ZUSCHRIFTEN

Polyederanordnung von (NbFs),,['”) in dem vier NbF,-Okta-
eder iiber Ecken verkniipft ebenfalls ein Quadrat aufspannen.
Dehnt man dieses Quadrat isotrop und unterstellt, dass jedes
Polyeder eines der beiden Briickenatome in seiner Koordina-
tionssphére hilt, gelangt man zu einer Polyederanordnung,
wie sie in Na,SeOs gefunden wurde. Die Lagen der Selen-,
Natrium- und vier der Sauerstoffatome lassen sich in einer
monoklinen Raumgruppe beschreiben, und die Elementar-
zelle selbst ldsst sich dementsprechend in eine monokline
transformieren. Nur eine Sauerstofflage ist nicht mit dieser
kristallographischen Beschreibung vereinbar. Die Kenntnis
der Struktur der isotypen Verbindung Na,MoO.!! aber
sichert die Strukturanalyse und klért die beobachtete Pseu-
dosymmetrie zugunsten der niedersymmetrischen Raumgrup-
pe im triklinen System.

Experimentelles

Na¢Se,Oy wurde durch Festkorperreaktion von Na,O mit Na,SeO, im
molaren Verhéltnis 1:2 in verschlossenen und in Glasampullen einge-
schmolzenen Silbertiegeln hergestellt. Na,SeOs wurde durch Festkorper-
reaktion von Na,O mit Na,SeO, im molaren Verhiltnis 1:1 in einem
zugeschmolzenen Silberrohr unter einem Druck von 2.5 GPa (Piston-
Zylinder-Pressel'?l) hergestellt. In beiden Fillen betrug die Reaktionszeit
zwei Tage und die Reaktionstemperatur 500 °C. Na,O wurde nach Lit.[13]
hergestellt, und Na,SeO, (purum p.a.>99%, Fluka) wurde vor der
Reaktion im Vakuum getrocknet (103 mbar, 400°C, 24 h).
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a) Kristallstrukturdaten von NagSe,Oy: orthorhombisch, Raumgruppe

Pnma (Nr.62), a=15772(7), b=781.7(3), ¢=1475.5(7) pm, V=
1819.1(18) A3, p,., =3.205 gem™3, Z=4, u(Moy,,)=8.428 mm™!,
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Totalsynthese von (+)-Ratjadon**

Mathias Christmann, Ulhas Bhatt, Monika Quitschalle,
Eckhard Claus und Markus Kalesse*

Das Polyketid Ratjadon 1 wurde 1994 von Hoéfle et al. aus
dem Myxobakterienstamm Sorangium Cellulosum (So ce360)
isoliert.! Strukturell wie auch in seinem biologischen Profil
dhnelt es den Leptomycinen!? und Callystatin A.5# Ratjadon
weist eine hohe Cytotoxizitidt gegeniiber der Mauszelllinie
1929 auf (ICs, =50 pgmL~") und inhibiert das Wachstum der
HeLa-Zelllinie bei bemerkenswert niedriger Konzentration
(40 pgmL1). Neben anderen interessanten biologischen Ef-
fekten, wie z. B. der Anderung der Zellmorphologie von Hefe,
zeigt Ratjadon ein enges antibiotisches Spektrum gegen
Mucor hiemalis, Phythophthora drechsleri, Ceratocystis ulmi
und Monila brunnea mit MIC-Werten (MIC = minimale
inhibierende Konzentration) von 0.04 bis 0.6 ugmL 5! Trotz
dieser viel versprechenden biologischen Eigenschaften sind
weder der genaue Wirkmechanismus noch die molekularen
Targets bekannt.

Hier berichten wir iiber die erste Totalsynthese von
Ratjadon.[! Mit unserem Ansatz sind wir in der Lage, die
biologisch aktiven Strukturelemente durch die konvergente
Synthese von Analoga zu untersuchen. Da zu Beginn unserer
Arbeiten lediglich die relative Konfiguration der Tetrahydro-
pyran-Untereinheit (C17-C21) bekannt war, mussten wir
eine Strategie entwerfen, nach der alle moglichen Stereoiso-
mere rasch synthetisiert werden konnen.! Bei unserer retro-
synthetischen Analyse wihlten wir daher die beiden Dien-
Systeme als geeignete Schnittstellen fiir den Aufbau von
Ratjadon (Schema 1). Daraus ergaben sich das Tetrahydro-
pyran-Fragment A, das Phosphoniumsalz B und der Aldehyd
C als geeignete Vorstufen. In der Synthese werden zunéchst B
und C durch eine Wittig-Reaktion verkniipft, der eine Heck-
Reaktion mit dem A-Fragment folgt.

