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Naturstoffe aus Pflanzen, Tieren, Pilzen und Mikroorganis-
men sind eine reichhaltige Quelle fiir biologisch aktive Ver-
bindungen. Unter den verschiedenen Naturstoffklassen
haben die aus Pilzen und Bakterien isolierten Polyketide eine
besondere Aufmerksamkeit im Zusammenheng mit chemi-
schen und biologischen Fragestellungen auf sich gezogen.
Aufgrund der Tatsache, dass die Biosynthese vieler Polyke-
tide einem modularen Aufbau folgt, kann die genetische
Analyse dieser Gencluster sowohl die Biosynthese erkldren
als auch die Konfiguration chiraler Zentren vorhersagen.!) In
der Vergangenheit wurde daher auch schon mittels Se-
quenzanalyse die Stereochemie von Naturstoffen aufgeklért
und durch eine sich anschlieBende Synthese bestitigt.”
Waren bislang in der Naturstoffchemie immer isolierte Na-
turstoffe das Syntheseziel, kann man feststellen, dass die
isolierten Naturstoffe nicht immer mit den genetisch veran-
kerten Synthesemodulen iibereinstimmen. So findet man
héufig ein oder zwei nicht-produktive, enzymatische Einhei-
ten. Obwohl zum gegenwirtigen Zeitpunkt nicht klar ist, ob
diese Beobachtung das Ergebnis einer evolutiven Optimie-
rung oder lediglich die chemische Konsequenz des aufge-
bauten Substrats ist, interessierten wir uns fiir die biologi-
schen Konsequenzen, die sich aus der (Wieder)Einfiithrung
der genetisch manifestierten Transformationen ergeben.

Hier beschreiben wir die Synthese und biologische Akti-
vitdt von zwei Soraphen-Derivaten, sogenannten Paldo-So-
raphenen, die von der Polyketidsynthase abgeleitete Struk-
turelemente aufweisen.’! Soraphen inhibiert die eukaryoti-
sche Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC)™ und wird daher als
potentielle antifungische und Antitumor-Verbindung einge-
stuft.”) Ligon,'”! Miiller und Floss! haben sich mit der Bio-
synthese dieser Verbindung beschiftigt und dabei im Bio-
synthesecluster zwei Positionen identifiziert, die nicht mit der
isolierten Verbindung im Einklang stehen.

Ligon et al. berichteten, dass die erwartete trisubstituierte
Doppelbindung zwischen C2-C3 aufgrund der Inaktivitit der
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entsprechenden Dehydratase-Aktivitdt in Modul 8 nicht
aufgebaut wird./”! Weiterhin kann man auch davon ausgehen,
dass die zugehorige Ketoreduktase nicht aktiv ist, da der
dazugehorige sekundire Alkohol ebenfalls nicht beobachtet
wird. Auf der anderen Seite beobachtet man eine Doppel-
bindung zwischen C9 und C10. Die Lage dieser Doppelbin-
dung kann man durch eine Isomerisierung des entsprechen-
den a,B-ungesittigten Esters zum dekonjugierten f3,y-Enoat
erklaren. Ligon etal. schlagen allerdings vor, dass diese
Doppelbindung das Resultat postketidischer Transformatio-
nen ist. In jedem Fall ist die Lage dieser Doppelbindung also
nicht das unmittelbare Resultat der Polyketidsynthase
(Schema 1).

Zwei Synthesen von Soraphen A wurden unabhéngig
voneinander von den Gruppen um Giese®® und Trost®! pu-
bliziert. Zusitzlich gibt es Arbeiten von Sinnes und anderen,
die iiber Partialsynthesen berichten.'” Aufgrund der be-
kannten Schwierigkeiten, den Aufbau der oben erwihnten
Doppelbindung als zentrales Element fiir die Synthese zu
nutzen, entschlossen wir uns, stattdessen eine Nozaki-
Hiyama-Kishi-Reaktion fiir das Endspiel der Synthese ein-
zuplanen (Schema 2). Wie in Schema 3 dargestellt, nutzten
wir fiir die Synthese von Verbindung 6 eine Kreuzmetathe-
se.ll

Ausgehend vom bekannten chiralen Diol 1," das in un-
serem Fall iiber eine Prolin-katalysierte a-Oxidation von 4-
Pentenall™ hergestellt wurde, wurde durch selektive Schiit-
zung der primédren OH-Gruppe und Methylether-Bildung
Alken 2 fiir die oben erwihnte Kreuzmetathese mit (S)-1-
Phenyl-3-buten-1-ol (3)!*! hergestellt.

