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Synthese von 4-Desoxyaklanons5ure und deren 
mikrobielle Urnwandlung in Anthracyclinone ** 
Von Karsten Krohn *, Ernst Roemer, Michael Top 
und Christina Wagner * 
Professor Eckehard Volker Dehmlow 
zum 60. Geburtstag gewidmet 

Uber die Zwischenstufen, die bei der Polyketid-Biosynthe- 
se auf dem Weg von der hypothetischen, enzymgebundenen, 
offenkettigen Polyketo-Vorstufe zu den Cyclisierungspro- 
dukten durchlaufen werden, ist wenig bekannt ['I. Eine be- 
merkenswerte Ausnahme ist Aklanonsaure 1, eine partiell 
cyclisierte achirale Anthracyclin-Vorstufe, die aus Mutanten 
von Streptomyces galilaeus und Streptomycespeucetius'2' als 
Mutantenprodukt isoliert wurde und als zentrales Interme- 
diat der Anthracyclin-Biosynthese giltL3]. Der Einbau isoto- 
penmarkierter Aklanonsaure 1 in eine Reihe von Anthracy- 
clinen hat gezeigt, daR hier ein echtes Intermediat und nicht 
nur ein Shuntprodukt ~or l ieg t [~] .  

Die Entdeckung von Aklanonsaure 1 regte dazu an, die 
enantioselektive Cyclisierung achiraler Ketoester-Vorstufen 

~ ein bisher ungelostes Problem der Anthracyclin-Synthese ~ 

mit einer mikrobiellen Umwandlung anzugehen. Wir berich- 
ten nun iiber die Synthese und die Biotransformation der 

8 FOOH 

l : R = O H  
Z : R = H  

R 0 O H 0  0 
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nichtnatiirlichen 4-Desoxyaklanonsiure 2 zu Anthracy- 
clinonen vom Typ der Aklavinone. 

Die Synthese von 2 geht vom bekannten Homophthalsiu- 
remonoester 3IS1 aus, der rnit dem Dilithiumsalz des tert-Bu- 
tylacetoacetat-Dianions im Uberschulj umgesetzt wird 
(Schema 1). Die zunachst gebildete offenkettige Saure wird 

&C$CH3 I) ' OtBu 

* 
u c a  2 )  A%O. 16 h. 5 "C 

3 

co*lBu * 
0 OH 0 

5 

Sfreptomyces galiieus 

cub, 4 - 

LDA, THF 

-70 "C 
- 

OLi OLi 

0 C M x l  

0 O H 0  0 

2 

Schema 1. LDA = Lithiumdiisopropylamid 

ohne Isolierung mit Acetanhydrid zum Isocumarin 4[61 
(57 %) cyclisiert. Behandlung mit dem Dilithiumsalz des 
Acetylaceton-Dianions im dreifachen Uberschuo fiihrt nach 
dem Verfahren von Yamaguchi etal."' zum Anthron 5 
(72 %), das rnit Luftsauerstoff in Gegenwart von Kupferbro- 
mid zum Anthrachinon 6 (87 %) oxidiert wird. Die Uberfiih- 
rung des durch Chelatbildung wenig reaktiven Phenols in 
das entsprechende Propionat 7 (82 YO) gelingt rnit Propio- 
nylchlorid in Gegenwart von 5 Yo 4-Dimethylaminopyridin. 
Um eine vorzeitige basenkatalysierte Cyclisierung bei der 
anschlieoenden Kettenverlangerung durch Venkataraman- 
Umlagerung[*] zu vermeiden, wird der tert-Butylester 7 zu- 
vor rnit Trifluoressigsaure zur Saure 8 verseift (98 YO). Die 
intramolekulare Umlagerung der Acylgruppe gelingt durch 
Umsetzung bei - 40°C rnit LDA in THE Neben 70% 
des Kettenverlangerungsprodukts 4-Desoxyaklanonsaure 2 
(C-Acylierung) werden noch ca. 30 % des moglicherweise 
uber 0-Acylierung gebildeten Verseifungsprodukts 6 isoliert, 
das erneut eingesetzt werden kann. Analog gelingt auch die 
Synthese von Aklanonsaure 1[']. 

