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Einleitung

Auch wenn das Zihlen weniger ein-
fach ist, als man im Zeitalter von inter-
nationalen Datenbanken erwarten soll-
te, lasst sich die Zahl bekannter Alka-
loide auf ca. 20000 schétzen.["? Bisher
hat der uneinheitliche Gebrauch des
Begriffs ,,Alkaloid“ eine konsistente
und einheitliche Klassifizierung er-
schwert. Stattdessen hat sich eine ge-
danklich ,,orthogonale* (und somit lei-
der iiberlappende) Einteilung nach der
Strukur (z.B. B-Carbolin-Alkaloide)
oder nach der Herkunft (z.B. Strych-
nos-Alkaloide) durchgesetzt.

Traditionell wurden Alkaloide aus
Pflanzen und in einem geringeren Maf3
aus Tieren gewonnen. Hierbei entwi-
ckelten sich die Isochinolin- und die
Indol-Alkaloide zu den herausragenden
Strukturklassen. Erst das Screening von
Mikroorganismen nach neuen Antibio-
tika und die Untersuchung von Pilzen
zum Verstdndnis ihrer toxischen Prinzi-
pienPl oder ihrer auffilligen Pigmentie-
rungl zeigte, dass die natiirliche Alka-
loid-Chemie nicht allein auf Pflanzen
und Tiere beschrénkt ist. Eine Vielzahl
von Alkaloiden, insbesondere solchen,
die sich biosynthetisch von Tryptophan
ableiten, wurde aus Pilzen isoliert.
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Stephacidin B: eine aufregende
Struktur mit vielversprechender
biologischer Wirkung

Eine Forschergruppe des Bristol-
Myers Squibb Pharmaceutical Research
Institutel®! beschrieb Stephacidin B (2)
kiirzlich als ein neues Antibiotikum mit
Antitumor-Aktivitdt im Zelltest (Sche-
ma 1). Die herausragende strukturelle
Architektur des Stephacidin B zeigt ei-
nen neuen Grad an Komplexitét inner-
halb der prenylierten Indol-Alkaloide
aus Pilzen (Abbildung 1). Beide Indol-
Einheiten des Stephacidin B werden in
seltenen Oxidationszustdnden prisen-
tiert. Zwar wurden schon einige N-
Methoxyindol-Alkaloide isoliert, hinge-
gen sind bisher nur sehr wenige Bei-
spiele fiir natiirliche N-Hydroxyindolel®!
und indolische Nitrone bekannt.

Stephacidin A (1) und Stephaci-
din B (2) wurden durch Fermentation

Abbildung 1. Struktur®! von Stephacidin B (2)
im Kristall (Stabdarstellung,®! relative Stereo-
chemie).

von Aspergillus ochraceus WC76466 ge-
wonnen. Leider konnte die vollstindige
relative Stereochemie des Stephacidin A
trotz umfangreicher NMR-Experimente
nicht bestimmt werden. Stephacidin A
und B zeigten In-vitro-Cytotoxizitit ge-

Stephacidin B (2)

Aspergamid B (5)

Schema 1. Stephacidin B (2)P! und verwandte Alkaloidel™ ' aus Aspergillus ochraceus (relative

