Naturstoffe 2001

@ Naturstoffe haben eine fundamen-
tale Bedeutung fur die Wirkstoffent-
wicklung. Etwa 40% der zwischen
1983 und 1994 zugelassenen neuen
Medikamente stammen von Natur-
stoffen ab. Im Bereich der Antiinfek-
tiva und Antitumormittel ist der An-
teil noch grofler. Newman und Mit-
arbeiter analysierten kurzlich die me-
dizinische Bedeutung von Naturstof-
fen von der Antike bis 1999." Glanz-
punkte der Erforschung von Natur-
stoffen aus Meeresorganismen in den
vergangenen 30 Jahren wurden von
Faulkner zusammengestellt.z) Isolie-
rung, Strukturaufklarung, Bio- und
Totalsynthese beschreiben ein bli-
hendes Forschungsgebiet. Anfang
2000 publizierten Nicolaou und Mit-
arbeiter eine Ubersicht uber viele bis-
herige Meilensteine der Naturstoff-

synthese.3)

Manchmal muss es
kompliziert sein

@ Esist zu begruflen, dass einige In-
dustrieunternehmen weiterhin den
Mut zur Naturstoffforschung aufbrin-
gen. Zwei Beispiele (Abbildung 1):
Beim Screening gegen Moskitolarven
fanden Singh und Mitarbeiter (Merck
Research Laboratories) den Natur-
stoff Rediocid A (1), ein Daphnan-
Diterpenoid (im Formelbild rot ge-
kennzeichnet) mit einer ungewohnli-
chen
C16.” (1) ist das strukturell anspre-
chendste neue Insektizid der letzten

Polyketid-Verlangerung  an

beiden Jahre. Es wurde in der Aus-
beute von 0,75 % des Rohextrakts aus
dem thailandischen Wolfsmilchge-
wichs Trigonostemon reidioides iso-
liert und totet bei einer Konzentra-
tion von 0,25 M noch 90 % aller Flie-
gen (Ctenocephalides felis). Rediocid
A ist damit etwa 40-mal aktiver als
Ivermectin. Nakajima und Mitarbei-
ter (Fujisawa Pharmaceutical) iso-
lierten den nur mit dem Kirzel
FR901464 bezeichnete Naturstoff (2)
aus einem japanischen Bodenbakteri-
um.” Jacobsen et al. bewiesen die
Struktur durch Totalsynthese, bei der
beide dicht funktionalisierten Pyran-
ringe enantioselektiv mit einem im

Jahr 1999 vorgestellten Chrom(III)-
durch Hetero-Diels-
Alder-Reaktionen aufgebaut werden.”

Katalysatoré)

Durch die wiederhergestellte Verfiig-
barkeit des Naturstoffs wurde seine
starke Cytotoxizitat (ca. 1 ng-mLﬁl)
bestatigt.

Der Anteil mariner Naturstoffe
unter den neuen strukturell und bio-
logisch interessanten Wirkstoffen
kann auf grofSer als 70% geschitzt
werden. Phylogenetisch geordnete
Zusammenfassungen werden jahrlich
durch Faulkner publiziert, dessen
neuester Ubersichtsartikel ttber neue
Strukturen und ausschlieSlich voll-
standige Totalsynthesen 434 Referen-
zen aus dem Jahr 2000 enthalt.”)
Auch hier zwei Beispiele: Eine unge-
wohnliche, dimere Diazobenzofluo-
ren-Glycosid-Struktur weist Lomaivi-
ticin A (3) aus dem marinen Bakteri-
um  Micromonospora lomaivitiensis
auf; seine Cytotoxizitat betragt bis zu
10 pgmL".” Orientierende Unter-
suchungen deuten auf eine neue Art

der Wechselwirkung mit DNA hin.
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Aus einem Meeresschwamm der Gat-
tung Haliclona stammt Halipeptin A
(4), ein neuartiges, stark entztin-
dungshemmendes Depsipeptid. Die
strukturelle Originalitdt neuer Pep-
toide wird wesentlich durch die An-
wesenheit neuer Untereinheiten (im
Formelbild blau gekennzeichnet) be-
stimmt. Besonders auffillig bei Hali-
peptin A (4) ist der 1,2-Oxazetidin-
ring, dessen absolute Stereochemie
noch aufzuklaren ist. Zur Struktur-
aufklarung von (4) wurden 1H,ISN-
HMBC-Experimente (HMBC = Hetero-
nuclear Multiple Bond Correlation)
eingesetzt.

