wurde Et;N (12,5 pL, 89,6 pmol) hinzugefligt. Die Reaktion wurde durch HPTLC (He-
xan/EtOAc/CH,Cl,= 1/1/2) Gberwacht. Nach dem Ruihren fur 6,5 Stunden wurden weiteres TrisNHNH, (26,7
mg, 89,6 ymol) und Et;N (12,5 pL, 89,6 pmol) zu der Mischung hinzugefiigt. Nach dem Ruhren fiir 14 Stunden
wurde die Mischung auf Raumtemperatur abgekihlt, mit EtOAc verdiinnt und durch ein Kissen von Silicagel
filtriert, welches mit EtOAc gespiilt wurde. Nach dem Konzentrieren wurde der Rickstand durch praparative
TLC (Hexan/EtOAc/CH,CI, = 1/1/2) gereinigt, um 2 (1,16 mg, 2,13 pmol, 94%) als einen weiflen Feststoff zu
ergeben;

"H NMR (400 MHz, CDCl,) 8 1,03 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,08 (3H, s), 1,19 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,25-1,35 (2H, m),
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1,37 (3H, s), 1,42-1,55 (2H, m), 1,65-1,82 (2H, m), 2,10 (3H, d, J = 0,8 Hz), 2,21-2,47 (2H, m), 2,27 (1H, dd, J
=14,2,2,6 Hz), 2,48 (1H, dd, J = 14,3, 10,8 Hz), 2,70 (3H, s), 2,70-2,28 (1H, m), 3,02 (1H, d, J = 2,0 Hz, -OH),
3,19 (1H, aqd, J = 6,9, 2,2 Hz), 3,65 (1H, d, J = 6,2 Hz, -OH), 3,69-3,72 (1H, m), 4,34 (1H, ddd, J = 10,8, 6,2,
2,6 Hz), 5,28 (1H, dd, J = 10,2, 2,2 Hz), 6,12 (1H, dd, J = 10,2, 5,2 Hz), 6,61 (1H, s), 6,98 (1H, s); LRMS (ESI)
berechnet fur C,,H,,F,NO,S [M+H*] 546,3, gefunden 546,2.

1B

Verbindung 54:

[0200] Saure 25 und Alkohol 53 wurden mit trockenem Benzen (3 mL x 2) azeotrop destilliert und vor der Re-
aktion unter Hochvakuum getrocknet. Zu einer Lésung von Alkohol 53 (68,0 mg, 0,173 mmol) in CH,CI, (1,3
mL) wurde EDCI (37,8 mg, 0,197 mmol) und DMAP (24,1 mg, 0,197 mmol) bei 0 °C hinzugefligt. Zu der Mi-
schung wurde einen Losung von Saure 25 (72,6 mg, als 0,123 mmol) in CH,CI, (0,7 mL) tropfenweise Uber 5
Minuten bei 0 °C hinzugefugt. Nach dem Rihren bei 0 °C fir 1 h wurde die Mischung bei Raumtemperatur fur
2,5 h gertihrt. Nach dem Konzentrieren wurde der Rickstand durch Flash-S&ulenchromatographie (SiO,, He-
xan/EtOAc = 30: 1) gereinigt, um 54 (99,5 mg, 0,114 mmol, 92% von t-Butylester) als ein farbloses Ol zu erge-
ben;

[a],® —23,4 (c 0,56, CHCL,); IR (Film) v 2955, 2931, 2880, 1735, 1696, 1506, 1472, 1386, 1362, 1294, 1254,
1174, 1104, 988, 878, 776, 742 cm™; '"H NMR (400 MHz, CDCl,) & 0,06 (3H, s), 0,06 (3H, s), 0,14 (6H, s), 0,63
(6H, q, J = 8,0 Hz), 0,92 (9H, s), 0,94 (9H, t, J = 8,0 Hz), 0,97 (9H, s), 1,02 (3H, d, J = 6,6 Hz), 1,05 (3H, d, J
= 6,5 Hz), 1,07 (3H, s), 1,21 (3H, s), 1,67 (3H, s), 2,06 (3H, d, J = 0,8 Hz), 2,05-2,14 (1H, m), 2,30 (1H, dd, J
=16,9, 7,5 Hz), 2,33-2,53 (2H, m), 2,50 (1H, dd, J = 16,9, 2,7 Hz), 2,76-2,80 (2H, m), 3,07 (1H, quint, J =7,0
Hz), 3,83 (1H, dd, J = 7,0, 2,2 Hz), 4,35 (1H, dd, J = 7,4, 2,8 Hz), 4,97 (2H, s), 4,97-5,07 (4H, m), 5,16 (1H, t,
J=7,2Hz),5,24 (1H, t, J =6,9 Hz), 5,74 (1H, ddt, J = 16,6, 10,0, 6,5 Hz), 5,91 (1H, ddd, J = 17,6, 9,9, 7,7 Hz),
6,50 (1H, s), 7,06 (1H, s);"*C NMR (100 MHz, CDCl,) & -5,2 (2C), -3,7, -3,3, 5,3 (3C), 7,2 (3C), 14,7, 15,2,
18,5, 18,7, 18,9, 20,3, 23,6, 23,7, 26,0 (3C), 26,4 (3C), 31,7, 36,7, 40,1, 43,8, 46,4, 53,3, 63,4, 74,2, 76,5, 79,6,
115,5, 115,6, 116,6, 120,5, 121,3, 135,8, 136,1, 137,4, 140,1, 153,0, 171,5, 172,2, 218,4; LRMS (ESI) berech-
net fur C,,HgNO:SSi, [M+H+] 876,6, gefunden 876,5.
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Verbindung 55:

[0201] Eine Lésung von 54 (69,7 mg, 79,5 pmol) in Toluen (158 mL) wurde unter Rickfluss erwarmt und mit
einer Lésung von Grubbs' Katalysator (6,7 mg, 7,95 pmol) in Toluen (2 mL) behandelt. Die Mischung wurde 11
Minuten geruhrt, auf 0 °C gekuhlt und durch ein Kissen aus Silicagel filtriert, welches mit Hexan/EtOAc = 3/1
(280 mL) gespdlt wurde. Die kombinierten Filtrate wurden konzentriert und durch Flash-Saulenchromatogra-
phie (SiO,, Hexan/Et,0 = 20:1 bis to 15:1) gereinigt, um 55 (18,4 mg, 21,7 ymol, 27%) als ein farbloses Ol zu
ergeben;

[a],>* 40,4 (c 0,26, CHCL,); IR (Film) v 2955, 2930, 2879, 1740, 1694, 1472, 1387, 1362, 1253, 1200, 1107,
1007, 838, 776, 742 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl,) & 0,08 (3H, s), 0,12 (3H, s), 0,15 (6H, s), 0,57 (6H, q, J
=7,9 Hz), 0,88 (9H, t, J = 8,0 Hz), 0,95 (9H, s), 0,97 (9H, s), 1,04 (3H, s), 1,06 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,12 (3H,
s), 1,17 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,69 (3H, s), 2,06-2,30 (2H, m), 2,14 (3H, s), 2,45 (1H, dd, J = 15,6, 3,6 Hz), 2,50
(1H, dd, J = 14,9, 3,1 Hz), 2,63-2,75 (2H, m), 2,97-3,06 (1H, m), 3,10 (1H, dd, J = 14,6, 7,7 Hz), 3,97 (1H, d, J
= 8,5 Hz), 4,44 (1H, dd, J = 8,4, 2,9 Hz), 4,97 (2H, s), 5,22 (1H, dd, J = 8,7, 5,2 Hz), 5,33-5,44 (2H, m), 5,70
(1H, dd, J = 15,6, 8,1 Hz), 6,57 (1H, s), 7,07 (1H, s); LRMS (ESI) berechnet fir C,;H,,NOSSi, [M+H+] 848,5,
gefunden 848,5.

Verbindung 57:

[0202] Zu einer Losung von 55 (61,8 mg, 72,8 pmol) in THF (2 mL) wurde HF-Pyridin (1 mL) bei 0 °C hinzu-
gefligt und die Mischung bei Raumtemperatur fir 3,2 h gerthrt. Die Reaktion wurde durch tropfenweise Zuga-
be von TMSOMe (15 mL) bei 0 °C gel6éscht. Die Mischung wurde bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden gerihrt.
Nach dem Konzentrieren und Trocknen unter Hochvakuum wurde der Riickstand durch Flash-Saulenchroma-
tographie (SiO,, Hexan/EtOAc = 1:3) gereinigt, um 57 (32,4 mg, 64,1 pmol, 88%) als einen weillen Feststoff
zu ergeben;

[0],® -108,4 (c 0,285, CHCL,); IR (Film) v 3422, 2968, 2919, 2729, 1689, 1449, 1377, 1252, 1152, 1064, 978
cm™, '"H NMR (400MHz, CDCl,) & 1,05 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,22 (3H, d, J = 6,8Hz), 1,32 (3H, s),
1,72 (3H, s), 2,08 (3H, s), 2,31-2,40 (3H, m), 2,43 (1H, dd, J = 15,5, 3,5 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 15,5, 9,5 Hz),
2,55-2,67 (2H, m), 2,95 (1H, dd, J = 14,6, 6,3 Hz), 3,13 (1H, quint, J = 6,6 Hz), 3,34 (1H, brs, -OH), 3,75 (1H,
dd, J = 6,6, 2,4 Hz), 4,06 (1H, brs, -OH), 4,33 (1H, dd, J = 9,4, 3,0 Hz), 4,92 (2H, s), 5,18 (1H, t, J = 6,9 Hz),
5,33 (1H, dd, J = 8,0, 2,5 Hz), 5,52 (1H, dd, J = 15,8, 6,4 Hz), 5,59 (1H, ddd, J = 15,8, 6,6, 5,0 Hz), 6,63 (1H,
s), 7,13 (1H, s);"*C NMR (100 MHz, CDCl,) & 15,3, 16,3, 17,8, 19,2, 22,8, 23,7, 31,9, 35,1, 39,7, 40,2, 45,0,
53,4,61,8,71,7,75,8,78,1,116,7, 119,0, 120,5, 130,0, 131,2, 137,6, 138,9, 152,5, 170,0, 170,7, 218,7; LRMS
(ESI) berechnet fir C,,H,,NO,SNa [M+Na*] 528,2, gefunden 528,0:

46/167



DE 60310916 T2 2007.11.15
Verbindung 46:

[0203] Rohe Saure 25 (4,65 g, als 7,27 mmol) und Alkohol 44 (2,18 g, 9,84 mmol) wurden mit trockenem Ben-
zen azeotrop destilliert und vor der Reaktion unter Hochvakuum getrocknet. Zu einer Lésung von Alkohol 44
(2,18 g, 9,84 mmol) in CH,CI, (65 mL) wurde EDCI (2,09 g, 10,9 mmol) und DMAP (1,33 g, 10,9 mmol) bei 0°C
hinzugefugt. Zu der Mischung wurde eine Lésung der rohen Saure 25 (4,65 g, als 7,27 mmol) in CH,CI, (20
mL + 5 mL Spulung) tropfenweise ber 20 Minuten bei 0 °C hinzugefiigt. Nach dem Ruhren bei 0 °C fur 40
Minuten wurde die Mischung bei Raumtemperatur fir 4 Stunden geriihrt. Nach dem Konzentrieren wurde der
Rickstand durch Flash-Saulenchromatographie (SiO, 160 g, Hexan/EtOAc = 20:1) gereinigt, um 46 (4,85 g,
6,87 mmol, 94% aus t-Butylester) als ein farbloses Ol zu ergeben;

'H NMR (400 MHz, CDCl,) & 0,08 (3H, s), 0,08 (3H, s), 0,60 (6H, q, J = 7,8 Hz), 0,93 (9H, s), 0,94 (9H, t, J =
8,0 Hz), 1,04 (3H, d, J = 7,0Hz), 1,04 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,11 (3H, s), 1,23 (3H, s), 2,05-2,14 (1H, m), 2,17
(3H, s), 2,40 (1H, dd, J = 16,9, 7,0 Hz), 2,59 (1H, dd, J = 17,0, 3,6 Hz), 2,56-2,64 (2H, m), 2,90-3,01 (2H, m),
3,06 (1H, quint, J = 7,0 Hz), 3,85 (1H, dd, J = 7,3, 2,0 Hz), 4,38 (1H, d, J = 7,0, 3,4 Hz), 4,97-5,14 (5H, m), 5,75
(1H, ddt, J = 16,0, 9,9, 6,2 Hz), 5,92 (1H, ddd, J = 17,8, 10,5, 7,8 Hz), 6,21 (1H, td, J = 7,2, 1,5 Hz); LRMS
(ESI) berechnet fir C;3Hq;F,0,Si,Na [M+Na*] 727,4, gefunden 727,3.

Verbindung 48:

[0204] Eine Lésung von 46 (510,0 mg, 0,723 mmol) in Toluen (500 mL) wurde unter Ruckfluss erwarmt und
mit einer Lésung von Grubbs' Katalysator (92,1 mg, 0,109 mmol) in Toluen (10 mL) behandelt. Die Mischung
wurde fur 17 Minuten unter Ruckfluss gerihrt und sofort auf 0 °C abgekihlt und bei 0 °C gehalten, vor der Fil-
tration durch ein Kissen aus Silicagel. Eine zweite Charge von Dien (510,0 mg, 0,723 mmol) wurde identisch
und gleichzeitig hergestellt. Die kombinierten Reaktionsmischungen wurden durch ein Kissen aus Silicagel
(100 g) filtriert, welches mit Hexan/EtOAc = 3/1 (1,4 L) gespdlt wurde. Die kombinierten Filtrate wurden kon-
zentriert und durch Flash-Saulenchromatographie (SiO, ~65g, Hexan/Et,0O = 10:1 bis 5:1) gereinigt, um 48
(742,4 mg, 1,10 mmol, 76%) als ein farbloses Ol zu ergeben;

'H NMR (400 MHz, CDCl,) & 0,08 (3H), 0,10 (3H, s), 0,60 (6H, q, J = 7,8 Hz), 0,93 (9H, s), 0,94 (9H,t,J = 7,8
Hz), 1,03 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,08 (3H, s), 1,13 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,17 (3H, s), 2,26 (3H, s), 2,25-2,34 (1H,
m), 2,64 (1H, dd, J = 15,5, 5,0 Hz), 2,68-2,75 (2H, m), 2,76 (1H, dd, J = 15,6, 6,4 Hz), 2,85 (1H, dd, J = 15,6,
5,7 Hz), 2,97 (1H, dq, J = 8,3, 6,9 Hz), 3,04 (1H, dd, J = 15,6, 6,3 Hz), 3,92 (1H, dd, J = 8,3, 1,2 Hz), 4,36 (1H,
t, J = 5,3 Hz), 5,30-5,39 (2H, m), 5,58 (1H, dd, J = 15,5, 8,0 Hz), 6,13 (1H, brt, J = 7,2 Hz); *C NMR (100 MHz,
CDCl;)8-3,6,-3,6, 5,4 (3C), 7,0 (3C), 17,5, 18,5, 19,0, 21,6, 23,5, 26,3 (3C), 26,5, 28,6, 29,1, 41,0, 42,3, 47,3,
54,1,74,2,76,8, 77,7, 124,0 ['J(C,F) = 273,7 Hz], 126,0, 128,7 [*J (C,F) = 5,9 Hz], 132,2 [2J (C,F) = 28,1 Hz],
133,8, 170,5, 204,1, 216,1; LRMS (ESI) berechnet fiir C,,H.,F,O,Si,Na [M+Na*] 699,4, gefunden 699,4.

&
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Verbindung 40a (liber Wittig Reaktion von Keton 48):

[0205] Keton 48 wurde mit Benzen (5 mL x 2) azeotrop destilliert und dann unter Hochvakuum fir 0,5 Stunden
getrocknet. Zu einer Lésung von Wittig-Salz (907 mg, 2,59 mmol) in THF (19 mL) wurde t-BuOK (2,4 mL einer
1,0 M Ldsung in THF, 2,43 mmol) tropfenweise tUber 5 Minuten bei 0 °C hinzugefligt. Die Mischung wurde bei
0°C fur 0,5 Stunden geruhrt und dann auf —-78°C abgekuhlt. Zu der Mischung wurde tropfenweise eine Lésung
von Keton 48 (1,10 g, 1,62 mmol) in THF (13 mL) Gber 10 Minuten hinzugefiigt und der resultierenden Mi-
schung wurde ermdglicht, sich auf —20°C lber 2 Stunden zu erwarmen. Die Reaktion wurde mit gesattigtem,
wassrigem NH,CI (15 mL) geléscht und mit EtOAc (50 mL x 3) extrahiert. Die kombinierten organischen
Schichten wurden mit Salzlésung (20 mL) gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und konzentriert, Der Ruick-
stand wurde durch Flash-Chromatographie (SiO,, Hexan/Et,0 = 20:1 bis 10:1) gereinigt, um das gewlinschte
16(E)-Isomer 40a (940 mg, 1,22 mmol, 75%) zusammen mit dem ungewlinschten 16(Z)-Isomer 40b (140,9 mg,
0,182 mmol, 11 %), beide als farblose Ole zu ergeben;

40a

[a],?® -17,1 (c 0,14, CHCIl,); "H NMR (400 MHz, (CDCl,) & 0,09 (3H, s), 0,12 (3H, s), 0,55 (6H, q, J = 7,7 Hz),
0,88 (9H, t, J = 8,0Hz), 0,96 (9H, s), 1,01 (3H, s), 1,06 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,12 (3H, s), 1,20 (3H, d, J = 7,1
Hz), 2,07-2,17 (1H, m), 2,19 (3H, s), 2,38 (1H, dd, J = 14,3, 3,5 Hz), 2,39-2,49 (1H, m), 2,50 (1H, dd J = 14,3,
7,3 Hz), 2,73 (3H, s), 2,77-2,91 (2H, m), 2,96-3,09 (2H, m), 3,98 (1H, dd, J = 8,9 Hz), 4,54 (1H,dd, J=7,3,3,4
Hz), 5,28-5,38 (1H, m), 5,63 (1H, dd, J = 9,6, 2,3 Hz), 5,77 (1H, dd, J = 15,9, 8,5 Hz), 6,21-6,28 (1H, m), 6,60
(1H, s), 6,99 (1H, s); "*C NMR (100 MHz, CDCl,) 5 -3,4, -3,3, 5,5 (3C), 7,0 (3C), 14,6, 17,1, 18,7, 19,4, 19,9,
21,3, 24,8, 26,4 (3C), 29,6, 32,8, 42,0, 42,1, 48,2, 54,1, 73,4, 76,9, 77,8, 117,0, 121,6, 124,3 ['J(C,F) = 273,5
Hz], 127,2, 130,6 [*J(C,F) = 28,2 Hz], 130,8 [*J(C,F) = 6,1 Hz], 133,2, 136,5, 152,3, 165,0, 170,1, 217,1; HRMS
(ESI) berechnet flir C;HgF,NO;SSi, [M+H*] 772,4074, gefunden 772,4102.

40b

[a],2® 62,7 (c 0,33, CHCL,); "H NMR (400 MHz, CDC,) 5 0,09 (3H, s), 0,13 (3H, s), 0,49 (6H, g, J = 7,8 Hz),
0,85 (9H, t, J = 7,8 Hz), 0,97 (9H, s), 0,99 (3H, s), 1,06 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,11 (3H, s), 1,20 (3H, d, J = 7,1
Hz), 2,00 (3H, s), 2,03-2,13 (1H, m), 2,35 (1H; dd, J = 14,3, 3,0 Hz), 2,46 (1H, dd, J = 14,3, 7,8 Hz), 2,41-2,50
(1H, m), 2,73 (3H, s), 2,71-2,90 (2H, m) 2,98-3,12 (2H, m), 3,99 (1H, d, J = 9,2 Hz), 4,56 (1H, dd, J = 7,7, 2,8
Hz), 5,33 (1H, ddd, J = 15,6, 8,9, 4,1 Hz), 5,82 (1H, dd, J = 15,6, 8,4 Hz), 6,29 (1H, s), 6,33-6,40 (1H, m), 6,94
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(1H, m), 7,09 (1H, brd; J = 8,4 Hz); *C NMR (100 MHz, CDCl,) & -3,2, -3,2, 5,5 (3C), 7,0 (3C), 1,7,2, 18,7;
19,3, 19,6, 20,0, 22,3, 24,9, 26,4 (3C), 29,7, 32,9, 41,9, 42,0, 48,6, 54,0, 72,2, 73,3, 77,0, 116,7, 120,7, 124,5
['J (C,F) = 273,3 Hz], 127,9, 129,7 [2J (C,F) = 28,0 Hz], 131,9 [*J(C,F) = 6,1 Hz], 132,9, 136,6, 152,1, 165,4,
170,2, 217,4; LRMS (ESI) berechnet fiir C,HgsF;NO,SSi, [M+H*] 72,4, gefunden 772,4.

