
Naturstoffe

DOI: 10.1002/ange.200602840

Photochemische Herkunft der Immunsuppressiva
SNF4435C/D und Bildung von Orinocin durch
„Polyen-Splicing“**

Markus M�ller, Bj
rn Kusebauch, Guangxin Liang,
Christopher M. Beaudry, Dirk Trauner* und
Christian Hertweck*

Polyketide umfassen eine große Gruppe von Sekund�rmeta-
boliten mit unterschiedlichen Strukturen und zahlreichen
pharmakologisch bedeutsamen Aktivit�ten.[1] Ungeachtet
ihrer vielf�ltigen Kohlenstoffger$ste werden alle Verbindun-
gen $ber wiederholte Claisen-Kondensationen von aktivier-
ten Acetat- oder Propionat-Bausteinen in Analogie zur

Fetts�urebiosynthese gebildet.[2] Je nach Grad der Prozes-
sierung der b-Ketogruppen entstehen Polyphenole, Polyene
oder hoch reduzierte Polyketide. Bekanntlich gehen aus
Polyensystemen abgeleitete Polyketide, besonders solche mit
starken Chromophoren, leicht lichtinduzierte Photoisomeri-
sierungen ein. Auf diese Weise k.nnen Reaktionskaskaden
eingeleitet werden, die in einer Vielzahl von umgelagerten
Kohlenstoffger$sten resultieren.[3, 4]

Spectinabilin (Neoaureothin, 1)[5,6] und Aureothin (2)
repr�sentieren ungew.hnliche Nitroaryl-substituierte Poly-
enmetabolite, die von Streptomyces thioluteus bzw. von
Streptomyces spectabilis gebildet werden. Biosynthesestudien
auf chemischer, biochemischer und genetischer Ebene erga-
ben, dass diese cytotoxischen Metaboliten aus Nitroben-
zoat,[7–11] Malonat und Methylmalonat[12] durch modulare
Polyketidsynthasen aufgebaut[13,14] und danach weiter modi-
fiziert werden (Schema 1).[15,16] Offensichtlich wird die Dien-
Einheit von Aureothin aus zwei Propionat-Einheiten zusam-
mengesetzt, w�hrend vier Propionat-Einheiten das Tetraen-
System von 1 ergeben. Die Entdeckung der strukturell reiz-
vollen Konstitutionsisomere von 1, der Immunsuppressiva
SNF4435C (3a) und SNF4435D (3b)[17–19] aus S. spectabilis
(siehe Schema 2), gab den Anlass f$r zahlreiche Synthese-
studien.[20–26] Auf der Basis biosynthetischer Betrachtungen
und biomimetischer Modelle wurde vorgeschlagen, dass die
ungew.hnlichen Bicyclo[4.2.0]octadiene aus einem Isomer
von Tetraen 1 $ber eine 8p-6p-Elektrocyclisierungskaskade
entstehen (Schema 2).[20,21,25,26] Die tats�chliche Herkunft
dieser mutmaßlichen biogenetischen Vorstufe, einesE,Z,Z,Z-
Tetraen-Intermediats, konnte bislang allerdings nicht gekl�rt
werden.

Aus diesem Grund haben wir das metabolische Profil von
S. orinoci, einem Spectinabilin-Produzenten, erneut unter
verschiedenen Wachstumsbedingungen untersucht. Mithilfe
einer synthetischen Referenz von 3a stellten wir fest, dass die
diastereomeren Bicyclo[4.2.0]octadiene nur dann gebildet
werden (0.1–0.3 mgL�1), wenn die Kultur Tageslicht ausge-
setzt wird (Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen);
werden Fermentation und Aufarbeitung dagegen im Dunkeln
durchgef$hrt, wird keine Bildung von 3a/b beobachtet.
Dieser Befund bedeutet, dass das Spectinabilin-Isomer nicht
enzymatisch gebildet wird, sondern aus einer photoinduzier-
ten E/Z-Isomerisierung resultiert. Wir konnten diese Beob-
achtung untermauern, indem wir reines Spectinabilin, das aus
S. orinoci isoliert worden war, in vitro Tageslicht und k$nst-
lichem Licht aussetzten. Im HPLC-Profil von Proben, die
dem Ansatz entnommen wurden, konnte das Entstehen
zahlreicher Isomere und die anschließende Bildung von 3a/b
eindeutig nachgewiesen werden (Abbildung S1 in den Hin-
tergrundinformationen).