Die Synthese von A begann mit der Transamidierung des
von Evans beschriebenen Aldoladdukts 26 zum Weinreb-
Amid® (Schema 2). Nach dem Schiitzen der Hydroxygruppe
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Ratjadon 1
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Schema 1. Retrosynthetische Analyse von Ratjadon. TBS = tert-Butyldi-
methylsilyl.
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Schema 2. Synthese des A-Fragments. a) MeONHMe-HCl, Me;Al,
CH,(Cl,, —20 —25°C; b) TBSOTH, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, —78°C; c) Dibal-
H, THF, —78°C, 83% (iiber drei Stufen); d) BF;-Et,0, CH,Cl,, Et,0,
—178°C, 67%; ¢) TBSOTT, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, —78°C; f) Dibal-H, THF,
—178°C; g) mCPBA, NaHCO;, CH,Cl,, 0°C, 85% (iiber drei Stufen);
h) TBAF, THF, 88 %; 1) Amberlyst-15, THF, 93 %; k) TBSOT{, 2,6-Lutidin,
CH,Cl,, —78°C, 87%; 1) CHCl;- HCl, 97 %; m) Dess-Martin-Periodinan,
CH,Cl,, 0°C, 92%; n) Tebbe-Reagens, THF, 0°C, 95 %. Dibal-H = Diiso-
butylaluminiumhydrid; mCPBA = m-Chlorperoxybenzoesdure; TBAF =
Tetra-n-butylammoniumfluorid; TBSOTf = tert-Butyldimethylsilyltrifluor-
methansulfonat; Tebbe-Reagens = [Cp,Ti(u-CH,)(u-Cl)AlMe,].

(TBS) und der Reduktion mit Dibal-H wurde der Aldehyd 3
erhalten. Die all-syn-Stereotriade (C19-C21) wurde durch
eine vinyloge Mukaiyama-Aldolreaktion['”) aufgebaut. Die
Umsetzung von 3 mit dem Ketenacetal 4 und BF;- OEt, als
Lewis-Sdure lieferte den a,B-ungesattigten Ester 5§ mit einer
Selektivitit von 3:1 zugunsten des gewiinschten Felkin-Ahn-
Produkts. Nach der Silylierung der Hydroxygruppe und der
Reduktion des Esters wurde der Allylalkohol 6 diastereose-
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lektiv (de >95% zugunsten des anti-Isomers) mit mCPBA
epoxidiert.'!! Die TBS-Schutzgruppen wurden mit TBAF
entfernt und das Epoxid wurde intramolekular mit Am-
berlyst-15 (6-exo-Ringschluss) gedffnet.'2! Nach dem Schiit-
zen aller Hydroxygruppen (TBS) gelang es, die primére
Hydroxygruppe selektiv mit CHCIl,/HCI!'! zu entschiitzen.
Durch Dess-Martin-Oxidation"¥l des priméren Alkohols und
anschlieBender Tebbe-Olefinierung!™> wurde das A-Fragment
erhalten.

Die Synthese des B-Fragments ist in Schema 3 dargestellt.
Das aus (S)-3-Hydroxyisobuttersidure hergestellte Alkin 91!
wurde nach der Vorschrift von Negishi et al.l'”? carbometal-
liert und dann mit Iod umgesetzt. Das so erhaltene Vinyliodid
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Schema 3. Synthese des B-Fragments. a) [Cp,ZrCl,], AlMe;, I,, CH,Cl,,
THF, —15—25°C, 83 %; b) Dess-Martin-Periodinan, CH,Cl,, 0°C, 81 %;
¢) (CF,CH,0),P(O)CHMeCO,Et, KHMDS, [18]Krone-6, THF, —78°C,
85%; d) Dibal-H, CH,Cl,, —78°C, 77%; ¢) CBr,, Ph,P, CH,CN; f) Bu,P,
CH;CN, 87 % (iiber zwei Stufen). KHMDS = Kaliumhexamethyldisilaza-
nid.

10 wurde mit dem Dess-Martin-Periodinan oxidiert. Durch
nachfolgende Still-Gennari-Olefinierung'®l wurde die trisub-
stituierte Z-Doppelbindung eingefiihrt. Nach der Reduktion
des Esters 11 mit Dibal-H wurde der Allylalkohol zunéchst in
ein Bromid (CBr,, PPh;) und anschlieBend mit Tributylphos-
phan? in das Phosphoniumsalz B iiberfiihrt.

