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Diels-Alder-Reaktionen in Biosynthesen

Seit kurzem ist bekannt, dass Diels-Alder-Cycloadditionen zum

Angewandte
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Reaktionsrepertoir lebender Systeme gehoren. Es gibt auch Anzeichen

fiir eine vermittelnde Wirkung von Enzymen in Diels-Alder-Reak-
tionen bei der Biosynthese von Sekunddrmetaboliten. 2002 jdhrte sich

der Geburtstag von Alder zum 100. Mal und waren 75 Jahre seit der

Entdeckung der Diels-Alder-Reaktion vergangen. Es scheint, als ob

lebende Systeme schon vor Aonen diese iiberaus vielseitige und

niitzliche Ringschlussreaktion entdeckt hdtten und seitdem zum
Aufbau komplexer Naturstoffe nutzen. Wir geben hier einen Uber-

blick iiber Naturstoffe verschiedener Verbindungsklassen (Polyketide,

Isoprenoide, Phenylpropanoide, Alkaloide), bei deren Biosynthese
eine Beteiligung von Diels-Alder-Reaktionen, katalysiert oder unka-

talysiert, vermutet wird.

1. Einleitung

Die Diels-Alder-Reaktion ist ein leistungsfihiges Verfah-
ren in der organischen Synthese zur Kniipfung von Kohlen-
stoff-Kohlenstoff-Bindungen. Sie ermoglicht einen einfachen,
stereospezifischen Zugang zu sechsgliedrigen Ringen.l!! Es
wird spekuliert, dass sich auch die Natur beim Aufbau einiger
Sekundirmetabolite dieser Reaktion bedient.[” Viele der auf
dieser Annahme beruhenden Biosynthese-Vorschldge ent-
halten die Moglichkeit einer enzymatischen Katalyse der
[4+2]-Cycloaddition, die zum Naturstoff mit der ,,richtigen*
Konfiguration fithrt. Grundséitzlich katalysieren Enzyme
Reaktionen durch Stabilisierung der Struktur und Ladung
des sich bildenden Ubergangszustands. Bei den meisten
dieser Reaktionen unterscheiden sich sowohl das Substrat
als auch das Produkt strukturell deutlich vom Ubergangszu-
stand. Daher sind sowohl das Produkt als auch das Substrat
lockerer an das Enzym gebunden als der aktivierte Komplex,
was die Katalyse ermoglicht. Bei Diels-Alder-Reaktionen ist
jedoch der Ubergangszustand hoch geordnet und #hnelt
strukturell sehr dem Produkt. Ein Enzym, das diesen Uber-
gangszustand stabilisiert, sollte auch das Produkt stark binden
und dadurch inhibiert werden. Ein Fortschreiten der Reak-
tion und eine Katalyse wéren also ausgeschlossen. Alternativ
kann die freie Aktivierungsenergie einer Reaktion auch
durch eine Erhohung der Grundzustandsenergie der Reak-
tanten erniedrigt werden. Bei Diels-Alder-Reaktionen
konnte das durch Einfithren einer Torsionsspannung in
Dienophil oder Dien bewerkstelligt werden, es ist aber
schwierig, eindeutige Beispiele dafiir in der Literatur zu
finden. Die Aussicht auf den Nachweis einer Diels-Alderase
ist daher fiir mechanistisch arbeitende Enzymologen verlo-
ckend, da hieriiber auch ein in der Natur neuartiger
Katalysemechanismus entdeckt werden konnte.

Bis vor kurzem war unklar, ob Diels-Alderasen existieren.
Die Katalyse von Diels-Alder-Cycloadditionen durch Bio-
molekiile ist dagegen seit einigen Jahren bekannt. 1989
berichteten Hilvert et al. als erste iiber die Katalyse einer
Diels-Alder-Reaktion durch Antikérper.’! Sie gewannen
monoklonale Antikorper gegen das Hapten 1 (Schema 1),
das dem Ubergangszustand der Diels-Alder-Reaktion zwi-
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schen Tetrachlorthiophendioxid (3) und N-Ethylmaleimid (4)
dhnelt. Der Antikorper katalysiert die Diels-Alder-Reaktion,
indem das Dien 3 und das Dienophil 4 in einer reaktiven
Konformation gebunden werden, wodurch die Aktivierungs-
entropie erniedrigt wird. Eine Inhibierung des Katalysators
durch das Produkt findet nicht statt, da das labile Cycload-
dukt SO, abspaltet und das gebildete Produkt 5§ dem Hapten 1
nicht mehr dhnelt.

Braisted und Schultz verfolgten einen anderen Ansatz zur
Vermeidung der Produktinhibierung bei Antikorper-kataly-
sierten Diels-Alder-Reaktionen (Schema 1).#1 Sie zwangen
durch die Ethano-Briicke den Cyclohexenring des Haptens 6
in eine Konformation, die dem vermuteten Ubergangszu-
stand 7 der Diels-Alder-Reaktion zwischen dem acyclischen
Dien 8 und dem Dienophil 9 &dhnelt. Die Autoren argu-
mentieren, dass das Produkt 10 eine verdrehte Sesselkon-
formation der starren Bootkonformation, die durch das
Bicyclo[2.2.2]hapten 6 induziert wird, vorzieht. Dadurch
wird das Loslosen von der Bindungsstelle des Antikorpers
moglich. Bei der anschlieBenden Aufkldrung der Struktur
dieses katalytischen Antikorpers im Komplex mit dem
Hapten wurden 89 Van-der-Waals-Wechselwirkungen und
zwei Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Antikor-
per und dem Hapten nachgewiesen. Durch diese Wechsel-
wirkungen wird das Dienophil anscheinend aktiviert und die
relative Anordnung der gebundenen Substrate kontrolliert.P!

FEine andere Art von Biomolekiilen, die zur Katalyse der
Diels-Alder-Reaktion eingesetzt werden, sind Ribonuclein-
sduren (RNAs).Fl Thr Katalysemechanismus unterscheidet
sich allerdings drastisch von dem katalytischer Antikorper.
Weil die Aktivitdt der RNA-Diels-Alderase von der Spezifi-
tit der Base und der Koordination an ein Ubergangsmetall
abhingt, dhnelt der Mechanismus mehr dem einer Lewis-
Sdure-katalysierten Diels-Alder-Reaktion.

[*¥] Professor Dr. R. M. Williams, Dr. E. M. Stocking
Department of Chemistry
Colorado State University
Fort Collins, CO 80523 (USA)
Fax: (41) 970-491-3944
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Schema 1. Antikérper-Katalyse von Diels-Alder-Reaktionen.?4

Die Bedeutung der Proteinorganisation fiir Diels-Alder-
Reaktionen in biologischen Systemen und mogliche Kataly-
semechanismen war lange umstritten. Die Debatte lebte
kiirzlich, nach der Charakterisierung zweier natiirlich vor-
kommender potenzieller Diels-Alderasen, neu auf.¥1 Nach
der Isolierung dieser Enzyme ist nun auch die Diels-Alder-
Reaktion zu den Biosynthesereaktionen zu zdhlen.

Im Folgenden geben wir einen Uberblick iiber diejenigen
Naturstoffe, fiir deren Biosynthese Diels-Alder-Reaktionen,
katalysiert oder unkatalysiert, vorgeschlagen wurden. Sofern
entsprechende Informationen vorliegen, fassen wir auch die
Untersuchungen zusammen, die zu dieser Schlussfolgerung
fiihrten. Obwohl es zahllose Verbindungen gibt, deren
Struktur formal durch eine [4+2]-Cycloaddition entstanden
sein kann, beschriankt sich diese Ubersicht auf die Natur-
stoffe, die als mutmaBliche Diels-Alder-Cycloaddukte
beschrieben wurden. Der Aufsatz gliedert sich nach Verbin-
dungsklassen geméif ihrer biosynthetischen Bausteine: Poly-

Robert M. Williams wurde 1953 in New
York geboren und studierte an der Syracuse
University. Dort erhielt er 1975 den Grad
eines BA in Chemie. Seinen PhD erwarb er
1979 am MIT, anschliefiend war er Postdok-
torand an der Harvard University (1979—
) 1980). 1980 schloss er sich der Fakultdt der
Colorado State University an und wurde
2002 zum University Distinguished Professor
ernannt. Sein Forschungsinteresse gilt der To-
talsynthese von Naturstoffen, der Untersu-
chung von Biosynthesewegen und Wechsel-
wirkungen von Krebstherapeutika mit DNA
sowie dem Design und der Synthese von
Antibiotika.

3188  © 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

ketide (Acetat), Isoprenoide (Mevalonat), Phenylpropanoide
(Shikimisdure) und Alkaloide (Aminosduren). Diese Auf-
teilung ist oft etwas kiinstlich, weil zahlreiche Stoffe bio-
chemisch gemischten Ursprungs sind (z.B. Cytochalasine,
Pycnidione und Brevianamide).

2. Polyketide

Da sich Polyketide von Acetat ableiten, ist diese Verbin-
dungsklasse besonders gut fiir Isotopenmarkierungsuntersu-
chungen geeignet, weil z. B. isotopenmarkierte Vorstufen gut
zuginglich und vergleichsweise billig sind und in Fiitterungs-
experimenten oft gut in die entsprechenden Sekundir-
metabolite eingebaut werden. Es ist daher kaum iiberra-
schend, dass ein Grofiteil der experimentellen Daten zu
natiirlichen Diels-Alder-Reaktionen aus Biosyntheseuntersu-
chungen an Polyketiden gewonnen wurde. Auch Lovastatin
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und Makrophomséure, fiir die Enzyme (Diels-Alderasen)
isoliert wurden,”® sind Polyketide.

2.1. Decalin-Polyketide
2.1.1. Lovastatin (Mevinolin)

Lovastatin (11), auch bekannt unter dem Namen Mevi-
nolin, ist ein wirkungsvoller Inhibitor der Cholesterin-Bio-
synthese beim Menschen und ein klinisch niitzliches und sehr
erfolgreiches Medikament. Aus Fiitterungsexperimenten
mit dem produzierenden Pilzstamm, Aspergillus terreus
(ATCC20542), mit [1-3C]-, [2-BC]-, [1,2-8C,]-, [1-B3C,
1-80,]-, [1-C,2-H;]- und [2-13C,2-?H;]Acetat ist bekannt,
dass 11 aus einer C5- und einer C,-Einheit besteht und durch
die Kopf-Schwanz-Verkniipfung von Acetat gebildet wird
(Schema 2).! Interessanterweise konnte von den fiinf Sauer-
stoffatomen in Lovastatin nur das an C11 eindeutig Acetat als
Quelle zugeordnet werden. Die beiden Methylgruppen an C2
und C6 stammen aus S-Adenosylmethionin (SAM), wie durch

11, Lovastatin
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Schema 2. Herkunft der Kohlenstoffatome von Lovastatin (11) und
méglicher Verlauf der Biosynthese.'%
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Fiitterungsexperimente mit ['3*CH;]Methionin gezeigt werden
konnte.

Durch Subkulturselektion wurde ein neuer Stamm von
A. terreus (MF 4845) erhalten, der 11 in einer wesentlich
hoheren Ausbeute produziert (200 mg pro Liter Kultur),
sodass der Ursprung der Sauerstoffatome von 11 genauer
untersucht werden konnte.'”] Die Fermentation von A. fer-
reus in einer '¥0,-angereicherten Atmosphire bewies, dass
das Sauerstoffatom an C8 aus molekularem Sauerstoff
stammt. Die Ergebnisse eines anderen Fiitterungsexperi-
ments mit [1-3C,1-%0,]Acetat wiesen darauf hin, dass die
Sauerstoffatome an C1’, Cl11, C13 und C15 aus Acetat
stammen. Basierend auf diesen Resultaten wurde der in
Schema 2 vorgeschlagene Biosyntheseweg formuliert.10
Vederas, Hutchinson et al. vermuteten, dass die an der
Biosynthese von 11 beteiligten Enzyme denen der Fettsdure-
biosynthese dhneln.”"3l Demnach kénnte die Kondensation
von Acetat (iiber Malonat) zum Trien 12 mit anschlieBender
endo-selektiver Diels-Alder-Cycloaddition zum Decalin 13
fihren.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden die Analoga
14 sowohl durch thermische als auch durch Lewis-Sdure-
katalysierte Diels-Alder-Cyclisierungen des Thioesters 15a,
des Ethylesters 15b und der S&ure 15c¢ synthetisiert
(Schema 3).' Bei der thermischen Cyclisierung betrug das
Produktverhiltnis endo(14¢):exo(14d) 1:1, vermutlich wegen
der sesselartigen Konformation des Ubergangszustands mit
pseudodquatorialer Anordnung der Methylseitenkette. Das
endo-Produkt 14a (das iiber einen Ubergangszustand mit
pseudoaxialer Stellung der Methylseitenkette entstehen
miisste) mit der gleichen Konfiguration wie 11 wurde nicht
nachgewiesen. Die Lewis-Sdure-katalysierte Diels-Alder-
Reaktion lieferte die beiden gleichen Produkte wie die
thermische Reaktion, das endo:exo-Verhiltnis betrug aber
9:1 fir 15b und 19:1 fiir 15a. Das Fehlen von 14a bei den
Laborversuchen legt eine Enzymkatalyse der Diels-Alder-
Cyclisierung bei der Biosynthese von 11 nahe.

In vivo wurde die Diels-Alder-Aktivitdt in Fiitterungs-
experimenten mit Aspergillus terreus (MF 4845) und 15a
unter unterschiedlichen Bedingungen untersucht; verfiittert

X
Me
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15b, X= OFt
15¢,X=CH l l

OVX ny
Me Me H

14c, trans-anelliert 14d, cis-anelliert

thermisch: 101
Lewis-Sé&ure: 9 1 X=OFEt
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Schema 3. In-vitro-Synthese der Decaline 14 durch Diels-Alder-Cyclisierung der Triene 15. Thermisch: Toluol, 160°C, 4 Tage; Lewis-Saure-kataly-

siert: 0.9 Aquiv. EtAICl,, RT, 3 h.0
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wurde an C2 und CI11 C-markiertes 15a (Schema 4).['!
Diese markierte Vorstufe kann durch p-Oxidation leicht in
kleinere Bausteine (z.B. Acetat) gespalten werden. Der
Einbau der vollstindigen Vorstufe wiirde zur *C-Markierung
benachbarter Kohlenstoffatome fithren, die durch “C-3C-
Kopplung im NMR-Spektrum erkennbar wére. Nach Fiitte-
rung mit [2,11-1*C,]-15a trat allerdings keine *C-1*C-Kopp-
lung in den NMR-Spektren auf. Anscheinend wird 15a
katabolisiert, bevor es eine Cycloaddition eingehen kann.