In Gegenwart von 1.5 Mol-% Grubbs-II-Katalysator ver-
lief die Kreuzmetathese in guten Ausbeuten und lieferte das
gewiinschte Produkt. Eine sich anschlieSende Reduktion der
Doppelbindung durch eine Imid-Reduktion!® oder durch
heterogene Hydrierung lieferte den chiralen Alkohol 4, der
als PMB-Ether (5) geschiitzt wurde. SchlieBlich wurde das
westliche Segment 6 nach Entfernung der TBS-Gruppe mit
CSA und anschlieBender Oxidation mit IBX!" erhalten. Fiir
die Synthese des Ostlichen Segments (Schema 4) nutzten wir
eine Kombination aus syn-Evans-Aldol-Reaktion!"® und anti-
Marshall-Reaktion™! ausgehend vom kommerziell erhltli-
chen (R)-Roche-Ester.

Die syn-Evans-Aldol-Reaktion von 7 mit Aldehyd 82
ergab das entsprechende Produkt 9. Eine TBS-Schiitzung des
sekundiren Alkohols gefolgt von reduktiver Entfernung des
chiralen Auxiliars ergab Alkohol 10, der wiederum zu Alde-
hyd 11 umgesetzt wurde.”"! SchlieBlich generierte eine anti-
selektive Marshall-Reaktion zwei zusitzliche Chiralitidtszen-
tren, und die Hydrozirconierung der so erhaltenen Drei-
fachbindung vervollstindigte die Synthese von Segment 13.

Mit den beiden verfiigbaren Segmenten konnte schlief3-
lich die Nozaki-Hiyama-Kishi-Reaktion in Angriff genom-
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Schema 1. Polyketid-Synthase von Soraphen A und Ketide, wie sie durch Einbau aller Dominen erhal-

ten wiirden.
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Schema 2. Retrosynthetische Analyse von Paldo-Soraphen A und B.
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Schema 3. Synthese des westlichen Segments. a) TBSCI, Imidazol,
DMF, RT; b) Me;OBF,, Protonenschwamm, 4 A MS, CH,Cl,, 80% 2
Stufen; c) (—)-1pc,BOMe, AllyIMgBr, Et,0, —100°C, 75% (89% ee);
d) 1.5 Mol-% Grubbs I1, CH,Cl,, Ruckﬂuss, 80%,; e) NBSH, Et;N
CH,Cl,, 81%, RT oder PtO,, H, (1 atm), EtOAc, RT, 93 %; f) KHMDS,
TBAI, PMBCI, THF, RT, 73%; g) (+)-CSA, MeOH-CH,Cl,, 0°C to RT,
81%; h) IBX, DMSO, RT, 100%. TBSCI| = tert-Butyldimethylsilylchlorid,
Grubbs Il = (1,3-Bis(2,4,6-trimethylphenyl)-2-imidazolidinyliden)-di-
chlor(phenylmethylen) (tricyclohexylphosphin)ruthenium, NBSH =
2-Nitrobenzolsulfonylhydrazid, KHMDS = Kaliumhexamethyldisilazid,
TBAI =Tetrabutylammoniumiodid, PMBCI| = 4-Methoxybenzylchlorid,
(+)-CSA= (+)-Camphersulfonsiure, IBX=2-lodoxybenzoesiure.