TBS

Verbindung 58 (Uber Wittig Reaktion von Keton 48):

[0206] Keton 48 wurde mit Benzen (5 mL x 2) azeotrop destilliert und dann unter Hochvakuum fiir 0,5 Stunden
getrocknet. Zu einer Lésung von Wittig-Salz (1,19 g, 2,27 mmol) in THF (18 mL) wurde t-BuOK (2,2 mL einer
1,0 M Lésung in THF, 2,20 mmol) tropfenweise Uber 5 Minuten bei 0 °C hinzugeflgt. Die Mischung wurde bei
0°C fir 20 Minuten gerthrt und dann auf —78°C abgekuhlt. Zu der Mischung wurde tropfenweise eine Lésung
von Keton (1,06 g, 1,51 mmol) in THF (10 mL + 2 ml Spllung) Uber 10 Minuten hinzugeflgt und der resultie-
renden Mischung wurde ermdglicht, sich auf —20°C Uber 2 Stunden zu erwdrmen. Die Reaktion wurde mit ge-
sattigtem, wassrigem NH,CI (15 mL) geldscht und mit EtOAc (50 mL x 3) extrahiert. Die kombinierten organi-
schen Schichten wurden mit Salzlésung (20 mL) gewaschen, Gber Na,SO, getrocknet und konzentriert. Der
Ruckstand wurde durch Flash-Saulenchromatographie (SiO,~65 g, Hexan/Et,0 = 30:1 bis 20:1) gereinigt, um
das gewinschte 16(E)-Isomer 58 (1,01 g, 1,11 mmol, 74%) zusammen mit dem ungewtnschten 16(Z)-Isomer
58a (154,5 mg, 0,182 mmol, 11 %), beide als farblose Ole zu ergeben;

B

'H NMR (400 MHz, CDCl,) & 0,09 (3H, s), 0,12 (3H, s), 0,15 (6H, s), 0,55 (6H, q, J = 7,8 Hz), 0,87 (9H, t, J =
8,0 Hz), 0,96 (9H, s), 0,97 (9H, s), 1,01 (3H, s), 1,06 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,12 (3H, s), 1,20 (3H, d, J = 7,1 Hz),
2,07-2,16 (1H, m), 2,18 (3H, d, J = 1,0 Hz), 2,38 (1H, dd, J = 14,4, 3,3 Hz), 2,34-2,46 (1H, m), 2,49 (1H, dd, J
=14,4,7,4 Hz), 2,78-2,90 (2H, m), 2,97-3,09 (2H, m), 3,98 (1H, d, J = 8,9 Hz), 4,54 (1H, dd, J = 7,3, 3,3 Hz),
4,97 (2H, s), 5,33 (1H, ddd, J = 15,8, 8,6, 4,9 Hz), 5,63 (1H, dd, J = 9,6, 2,4 Hz), 5,78 (1H, dd, J = 15,8, 8,2
Hz), 6,22-6,27 (1H, m), 6,60 (1H, s), 7,09 (1H, s); *C NMR (100 MHz, CDCl.) 8 -5,3 (2C), -3,4, -3,3, 5,5 (3C),
7,0 (3C), 14,6,17,1, 18,4, 18,7, 19,8, 21,3, 24,8, 25,9 (3C), 26,4 (3C), 29,6, 32,9, 42,0, 42,1, 48,2, 54,1, 63,4,
73,4, 76,9, 77,8, 117,2, 121,7; 124,3 [q, "J(C,F) = 273,6 Hz], 127,2, 130,7 [g, 2J(C,F) = 27,5 Hz], 130,8 [g,
%J(C,F) = 6,2 Hz], 133,2, 136,4, 152,6, 170,1, 172,4, 217,1; LRMS (ESI) berechnet fir C,;H,;F;NO,SSi,Na
[M+Na®] 924,5, gefunden 924,5.
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58a

'H NMR (400 MHz, CDCl,) & 0,07 (3H, s), 0,13 (3H, s), 0,16 (6H, s), 0,48 (6H, q, J = 7,8 Hz), 0,84 (9H, t, J =
7,9 Hz), 0,97 (18H, s), 0,98 (3H, s), 1,06 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,11 (3H, s), 1,20 (3H, d, J = 7,2 Hz), 2,00 (3H,
s), 2,03-2,11 (1H, m), 2,33 (1H, dd, J = 14,1, 2,8 Hz), 2,43 (1H, dd, J = 14,0, 7,8 Hz), 2,40-2,48 (1H, m),
2,76-2,89 (2H, m), 2,97-3,10 (2H, m), 3,99 (1H, d, J = 9,3 Hz), 4,57 (1H, dd, J = 7,8, 2,6 Hz), 4,95 (1H, d, J =
14,6 Hz), 5,00 (1H, d, J = 14,6 Hz), 5,33 (1H, ddd, J = 15,6, 9,1, 3,8 Hz), 5,82 (1H, dd, J = 15,6, 8,3 Hz), 6,30
(1H, s), 6,32-6,38 (1H, m), 7,04 (1H, s), 7,11 (1H, dd, J = 11,0, 2,3 Hz); LRMS (ESI) berechnet fiir
C,sN,;F,NO,SNa [M+Na*] 924,5, gefunden 924,5.

59

Verbindung 59:

[0207] Zu einer Losung von 58 (1,04 g, 2,25 mmol) in THF (22 mL) wurde langsam HF-Pyridin (11 mL) bei
0°C hinzugefiigt und die Mischung wurde bei Raumtemperatur fir 4,3 Stunden gerihrt. Die Reaktion wurde
durch die tropfenweise Zugabe von TMSOMe (75 mL) Giber 10 Minuten bei 0 °C gel6scht. Die Mischung wurde
bei Raumtemperatur fir 4,2 h kraftig gertihrt. Nach dem Konzentrieren und Trocknen unter Hochvakuum fir 1
Stunde wurde der Rickstand durch Flash-Saulenchromatographie (SiO,~25 g, Hexan/EtOAc = 3:4 bis 1:2) ge-
reinigt, um 59 (615,7 mg, 1,00 mmol, 96%) als ein farbloses Pulver zu ergeben;

[0],® -57,7 (c 1,20, CHCL,); '"H NMR (400 MHz, CDCl,) & 1,04 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,25 (3H, d, J
= 6,8 Hz), 1,36 (3H, s), 1,90 (1H, d, J = 6,6 Hz, OH), 2,08 (3H, s), 2,23-2,32 (1H, m), 2,34 (1H, dd, J = 15,7,
2,4 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 15,7, 10,1 Hz), 2,59-2,69 (2H, m), 2,95-3,01 (2H, m), 3,04 (1H, quintet, J = 6,8 Hz),
3,72 (1H, td, J = 7,0, 3,0 Hz), 3,78 (1H, d, J = 5,7Hz, OH), 4,38(1H, ddd, J = 10,1, 5,7, 2,4 Hz), 4,90 (2H, d, J
=6,1Hz), 5,10 (1H, t, J = 6,1 Hz, OH), 5,44 (1H, t, J = 4,7 Hz), 5,60 (1H, dd, J = 15,9, 4,4 Hz), 5,66 (1H, dd, J
=15,9, 5,0 Hz), 6,28 (1H, t, J = 6,7 Hz), 6,73 (1H, s), 7,16 (1H, s); LRMS (ESI) berechnet fir C,,H,,F,NO,SNa
[M+H"] 560,2, gefunden 560,1.
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-78 bis -50°C

49

Vergleichsverbindungen 49 und 50:

[0208] Eine Losung von 28 (12,2 mg, 24,9 pmol) in CH,CI, (1,25 mL) wurde auf —78 °C gekuhlt und mit einer
gekuhlten Lésung von DMDO (-78 °C, 0,06 M in Aceton, 914 L, 54,8 umol) behandelt. Der Mischung wurde
ermoglicht sich auf -50 °C zu erwarmen und wurde bei -50 °C flr 2,7 Stunden gerihrt. Das Uiberschissige
DMDO wurde bei =50 °C durch die Zugabe von Dimethylsulfid (117 pL) geléscht und die Mischung wurde bei
dieser Temperatur fur 0,5 Stunden gertihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Reinigung durch pra-
parative Dunnschichtchromatographie (Hexan/EtOAc = 1/2) ergab das B-Epoxid 49 (3,0 mg, 5,93 pmol, 24%)
und a-Epoxid 50 (7,9 mg, 15,6 umol, 63%), beide als farblose Feststoffe.

Vergleichsverbindungen 49:

'"HNMR(400MHz, CDCI,) & 1,03 (3H, s), 1,11 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,14 (3H, d, J = - 6,9 Hz), 1,34 (3H, s), 1,36
(3H,s), 2,00 (1H, ddd, J=15,1,7,3,4,0 Hz), 2,14 (1H, dt, J = 15,1, 5,2 Hz), 2,14 (3H, s), 2,21 (1H, dd, J = 14,6,
8,0 Hz), 2,33 (1H, dd, J = 14,7, 4,8 Hz), 2,47 (1H, dd, J = 13,8, 3,3 Hz), 2,59 (1H, dd, J = 13,8, 9,4 Hz), 2,73
(3H, s), 2,77 (1H, brs, OH), 2,93 (1H, dd, J = 7,3, 4,8 Hz), 3,34 (1H, qd, J = 6,9, 3,7 Hz), 3,75-3,82 (1H, m),
4,12-4,24 (2H, m, einschlieBlich OH), 5,54 (1H, ddd, J = 15,7, 7,4, 5,0 Hz), 5,54-5,60 (1H, m), 5,64 (1H, dd, J
= 15,7, 5,6 Hz), 6,94 (1H, s), 7,01 (1H, s); LRMS (ESI) berechnet fur C,,H,,NO,S [M+H*] 506,3, gefunden
506,3.
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Vergleichsverbindungen 50:

'HNMR (400MHz, CDCl,) & 1,00 (3H, s), 1,04 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,12 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,35 (3H, s), 1,35
(3H, s), 1,87 (1H, dt, J = 15,0, 9,2 Hz), 2,03 (1H, dd, J = 13,9, 9,2 Hz), 2,13 (3H, s), 2,13-2,19 (1H, m), 2,36
(1H, dd, J = 13,9, 3,4 Hz), 2,39 (1H, dd, J = 12,2, 2,1 Hz), 2,42-2,51 (1H, m), 2,49 (1H, dd, J = 12,4, 10,9 Hz),
2,69 (1H, d, J =2,7 20 Hz), 2,72 (3H, s), 3,06 (1H, dd, J = 9,7, 3,1 Hz), 3,54 (1H, qd, J = 7,0, 2,0 Hz), 3,76-3,80
(1H, m), 4,07-4,14 (1H, m), 4,31 (1H, d, J = 4,1 Hz), 5,52 (1H, dd, J = 15,5, 8,7 Hz), 5,60 (1H, ddd, J = 15,1,
9,4, 3,4 Hz), 5,71 (1H, d, J = 8,4 Hz), 6,63 (1H, s), 6,99 (1H, s); LRMS (ESI) berechnet fir C,,H,,NO,SNa
[M+Na'] 528,2, gefunden 528,2.

TrisNHNH,
EtsN .
M
CICHLCH,Cl

50 °C (70%) -

Vergleichsverbindungen 52:

[0209] Zu einer Losung von 50 (1,7 mg, 3,4 ymol) und TrisNHNH, (40,1 mg, 0,134 mmol) in CICH,CH,CI (0,8
mL) bei 50 °C wurde Et;N (18,7 pL, 0,134 mmol) hinzugefiigt. Die Reaktion wurde durch HPTLC (Hexan/EtOAc
= 1/2) Gberwacht. Nach dem Ruhren fir 4 Stunden wurde die Mischung auf Raumtemperatur gekihlt, mit
EtOAc verdiinnt und durch ein Kissen aus Silicagel filtriert, welches mit EtOAc gespiilt wurde. Nach dem Kon-
zentrieren wurde der Rickstand durch praparative TLC (Hexan/EtOAc= 1/2) gereinigt, um 52 (1,2 mg, 2,4
pmol, 70%) als einen weilen Feststoff zu ergeben. 'HNMR(400MHz, CDCl,) 5 0,95 (3H, d, J = 7,1 Hz); 1,04
(3H,s), 1,11 (3H, d, J=7,0 Hz); 1,28 (3H, s), 1,37 (3H, s), 1,35-1,44 (1H, m), 1,45-1,59 (4H, m), 1,71-1,82 (2H,
m), 1,86 (1H, dt, J = 15,3, 9,5 Hz), 2,10 (1H, dd, J = 15,3, 3,6 Hz), 2,13 (3H, s), 2,40 (1H, dd, J = 12,5, 2,5 Hz),
2,49 (1H, dd, J = 12,5, 11,0 Hz), 2,74 (3H, s), 2,80 (1H, brs, OH), 3,07 (1H, dd, J = 10,3, 3,3 Hz), 3,34 (1H, qd,
J=7,0,1,0Hz), 3,89 (1H, brs, OH), 4,03-4,09 (1H, m), 4,12-4,17 (1H, m), 5,69 (1H, d, J = 9,1 Hz); 6,63 (1H,
s), 7,00 (1H, s); LRMS (ESI) berechnet fiir C,,H,,NO,SNa [M+Na*] 530,3, gefunden 530,2.
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St Pt s
CICH,CH,CI
50 °C (71%)

Vergleichsverbindungen 51:

[0210] Zu einer Lésung von 49 (0,7 mg, 1,38 pmol) und TrisNHNH, (20,6 mg, 69 pmol) in CICH,CH,CI (0,4
mL) bei 50 °C wurde Et;N (9,6 pL, 69 pmol) hinzugefligt. Die Reaktion wurde durch HPTLC (Hexan/EtOAc =
1/2) Gberwacht. Nach dem Rihren fiir 6 Stunden wurde die Mischung auf Raumtemperatur gekuhlt, mit EtOAc
verdiinnt und durch ein Kissen aus Silicagel filtriert, welches mit EtOAc gespllt wurde. Nach dem Konzentrie-
ren wurde der Riickstand durch praparative TLC (Hexan/EtOAc = 1/2) gereinigt und ergab 51 (0,5 mg, 0,985
pmol, 71 %) als einen weilen Feststoff. Die Spektraldaten von 51 waren identisch mit jenen, die fiir EpoB be-
richtet wurden.

Beispiel 2: Alternative synthetische Strategien fiir das Synthetisieren von Zwischenprodukten von Epothilonen

[0211] Die folgenden Beispiele bieten Verfahren zum Herstellen von verschiedenen Zwischenprodukten bei
der Synthese von Epothilon-Analoga.

[0212] Optimierung der Synthese von 9,10-Dehydro-Epothilonen

Beispiel 1:
; S, wuoi*sf .
H ~ Bn : - BuO
‘ £ ~40°C, 87% :
34 60, 1:1 Mischung von Diasteromeren
Des.s-l\flartin R
' Periodinan . T8S NaBHy, L- Weinsiure
———— By ; OBn >
95% . é "“10 ’co THF. 24 h
B 61
9" DH TBS OHOH OTBS
+-B P Bn . + t—BHU%Bn + SM (32%)
82, 36% 83, 18%
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Beispiel 2: Noyori-Reduktionen

.' TQS 64 (10 moi‘? ) 2
FBuO! Y NOBN t~8u0%
' . & ‘MeOH/HCI
61 -

Hz, 1200psi
69%
TESC!H
- Imidaz. _Phy
- - .
85% RU{Cb)} EtsN
473 2
84
L
Beispiel 3: Noyori-Reduktionen
PO O OH :
X " 1. TrocCl, pyr., 92% Troc
o y ¥ OBn > H +"0Bn
C 2. p-TsOHH,0, 76% 5
32 : 67
’ ‘ Dess-Martin
f-awi W Periodinan
—
LDA, 80% T
68, 1:1 Mischung von Diasteromeren
th
P,—Ru(Cb)]BsN
Troo Phy 2 (10 mol%%) OH Troc
t8 ) > Bn —— > B En
6 MeOH/HC! :
Hz, 1200psi, 80% 70

) OTES
TESCI, imwaz. foc 1.2n. AcOH/THF, 99%
R > B
51%0 (77% rel. Ausbeute)

2.TBSOTf, 2,6-Lutidin
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Beispiel 4: Alternative Synthese des Schlissel-Diketons

S S
. R 90% ' anti: syn,381
72 73 T4 75-anti.
: HjL./‘oan :
L
TBSOTF )
2,6-Lutidin - I TBS . LDA TBS
“oen - EO° Y 0Bn ----: > HBUO ¥ 08n
76 +8 61

Beispiel 5:
Ansatz 1: Silyl-Gruppen Migration — Decarboxylierung

SiR’s Sharpless
Asymmetrische
H Dihydroxylierung OH

+
;- R
RN 79 80
Ansatz 2: Decarboxylierung — Silyl-Gruppen-Einbau
. 1 Aquiv TESOTf Sharol
arpless
NQH TﬂF P SIR% Asymmetrische
t-Bu oder x™ Dihydroxylierung OH
‘1) TFA, CH,Cl, e m e
2) TESCI, pyr
81g

79a, 50% Ausbeute

Mt—Bu 0°C blS Raumtemp.
: | CH,Cl,
Af ‘ '
) 80a

78a
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Beispiel 6: Evans-Hilfsansatz fiir die Synthese von 2-Hydroxyketon

) Alylbromid, in DIBAL, CH,Cly
Oft  THF-H,0 (3?) Of1  -78°C bis Raumtemp. l
’ ettt *
Fs¢” O 48 °C, 86% Ry 90% FsC
82 . S ¢ S
o
h.PPRy ES  HOASTHF-HO /"\
Imidazol l ) - {3 u )
. ) . . . {
y FC DS, T - Baff S B
.o - is Raum-

CGHBZ(S/:IZ . \ temperatur 95% FC . FsC
? S T I a7 AN

AMag, MoONHMD  poq PR ‘

THF,0°C bis Raumtemperatur 0\? oo MsMgBr, THF
e s
897% ' 0°C, 83%
’ ! 73% re. Ausbeute |
FaC Fy
N ' x>
8 90

Beispiel 7- Kowalsky-Sharpless-Ansatz fur die Synthese von 2-Hydroxyketon

SIR,

Sharpl
1) LHMDS H As;;fn?:tsrische (8]3]
Dihydroxylierung
91 |
FiC FsC
Y 90 X

3) R,SICH

Experimentelles

32a

Carbonsaure-1-(2-benzyloxy-1-methylethyl)-5,5-diisopropoxy-2,4,4-trimethyl-3-oxopentylester 2,2,2-trichlore-

thylester (32a)

[0213] Zu einer Loésung von 7-Benzyloxy-5-hydroxy-1,1-diisopropoxy-2,2,4,6-tetramethylheptan-3-on 32
(1,09, 2,4mmol) und Pyridin (0,8 mL, 7,3 mmol) in CH,CI, (10,0 mL) bei 0 °C wurde 2,2,2-Trichlorethylchlorfor-
mat (668,0 L, 4,9 mmol) hinzugefligt und der Mischung wurde dann ermdglicht, sich auf Raumtemperatur zu
erwarmen. Nach 1 Stunde wurde die Reaktionsmischung mit Salzlésung geléscht und dann mit CH,CI, extra-
hiert. Die kombinierten organischen Schichten wurden tber MgSO, getrocknet und unter reduziertem Druck
konzentriert. Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (Gradient Hexan zu Hexan/EtOAc 93:7)
gereinigt, um 32a (1,285 g, 92%) als ein klares Ol zu ergeben: '"H NMR (400 MHz, CDCl,) & 1,03-1,09 (m, 12H),
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1,15 (d, J = 1,8 Hz, 3H), 1,17 (d, J = 1,9 Hz, 3H), 1,19-1,21 (m, 6H), 1,97-2,11 (m, 1H), 3,2 (dd, J = 6,2 and 9,0
Hz, 1H), 3,54 (dd, J = 4,8 and 9,1 Hz, 1H), 3,57-3,60 (m, 1H), 3,82 (qd, J = 3,6 and 5,9 Hz, 2H), 4,47 (s, 2H),
4,57 (s, 1H), 4,72 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,81 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 5,08 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 7,29-7,35 (m, 5H); °C
NMR (100 MHz, CDCL,) & 11,9, 15,0, 18,8, 21,4, 21,7, 22,3, 23,2, 23,4, 35,7, 42,5, 53,4, 53,9, 69,4, 70,9, 71,4,
73,3,81,3,94,7,103,4, 127,5, 127,6, 128,2, 138,2, 154,0, 215,6; IR (Film, NaCl, cm™') 2966, 1760, 1698, 1247:
LRMS (ESI) berechnet fiir C27H14)0,Cl,Na [M+Na'] 605,2, gefunden 605,2; [a]?*, = —20,4 (c = 1,0, CHCL,).