Schema 4. Fiitterungsexperimente mit [2,11-"*C,]-15a zur Untersu-
chung der Diels-Alder-Aktivitit von A. terreus (MF 4845).']

Schema 5 gibt einen Uberblick iiber den angenommenen
Verlauf der Biosynthese von 11 sowie die Rolle der hieran
beteiligten Gene lovB und lovC. Vederas und Hutchinson
et al. bewiesen, dass Dihydromonacolin L (25), ein Interme-

R. M. Williams und E. M. Stocking

diat bei der Biosynthese von 11,/”) auch vom heterologen
Wirt Aspergillus nidulans gebildet wird, wenn dieser die Gene
lovB und lovC aus Aspergillus terreus enthilt.'®l Ferner
entstehen bei der Expression des durch lovB kodierten
Proteins (Lovastatin-Nonaketid-Synthase, LNKS) ohne das
Protein LovC verkiirzte Pyrone, weil die Enoyl-Reduktion
auf der Stufe des Tetraketids nicht effizient ablduft. Diese
Ergebnisse wurden als Indizien fiir die katalytische Aktivitat
von LNKS bei Diels-Alder-Reaktionen interpretiert.[”- 13
Die enzymatische Aktivitdt von LNKS wurde am Ana-
logon 15a der vermuteten Cycloadditionsvorstufe getestet.
Der N-Acetylcysteamin(NAC)-Ester 15a (Schema 6) wurde
einer wassrigen, gepufferten Losung des reinen homogenen
LNKS-Proteins zugesetzt.! Das endo-Diels-Alder-Produkt
14a mit der gleichen Konfiguration wie 11 wurde zusammen
mit den Produkten 14c¢ und 14d der nichtenzymatischen
Reaktion erhalten (14a:14c:14d=1:15:15). Das cis-ver-
kniipfte Produkt 14b wurde in keinem der Versuche nachge-
wiesen. Wurde 15a zu thermisch denaturiertem LNKS
gegeben, wurden 14¢ und 14d, aber kein 14a gebildet. Die
Cycloaddukte 14¢ und 14d entstehen aus einem Ubergangs-
zustand, bei dem die Methylgruppe an C6 sterisch giinstig
pseudoiquatorial angeordnet ist. Im zu 14a fiihrenden Uber-
gangszustand muss diese Methylgruppe eine sterisch stirker
gehinderte pseudoaxiale Orientierung einnehmen. LNKS
scheint also das Substrat in einer Konformation zu binden,

lovB: LNKS | KS AT/MT DH MeT (ER) KR AC|>
AcCoA ‘+ Malonyl-Co-A IovC-Protein
' Me Me r on O SENZ e o senz,
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Schema 5. Méglicher Biosyntheseweg zu Lovastatin (11). Der Kasten beinhaltet Reaktionen, die durch LNKS und das Protein LovC katalysiert
werden. Die Dominen fiir LNKS und LovC wurden homolog zu den Sequenzen anderer Polyketid-Synthase (PKS)-Proteine zugeordnet.”l KR = Keto-
Reduktase, DH = Dehydratase, MeT = Methyl-Transferase, ER = Enoyl-Reduktase, KS = f-Ketoacyl-Synthase, ACP = Acyltrigerprotein, AT/MT =Ace-

tyl-/Malonyl-Transferase.
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Schema 6. Synthese von 14 in vitro durch eine enzymatische Diels-Alder-Cyclisierung.l”

die dem 14a liefernden endo-Ubergangszustand #hnelt (ana-
loge Wirkungsweise wie katalytische Antikorper). Eine
Wasserstoffbriickenbindung des Carbonylsauerstoffatoms im
aktiven Zentrum von LNKS macht zudem das Dienophil
elektronendrmer, dhnlich der Lewis-Sdure-Katalyse von
Diels-Alder-Reaktionen im Labor. Weil 14a in Gegenwart
von denaturierter LNKS nicht gebildet wurde, kann die
asymmetrische Induktion der Diels-Alder-Reaktion nicht von
der unspezifischen Bindung eines chiralen Proteins her-
rithren.l'" LNKS ist also die erste natiirliche, in Reinform
erhaltene Diels-Alderase.”]

2.1.2. Solanapyrone

Andere Decaline polyketidischen Ursprungs, deren Bil-
dung vermutlich iiber eine [44-2]-Cycloaddition verlduft, sind
die Solanapyrone, Phytotoxine des pathogenen Pilzes Alter-
naria solani.™ Durch Fiitterungsexperimente mit einfach und
mehrfach isotopenmarkiertem Acetat und [*CH;]Methionin
wurde der Ursprung aller Kohlenstoffatome in Solanapy-
ron A (26) aufgeklirt.'! Die Ergebnisse sind in Schema 7
wiedergegeben. Da nach Fiitterung von [1-13C,1-80,]Acetat
im *C-NMR-Spektrum von 26 die Signale fiir C13 und C15
hochfeldverschoben sind, ist ausgeschlossen, dass das Poly-
ketid durch oxidative Spaltung einer lingerkettigen Vorstufe
gebildet wird. Ferner scheint C15 das terminale Kohlenstoff-
atom des Polyketids gewesen zu sein. In Fiitterungsexperi-
menten mit [1-3C2-2H;]- und [2-'3C,2-2H;]Acetat wurde die
Herkunft der Wasserstoffatome aufgekladrt und der Erhalt des
(pro-S)-Wasserstoffatoms durch die Enoyl-Reduktase nach-

Me-"*Cjmet "cHO
H e |\ 'QO.Q.\% OMe
8 Y- )_{ - . l
2 i “ e
50 z s Me.
" a0
2H” \/\/ 2y

Schema 7. Einbau von isotopenmarkiertem Acetat und Methionin in Solanapyron A (26).1'¢!
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gewiesen. Die Konfiguration an C1, C2, C5 und C10, die
Position der Doppelbindung und die Konfiguration von C5
und C7 mit den aus Acetat stammenden Deuteriumatomen
lassen sich mit der Annahme vereinbaren, dass das Decalin-
Ringsystem iiber eine Diels-Alder-Reaktion aufgebaut wird.

Auch die Isolierung des Nebenprodukts Solanapyron D
(27), eines Diastereomers von 26, stiitzt die Hypothese einer
Diels-Alder-Reaktion bei der Biosynthese.'”l Wegen der
Drehbarkeit um die C5-C6-Bindung konnte die Diels-
Alder-Reaktion zum exo- oder zum endo-Cycloaddukt
fithren (Schema 8). Dreiding-Modelle lassen eine dhnliche
Stabilitidt fiir die beiden Ubergangszustinde 28 und 29
vermuten; die biomimetische Synthese von 26 ergab aber
ein Produktverhéltnis von 2:1 zugunsten des endo-Addukts
27.81 Dagegen ist im lebenden Organismus das exo-Produkt
das Hauptisomer, was der erste Hinweis auf eine enzymver-
mittelte Reaktion war.

Weitere Anhaltspunkte fiir eine Diels-Alder-Reaktion bei
der Biosynthese der Solanapyrone lieferte der Einbau der
achiralen deuterierten Triene 30 und 31 bei der In-vivo-
Synthese von 26 und 32.'%21 Der Einbau der Vorstufe 30
zeigte einen Verlust an Deuterium an C17 an. Im *H-NMR-
Spektrum dnderte sich das Verhéltnis der Integrale fiir die
Signale von Deuterium an C17 zu Deuterium an C18 von 2:3
(30) zu 1:4.3 (26) bzw. 1:5.1 (32). Gleiche Deuterierungsgrade
fiir 26 und 32 weisen darauf hin, dass 26 zu 32 reduziert wird
und beide Trienvorstufen 30 und 31 zum gleichen Interme-
diat, vermutlich dem C17-Aldehyd Prosolanapyron II (33),
oxidiert werden. Fiitterungsversuche mit 33 waren wegen
dessen hoher Reaktivitédt nicht moglich: In wissriger Umge-
bung tritt spontan endo-Cyclisierung ein.

Wegen dieser Reaktivitidt ist 33 wahr-
scheinlich das direkte Edukt fiir die Diels-
Alder-Cyclisierung (Schema 8). Der Einbau
von [*H;]-31 mit nahezu unveridndertem
Deuterierungsgrad belegt den Einbau der
intakten Dien-/Dienophilvorstufe. Da die
isotopenmarkierten Verbindungen 34 und
35 nicht in 26 oder 27 eingebaut wurden, tritt
die Diels-Alder-Reaktion also wahrschein-
lich nach der Oxidation ein.

Enzymaktivitit wurde auch im zellfreien
Extrakt von Alternaria solani nachgewiesen,
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OHC

CH) )

CH,OH

27, Solanapyron D 36, Solanapyron E

Nebenprodukt

Schema 8. Einbau deuterierter Triene in die Solanapyrone A (26) und D (27). Das Thioacetal von 27 ist bei der Laborsynthese das Hauptprodukt

(2:1).002

wobei die Umsetzung von 33 zu den Solanapyronen A (26)
und D (27) katalysiert wurde. Die Ausbeute betrug 25 %, das
Verhiltnis von exo- zu endo-Cycloaddukt 53:47.21 Da bei
einem Kontrollexperiment mit denaturiertem Enzym dieses
Verhiltnis nur 3:97 betrug und nur 10% des Ausgangsstoffs
umgesetzt wurden, wurde diese Stereoselektivitit im zell-
freien Extrakt als Anzeichen fiir enzymatische Aktivitit
interpretiert.

Die Ausbeute bei der Umsetzung von 31 mit nicht
gereinigtem Enzym betrug 25% (19% 26 und 27, 6% 33)
mit einem exo/endo-Cycloadditionsverhéltnis von 85:15 und
einer optischen Reinheit (fiir 26) von 99 % ee. Die optische
Reinheit von aus 33 gebildetem 26 betrug 92 % ee. Weil dieser
Wert niedriger ist als der bei der Bildung aus 31, scheint ein
einziges Enzym die Oxidation und die Cycloaddition zu
katalysieren und fiir die Entstehung der optisch reinen
Solanapyrone im lebenden System verantwortlich zu sein.
Die Unterdriickung der enzymatischen Cycloaddition von 31
bei Abwesenheit von Sauerstoff (Argonatmosphire) ist dafiir
ein weiterer Beleg.

2.1.3. Nargenicin

Nargenicin (37) ist ein Polyketidantibiotikum aus Nocar-
dia argentinensis und enthilt ein makrocyclisches Lacton, das
mit einem cis-Octahydronaphthalin(Octalin)ring verkniipft
ist. Biosynthetisch wird 37 aus fiinf Acetat- und vier Pro-
pionateinheiten gebildet.??) Nach Fiitterungsexperimenten
mit [1-1*C,1-180,]Acetat und [1-1*C,1-80O,]Propionat sollten
die Sauerstoffatome an C1 und C11 aus Acetat und die an C9
und C17 aus Propionat stammen (Einschub in Schema 9). In
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Einklang damit deutet die Inkubation von N. argentinensis
mit BC-markiertem Acetat und Propionat in einer '8O,-
angereicherten Atmosphire auf molekularen Sauerstoff als
Quelle der beiden Ethersauerstoffatome an C2 und C13 und
der Hydroxygruppe an C18 hin.[?’!

Dass das Sauerstoffatom an C13 nicht aus Propionat
stammt, impliziert, dass die C4-C13-Bindung nicht in einer
Aldol-artigen Kondensationsreaktion gebildet wird. Das
intermedidre Auftreten des Tetraens 38 legt vielmehr eine
Diels-Alder-Cyclisierung nahe (Schema9). Durch den
Einbau der BC- und/oder *H-markierten NAC-Ester der
Vorstufen 40, 41, 42 und 44 (Schema 9) wiesen Cane et al.
nach, dass die Stereochemie und das Ausmaf der Oxidation
vor der Kettenverlidngerung festgelegt werden.?) Der Einbau
von [3C,]-44 ist ein weiteres Indiz fiir die Entstehung des cis-
Octalinrings in einer Diels-Alder-Cycloaddition.?*

2.1.4. Betaenon B

Betaenon B (45) ist ein Phytotoxin aus Phoma betae,
einem Pilz, der die Blattfleckenkrankheit an Zuckerriiben
verursacht. Aus Fiitterungsexperimenten mit [1-13C,1-180,]-
Acetat ist bekannt, dass nur das Sauerstoffatom an C16 von
45 aus Acetat stammt (Schema 10).! Fiir die fehlende '*O-
induzierte Isotopenverschiebung des Signals von C18 bei
diesem Versuch gibt es mehrere mogliche Erklarungen. Das
Sauerstoffatom kann aus molekularem Sauerstoff stammen,
die Markierung kann aber auch durch eine Austauschreak-
tion mit Wasser verloren gehen.

Die Produktion von 45 wurde durch Zugabe des P450-
Inhibitors Ancymidol (46) zu Kulturen von P. betae gehemmt,
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Schema 9. Biosynthese von Nargenicin (37).
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Cl HG

49, 5D-3307D “*-’ 46, Ancymiddl

Schema 10. Untersuchungen zur Biosynthese von Betaenon B (45).12524

und zwar proportional zur Inhibitormenge. Aulerdem wurde
das Desoxyderivat Probetaenon I (47) isoliert, das die Vor-
stufe von 45 sein und in einer intramolekularen Diels-Alder-
Reaktion aus dem Intermediat 48 gebildet werden konnte.[>]

Fiitterungsexperimente mit [1-"C]Acetat, [1,2-13C,]-
Acetat und [S-BCHj;]Methionin in Gegenwart des P450-
Inhibitors SD-3307D (49) lieferten isotopenmarkiertes 47,
wodurch belegt wurde, dass 47 in der Tat die Biosynthese-
vorstufe von 45 ist (Schema 10). AnschlieBende Fiitterung der
so erhaltenen unterschiedlichen Isotopomere von 47 fiihrte
zum Einbau dieser Vorstufen in 45 (6.02% FEinbau von [1-
4C]Acetat, 19.1% Anreicherung mit [1,2-'*C,]Acetat und

Angew. Chem. 2003, 115, 3186 —3223
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15 =
0-:.) g’ g2
=} H..| #H
5 [&""CH Methionin = Me._
w2
1o o @ 21

[11,15,19,2021-5C 4T

9.6% Anreicherung mit [S-*CH;]Methionin).??! Die Syn-
these von 47 durch eine intramolekulare Diels-Alder-Reak-
tion (IMDA) bestitigte dessen Struktur und stiitzte die
vorgeschlagene Biosyntheseroute.?’]