Mit dem Syntheseprodukt 2 konnte nun getestet werden, 
ob Mutanten von Streptomjwes diese nichtnaturliche Vorstu- 
fe als Substrat akzeptieren und in enantiomerenreine, in der 
Natur bisher nicht gefundene 4-Desoxyanthracyclinone um- 
wandeln. 

Der dazu benutzte Mutantenstamm S727 wurde durch 
Behandlung von Streptomyces galilaeus (Cinerubin-Produ- 
zent) mit N-Methyl-N'-nitro-N'-nitrosoguanidin (MNNG) 
(2 mgmL-', pH 9) erhalten. Die Mutante S727 reichert kei- 
ne Anthracycline oder Anthracyclinone an und wurde erst- 
mals benutzt, um Akianonsaure 1 in Cinerubin umzuwan- 
deln[lol. Der Wildtyp ist als Produzent von Aklavinon 12 
und Aklavinon-I1 13 bekannt" 'I. 
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In den Futterungsversuchen werden insgesamt 34 mg 
4-Desoxyaklanonsaure 2 den Kulturen des Stammes S727 
(elf Kolben rnit je 80 rnL Kulturflussigkeit) zugesetzt. Nach 
eintagiger Inkubation wird der pH-Wert der Kulturen auf 
pH 8.5 eingestellt und die Metabolite mit Chloroform/Me- 
thanol (9 : 1, v/v) extrahiert. Diinnschichtchrornatographi- 
sche Untersuchungen zeigen neben drei roten bis violetten 
Substanzen zwei gelbe Hauptprodukte. Dic polare Verbin- 
dung ( 3  mg) weist das tpyische Verhalten von im Ring A 
zweifach hydroxylierten Anthracyclinonen auf (Dehydrati- 
sierung zu fluoreszierenden Naphthacendionen). Sie ist je- 
doch nicht rnit synthetischem 4-Desoxyaklavinon 10 iden- 
tisch"'], sondern es handelt sich nach NMR-Untersu- 
chungen urn das C-7-epimere 4-Desoxyaklavinon-1111" " '". 
Das unpolare Hauptprodukt (17 mg, [a];' = 31 (c = 0.2 in 
Methanol); Schmp. 174.5 "C) la& sich durch Vergleich mit 
racernischen synthetischen Substanzen als 4,7-Didesoxyak- 
lavinon 9 identifizieren"']. Die Enantiomerenreinheit wird 
durch HPLC an einer chiralen Saule ndchgewiesen (Chira- 
dex, Merck; Gradient: To 50 % : 0.1 YO Triethylamin gepuf- 
fert mit HOAc auf pH 4.4/50proz. Methanol; t,,: 100proz. 
Methanol). Das racemische 4,7-Dide~oxyaklavinon['*~ zeig- 
te envartungsgemaB zwei Peaks; beim Produkt 9 aus der 
mikrobiellen Umwandlung handelt es sich um das Enantio- 
mer mit geringerer Retentionszeit. Obwohl keine direkten 
Vergleichswerte (z.B. Drehwerte) zur Bestimmung der abso- 
luten Konfiguration bekannt sind, nehmen wir fur 9 die na- 
turliche (9R,lOR)-Konfiguration an, da der Wildtyp der be- 
nutzten Mutante ebenfalls Aklavinone mit dieser absoluten 
Konfiguration produziert. 

Damit ist erstmals gezeigt, daD relativ einfache achirale 
nichtnatiirliche Vorstufen in einer mehrstufigen Biotransfor- 
mation mit hoher Ausbeute (56%) in optisch aktive Anthra- 
cyclinone iiberfuhrt werden konnen. In der Daunorubicin- 
Reihe haben die bereits klinisch eingesetzten 4-De- 
methoxy-Analoga gegenuber den Naturstoffen in vitro ver- 
besserte Antitumorwirkung I' 'I. Mit dieser neuen ,,hybri- 
den" Synthesetechnik, in der die chemische Synthese mit 
einer mehrstufigen Biotransformation kombiniert wird, 
kann man mit anderen Mutanten auch zu glycosidischen 
Anthracyclinonen gelanger~['~I. Die Synthese der Biosyn- 
theseintermediate 1 und 2 ist dariiber hinaus so konzipiert, 
da8 Isotopenmarkierungen zum Studium der Biosynthese 
moglich sind. 
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Selektive Dehydrierung von Aldon- und 
Aldarsauren rnit R-konfigurierter a-Position 
zu 2-Oxocarbonsauren und Reduktion der 
Oxogruppe der N-Acetylneuraminsaure mit 
Proteus mirabilis ** 
Von Cursten Schinschel und Helmul Simon * 
Professor Lothar Jaenicke zum 70. Geburtstag gewidmet 