&7

Carbonsaure 1-(2-benzyloxy-1-methylethyl)-2,4,4-trimethyl-3,5-dioxopentylester 2,2,2-trichlorethylester (67)

[0214] Zu einer L6sung von 32a (1,28 g, 2,25 mmol) in 4:1 THF/H,O (25 mL) wurde p-TsOH (111,0 mg, 0,6
mmol) hinzugeftigt. Nach dem Erwarmen bei 70 °C, 5 h wurde die Mischung in kalte (0 °C) gesattigte NaHCO,
wassrige Losung (12 mL) geschittet und dann mit EtOAc extrahiert. Die kombinierten organischen Schichten
wurden mit Salzlésung gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter reduziertem Druck konzentriert. Das
Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (Gradient Hexan zu Hexan/EtOAc 84:16) gereinigt, um 67
(793,2 mg, 76%) als ein klares Ol zu ergeben: 'H NMR (400 MHz, CDCl,) 0,90 (d, J = 5,8 Hz, 3H), 1,0 (d, J
= 6,9 Hz, 3H), 1,24 (s, 6H), 1,97-2,04 (m, 1H), 3,24 (dd, J = 4,8 und 9,2 Hz, 1H), 3,34 (m, 1H), 3,42 (dd, J =
5,8 und 9,2 Hz, 1H), 4,35 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,39 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,64 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,69 (d, J =
11,9 Hz, 1H), 4,96 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 7,19-7,28 (m, 5H), 9,49 (s, 1H); *C NMR (100 MHz, CDCl,) -12,0, 14,8,
19,5, 19,6, 35,4, 43,3, 60,9, 71,1, 73,3, 80,37, 94,5, 127,7, 127,8, 128,3, 137,9, 154,1, 201,0, 210,1; IR (Film,
NaCl, cm™) 2973, 2880, 1758, 1701; 1453, 1380, 1248; LRMS (ESI) berechnet fir C,,H,,0,Cl,Na [M+Na']
503,0, gefunden 503,0; [a]®, = -18,5 (c = 0,8, CHCL,),

69

9-Benzyloxy-4,4,6,8-tetramethyl-3,5-dioxo-7-(2,2,2-trichlorethoxycarbonyloxy)-nonansaure tert-butylester (69)

[0215] Zu einer L6sung von LDA (1,17 mmol, 0,3 M in Et,0) bei —78 °C wurde t-Butylacetat (1,0 mmol, 135,0
pL) hinzugefiigt. Nach 30 Minuten wurde eine Lésung von 67 (464,0 mg, 1 mmol) in Et,O (2 mL) langsam Uber
15 Minuten hinzugefligt. Nach dem Rihren fir 1 Stunde wurde die Reaktion mit einer gesattigen wassrigen
NH,CI- Lésung geldscht und dann mit EtOAc extrahiert. Die kombinierten organischen Schichten wurden mit
Salzlésung gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter reduziertem Druck konzentriert. Das Rohprodukt
wurde durch Flash-Chromatographie (Gradient Hexan zu Hexan/EtOAc 86:14) gereinigt, um 68 (1:1 epimere
Mischung, 461,4 mg, 80%) als ein klares Ol zu ergeben: 'H NMR (400 MHz, CDCI,) & 0,87 (d, J = 5,3 Hz, 3H),
0,89 (d, J = 5,5 Hz, 3H), 1,02-1,10 (m, 18H), 1,38 (s, 18H), 1,97-2,2 (m, 2H), 2,27-2,31 (m, 2H), 3,22-3,27 (m,
3H), 3,39-3,48 (m, 5H), 4,03-4,06 (m, 1H), 4,11-4,14 (m, 1H), 4,38-4,45 (m, 4H), 4,58-4,73 (m, 4H), 4,97 (t, J
=5,8 Hz, 1H), 5,02 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7,18-7,27 (m, 10H); *C NMR (100 MHz, CDCl,) 5 11,9, 12,7, 14,9, 15,2,
18,7, 19,3, 21,4, 21,6, 28,0, 35,6, 37,4, 41,7, 42,0, 51,8, 51,9, 71,3, 71,3, 72,5, 73,0, 73,3, 73,3, 80,6, 81,2,
81,3, 94,6, 127,5, 127,7, 127,8, 128,3, 138,0, 138,1, 154,0, 154,1, 172,3, 172,4, 216,0, 216,3; IR (Film, NaCl,
cm™) 3509, 2975, 1759, 1707, 1368, 1248, 1152; LRMS (ESI) berechnet fiir C,,H,,0,Cl,Na [M+Na*] 619,1, ge-
funden 619,2.
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[0216] Zu einer Losung von 68 (350,0 mg, 0,6 mmol) bei 0° C in CH,CI, (10 mL) wurde Dess-Martin-Periodi-
nan (398,0 mg, 0,9 mmol) hinzugefugt. Die Mischung wurde bei Raumtemperatur fir 1 Stunde gerthrt und
dann in eine gut-gerthrte Mischung von 1:1 gesattigtem Na,S,0./gesattigtem NaHCO, geschttet. Die Schich-
ten wurden nach 30 Minuten getrennt. Die wassrige Schicht wurde dreimal mit Et,O extrahiert. Die kombinier-
ten organischen Extrakte wurden mit geséattigter NaHCO,, Salzlésung gewaschen, iber MgSO, getrocknet und
unter Vakuum konzentriert. Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (Gradient: Hexan zu He-
xan/EtOAc 91:9) gereinigt, um 69 (258,4 mg, 74%) als ein klares Ol zu ergeben: '"H NMR (400 MHz, CDCl,) &
0,80 (d, J = 6,9 Hz, 3H), 0,87 (d, J = 6,9 Hz, 3H), 1,13 (s, 3H), 1,19 (s, 3H), 1,23 (s, 9H), 2,04-2,12 (m, 1H),
3,09-3,28 (m, 5H), 4,23 (s, 2H), 4,48 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,55 (d, J = 11,9Hz, 1H), 4,79 (dd, J = 4,6 und 7,3
Hz, 1H), 7,04-7,13 (m, 5H); *C NMR (100 MHz, CDCl,) & 11,7, 14,6, 20,7, 21,5, 27,9, 35,5, 42,2, 43,4, 63,3,
71,3,73,3,79,9, 81,5, 90,5, 94,5, 127,6, 127,7, 128,2, 138,0, 154,0, 166,2, 202,9, 210,0; IR (Film, NaCl, cm™)
2977, 1758, 1697, 1368, 1248, 1154; LRMS (ESI) berechnet fir C,,H,,0,Cl,;Na [M+Na*] 617,1, gefunden
617,1; [a]**,= 49,1 (c = 0,9, CHCI,).

7o

9-Benzyloxy-3-hydroxy-4,4,6,8-tetramethyl-5-oxo-7-(2,2,2-trichlorethoxy-carbonyloxy)-nonansaure tert-buty-
lester (70)

[0217] Ein Bomb liner wurde mit (R)-RuBINAP Katalysator (16,8 mg, 10,0 umol) beladen, HCI (555 L, 0,2N
in McOH) wurde hinzugefugt und die Mischung wurden dann fiir 15 Sekunden beschallt. Dann wurde eine L6-
sung von 69 (59,4 mg, 0,1 mmol) in McOH (555 L) hinzugefligt und die Mischung in eine Parr-Vorrichtung
Uberfihrt. Das Gefall wurde mit H, fir 5 Minuten gespdlt und dann auf 1200 psi (82,7 bar) mit Druck beauf-
schlagt. Nach 17 Stunden wurde die Reaktion auf Atmospharendruck zurlickgefihrt und in gesattigte NaHCO,
wassrige Losung geschuttet. Die wassrige Schicht wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die kombinierten orga-
nischen Extrakte wurden tber MgSO, getrocknet und unter reduziertem Druck konzentriert. Das Rohprodukt
wurde durch Flash-Chromatographie (Gradient: Hexan zu Hexan/EtOAc 88:12) gereinigt, um 70 (dr >20:1, wie
durch 'H NMR Analyse beurteilt) (47,6 mg, 80%) als ein klares Ol zu ergeben: '"H NMR (400 MHz, CDCl,) &
1,06 (d, J = 6,9 Hz, 3H), 1,11 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,14 (s, 3H), 1,18 (s, 3H), 1,47 (s, 9H), 2,05-2,12 (m, 1H),
2,35-2,40 (m, 1H), 3,31-3,37 (m, 2H), 3,51-3,54 (m, 2H), 4,11-4,14 (m, 1H), 4,46 (s, 2H), 4,72 (d, J = 11,9 Hz,
1H), 4,80 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 5,05 (dd, J = 5,0 und 6,7 Hz, 1H), 7,27-7,35 (m, 5H); *C NMR (100 MHz, CDCl,)
5 12,0, 15,0, 19,3, 21,7, 28,0, 35,6, 37,5, 41,7, 51,8, 71,3, 73,0, 73,3, 80,6, 81,3, 94,7, 127,5, 127,7, 128,3,
138,2, 154,1, 172,4, 216; IR (Film, NaCl, cm™) 3849, 2974, 2879, 1758, 1701, 1454, 1368, 1248, 1152, 926,
734; LRMS (ESI) berechnet fir C,,H,,0,Cl,Na [M+Na*] 619,1, gefunden 619,2; [a]**, = -13,0 (c = 0,4, CHCl,).

71

9-Benzyloxy-4,4,6,8-tetramethyl-5-ox0-7-(2,2,2-trichlorethoxycarbonyloxy)-3-(triethylsilanyloxy)-nonansaure
tert-butylester (71)

[0218] Zu einer Ldsung von 70 (37,6 mg, 6,3 pmol) und Imidazol (9,4 mg, 13,8 pmol) in DMF (0,4 mL) bei 0°C
wurde TESCI (11,6 yL, 69,3 pymol) hinzugefligt. Nach 3 Stunden wurde die Mischung mit gesattigtem, wassri-
gem NaHCO, verdinnt. Die wéassrige Schicht wurde dreimal mit Hexane extrahiert. Die kombinierten organi-
schen Extrakte wurden mit Salzlésung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter reduziertem Druck kon-
zentriert. Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (Gradient Hexan zu Hexan/EtOAc 93:7) gerei-
nigt, um, mittels Elution, 71 (22,9 mg, 51 %) and wiedergewonnenes 70 (12,9 mg, 34%) als klare Ole zu erhal-
ten. 71: "H NMR (400 MHz, CDCl,) 5 0,66 (g, J = 7,9Hz, 6H), 0,96 (t, J = 7,9Hz, 9H), 1,01 (s, 3H), 1,05 (d, J =
5,2 Hz, 3H), 1,07 (d, J = 5,3 Hz, 3H), 1,35 (s, 3H), 1,44 (s, 9H), 2,05-2,11 (m, 2H), 2,50 (dd, J = 3,5 und 17,2
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Hz, 1H), 3,35 (dd, J = 5,9 und 9,0 Hz, 1H), 3,49 (dd, J =4,0 und 9,0 Hz, 1H), 3,53 (dd, J = 3,8 und 6,7 Hz, 1H),
4,18 (dd, J = 3,5 und 6,5 Hz, 1H), 4,45 (s, 2H), 4,65 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,79 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,97 (dd, J
= 3,7 und 8,1 Hz, 1H), 7,29-7,52 (m, 5H); *C NMR (125 MHz, CDCl,) 5,3, 7,3, 10,9, 14,9, 21,3, 22,6, 28,4,
35,9,41,1,42,7, 53,7, 71,9, 73,7, 75,7, 80,1, 80,9, 95,1, 127,9, 128,0, 128,7, 138,6, 154,3, 171,7, 215,7; IR
(Film, NaCl, cm™) 2956, 2876, 1732, 1694, 1456, 1366, 1257, 1154, 1098, 988, 835, 774, 741; LRMS (ESI)
berechnet fir C,,H,,0,SiCl,;Na [M+Na*] 733,2, gefunden 733,3, [a]*’, = -16,1 (c = 0,1, CHCl,),

+BuO

7ia

9-Benzyloxy-3-(diethylmethylsilanyloxy)-7-hydroxy-4,4,6,8-tetramethyl-5-oxo-nonansaure tert-butylester (71a)

[0219] Zu einer Lésung von 71 (22,9 mg, 3,2 ymol) in 1:1 THF/AcOH (1,4 mL) wurde Zn (5,0 mg, 7,8 pmol,
Nanogréfe) hinzugefiigt. Die Mischung wurde fiir 15 Minuten beschallt. Mehr Zn (5,0 mg, 7,8 pmol, Nanogro-
Re) wurde hinzugefligt, gefolgt von der Beschallung fir weitere 15 Minuten. Die Suspension wurde durch ein
Celite-Kissen filtriert, mit EtOAc mehrere Male gewaschen. Die Filtrate wurden mit gesattigtem NaHCO,, Salz-
I6sung gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter Vakuum konzentriert. Der rohe Rickstand wurde durch
einen kurzen Pfropfen von Silicagel geleitet, mit Hexan/EtOAc 4:1 eluiert, um 17,1 mg (99% Ausbeute) von
71a als farbloses Ol zu ergeben: 'H NMR (400 MHz, CDCI,) & (m, 6H), 0,96 (t, J = 7,9 Hz, 9H), 0,97 (d, J =
6,8Hz, 3H), 1,05 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,11 (s, 3H), 1,26 (s, 3H), 1,44 (s, 9H), 1,84-1,90 (m, 1H), 2,21 (dd, J =
6,7 und 17,0 Hz, 1H), 2,36 (dd, J = 6,7 und 17,0 Hz, 1H), 3,24-3,29 (m, 1H), 3,44-3,52 (m, 2H), 3,67 (dd, J =
3,9 und 8,9 Hz, 1H), 4,3 6 (dd, J = 3,5 und 6,5 Hz, 1H), 4,50 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 4,54 (d, J = 12,0 Hz, 1H),
7,32-7,36 (m, 5H); *C NMR (100 MHz, CDCl,) & 5,0, 6,9, 9,7, 13,9, 20,2, 21,8, 28,0, 36,3, 40,8, 41,5, 53,7,
72,5,72,9,73,2,73,6,80,7, 127,4, 127,5, 128,2, 138,6, 171,0, 221,4; IR (Film, NaCl, cm™) 3502, 2959, 2875,
1731, 1683, 1456, 1366, 1154, 1098, 996, 739; LRMS (ESI) berechnet fir C,,H,,0.SiCl,Na [M+Na'] 559,3, ge-
funden 559,3; [a]®,= —41,0 (c = 0,4, CHCI,),

qrES

38

9-Benzyloxy-7-(tert-butyldimethylsilanyloxy)-3-(diethylmethylsilanyloxy)-4,4,6,8-tetramethyl-5-oxo-nonansau-
re tert-butylester (36)

[0220] Zu einer Lésung von 71a (4,1 mg, 7,6 pymol) und 2,6-Lutidin (10,0 pL, 43,5 mmol) in CH,CI, (0,2 mL)
bei -78 °C wurde TBSOTf (10,0 L, 85,8 mmol) hinzugefiigt. Nach 2 Stunden wurde weiteres 2,6-Lutidin (Seite
92) (10,0 pL, 43,5 mmol) und TBSOTf (10,0 pL, 85,8 mmol) hinzugefligt. Nach 6 Stunden wurde die Mischung
mit gesattigtem wassrigem NaHCO, verdiinnt. Die wassrige Schicht wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die
kombinierten organischen Extrakte wurden mit Salzlésung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter re-
duziertem Druck konzentriert. Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (Gradient Hexan zu He-
xan/EtOAc 91:9) gereinigt, um 36 (5,4 mg, 82%) als ein klares Ol zu ergeben. Die spektroskopischen Daten
stimmten gut mit den berichteten Werten tberein.
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OFEt

F3C
OH
™

a3

Alkohol 83.

[0221] Zu einer Lésung von Ethyl 4,4 4-trifluoracetoacetat (24,0 mL, 0,164 mol) in THF-Wasser (3:1 = V.V,
320 mL) bei Raumtemperatur wurde Allylbromid (20,0 mL, 1,4 Aquiv) und Indium (Pulver, —100 mesh, 25 g, 1,3
Aquiv) hinzugeflgt und die resultierende Mischung wurde bei 48 °C fiir 15 h geriihrt. Die Reaktionsmischung
wurde auf Raumtemperatur gekdihlt, mit 2 N wassriger HCI (400 mL) geléscht und mit CH,CI, (400 mL, 2 x 200
mL) extrahiert. Die kombinierten organischen Verbindungen wurden getrocknet (MgSO,), filtriert und im Vaku-
um konzentriert. Flash-Chromatographie (Hexane —» Hexane-Ether 10:1 - 8:1 - 6:1 — 4:1) ergab Alkohol 83
als ein klares Ol (31,64 g, 85% Ausbeute): IR (Film) 3426 (br m), 2986(m), 1713(s), 1377(m), 1345 (m),
1301(m), 1232(m), 1173(s), 1095(m), 1023(m), 927 (m) cm™"; '"H NMR (400 MHz, CDCL,) & 5,82 (m, 1H), 5,15
(m, 3H), 4,17 (m, 2H), 2,59 (m, 1H), 2,58 (d, J = 3,4 Hz, 2H), 2,29 (dd, J = 14,2, 8,6 Hz, 1H), 1,24 (t, J = 7,2
Hz, 3H); *C NMR (100 MHz, CDCl,) & 172,08, 130,89, 125,65 (q, J = 280 Hz), 120,27, 73,79 (q, J = 28 Hz),
61,55, 38,97, 35,65, 13,82; hochaufgeldstes Massenspektrum m/z 227,0895 [(M+H)*; berechnet fir C,H,,O,F,:
227,0895].

FaC
A

84

Ester 84.

[0222] Eine Mischung aus Alkohol 83 (16,71 g, 0,07386 mol) und Pyridin (15,0 mL, 2,5 Aquiv) wurde auf
-10°C abgekiihlt und mit Thionylchlorid (11,3 mL, 2,1 Aquiv) langsam Gber 11 Minuten behandelt. Die resultie-
rende Mischung wurde auf 55 °C erwarmt und fuir 12 Stunden gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde auf -5°C
abgekuhlt, mit Wasser (200 mL) geléscht und mit CH,CI, (2 x 200 mL, 2 x 150 mL) extrahiert. Die kombinierten
organischen Verbindungen wurden mit geséattigtem NaHCO, (2 x 200 mL) und Salzlésung (200 mL) gewa-
schen, getrocknet (MgSO,), und im Vakuum konzentriert. Flash-Chromatographie (Pentan:Ether 15:1) ergab
Ester 84 (11,90 g, 77% Ausbeute) als gelbes Ol: IR (Film) 2986(w), 1731(s), 1308(s), 1265(w), 1227(m),
1197(s), 1133(s), 1025(m), 920(w), 896(w) cm™ ; "N NMR (400MHz, CDCl,) 5 6,36 (s, 1H), 5,79 (ddt, J = 16,9,
10,2, 6,6Hz, 1H), 5,15 (dd, J = 17,1, 1,5 Hz, 1H), 5,08 (dd, J = 10,0, 1,4Hz, 1H), 4,22 (q, d = 7,1 Hz, 2H), 3,44
(d, J=6,5Hz, 2H), 1,29 (t, = 7,1 Hz, 3H); *C NRM (100 MHz, CDCl,) & 164,22, 143,37 (q, J = 29 Hz), 132,71,
123,21 (q, J = 274 Hz), 122,60 (q, J = 6 Hz), 117,32, 60,85, 30,54, 13,85; hochaufgeléstes Massenspektrum
m/z 209,0788 [(M+H)"; berechnet fir C,H,,0,F ;: 209,0789].
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85

Alkohol 85.