Galanthamin aus dem
Schneegldckchen: reif fiir Markt
und feste Phasen

@ Eine Renaissance als Leitstruktur
erlebte seit Beginn der 90er Jahre das
Amaryllidaceen-Alkaloid =~ Galantha-
min (5) (Abbildung 2), das inzwi-
schen in mehreren Landern zur The-
rapie der Alzheimerschen Krankheit
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Abb. 1.

Biologisch aktive
Naturstoffe aus In-
dustrie- und Hoch-

schulforschung. Bei

Rediocid A (1) ist

das diterpenoide
Daphnan-Geriist
rot gekennzeichnet,
bei Halipeptin A (4)
die neuartigen Un-

tereinheiten blau.
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Abb. 2. zugelassen wurde. Galanthamin ist Als biomimetische, Diversitéts-
Galanthamin (5)  ein potenter Inhibitor der Acetylcho- orientierte Synthese bezeichnen Shair
als Leitstruktur:  linesterase, eines an der cholinergen und Mitarbeiter ihren Ansatz zur Su-

Synthese des ver-
wandten Alkaloids
rac-Oxomaritidin
(13) mit Festpha-
sen-gebundenen
Reagentien. Die far-
bigen Teilstrukturen
verdeutlichen die
biogenetische Ver-
wandtschaft zwi-
schen (13) und (5).
Das Galanthamin-
dhnliche Secramin
(6) fanden Shair et
al. durch biomime-
tische Festphasen-
Parallelsynthese

und Bioassay.

Neurotransmission beteiligten En-
zyms. Von Forschern der Sanochemia
AG wurde eine industrielle Synthese
von Galanthamin (5) im Kilogramm-
Mafstab entwickelt.'”

Wachsende Bedeutung auch fur
die
Festphasen-gebundene

Naturstoffsynthese ~ gewinnen

Reagen-
tien."” In Anlehnung an Kita und
Mitarbeiter, die die oxidative intra-
molekulare Phenolkupplung zum
Siebenring ((11) nach (12)) mit Hilfe
von hypervalentem Phenyliod(III)-

Y ent-

bis(trifluoracetat) erreichten,1
wickelten Ley und Mitarbeiter die
Synthese des Galanthamin-verwand-
ten Alkaloids (+)-Oxomaritidin (13)
(Abbildung 2). Insgesamt werden
funf verschiedene, Polystyrol-gebun-

dene Reagentien eingesetzt.n)

che nach Galanthamin-Analoga mit
biologischen FEigenschaften jenseits
der des Naturstoffs."¥ Nach biomi-
metischer Festphasen-Parallelsynthe-
se wihlte man durch Screening unter
tat-
sachlich nachgewiesenen Produkten

2527 massenspektrometrisch

den ,Kulturstoff“ Secramin (6) aus,
der als neues biochemisches Werk-
zeug den Proteintransport vom En-
Reticulum

doplasmatischen zum

Golgi-Apparat blockiert.

Gene und Naturstoffe

¢ Modulare
(PKS) sind multifunktionelle Enzym-

Polyketid-Synthasen

systeme, die die Biosynthese von Poly-
ketiden wie der Makrocyclen Ery-
thromycin oder Rapamycin katalysie-

ren. Die aktiven Zentren sind zu Mo-
dulen zusammengefasst, von denen
jedes je einen Cyclus der Kondensati-
on und B-Keto-Reduktion leistet.””
Auch der PKS-Gencluster der Biosyn-
theseenzyme von Epothilon A und B
aus dem Myxobakterium Sorangium
cellulosum, die zu den fur die Phar-
maforschung wichtigsten Naturstof-
fen der letzten Jahre gehoren, wurde
kurzlich aufgeklart. 10

Wenn jedes einzelne Modul ge-
zielt auf genetischer Ebene angesteu-
ert werden kann, lassen sich struktu-
rell veranderte Naturstoffe durch Fer-
mentation synthetisieren (,,Kombina-
torische Biosynthese®). Die 6-Des-
oxyerythronolid B (14)-Synthase DEBS
aus Saccharopolyspora erythraea be-
steht aus den Polypeptiden DEBS 1,
DEBS 2 und DEBS 3, die sich wieder-
um aus Modulen zusammensetzen
(Abbildung 3). Bei kinetischen Studi-
en ,chimarer FlieRbander®, die aus
Modulen verschiedener PK-Syntha-
sen zusammengesetzt wurden, fan-
den Khosla und Mitarbeiter kiirzlich,
dass die Einbaugeschwindigkeiten
von Diketiden erheblich gesteigert
werden, wenn diese den einzelnen
PKS-Modulen nicht als Cysteamin-
Thioester (diffusionskontrolliert),
sondern an das Acyl-Carrier-Protein
(ACP, ,kinetic channeling®) gebun-
den prisentiert werden."” Die kom-
binatorisch-biosynthetischen Verfah-
ren konnten sich enorm auf bisher
ungeeignete Substrate ausdehnen.