Stereochemie).
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gen ein Panel von humanen Tumor-
Zelllinien. Wéhrend sich beim Stepha-
cidin A die beobachteten ICy,-Werte fiir
Eierstock-, Dickdarm-, Brust- und Lun-
genkrebs-Zelllinien vorwiegend im ein-
stelligen mikromolaren Bereich beweg-
ten, wurden fiir das komplizierter ge-
baute Stephacidin B fiinf- bis dreiBig-
fach hohere Aktivititen beobachtet.
Auffillig war die vergleichsweise stark-
ste Wirkung von 1 und 2 auf Testoste-
ron-abhingige LNCaP-Prostata-Krebs-
zellen. Die Bristol-Myers-Squibb-Ar-
beitsgruppe weist hierbei auf einen
moglichen neuen Wirkmechanismus
hin. Leider werden keine detaillierten
experimentellen Daten présentiert, die
diese vielversprechende Einschitzung
belegen. Mit den Methoden der funk-
tionalen Genomik (functional genomics)
konnten sich die Stephacidine zu einem
weiteren Beispiel dafiir entwickeln, dass
bioaktive Naturstoffe nicht nur niitz-
liche Leitstrukturen fiir neue Pharma-
kophore oder Toxophore sind, sondern
auch Wegweiser zu neuen biologischen
Targets und/oder Wirkmechanismen,
die zu einem spéteren Entwicklungszeit-
punkt durch Wirkstoffe von vollkom-
men andersartiger Struktur adressierbar
sind (vgl. chemical genomics).

Biosynthese von Stephacidin B:
ein Lehrbeispiel fiir die
Kombinatorische Chemie

In Pilzen wurden unterschiedliche
prenylierte, vom Tryptophan abgeleitete
Alkaloide identifiziert. Diese Indol-Al-
kaloide illustrieren eindrucksvoll den
natiirlichen Prozess, demnach aus einem
kleinen Set von - strukturell wenig
diversen — ,, Ausgangsmaterialien* um-
fangreiche ,,Verbindungsbibliotheken*
von hoher struktureller Diversitédt auf-
gebaut werden. Beim Aufbau komple-
xer Kohlenstoff-Geriiste sind Enzym-
katalysierte selektive C-H-Oxidationen
wichtige Reaktionen. Insbesondere in
der Biogenese von Alkaloiden wird
diese kombinatorische Redoxchemie
durch eine abwechslungsreiche Kon-
densationschemie ergénzt. Hierbei wird
die ambivalente Reaktivitit Hetero-
atom-reicher Biosynthesebausteine wie
Tryptophan, Tyrosin oder Dopa (3,4-
Dihydroxyphenylalanin) nahezu spiele-
risch genutzt. Die Zahl ,moglicher
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Kondensationsmodi wird oft erhoht
durch eine elektronische Modulation
der polaren chemischen Funktionaliti-
ten in Form von Redoxprozessen (z.B.
Phenole=2Chinone) oder aber durch die
intermedidre Koordination von Lewis-
Sduren (z.B. Protonen, Methylierung-
=2Demethylierung).

Diese Trends der Alkaloid-Biogene-
se lassen sich gut mit einer abwechs-
lungsreichen Gruppe pilzlicher Natur-
stoffe veranschaulichen, die biosynthe-
tisch aus nur je einer Einheit Trypto-
phan, Prolin und Isopren aufgebaut
werden (Schema 2).8 Die Stephacidi-
ne sind strukturell eng verwandt mit
diesen Alkaloiden und sollten somit in
einer analogen Biosynthese gebildet
werden, wenngleich sie eine zusitzliche
Isopren-Gruppe an jedem ihrer Indol-
Ringe aufweisen, wie man es auch von
den Paraherquamiden und den Marc-
fortinen kennt. Ausgehend von cyclo-
Trp-Pro (6), einem reinen Kondensati-

Angewandte

onsprodukt, findet ein Prenylierungs-
oder ein reverser Prenylierungsschritt
statt, der zu Tryprostatin B (7)) bzw. zu
Desoxybrevianamid E (8) fiihrt. Von
nun an wird die strukturelle Komplexi-
tit in den fortschreitenden Biosynthese-
Kaskaden mit jedem Oxidationsschritt
erhoht. Als letzter oxidativer ,,Freiheits-
grad® erweist sich oft die Transforma-
tion von Indolen in die entsprechenden
Spirooxindole oder aber Spiro-iy-ind-
oxyle (z. B. Demethoxyfumitremorgin C
(10) zu Spirotryprostatin B (12)[') oder
Desoxyaustamid (11) zu Austamid
(13)). Das charakteristische Diazabicy-
clo[2.2.2]-Ringsystem der Stephacidine
ist wohlbekannt von verschiedenen Bre-

vianamiden, Paraherquamiden und
Marcfortinen.!®! FEine intramolekulare
Diels-Alder-Reaktion wurde von