Diese Befunde demonstrieren unzweifelhaft, dass 3a und
3b Derivate von Spectinabilin sind und infolge einer nicht-
enzymatischen, photoinduzierten Isomerisierungs-Elektro-
cyclisierungs-Sequenz entstehen (siehe Schema 2). Erstaun-
licherweise ist die elektrocyclische 8p-6p-Umlagerung aber
noch nicht das Ende dieser Reaktionskaskade.

HPLC-MS-Analysen ergaben, dass Spuren (0.3 mgmL�1)
eines weiteren Nitroaryl-substituierten Metaboliten (4) mit
m/z 357 gebildet werden. Diese neue Verbindung, genannt
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Orinocin, fand sich $berraschenderweise haupts�ch-
lich in Fraktionen, die 3a und 3b enthielten. Die
Struktur von 4 wurde vollst�ndig durch 1D-NMR- und
2D-NMR-Spektroskopie sowie NOESY-Experimente
aufgekl�rt, wobei sich 4 als ein verk$rztes Homologes
von 1 und 2 entpuppte.[27] Außer durch spektroskopi-
sche Methoden wurde die Struktur von 4 auch $ber
den Vergleich mit einer synthetischen Referenz ein-
deutig bestimmt. Unsere Totalsynthese von racemi-
schem Orinocin erfolgte ausgehend vom Vinyliodid-
Baustein 5 (Schema 3), der bereits f$r die Synthese
von Aureothin und verwandten Polyketiden eingesetzt
worden war.[28] Ein Iod-Zinn-Austausch, gefolgt von
einer Stille-Kupplung mit p-Iodnitrobenzol, ergab
reines (� )-4 (siehe Experimentelles).

Die Struktur von Orinocin macht eine Biogenese
analog zu der von 1 und 2 wahrscheinlich. Anders als
die Biosynthese seiner h.heren Homologen, die f$nf
oder sieben Claisen-Kondensationen umfasst, sollte
die Biosynthese von Orinocin nur vier Elongations-
zyklen erfordern. Das gemeinsame Auftreten von 4

und 3 ließ uns allerdings auch an eine alternative Route
denken, die $ber eine Fragmentierung der Bicyclo[4.2.0]oc-
tadiene verlaufen w$rde. Diese Hypothese wurde best�tigt,
indem nat$rliches und synthetisches 3 unter Fermentations-
bedingungen untersucht wurden (Tageslicht, 28 8C). Wie aus
demHPLC-MS-Profil ersichtlich ist (Abbildung 1), entsteht 4
direkt aus 3a. Eine Fragmentierung von 3 im Sinne einer
Retro-[2+2]-Cycloaddition sollte zur gleichzeitigen Bildung
eines Nebenproduktes f$hren, das aus drei Propionat-Ein-
heiten zusammengesetzt ist: Mesitylen. Das Auftreten dieses
eher ungew.hnlichen „Polyketids“ konnte tats�chlich durch
GC-MS nachgewiesen werden. In den GC-Profilen der Me-
thanol-L.sung von 3a und einer Mesitylen-Referenz wurden
Peaks mit identischer Retentionszeit und m/z 121 sowie den
charakteristischen Fragmentierungsmustern beobachtet,
woraus geschlossen werden kann, dass Mesitylen direkt aus 3
freigesetzt wird. Es ist anzumerken, dass diese Reaktion
ebenfalls photoinduziert ist und im Dunkeln nicht abl�uft.
Dies ist in v.lliger Mbereinstimmung mit den Woodward-
Hoffmann-Regeln, nach denen thermische Retro-[2+2]-Cy-
cloadditionen symmetrieverboten sind.[29] Die Reaktionskas-
kade mit alternierenden photochemischen und thermischen

Schema 1. Bildung Nitroaryl-substituierter Pyronmetaboliten von Streptomyces sp;
CoA=Coenzym A, M=Malonyl, MM=Methylmalonyl, SAM=S-Adenosylmethionin.