2.2. Makrocyclische Polyketide
2.2.1. Cytochalasine

Die Cytochalasine bilden eine grofie Klasse makrocycli-
scher Polyketide mit cytostatischen Eigenschaften.? Bis jetzt

wurden etwa 60 dieser natiirlich vorkommenden Mycotoxine
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isoliert.””) Gemeinsam ist den Cytochalasinen ein hoch
substituierter Perhydroisoindolring mit ankondensiertem
Makrocyclus, wobei sich vier Grundstrukturtypen A-D
unterscheiden lassen. Die Mehrzahl der Makrocyclen ist
carbocyclisch, es treten aber auch Lactone und cyclische
Carbonate auf.

Pyl
Pl

HN HN

(e} O o
A B
R= Phenyl, Indol-3-yl ~ R= Phenyl, Indol-3-yI

R R
HN_ /5 HN_ /0o
O o o I
C D
R= Phenyl R= Phenyl

In Fiitterungsexperimenten wurden Acetat,?**! Propio-
nat,**311 Methionin,*"3 Phenylalanin®! und Tryptophanf!
als Biosynthesevorstufen der Cytochalasine nachgewiesen.
Die Perhydroisoindolgruppe der Cytochalasine A (50) und B
(51) entsteht vermutlich in einer endo-selektiven intramole-
kularen Diels-Alder-Reaktion (Schema 11).281 Der Einbau
von Desoxaphomin (57) in 51 weist darauf hin, dass die
Oxidation zum Makrolid nach der mutmaBlichen Diels-
Alder-Cyclisierung stattfindet, was einen gemeinsamen Bio-
syntheseweg fiir die Cytochalasine nahe legt.’

Indirekte Hinweise auf die Diels-Alder-vermittelte Bio-
synthese der Cytochalasine erbrachten Fiitterungsexperi-
mente mit Biosynthesevorstufen®! und Inhibitorenf*! mit
Chaetomium subaffine. Dieser Organismus produziert Chae-
toglobosin A (58, Schema 12). Die Fiitterung von [1-1°C,
2-’H;]Acetat fiithrte zur Deuteriummarkierung an C8, C11
und C14.%1 Die Deuterierung an C8 und C14 schlieBt die
Entstehung des Perhydroisoindols und des Makrocyclus

H co.H

Phenylalanin

Schema 11. Mdgliche Biosynthese von Cytochalasin A (50) und B (51).128
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durch eine zuvor in Betracht gezogene C-C-Bindungsbildung
iiber eine Carbonylgruppe an C14 aus.”8! Nach Fiitterung von
[1-BC,1-80,]Acetat wurden markierte Sauerstoffatome an
C1 und C23 nachgewiesen. Kultivierung in einer '*O,-ange-
reicherten Atmosphire fiihrte dagegen zu einem Einbau von
180 an C6, C7 und C20, was durch entsprechende Hochfeld-
verschiebung der Signale im NMR-Spektrum belegt ist.l*]
Die Zugabe des Cytochrom-P450-Inhibitors Metyrapon
fithrte zur Bildung der Metabolite 59-62, mit 59 als Haupt-
produkt.B% Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde fiir 58
der in Schema 12 dargestellte Biosyntheseweg abgeleitet:
Intramolekulare Diels-Alder-Reaktion des angenommenen
Hexaens 63 fiihrt zu 59, das dann schrittweise zu 58 oxidiert
wird.

Hinweise auf eine Enzymbeteiligung bei der Diels-Alder-
Cyclisierung zu den Cytochalasinen stammen aus der Retro-
Diels-Alder-Reaktion von 59 (Schema 13). Dabei entsteht
nicht das erwartete Hexaen 63, vielmehr liefert die Pyrolyse
von 59 (180°C, geschlossenes Rohr) gleiche Mengen an
Edukt und dem Diastereomer 65.% Die fehlende Stereose-
lektivitédt dieser thermischen Diels-Alder-Reaktion stiitzt die
Hypothese einer enzymatischen Pridorganisation der Sub-
stratkonformation in vivo. Dadurch wird dort der endo-
Ubergangszustand begiinstigt, und es entsteht ausschlieBlich
59.

2.2.2. Cochleamycine

Wie Fiitterungsversuche mit [1-1*C]- und [2-BC]Acetat,
[1,2-BC,]Acetat und [3-*C]Propionsidure belegen, sind die
Cochleamycine A (66) und B (67) aus Streptomyces sp.
DT136 ihrem Ursprung nach Polyketide (Schema 14).57)
Der aus diesen Ergebnissen abgeleitete Biosyntheseverlauf
ist in Schema 15 dargestellt.

Ausgehend vom Intermediat 70 konnten die Oxidation
der allylischen Methylgruppe, eine intramolekulare Diels-
Alder-Reaktion und eine Aldolkondensation zu 66 fiihren.
Wahrscheinlich durch anschlieBende reduktive transanulare
Cyclisierung zwischen C4 und C16 und Eliminierung der
Hydroxygruppe an C16 wird 67 gebildet. Fiir die richtige
Konfiguration an den AB- und BC-Ringverkniipfungen kann

o
Me (||~ (0]
o
OIU/\__

A A
N ST
HN
o O
54
Me. OH

HN <0
A
0

50, Cytochalasin A, R= 0

57, Desoxaphomin

OH
51, Cytochalasin B, R=
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64, Chaetoglobosin J

58, Chaetoglobosin A

Schema 12. Méglicher Biosyntheseweg zu Chaetoglobosin A (58).5%

Me
Me
L)

—_—
~— HN /] Me

o

o Me
59 (endo) 65 (exo)

63

Schema 13. Retro-Diels-Alder-Reaktion der Vorstufe 59 von Chaetoglobosin A (58).1%
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? By 1[10{?1 Me
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19‘|J\ 30 H e 12
o 18 0= 15
J.H.U\OH 1 17 P16
OH
13 p - 1
[>-"ClPropicnséure 66, Cochlearmycin A 67, Cochlearmycin B

Schema 14. Einbau von Acetat und Propionséiure in Cochleamycin A (66) und B (67).57

das trans-Olefin an C6 entweder endo an die Dieneinheit in
11-trans-13-cis- oder exo an die Einheit in 11-cis-13-trans-
Konformation addieren (Einschub in Schema 15).

Angewandte

2.2.3. Ikarugamycin

Tkarugamycin (75)P% ist ein Mit-
glied einer kleinen Familie macrocycli-
scher Antibiotika aus Streptomyces
phaeochromogenes var. ikaruganensis
Sakai, die ein ungewohnliches, weitge-
hend hydriertes as-Indacen-Ringsy-
stem aufweisen. Zu dieser Familie
gehoren auch Lepicidin A (76,
A83543A)1 und Capsimycin (77).14]
Die Struktur und die absolute Kon-
figuration von 75 wurden 1972 von Ito
und Hirata aufgeklart.?*2°1 Als Biosyn-
thesebausteine schlugen sie zwei Hexa-
ketideinheiten 78 und L-Ornithin vor
und nahmen an, dass der Aufbau des
Decahydroindacengeriists durch eine
transanulare Diels-Alder-Reaktion
von 79 erfolgt (Schema 16).

Roush und Works synthetisierten
das Indacenringsystem iiber das funk-
tionalisierte ~ Cyclododecatrien 81
(Schema 17)#1 das in situ bei der
stereoselektiven Enolat-Claisen-Ring-
verengung des Lactons 80 entstand und
beim mehrstiindigen Erhitzen auf 65°C
zu einem Gemisch des Diels-Alder-
Cycloaddukts 82 und eines Diastereo-
mers (4:1-5:1) fithrte. Evans und Black
synthetisierten das Octa-as-indacenge-
rist von 76 auf einem anderen Weg
durch eine intramolekulare Diels-
Alder-Reaktion in Verbindung mit
einer Aldolreaktion.*?l Andere Unter-
suchungen zur Biosynthese dieser
interessanten Naturstofffamilie sind
bisher nicht erschienen.

2.3. Perhydroindan-Polyketide

Indanomycin (83, X14547A)%!
gehort zu einer kleinen Familie von
Polyketiden aus Streptomyces antibio-
ticus mit einem weitgehend hydrierten
Indangeriist. Andere Mitglieder der
Familie sind das  Antibiotikum
A83099A (84) aus Streptomyces seto-
nii,[* der marine Naturstoff Pulo'upon
(85) aus dem Weichtier Philinopsis
speciosa®! und die Verbindung Stawa-
mycin (86) aus Streptomyces sp. Tula-

rik 8349.14 Roush et al. stellten die Hypothese auf, dass die
Biosynthese von 83 iiber eine intramolekulare Diels-Alder-
Reaktion eines Pentaen-Intermediats wie 89 verlaufen

konnte.*] Auf dieser Hypothese aufbauend gelang die
Totalsynthese von 83, mit der intramolekularen [4+2]-
Cycloaddition von 89 als Schliisselschritt (Schema 18).[47¢]

Angew. Chem. 2003, 115, 3186 —3223 www.angewandte.de
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Schema 15. Méglicher Verlauf der Biosynthese von Cochleamycin A (66) und B (67).57]
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Schema 16. Méglicher Biosyntheseweg von lkarugamycin (75) und die Strukturen der verwandten Naturstoffe Lepicidin A (76) und Capsimycin

(77) .[38—40]
o
= KHMDS, TBSOTH, g
O  THF-HMPA COH wassr. HCI /\ A
| 4 A Molekularsieb K ; AN Aufarbeitung
NS —78°C — 65°C 35%
80 8 4:1-5:1

Schema 17. Biomimetische Synthese des Decahydro-as-indacen-Ringsystems von 75.
KHMDS = Kaliumhexamethyldisilazid, TBS =Tributylsilyl, Tf=Trifluormethansulfonyl,
HMPA = Hexamethylphosphorsauretriamid.“"
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o
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Schema 18. Biomimetische Totalsynthese von Indanomycin (83).17<l Der Einschub zeigt die Strukturen der verwandten Naturstoffe A83099A

(84),1 Pulo'upon (85)1 und Stawamycin (86).1!

Das isomerenreine Produkt wurde in 51 % Ausbeute erhal-
ten, neben 5% einer Mischung cis-verkniipfter Produkte und
5% des (C10,C11-Z)-Isomers.

2.4. Weitere Polyketide
2.4.1. Endiandrinséuren

Die Endiandrinsduren wurden aus den Bléttern der
australischen Pflanze FEndiandra introrsa (Lauraceae) iso-
liert.*s! Weil Endiandrinsiure A (90) und B (91) zusammen
mit Endiandrinsdure C (92) vorkommen und als Racemat
isoliert wurden, postulierten Bandaranayake et al. eine ein-
heitliche Biogenese aus einer achiralen Vorstufe iiber eine
Reihe von Elektrocyclisierungen (Schema 19).# Aus einem
Polyketid des Typs 93 konnte eine Phenylpolyensdure 94 mit
zentraler, konjugierter Tetraeneinheit gebildet werden. Aus
dem all-cis-Tetraen 94a oder dem trans,cis,cis,trans-Isomer
94b konnte dann eine konrotatorische 8m- mit anschlieBender
disrotatorischer 6m-Elektrocyclisierung und intramolekularer
[4mts+2ms]-Diels-Alder-Cycloaddition 90 und 91 bzw. 92
liefern.

Nicolaou et al. untersuchten die Plausibilitit dieses Bio-
syntheseweges durch biomimetische Synthese. Zunéchst
wurden dazu die Endiandrinsduren A-D (90-92, 101) stufen-
weise stereokontrolliert aufgebaut.’”! AnschlieBend arbei-
teten die Autoren eine elektrocyclische Eintopf-Kaskaden-
reaktion aus.Pl Die Hydrierung der acyclischen Vorstufe 99
(Schema 20) lieferte die Methylester 100 und 101 der En-
diandrinsduren E und D; durch kurzes Erhitzen der Reak-
tionsmischung wird der Methylester 102 der Endiandrinsidu-
re A (90) gebildet. Ein Analogon von 99 mit langerer Kette
wurde zur Synthese von 91 und 92 zusammen mit den bislang
nicht in der Natur nachgewiesenen Endiandrinsduren G und
F eingesetzt. Diese Synthesen bestétigten die Richtigkeit der
Hypothese von Bandaranayake et al. und deuteten darauf
hin, dass die elektrocyclischen Reaktionen nicht enzymatisch
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90, Endiandrinsdure A (n=0)
91, Endiandrinséure B (n=1)

Schema 19. Mégliche Biosynthese der Endiandrinsiduren A-C (90-92).1°

katalysiert werden. Die Synthese der nichtnatiirlichen En-
diandrinsduren E-G konnte die Identifizierung dieser Ver-
bindungen in lebenden Systemen erleichtern.