Der Schliisselschritt fiir den Aufbau des C-Fragments ist
eine asymmetrische Hetero-Diels-Alder-Reaktion!  zwi-
schen 1-Methoxybutadien und Ethylglyoxylat (Schema 4).
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Schema 4. Synthese des C-Fragments. a) Ti(OiPr),, (+)-BINOL, 4-A-
Molekularsieb, CH,Cl,, 65%; b) LiAlH,, Et,0, 0°C; c¢) iPrOH, PPTS;
d) Swern-Oxidation, 77 % (iiber drei Stufen). BINOL =2,2'-Dihydroxy-
1,1’-binaphthyl; PPTS = Pyridinium-p-toluolsulfonat.

Als chirale Lewis-Sdure wurde ein Katalysator aus Ti(OiPr),
und (+)-BINOL verwendet (10 Mol-% ). Die Hetero-Diels-
Alder-Reaktion lieferte die Verbindung 12 als Mischung des
endo- und des exo-Addukts (56 % de fiir das endo-Addukt) in
hoher Enantioselektivitat (90 % ee) mit in beiden Diastereo-
meren R-konfiguriertem C5. Der Ester 12 wurde mit LiAIH,
zum Alkohol 13 reduziert. Wiahrend unserer Untersuchungen
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zeigte sich, dass das -Anomer wihrend der Wittig-Reaktion
mit dem Aldehyd C partiell an C5 epimerisiert. Daher
iiberfithrten wir das - in das thermodynamisch stabilere a-
Anomer, indem wir die Methoxy- durch eine Isopropyloxy-
gruppe substituierten.’”) Durch die abschlieBende Swern-
Oxidation!l wurde das C-Fragment in 50 % Gesamtausbeute
erhalten.

Nun war der Weg fiir die Verkniipfung der einzelnen
Fragmente bereitet (Schema5). Die Wittig-Reaktiond
zwischen dem Aldehyd C und dem Phosphoniumsalz B in
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Schema 5. Kupplung der drei Fragmente. a) tBuOK, Toluol, 0°C, 76 %;
b) Pd(OAc),, Bu,NBr, Cs,CO;, Et;N, DMF, 65 %; c) Aceton/H,0, PPTS,
83%; d) TPAP, NMO, 4-A-Molekularsieb, CH,Cl,, 77 %; ¢) HF - Py, THF,
Py, 76%. NMO = N-Methylmorpholin-N-oxid; Py=Pyridin; TPAP =
Tetra-n-propylammoniumperruthenat.

Toluol mit KO/Bu als Base lieferte das Vinyliodid 15 in 76 %
Ausbeute. Diese Verbindung wurde nun in einer Heck-
Reaktion” mit dem A-Fragment gekuppelt. Bei dieser
Reaktion waren die Jeffery-Bedingungen! einer Reihe
anderer Bedingungen mit Pd’-Quellen wie [Pd(PPh;),] und
[Pd(dba),] (dba =Dibenzylidenaceton) iiberlegen. Das Ace-
tal 16 wurde unter schwach sauren Bedingungen (PPTS, H,O,
Aceton) hydrolysiert und das so erhaltene Hemiacetal mit
TPAP/NMOP4 zum a,B-ungesittigten Lacton oxidiert. Die
Entschiitzungsversuche mit TBAF, Tris(dimethylamino)-
schwefel-trimethylsilyldifluorid (TASF) und HF - Pyridin wa-
ren erfolglos. Lediglich HF - Pyridin in THF unter Zusatz von
weiterem PyridinY fiihrte zur glatten Umsetzung zu Ratja-
don.

Der Vergleich der spektroskopischen Daten (‘H-NMR,
Circulardichroismus (CD), Drehwert) der von uns syntheti-
sierten Verbindung mit denen einer authentischen Probe des
Naturstoffs ergab, dass beide Verbindungen identisch sind.!
Somit sind die Zentren C5, C10 und C16, deren Konfigura-
tionen bisher unbekannt waren, R-konfiguriert.?’! Die von
uns vorgestellte Ratjadon-Synthese umfasst 18 lineare Stufen
bei 6.8% Gesamtausbeute. Wir konnten zeigen, dass die
intermolekulare Heck-Reaktion eine interessante Alternative
zu Stille- oder Suzuki-Kupplungen in der Synthese komplexer
Naturstoffe ist. Diese verldssliche Syntheseroute ermoglicht