[0223] Zu einer gekihlten (-75 °C) Lésung von Ester 84 (7,12 g, 0,0342 mol) in CH,CI, (120 mL) wurde eine
Lésung von DIBAL-H (75 mL, 2,2 Aquiv) in CH,CI, (1,0 M) hinzugefiigt und die resultierende Mischung wurde
auf Raumtemperatur Gber 3 Stunden erwarmt. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C gekuhlt, mit gesattigtem
NH,CI (12 mL) geléscht und bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten gerlhrt. Die Reaktionsmischung wurde mit
Ether (200 mL) verdlnnt, getrocknet (MgSO,), und im Vakuum konzentriert. Flash-Chromatographie (Pen-
tan:Ether 3:1 - 1:1) lieferte Alkohol 85 (5,68 g, 99%) als klares Ol: IR (Film) 3331 (br s), 2929(m), 1642(m),
1445(m), 1417(w), 1348(s), 1316 (s), 1217(s), 1175(s), 1119(s), 1045(m), 985(s), 921(m), 831 (w) cm™"; 'HNMR
(400 MHz, CDCl,) 6 6,33 (id, J = 6,1, 1,6 Hz, 1H), 5,75 (ddt, J = 17,2, 10,0, 6,2 Hz, 1H), 5,07 (m, 2H), 4,29
(ddd, J = 6,3, 4,3, 2,1 Hz, 2H), 2,95 (d, J = 6,2 Hz, 2H); "*C NMR (100 MHz, CDCl,) 5 134,45 (q, J = 6 Hz),
133,38, 127,97 (q, J = 29 Hz), 123,76 (q, J = 271 Hz), 116,25, 57,87, 29,79.

FaC
N
86

lodid 86.

[0224] Eine gekiihlte (0 °C) Lésung von Alkohol 85 (5,97 g, 0,0358 mol) in CH,CI, (50 mL) wurde mit PPh,
(11,17 g, 1,2 Aquiv), Imidazol (3,55 g, 1,5 Aquiv) und 1, (9,10 g, 1,1 Aquiv) behandelt und die resultierende Mi-
schung wurde bei 0 °C fiir 10 min gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit gesattigtem Na,S,0,, gesattigtem
NaHCO, (1:1 = V:V, 200 mL) geléscht und mit Pentan (3 x 200 mL) extrahiert. Die kombinierten organischen
Verbindungen wurden mit gesattigtem Na,S,0,- gesattigtem NaHCO, (1: 1 =V:V, 200 mL) und Salzlésung (100
mL) gewaschen, getrocknet (MgSO,), und im Vakuum konzentriert. Flash-Chromatographie (Pentan) ergab lo-
did 86 (6,69 g, 68%) als hellrotes Ol: (IR Film) 3083(w), 2982(w), 1636(w), 1558(w), 1456(w), 1367(w), 1317(s),
1216 (m), 1181(s), 1151(s), 1120(s), 989(m), 921(m), 896 (m) cm™"; '"H NMR (400MHz, CDCl,) & 6,45 (td, J =
8,9, 1,5 Hz, 1H), 5,79 (ddt, J = 16,8, 10,3, 6,2 Hz, 1H), 5,12 (m, 2 H), 3,85 (ddd, J = 8,9, 2,9, 1,4 Hz, 2H), 3,00
(dt, J = 6,1, 1,4 Hz, 2H); *C NMR (100 MHz, CDCl,) & 132,42, 131,64 (q, J = 6 Hz), 129,63 (q, J = 29 Hz),
123,64 (q, J =272 Hz), 117,00, 29,32, —4,27; niederaufgeldstes Massenspektrum m/z 298,7 [(M+Na)*; berech-
net fur C,HgF;INa: 299,0].
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a-Hydroxyoxazolidinon 88.

[0225] Zu einer gekuhlten (-78 °C) Losung von TES geschutztem 4-Benzyl-3-hydroxyacetyl-oxazolidin-2-on
7 (16,28 g, 1,92 Aquiv) in THF (160 mL) wurde eine Lésung von LHMDS (42,0 mL, 1,73 Aquiv) in THF (1,0 M)
tropfenweise Uber 51 Minuten hinzugefugt und die resultierende Mischung wurde bei =78 °C fir 35 Minuten
geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde mit einer Lésung von lodid 86 (6,69 g, 24,2 mmol) in THF (10 mL) be-
handelt und der resultierenden Mischung wurde ermdglicht, sich langsam tber Nacht auf Raumtemperatur zu
erwarmen. Die Reaktionsmischung wurde mit gesattigtem NaHCO, (200 mL) geldscht und mit EtOAc (3 x 200
mL) extrahiert. Die kombinierten organischen Verbindungen wurden mit gesattigtem NH,CI (150 mL), Salzl6-
sung (150 mL) gewaschen, getrocknet (MgSQO,), und im Vakuum konzentriert. Flash-Chromatographie (Hexa-
ne-EtOAc 6:1 - 3:1) ergab eine Mischung von Alkylierungsprodukten (13,6g), welche fir die ndchste Reaktion
ohne weitere Reinigung verwendet wurden. Eine Ldsung der Alkylierungsprodukte in HOAc-Wasser-THF
(3:1:1 = V:V:V, 200 mL) wurde bei Raumtemperatur fur 4 Stunden gerthrt. Die Reaktionsmischung wurde im
Vakuum konzentriert, um HOAc zu entfernen, mit geséttigtem NaHCO, (400 mL) geléscht und mit EtOAc (3 x
200 mL) extrahiert. Die kombinierten organischen Verbindungen wurden getrocknet (MgSQO,) und im Vakuum
konzentriert. Flash-Chromatographie (Hexane:EtOAc 3:1 - 2:1) ergab ein a-Hydroxyoxazolidinon 88 (7,55 g,
81 % Ausbeute fiir zwei Schritte) als klares Ol:

[a],® -48,2 (c 1,08, CHCI,); IR (Film) 3486 (br s), 3030(m), 2983(s), 2925(m), 1790(s), 1682(s), 1481(m),
1393(m), 1360(m), 1217(m), 1171(m), 1113(m), 992(m), 919(m), 847(w) cm™'; 'H NMR (400 MHz, CDCl,) &
7,32 (m, 3H), 7,17 (m, 2H), 6,33 (td, d = 7,2, 1,5 Hz, 1H), 5,77 (ddt, J = 16,6, 10,1, 6,2 Hz, 1H), 5,08 (m, 3H),
4,74 (ddt, J = 4,8, 3,7, 4,4 Hz, 1H), 4,33 (dd, J = 8,6, 8,6 Hz, 1H), 4,26 (dd, J = 9,2, 3,4 Hz, 1H), 3,42 (br d, J
=6,4 Hz, 1H), 3,24 (dd, J = 13,5, 3,4 Hz, 1H), 2,99 (m, 2H), 2,79 (dd, J = 13,5, 9,4 Hz, 1H), 2,70 (m, 1H), 2,50
(m, 1H); ®*C NMR (125 MHz, CDCl,) & 173,93, 153,05, 134,43, 133,64, 129,98 (q, J = 6Hz), 129,82 (q, J =
28Hz), 129,29, 120,01, 127,58, 124,00 (q, J = 272 Hz), 116,34, 69,60, 67,31, 54,95, 37,78, 32,29, 29,84; hoch-
aufgelostes Massenspektrum m/z 384,142 [(M+H)*; berechnet fir C,4H,,NO,F,: 384,1423].

a-Hydroxyamid 89.
[0226] Eine Suspension von (MeO)NHMe-HCI (10,1 g, 5,25 Aquiv) in THF (100 mL) bei 0 °C wurde mit einer

Lésung von AlMe, (50 mL, 5,1 Aquiv) in Toluen (2,0 M) tropfenweise behandelt und die resultierende klare Mi-
schung wurden bei Raumtemperatur fur 34 Minuten gerthrt, dann zu einer gekuhlten (0 °C) Losung von a-Hy-
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droxyoxazolidinon 88 (7,55 g, 19,7 mmol) in THF (70 mL) hinzugefligt. Die resultierende Mischung wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und fir 12 Stunden gerlhrt. Die Reaktionsmischung wurde auf 0 °C abgekihilt,
durch langsame Zugabe von 1N wassriger Weinsaure (100 mL) geléscht, bei Raumtemperatur fir 25 Minuten
geruhrt und mit EtOAc (3 x 200 mL) extrahiert. Die kombinierten organischen Verbindungen wurden getrocknet
(MgSO,) und im Vakuum konzentriert. Flash Chromatographie (Hexane:EtOAc 2:1 - 1:1) ergab ein a-Hydro-
xyamid 89 (5,12 g, 97% Ausbeute) als ein klares Ol: [a],?* -57,2 (c 1,03, CHCL,); IR (Film) 3432 (br s), 3084(w),
2980(m), 2943(m), 1652(s), 1464(m), 1373(m), 1318(m), 1214(m), 1171(m), 1112(m), 991(m), 919(m), 818 (w)
cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl,) 8 6,32 (td, J = 7,3, 1,5 Hz, 1H), 5,74 (ddt, J = 16,9, 10,3, 6,1 Hz, 1H), 5,05(m,
2H), 4,43 (dd, J = 7,6, 3,5 Hz, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,35 (brs, 1H), 3,24 (s, 3H), 2,94 (d, J = 6,1 Hz, 2H), 2,59 (m,
1H), 2,36 (m, 1H); *C NMR (100 MHz, CDCl,) 5 173,43, 133,68, 130 59 (q, J = 6Hz), 129,25 (q, J = 28 Hz),
124,05 (q, J = 271 Hz), 116,17, 67,57, 61,44, 32,56, 32,38; 29,75; hochaufgeléstes Massenspektrum m/z
268,1161 [(M+H)*; berechnet fir C,,H,,NO,F,: 268,1161].

a-Hydroxyketon 90.

[0227] Zu einer gekihlten (0 °C) Lésung von a-Hydroxyamid 89 (4,87 g, 18,2 mmol) in THF (150 mL) wurde
eine Lésung von McMgBr (75 mL, 12 Aquiv) in Ether (3,0 M) hinzugefiigt. Nach 5 Minuten wurde die Reakti-
onsmischung mit gesattigtem NH,CI (250 mL) geléscht, und EtOAc (5 x 200 mL) extrahiert. Die kombinierten
organischen Verbindungen wurden getrocknet (MgSO,), und im Vakuum konzentriert. Flash-Chromatographie
(Hexane:EtOAc 4:1 - 2:1 > 1:2) ergab a-Hydroxyketon 90 (2,16 g, 53% Ausbeute, 73% Ausbeute basierend
auf dem wiedergewonnenen Ausgangsmaterial) als klares Ol und das Ausgangsmaterial a-Hydroxyamid 89
(1,30 g, 27% Ausbeute): [a],*® +58,5 (c 1,30, CHCL,); IR (Film) 3460 (br s), 3085(w), 2984(m), 2926(m),
1716(s), 1679(m), 1641(m), 1417(m), 1361(m), 1319(s), 1247(m), 1216(s), 1172(s), 1113(s), 1020(m), 994(m),
968(w), 919 (m) cm™; 'H NMR (500 MHz, CDCl,) & 6,21 (t, J = 7,0 Hz, 1H), 5,75 (ddt, J = 16,7, 10,4, 6,2 Hz,
1H), 5,07 (m, 2H), 4,26 (dt, J = 7,1, 4,5 Hz, 1H), 3,51 (d, J =4,7Hz, 1H), 2,96 (d, J = 6,1 Hz, 2H), 2,66 (m, 1H),
2,42 (m, 1H), 2,19 (s, 3H); *C NMR (100MHz, CDCl,) & 208,53, 133,43, 129,80 (q, J = 28 Hz), 129,76 (q, J =
6 Hz), 123,85 (q, J = 271 Hz), 116,32, 75,36, 31,22, 29,81, 25,11; hochaufgeléstes Massenspektrum m/z
23,0945 [(M+H)*; berechnet fur C,,H,,NO,F,: 223,0946].

Beispiel 8: Katalytischer asymmetrischer Oxidationsansatz

el Ot8u

1) HMPA, TMSI. CH,Cl, OH
NaH, THF . =20 °C bis Raumtemperatur
2) TFA, 0°C bis 2) 10 mol% Os0 4, AD Miix-a |
Raumtemperatur MeSO,NH,, t-BuOH-H,0 FiC
" 3) Benzen, Riickfluss - 38% fiir drei Schritte .
81% fiir drei Schritte _ N . N
86 93, 90 (79%ee)
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Beispiel 9: Synthese von 21-Amino-26-trifluor)-(E)-9,10-dehydro-dEpoB

™~

. YaCl EGN
DMAP, CHCYy | F
A ———————— s

HCHO (wdssrig), NaBH: CN
CH;CN, AcOH, 93%

-~ FsC

Verbindung 98:

[0228] Zu einer Lésung von 59 (50,4 mg, 90,1 pmol) in THF (1 mL) wurde (PhO),PON;, (27,2 pL, 126 pmol)
at 0 °C hinzugefigt. Nach dem Ruhren bei 0°C fur 5 Minuten wurde DBU (16,2 pL, 108 pmol) hinzugefugt.
Nach dem Ruhren bei 0°C fir 2 Stunden wurde die Mischung bei Raumtemperatur fur 20,5 Stunden geruhrt.
Die Reaktionsmischung wurde mit EtOAc verdiinnt und durch Zugabe von Wasser (2 mL) geléscht. Nachdem
die Schichten getrennt wurden, wurde die wassrige Schicht mit EtOAc (dreimal) extrahiert, und die kombinier-
ten organischen Schichten wurden tber Na,SO, getrocknet. Nach dem Konzentrieren wurde der Rickstand
unter einem Hochvakuum fir 10 Minuten getrocknet, um DBU zu entfernen. Reinigung durch Flash-Saulen-
chromatographie (SiO,, Hexan/EtOAc = 3:2) ergab Azid 98 (45,6 mg, 78,0 umol, 87%) als einen farblosen Fest-
stoff; '"H NMR (400 MHz, CDCl,) & 1,05 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,23 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,33 (3H, s),
2,01 (1H, d, J = 5,5 Hz, OH), 2,17 (3H, s), 2,25-2,35 (1H, m), 2,41 (1H, dd, J = 15,5, 3,2 Hz), 2,49 (1H, dd, J =
15,5, 9,5 Hz), 2,54-2,60 (1H, m), 2,66 (1H, d, J = 6,0 Hz), 2,65-2,76 (1H, m), 2,96 (1H, dd, J = 16,0, 4,2 Hz),
3,03 (1 H, dd, J = 16,1, 6,7 Hz), 3,11 (1H, quintet, J = 6,8 Hz), 3,71-3,76 (1H, m), 4,31 (1H, ddd, J = 9,2, 5,9,
3,2 Hz), 4,65 (2H, s), 5,43 (1H, dd, J = 6,0, 4,3 Hz), 5,58 (1H, ddd, J = 15,8, 6,4, 4,6 Hz), 5,66 (1H, dd, J = 15,8,
6,1 Hz), 6,23 (1H, t,J = 7,3 Hz), 6,63 (1H, s), 7,18 (1H, s); LRMS (ESI) berechnet fiir C,,H,.F,N,O0,SNa [M+Na’]
607,2, gefunden 607,2.
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96
Verbindung 96:

[0229] Zu einer L6sung von Azid 98 (21,0 mg, 35,9 pmol) in THF (0,6 mL) wurde PMe, (1,0 M in THF, 43,1
uL, 43,1 umol) hinzugefligt. Nach dem Riihren bei Raumtemperatur fiir 2 Minuten wurde Wasser (0,1 mL) hin-
zugefligt und die Mischung wurde bei Raumtemperatur fiir 3 Stunden gerihrt. PMe, (1,0 M in THF, 7,2 pL, 7,2
pmol) wurde hinzugefiigt und die Mischung wurde bei Raumtemperatur fir 1,5 h gertihrt. Zu dieser Mischung
wurde 28% NH,OH (wassrig) (54,5 pL) hinzugefligt. Nach dem Rihren fur 1 Stunden wurde die Mischung di-
rekt durch praparative TLC (CH,CI,/MeOH = 100:7,5) gereinigt, um ein Amin 96 (15,9 mg, 28,5 ymol, 79%) als
einen farbenloser Feststoff zu ergeben;

'"H NMR (400MHz, CDCl,) & 1,05 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,23 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,34 (3H, s), 2,12
(3H,d, J =0,7 Hz), 2,24-2,35 (1H, m), 2,39 (1H, dd, J = 15,4, 3,0 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 15,4, 9,8 Hz), 2,54-2,63
(1H, m), 2,66-2,76 (1H, m), 2,97 (1H, dd, J = 16,2, 4,2 Hz), 3,03 (1H, dd, J = 16,3, 6,5 Hz), 3,10 (1H, quintet,
J =6,8Hz), 3,74 (1H, dd, J = 6,7, 3,5 Hz), 4,18 (2H, s), 4,34 (1H, dd, J = 9,8, 2,9 Hz), 5,43 (1H, dd, J = 6,0, 4,3
Hz), 5,55-5,64 (1H, m), 5,67 (1H, dd, J = 15,9, 5,8 Hz), 6,24 (1H, brt, J = 7,3 Hz), 6,66 (1H, s), 7,10 (1H, s);
LRMS (ESI) berechnet fiir C,,H,,F,N,0.S [M+H"] 559,2, gefunden 559,2.

Verbindung 97:

[0230] Zu einer Lésung von Amin 96 (15,9 mg, 28,5 pmol) in CH,CN (0,78 mL) wurde 37% HCHO (wéssrig)
(31,4 pL, 0,143 mmol) hinzugefigt, gefolgt durch NaBH,CN (1,0 M in THF, 85,5 pL, 85,5 pmol) und die Mi-
schung wurde bei Raumtemperatur fir 20 Minuten gerthrt. AcOH (1 Tropfen) wurde hinzugefiigt und die Mi-
schung wurde bei Raumtemperatur fir 40 Minuten gerihrt. Die Mischung wurde direkt durch praparative TLC
(CH,CI,/MeOH = 100:8) gereinigt, um das Produkt 97 (15,6 mg, 26,6 pmol, 93%) als einen farblosen Feststoff
zu ergeben;

'"H NMR (400 MHz, CDCl,) & 1,05 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,23 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,33 (3H, s), 2,17
(3H, s), 2,24-2,35 (1H, m), 2,43 (1H, dd, J = 15,7, 3,6 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 15,6, 9,1 Hz), 2,55-2,64 (2H, m,
einschlieBlich OH), 2,68-2,77 (1H, m), 2,80 (3H, s), 2,81 (3H, s), 2,92-3,06 (2H, m), 3,10 (1H, quintet, J = 6,8
Hz), 3,69-3,76 (1H, m), 4,25-4,34 (1H, m), 4,33 (2H, s), 5,42 (1H, t, J = 5,5 Hz), 5,57 (1H, dt, J = 15,8, 6,3 Hz),

65/167



DE 603 10916 T2 2007.11.15

5,66 (1H, dd, J = 15,7, 6,4 Hz), 6,22 (1H, brt, J = 7,2 Hz), 6,64 (1H, s), 7,30 (1H, s); LRMS (ESI) berechnet fiir
C,H,,FsN,O.S [M+H*] 580,2, gefunden 580,2.