2.4.2. Bisorbicillinoide
Die Bisorbicillinoide 103-109 gehoren zu einer wachsen-
den Gruppe von Mycotoxinen, fiir deren Biosynthese eine

gemeinsame Vorstufe, Sorbicillin (110), angenommen wird
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Endiandrinséure E Endiandrinséure D

Schema 20. Biomimetische Synthese der Endiandrinsiuren.t"

(Schema 21). Das erste isolierte Mitglied dieser Verbindungs-
klasse war Bisvertinochinol (103), das 2’,3’-Dihydroderivat
von Biscorbicillinol (104); es wurde als Diels-Alder-Addukt
zweier unterschiedlicher Chinole aufgefasst, die durch enan-
tioselektive Oxidation von C5 aus den Cometaboliten 110
und 2',3’-Dihydrosorbicillin gebildet werden.”? Diese Route
wurde postuliert, weil die Struktur von 103 in Einklang mit
einer spontanen endo-selektiven Diels-Alder-Reaktion ist.
Wegen der unterschiedlichen Sorbyl- und Dehydrosorbyl-
seitenketten sind allerdings vier Diels-Alder-Addukte mog-
lich. Da jedoch nur ein optisch aktives bisvertinochinolartiges
Produkt in den Kulturen nachgewiesen wurde, scheint die

A

Me” X" X"So"

110, Sorbicillin

Schema 21. Biosynthese der Bisorbicillinoid-Mycotoxine iiber die gemeinsame Vorstufe

110.65%

3198
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107, Bisorbicillinolid
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Differenzierung der Seitenketten nach der Diels-Alder-Reak-
tion einzutreten und 103 demnach kein Isolierungsartefakt zu
sein.

FEine dhnliche Biosynthese mit einer Diels-Alder-Reak-
tion wurde von Murata und Hirota et al. fiir Bisorbicillinol
(104) vorgeschlagen. Aus 104 konnte Bisorbutenolid (105) in
einer anionischen Kaskadenreaktion gebildet werden.P3
Auch fiir die Syntheseroute zu Sorbichinol (106) wurde eine
[442]-Cycloaddition postuliert. Die Diels-Alder-Reaktion
trate hier allerdings zwischen der 2',3-Doppelbindung in
der Seitenkette von Sorbicillin (110) als Dienophil und einem
enantioselektiv oxidierten Sorbicillin als Dien ein.P Alter-
nativ konnten die Biosynthesen von Bisorbicillinolid (107)
und Trichodimerol (109) auch iiber eine Oxidations-Michael-
Ketalisierungskaskade verlaufen.!

Diese Biosyntheserouten wurden durch biomimetische
Totalsynthesen von 104 und 109 gestiitzt, die zwei Arbeits-
gruppen unabhingig voneinander durchfiithrten und gleich-
zeitig zum Abschluss brachten (Schema 22).°! Nicolaou et al.
berichteten, dass basische oder saure Hydrolyse der Acet-
oxygruppe von 111 die Chinole 112a und 112b liefert, die
spontan das Diels-Alder-Cycloaddukt 104 bilden (Weg A in
Schema 22).5%%] In der Diels-Alder-Reaktion entstehen vier
stereogene Zentren unter vollstindiger Regio- und Diaste-
reokontrolle. Ferner ist das Chinolintermediat 112b kiirzlich
als Metabolit des Bisorbicillinoid produzierenden Pilzes
Trichoderma sp. USF-2690 nachgewiesen worden.!

Barnes-Seeman und Corey nutzten das gleiche Acetoxy-
dien 111 wie Nicolaou et al., fanden aber, dass aus der
Reaktionsmischung der Hydrolyse von 111 mit Natriummeth-
oxid durch vorsichtige Neutralisation mit NaH,PO,
und Umsetzung mit methanolischer HCI 109 in 10 %
Ausbeute erhalten werden kann (Weg B in Sche-
ma 22).55%

2.4.3. Makrophomsdiure

Makrophomsdure (113) ist ein Metabolit aus
dem Pilz Macrophoma commelinae. Nach Sakurai
et al. entsteht 113 aus dem 2-Pyron 114 und einer
nicht identifizierten Cs;-Einheit unter Abspaltung
von CO,.Pl In spiteren Arbeiten zur Biosynthese
von 113 von Oikawa et al. wurde der Einbau von [1-
13C]-L-Alanin, [1-B3C]-L-Serin, [U-*C]Glycerin,
(1RS,25)-[1-*H]Glycerin und (1RS,2R)-[1-°H]Glyce-
rin nachgewiesen.’®! Darauf aufbauend formulierten
die Autoren den in Schema 23 wiedergegebenen
Biosyntheseweg, mit Phosphoenolpyruvat (115) als
Cs-Einheit. Inkubation des zellfreien Extrakts von
M. commelinae mit 114 und 115 fiihrte zur enzyma-
tischen Bildung von 113.58

Teil der angenommenen Biosyntheseroute ist
eine Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektro-
nenbedarf zwischen 114 und dem Dienophil 115.
Produkt ist das Intermediat 116, aus dem durch eine
Retro-Diels-Alder-Reaktion und anschlieBende syn-
Eliminierung von Phosphorsdure 113 entsteht. Um
diese Hypothese zu priifen, wurde das Analogon 117
des vermuteten bicyclischen Intermediats 116 syn-
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Schema 22. Biomimetische Totalsynthese von Bisorbicillinol (104) nach Nicolaou et al.
(Weg A)P5#5 und von Trichodimerol (109) nach Barnes-Seeman und Corey (Weg B).F*
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Schema 23. Urspriinglicher Vorschlag zur Biosynthese von Makro-
phomsiéure (113).58 3-PG = Glycerin-3-phosphat.

113, Makrophomséure

thetisiert und mit dem zellfreien Extrakt von M. commelinae
sowie 114 und 115 inkubiert. 117 inhibiert die Bildung von 113
(ICsy-Wert 200 pm).B8!

Vor kurzem wurde die Herkunft der C;-Einheit nochmals
untersucht. Demnach ist Oxalacetat (118) eine effizientere
und auch die direkte Vorstufe zu 113. Mit 118 als einzigem
Substrat fiir die Cs-Einheit wurde das Mg?*-haltige Enzym
Makrophomat-Synthase isoliert und gereinigt.”>®! Dieses
Enzym, ein Homodimer eines 36 kDa groen Proteins,
katalysiert eine fiinfstufige Umsetzung mit zwei Decarboxy-
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118, aber ohne 114, inkubiert, wobei die
rasche Bildung von Pyruvat nachgewiesen
wurde.¥! In einem Konkurrenzexperiment
inhibierte 114 allerdings die Umwandlung
von 118 in Pyruvat, was darauf hinweist,
dass das enzymatisch gebildete Produkt
der Decarboxylierung von Oxalacetat
nicht hydrolysiert wird und mit 114 weiter-
reagiert (Schema 24).

Die Inkubation von Makrophomat-
Synthase mit Oxalacetat 118 und 2-Pyro-
nen ohne Substituent an C4, wie die
Cumalinsduremethylester 120, fithrt zur Bildung anderer
bicyclischer Verbindungen wie 123 und 124 (Schema 25).[5.6!
Die Position der Doppelbindung und das Fehlen eines
sauerstoffhaltigen Substituenten an C5 deuten auf eine
Allylumlagerung in Intermediat 121 und eine anschlieende
Relactonisierung hin. 123 entsteht vielleicht statt des Ben-
zoats, weil das Fehlen eines Substituenten an C4 in 121 zu
einer ungiinstigen Wechselwirkung zwischen dem katalyti-
schen Zentrum und den Abgangsgruppen fiihrt. Auch die
Verhinderung des Angriffs des Carboxylatrests auf das
Carbokation durch den Substituenten an C4 konnte der
Grund sein. In jedem Fall ist eine Verringerung der sterischen
Spannung von 121 wahrscheinlich die treibende Kraft fiir die
Umlagerung. Deuteriummarkierungsexperimente verliefen
unter Erhaltung der (pro-R)-Position von 124. Die erste
Decarboxylierung liefert daher vermutlich das (Z)-Enolat.!
Dieser Decarboxylierungsmechanismus entspricht dem des
Enzyms Phosphoenolpyruvat-Carboxylase.

Fiir die C-C-Bindungsbildung durch die Makrophomat-
Synthase gibt es zwei mogliche Mechanismen: eine schritt-
weise Michael-Aldolreaktion und eine konzertierte Diels-
Alder-Reaktion (Schema24).fl Im ersten Fall fiihrt der
Angriff des Enolats auf 114 zur Kniipfung der ersten C-C-
Bindung und zur Stabilisierung der negativen Ladung am 2-
Pyron. Anschliefend konnte das Enolat die neu gebildete
Carbonylgruppe unter Bildung des bicyclischen Intermediats
116 angreifen. Ein Intermediat mit nur einer neuen C-C-
Bindung, z.B. 125, konnte bei Makrophomat-Synthase-kata-
lysierten Reaktionen aber nicht nachgewiesen werden. Im
zweiten Fall konnte die Cyclisierung einer Antikorper-
katalysierten Diels-Alder-Reaktion dhneln. Moglicherweise
wird 116 bei der enzymkatalysierten Reaktion durch die
Gruppen, die das Enolat und 114 erkennen, stabilisiert.

Die Annahme einer Diels-Alder-Reaktion wird durch das
ghnliche Beispiel einer [442]-Cycloaddition eines 2-Pyrons
mit einem Aquivalent Pyruvatenolat gestiitzt.[”] Oikawa et al.
sehen die hohe Stereospezifitit der Nebenproduktbildung bei
der Makrophomat-Synthase-katalysierten Cyclisierung in
Einklang mit einem konzertierten Mechanismus. Da die
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Schema 24. Modifizierter Vorschlag zur Biosynthese von 113.1
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,hormalen* Reaktionsprodukte der Synthase-katalysierten
Reaktion achiral sind, ist das allerdings sehr spekulativ.
Bislang ldsst sich also noch nicht eindeutig entscheiden, ob
C-C-Bindungsbildungsreaktionen in Gegenwart von Makro-
phomat-Synthase tatsdchlich konzertiert verlaufen und
enzymvermittelt sind.

3. Isoprenoide

3.1. Derivate von Myrcen und trans-f3-Ocimen
3.1.1. Perovskon

Die Terpene Myrcen und trans-p-Ocimen (129) werden
oft als Diene in Diels-Alder-Reaktionen bei der Synthese von
Naturstoffen eingesetzt. Perovskon (126) ist ein Triterpen aus
der Taubnessel Perovskia abrotanoides. Urspriinglich wurde
126 als Produkt der Vorstufe Icetexon (127) und Geranylpy-
rophosphat aufgefasst (Schema 26).1%1 Spéter wurde ein

Me Iy
e
Me Meo Me
Me o "
A Me ~° - Me
127 OPP Me
Geranyl- 126, Perovskon
pyrophosphat

Schema 26. Erster Vorschlag zur Biosynthese von Perovskon (126).16]
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1. [Eu(fod),]
—_—
2. Amberlyst

129, trans-B-Ocimen

Me

Me o Me

Me
(0]
O - Me

Me

Me
126, Perovskon

Schema 27. Biomimetische Totalsynthese von Perovskon (126).1%

fod=1,1,1,2,2,3,3-Heptafluor-7,7-dimethyl-4,6-octandionat.

[4+2]-Cycloadditionsmechanismus iiber 128 und 129 vorge-
schlagen und auch in einer biomimetischen Totalsynthese
genutzt (Schema 27).14

3.1.2. Heliocide

Die Heliocide H, (130), H, (131), B, (132) und B, (133)
entstehen vermutlich aus 129 und Hemigossypolon (134) oder
dem Methylether 135. 132 und 133 wurden bei einer bio-
mimetischen [4+2]-Cycloaddition im Verhaltnis 3:1 gebildet
(Schema 28) — im gleichen Verhiltnis, in dem die isolierten
Naturstoffe vorliegen.[! Untersuchungen zum Einbau isoto-
penmarkierter Vorstufen wurden zwar nicht durchgefiihrt, die
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OxH fo) Me.__Me
HO [
L, ——
RO Me X Me
Me Meo Y
129

134,R=H
135, R=Me

130, R = H, Heliocid H,
132, R = Me, Heliocid B,

131, R=H, Heliocid H,
133, R = Me, Heliocid B,

Schema 28. Biomimetische Synthese von Heliocid B; (132) und B,
(133).11

biomimetische Synthese lieferte aber indirekte Anhalts-
punkte fiir den postulierten Biosyntheseweg.

3.1.3. Eudesmanolide

Die Eudesmanolide 136 und 137 wurden aus den ober-
irdischen Teilen von Artemisia herba-alba isoliert.[! Formal
kann man ihre Bildung erkldren als eine Diels-Alder-Reak-
tion mit inversem Elektronenbedarf zwischen Myrcen (138)
als Dienophil und dem Dienon 139. Zweitédgiges Erhitzen von
138 und 139 auf 100°C lieferte die Verbindungen 136 und 137
im Verhiltnis 1:1 (Schema 29). Wegen dieser drastischen

Me Me
138, Myrcen
(Dienophil)

137

Schema 29. Biomimetische Synthese der Eudesmanolide 136 und
137.6¢9

Reaktionsbedingungen ist es unwahrscheinlich, dass
die isolierten Naturstoffe 136 und 137 Isolierungsartefakte
sind.

3.2. a-exo-Methylen-y-lactone
3.2.1. Plagiospirolide

Zur Strukturaufkldrung von Spiroterpenoiden aus der
panamaischen Leberwurz Plagiochila moritziana wurden
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GC-EI-MS-Analysen an Plagiospirolid A (140) durchgefiihrt.
Die dabei nachgewiesenen, auch in Extrakten aus dieser
Pflanze enthaltenen Naturstoffe Diplophyllolid (141) und
Fusicoccadien (142) entstanden moglicherweise in einer
Retro-Diels-Alder-Reaktion.’!' Auch Plagiospirolid E (143)
wurde aus Plagiochila moritziana isoliert und massenspek-
trometrisch untersucht; hierbei wurden die potenziellen
Retro-Diels-Alder-Produkte Diplophyllin (144) und das
Dien 145, ebenfalls Pflanzenisolate aus P. moritziana, identi-
fiziert (Schema 30).[%]

Me
5 e
L
Me \
141, Diplophyliolid
+

140, Plagiospirolid A

142, Fusicoccadien

@3(

Me
GC-E-Ms 144, Diplophyliin
—_— .
Me
143, Plagiospirolid E Me; :‘/\:
mé  Me

145

Schema 30. Retro-Diels-Alder-Fragmentierung von Plagiospirolid A
(140) und Plagiospirolid E (143).7:68]

Weil die Synthese der verwandten Triterpene aus Hele-
nium autumnale tiber eine Diels-Alder-Reaktion drastische
Bedingungen erforderte und nur niedrige Ausbeuten einer
Mischung von Isomeren lieferte,[®] ist 140 wahrscheinlich
kein Isolierungsartefakt. Da in P.-moritziana-Kulturen keine
anderen Diastereomere von 140 gefunden wurden, wird die
bei der Biosynthese vermutlich auftretende Diels-Alder-
Reaktion moglicherweise enzymatisch katalysiert.