men werden (Schema 5).”2 Die Verkniipfung beider Seg-
mente fiihrte zu einem Diastereomerenverhiltnis von 2:1.
Eine sich anschlieBende Sequenz von Oxidation und Chelat-
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(BH,),*! bei tiefen Temperaturen
ergab schlieBlich den gewiinschten
Alkohol 15 in ausgezeichneten
Ausbeuten und Selektivitdten. Me-
thylierung und Behandlung mit
DIBAL-H ergab den primiren Al-
kohol 16, der zu Verbindung 17
umgesetzt werden konnte. Unter
Verwendung des Shiina-Protokolls
zur Makrolactonisierung®® wurde
das gewiinschte Makrolacton 18 in
43% Ausbeute erhalten. Schlief3-
lich lieferte die Entfernung der
TBS-Gruppe mit  HF-Pyridin
Paldo-Soraphen A (19).

Die Synthese von Paldo-Sora-
phen B (22) folgte prinzipiell der
gleichen Route und unterschied
sich lediglich bei der Transformati-
on von Verbindung 16 (Schema 5).
Die Reduktion der Doppelbindung
stellte sich dabei als nicht-trivial

TBS
j.L e o oTBS )oL O OH OTBS OH G OTBS
o NJ\ L a b,c
/ \_/
-, OMe Me OMe
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Schema 4. Synthese des 6stlichen Segments: a) Bu,BOTf, Et;N,
CH,Cl,, 85%; b) TBSOTY, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, 90%; ) LiBH,, THF,
88%,; d) PivCl, Et;N, DMAP, CH,Cl,, 95%; €) (+)-CSA, MeOH-CH,Cl,,
0°C to RT, 81%; f) (COCI),, DMSO, Et;N, CH,Cl,, 61% 3 Stufen;

g) (R)-But-3-in-2-yl-methansulfonat, [Pd(dppf)Cl,], Inl, THF-HMPA,
75%: h) TBSOTY, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, 959%: i) [Cp,ZrHCl], I, CH,Cl,.
Bu,BOTf= Di-n-Butylbortriflat, TBSOTf=tert-Butyldimethylsilyltriflat,
PivCl = Pivaloylchlorid, [Cp,ZrHCI] = Zirconocenhydrochlorid.

heraus. Es war schlieflich der Crabtree-Katalysator (20), mit
dem die Reduktion zu Verbindung 21 erfolgreich durchge-
fihrt werden konnte. Andere Reduktionsmittel ergaben
entweder keine Transformation oder erzielten schlechte Se-
lektivitdten bei der Reduktion der Doppelbindung im Ver-
gleich zur Reduktion der benzylischen Position an C17. Von
Verbindung 21 an folgte die Synthese des Paldo-Soraphens B
(22) der vorher beschriebenen Route.

Die biologische Aktivitdt der Paldo-Soraphene im Ver-
gleich zu Soraphen A wurde mit drei Pilzstimmen getestet.
Tabelle 1 zeigt, dass die Paldo-Soraphene ebenfalls antifun-
gische Aktivitdten besitzen. Diese sind aber viel schwicher
als beim Soraphen A. Zur Untersuchung cytotoxischer Ef-
fekte auf Sdugerzellen wurden eine Mausfibroblasten- (L-
929) und eine Cervixkarzinom-Zelllinie (KB-3-1) getestet.
Wihrend Soraphen A bis in den nm-Bereich wirksam war
(ICs, 40ngmL™"), zeigten die Paldo-Soraphene bis zur
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Schema 5. Endspiel der Synthesen von Paldo-Soraphen A und B.

a) NiCl,, CrCl,, DMSO, RT; b) DMP, NaHCO,, CH,Cl,, 58% 2 Stufen;
c) Zn(BH,),, Et,0, —55°C, 90% (d.r.>25:1); d) Me;OBF,, Protonen-
schwamm, CH,Cl,, RT; e) DIBAL, THF, —50°C, 83 % 2 Stufen; f) DMP,
NaHCO,, CH,Cl,, 92%; g) Ph,P=C(CH,)CO,Et, CH,Cl,, RT, 95%;