53 R = OTs (84) or Cl (§5)
Verbindungen 94 und 95:

[0231] Zu einer Mischung von 59 (18,9 mg, 33,8 pmol) und Et;N (18,8 pL, 0,135 mmol) in CH,Cl, (1 mL) wurde
TsCl (12,9 mg, 67,5 pmol) und DMAP (2,1 mg, 16,9 pmol) bei 0°C hinzugefugt. Nach dem Rihren bei Raum-
temperatur fur 1,5 h wurde die Mischung mit EtOAc verdinnt und durch ein Kissen aus Silicagel (EtOAc Spu-
lung) filtriert. Nach dem Konzentrieren wurde der Rickstand durch praparative TLC (Hexan/EtOAc = 1:1) ge-
reinigt, um Tosylat 94 (8,5 mg, 11,9 ymol, 35%) und Chlorid 95 (4,3 mg, 7,44 pmol, 22%) zu ergeben; beide
als farblose Feststoffe;

94

'H NMR (400 MHz, CDCl,) & 1,06 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,23 (3H, d, J = 6,7 Hz), 1,33 (3H, s), 1,99
(1H, d, J = 5,5 Hz), 2,10 (3H, s), 2,25-2,34 (1H, m) 2,41 (1H, dd, J = 15,5, 3,3 Hz), 2,47 (3H, s), 2,48 (1H, dd,
J=15,7,9,4 Hz), 2,51-2,63 (1H, m), 2,63 (1H, d, J = 6,1 Hz, OH), 2,64-2,75 (1H, m), 2,91-3,05 (2H, m), 3,10
(1H, quintet, J = 6,8Hz), 3,70-3,75 (1H, m), 4,30 (1H, ddd, J = 9,3, 6,1, 3,2 Hz), 5,32 (2H, s), 5,41 (1H, dd, J =
5,8, 4,5 Hz), 5,57 (1H, ddd, J = 15,8, 6,4, 4,6 Hz), 5,65 (1H, dd, J = 15,8, 6,0 Hz), 6,21 (1H, t, J = 7,1 Hz), 6,59
(1H, s), 7,18 (1H, s), 7,37 (2H, d, J = 8,1 Hz); 7,84 (2H, d, J = 8,3 Hz); LRMS (ESI) berechnet fiir
C,,H,,F;NO,S,Na [M+Na*] 736,2, gefunden 736,3.
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'H NMR (400 MHz, CDCl,) 8 1,06 (3H, s), 1,12, (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,23 (3H, d, J = 6,7 Hz), 1,34 (3H, s), 2,00
(1H, d, J = 5,6 Hz, OH), 2,15 (3H, s), 2,25-2,35 (1H, m), 2,41 (1H, dd, J = 15,5, 3,2 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 15,5,
9,4 Hz), 2,53-2,62 (1H, m), 2,69 (1H, d, J = 6,1 Hz, OH), 2,66-2,76 (1H, m), 2,92-3,05 (2H, m), 3,11 (1H, quintet,
J=6,4 Hz), 3,70-3,76 (1H, m), 4,32 (1H, ddd, J = 9,2, 5,9, 3,1 Hz), 4,85 (2H, s), 5,43 (1H, dd, J = 6,0, 4,4 Hz),
5,59 (1H, ddd, J = 15,9, 6,4, 4,5 Hz), 5,66 (1H, dd, J = 15,9, 6,1 Hz), 6,23 (1H, t, J = 6,8 Hz), 6,63 (1H, s), 7,20
(1H, s); LRMS (ESI) berechnet fiir C,,H,,CIF,NO.SNa [M+Na*] 600,2, gefunden 600,2.

29

Verbindung 99:

[0232] Zu einer Lésung von 59 (6,9 mg, 12,3 pymol) in CH,CI, (0,4 mL) wurde aktiviertes MnO, (gekauft von
Acros, 26,8 mg, 0,308 mmol) hinzugefligt. Nach kraftigem Rihren bei Raumtemperatur fir 4 h wurde die Mi-
schung durch ein Celite-Kissen filtriert, welches mit EtOAc gespult wurde. Nach dem Konzentrieren wurde der
Ruckstand durch praparative TLC (Hexan/EtOAc = 1:1) gereinigt, um Aldehyd 99 (2,7 mg, 4,84 umol, 39%) als
einen farblosen Feststoff zu ergeben;

'H NMR (400 MHz, CDCl,) & 1,06 (3H, s), 1,13 (3H, d, J = 7,2 Hz), 1,24 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,35 (3H, s), 1,96
(1H, d, Jd =5,6 Hz, OH), 2,22 (3H, d, J = 0,7 Hz), 2,25-2,35 (1H, m), 2,44 (1H, dd, J = 15,4, 3,5 Hz), 2,46 (1H,
d, J =59 Hz, OH), 2,51 (1H, dd, J = 15,7, 9,3 Hz), 2,57-2,58 (1H, m), 2,68-2,79 (1H, m), 2,96-3,03 (2H, m),
3,10 (1H, quintet, J = 6,8 Hz), 3,71-3,76 (1H, m), 4,31 (1H, ddd, J = 9,4, 6,3, 3,5 Hz), 5,45 (1H, t, J = 5,0 Hz),
5,53-5,63 (1H, m), 5,67 (1H, dd, J = 15,7, 6,2 Hz), 6,24 (1H, t, J = 6,6 Hz), 6,72 (1H, s), 7,57 (1H, d, J = 0,9
Hz), 10,01 (1H, d, J = 1,2 Hz).
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Verbindung 100:

[0233] Zu einer L6ésung von Aldehyd 99 (4,6 mg, 8,25 pmol) in CH,CN (0,5 mL) bei 0°C wurde McNH, (2,0 M
in THF, 41,3 pL, 41,3 pmol) hinzugefligt. Nach dem Rihren bei 0 °C fur 15 Minuten wurde NaBH,CN (1,0 M in
THF, 25 L, 25 pmol) hinzugefligt. Nach dem Ruhren bei 0 °C fiir 0,5 h wurde AcOH (3 Tropfen) hinzugefligt.
Nach dem Rihren bei 0°C fir 2 h wurde 28% NH,OH (wassrig) (40 pL) hinzugefugt und die Mischung bei
Raumtemperatur fir 10 Minuten geruhrt. Die Mischung wurde direct durch praparative TLC (CH,CI,/MeOH =
100: 9) gereinigt, um 100 (2,4 mg, 4,19 ymol, 51 %) als einen farblosen Feststoff zu ergeben;

'H(400 MHz, CDCl,) & 1,05 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,23 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,34 (3H, s), 2,13 (3H,
s), 2,25-2,34 (1H, m), 2,39 (1H, dd, J = 15,3, 3,0 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 15,3, 9,7 Hz), 2,56 (3H, s), 2,54-2,64
(1H, m), 2,66-2,75 (1H, m), 2,89 (1H, d, J = 5,1 Hz), 2,94-3,05 (2H, m), 3,11 (1H, quintet, J = 6,8 Hz), 3,74 (1H,
dd, J = 6,6, 3,5 Hz), 4,08 (2H, s), 4,34 (1H, dd, J = 9,6, 2,9 Hz), 5,43 (1H, dd, J = 6,2, 4,1 Hz), 5,56-5,63 (1H,
m), 5,66 (1H, dd, J = 15,9, 5,7 Hz), 6,24 (1H, t, J = 7,3 Hz), 6,66 (1H, s), 7,11 (1H, s); LRMS (ESI) berechnet
fir C,gH,,F;N,OS [M+H"] 573,3, gefunden 573,3.

Beispiel 10: Epothilon-Analoga, die Heterotransplantat-Tumore auf einen nichtriickfallenden Zustand verrin-
gern.

[0234] Durch die Kombination von chemischer Synthese, molekularem Modellieren und spektroskopischer
Analyse, entdeckten wir, dass die Einfiihrung einer E9,10 Doppelbindung (siehe Verbindung 28 spater) eine
ca. 10fache Verstarkung der Arzneimittel-Wirksamkeit in Heterotransplantat-Experimenten mit Arzneimittelre-
sistenten MX-1 Tumoren erreichen (A. Rivkin e tal. . Am. Chem. Soc. 2003, 125, 2899; hierin durch Bezug-
nahme aufgenommen). Im Anschlus an die Korrelation von in vitro und in vivo Experimenten, die auf MX-1 Tu-
mor-Typen gerichtet waren, war es offensichtlich, dass 28 von Natur aus cytotoxischer ist als 2b. Ein anderer
entscheidender Faktor ist jedoch, dass der Lacton-Anteil in der 9,10-Dehydro-Reihe signifikant stabiler ist in
Maus und menschlichem Plasma, als fiir 9,10-Dehydo-Kongenere der Fall ist. Die Summe dieser zwei kom-
plementaren Wirkungen war, 28 in die Lage zu bringen, eine vollstdndige Unterdriickung des Tumors in einer
Vielzahl von Heterotransplantaten bei 3 mg/kg im Gegensatz zum 30 mg/kg Regimen fir 1 zu erreichen.

O Raeqin Grip) Resda{2B), CF{26)
EpoB @b}  12,13-DesoxyEpoB (1) (E)-8,10-Dehydro-12,13-DesoxyEpoB (28)
26-F3-12,13-DesoxyEpoB (2) ' 26-F;-(E)-9,10-Dehydro-12,13-DesoxyEpoB (29)

[0235] Bei Aussetzung der Behandlung erschienen tastbare Tumor in einigen Fraktionen der Tiere wieder.
Dementsprechend, zumindest bis jetzt, hat vollsynthetisches 28 nicht vollstandig den stringenten Standards
von auflerst glinstigem wirksamem therapeutischem Index und Eliminierung von Tumoren auf einen nicht-wie-
derkehrenden Status erreicht.
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[0236] Diese Ergebnisse richteten unsere Aufmerksamkeit auf die Konsequenzen des Substituierens der drei
Wasserstoffe der 26-Methylgruppe von 28 mit drei Fluor-Atomen. Der Einbau der Fluoratome an dieser Stelle
fihrte zu einer verbesserten Stabilitat der 12,13-Doppelbindung gegeniber Oxidation (Smart, B. E. J. Fluorine
Chem. 2001, 109, 3; hierin durch Bezugnahme aufgenommen). Friihere Erfahrung hatte in Richtung einer ge-
wissen Abschwachung der Cytotoxizitat gezeigt, indem polare Gruppen in dem Bereich der C12-C13 Doppel-
bindung platziert wurde (A. Rivkin et al. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 2899; hierin durch Bezugnahme aufge-
nommen). In dieser Offenbarung berichten wir die Entdeckung der 9,10-Dehydro-26-trifluorepothilone durch
die chemische Gesamtsynthese, wobei insbesondere auf die einzigartige Leistung der Stammstruktur 29 fo-
kussiert wird.

[0237] Die therapeutische Wirksamkeit von dEpoB (30 mg/kg), Paclitaxel (20 mg/kg) und F,-deH-dEpoB (29,
20 and 30 mg/kg) gegenuber menschlichen Mammakarzinom MX-1 Heterotransplantaten in Bezug auf das Tu-
mor-Verschwinden und Wiederkehr wurde genau untersucht, und die Ergebnisse sind in Tabelle 10-1 gezeigt.
Jede Dosisgruppe bestand aus vier oder mehr Nacktmausen. Kérpergewicht bezieht sich auf das Gesamtkor-
pergewicht minus Tumorgewicht. Alle drei Komponenten erreichten ein Tumor-Verschwinden. Am 10. Tag
nach der Einstellung der Behandlung erlitten 5/10 (dEpoB), 2/7 (Paclitaxel); and 0/4 (Verbindung 29) Mausen
einen Ruckfall. Verlangerte Beobachtung im Anschluss an die Einstellung der Behandlung mit 20 mg/kg Do-
sierungen von 29 zeigte eine langzeitige Abwesenheit bis zum Tag 27, zu welchem Zeitpunkt 2 von 4 Mausen
einen Tumor-Rickfall hatten. Bemerkenswerterweisen fihrte die Behandlung mit 30 mg/kg Dosierung von 29
zum vollstandigen Verschwinden des Tumors und zu der Abwesenheit von jeglichem Ruckfall fur mehr als zwei
Monate nach der Einstellung der Behandlung.

Tabelle 10-1 Therapeutische Wirkung von dEpoB, Paclitaxel, und F,-deH-dEpoB gegeniiber XM-1 Hetero-
transplantat in Nacktmé&usen®®

Arzneimittel Dosierung Veranderungen des Tumor frei nach  Tumor
(mg/kg) Kérpergewichtes (%) Q2Dx6 erschien wieder
6-Stunden am 10. Tag nach
-iv Infusion der Verabreichung

Am Tag 4 nach Am Tag 8 nach
Beendigung d. Beendigung d.

Verabreichung Verabreichung
dEpoB(1) 30 -25,3+2,1 -9,1 4,1 10/10 5/10
Paclitaxel 20 -23,9+3,7 -8,7+0,7 717 217
Fs-deH- 20 -22,4+0,6 -7,310,7 4/4 0/4™
dEpoB (29) 30 27,1 42,7 -17,445,5 4/4 0/4 P!

EIHumanes Mammakarzinom MX-1 Heterotransplantat-Gewebe 50 mg wurde S.C. am Tag 0 implantiert. Die
Behandlung Q2Dx6 6 Stunden-I.V. Infusion wurde am Tag 8 begonnen und am Tag 18 beendet.

®I Nachweisbares Wiederauftreten von Tumor in 2/4 am 27. Tag nach der Beendigung der Behandlung. Kein
weiteres Tumor-Wiederauftreten wahrend dem 28. und dem 64. Tag nach Beendigung der Behandlung.

[ Kein Wiederauftreten des Tumors wahrend 64 Tage nach dem Beendigen der Behandlung, wenn das Expe-
riment abgebrochen wurde.

[0238] Die Verringerung der Dosis von Wirkstoff 29 auf 10 mg/kg (Q2D) fuhrte ebenfalls zu dem Verschwin-
den von MX-1 Tumor, jedoch waren neun Dosen erforderlich, um dieses Ergebnis (Fig. 57, Fig. 58 und
Fig. 59A) zu erreichen. Als eine zusatzliche Herausforderung wurde die chemotherapeutische Behandlung
verzogert, bis die Tumorgréfie 0,5 g erreichte (~ 2,3% des Kdrpergewichts). Die Behandlung mit 25 mg/kg
(Q2Dx7) Dosierungen von 29 fiuhrte zum Verschwinden von 4/4 Maus-Tumoren. Im Gegensatz dazu waren fir
dEpoB 30 mg/kg Dosierungen (Q2Dx8) notwendig, um das Verschwinden von Tumoren in 3 von 4 Mausen zu
induzieren. Im Unterschied zu dem Fall mit 29 ist jedoch, dass das scheinbare Verschwinden, das im An-
schluss an die Behandlung mit dEpoB auftrat, einem Ruckfall mit der Zeit unterlag (Fig. 59B).

[0239] Die Tatsache, dass Wirkstoff 29 das Wachstum der menschlichen Mammakarzinom MX-1 Hetero-
transplantate vollstandig unterdriickte, schrumpfte den Tumor und diesen fiir bis zu 64 Tage verschwinden liel3,
ist beeindruckend. Im Anschluss an die Heilungen, die durch 29 (20 mg/kg oder 30 mg/kg Q2Dx®, i.v.- 6 Stun-
den Infusion, Tabelle 1, oben) erreicht wurde, kehrte weiters das Kérpergewicht der Heterotransplantate auf
das Vorbehandlungs-Kontrollniveau innerhalb von 12-18 Tagen nach der Beendigung der Behandlung zurtck.
Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass ein vitaler Organschaden fehlt. Bei einer heilenden, niederen Dosie-
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rung von 10 ng/kg, Q2Dx12 (Fig. 59b) war die maximale Kdérpergewichtsabnahme nur 12 %, mit einer Ge-
wichtszunahme von 6% wahrend den letzten drei Dosen. Das Kdérpergewicht kehrte auf das Vorbehand-
lungs-Kontrollniveau nur drei Tage nach Beendigung der Behandlung zurlick. Tabelle 1 oben zeigt, dass die
Tiere Kdrpergewichtsverluste bis zu 27% uberleben konnten. Die hierin realisierte therapeutische Sicherheits-
toleranz ist fur ein heilendes Krebs therapeutisches Mittel auliergewdhnlich breit.

[0240] Die therapeutische Wirkung von 29 gegeniber menschlichem Lungenkarzinom-Heterotransplantat
(A549) und dem Paclitaxel-resistenten menchlichen Lungenkarzinom A549/Taxol-Heterotransplantaten wurde
ebenfalls evaluiert (Fig. 59C und Fig. 59D). Die langsam-wachsenden Lungenkarzinom-Heterotransplantate
A549 wurden mit 29 (25 mg/kg, Q2DX6, zweimal, acht Tage voneinander getrennt) behandelt, was zu einer
99,5% Tumor-Unterdriickung mit der eventuell vollstandigen Vernichtung von 4 der 4 Tumore nach zwei wei-
teren Dosen (Fig. 59C) flhrte. Interessanterweise verringerte sich das Koérpergewicht der Mause um bis zu
35% ohne jegliche Letalitat und die Beendigung der Behandlung fihrte zu dem schnellen Wiedergewinn des
Kérpergewichts auf beinahe das Vorbehandlungs-Kontrollniveau (Fig. 59C). Im Gegensatz dazu, fihrte eine
Parallelstudie mit dEpoB (30 mg/kg, Q2Dx6) zu einer 97,6% Tumor-Unterdriickung, fihrte jedoch zu keiner Tu-
mor-Ausrottung. In einer zusatzlichen Studie von 29 (20 mg/kg Dosierung) gegeniiber A549/Taxol resistentem
Heterotransplantat (Fig. 59D) war das Tumor-Wachstum vollstandig unterdrtickt und der Tumor schlussendlich
um 24,4% der Vorbehandlungskontrolle reduziert. Wahrend dieser Studie verringerte sich das maximale Kor-
pergewicht um 24%, jedoch erlangte das Kérpergewicht nach Beendigung der Arzneimittel-Behandlung 90%
der Vorbehandlungskontrolle. In einer Vergleichsstudie von (E)-9,10-Dehydro-dEpoB (28,4 mg/kg Gruppe) war
das Tumor-Wachstum um 41,6% unterdruckt.

[0241] Die dazugehdrigen Daten fur das Analysieren, welche Faktoren Verbindung 29 ihren bemerkenswer-
ten therapeutischen Index geben, in Zusammenhang mit vergleichbaren Daten, die zu eng-verwandten Kon-
generen gehoren, sind in Tabelle 10-2 bereitgestellt. Es ist anzumerken, dass beim Ubergehen von EpoB (2b)
zu dEpoB (1) bezuglich der inharenten Cytotoxizitat eine Zehnerpotenz verloren wird. Etwa 60% dieses Ver-
lustes wird im Fall von 9,10-Dehydro-dEpoB (28) wieder hergestellt. Ein Teil dieser inhdrenten Cytotoxizitat
wird beim Ubergehen zu 29 eingebiilRt, welches zumindest in der Zelle 1,8 fach so cytotoxisch ist als die Ver-
gleichsverbindung dEpoB.

[0242] Wir bemerken, dass unter den 12,13 Dehydroepothilonen, 29 bei weitem die beste Stabilitat in Maus-
plasma zeigt und ebenfalls die Stabilste im Plasma der menschlichn Leber S9 ist. Wir bemerken weiters, dass,
in den 2-Satzen von 12,13-Dehydro-Isomeren, das 26-Trifluor-Muster eine verringerte Lypophilizitat und eine
etwas erhohte Wasserldslichkeit tragt (Tabelle 10-2, unten).

[0243] Er erscheintim Moment, dass der grof3e Vorteil von 29 von den Verbesserungen in der Serumstabilitat
und der Bioverflgbarkeit herrihrt.

[0244]
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Tabelle 10-2: Profil der dEpoB Derivate

Verbindungen ~ zytotoxische Maximaler KG%- bilitéts-Halbwertszei Loslichkeit in Lipophilizitét Therapeutische Relativer
Wirksamkeit ICso Abfalt ohne Tod  Maus- Humane Wasser Octanol/Wasser  Dosenregime fiir mempeptlsche[l;l
(nM)! plasma Leber 59 (wg/ml) Partition (POW) Q2D 6Std-iv  Index bei MTD
(min) Fraktion (Std.) Infusion (mg/kkg)
EpoB {2b) 0.63+0.2 15 57 15.8 NO ND 0608 s
dEpoB (1) 56=28 32 46=7 1.0=0.1 94 44 25-30 e+
deH-dEpoB 0.900.40 23 846 49+07 27 33 34 4
(28)
F4-dEpoB (2) 93252 p2] 667 1.6=04 8 41 15-20 ++
FydeH-dEpoB 3.2+ 03 33 212488 10523 20 33 10-30 -
(29)

B 1C5o Werte sind fiir CCRF-CEM Leukiamie-Zellen. Die Werte sind der Bereich von zwel Experimenten; alle Werte wurden von sieben
Konzentrationspunkten erhalten; ND=Nicht Bestimmt.
I Gestaffelter relativer therapeutischer Index (TI) bei MTD (maximal tolerierte Dosis):

+ Tumorwachstum um 25-50% unterdriickt

++ Tumorwachstum um 50-100% unterdrickt

+++ Tumorschrumpfung, jedoch kein Verschwinden des Tumors

+++4+ Tumor-Verschwinden in elnigen oder allen Nacktmdusen mit langsamer Erholung des Kérpergewichtes und/oder mit

Riickfall In einigen Mausen innerhalb einer Woche nach Beendigung der Behandlung.
+++++ Tumor verschwand in allen Nacktméusen, schnelles Wiedererlangen des Kdrpergewichtes und/oder ohne Riickfall.
Das therapeutische Experiment fiir Epothilone gegen humane Heterotransplantate in
Nackmausen, wie MX-1 wurden in Chou, T.C. et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 1998, 95, 15798 und in 2001, 98, 8113 studiert.