3.2.2. Xanthipungolid, Pungiolid und andere

Aufler den Plagiospiroliden gibt es weitere vermutliche
Diels-Alder-Addukte, die sich von a-exo-Methylen-y-lacto-
nen ableiten. Die Art Xanthium pungens produziert Xanthi-
pungolid (146) und Pungiolid (147).7 Die Biosynthese
beider Verbindungen konnte von Xanthanolid (148) ausge-
hen (Schema 31). Fiir die Biosynthese von 146 wird ange-
nommen, dass zunédchst aus 148 in einer elektrocyclischen
Reaktion 149 entsteht und anschlieend eine intramolekulare
Diels-Alder-Reaktion abléauft. Diese Hypothese wurde durch
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Schema 31. Méglicher Biosyntheseweg zu Xanthipungolid (146) und
Pungiolid (147).1%

die Synthese von 146 durch Bestrahlung von 148 in Ethanol
gestiitzt. Das Dimer 147 wird vermutlich iiber eine intermo-
lekulare Diels-Alder-Reaktion von 148 mit anschlieBender
Oxidation gebildet.

Mexicanin F (150), aus Helenium mexicanin, wird ver-
mutlich aus dem Cometaboliten Mexicanin E (151) gebil-
det." Beim Erhitzen liefert das dimere Sesquiterpenlacton
Absinthin (152) das Monomer Artabisin (153).12 Ausgehend
vom Spaltungsmuster im CI-Massenspektrum wurde fiir die
Biosynthese von Biennin C (154) eine intermolekulare
Cycloaddition der Monomere 155 und 156 vorgeschlagen.[”!
Ornativolid A (157)4 und Fruticolid (158)1”! kénnten eben-
falls von a-exo-Methylen-y-lactonen abgeleitete [4+2]-
Cycloaddukte sein (Schema 32).

3.3. Homodimere Terpenoide
3.3.1. Torreyansiure

Torreyansiure (159) ist ein Cytotoxin aus dem endophy-
tischen Pilz Pestalotiopsis microspora.’® Diese Verbindung
hat eine ungewohnliche dimere Chinonstruktur, fiir deren
Entstehung eine Diels-Alder-Cycloaddition zweier diastereo-
merer Monomere postuliert wurde. Der vorgeschlagene
Biosyntheseweg konnte iiber die folgenden Stufen verlaufen:
a) einen elektrocyclischen Ringschluss in der achiralen Ver-
bindung 160 unter Bildung von racemischem 161; b) eine
enzymatische Oxidation zu den Diastereomeren 162a und
162b; c) eine [4+2]-Cycloaddition zu 159 (Schema 33). Eine
im Jahr 2000 abgeschlossene biomimetische Totalsynthese
von 159 nutzte eine derartige [4+2]-Dimerisierung diastereo-
merer Monomere.[’]

3.3.2. Longithoron und andere homodimere Terpenoide

Auch einige andere homodimere Terpenoide konnten
iiber eine [4+2]-Cycloaddition gebildet werden. Ein neueres
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CI-MS
Retro-Diels-Alder

157, Ornativolid Me o) O 158, Fruticolid

Schema 32. Diels-Alder-Cycloaddukte von a-exo-Methylen-y-lactonen.”'-7%

H 0
o NN -
RN R R R
o)
160 161

159, Torreyanséure

Schema 33. Méglicher Biosyntheseweg zu Torreyansiure (159).17¢
R =CH,CH=C(CH;)COOH, R = CsH,.
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Beispiel fiir ein Chinondimer, bei dessen Bildung eine Diels-
Alder-Reaktion auftritt, ist Longithoron (163), das aus einem
marinen Tunicaten isoliert wurde.’® Andere Beispiele sind
Shizukaol A (164),7" Cyclodion (165)® und Maytenon (166)
(Schema 34).181

165, Cyclodion

166, Maytenon

Schema 34. Homodimere Terpenoide als mégliche Diels-Alder-
Cycloaddukte.”s-811

3.3.3. Culantraramin

Bei Annahmen iiber die Biosynthese von homodimeren
Terpenoiden ist Vorsicht geboten, z. B. konnte Culantraramin
(167) als natiirliches Diels-Alder-Cycloaddukt aufgefasst
werden.’?” Wurde die vermeintliche Vorstufe 168 allerdings
in Xylol bei Raumtemperatur zehn Tage stehen lassen,
wurden die Cycloaddukte 169 und 170, und nicht 167, als
Produkte erhalten (Schema 35). Dagegen entstand 167 bei
Raumtemperatur innerhalb von 30 min, wenn 171 mit Siure
umgesetzt wurde. Anscheinend verlduft die Biosynthese von
167 nicht iiber eine ,,echte” Diels-Alder-Cyclisierung, son-
dern vielleicht tiber eine nichtsynchrone Kation-Dien-[4+2]-
Cycloaddition.

3.4. Weitere Isoprenoide
3.4.1. Ircinianin und Wistarin

Ircinianin (172) ist ein Sesterterpen aus dem Meeres-
schwamm [rcinia wistarii. Fir 172 wurde die Bildung durch
eine [442]-Cycloaddition des langkettigen Tetraens 173
postuliert.®® Sowohl das Racemat als auch das (—)-Isomer
von 172 wurden auf diesem Weg synthetisiert.5) Wistarin
(175) ist ein tetracyclisches Isomer des Tricyclus 172. Inter-
essanterweise wurden beide Enantiomere von 175, aber nur
eines von 172 isoliert (Schema 36).®1 Dies konnte als Hinweis
darauf gedeutet werden, dass die Bildung von 175 enzymka-
talysiert verlauft.
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Schema 36. Méglicher Biosyntheseweg zu Ircinianin (172) und
Wistarin (175).8

3.4.2. Miroesterol

Miroesterol (176) ist ein Ostrogen wirkendes Phenol aus
der thaildndischen Arzneipflanze Pueraria mirifica. Ein
Schliisselschritt bei der ersten Totalsynthese dieser Verbin-
dung durch Corey und Wu war die Lewis-Sdure-katalysierte
Cyclisierung des tricyclischen Ketons 177 zu 178
(Schema 37).1l Diese Reaktion kann als transanulare dop-
pelte Kation-Olefin-Cyclisierung oder als Lewis-Séure-kata-
lysierte Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbe-
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Pueraria
mirifica

176, Miroesterol 179

Schema 37. Schliisselschritt bei der Totalsynthese von Miroesterol (176).2¢ TIPS =Triisopropylsilyl.

darf angesehen werden. Zeitgleich mit der Totalsynthese von
176 wurde 179 auch aus Extrakten von P. mirifica in einer
Ausbeute von ca. 1 mg isoliert. Moglicherweise ist diese
Verbindung eine Vorstufe bei der Biosynthese von 176, was
fiir eine inverse Diels-Alder-Cycloaddition spricht.

3.4.3. Pycnidion und andere

Pycnidion (180),1”) Eupenifeldin (181)*! und Epolon B
(182)*1 bilden eine Gruppe von Pilzmetaboliten mit identi-
schem Tropolonring an einem Sesquiterpengeriist. Fiir die
Biosynthese dieser Verbindungen wurde eine Hetero-Diels-
Alder-Reaktion zwischen dem an C11 hydroxylierten Humu-
len 183 und dem Chinonmethidtropolon 184 vorgeschlagen
(Schema 38). 184 wiederum konnte durch eine Dehydratisie-
rung der Trihydroxyverbindung 185 gebildet werden. Nach
Cai et al. konnte 182 eine Vorstufe bei der Biosynthese von
180 iiber eine zweite Hetero-Diels-Alder-Reaktion sein.[*]

Um dies zu priifen, wurde in einer Modellreaktion a-
Humulen (186) mit dem Benzotropolon 187 umgesetzt

181, Eupenifeldin

180, Pycnidion

Me  Me
Me
Me
(0] o
+ o )
¢ HOQ// H on
OH
0o Me
182 EpolonB
OH Me Me
Me Me
HO 3o SN VY &
@] [e] Me >
OH OH OH
185 184 183

Schema 38. Uberlegungen zum Verlauf der Biosynthese von Epolon B
(182) und Pycnidion (180).°%
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(Schema 39). 187 wurde hierfiir durch eine thermische
Retro-Diels-Alder-Reaktion von 188 synthetisiert.”” Beim
In-situ-Abfangen von 187 mit 186 wurde das zu 182 analoge
Diels-Alder-Cycloaddukt 189 erhalten. Die Zugabe von 187

Me_ Me

Schema 39. Biomimetische Synthese des Epolon-B-Analogons 189
und des Pycnidion-Analogons 190.%

im Uberschuss lieferte bei 150°C 190 als 1:1-Diastereome-
rengemisch. Weil die natiirlichen Diels-Alder-Cycloaddukte
180-182 enantiomerenrein vorkommen, ist die Addition des
Tropolons im lebenden System moglicherweise enzymatisch
katalysiert.

Die strukturell dhnliche Verbindung Luciden (191) wurde
als Racemat aus der Wurzelrinde von Uraria lucida isoliert.!
191 konnte das Produkt einer doppelten [44-2]-Cycloaddition
von o-Benzochinonmethid (192) und o-Humulen (186),
einem Cometaboliten, sein. Fine biomimetische Synthese
lieferte den Naturstoff 191, das Monoaddukt 194 und
Isoluciden (195).°21 Anders als 180-182 ist 191 nicht optisch
aktiv, daher entsteht es sehr wahrscheinlich in einer nicht-
enzymatischen Diels-Alder-Reaktion (Schema 40).

4. Phenylpropanoide

4.1. Intramolekulare Cycloaddukte
4.1.1. Phenylphenalenone

Phenylphenalenone sind charakteristische Pigmente in
den einkeimblittrigen Pflanzen der Familie Tinctoria. Eine

frithe Untersuchung zur Biosynthese dieser Verbindungen

Angew. Chem. 2003, 115, 3186 —3223


http://www.angewandte.de

Angewandte

Diels-Alder-Reaktionen in Biosynthesen Chemie
OH OH
s HOV,?J‘-«\ Afgazantos e Oy
:t.al ,%/HH_ presssii L ,j\/l%
‘WI | WurzelKuis L b
E,.xm,,a._n - B
= ‘I,f © 200 H:H..ﬂ\rligf:ﬂ.ﬂon
= " 202, A=0H, Lachnarthocampon
Me NaO, _ #) QVLI‘ CHC, T
H{/ﬁ| =Y AT.24h
= 191, Luciden S e
Me (racemisch) 200 O
186
Schema 42. Synthese und Biosynthese der Phenylphenalenone 200
und 202.1°6:%7)
4.1.2. Brombyine
Die Brombyine sind Decalinderivate aus dem australi-
Schema 40. Biomimetische Totalsynthese von Luciden (191).4 schen Baum Brombya platynema, die in der Natur in
racemischer Form vorkommen.”® Die beiden Metabolite
203 und 204 konnten im lebenden System zwar durch
lieB vermuten, dass [2-“C]Tyrosin spezifisch an C5 des oxidative Kupplung zweier Zimtsdurereste (an den 9-2'- und
Haemocorin-Aglycons (196) eingebaut wird.”?l Der vorge-  7-7-Positionen in 205, Schema 43) entstehen, was aber wegen
schlagene Biosyntheseweg (Schema 41) beinhaltet die Kon-  der vollstindigen Hydrierung eines der sechsgliedrigen Ringe
densation je eines Molekiils Phenylalanin und Tyrosin (oder und der fehlenden optischen Aktivitdt der Naturstoffe
ihrer metabolen Aquivalente) mit einem Molekiil Essigsdure  unwahrscheinlich erscheint.
unter Abspaltung einer Carboxygruppe. Intermediéres Pro- Stattdessen fiihrte die Isolierung von 206 zur Annahme
dukt ist das Diarylheptanoid 197, das, vielleicht in einer Diels-  der Verkniipfung einer C4C;-Einheit 207 mit einer Pentake-
Alder-Reaktion, cyclisiert und so das Phenylphenalenon- tidkette zum Intermediat 208 (Schema 43). Spontane intra-
Ringsystem liefert. Ein weiteres Indiz fiir diesen Verlauf war ~ molekulare Diels-Alder-Cyclisierung des Intermediats 209
der spezifische Einbau von [1-3C]Phenylalanin an C7 des konnte dann zwei racemische, 203 und 204 entsprechende
Lachnanthosid-Aglycons (198).°41 AuBer Phenylalanin und  Produkte liefern.
Tyrosin sind auch andere von Shikimisdure abgeleitete
Phenylpropanoide, wie Zimtsdure und Cumarséiure, ebenfalls
als Vorstufen der Phenylphenalenone nachgewiesen  4.2. Intermolekulare dimere Cycloaddukte
worden.[%>%] 4.2.1. Dimere Cumarine
Erst 1995 wurden experimentelle Beweise fiir das inter-
medidre Auftreten eines Diarylheptanoids bei der Phenyl- Eine andere Gruppe von Phenylpropanoid-Diels-Alder-
phenalenon-Biosynthese gefunden. Hoschler et al. zeigten, Addukten sind dimere Cumarine (Schema 44). Fiir die
dass die C-markierte Diels-Alder-Vorstufe 199 bei Fiitte- Bildung des ersten entdeckten Dicumarins, Thamnosin
rungsexperimenten mit einer Kultur von Wurzeln von Ani-  (212), wurde eine Diels-Alder-Reaktion zwischen zwei
gozanthos preissii spezifisch in Anigorufon (200) eingebaut  Monomeren 213 postuliert.l””) Spiter wurde das Dicumarin
wird (Schema 42).I Aus einer fritheren Untersuchung war  Toddasin (214, Mexolid) aus zwei unterschiedlichen Quellen,
bereits bekannt, dass nach Oxidation mit NalO, aus unmar-  Toddalia asiatica und Murraya exotica, isoliert.['1%! Bei der
kiertem 199 bei Raumtemperatur durch eine intramolekulare =~ Aufnahme von EI-Massenspektren von 214 wurde das Retro-
Diels-Alder-Cycloaddition spontan Lachnanthocarpon (202)  Diels-Alder-Fragment 215 gebildet.'’! Die Umsetzung von
gebildet wird.’”! Die Diels-Alder-Cyclisierung zum Phenyl-  Mexoticin (216), einem Cometaboliten von 214 in M. exotica,
phenalenon-Ringsystem scheint daher nicht enzymkatalysiert — mit P,O; in siedendem Xylol lieferte 214, vermutlich iiber das
zu verlaufen. Dehydratisierungsprodukt 215.1°1 Toddacumalon (217) war
das erste Beispiel eines gemischten
& s Cumarindimers. Im CI-Massenspek-
- 0. . O.1l2 trum von 217 treten Peaks auf, die den
" r/’\l\ 1)11 m T protonierten Ionen des Cumarins 218
l} | e | e i i Rl ey und des Chinolons 219 entsprechen.['??]
HOLC™ " NH, R/\ﬂ,u aﬁrf? -ﬁ-\[ng\R
Tyrosin o O OH 4.2.2. Kuwanon J und Chalcomoracin
197 }g R=Ohe, Haen'bocoeifl—.ﬁgy\cm
Pl O, LachnanfhosidAgiyoon Ebenfalls iiber eine biologische
Schema 41. Vorschlag zur Biosynthese der Phenylphenalenone.?”) Diels-Alder-Cyclisierung entstehen die
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(0] Me
[e] d
203, Brombyin II 204, Bror‘nb);:n m
(racemisch) (racemisch)
+ oxidierte Addukte