h) DDQ, pH-7-Puffer, CH,Cl,, MeOH, 0°C, 100%; i) LIOH, THF/
MeOH/H,0, RT, 94%; j) MNBA, DMAP, Toluol, 4 A MS, 43%; k) 70%
HF, THF, 0°C to RT, 89%; I) 10 Mol-% Crabtree-Kat. 20, CH,Cl,, H,
(atm), 89%; m) DMP, NaHCO,, CH,Cl,, 67%; n) PhyP=C(CH,)CO,Et,
CH,Cl,, RT, 85%; o) DDQ, pH-7-Puffer, CH,Cl,, MeOH, 0°C, 74%;

p) LIOH, THF-MeOH-H,0, RT, 90%; q) MNBA, DMAP, Toluol, 4 A
MS, 26 %; r) 70% HF, THF, 0°C bis RT, 45%. DMP = Dess-Martin-
Periodinan, DIBAL = Diisobutylaluminiumhydrid, DDQ =2,3-Dichlor-
5,6-dicyano-1,4-benzochinon, MNBA =2-Methyl-6-nitrobenzoesiure,
DMAP =4-Dimethylaminopyridin.

Tabelle 1: Antifungische Wirkung der Paldo-Soraphene im Vergleich zu
Soraphen A.

Verbindung Pythium Botrytis Mucor
debaryanum cinerea hiemalis
ICso [ugmL ]
Palio-Soraphen A (19) 0.4 >40 21
Palio-Soraphen B (22) >40 >40 16
Soraphen A 0.045 0.0035 0.0006

[a] Die ICsp-Werte wurden nach 2-tagiger Inkubation mit seriellen Ver-
diinnungen der Verbindungen mithilfe eines WST-1-Tests bestimmt.

hochsten getesteten Konzentration von 1.2 ygmL™' keine
deutlichen Aktivitédten.

Es gilt als gesichert, dass Soraphen A ein Inhibitor der
eukaryotischen ACC ist. Wir wollten aber die Hypothese
tiberpriifen, dass es moglicherweise wiahrend der Evolution
eine Verschiebung im Wirkmechanismus der Soraphene gab.
Wir haben deshalb die Wirkung der beiden Paldo-Soraphene
(in der hochsten moglichen Konzentration von 8.3 pgmL ™)
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und Soraphen A (83 ngmL™) mittels Impedanzmessung
charakterisiert. Die Grundlage dieser Methode ist der
Befund, dass Verbindungen mit einem dhnlichen Wirkme-
chanismus &hnliche zeitabhéingige Impedanzkurven erzeu-
gen. L-929-Mausfibroblasten wurden in den Vertiefungen
einer 96er E-Platte mit Soraphen A, 19 und 22 inkubiert. In
die Boden der Vertiefungen waren Goldelektroden integriert,
tiber die der Impedanzverlauf in der Kultur in Echtzeit ge-
messen wurde (Abbildung S1 in den Hintergrundinforma-
tionen). Die gewonnenen Kurven fiir Soraphen A, 19 und 22
wurden mit einem Satz von Referenzverbindungen vergli-
chen, die ein breites Wirkspektrum haben. Wir verwendeten
eine kubische Smoothing-Splines-Methode fiir die Kurven-
anpassung und nutzten die Spline-Koeffizienten fiir die sta-
tistische Analyse (sieche Hintergrundinformationen). Das
Ergebnis einer hierarchischen Clusteranalyse zeigt Paldo-
Soraphen 19 in direkter Nachbarschaft zu Soraphen A, wih-
rend Verbindung 22 sich zusammen mit Camptothecin in
einem entfernten Cluster befindet (Abbildung1).””! Dies

22
Camptothecin
DMS02
Saframycin Mx1
Etoposid

Cytochalasin D

Latrunculin 8
Rhizopodin
19
Soraphen A
DMSO
Cycloheximid
Gephyronsgure
Anisomycin
Taxol
Epothilon B
Tubulysin B
Griseovulvin
Nocodazol
Scriptaid
Oxamflatin
Velcade
MG132
— SB203580
58202190
Cruentaren A
Oligomycin
Neopeltolid
Myxothiazol A