[0245] Alle der Wirkstoffe, 1-2 und 28-29, wurden urspriinglich durch Gesamtsynthese entdeckt. Eine prakti-
sche Synthese von 1 wurde zuvor berichtet (Rivkin et al. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 2899; White et al. J.
Am. Chem. Soc. 2001, 123, 5407; Yoshimura et al, Angew. Chem. 2003, 42, 2518; Rivkin et al. J. Org. Chem.
2002, 124, 7737; alle werden durch Bezugnahme hierin aufgenommen). Die Stufen der Entdeckungswege der
ersten Generation zu 28 und 29 wurden ebenfalls beschrieben (Seite 108/5-6). Die selektive Reduktion der
9,10-Doppelbindung von 29 ergab 2. Die bemerkenswerten Ergebnisse, die von den oben beschriebenen He-
terotransplantat-Studien erhalten wurden, aus welchen derzeitig die vielversprechendste Verbindung 29 ist, er-
fordert eindeutig das Vorriicken fiir detaillierte Toxikologie und pharmakokinetischen Studien in héheren Tieren
und, von dort, wenn angebracht, das Vorriicken zu menschlichen, klinischen Versuchen. Solche Aussichten
veranderten die Natur der Synthese-Aufgabe ganzlich, und zwar von der Herstellung von Sondenproben zum
Herstellen von Mengen im mehreren Gramm Bereich von diesen neuen Epothilon-Wirkstoffen. Ein bedeuten-
des Umarbeiten unserer friiheren Wege, anfanglich in einer Entdeckungsumgebung konzipiert und demonst-
riert, wurde erreicht. Insbesondere erreichten unsere neuen Protokolle bedeutende Vereinfachungen in der
stereospezifischen Ausarbeitung der Kohlenstoffe 3 und 26. Alkohol 32 wird wie friiher berichtet hergestellt
(Rivkin et al. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 2899; hierin durch Bezugnahme aufgenommen). Es ist anzumer-
ken, dass bei der neuen Synthese die Stereozentren 6, 7 und 8 von dem trivial verfigbaren Keton 30 und Al-
dehyd 31 abgeleitet sind. Bei dem Alkoholschutz und Acetal-Hydrolyse wurde der entsprechende Aldehyd mit
t-Butylacetat kondensiert, um ein Aldol-dhnliches Produkt zu erzeugen. Das diese Kondensation nicht diaste-
reomerisch kontrolliert ist, war eine HilfsmaRnahme notwendung und wurde erreicht. Die Oxidation dieser 1:1
Mischung von C3 Epimeren ergab Keton 69. Im Anschluss an eine aulerst erfolgreiche Noyori-Reduktion (No-
yori et al. J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 5856; hierin durch Bezugnahme aufgenommen) unter den gezeigten
Bedingungen lag Alkohol 70 vor. Die Herstellung der Saure 25 wurde dann in einigen zusatzlichen einfachen
Schritten, wie gezeigt, erreicht.

71167



DE 603 10916 T2 2007.11.15

Schema 12. Synthese des Acyl-Abschnittes 25
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Reagenzien und Bedingungen: (a) (i)TrocCl, pyr., 92%; (ii) p-TsOH-H,0, 76%; (iii) LDA, t-Butylacetat, THF,
80%; (iv) Dess-Martin Periodinan, 74%; (b) Noyori Katalysator (10 mol%), MeOH/HCI, H,, 1200psi, 80%. (c) (i)
TESCI, Imidazol, 77%; (ii) Zn, AcOH, THF, 99%; (iii) TBSOTf, 2,6-Lutidin, 82%; fur die restlichen Schritte siehe
Rivkin et al. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 2899.

[0246] Eine neue, direkte und leicht skalierbare Synthese wurde fur 90 entwickelt (Schema 13). Die Synthese
beginnt mit der Reaktion von kommerziell erhaltlichem Trifluor-Ketoester 82 mit Allylindiumbromid. Der Schlus-
selschritt bei der Synthese ist die positionell spezifische und stereospezifische Dehydrierung des resultieren-
den tertidren Alkohols, um 84 (mit einer Gesamtausbeute von 65% flr zwei Schritte) zu erzeugen. Die Stere-
okontrolle dieser Reaktion ergibt sich aus einer ,dipolaren Wirkung", wobei die stark elektronenabziehenden
CF,- und CO,Et-Gruppen am Besten in Bezug auf die entstehende Doppelbindung trans prasentiert sind. Das
bendétigte lodid 86 wurde in zwei Schritten aus 84 erhalten. Die Alkylierung des zuvor berichteten Lithiumeno-
lats von 7 mit lodid 86 in THF ergab 88 mit einer Ausbeute von 81 % und hoher Diastereoselektivitat (>25:1
de). Im Anschluss an die Schutzeliminierung des sekundaren Alkohols wurde Verbindung 88 in drei Schritten
zu 90, wie gezeigt, weitergeleitet.

Schema 13. Synthese des Alkylabschnittes 17
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Reagenzien und Bedingungen: (a) (i) Allylboromid, In, THF-Wasser (3:1) 48 °C, 85%; SOCI,, pyr 55 °C, 77%;
(b) (i) DIBAL-H, CH,CI,, -78°C bis Raumtemperatur, 99%; (ii) I,, PPh,, Imidazol, CH,Cl,, 74%; (c) (i) LHMDS,
THF, —=78°C bis Raumtemperatur; (ii) HOAc-THF-H,O (3:1:1), 81 % fiir zwei Schritte; (d) (i) AIMe,;, MeONHMe,
THF, 0°C bis Raumtemperatur, 97%; (ii) McMgBr, THF, 0°C, 53% (73% rel. Ausbeute)

[0247] Mit 28 und 90 in der Hand durch leicht verarbeitbare Chemie, war der Weg zu 29 eindeutig, indem Pro-
tokolle nachgearbeitet werden, die zuerst in unserer Entdeckungsphase entwickelt wurden (A. Rivkin et al. J.
Am. Chem. Soc. 2003, 125, 2899; hierin durch Bezugnahme aufgenommen). Die Schlissel-Ringschluss-Me-
tathese-Reaktion von 25 wurde in Toluen unter Verwendung des Grubbs-Katalysators der zweiten Generation
durchgefiihrt (Grubbs, R. H.; Miller, S. J.; Fu, G. C. Acc. Chem. Res. 1995, 28, 446; Trnka, T. M.; Grubbs, R.
H. Acc. Chem. Res. 2001, 34,18; Alkene Metathesis in Organic Chemistry', Hrsg: Furstner, A.; Springer, Berlin,
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(1998); Furstner, A. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2000, 39, 3012; Schrock, R. R. Top. Organomet. Chem. 1998,
1,1; wobei jede durch Bezugnahme hierin aufgenommen ist). Die Reaktion ergab ausschlieRlich das trans Iso-
mer 48 mit einer Ausbeute von 71 %. Im Anschluss an die Installation des Thiazol-Anteils mittels des in Sche-
ma 14 gezeigten Protokolls erfolgte die Entfernung der zwei Silyl-Schutzgruppen mit HF-Pyridin, was zu 29
fuhrte, welches dann mittels Reduktion des 9,10-Olefins zu 2 mit einer hohen Ausbeute umgewandelt wurde.
Gramm-Mengen von strukturell-neuartigen Epothilonen wurden durch Gesamtsynthese in Rahmen eines La-
boratoriums akademischer Grof3e hergestellit.

Schema 14. Endschritte der Synthese von 26-CF,-(E)-9,10-Dehydro-dEpoB (29)

e
8 ——
“ do RC Tk
w% o
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Reagenzien und Bedinungen: (a) EDCI, DMAP, CH,ClI,, 25, 0°C bis Raumemperatur, 86% aus t-Butylester; (b)
Grubb's Katalysator, Toluen, 110°C, 20 Minuten, 71 %; (c) (i) KHMDS, 101, THF, —=78° C bis —20°C, 70%; (ii)
HF-Pyridin, THF, 98%.

Experimentelles

[0248] Allgemeine Verfahren: Von kommerziellen Lieferanten erhaltene Reagenzien wurden ohne weitere
Reinigung, wenn nicht anders angegeben, verwendet. Methylenchlorid wurde von einem trockenen Losungs-
mittelsystem erhalten (durchleiten durch eine vorgepackte Aluminiumoxid-Saule) und ohne weiteres Trocknen
verwendet. Alle Luft und Wasser-sensitivien Reaktion wurden in Flammen-getrockneten Glaswaren unter ei-
nem Uberdruck an vorgereinigtem Argongas durchgefiihrt. NMR ("H and *C) Spektren wurden auf einem Bru-
ker AMX-400 MHz oder Bruker Advance DRX-500 MHz, wie individuell angegeben ist, aufgezeichnet, referen-
ziert auf CDCl, (7,27 ppm fir 'H und 77,0 ppm fiir "*C) oder CD,CI, (5,32 ppm fur 'H und 53,5 ppm fiir **C).
Infrarot Spektren (IR) wurden auf einem Perkin-Elmer FT-IR model 1600 Spektrometer erhalten. Optische Ro-
tationen wurden auf einem JASCO model DIP-370 digitalen Polarimeter erhalten. Analytische Dinnschicht-
chromatographie wurde auf E. Merck Silicagel 60 F254 Platten durchgefiihrt. Verbindungen, die nicht UV aktiv
waren, wurden durch Eintauchen der Platten in para-Anisaldehydlésung und Erwarmen visualisiert. Praparati-
ve Diinnschichtchromatographie wurde unter Verwendung des angegebenen Losungsmittels auf einer What-
man® (LKGF Silicagel 60A) TLC Platte durchgefihrt.

[0249] Chemikalien: alle Epothilone wurden firmenintern synthetisiert (C. R. Harris, S. J: Danishefsky, J. Org.
Chem. 1999, 64, 8434; D.-S. Su et al. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1997, 36, 2093; Smart, B. E. J. Fluorine
Chem. 2001, 109, 3; F. Yoshimura, et al. Angew. Chem. 2003, 42, 2518; Rivkin et al. J. Org. Chem. 2002, 124,
7737).

[0250] Paclitaxel (Taxol®) und Vinblastinsulfat (VBL) wurden von Sigma gekauft. Alle diese Verbindungen wur-
den in Dimethylsulfoxid flr die in vitro Untersuchungen aufgeldst, (aufer VBL in Salzlésung). Fir die in vivo
Studien wurden alle Epothilone und Paclitaxel in Cremophor/Ethanol (1:1) Vehikeln ausgeldst und dann mit
Salzlésung fir die iv Infusion fir 6 Stunden Uber die Schwanzvene unter Verwendung eines speziell angefer-
tigten Minikatheters (T.-C. Chou et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA. 2001, 98, 8113-8118; T.-C. Chou et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1998, 95, 15798-15802) verdiinnt.

[0251] Tumor und Zelllinien: Die CCRF-CEM menschlichen lymphoblastischen Leukamiezellen wurden von
Dr. William Beck der University of lllinois, Chicago erhalten. Humanes Mammakarzinom (MX-1) und humane
Lungenkarzinom Zellen (A549) wurden von der American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) er-
halten. Die Paclitaxelresistenten A549/Taxol Zellen (44 fache Resistenz) wurden mittels des oben beschriebe-
nen Verfahrens erhalten (T.-C. Chou et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2001, 98, 8113-8118).
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[0252] Tiere. Athymische Nacktmause, die das nu/nu Gen tragen, wurden von NCI, Frederick, MD erhalten
und fiir alle menschlichen Tumor-Heterotransplantate verwendet. Mannliche Nacktmause, die 6 Wochen oder
alter sind und ein Gewicht von 20-22g oder mehr aufweisen, wurden verwendet. Die Arzneimittel wurden tber
die Schwanzvene fir 6 Stunden durch i.v. Infusion unter Verwendung eines selbstgebauten Infusion-Minika-
theres und Behalterréhre verabreicht (T.-C. Chou et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2001, 98, 8113-8118).

[0253] Eine programmierbare Harvard PHD2000 Spritzenpumpe mit Multitrack wurde fir die i.v. Infusion ver-
wendet. Eine typische 6 Stunden Infusion firr jedes Arzneimittel in Cremophor/Ethanol (1:1) war 100 ml in 2,0
ml Salzlésung. Das Tumorvolumen wurde durch Messen der Lange x Breite x Hohe (oder Breite) unter Ver-
wendung eines Messschiebers bewertet. Fiir Tumor-tragende Nacktmause bezieht sich das Kdrpergewicht
wahrend dem Experiment auf das Gesamtgewicht minus des Gewichtes des Tumors. Alle Tierversuche wur-
den in Ubereinstimung mit den Richtlinien des National Institute of Health Guide fiir die Pflege und Verwendung
von Tieren und dem durch das institutionelle Tiereplege- und Verwendungskomitee des Memorial Sloan-Ket-
tering Cancer Centers genehmigten Protokoll durchgefiihrt.

[0254] Cytotoxizitdtsuntersuchungen. Als Vorbereitung fir die in vitro Cytotoxizitatsuntersuchungen wurden
die Zellen bei einer anfanglichen Dichte von 2-5 x 10* Zellen pro Milliliter kultiviert. Sie wurden in einer 5%
CO,-befeuchteten Atmosphére bei 37°C in RPMI Medium 1640 (GIBCO/BRL), das Penicillin (100 Einhei-
ten/mL), Streptomycin (100 pg/mL, GIBCO/BRL), und 5% Hitze-inaktivertes FBS enthalt, gehalten. Fir solide
Tumore, die in einer Monoschicht wachsen (wie A549), wurde die Cytotoxizitat des Arzneimittels in 96-Kam-
mer-Mikrotiterplatten mittels des Sulforhodamin B-Verfahrens bestimmt (P. Skehan et al. J. Natl. Cancer. Inst.
1990, 82, 1107-1112).

[0255] Fur in Suspension geziichtete Zellen (wie CCRF-CEM und seine Sublinien) wurde die Cytotoxizitat in
Duplikaten mittes des 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-carboxanilid)-2H-terazodiumhydroxid (XTT)
Microkulturverfahrens (D. A. Scudiero et al. Cancer Res. 1988, 48, 4827-4833) in 96-Kammer Mikrotiterplatten
bestimmt. Fir beide Verfahren wurde die Absorbanz von jeder Kammer mit einem Mkroplattenleser (Power
Wave XS, Bio-Tek, Winooski, VT) gemessen. Dosis-Wirkung-Beziehungen von 6 bis 7 Konzentrationen von
jedem Arzneimittel, in Zweifachbestimmung, wurden mit dem Median-Wirkungsdiagramm mittels eines Com-
puterprogramms analysiert (T.-C. Chou, M. Hayball. CalcuSyn for Windows, Multiple-drug dose effect analyzer
and manual. Biosoft, Cambridge Place, Cambridge, UK (1997)).

[0256] Stabilitdt von Epothilonen in Maus und in humaner Leber S9 Fraktion. Die Stabilitatsstudie wurde mit
einem vollautomatischen HPLC System durchgefuhrt, welches aus einem Prospekt-2 (Spark Holland, Die Nie-
derlande) Probenvorbereitungssystem und einem Agilent 1100 HPLC System besteht. In Kiirze, das Prospekt
2 nimmt eine C8 Extraktionspatrone auf und wusch es mit Acetonitril und Wasser. Der Agilent Autosampler, auf
37°C eingestellt, nahm 20 pl der Probe auf, und belud die Patrone damit, wusch sie mit Wasser, dann lenkte
das Prospekt-2 den Mobilenphasenstrom durch die Extraktionspatrone auf die analytische Saule, Reliance
Stable Bond C8 4x80 mm mit Schutzsaule (MacMod, Chadds Ford, PA) und das Eluens wurde bei 250 nm
Uberwacht. Die mobile Phase bestand aus 53 der 65% Acetonitril/0,1 % Ameisensaure bei 0,4 ml/min, so dass
die Retentionszeit der Verbindung von Interesse etwa bei 6 Minuten lag. Die Probenvorbereitung umfasste die
Zugabe von gleichen Volumina an Plasma zu PBS fur ein Gesamtvolumen von 300-400ul, filtriert und die Zu-
gabe von 0,5-2ul Substrat (20 mM), um etwa 30-50 mAU bei 250 nm in der HPLC Analyse zu erreichen. Fur
die gepoolte humane Leber-Mikrosom S9 Fraktion (Xeno Tech, Lenex, KS), 20 pl (400 pg) oder S9 Fraktion
wurde mit 280 pl PBS vermischt und dann wie oben verarbeitet. Die Probenahmezeit wurde durch den Au-
tosampler gesteuert und die Peakflachen-Daten wurden gesammelt, um die Geschwindigkeit des Verschwin-
dens der Stammverbindung zu vergleichen.

[0257] Bestimmung der Partition von Oktanol-Wasser (POW) Nummer. Ein HPLC-Verfahren wird verwendet,
um die Oktanol-Wasser-Trennung zu bestimmen. Ein Agilent 1100 HPLC System wird mit einer Eclipse
XDB-C18 — Saule 4,6 x 250 mm mit einer mobilen Phase aus 60% Acetonitril/40% 25 mM Kaliumphosphat-Puf-
fer bei pH 7,4 mit einer Flussrate von 0,8 ml pro Minute verwendet und das Eluens wird bei 250 nm tuberwacht.
Die verwendeten Standards sind Benzylalkohol, Acetophenon, Benzophenon, Naphthalen, Diphenylether und
Dibenzyl mit bekanntem POW von 1,1, 1,7, 3,2, 4,2 bzw, 4,8. Natriumdichromat wird verwendet, um die Null-
zeit, welche 2,5 Minuten ist, zu evaluieren und die Retentionszeiten fir die Standards sind 3,9, 5,4, 10,6, 14,0
18,7 bzw. 19,8 Minuten. Der k-Wert wird durch die Formel k=(t, — t,)/t, berechnet. Die linerare Regression von
log k vs. log POW gibt eine Gerade mit r’=0,966. Dieses Diagramm wird verwendet, um den POW Wert der
Epothilon-Analoga zu evaluieren.
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Spektroskopischen Daten fiir 29 (26-Trifluor-(E)-9,10-dehydro-dEpoB):

[a],2® -54.6 (c 0.28, CHCL,); IR (Film) v 3478, 2974, 2929, 1736, 1689; 1449, 1381, 1318, 1247, 1169, 1113,
1039, 983, 867, 736 cm™'; 'H NMR (400 MHz, CDCL,) 5 1,05 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,23 (3H, d, J =
6,8 Hz), 1,37 (3H, s), 2,04 (1H, brd, J = 3,8 Hz, -OH), 2,12 (3H, s), 2,25-2,33 (1H, m), 2,38 (1H, dd, J = 15,3
und 3,0 Hz), 2,48 (1H, dd, J = 15,4 und 9,8 Hz), 2,54-2,61 (1H, m), 2,66-2,76 (1H, m), 2,71 (3H, s), 2,96 (1H,
dd, J = 16,5 und 4,5 Hz), 3,02 (1H, dd, J = 16,3 und 6,5 Hz), 3,11 (1H, quintet, J = 6,7 Hz), 3,19 (1H, brs, =OH),
3,74 (1H, brs), 4,35 (1H, brd, J = 9,5 Hz), 5,42 (1 H,dd, J = 6,2 und 4,1 Hz), 5,60 (1H, ddd, J = 15,8, 5,6, und
4,5 Hz), 5,66 (1H, dd, J = 15,8 und 5,8 Hz), 6,24, (1H, t, J = 7,2Hz), 6,64 (1H, s), 7,0 (1H, s); *C NMR (100
MHz, CDCL,) 3 15,1, 16,1, 17,7, 18,5, 19,3, 22,5, 28,8, 31,1, 39,6, 39,7, 45,0, 53,7, 71,4, 75,3, 76,8, 16,7,
120,2, 124,3 [q, "J(C,F) = 273,4 Hz], 127,9, 130,2 [q, 2J(C, F) = 6,0 Hz], 130,6 [q, 2J(C,F) = 28,4 Hz], 132,5,
136,7, 152,0, 165,4, 170,2, 218,4; LRMS (ESI) berechnet fiir C,,H,,F,NO,S[M+H*] 544,2, gefunden 544,1.