Schema 2. Photoinduzierte elektrocyclische Umlagerungskaskade von
1 zu 4 �ber 3.

Schema 3. De-novo-Synthese von Orinocin. a) 10 Mol-% [Pd(PPh3)4] ,
Me3Sn�SnMe3, THF, 80 8C; b) 25 Mol-% [Pd2(dba)3], THF, 50 8C.
dba= trans,trans-Dibenzylidenaceton.
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pericyclischen Schritten erinnert an die Vitamin-D-Biosyn-
these.[3] Die hier beschriebene Sequenz, die zu einem ket-
tenverk$rzten Polyketid-R$ckgrat $ber den Verlust von in-
neren Ketideinheiten f$hrt, ist der erste Fall eines Prozesses,
den wir „Polyen-Splicing“ nennen wollen.

Wir haben zum ersten Mal in vitro und in vivo nachge-
wiesen, dass die Bildung von 3a und 3b aus 1 $ber eine 8p-6p-
elektrocyclische Umlagerungskaskade[30] durch eine photo-
induzierte Isomerisierung initiiert wird. Dieser Nachweis
best�tigt auch die Richtigkeit der neuen Zuordnung der ab-
soluten Konfiguration an C6 von 3a und 3b, die bereits auf
der Grundlage von biosynthetischen Betrachtungen[31] und
Synthesestudien getroffen worden war.[23, 24]

Des Weiteren haben wir Orinocin (4) als ein neues Mit-
glied der Aureothin/Spectinabilin-Familie aus S. orinoci iso-
liert und identifiziert und seine Struktur durch eine Total-
synthese best�tigt. Die $berraschendste Entdeckung ist, dass
dieser neue Metabolit nicht das unmittelbare Produkt einer
Polyketidsynthase ist, sondern aus 1 $ber das Ausschneiden
von drei Propionat-Einheiten entsteht. LC- und GC-MS-

Analysen ergaben, dass 4 aus 3 $ber eine [2+2]-Cyclorever-
sion gebildet wird, bei der gleichzeitig Mesitylen freigesetzt
wird. Die gesamte Sequenz, die wir als „Polyen-Splicing“
bezeichnen, ist f$r Naturstoffe v.llig neuartig und bietet ein
wichtiges Beispiel f$r die Bildung struktureller Diversit�t
durch nichtenzymatische Downstream-Prozesse. Schließlich
stellen wir eine Biosyntheseroute zu Mesitylen vor, das bis-
lang noch nicht als Naturstoff beschrieben wurde. Unsere
Befunde belegen, dass das Aren aus drei Propionat-Einheiten
aufgebaut ist – und somit ein Polyketid darstellt.

Experimentelles
Fermentation von S. orinoci : Kulturen von S. orinoci (21N 0.5 L, je-
weils mit 2.5 g Adsorberharz XAD4 supplementiert) wurden 5 d
analog zum literaturbekannten Verfahren fermentiert.[15] Ein Kolben
(Referenz) wurde mit Aluminiumfolie umh$llt und unter striktem
Lichtausschluss inkubiert.

Isolierung von 1 und 4: Geerntetes Myzel und Adsorberharz
wurden ersch.pfend mit Ethanol extrahiert. Das Rohprodukt wurde
$ber S�ulenchromatographie an Kieselgel mit Essigester/Hexan
(v/v= 1:1) und pr�parative HPLC mit einer Kromasil-C18-S�ule
(250N 20 mm) und MeOH/H2O (v/v= 70:30) als Eluent bei einer
Flussgeschwindigkeit von 20 mLmin�1 aufgereinigt. Ausbeute:
450 mg 1.

4 wurde $ber wiederholte pr�parative Umkehrphasen-HPLC an
Kromasil-C18 mit Acetonitril/Wasser 40:60 und 60% MeOH als
Eluent erhalten. Ausbeute: 3.2 mg.