Schema 43. Vorschlag zur Biosynthese der Brombyine.l®

Me
o ol L
2
o~ 0 ome | MO Me
Me

212, Thamnosin
(racemisch)

OMe
=
0”0 oMe PO
—_—
OH N
Me
Me” on

216, Mexoticin

CI-MS

217, Toddacumalon
(racemisch)

durch Retrro-Diels-Alder-Reaktion.[#*-102

Phenylpropanoide KuwanonJ (220) und Chalcomoracin
(221) aus Morus alba L. Die Selektion von Kalluskulturen
aus M. alba, die wesentlich mehr Diels-Alder-artige Addukte
produzieren (rund 100 Mal mehr 220 und 221 als die ganze

Retro-Diels-Alder

OMe

Me'

215

OMe

213

OMe
214, Toddasin (Mexolid)
(racemisch)

o Me
Me
Me
=
N O
=
N™ "0
N\ Me
Me
218 219

Schema 44. Diels-Alder-Cycloaddition zu Cumarindimeren und deren Fragmentierung

3206 © 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

R. M. Williams und E. M. Stocking

Pflanze), ermoglichte die Unter-
suchung der Biosynthese dieser
Verbindungen.'  Fiitterungsex-
perimente mit [1-3C]-, [2-13C]-
und [1,2-3C,]Acetat zeigen, dass
220 und 221 durch die Kondensa-
tion zweier Einheiten entstehen,
die sich vom Zimtsidurepolyketid
222 ableiten (Schema 45).

Das Arylbenzofurangeriist von
221 wird anscheinend in einem
neuartigen Typ von Cyclisierung
aus dem Zimtsdurepolyketid 222
gebildet, daran schlief3t sich eine
Decarboxylierung zu 223 an." [1-
13C]-, [2-3C]- und [1,2-1*C,]Acetat
wurden nicht in die Prenylgruppen
von 220 und 221 eingebaut, was
darauf hindeutet, dass die Isopren-
einheiten nicht auf dem Kklassi-
schen Mevalonatweg gebildet
werden.['31% Der Einbau von [3-
BC]-L-Phenylalanin und [3-*C]-L-
Tyrosin in beide Hilften von 220
und 221 ldsst auf einen gemeinsa-
men Biosyntheseweg {iiber p-
Cumarat zum Zimtsiurepolyke-
tidgeriist schlieBen.['%]

Die Zugabe des O-methylier-
ten Chalcons 229 zu Zellkulturen
von Morus alba fithrte zur Bildung
von 230 sowie der O-Methylderi-
vate 231 und 232 von KuwanonJ
(220) bzw. Chalcomoracin
(221).' Die Struktur von 230
deutet auf eine Prenylierung nach
der Aromatisierung des Zimtsdu-
repolyketids hin. Die Zugabe von
230 zu Zellkulturen von M. alba
fiihrte ebenfalls zur Bildung von
231 und 232. Dies ist ein starkes
Indiz dafiir, dass im lebenden
System ein Molekiil des prenylier-
ten Chalcons 225 als Dienophil
reagiert und ein zweites nach
Dehydrierung als Dien (226 oder
228). 231 und 232 sind optisch
aktiv und weisen die gleiche Kon-
figuration wie 220 und 221 auf.
Dies lasst auf eine enzymatische
Kondensationsreaktion schlie-
Ben.'! Eine genauere Untersu-
chung der Diels-Alder-artigen
Addukte nach Fiitterung von [2-
BC]Acetat an M. alba ergab fiir

die Addukte KuwanonV (233) und Mulberrofuran (234)
einen hoheren Anreicherungsgrad (24 bzw. 22 %) als fiir 220
und 221 (4 bzw. 17 % ). Das deutet darauf hin, dass 233 und
234 zu 220 und 221 hydroxyliert werden.

Angew. Chem. 2003, 115, 3186 —3223
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[3-"*C}-L-Phenylalanin
[3-CJ-L-Tyrosin

Angewandte

OH

—»  EnzS
[1-°C]-, [2-"°C]-, [1,2-°C,]Acetat
O O O
OR 292
HO |
Yy
OH O Me
224 R R'=H >:L
229 R-Me, R'=OH | Me OPP

230, R=Me, R'=OH

225,R,R'=H i

HO.

2 I

RO

OH Me
233, Kuwanon V, R, R'=H
o[,

220, Kuwanon J, R=H, R'=OH

231,R=Me, R'=0OH

RO

OH Me

234, Mulberrofuran, R, R'=H
[0 ’: 221, Chalcomoracin, R=H, R'=OH
232, R=Me, R'=OH

Schema 45. Méglicher Verlauf der Biosynthese von Kuwanon | (220) und Chalcomoracin (221).1%

Me OH O

HO OH
0 Ry

235, Artoninl ~ Me

Schema 46. Hypothese zur Biosynthese von Artonin | (235) tber eine
Diels-Alder-Reaktion.%®!

Durch Biotransformationsexperimente mit M.-alba-Kul-
turen gelang auch die Aufkldrung der Struktur des Diels-
Alder-Addukts Artonin I (235) (Schema 46).1'%1 Weil 235 nur
ein Nebenmetabolit aus der Wurzelrinde von Artocarpus
heterophyllus ist und nur in sehr geringer Menge vorlag
(0.7 mg, 3.5x10°%), war eine Strukturaufklirung dieser

Angew. Chem. 2003, 115, 3186 —3223
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Verbindung vorher nicht méglich. Das Vorkommen von
Artocarpesin (236) in der gleichen Pflanze fiihrte zu dem in
Schema 46 wiedergegebenen Vorschlag fiir die Biogenese
und die Struktur von 235. Um dies zu priifen, wurde 236 zu
Zellkulturen von M. alba zugesetzt. Bei der Aufarbeitung
wurden 8 mg eines Nebenmetaboliten nachgewiesen, der das
gleiche Massen- und 'H-NMR-Spektrum wie 235 aufwies. In
den M.-alba-Kulturen reagierte 236 also vermutlich als Dien
mit dem in den Zellen gebildeten Dienophil 237 zum
vermuteten Cycloaddukt 235.

4.2.3. Asaton

Asaton (238) ist ein Neolignan aus den Stingeln und
Rhizomen von Asarum teitonese Hayata.l'” Tm Massenspek-
trum von 238 tritt der Basispeak bei der halben Molekiilmasse
auf, was in Einklang mit einer Retro-Diels-Alder-Fragmen-
tierung ist. 238 ist aus zwei C,C;-Einheiten zusammengesetzt,
deren Biosynthese durch die enzymatische Oxidation von 4-
Allyl-2,6-dimethoxyphenol (239) denkbar ist (Schema 47).
Das optisch inaktive Dienon 240 dimerisiert dann in einer
intermolekularen Diels-Alder-Reaktion zu 238. In der Tat
lieferte die anodische Oxidation von 239 in Methanol eine
Mischung aus 240 und 238. Beim Stehenlassen bei Raum-

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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[O] MeO
MeOH =
MeO
MeO OMe MeO OMe r MeO
OH o) o
239 240 238, Asaton
(racemisch)

OMe
OMe

“/::MeO

242, soheterotropatrion
(racemisch)

241, Heterotropatrion
(racemisch)

Schema 47. Uberlegungen zur Biosynthese von Asaton (238) und der Hetero-

tropatrione 241 und 242.1M%11

temperatur wandelte sich 240 quantitativ in 238
um.["% Die verwandten Lignane Heterotropatrion
(241) und Isoheterotropatrion (242) werden als
Diels-Alder-Addukte aus 238 und 240 aufge-
fasst.[''1]

5. Alkaloide
5.1. Daphniphyllum-Alkaloide

Die Daphniphyllum-Alkaloide bilden eine
wachsende Klasse polycyclischer Naturstoffe, die
1909 zuerst aus dem Laubbaum Yuzurha (Daph-
niphyllum macropodum) isoliert wurden. Die vier
Strukturtypen der Daphniphyllum-Alkaloide
werden durch Daphniphyllin (243), Secodaphni-
phyllin (244), Yuzurimin (245) und Daphnilac-
ton A (246) reprisentiert. In frithen Arbeiten zur

OHC._R
I

RN N\j
249

R. M. Williams und E. M. Stocking

Biosynthese von 243 wurde seine Bildung aus Mevalonat tiber
ein Squalen-artiges Intermediat bewiesen.[''? Spiiter stellten
Heathcock et al. eine Hypothese zur Biosynthese des kom-
plexen polycyclischen Ringsystems der Daphniphyllum-
Alkaloide durch eine Hetero-Diels-Alder-Cyclisierung auf
(Schema 48).[113.114]

Demnach kondensiert der von Squalen abgeleitete Dial-
dehyd 247 mit Pyridoxamin zum Azadien 248. Durch eine
Protonenwanderung in 248 entsteht 249, aus dem durch
nucleophile Addition eines Amins (moglicherweise aus
Lysin) das Enamin 250 gebildet wird. Eine intramolekulare
Enamin-Enal-Cyclisierung von 250 liefert das bicyclische
Dihydropyranderivat 251, sdurevermittelte Addition und
Eliminierung fithren dann zum Dihydropyridinderivat 255

OHC.__R R
' -
R — e o e
H 1
R SN N;f RYNI—ﬁ
Y o NH
R X
250 251

246
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und eine katalysierte intramolekulare Hetero-Diels-Alder-
Reaktion zum Tetrahydropyridin 256. Durch eine En-artige
Cyclisierung von 256 entsteht schlieBlich die pentacyclische
Verbindung Protodaphniphyllin (257), eine mutmaBliche
Vorstufe von Daphniphyllin (243).

Um ihre Hypothese zu testen, fithrten Heathcock et al.

eine biomimetische Totalsynthese von 257 durch
Me Me
Z “Me Z “Me
R
Z “Me Z “Me
w 1COC,DMSO e\ NH,
B
2.EtN

261

R
My

HN~

257 Protodaphniphyllin

Schema 49. Biomimetische Totalsynthese von Protodaphniphyllin (257).07

(Schema 49).51 Hierbei nutzten sie eine Eintopfreaktion,
die sie auch zur Herstellung von fiinf Daphniphyllum-
Alkaloiden einsetzten.'' '] Durch eine Swern-Oxidation
wurde das 1,5-Diol 258 zum Dialdehyd 259 umgesetzt. Die
Reaktionsmischung wurde anschlieend zuerst mit Ammo-
niak, dann mit Essigsdure und Ammoniumacetat umgesetzt,
was zur Bildung des Azadiens 261 fiihrte. Eine intramoleku-
lare Diels-Alder-Reaktion lieferte das Imin 256, Erhitzen der
essigsauren Imin-Losung erleichterte dann eine intramoleku-
lare Aza-Prins-Cyclisierung zu 257.

5.2. Indol-Alkaloide
5.2.1. Iboga- und Aspidosperma-Alkaloide

Die Iboga- und Aspidosperma-Alkaloide sind vielleicht
die bekanntesten Beispiele fiir Naturstoffe, deren Bildung
moglicherweise durch eine biologische Diels-Alder-Reaktion
erfolgt. Dennoch gibt es auch hier noch keinen endgiiltigen
Beweis fiir diesen Biosyntheseschritt. Scott hatte bis zum Jahr
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1970 bereits einen bedeutenden Teil des Biosyntheseweges
durch Fiitterungsexperimente mit Vinca-rosea-Schofllingen in
Hydrokultur aufgeklédrt.''”! Seine Resultate fithrten zusam-
men mit chronologischen Isolierungsuntersuchungen zu dem
in Schema 50 dargestellten vorgeschlagenen Biosyntheseweg.
Das intermedidre Auftreten von Dehydrosecodin (271)
wurde angenommen, um den FEinbau von Stemmadenin
(272) sowohl in Catharanthin (273, Iboga-Geriist) als auch
in Vindolin (274, Aspidosperma-Geriist) erkldren zu konnen.
Scott vermutete, dass die heterolytische Ring6ffnung und die
gleichzeitige Dehydratisierung von 272 zur Bildung von 271
fithren, das dann zwei mogliche [4+2]-Cycloadditionen ein-
gehen konnte. Reagiert der Dihydropyridinteil von 271 als
Dienophil, entsteht 274; reagiert 271 dagegen als Dien, wird
273 gebildet. Abgesehen von einer biomimetischen Syn-
thesel''®] gibt es aber bisher keinen direkten Beweis fiir diese
etwas gewagte Hypothese.