Beispiel 11: In vitro Studien:

[0258] Ein typisches Beispiel umfasst das Kultivieren von Zellen (z.B. CCRF-CEM) bei einer anfanglichen
Dichte von 2-5x10* Zellen pro ml. Sie werden in einer 5 %-CO,-befeuchteten Atmosphére bei 37°C in RPMI
Medium 1640 (GIBCO/BRL), das Penicillin (100 Einheiten/ml), Streptomycin (100 ug/ml) (GIBCO/BRL), und
5% hitzeinaktiviertes fotales Rinderserum enthalt, gehalten. Fur in Suspension gezichtete Zellen (wie
CCRF-CEM und seine Sublinien) wurde die Cytotoxizitat in Duplikaten mittes des 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-nit-
ro-5-sulfophenyl)-5-carboxanilid)-2H-terazodiumhydroxid  (XTT)  Microkultur-Tetrazonium-Verfahrens in
96-Kammer Mikrotiterplatten bestimmt. Fur beide Verfahren wurde die Absorbanz von jeder Kammer mit einem
Mkroplattenleser (EL-340, Bio-Tek, Burlington, VT) gemessen. Jeder Lauf flihrt zu sechs oder sieben Konzen-
trationen der getesteten Arnzeimittel. Dosis-Wirkung-Beziehungsdaten wurden mit dem Median-Wirkungsdia-
gramm analysiert.

[0259] Die CCRF-CEM humanen T-Zellen, akute lymphoblastische Leukamie Zellen, ihre Teniposid-resisten-
te Sublinie (CCRF-CEM/VM,) und Vinblastin-resistente Sublinie (CCRF-CEM/VBL,,,) werden von W.T. Beck
(University of lllinois, Chicago, IL) erhalten.

[0260] In einem typischen Experiment, wie oben allgemein dargestellt ist, zeigten bestimmte der erfindungs-
gemalen Verbindungen (z.B. 9,10-Dehydro-EpoD) eine Aktivitat in CCRF-CEM Zelllinien und CCRF-CEM
Zelllinien, die gegeniber Taxol resistent ist. Bestimmte dieser Verbindungen zeigen IC,, im Bereich von 0,0015
bis etwa 0,120 fir CCRF-CEM Zelllinien. Bestimmte andere Verbindungen zeigen IC,, im Bereich von 0,0015
bis etwa 10,5. Bestimmte von diesen Verbindungen zeigen auch IC,, im Bereich von 0,011 bis etwa 0,80 fiir
CCRF-CEM/Taxol resistente Zelllinien und bestimmte andere Verbindungen zeigen IC;, im Bereich von etwa
0,011 bis etwa 13,0 pM. In bestimmten Ausfuhrungsformen zeigt 26F-EpoD Aktivitdten im Bereich von 0,0015
pM fir CCRF-CEM Zelllinien und im Bereich von 0,011 uM fir CCRF-CEM/Taxol-resistente Zelllinien (Eig. 11).

Beispiel 12: In vivo Studien

[0261] Athymische Nacktmase, die das nu/nu Gen tragen, werden Ublicherweise fir Tumor-Heterotransplan-
tate verwendet. Outbred-Mause, mit schweizerischem Hintergrund, wurden von Charles River Laboratories er-
halten. Mannliche Mause, 8 Wochen oder alter und einem Gewicht von 22g und mehr, wurden fiir die meisten
Experimente verwendet. Das Arzneimmitttel wurde Uber die Schwanzvene fir 6 Stunden i.v. Infusion verab-
reicht. Jede individuelle Maus wurde in einem perforierten Falcon-Polypropylen-Réhrenrestrainer fur die Arz-
neimittel-Verabreichung eingesperrt. Das Tumorvolumen wurde durch Messen der Lange x Breite x Hohe
(oder Breite) mittels eines Messchiebers beurteilt. Eine programmierbare Harvard PHD2000 Spritzenpumpe
(Havard Vorrichtung) mit Multitrack wurde fiir die i.v. Infusion verwendet. Alle Tierversuche wurden in Uberein-
stimung mit den Richtlinien den National Institute of Health Richtlinien fir die Pflege und Verwendung von Tie-
ren und dem durch das institutionelle Tiereplege- und Verwendungskomitee des Memorial Sloan-Kettering
Cancer Centers genehmigten Protokoll durchgefiihrt. Im Einklang mit der Richtlinie dieses Komitees fir die hu-
mane Behandlung von Tumor-tragenden Tieren wurden die Mause euthanisiert, wenn die Tumore = 10 % ihres
Gesamtkorpergewichtes erreichten. Wie in Fig. 8 gezeigt ist, wurde 9,10-Dehydro-EpoB in Nacktmausen, die
humanes Mammakarzinom MX-1 tragen, getestet. Im Allgemeinen war 9,10-Dehydro-EpoB wie folgt formu-
liert: 9,10-Dehydro-EpoB wurde in Ethanol aufgelést und Cremophor wurde hinzugeflgt (1:1) bei einer Kon-
zentration von 20 mg/ml hinzugefuigt. Diese Lésung wurde mit Salzlésung fur die i.v. Infusion verdinnt. Die ver-
dinnte L6sung wurde innerhalb einer Stunde fir die i.v. Infusion verwendet. TumorgréfRe und Kérpergewicht
wurde dann unter Verwendung von Dosierungen von 10 mg/kg, 20 mg/kg, and 30 mg/kg tber 15 Tage gemes-
sen. TumorgréfRe und Kérpergewicht wurden ebenfalls unter Verwendung eines Dosierungsregimes von 0.4
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mg/kg Q3Dx2, 0.5 mg/kg Q3Dx2, und 0.6 mg/kg Q3Dx5 (siehe Fig. 33, Fig. 34, Fig. 55 und Fig. 56) gemes-
sen. Es wurde der jede dritte Tag Dosierungsbehandlungsplan verwendet, um die Toxizitat zu reduzieren. An-
dere therapeutische Studien an 9,10-Dehydro-EpoB sind in den Fig. 70 und Fig. 71 (CCRF-CEM/Taxol,
Q3Dx5) und in den Fig. 23 und Fig. 24 (HCT-116, Q2Dx7) gezeigt. Die Verbindung, 9,10-Dehydro-12,13-des-
oxyepothilon B (Iso-490 Epothilon), ist drei Mal wirksamer als dEpoB. Es wurde gezeigt, dass 9,10-Dehyd-
ro-12,13-desoxyepothilon D das Tumorwachstum nach zwei bis drei Infusionen von 10 mg/kg oder 20 mg/kg
arrestieren, wobei jede von diesen jeden zweiten Tag verabreicht wurde. Bessere Ergebnisse in Mausen wur-
den unter Verwendung einer Dosis von 30 mg/kg von 9,10-Dehydro-12,13-desoxyepothilon B unter Verwen-
dung einer zwei 6 Stunden Infusion i.v. jeden zweiten Tag erhalten. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass 9,10-De-
hydro-dEpoB bei 5 mg/kg, Q3Dx9, 6 Stunden i.v. Infusion, ein Verschwinden des Tumors in Nacktmausen, die
MX-1 Heterotransplantat tragen, ohne Maus-Todesopfer und mit nur einem maRigen Gewichtsverlust erreicht
(Fig. 74 und Fig. 75). Diese scheint durch Verabreichen der Epothilon-Analoga jeden dritten Tag erreicht wor-
den zu sein, um die Toxizitat zu reduzieren (siehe Fig. 53 und Fig. 53). Zusammengefasst kann gesagt wer-
den, dass 9,10-Dehydro-12,13-desoxyepothilon B eine verringerte Toxizitat im Vergleich zu andern Epothilo-
nen, eine groRere Wirksamkeit beim Arrestieren des Tumorwachstums und eine héhere Serumstabilitat zeigt.
Andere therapeutische Studien sind in Fig. 17 und Fig. 18 (HCT-116, Q2Dx5 und Q3Dx5); in Fig. 19 und
Fig. 20 (A549/Taxol, Q3Dx7); und in Fig. 21 und Fig. 22 (A549/Taxol, Q2Dx7) gezeigt. 9,10-Dehydro-EpoB,
wenn jeden dritten Tag 9-11 Mal, 6 Stunden i.v. Infusion bei 0,4-0,6 mg/kg verabreicht, fihrte zum Schrumpfen
und Verschwinden des Tumors in Nacktmausen mit implantierten humanen Mammakarzinom MX-1 Hetero-
transplantaten (Fig. 68 und Fig. 69). Die Verabreichung jeden zweiten Tag flir 8 Dosen flihrte zur Unterdri-
ckung des Tumorwachstums, jedoch nicht zum Schrumpfen des Tumors. Wenn 9,10-Dedydro-EpoB jeden
zweiten Tag fur 9 Dosen verabreicht wurde, schrumpfte der implantierte Tumor kontinuierlich vom zweiten bis
zum achten Tag maRig, jedoch erholte sich das Kérpergewicht nur langsam von 76% bis 82% der Kontrolle
wahrend derselben Periode. Am zehnten Tag war ein Viertel des Tumors verschwunden. Wenn eine Dosierung
von 0,6 mg/kg von 9,10-Dehydro-EpoB Q2Wx6, 6 Stunden Infusion an Nacktmause mit HCT-116 Heterotrans-
plantaten verabreicht wurde, starben vier von vier Mausen aufgrund von Toxizitat innerhalb von drei Tagen
nach der sechsten Dosierung. 9,10-Dehydro-EpoB beseitigte das Tumorwachstum gegen CCRF-CEM/Taxol
unter Verwendung von 0,6 mg/kg, Q3Dx5, x2 Zeitplan (Eig. 70 und Fig. 71).

[0262] 26-Trifluor-9,10-Dehydro-12,13-Desoxy-Epothilon B (F,-deH-dEpoB), wie in den Figuren gezeigt ist,
ist bei 20 mg/kg und 30 mg/kg, Q2Dx6, 6 Stunden Infusionen in einem Nacktmaus-Modell, das humane Mam-
makarzinom MX-1 Heterotransplantate implantiert hat, kurativ. Die Daten weisen ebenfalls darauf hin, dass 30
mg/kg Q2Dx6 etwa die maximal tolerierte Dosis ist. Bei 20 mg/kg, Q2Dx6, 6 Stunden Infusion, fiuihrte 26-Triflu-
or-9,10-Dehydro-12,13-Desoxy-Epothilon B zum Schrumpfen und Verschwinden des Tumors in vier von vier
Nacktmausen mit humanen Mammakarzinom MX-1 Heterotransplantaten. Es gab kein Wiedererscheinen des
Tumors am 20. Tag nach Beendigung der Behandlung. Am 27 Tag nach Beendigen der Behandlung erschie-
nen 2/4 wieder. Es gab kein weiteres Tumor-Wiedererscheinen wahrend dem 28. und dem 64. Tag nach Be-
endigung der Behandlung. Im Vergleich erreichte dEpoB bei 30 mg/kg ein Tumor-Verschwinden in demselben
Mausmodell in sieben von sieben Mausen; jedoch erschien der Tumor in 2 von 5 Mausen am 8 Tag nach Be-
endigung der Behandlung wieder. Die Verabreichung von 26-Trifluor-9,10-Dehydro-12,13-Desoxy-Epothilon B
bei 20 mg/kg, Q2Dx6, 6 Stunden iv Infusion, fihrte zu einem vortibergehenden Abfall des Kérpergewichtes der
Mause um bis zu 26%. Dieser Abfall des Kérpergewichtes fiihrte zu keinem Todesfall, was auf keine schwere
Toxizitat hinsichtlich vitaler Organe hinweist. Zwei Tage nach der letzten Behandlung begann sich das Kérper-
gewicht zu erholen. Am 16. Tag nach der Behandlung betrug das Kérpergewicht 109 % des Vorbehandlungs-
kontrollgewichtes, was darauf hinweist, dass die Toxizitat, wenn Uberhaupt, vollstandig reversibel ist. Im Ver-
gleich fihrte die Verabreichung von dEpoB bei 30 mg/kg zu einer 31 % Abnahme des Kdrpergewichtes ohne
Letalitat.

[0263] Wenn 26-Trifluor-9,10-Dehydro-12,13-Desoxy-Epothilon B bei 30mg/kg, Q2Dx6, 6 Stunden iv Infusi-
on, verabreicht wurde, dann war das Tumor-Verschwinden 2-3 Tage fruher als die 20 mg/kg Dosierung. Das
Koérpergewicht fiel um 27% bei dieser hdheren Dosis und dauerte 4 Tage, ohne dass es zur Letalitat flhrte,
was bestatigte, dass es keine schwere Toxizitat fur vitale Organe gibt. Vier Tage nach der letzten Behandlung
bei 30 mg/kg begann sich das Kérpergewicht zu erholen. Am 16. Tag nach der Behandlung betrug das Korper-
gewicht 98% der Vorbehandlungskontrolle, was wiederum die Reversibilitdt der Toxizitat bestatigte. Die Be-
handlung mit 26-Trifluor-9,10-Dehydro-12,13-desoxy-dEpo B bei 20 mg/kg und 30 mg/kg fuhrte zum Ver-
schwinden des gesamten Tumors und kein Rickfall nach 62 Tagen wurde bei der 30 mg/kg Dosis beobachtet.
Das Verschwinden des Tumors wurde auch bei 10 mg/kg durch Verabreichen von 9 Dosen mit drei zusatzlich
gegebenen Dosen erreicht (Eig. 57). Es wurde nur ein geringfligiger Verlust an Kérpergewicht bei 10 mg/kg
26-Trifluor-9,10-Dehydro-12,13-dEpo B beobachtet (Fig. 58). Bei fortgesetzter Behandlung wurde kein weite-
rer Verlust an Korpergewicht gesehen.
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[0264] Fig. 59 fasst die Wirkung von 26-F;-9,10-deH-dEpoB (und anderen Epothilonen) gegenuber MX-1 He-
terotransplantat zusammen, A. bei geringer Dosis, B. gegeniber gro’iem Tumor; gegeniiber A549 Lungenkar-
zinom-Heterotransplantat, C; und gegenuiber Taxol-resistentem Lungenkarzinom A549/Taxol Heterotransplan-
tat D. Fig. 61 zahlt die in vitro Wirksamkeit von C-21 modifzierten Epothilonen gegeniiber CCRF-CEM,
CCRF-CEM/VBL und CCRF-CEM/Taxol auf.

[0265] Fig. 62 zeigt die therapeutische Wirkung von 26-F,-9,10-deH-dEpoB (15mg/kg und 30mg/kg) und Ta-
xol (20mg/kg) Q2Dx8, 6 Stunden i.v. Infusion gegeniber humanem T-Zell lymphoblastischem Leukamie
CRF-CEM Heterotransplantat. Ahnliche Kérpergewichtsabnahmen wurden in allen drei Behandlungsgruppen
beobachtet (Fig. 63).

[0266] Die Behandlung von CCRF-CEM/Taxol Heterotransplantat (Taxol resistent) mit 26-F;-9,10-deH-dE-
poB, 15 mg/kg erreichte ein Verschwinden des Tumors um 1/3, und 30 mg/kg erreicht ein Verschwinden des
Tumors um %. Die gleiche Behandlung mit Taxol, 20 mg/kg, ergab eine nur teilweise Unterdriickung des Tu-
morwachstums und erreichte kein Tumorschrumpfen (Fig. 64). Die Kérpergewichtsveranderungen wahrend
diesem Experiment wurden in Fig. 65 gezeigt.

[0267] Die Behandlung von menschlichem Kolonkarzinom HCT-116 Heterotransplantat —mit
26-F;-9,10-deH-dEpoB (20 mg/kg) erreichte eine &hnliche Wirksamkeit wie Taxol (20 mg/kg). Jedoch ergab
F,-deH-dEpoB bei 30 mg/kg eine bessere therapeutische Wirkung mit einem Verschwinden von 2/4 Tumoren
im Anschluss an 5 Dosen (Fig. 66). Die Kérpergewichtsveranderungen wahrend diesem Experiment wurden

in Fig. 67 gezeigt

[0268] Die therapeutischen Wirkungen von F;-9,10-deH-dEpoB gegeniiber MX-1 Heterotransplantaten bei
unterschiedlichen Dosen (5-30 mg/kg) mit 6 Stunden, i.v. Infusion und i.v. Injektion sind in den Fig. 76 und

Eig. 77 gezeigt.

[0269] Schlussfolgerung. Die 9,10-Dehydro, 26-Trifluor, oder beide Modifikation von dEpoB fiihrten zu einer
1,5-5 fachen Zunahme der Cytotoxizitat in vitro und einer 2 bis 5 fachen Zunahme der Halbwertszeit in Maus-
plasma in vitro. Durch Verwenden von menschlichen festen Tumor-Heterotransplantat-Modellen in Nacktméau-
sen und Verwendung des Q2Dx5~9, 6 Stunden iv. Infusionstechnik Gber die Schwanzvene bei der maximal
tolerierten Dosis wurde die Antitumor-Wirksamkeit und Toxiziitdt von 9,10-Dehydro-Epothilonen evaluiert. Die
Fahigkeit eine vollstandige Unterdriickung des Tumorwachstums, Tumorschrumpfung und ein Verschwinden
zu erreichen, ermoglichte eine weitere Untersuchung, um die Rickfallrate und die Heilungsrate nach der Be-
endigung der Behandlung zu bestimmen. 9,10-Dehydro-EpoB, das in vitro wirksamste Epothilon, das bekannt
ist, zeigte, obwohl es dullerst wirksam ist, einen engen therapeutischen Sicherheitsspielraum in vivo. Alle,
9,10-Dehydro-dEpoB bei 4 mg/kg, 9,10-Dehydro-dEpoB bei 0,4 mg/kg und 21-Hydroxy-9,10-dehydro-dEpoB
bei 3 mg/kg, unterdriickten das Tumorwachstum fiir eine anhaltende Zeitspanne kraftig und erreichten eine ge-
wisse Tumorschrumpfung, und einige erreichten ein Verschwinden des Tumors. Alle, dEpoB bei 30 mg/kg,
26-Trifluor-9,10-dehydro-dEpoB bei 20 mg/kg und Paclitaxel bei 20 mg/kg, zeigten eine starke Unterdriickung
des Tumorwachstums und erreichten eine Tumorschrumpfung und ein Verschwinden der menschlichen Mam-
makarzinom MX-1 Heterotransplantate in allen getesteten Mausen. 26-Trifluor-9,10-dEpoB, wenn mit dEpoB
oder Paclitaxel verglichen, erreichte eine Langzeit-Heilung ohne Tumor-Rickfall und zeigte eine gleich schnel-
le Ruckkehr des Korpergewichtes auf das Niveau der Vorbehandlungskontrolle.
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Vergleichsbeispiel 13. Synthese von Cyclopropyl-Epothilon-Analoga

R2 HO R? ) Mes Mes
m\ - DS cl,, {10 motsy
- R

EDCL o m

DMAP

R * ity Al
. CHCly Toluen, 110°C
OT8S  goc bis S tin
Raumtemperatur
. 25 .
102{R'=Ma, R%H), 100 (R =CFy RH), R'“ Ms, R? =R, {408}
104(R=Ma, R%OTBS), 405 (RI=CF,, R2=OTBS) R'=CRy, R2= H (107
R'= Mg, R? =OTBS (108)
R? R'sCF3, R=OTBS(109)
. OTES
110 (' Mo, R2= H)
M {RI=CFy, R o )
MH2(R=Mag, 1 = OTBS)