Rohr und Mitarbeiter untersuch-
ten die Funktion von Genen, die fir
den spiteren Teil der Biosynthese ver-
antwortlich sind, der sich dem Auf-
bau des eigentlichen Polyketid-
Strangs anschlieft. Durch die Uber-
tragung des Biosynthese-Genclusters
von Elloramycin aus Streptomyces oli-
vaceus in das Bakterium S. argillaceus
wurden mehrere neue glycolsylierte
Hybrid-Tetracenomycine gebildet.w)

Davies und Mitarbeiter prasentier-
ten kurzlich eines der ersten Beispie-
le der Isolierung und Strukturaufkla-
rung neuer Naturstoffe aus nicht fer-
mentierbaren Mikroorganismen mit
Hilfe molekularbiologischer Metho-

den.'” DNA wurde aus einer Boden-
probe isoliert und per Vektor in das

Bakterium Streptomyces lividans ein-
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geschleust. HPLC-MS-Screening von
1020 rekombinanten Stammen fithr-
ten zur Identifizierung eines Trans-
formanten, der als neue Sekundarme-
taboliten die Terragine produzierte
(z. B. Terragin A (15), Abbildung 4).
Dieser Ansatz konnte bei der Suche
nach neuen Naturstoffen in Zukunft
in starkerem MafSe verfolgt werden,
da schéitzungsweise nur etwa 1% al-
ler Mikroorganismen direkt im Labor
fermentierbar ist. Die Macrolactine
(z. B. Macrolactin A (16)), 1989 aus
einem nicht mehr fermentierbaren

20) und

Tiefseebakterium  isoliert
mehrfach total synthetisiert,m wur-
den inzwischen allerdings auf kon-
ventionellem Weg in einem marinen
Bakterium der Gattung Bacillus wie-

derentdeckt.””

Faszination
Markierungsexperiment

& Der Einbau
Biosynthese-Vorstufen in strukturell

isotopenmarkierter
interessante Sekundarmetabolite
weist eine besondere Ausstrahlungs-
kraft auf (Abbildung 5). Das unge-
wohnliche Bicyclo[2.2.2]diazaoctan-
System des Pilzmetaboliten Paraher-
quamid (17) und verwandter Indolal-
kaloide  entsteht
durch [4+2]-Cycloaddition einer Iso-

wahrscheinlich

preneinheit an einen aus L-Methyl-
prolin und L-Tryptophan gebildeten
Pyrazinonring. Williams und Mit-
arbeiter zeigten, dass L-Methylprolin
seinerseits durch oxidative Cyclisie-
rung von L-Isoleucin entsteht. >
Ein wichtiger Aspekt dieser Biosyn-
these-Studien ist die Suche nach ei-
ner ,Diels-Alderase“, die aber bisher
nicht gefunden wurde.

Die Biosynthese des Chalciporons
(18), Scharfstoff des Pfefferrohrlings
Chalciporus piperatus, konnten Steg-
lich und Mitarbeiter durch Inkorpo-
ration von “C-markiertem L-Alanin
und sieben intakten Acetat-Einheiten
in dieses ungewohnliche *H-Azepin-
Alkaloid aufklaren.”” Der Aufbau der
Kohlenstoffkette beginnt an C16 und
sollte mit der Kondensation von
L-Alanin mit einem Heptaketid-CoA-
Thioester und einhergehender Decar-
boxylierung abschliefSen.

Die Kondensation von Glycin und
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einer C16-Kette ist Teil des Biosyn-
thesewegs zu Antidesmon (19) aus
den ostafrikanischen Wolfsmilchge-
wichen (Euphorbiaceae) Antidesma
und Hyeronima.”® Bringmann und
Mitarbeiter konnten auf Basis von
INADEQUATE-Experimenten auch die
Konstitution dieses Naturstoffs revi-
dieren. Ein Hinweis auch auf den
moglichen Nutzen Computer-unter-
stutzter Konstitutionsanalyse.

Biomimetische Totalsynthese

@ Die Synthese von Naturstoffen
stellt als Folge der haufig gleichzeiti-
gen Anwesenheit mehrerer funktio-
neller Gruppen und spezieller, nicht
nach einem ,Baukastensystem“ von
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Reaktionen zu erfassender Reaktivi-
taten hochste Anforderungen an die
Organische Chemie. Naturstoffe sind
der Prufstein neuer Synthesemetho-
den sowie der Kreativitit und Aus-
dauer. Unter den zahlreichen neuen
Totalsynthesen seien zwei biomimeti-
sche ausgewahlt. Das Ordnungskrite-
rium der Naturstoffe ist ihre Biogenese.