5.2.2. Manzamin-Alkaloide

Die Manzamine sind eine wachsende Gruppe cytotoxi-
scher Alkaloide aus Meeresschwdmmen mit einem unge-
wohnlichen polycyclischen Diamingertist. Zu dieser Gruppe
gehoren Manzamin A (275) und B (276),["""! Ircinal A (277)

275, Manzamin A 276, Manzamin B 277, Ircinal A 278, Ircinal B

280, Ircinol B

282, Xestocyclamin

279, Ircinol A 281, Keramaphidin B

und B (278),2% Ircinol A (279) und B (280),[*!! Keramaphi-
din B (281),1'”2] Xestocyclamin (282)!'*] und Ingenamin.!'?
277 und 278 wurden als Biosynthesevorstufen von 275 und
276 vorgeschlagen.['”] Chemisch wurde 277 durch eine Pictet-
Spengler-Cyclisierung mit Tryptamin und anschlieBende
Dichlordicyanobenzochinon(DDQ)-Oxidation zu 275 umge-
setzt.[?1 279 und 280 sind Antipoden der zu den Alkoholen
reduzierten Aldehyde 277 und 278 und die ersten Alkaloide
dieser Klasse mit einer zu den Manzaminen entgegengesetz-
ten absoluten Konfiguration.' Auch 281 konnte eine
Vorstufe bei der Biosynthese der Manzamine sein, da durch
die Hydrolyse der N2-C3-Bindung der Iminoform von 281 ein
Ircinal entsteht.['22]

1992 entwarfen Baldwin und Whitehead ein elegantes
Modell fiir eine einheitliche Biogenese der Manzamine

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Schema 5o. Mutmatlicher Verlauf der Biosynthese der Iboga- und Aspidosperma-

CO,Me

COMe —Me

274, Vindolin

273, Catharanthin

Alkaloide.l”)

3210

(Schema 51).'1 276 konnte demnach aus vier Bausteinen
gebildet werden: Ammoniak, der C;-Einheit 283, Acrolein
als C;-Einheit und Tryptophan. Schliisselschritt der Biosyn-
these ist die intramolekulare endo-Diels-Alder-Cycloaddition
einer partiell reduzierten Bispyridinium-Verbindung (284 —
285—286). Fiir ein intermedidres Auftreten von 284 spricht
auch die Isolierung der Bispyridinium-Makrocyclen Cyclo-
stellettamin A-F aus dem Meeresschwamm Stelletta ma-
xima.'”®! Baldwin et al. erweiterten ihre Hypothese spiter
noch durch die Einbeziehung von 281.1177]

Baldwin et al. gelang auch eine biomimetische Totalsyn-
these von Keramaphidin B (281). Losen des mutmaflichen
Intermediats 284 in einer Losung aus Methanol und TRIS-
Puffer und anschlieBende Reduktion mit NaBH, ergab eine
geringe Menge an 281 (TRIS = Tris(hydroxymethyl)amino-
methan).l'®! Die geringe Ausbeute an 281 wurde mit der
Neigung von Intermediat 285 zur Disproportionierung er-
klart. In vivo konnte dagegen eine Diels-Alderase die kon-
formative Beweglichkeit des Substrats begrenzen, was nicht
nur die Entropieéinderung bei der Bildung des Ubergangszu-
stands minimieren, sondern auch eine mogliche Dispropor-
tionierung vermeiden wiirde.

Marazano et al. berichteten 1998 iiber einen alternativen
Verlauf der Manzamin-Biosynthese.l'”’ Demnach konnte
eine Diels-Alder-Reaktion mit einem substituierten 5-
Amino-2.4-pentadienal als Dien stattfinden. Eine Dispropor-
tionierung tritt hier nicht ein, und die Ringspannung wihrend
der [4+2]-Cycloaddition ist niedriger. Bausteine zum Aufbau
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MeO,C CH,OH COMe

268, Praakuammicin 269, Akuammicin
MeO,C CH,OH
272, Stemmadenin

O

__ (0]

H —
e

(o) NH, , NT,

Diels-Alder

H]

281

i |
288 276

Schema 51. Hypothese von Baldwin et al. zur Biosynthese von Manz-
amin B (276).1%
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des Makrocyclus 290 sind hier Malondialdehyd (statt Acro-
lein), Ammoniak und ein geeigneter ungesittigter Dialdehyd.
Ausgehend von 290 wurden zwei mogliche Wege zur Bildung
von 276 vorgeschlagen (Schema 52). Analog zum Modell von
Baldwin et al. fiihrt eine reduktive Cyclisierung von 290 zur

293 294

Schema 52. Vorschlag von Marazano et al. zur Biosynthese von Manz-
amin B (276).0'2%

Dihydropyridinium-Verbindung 291. Eine Diels-Alder-
Cycloaddition und die Reduktion von 292 liefern direkt die
von Baldwin angenommene Manzamin-Vorstufe 288. Alter-
nativ kann bei der direkten Cyclisierung von 290 das
Intermediat 293 gebildet werden. Durch die anschlieBende
Reduktion des gebildeten Iminrestes und Cyclisierung ent-
steht das Enamin 294, das zu Manzamin B (276) fiihrt. Die
Annahme von Enamin 294 als Intermediat wurde durch die
Isolierung des Manzamindimers Kauluamin aus einem indo-
nesischen Schwamm gestiitzt.['*")

Zur Uberpriifung des ersten dieser moglichen Biosyn-
thesewege fithrten Marazano etal. eine Modellsynthese
durch (Schema 53). Die Cycloaddition von 295 mit 296
lieferte aber nur den Aminoester 297, der vermutlich durch
eine intramolekulare Hydridverschiebung in 298 und Hydro-
lyse des dabei entstehenden Imins 299 gebildet wird.

5.2.3. Brevianamide
Birch und Wright etal. waren die ersten, die den
Pilzmetaboliten Brevianamid A (301) aus Penicillium brevi-

compactum und einige Nebenmetabolite einschlieSlich Bre-
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[e) OFEt CSA H CO,Et
CH,Cl,
- = 0-4°C N
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Ph HN._~_ Me -/
Me
295 296
H CO,Et ., COEt
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r : Me A
Me ( - Me
M
Ph N Ph ° NH,
Me
299 297

Schema 53. Diels-Alder-Cycloaddition als Modellversuch zur Biosyn-
these der Manzamin-Alkaloide. CSA = Camphersulfonsaure.['°"

vianamid B (302) isolierten.!'*!1 1970 schlugen Sammes et al.
fiir die Biosynthese des einzigartigen Bicyclo[2.2.2]diazaoc-
tan-Ringsystems von 301 eine Hetero-Diels-Alder-Cycload-
dition von 300 vor.!"*?l Diese Hypothese wurde experimentell
iberpriift, indem als Modellverbindung das Dihydroxypyra-
zin 303 mit Dimethylacetylendicarboxylat (304) und Norbor-
nadien (305) zu den Diels-Alder-Cycloaddukten 306 bzw. 307
umgesetzt wurde (Schema 54).

Frithe Markierungs- und Fiitterungsversuche von Birch
et al. wiesen auf Tryptophan, Prolin und Mevalonsiure als
Vorstufen von 301 hin (Schema 55).1'1 In der gleichen
Untersuchung wurde auch der Einbau von isotopenmarkier-
tem Brevianamid F (308) in 301 in einer signifikanten radio-
chemischen Ausbeute nachgewiesen. Das umgekehrt preny-
lierte Intermediat Desoxybrevianamid E (309) wurde daher

[e)
302, (+)-Brevianamid B

CO.Me
MeOZC—E4 CO,Me MeO,C / \“CHZPh
——————— HN (0]
DMF,RT NH

0" me

HO:[?B;IMe ] Ab 0306

305 HN'..CH,Ph
~ o
N

Me H
307

Schema 54. Vorschlag und Modellversuch von Sammes et al. zur Bio-
synthese von Brevianamid A (301).0*2
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& NH CH.
H H o)
[5-*H}-L-Prolin [2-"C]-0,L-Tryptophan [2-"C}-D,L-Mevalons&ure-Lacton

wg M
HNT ‘4CH27:)J\N -
HN A+ >
A
o]

308, Brevianamid F

/OO

HN 3 N <
Me
0

310, Austamid
(Co-Metabolit von Desoxybrevianamid E)

309, Desoxybrevianamid E

Schema 55. Untersuchungen zur Biosynthese der Brevianamide.*134

als Biosynthesevorstufe postuliert. 309 wurde aus dem Pilz
Aspergillus ustus, der Austamid (310) produziert, isoliert, als
Metabolit in Brevianamid-produzierenden Kulturen aber
noch nicht nachgewiesen. Williams et al. fithrten 1993 Fiitte-
rungsexperimente mit [8-*H,]-309 durch, die starke Indizien
fiir 309 als Biosynthesevorstufe von 301 und 302 lieferten.!'4l

Williams etal. gelang auch die erste asymmetrische
Totalsynthese von (—)-Brevianamid B, bei der in Bezug auf
die Bicyclo[2.2.2]diazaoctaneinheit eine ungewohnliche
enantiomorphe Beziehung zwischen 301 und 302 entdeckt
wurde.['®] Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde der in
Schema 56 dargestellte Biosyntheseweg abgeleitet. Demnach
liefert eine Zweielektronenoxidation von 309 das Azadien
311. Durch eine intramolekulare Hetero-Diels-Alder-
Cycloaddition entstehen daraus die enantiomeren hexacycli-
schen Addukte 312 und 313. SchlieBlich liefern eine (R)-
selektive Oxidation an der 3-Position des Indolrings und eine
Pinacol-artige Umlagerung die Verbindungen 301 und 302.
Die synthetisierten *C-markierten vermutlichen Interme-
diate 312 und 313 wurden in Fiitterungsexperimenten mit
Penicillium brevicompactum jedoch nicht eingebaut.'* Auch
Bemiihungen, 312 und 313 als natiirliche Metaboliten von P.
brevicompactum zu identifizieren, schlugen fehl. Diese Er-
gebnisse schlieen das intermedidre Auftreten von 312 oder
313 bei der Biosynthese zwar nicht vollig aus, fiihrten aber
dennoch zur Aufstellung des in Schema 57 dargestellten
alternativen Biosyntheseweges.[34

Nun wurde eine Oxidation von 309 zum Hydroxyindo-
lenin 316 angenommen, der sich eine Pinacol-Umlagerung
zum Indoxyl 317 anschlief3t, bevor das erforderliche Azadien
319 durch Zweielektronenoxidation und Enolisierung gebil-
det wird. Die Annahme von 316 als Intermediat wurde durch
die Isolierung des Shuntprodukts Brevianamid E (320)
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Schema 56. Erster Vorschlag von Williams et al. zur Biosynthese der
Brevianamide.'*l DMAPP = Allyldimethyldiphosphat.

gestiitzt, das durch einen irreversiblen nucleophilen Ring-
schluss aus 316 entsteht. [8-°H,]-309 wird mit hoher radio-
chemischer Ausbeute (38.5% spezifischer Einbau) in 320
eingebaut.'* Die Zugabe von *H-markiertem 320 zu Kultu-
ren von P. brevicompactum fithrte nicht zur Bildung signifi-
kanter Mengen markierter Isotopomere von Brevianamid A
(301) oder B (302). Brevianamid E (320) ist also in der Tat ein
Zweigmetabolit. Moglicherweise kann 316 auf zwei Wegen
abreagieren: 1) einem irreversiblen Ringschluss zu 320 oder
2) einer Pinacol-artigen Umlagerung zu 317 und schlieBlich
zu 301 und 302. Beide Naturstoffe entstehen vermutlich in
einer intramolekularen Hetero-Diels-Alder-Cycloaddition
aus dem Azadien 319. Dazu miisste 319 in zwei Konformeren
319a und 319b vorliegen, mit 319a als Hauptkonformer. Aus
319a entsteht dann 301, 319b liefert 302. 316 konnte auch
bereits vor der Pinacol-artigen Umlagerung zum entspre-
chenden Azadien oxidiert werden. Eine intramolekulare
Diels-Alder-Reaktion lieferte dann die beiden diastereome-
ren Hydroxyindolenin-Vorstufen fiir 301 und 302. Diese
Moglichkeit ist bisher experimentell nicht gepriift worden.
Um zu untersuchen, ob es eine Vorzugskonformation von
Azadien 319 gibt, wurden die Potentialenergiebarrieren fiir
die vier moglichen diastereomeren Ubergangszustinde (TS)
A, B, A’ und B’ berechnet (6-31G*/3-21G, Schema 58).[* Fiir
A wurde ein Wert von 38.68 kcal mol~! erhalten, die Barrieren

Angew. Chem. 2003, 115, 3186 —3223


http://www.angewandte.de

Diels-Alder-Reaktionen in Biosynthesen

o}
H’\L[)?\‘j nucleophile

[Ox]
—_—
HO. Ao Addition
V S
Me Me NM Me
HYe Umlageru °
309 9o
o) /
N HN)KY‘:> 2e™-Ox.
Me KWN Enolisierung
Me—N\/R o
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MeH
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(@)
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Schema 57. Modifizierter Vorschlag zur Biosynthese der Brevianamide.[4

301, Brevianamid A TSB

AE4=0 kcal mol”

TSA'
AE,4=11.02kcal mol”

321, C-19-epi-Brevianamid A AE=12.73 kcal mol"

Schema 58. Berechnung der Energiebarrieren der vier mdglichen Ubergangszustéinde (TS) bei der

Diels-Alder-Cyclisierung zu den Brevianamiden.['*¢l

fir B, A’ und B’ sind um 6.35, 11.02 bzw. 12.73 kcalmol!
hoher. Wihrend die Ubergangszustinde A und B zu den
Biosyntheseprodukten 301 bzw. 302 fiihren, sind die Diaste-
reomere 321 und 322, die aus den Ubergangszustinden A’
bzw. B’ entstehen, als Naturstoffe bislang unbekannt. Grund
fiir die Energiedifferenz zwischen den vier Ubergangszustin-
den konnte die Position der Vinylgruppe relativ zum Aza-
diensystem sein. Der Unterschied zwischen A und B wurde
mit der bei A moglichen intramolekularen Wasserstoffbrii-
ckenbindung zwischen der Indoxylaminogruppe und dem
Sauerstoffatom der Amidgruppe erklart. Die Ergebnisse
dieser Rechnungen sind in Einklang mit dem gefundenen
Produktverhiltnis von 301 und 302 und stiitzen die Annahme
einer intramolekularen Diels-Alder-Cycloaddition des
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Schliisselintermediats 319 dieser
Biosynthese. Ob die Reaktion
enzymatisch katalysiert ist oder
die  Pri-Ubergangszustandskon-
formere durch ein Protein organi-
siert werden, ist noch offen.