Birch!"! sowie Porter und Sammes!'?
als Schliisselschritt der Biosynthese die-
ser Naturstoffe vorgeschlagen (Sche-
ma 2). Auch wenn mechanistische De-

Brevianamid F (6)

Prenylierung -

Demethoxyfumitremorgin C (10)

[¢]
Desoxyaustamid (11)

Teverse
- Prenylierung

Spirotryprostatin B (12)

Austamid (13)

Brevianamid A (14)

Schema 2. Reprisentative monoprenylierte Alkaloide aus Pilzen, die sich von Tryptophan und
Prolin ableiten. Anordnung nach Prozessierungsgrad innerhalb der (z.T. hypothetischen) Biosyn-

these.
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tails nach wie vor Gegenstand laufender
Untersuchungen sind,®! kann diese
Transformation (8 —14) formal als eine
— durch die Oxidation (8—9) des in-
neren Diketopiperazin-Rings ausgeloste
— Diels-Alder-Reaktion (9—14) aufge-
fasst werden. Aktuelle Arbeiten zur
Biosynthese und zur Synthese der Al-
kaloide vom Brevianamid- und vom
Paraherquamid-Typ stammen vor allem
aus der Arbeitsgruppe um Williams.!®!

Ist Stephacidin B das Produkt
einer Michael-Michael-
Dimerisierung?

Strukturell eng verwandt mit Ste-
phacidin A (1) ist Avrainvillamid™! (CJ-
17665,041 3), das aus der Fermentations-
brithe von zwei Aspergillus-Stammen
gewonnen wurde. Die Produzenten wur-
den unabhéngig voneinander aus einer
vor den Bahamas gesammelten Probe
von Griinalgen (Avrainvillae sp., mari-
nes Habitat) und aus einer venezolani-
schen Bodenprobe (terrestrisches Habi-
tat) gewonnen. Analog zu den Stepha-
cidinen (1 und 2) zeigte auch Avrainvill-
amid (3) im Zelltest Antitumor-Aktivi-
tat. Zusétzlich wurde fiir 3 eine
antibakterielle Aktivitit gegen einige
Antibiotika-resistente ~ Gram-positive
Kokken beobachtet. Die ungewohnliche
— in den Strukturen 2 und 3 heraus-
ragende — Nitron-Funktionalitdt wurde
auch in Aspergamid A (4) gefunden,
einem weiteren Fermentationsprodukt
des gleichen Produzenten Aspergillus
ochraceus. Neben dem Nitron 4 konnten
Zeeck et al. das Anhydrodesoxy-Deri-
vat Aspergamid B (5) nachweisen.

Die Bristol-Myers-Squibb-Arbeits-
gruppe wies bereits darauf hin, dass
Stephacidin B (2) ein Dimer von
Avrainvillamid (3) sein konnte, das
wiederum nach einem Oxidationspro-
dukt von Stephacidin A (1) aussieht.
Die Art, in der die beiden Avrainvill-
amid-Einheiten miteinander verkniipft
sind (C20-C51, C21-N55), deutet auf
einen bisher bei Indol-Alkaloiden nicht
beschriebenen  Dimersierungsmodus
hin. Qian-Cutrone et al.’l schlugen eine
initiale Protonierung der ,,unteren mo-
nomeren Einheit an O62 vor, die einen
elektrophilen Angriff von C51 an der
C20-C21-Doppelbindung der ,,oberen*
Einheit auslosen wiirde und somit die
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Bildung eines sekundédren Carbokations
an C21 zur Folge hitte (Stephacidin-B-
Nummerierung, Schema 3, Schritt a).
Ein abschlieBender Angriff des ,,unte-
ren“ amidischen N55 an C21 wiirde
dann den zentralen Fiinfring schlie3en
(Schritt b).