Regio- und stereoselektive Reaktionen an Kohlenhydra- 
ten oder deren Derivaten ohne Schutzgruppen sind von er- 
heblichem Interesse. So ist z.B. die mikrobielle Dehydrie- 
rung von D-Sorbit zu L-Sorbose durch Acetobucter 
suboxiduns die Schliisselreaktion der L-Ascorbinsauresyn- 
these. Wie wir fanden, dehydrieren entsprechend angeziich- 
tete Zellen von Proteus mirabilis in Aldon- und Aldarsguren 
selektiv und quantitativ ein in a-Position zur Carboxylat- 
gruppe stehendes, R-konfiguriertes C-Atom zur Oxogruppe. 

Die in Schema 1 dargestellte Reaktionsfolge ergab z.B. 
aus Aldonsauren der Pentose- und Hexosereihe Pent-2-ulo- 
son- bzw. Hex-2-ulosonsauren. Wir fuhrten die Reaktionen 
priparativ im MaDstab von 10 mmol in 100-200 mM Losun- 
gen ohne Puffer rnit ruhenden Zellen von P. mirnbilis durch. 
D-Gulonat konnte sogar in 500 mM Losung nahezu quantita- 
tiv dehydriert werden. Als artifizieller Elektronenmediator 

(2 R)-RCH(0H)COO 

1 E l  

RCOCOO- lL AQDS,, lL DMSO 

Schema 1. Enzymatische Dehydrierung von (2R)-Aldon- und -Aldarsauren. 
El  = HVOR [(2R)-Hydroxycarboxylat-Viologen-Oxidoreduktase] ; AQDS = 
Antbrachinon-2,6-disulfonat, E2 = Dimethylsulfoxid-Reduktase; DMSO = 
Dimethylsulfoxid; DMS = Dimethylsulfid. (2s)-RCH(0H)COO- wird nicht 
umgesetzt und bewirkt keine wesentliche Hemmung. Die Reste R ergeben sich 
aus Tabelle 1, 

hat sich dabei das stabile und preiswerte AQDS 
(,FA = -184 mV) bewahrt. Das von unrgefundene Enryx 
HVOR(E1) in  P .  mirabilis und P. ~ulguris['~ dehydriert (217)- 
Hydroxycarboxylate und transferiert die Elektronen auf  
AQDS (1 mM), das sie an die in den Zellen ebenfalls voi.Iian- 
dene DMSO-Reduktase (E2) abgibt, die schliel3lich DMSO 
zu DMS reduzicrt. Dieses verlal3t aufgrund seines niidrigen 
Siedepunkts und seiner geringen Wasserloslichkeit das bei 
38 "C gehaltene System. Es kann kondensiert und reoxidiert 
werden. Es ist aber auch m6glich, mit Konzentrationen von 
ca. 200 mM AQDS die Reaktion nur rnit der in den Zellen 
vorhandenen HVOR durchzufuhren. Die Isolierung der 
Oxosauren ist bei dieser Methode jedoch etwas aufwendiger. 
Die Siiuren wurden als Natrium- oder Kaliumsalze erhalten. 

Tabelle 1 faBt die Ergebnisse zusamrnen. Die mikrobiellen 
Reaktionen verliefen, bis auf einen Fall, nahezu quantitativ. 
Wie die Dehydrierungen von 6-Phospho-~-gluconat und 4- 
O-(fl-D-Galactopyranosido)-D-gluconat (Lactobionat) zei- 
gen, gelingt die Reaktion auch mit phosphorylierten oder 
glycosylierten Aldonaten einwandfrei. Die beiden Aldarsau- 
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