MS (ESI+ ): 736.9 [2M+Na+], 380 [M+Na+], 358.2 (100,
M+H+); 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) siehe Tabelle 1; 13C-NMR

(125 MHz, CDCl3): d= 6.9 (CH3, C2a), 9.5 (CH3, C4a), 38.4 (CH2,
C7), 55.2 (CH3, C16), 70.3 (CH2, C8a), 73.5 (CH, C6), 100.2 (C, C2),
120.2 (CH, C9), 120.3 (C, C4), 124.1 (CH, C12, C14), 128.3 (CH, C11,
C15), 143.0 (C, C8), 145.2 (CH, C10), 146.4 (C, C13), 154.4 (C, C5),
162.1 (C, C1), 180.5 ppm (C, C3); IR (ATR, fest): ñ= 2924, 1665,
1594, 1342 cm�1; UV (MeOH): l= 215, 315 nm; HR-MS (EI) ber. f$r
C19H20NO6 [M+H+]: 358.1291; gef.: 358.1318.

Bildung von 4 und Mesitylen aus 3 : 4 wurde $ber HPLC/MS
(HPLC-System Agilent 1100 Series, gekoppelt an eine LC/MSD-Io-
nenfalle, mit zus�tzlicher UV-Detektion $ber einen DAD, 254 nm)
detektiert. Eine Zorbax-Eclipse-XDB-C18-S�ule (5 m, 150 N 4.6 mm)
wurde als station�re Phase verwendet. Eluent: MeOH/H2O 0–10 min:
20:80 bis 100:0; 10–20 min: 100:0. Mesitylen wurde $ber GC/MS
[TRACE GC ULTRA (Thermo) mit einer BPX 50-Kapillars�ule
(SGE, 30 mN0.25 mm ID), parallel gekoppelt an einen CTC-Ana-
lytics-FID-Detektor und einen POLARIS-Q-(Thermo)-Quadrupol-
Massendetektor)] nachgewiesen. GC-Parameter: Injektion im Split-
less-Modus, Tr�gergas: He, konstante Str.mungsgeschwindigkeit

Abbildung 1. Analyse der Bildung von Orinocin (4) und Mesitylen aus
3. a) HPLC-Profil ; b) oben, Mitte: GC-MS-Nachweis von Mesitylen aus
SNF4435C (3a), unten: Mesitylen-Referenz; m/z 121 entspricht
[M+H]+, entstanden durch hohe Fragmentierungsenergie.

Tabelle 1: 1H-NMR-Daten (d [ppm]) von isoliertem und synthetischem 4.

isoliertes 4 (J in Hz) synthetisches 4 (J in Hz)

C12, C14 8.21 (d, 8.8, 2H) 8.23 (d, 8.8, 2H)
C11, C15 7.25 (d, 8.8, 2H) 7.26 (d, 8.8, 2H)
C9 6.59 (m, 2.2, 1H) 6.61 (m, 2.2, 1H)
C6 5.21 (dd, 7.2, 6.5, 1H) 5.23 (dd, 7.3, 6.4, 1H)
C8a 4.86 (d, 14.3, 1H) 4.88 (d, 14.5, 1H)
C8a 4.76 (d, 14.3, 1H) 4.78 (d, 14.4, 1H)
C16 3.81 (s, 3H) 3.83 (s, 3H)
C7 3.17 (br. dd, 16.3, 7.6, 1H) 3.20 (m, 1H)
C7 3.05 (br. dd, 16.5, 6.1, 1H) 3.07 (m, 1H)
C4a 2.03 (s, 3H) 2.04 (s, 3H)
C2a 1.83 (s, 3H) 1.84 (s, 3H)
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1.0 mLmin�1, T= 40 8C (0.0–1.0 min), 40–280 8C (1.0–17.0 min,
15.0 Kmin�1), 280 8C (17.0–18.0 min). MS-Parameter: CI, Reaktant-
gas: Methan, Str.mungsgeschwindigkeit: 0.7 mLmin�1, Ionenquelle
200 8C.

Synthese von 4 : siehe Hintergrundinformationen.
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