Beriicksichtigt man, dass alle fiinf
Metabolite 1-5 aus dem gleichen Pilz
A. ochraceus isoliert wurden, so er-
scheint es sehr wahrscheinlich, dass
,monomere* Zwischenstufen vom Typ
3 in einer spiten Phase der Biosynthese
eine Rolle spielen. Dennoch soll hier ein
anderer Reaktionsweg fiir die Bildung
von 2 vorgeschlagen werden (Sche-
ma 3), der das sekundidre Carbokation
vermeidet: Ein nucleophiler Angriff des
Hunteren amidischen N55 auf den
,,oberen* Nitron-Michael-Acceptor
wiirde die Dimerisierung von Avrainvill-
amid (3) auslosen (Schritt ¢). Ein Um-
schalten des urspriinglich elektrophilen
»oberen® Nitron-Systems zu einem nu-
cleophilen N-Hydroxyindol-System wé-
re die Folge der C21-N55-Kupplung
(Schritt c). Ein Angriff des ,,oberen®
Donors auf den ,,unteren“ Nitron-Mi-
chael-Acceptor hétte nun die Bildung
des Spirozentrums an C20 zur Folge und
wiirde so den mehrstufigen Dimerisie-

rungsprozess abschlieBen (Schritt d).
Uberraschenderweise deutet dieser Bio-
synthesevorschlag auf einen bisher nicht
beschriebenen Typ der Michael-Addi-
tion hin. Wihrend 1,4-Additionen von
amidischen Stickstoffatomen an Car-
bonyl-Michael-Systeme bekannt sind,
wurden keine entsprechenden Um-
setzungen vom Michael-Typ mit 2-Vi-
nylnitronen (Nitron-Michael-Accepto-
ren) in der Literatur gefunden.

Fazit

Aus Naturstoffen mit neuartigen
Strukturelementen ergeben sich oft
iiberraschende Fragen zu ihrer Biosyn-
these und zu einer moglichen Totalsyn-
these. Mit 15 Ringen ist Stephacidin B
(2) eines der kompliziertesten Indol-
Alkaloide aus Pilzen. Der Verkniip-
fungsmodus beider Tryptophan-Unter-
einheiten impliziert eine ungewohnliche
Dimerisierung innerhalb der Biosynthe-
se und hat somit Modellcharakter fiir
eine denkbare (biomimetische) Partial-
synthese von Stephacidin B (2) aus
Avrainvillamid (3). Die Biosynthese
von Stephacidin B kénnte auch fiir die
methodisch orientierte Organische Syn-

alternativer Vorschlag

HO®  N-Hydroxyindol

H-o N-Hydroxy-
G\ y indol

Schema 3. Alternativer Vorschlag fiir die Spatphase der Biosynthese von Stephacidin B (2) durch

Michael-Michael-Dimerisierung.
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these von Interesse sein, da sie auf die
potenzielle Michael-Reaktivitdt von 2-
Vinylnitronen hinweist. Kiinftige Unter-
suchungen sollten klidren, ob diese ab-
schlieBende Dimerisierung (oder Pseu-
dodimerisierung) Enzym-katalysiert ist.

Die vielversprechende und mecha-
nistisch unverstandene In-vitro-Cytoto-
xizitdt von Stephacidin B (2) gegen
Testosteron-abhéngige LNCaP-Prosta-
ta-Krebszellen macht dieses Alkaloid
nicht nur zu einer potenziellen Leit-
struktur, sondern hebt erneut die Be-
deutung ungewohnlicher Naturstoffe als
wertvolle Schliissel zu neuen biologi-
schen Targets und/oder Wirkmechanis-
men hervor.
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