Angew. Chem. 2000, 112, Nr. 23

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

es, Strukturanaloga herzustellen, mit denen die von Ratjadon
beeinflussten zelluldiren Prozesse untersucht werden kon-
nen.’!
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Ein durch Doxycyclin reguliertes allosterisches
Ribozym™**

Nicolas Piganeau, Andreas Jenne, Vincent Thuillier*
und Michael Famulok*

Spezifisch ligandenbindende Nucleinsduren (Aptamere)
konnen isoliert werden, indem man den ,,Strukturraum®
grofler kombinatorischer Nucleinsdure-Bibliotheken mit Hil-
fe der In-vitro-Selektion nach funktionalen Sequenzen durch-
sucht.'?l Fiir die Isolierung von Aptameren, die ihre Ligan-
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Viele RNA-Aptamere, die eine grofe Bandbreite an
Molekiilen erkennen, wurden auf diese Weise isoliert und
genau charakterisiert. Detaillierte Strukturuntersuchungen
an vielen Aptamer/Ligand-Komplexen zeigten, dass die
Bildung des Komplexes in der Regel mit starken Konforma-
tionsé@nderungen einhergeht, wobei die Aptamerstruktur sich
nur in Gegenwart des Liganden durch adaptive Bindung stabil
ausbilden kann.*"") Diese Eigenschaft von Aptameren wurde
bereits fiir die rationale Entwicklung kiinstlicher allosteri-
scher Ribozyme herangezogen. Diese konnen durch nieder-
molekulare Liganden aktiviert oder inhibiert werden, wenn
sie an eine entsprechende spezifische Aptamersequenz bin-
den, die unmittelbar an eine Ribozymsequenz fusioniert
wurde.[>-19]

Wir stellen hier die Ergebnisse einer neuen In-vitro-Selek-
tionsstrategie vor, die auf der allosterischen Inhibierung eines
kovalent an eine randomisierte RNA-Bibliothek fusionierten
Hammerhead-Ribozyms durch das Antibiotikum Doxycyclin
1 bei sehr geringen Konzentrationen basiert. Nach 16 Selek-

Doxycyclin 1

Tetracyclin 2

tionsrunden konnten wir Ribozyme isolieren, die mit bemer-
kenswerter Spezifitdt und mit Inhibierungskonstanten bis zu
20 nm durch 1 inhibiert wurden. Doxycyclin 1 wurde als
»Schaltermolekiil“ gewihlt, weil es ein fiir hohere Eukaryon-
ten nicht toxisches, zellpermeables kleines Molekiil ist. Ein
allosterisches, auf 1 reagierendes Ribozym konnte daher
potentiell fiir die Entwicklung konditionaler Genexpressions-
systeme eingesetzt werden, die auf der Spaltung von mRNAs
durch inserierte Hammerhead-Ribozyme basieren, je nach-
dem, ob 1 in der Zelle vorhanden ist oder nicht.

Das Design der randomisierten Bibliothek ist aus Ab-
bildung 1a abzuleiten. Allosterische Ribozyme wurden in
fritheren Arbeiten durch rationales Design erhalten, indem
man die Aptamer-RNA mit der Helix IT fusionierte.l' ' Wir
wihlten diese Stelle ebenfalls fiir die Positionierung der
randomisierten Sequenz, da sie fiir die Aktivitdt des Ham-
merhead-Ribozyms wichtig ist.'! Um eine Bibliothek mog-
lichst aktiver Ribozyme zu erhalten, wurden deshalb die
ersten zwei Basenpaare der Helix beibehalten. Den Verlauf
der Selektion zeigt Abbildung 1 c. Nach fiinf Selektionscyclen
wurde eine Anreicherung des Pools mit Doxycyclin-inhibier-
ten Ribozymen detektiert. Ein Kontrollexperiment ohne 1
zeigte jedoch, dass der selektierte Pool nur schwach auf den
Liganden reagierte: In Gegenwart von Doxycyclin 1 wurden
14% der RNA im Schritt 4 (Abbildung 1b) eluiert, wihrend
im Negativkontrollexperiment ohne 1 noch 10% eluiert
werden konnten.

Wir vermuteten deshalb, dass sich im Laufe der Selektion
parasitire Ribozyme mit angereichert hatten, die sich in
unterschiedliche Konformationen falten, von denen einige
spaltungsaktiv, andere inaktiv in der Spaltung sind. Wéahrend
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