Xiong und Corey gelang es, das
Squalen-Pentaepoxid (22) in einem
Schritt aus (R)-2,3-Dihydroxysqualen
(20) zu erhalten und zum Squalenoid
(23) mit einer Gesamtausbeute von
31 % zu cyclisieren (Abbildung 6)27)
Zur diastereoselektiven Epoxidie-
rung wurde ein von Shi und Mit-
arbeitern in situ aus (21) erzeugtes,
chirales Dioxiran eingesetzt.zS) 23)

OH
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Abb. 3

Biosynthese von
6-Desoxyerythro-
nolid B (14), codiert
durch den PKS-Gen-
cluster, bestehend
aus Polypeptid-Un-
terheinheiten (DEBS
1-3). Die Weiterrei-
chung zwischen
den Modulen ge-
schieht am schnells-
ten bei Bindung des
Thioesters an das
Acyl-Carrier-Protein
(ACP). Jeder Kreis
steht fiir ein Enzym.
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T

{16]: Macrolactin A

Abb. 4. Terragin A (15) aus einem Bodenbakterium wurde durch Isolierung und Expression seiner Biosynthesegene

erstmals erhalten und in seiner Struktur aufgekldrt. Macrolactin A (16) wurde in einem marinen Bakterium wie-

dergefunden.
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Abb. 5. Biosynthesewege zu Paraherquamid A (17), Chalciporon (18) und Antidesmon (19).
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Abb. 6. Biomimetische Epoxid-Kaskade zum Pentakis(tetrahydrofuran)-System (23). CSA:

Campher- 10-sulfonsdure.
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Abb. 7.,,Thermodynamischer Riickenwind*“: Biomimetische Diels-Alder-Dimerisierung des Sorbicillin-Analo-

gons (25) zu rac-Bisorbicillinol (26) und dann zu rac-Bisorbibutenolid (27).

wurde als Struktur von Glabrescol
aus dem karibischen Rautengewichs
Spathelia glabrescenszg) vorgeschla-
gen, stimmt aber nicht mit dessen
Daten tiberein. Man synthetisierte da-
rauthin samtliche anderen, von
all-(E)-Squalen-Hexaepoxid  ableit-
baren meso-Diastereomere, die aller-
dings ebenfalls nicht mit dem Natur-
stoff uibereinstimmten. Zur Zeit wer-
den meso-Analoga von (23) syntheti-
siert, die von Squalenen ableitbar
sind, bei denen mindestens eine Dop-
pelbindung (Z)-konfiguriert ist — ein
Beispiel fur die Notwendigkeit der
Naturstoffsynthese zur Strukturauf-
klarung.

Der seit 1948 bekannte Naturstoff
Sorbicillin (24) erweist sich seit Be-
ginn der 90er Jahre als fortgeschritte-
ner Schliisselbaustein der Naturstoff-
Biosynthese. Nicolaou und Mitarbei-
ter erhielten durch biomimetische
Synthese die dimeren Abkommlinge
Bisorbicillinol (26) und Bisorbibute-
nolid (27), die alle im Pilz Trichoder-
ma sp. vorkommen (Abbildung 7).3(»
Man folgt einem von Abe und Mit-
arbeiter publizierten Biosynthese-
Vorschlag,31) der zunachst eine enan-
tioselektive [4+2]-Cycloaddition
zweier Molekile (25), gefolgt von der
anionischen Umlagerung des Cyclo-
addukts (26) zu (27) postuliert. In
der Tat gelang es, das Edukt (25) un-
ter einfachsten Reaktionsbedingun-
gen in einer endo-selektiven Diels-Al-
der-Reaktion in rac-(26) zu uberfith-
ren. Behandlung mit Kaliumhexame-
thyldisilazid (KHDMS) in THF ergab
Bisorbibutenolid (27) in einer Aus-
beute von 80 % — ein Pladoyer fur die
biomimetische Naturstoffsynthese.

Nur die schwierige Zuganglich-
keit von Naturstoffen steht ihrer
noch breiteren Nutzung — in abneh-
mendem Mafle — entgegen. Neben
der erstmaligen Totalsynthese neuer
Naturstoffe ist deshalb jede Verbesse-
rung bestehender Synthesen ein loh-
nendes Ziel. Man stelle sich vor, das
Krebsmedikament Paclitaxel sei in
zehn Stufen zuganglich.

Thomas Lindel
LMU Mtinchen
thomas.lindel@cup.uni-muenchen.de
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