TES 118 (R'<CF, RR=0OTBS)

HF-Pyridin,
THF (1:3)
0°C bis
Raumtemperatur

g

o
Acoh, HL

S ——————————————-

R4

Rla Mo RRoH, (134 - RY =Ma, R= H (118)
R'a CFy, R? = H (118} ; RYuCFy, R =H (118)
Rl=Ma, R2=0H (116) . . RY Mg, RIu OH {120)
R'=CF3, R%OH (117) ‘ R*CF, R%OH (121)
Patentanspriiche

1. Verbindung der Formel:

wobei R, Wasserstoff oder niederes C, 4 Alkyl ist;

R, ein substituierter oder unsubstituierter C,,Aryl, C,,,Heteroaryl, C,,,ArylC, ,Alkyl, oder
C,..,HeteroarylC, ,,Alkyl-Anteil ist;

R, und R, jeweils unabhangig Wasserstoff oder eine Schutzgruppe sind;

X0, S, C(R,),, oder NR; ist, wobei jedes Auftreten von R, unabhangig Wasserstoff oder niederes C, ;Alkyl ist;
Ry unabhangig fir jedes Auftreten Wasserstoff; Halogen; -ORg; -SRy;; -N(Rg),; -CY,, -CHY,, -CH,Y ist, wobei
Y F, Br, Cl, I, ORg, NHR; N(Rg),, oder SRy; -C(O)ORg; -C(O)Rg; -CONHRg; -O(C=0)g; -O(C=0)0ORg;
-NR;z(C=0)Ry; N; N,Rg; zyklisches Acetal; oder zyklisches oder azyklisches, lineares oder verzweigtes
C,Aliphat, HeteroC, ,,Aliphat, C, ,,Aryl, oder C,_,,Heteroaryl gegebenenfalls substituiert mit einem oder meh-
reren von Wasserstoff, Halogen; -ORg; -SRg; -N(Rg),; -C(O)ORg; -C(O)Rg; -CONHRg; -O(C=0)Rg;
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-O(C=0)0ORg; -NR(C=0)Ry; N,; N,Rg; zyklisches Acetal; oder zyklisches oder azyklisches, lineares oder ver-
zweigtes, substituiertes oder unsubstituiertes C, ,,Aliphat; Hetero, ,,Aliphat, C, ,,Aryl, oder C, ,,Heteroaryl-An-
teil

ist, wobei jedes Auftreten von Ry unabhangig Wasserstoff; eine Schutzgruppe; ein linearer oder verzweigter,
substituierter oder unsubstituierter, zyklischer oder azyklischer C,Aliphat, C,,Heteroaliphat, C,,Aryl,
C,.,Heteroaryl, C, ArylC, ,,Alkyl, C, ,ArylC, ,,Alkenyl, C, ArylC, ,Alkynyl, C,,HeteroarylC,,Alkyl,
C,.,HeteroarylC, ,,Alkenyl, oder C, ,,HeteroarylC, ,,Alkynyl Anteil ist,

wobei das Aryl, Heteroaryl, Arylalkyl, Heteroarylalkyl, Aliphat, Heteroaliphat, Arylalkenyl, Arylalkynyl, Heteroa-
rylalkenyl oder Heteroalkynyl mit einem oder mehreren von C,,Aliphat, C,Heteroaliphat, C,,Aryl,
C, ,Heteroaryl, C,,ArylC, ,,Alkyl, C,,,HeteroarylC, ,Alkyl, C,,,Alkoxy, C,,Aryloxy, C,,Heteroalkoxy,
C,..,Heteroaryloxy, C, ,,Alkylthio, C, ,,Arylthio, C, ,,Heteroalkylthio, C, ,,Heteroarylthio, F, Cl, Br, |, -OH, -NO,,
-CN, -CF,, -CH,CF,, -CHCI,, -CH,0OH, -CH,CH,OH, -CH,NH,, -CH,SO,CH,, -C(O)R,, -CO,(R,), -CON(R,),,
-OC(O)Ry, -OCO,R,, -OCON(R,),, -N(Ry),, -S(0),R,, NR,(CO)R, substituiert sein kann, wobei jedes Auftreten
von R, unabhéngig C,Aliphat, C,,Heteroaliphat, C,,Aryl, C,, Heteroaryl, C,,ArylC, ,Alkyl,
C,.,HeteroarylC, ,,Alkyl ist.

2. Verbindung nach Anspruch 1, wobei R, Wasserstoff ist; und R ist Wasserstoff.
3. Verbindung nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, wobei R; Methyl ist.

4. Verbindung nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, wobei R; Wasserstoff ist.

5. Verbindung nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, wobei R;-CF; ist

6. Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei R, Methyl ist.

7. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei R,

oder

ist, wobei R, unabhéngig Wasserstoff, Halogen, -OR,, -SR,, -N(R,),, -CY;, -CHY,, -CH,Y ist, wobei Y F, Br, Cl,
I, ORg, NHRg, N(Rg),, oder SRy; -(CV,),0OR,, -(CV,),N(R;),, -(CV,),SR,, -(C=0)R,, -O(C=0)R,, -(C=0)OR,,
-O(C=0)0OR,; -NH(C=0)R,, -NH(C=0)OR,, -(C=0)NHR,, oder ein zyklischer oder azyklischer, linearer oder
verzweigter  C,,Aliphat, C,  Neteroaliphat, C, Aryl, C,, Heteroaryl, C,, ArylC, ,Alkyl, oder
C,.,HeteroarylC, , Alkyl-Anteil ist, der gegebenenfalls mit einem oder mehreren Auftreten von Halogen, -OR,
-SR;, N(Ry),, -(CV,),0R,, ~(CV,)N(R,),, ~(CV,),SR,, -(C=O)R,, -O(C=O)R,, -(C=O)OR,, -O(C=O)OR;;
-NH(C=0)Rg, -NH(C=0)OR,, -(C=0)NHR,, oder einem zyklischen oder azyklischen, linearen oder verzweig-
ten, gesattigten oder ungeséttigten C,Aliphatic, C,,Heteroaliphat, C,,Aryl, C,,Heteroaryl,
C,..,ArylC, ,,Alkyl, oder C, ,,HeteroarylC, ,,Alkyl-Anteil substituiert ist, wobei jedes Auftreten von Ry unabhén-
gig Wasserstoff; eine Schutzgruppe; ein zyklischer oder azyklischer, linearer oder verzweigter, substituierter
oder unsubstituierter C,_,,Aliphat, C, ,,Heteroaliphat, C, ,,Aryl oder C, ,,Heteroaryl-Anteil ist; wobei jedes Auf-
treten von V unabhangig Wasserstoff, Halogen, Hydroxyl, Thio, Amino, C, ,,Alkylamino, oder geschutztes Hy-
droxyl, Thio oder Amino ist; jedes Auftreten von t unabhéngig 0, 1 oder 2 ist; und jedes Auftreten von n unab-
hangig 0-10 ist; und pharmazeutisch akzeptable Derivate davon.

S
R
N

*

8. Verbindung nach Anspruch 7, wobei R, ist.
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9. Verbindung nach Anspruch 7, wobei R, ist.

10. Verbindung nach einem der Anspriiche 7 bis 9, wobei R, Methyl ist.
11. Verbindung nach einem der Anspriiche 7 bis 9, wobei R, -CH,OH ist.
12. Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 11, wobei X 0 ist.

13. Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 11, wobei X NH ist.

14. Eine isolierte Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 13.

15. Verbindung nach Anspruch 1 der Formel:

S

| Me—<

16. Eine isolierte Verbindung nach Anspruch 15.

17. Verbindung nach Anspruch 1 der Formel:

S

18. Eine isolierte Verbindung nach Anspruch 17.

19. Pharmazeutische Zusammensetzung, welche eine Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 18 und
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einen pharmazeutisch akzeptablen Exzipienten aufweist.
20. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 19, welche weiters CREMOPHOR aufweist.

21. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 19 oder Anspruch 20, welche weiters Ethanol
aufweist.

22. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 18 oder eine pharmazeutische Zusammensetzung nach
einem der Anspruche 19 bis 21 fir die Verwendung in der Medizin.

23. Verbindung oder eine pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 22 zur Verwendung bei der
Verhinderung und/oder Behandlung von Krebs.

24. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 18 bei der Herstellung eines Medika-
mentes fur die Verhinderung und/oder Behandlung von Krebs.

25. Verwendung nach Anspruch 24 zum Inhibieren des Tumorwachstums und/oder Tumormetastasen.

26. Verwendung nach Anspruch 24 oder 25 zum Behandeln von Krebs, einschliellich gegen Arzneimittel
mehrfach-resistenter Krebszellen.

Es folgen 86 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

ICso —Werte fiir die neuen Epothilone gegeniiber CCRF-CEM Zellwachstum

82/167

1Cs (udd) flr

Verbindung CCRFCEM CORF-CEM/VBL CCRF-CEM/Taxol

- fEpoB (BpoD). L 00038:0.0007 o.owl-.ng.om o omwo:m‘w,'_
dEpoF ~ oopIssho0h 00456 paeg . -Q.OO]S;uq‘.' '
EpoB 000063000013 6003700011 rse - 0.0011£0.0001 13y,
10,11 didshycdrp-dEpoB 00160 . 00TBuy 0032 g '
(Epo-450) )

' 26-ucthyl-dBpaB 0.040 0.123 puny 0077 3w

" 4-dessno-EpeB 000081 0007 pan ) 0.0L7 puxy’
11-01 {cis)EpoD 0.0029 0077 sy 00091 g
A1c-FdEpoB ‘00288 0167 i 0.0550 iy

‘ ll-&-F-dEpoB. 0.0980 . 0230n3y o138 fiaxt”

. 19-Oxazol EpoD 09034 €0.045 14} ¥ Tﬁo()fll'f.‘(t.m;l .

. ;Q-O;azol EéoB . 0&}0034 ; 0.0057 ety _ 00057(\4‘; '
19-Oxazol Epo490l 0007 00Ty 0.0130 iy

. SIGE(l6MEReR, - 0009200008 000400022 | 00012200008y

(Go430) ' L .

L30-490-dEpoF © 0000516000009 00106 . 00007350

" 130490-EpeB 00002000007 0.0003%ux . 0.0008218q

C* 12 \pilao480-Epol . o.dxsafo.oo:yz 0.0955paq - 0.08023.44

) 12,13.-¢pi'-5p03 0.023040,0001 0451905 " 015070
Is0490-dEpo-Ma-keton 502 — —
261F2~9‘10-d=1{' . 0.0035 0021051 . 000STauy
 ()dEpo8. .

26-F,dEpoB * 0.0041 0.080 119.34) 0,018 oy

Taxol - 0.0016£0.0005 230 paag | 0.05840.000 gy
Vinblastin :0.00045 0.41840.076 prwy  0.02640.008 gy -

FIG. 1



DE 603 10916 T2 2007.11.15

bl T N

Ww"

——lm-—_m‘.:

ﬂ

&o e u-lﬂlun ERR
"

mmmmmmummm R L bt

4%

ey

i

fwwwmwww»WWWWLhaﬁmmmmmmwmmkhh

sl

ﬂ\\\qammmWWWWWMMHHHH

FIG. 2

83/167



DE 603 10916 T2 2007.11.15

L ol

LJ 1)

Ll

* oY TR —2541. 0

D LY TR
o\ 34 e SN Y

e I e T

A
=i n e

s 311} ey )
SR

D | L' Je)
el 1] —--‘Ej

S| IAIN] w1100, ¢

A

FIG. 3

84/167

=y



DE 603 10916 T2 2007.11.15

Synthese von 14-R Epothilonen unter Verwendung der LACDAC-Ringschluss-Olefin-Metathese-

Strategie
OMa
2 Ro 1) chiraler Lewissdure- o Ro
] Katalysator o
Y K\D‘I'MS 2) Séure i )
O R
OH Ry
: )\/Rb 1) selektive i OH Ro
1) NaBH,, CeCly _ N Reduktion -
2) TsOH, H,0 | ) 6 &
. 1) geschiitztes R1
o OD R, 2) oxidieren ORy
Acyherung 3) mellerung R
Ro —— ‘
> 4) geschiitzt R-‘O \ o
R10 ORQ Ry
. 0.0 ' R
[») DFy h
Ringschluss-Metathese : { Olefinierung
| g0 RO

R,0
! GRy

Rl / 0\/0
Dllmld 'Q P2 1) geschitztes R1
/ R 2) Fluor Substitution
.

FIG. 4
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Relative Cytotoxizitdt von Epothilonen gegeniiber humanen leukdmischen Zelien

Epothilon A

(0.0027)
[0.020] ,, ,

in vitro

ICSO (uM)
Taxol

(0.0021)

VBL:
(0.00045)
[0.182] 403x [0.827] 394x
{0.018} 40x {0.082} 39
(x) = CCRF-CEM
sensitive Zelllinie
[x] = CCRF-CEM/VEL
restistente Zelllinien
{x}=CCRF-CEM/Taxol
resistente Zelllinie Indices sind
die Vielfachen der Resistenz

Triol-desoxyEpoA
2
(14.23)
[6.28]

3-Epi-EpoA
5

(>20)
[35.2]

(271.1)
[22.4]

Trang-dEpoA

(0.052)
[0.035] 4 ¢y

FIG. 5A
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14-hydroxy-EpoD 4-desmethyl-EpoB 19-oxa Epothilon 450
82 83 84
(0.011) (0.00081) (0.0077)
[0.258] 23.5x [0.0078] 9.6x [0.0227] 3.15x
{0.029} 2.6x {0.0017} 2.1x {0.0130} 1.8x

11-0-F-dEpoB
19~ Oxazol 'EpOD 19--Q)£3_29.|_-EpOB
85 86 87
(0.0054) (0.00034) (0.0285)
[0.045] _ [0.0057] 16.8x [0.147] 5.9%
3 L 6 {0.0005} | ) {0.05503 ]

9,10-dehydro-[16]dEpoB  26-tri-F-9,10-dehydro- 11-p-F-dEpoB
88 [16]dEpoB . 90
(0.0014) 89 (0.0980)
[0.0065] , (0:005°) [0.230] , .
{0.0017} - 10.0201] 55, {0.138)"

{0.0057}7, ¢,

FIG. 5B
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Alternative Strategien fiir die Synthese von 9,10-Dehydro-12,13-DesoxyEpoB:

1. Macro-Stllle Strateg|e

X HO._.O N
/\( WOPG3 I o0
EDCI,
DMAP J SOPGs
R
OPGy I

OPG>

x: OH, NHalkytheteroatom
PGgz or PGy Schutzgruppen oder H
R: Me, CF3 andere Alkyl-Substituenten

2. sp® -SP Kopplungsstrategie

X
9-BBN
,\\OPG:« Dlmer ~OPG3
9-BBN &
0PG7 OPG7
X
Pd(OAC)Z
P(i-Pr);
JACS, 2001, 123, 10099,
3. B~Suzuki Kopplung SRR - -
S
XY
N
I o 0 1) 9-BBN
OPG3 Dimer
B >
R / I 2) Pd
| o)
OPG>
FIG. 6A
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4. Julia Olefinierungsstrategie

N
N-Z s
‘ (v
o 0
\OPG;
o KHMDS ‘ (OPG3
o) =
0 -78°c R
H

0,8 OPGy
NN O o setekt
N-N, Intramolekular modifizierte Julia (E)-selektiv
Ph

(Synlett 1998, 26.)

5. Wadsworth-Emmons Strategie

OPGy
(E)-selektiv

Macro-
Reformatosky

_—.———»—
Zn-chirales Amin

FIG. 6B

89/167



DE 603 10916 T2 2007.11.15

7. McMurry Kopplungsstrategie

X S

EDCI,
DMAP

0 0
0 CH3(CMe)NH,Cl ~ NHBoc EtsN, DMSO NHBoc
o OMe OMe
NHBoc MesAl (COCl),, THF |
OH
0 o)
PH@PYI ~ NHBoc NHBoc
N MeMgBr, THF, 0°C
5 OMe
-78°C bis -30°C, THF 1
-
). S
s N l
=\ PBusCl NHBoc
KHMDS, THF, -78°C bisrt
I
FIG. 6C
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Analoga von 9,10-Dehydro-12,13-DesoxyEpoB:

R: Methyl, CF3, andere Alkyl-Substituenten

FIG. 7
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Wirksamkeit von Epothilonen gegentiber Tumor-Zellwachstum in vitro und der relative therapeutische Index
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1Cso-Werte fiir die neuen Epothilone gegen CCRF-CEM Zellwachstum

115/167

- (1M fi.ir
Verbindung : 1Cx

CCRP-CEM CCRF-CEM/VEL CCRF-CEM/Tz¢ol
dBpeB (EpoD) 0.0036::0.0002 0.01640.003 jasy  0.004620.0002 3
dEpoF 0.0015:60.0001 0.0456 ppaxy 0.0035p34
EpoB 0.0006240.00013  0.0037:0.0011 saxy  0.001120.0001 4y
26-moethyl-dEpoB 0.040 01231319 0.077 .oy
il-a-F-dEp('JB 0.0285 0.147 {52x) 0.0550 )

* 11-p-F-dEpoB 0.0980 0.230p3y- 0.138 14
19-0xaz0)e-10,11- 0.0077 0.0227 on 0.0130 g
debydro-dEpoB S
5,10-4=5-{16)dEpoB 0.0009:£0.0004 0.004240.0022 jy3x  0.001220.0006 pagy
9,10-8:H-[16)4EpoR 0.0005120.00008 0.0106p0. 0.00073.49
9,10-deH-[16]EpaB 0.0002320.00002 - 0.000324q 0.00042py 4,9
12,13-6pi-9,10-deH-EpoB 0.0134::0.0032 0.0959p19  ° 0.0802pay

12,3-epi-EpoB _ 0.0B30::0.0001 0.4519p5.09 0.1507;.04
9,10-3eH-dEpo-Me~ 5.02 — —

Yeton
26-F»-9,10-0:H- 0.0035 0.0210 gy - 0.0057 p.gg
[16)dEpoB v S
26-F3-dFpoB 0.0041 0.00 .30y 0.018 g
Taxol 0.001620,0005 230p0rg 0.05840.001 pag
Vinblastin . Lo ) ]
0.00045 ‘ 0.4180.076 rs3vxy 0.0260.008 ysp.y
FI1G.31
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Therapeutische Wirkung von Epothilon-Verbindungen gegen humane Tumor-
Heterotransplantate in Médusen mit 6 Stunden-iv Infusion

Dosis &

Verbindung " - Xenograft Therapeutische Wirkung Toxizitat
Zeitplan model AT R—— — oo 4
%TumOl'VO_I\lmeﬂ, Anteil von Tumor- % Anteil von toten
Redukthp- Verschwinden  Korpergewichtsinderung Mausen
dB
poB (#10) zomg:;g,_ loaznxs MX-1 99.4% (d26) 415 (d26) (Kontrolle _g 3¢5y 0/5 (d26)
+3.9% (d26)
Epo-450 (#12) 40 mg/kg, Q2DxS MX-1 11.9%
s - 9% (d26) 073 (426) -8.9%
; 9% (d26) 073 (d2
5 manlcg:l%szs 30.5% (d20) 074 (d26) -4.0% (d26) 0/4 Edz?)
14.OH-dEpoB. 40 mg/kg, Q2D; & (Kontrofe 1.6%, 223y
e mgdaj:"? x5 MX-1 65.8% (d24) 074 (424) +7.9% (d24) 0/4 (424)
dEpoB (#10) 30 mg/kg, Q2Dx5x2  MX-1
48-16 99.9% (d24) 4 (d24
hpind . ) -14.6% (d24)
cn 420-22 100% (d28) 414 (d28) -0.3% (d28) 0/4 (d28)
4-Dos-me-EpoB 1.5
(#83) me‘giﬁ,gb MX-1 67% (d17) 04 (d (Kontrlle: 32, a1
d8-16,d21-31,d435-39 >97.5% (dd @n 3 va (@) .
\3% {d45) 14 {445) -13% (d45)
3 mg/kg, Q2D . :
: g;klgles x3 MX-1 1% (d17) 04 (317) -28% (d17) a4y .
19-0x2-EpoB 1L.Sm) 2Dx3 V 3 (Kontrolle 11, d27)°
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