Simvastatin
Mevastatin

Abbildung 1. Hierarchische Clusteranalyse von Impedanzkinetiken. So-
raphen A, 19 und 22 wurden mit L-929-Mausfibroblasten inkubiert und
die Ergebnisse mit Referenzverbindungen verglichen. Die Impedanz in
jeder Kultur wurde tber einen Zeitraum von 5 Tagen mit einem xCell-
igence-System verfolgt. Die Basiskoeffizienten einer Splines-Kurvenan-
passung wurden fiir eine Clusteranalyse benutzt. Als Ergebnis sieht
man Verbindungen mit einem dhnlichen Wirkmechanismus in enger
Nachbarschaft zueinander.

zeigt, dass bei 22 offensichtlich ein Wirkmechanismus vor-
handen ist, der sich von dem der beiden anderen Soraphene
unterscheidet (zu Einzelheiten der Camptothecin-Aktivité-
ten der Verbindung 22 siche Hintergrundinformationen).
Mit der hier vorgestellten Synthese konnten wir zwei
potentielle evolutive Vorlaufer des Soraphens A synthetisie-
ren. Unser urspiingliches Interesse bestand darin, zu sehen,
welche Anderungen in der biologischen Aktivitit als Konse-
quenz der strukturellen Anderungen auftreten und ob diese
Ergebnisse mit der Vorstellung einer evolutiven Optimierung
kongruent sind. Tatsédchlich beobachteten wir, dass Paldo-
Soraphen A weiterhin ein Inhibitor der eukaryotischen
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Zuschriften

Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) ist, jedoch mit reduzierter
Aktivitdt, was dem Konzept der evolutiven Optimierung
entsprechen wiirde. Im Gegensatz dazu zeigt Paldo-Sora-
phen B ein grundséitzlich unterschiedliches Verhalten. Bei
Impedanzmessungen zeigt es Ahnlichkeiten mit dem Topo-
isomerase-Inhibitor Camptothecin. Zu diesem Zeitpunkt ist
nicht klar, ob diese Beobachtung ein zufilliges Ergebnis ist
oder aber mit horizontalem Gen-Transfer (HGT) und natiir-
lichen biokombinatorischen Prozessen®! erklirt werden
kann. Die Tatsache, dass die Paldo-Soraphene keine Hetero-
Michael-Addition eingehen, was im Vergleich zu Soraphen A
zu strukturell dhnlicheren Verbindungen fiithren wiirde,
nehmen wir als Indiz, dass die Inaktivierung der Ketoreduk-
tase nicht das Ergebnis einer spontanen Halbacetal-Bildung
ist. Obwohl auch gentechnische Methoden die von uns be-
schriebenen Verbindungen erzeugen konnten,?’? sind wir der
Meinung, dass die Synthese genetisch manifestierter Verbin-
dungen ein attraktives Betitigungsfeld fiir die synthetische
organische Chemie ist. Die Synthese kann mit der Generie-
rung ,,genetischer Verbindungen mit potentiell neuen Ak-
tivitdten ein neues Feld erschlieBen, im Gegensatz zu Natur-
stoffen, die oft effektiver aus natiirlichen Quellen oder durch
Fermentation bereitgestellt werden konnen. Die hier vorge-
stellten, unerwarteten Ergebnisse liefern einen Vorschlag, wie
Naturstoffe mit Hinblick auf ihre biologische Aktivitit hin
optimiert werden konnen. Gleichzeigt zeigen wir hier eine
neue Strategie auf, wie nach medizinisch interessanten Ver-
bindungen gesucht und das Feld der Paldoenzymologie?’>!
von peptidischen Targets auf Sekunddrmetabolite erweitert
werden kann.

Eingegangen am 20. Juni 2013,
veridnderte Fassung am 9. September 2013
Online verdffentlicht am 7. November 2013

Stichworter: Acetyl-CoA-Carboxylase - Evolution -
Paldo-Soraphene - Polyketide - Tumortherapeutika
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