Obwohl Porter und Sammes
bereits 1970 fiir die Biogenese der
Brevianamide eine natiirliche
Diels-Alder-Cycloaddition  vor-
schlugen,® gab es bis vor
kurzem nur sehr wenige Daten
zur Reaktivitit solcher Azadien-
systeme.” Um die Méglichkeit
des Aufbaus von Bicyclo[2.2.2]di-
azaoctan in einer intramolekula-
ren [4+2]-Reaktion zu kliren,
fiihrten Williams et al. eine bio-
mimetische Totalsynthese von
Brevianamid B (302)  durch
(Schema 59).I'%1 Die Umsetzung
von epi-Desoxybrevianamid E
(323) mit Trimethyloxoniumtetra-
fluoroborat lieferte den Lactim-
ether 324. Bei der anschlieBenden
Oxidation mit DDQ entstand das
Azadien 325, das nach Tautomeri-
sierung in einer wissrigen, basi-
schen Losung spontan zu den
racemischen, diastereomeren
Addukten 327 und 328 (Verhiltnis
2:1, 90% Gesamtausbeute) cycli-
sierte. Das in der Natur nicht
nachgewiesene syn-Produkt 327
ist hier also begiinstigt.

327 und 328 wurden getrennt
und diastereoselektiv mit m-
CPBA zu den Hydroxyindoleni-
nen 329 bzw. 330 oxidiert. Schlief3-
lich lieferten die basenkatalysierte
Pinacol-artige Umlagerung und
die Abspaltung der Lactimether
racemisches C19-epi-Brevian-
amid A (331) und racemisches
Brevianamid B (302). Die Versu-
che zeigen, dass die Bicyclo[2.2.2]diazaoctaneinheit durch
eine intramolekulare Diels-Alder-Cyclisierung aufgebaut
werden kann. Das von Isopren abgeleitete Dienophil war
dabei nicht aktiviert, und das Azadien dhnelt strukturell und
elektronisch dem vermutlich bei der Biosynthese in
Wasser unter Umgebungsbedingungen auftretenden. Die
Stereoselektivitit der Reaktion im lebenden System (aus-
schlieBlich anti-Produkt) wurde bei der Cyclisierung unter
Laborbedingungen (Begiinstigung der syn-Konfiguration an
C19) allerdings nicht gefunden. Dies macht eine Proteinorga-
nisation der Pri-Ubergangszustandskonformation des Sub-
strats wahrscheinlicher. Der Oxidationsgrad der Indoleinheit
(Indol, Hydroxyindolenin oder Indoxyl) ist dabei noch
unklar.

302, Brevianamid B

322, C-19-epi-Brevianamid B
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0
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1.05MNaOH >
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H -

MeCH
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1.0.5m NaOH
MeOH
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Schema 59. Biomimetische Synthese von Brevianamid B (302). DDQ = Dichlordi-
cyanobenzochinon, m-CPBA = m-Chlorperbenzoesiure.'38
5.2.4. Paraherquamide
pie Paraherqua}mide (332-344) sind eine Familie hepta- 382, () Paraherquamid A, R'= OH, R = Me, R H, X=N
cyclischer Mycotoxine aus Penicillium sp. und Aspergillus sp., 333, (-)-Paraherquamid B, R = H, R2= H, R°= H, X = N
die strukturell den Brevianamiden &hneln. Sie unterscheiden 334, (-)-Paraherquamid C Rl =R= ZCHZ, R°=H, X=N
sich voneinander durch die Substituenten und den Oxida- gaag:S&Z;;?rgﬂim&%?jﬂg’;:g:;53,;22_’X=N
tionsgrad im Prolinring, dem prenylierten Oxindolring und 337,VM55597, R' = OH, R2 = Me, R®= O, X =N
dem Bicyclodiazaoctanring. Als erstes dieser Spirooxindole
wurde Paraherquamid A (332) 1980 aus Penicillium paraher- Ve MeO\B—NH
quei isoliert.'*] Spiter wurden die Paraherquamide A-G ] o
(332-335, 338, 341, 342) aus Penicillium charlesii (fellutanum) N\
isoliert.*)) Aus Penicillium sp. (IMI1332995) aus einer Boden- Me' olMe
probe von Kemer (Tiirkei) wurden 332, 338, 341 und 342 wie Me
auch einige verwandte Verbindungen, z.B. VMS55595 (343), 338, Paraherquamid E (VM54159), R' = Me, R2= H
VMS55596 (336), VM55597 (337) und VMS55599 (344) iso- 339, 58208105, R'=Me, R*= OH
liert.'!1 344 ist das einzige Mitglied dieser Familie mit einem 840, Sa200437, R'=H, R =H
Indolring anstelle eines Oxindolrings. Die zuletzt identifizier-
ten Mitglieder der Paraherquamidfamilie sind SB203105
(339) und SB200437 (340), die 1998 aus Aspergillus sp.
(IM1337664) isoliert wurden.['42]
Durch Fiitterungsexperimente identifizierten Williams et
al. L-Methionin, L-Tryptophan und L-Isoleucin als die pro-
teinogenen Aminosiurebausteine, die zur Biosynthese von 341’:21??\;;“‘;"_1“&2(\/'\”55594)’ R'=H,
Paraherquamid A (332) benétigt werden (Schema 60).014 342, Paraherquamid G (VM54158) R' = OH,
Wie sich durch den Einbau von isotopenmarkiertem L- R?=Me, R°=Me
Isoleucin zeigte, ist diese Aminosdure die Quelle fiir die 343, VM555%5, R' = H, R*=Me, R*=H
ungewohnliche nichtproteinogene Aminosiure [3-Methylpro-
lin, die spdter in [-Methyl-pB-hydroxyprolin umgewandelt
wird. Die Reaktionssequenz von Isoleucin zu Methylprolin
beinhaltet eine Vierelektronenoxidation/Zweielektronenre-
duktion unter Retention des (pro-S)-Wasserstoffatoms an
C16 (Paraherquamid-Nummerierung).l'>!4l Bei weiteren
Fiitterungsversuchen mit [®C,]JAcetat und ["*C¢]Glucose 344, VM55599

3214 © 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de Angew. Chem. 2003, 115, 3186 —3223


http://www.angewandte.de

Diels-Alder-Reaktionen in Biosynthesen

MH,
r.,h_\_s V,\H,OH

[Metimyi- ”G}L Plethionin

14&-0:4

H 0O
Me.] Hj
Me:+ F——{r S'xf—-\fu

22¢-Raed.  H=0-NH

Angewandﬁe _

gruppen verteilt. Das deutet darauf
hin, dass die weitere Umsetzung
von aus Acetat gebildetem, C-
haltigem  Dimethylallylpyrophos-
phat zum quartdren Zentrum nicht
stereospezifisch verlduft.

Williams et al. interpretierten
dies als Hinweis auf eine ,,reverse*
Prenyl-Transferase, die die nicht-

. a ' seitenselektive, intermolekulare,

H 349 332 Pamsherquamid A S\2'-artige Addition von Dimethyl-

347, [1-"Cl-lsoleucin [1-"CHAS MetyH.proiin 'u\ allylpyrophosphat an die 2-Position
SAB 0 Hh-ecincin o] des von Tryptophan abgeleiteten
o="C HO’D‘W’A“T”/;\NH Indolrings  katalysiert. Dadurch
='c RH, /\-_i“ wird die vorher zum Pyrophosphat
e (Z)-stindige '3C-Isotopenmarkie-

rung in der Isopreneinheit verteilt

II-“C]-E:S plophan (Schema 61). Analog zu der fiir die

Brevianamide vorgeschlagenen

g=*c Biosynthese wurde auch hier eine

Schema 6o. Einbau isotopenmarkierter Aminosiduren in Paraherquamid A (332).04 [4+2]-Cycloaddition von umge-

wurde der Aufbau der Isopreneinheiten (C19-C23 und C24-
C28) von 332 iiber den Mevalonatweg nachgewiesen.['*]
Diese Versuche wiesen auch darauf hin, dass Penicillium
fellutanum die quartdren Zentren in den Isopreneinheiten
von 332 auf unterschiedlichen stereochemischen Wegen syn-
thetisiert. Das quartire Zentrum im Dioxepinring (C24-C28)
wird vollstdndig stereospezifisch aufgebaut. Beim quartédren
Zentrum der Bicyclo[2.2.2]diazaoctaneinheit (C19-C23)
werden die *C-Isotope dagegen auf beide gem-Dimethyl-

ey G
o4 O

kehrt prenyliertem 351 iiber die a-

Kohlenstoffatome von L-Trypto-
phan und (35)-Methyl-L-prolin vermutet, wodurch schlieBlich
Paraherquamid A (332) ensteht.

Wie auch bei den Brevianamiden war unklar, ob die
Tryptophaneinheit vor oder nach der vermuteten Hetero-
Diels-Alder-Reaktion oxidiert wird. Die Isolierung des hexa-
cyclischen Metaboliten VM55599 (344) aus dem Paraherqua-
mid-Produzenten Penicillium sp. (IMI332995) deutet auf eine
Oxidation nach dem Aufbau des Bicyclo[2.2.2]-Ringsystems
hin. Die relative Konfiguration von 344 zwischen C14 und

Nus, ;
( W

3 T\@f} -

|| H Me
/Y A »
Me Me.h
?-__ \\ Premyl-Transierase
< "\
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Schema 61. Hypothese zum Mechanismus des Einbaus des C19-C23-Segments in Paraherquamid A (332).%
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C20, die durch Everett et al. durch ausfiihrliche 'H-NMR-
NOE-Untersuchungen aufgeklart wurde, ist allerdings ent-
gegengesetzt zu der in 332.1'1 Wenn der f-Methylprolinring
von 344 wie der von 332 aus (S)-Isoleucin stammt, miisste die
Cycloaddition von der anscheinend sterisch stdrker gehin-
derten Seite des Azadiens eintreten (B in Schema 62). Dabei
ist die Methylgruppe des -Methylprolinrings syn-standig zur
uberbriickenden Isopreneinheit. Im anderen Fall mit der
Methylgruppe in anti-Stellung zur Isopreneinheit (A in
Schema 62) wiirde ein Intermediat gebildet, aus dem alle
Paraherquamide mit einer f-Methylprolineinheit entstehen
konnten. Die Hypothese, die Cycloaddition verlaufe haupt-
sidchlich iiber das Konformer A, wird indirekt durch die
Isolierung einer kleinen Menge 344 aus Kulturen von
Penicillium sp. (IMI332995) gestiitzt (Mengenverhiltnis
344:332 ca. 1:600).014]

Um zu Kkldren, ob 344, wie zuerst durch Everett et al.
postuliert, ein Intermediat bei der Biosynthese von 332 ist,
synthetisierten Williams et al. [*C,]-(+)-344, die oxidierte
Form [C,]-()-352 sowie *C-Isotopomere der als Paraher-
quamid-Vorstufen angesehenen Verbindungen 353 und 354
und untersuchten diese als potenzielle Intermediate in Peni-
cillium fellutanum.'*"! Die Synthesestrategie, eine biomime-
tische intramolekulare Diels-Alder-Cycloaddition, ist in
Schema 63 wiedergegeben.['“-147] Bei der Cycloaddition im
Labor ist ein Angriff des Dienophils von der Seite, auf der
sich auch die Methylgruppe des -Methylprolinrings befindet,
leicht begiinstigt (1.47:1). Hierdurch wird die relative Kon-

R. M. Williams und E. M. Stocking

figuration von 344 im Produkt erhalten. Das Verhiltnis von
anti- und syn-Isomer an C20 betrug rund 1:2.4 zugunsten der
Konfiguration der Naturstoffe. Wie bei der Cycloaddition der
verwandten Verbindung 326 (Schema 59) weist die geringe
Seitenselektivitdt der Labor-Diels-Alder-Reaktion auf eine
Proteinorganisation der Pri-Ubergangszustandskonformere
hin, sofern man von einer Diels-Alder-Reaktion im lebenden
System ausgeht.

Fiitterungsexperimente mit den *C-markierten Cycload-
dukten fiihrten nicht zu einem Einbau von (& )-344, seiner
oxidierten Form (& )-352 oder dem Diketopiperazin (+ )-353
(Schema 64). Dagegen wurde fiir (+)-354, das C14-Epimer
von 344, BC-NMR-spektroskopisch und durch Analyse des
EI-Massenspektrums ein signifikanter Einbau (0.72%) in
Paraherquamid A (332) gefunden. Das deutet darauf hin,
dass die Bildung des Bicyclo[2.2.2]diazaoctan-Ringsystems
auf der Stufe der nichtoxidierten Tryptophanyleinheit (also
dem Indolylrest) erfolgt. Dies ist ein weiteres Indiz dafiir, dass
344 ein Shuntprodukt des Paraherquamid-Biosyntheseweges
ist. Belegt ist nun auch das intermedidre Auftreten des
Metaboliten 354, der moglicherweise in einer intramoleku-
laren Hetero-Diels-Alder-Cycloaddition gebildet wird und
der bereits die Hauptstrukturmerkmale der Paraherquamide
aufweist und durch eine Reihe von Oxidationen in diese

iibergeht.
Jiingst beendeten Williams und Sanz-Cervera eine asym-
metrische biomimetische Totalsynthese von (—)-344,

wodurch die absolute Konfiguration dieser Verbindung zwei-
felsfrei bestimmt wurde (Schema 65).014]
Wie von ihnen im Entwurf eines einheit-
lichen Biogenesemodells (Schema 62) vor-
hergesagt, ist in 344 die (§)-Isoleucin-Kon-
figuration des p-Methylprolinrings erhal-
ten. Das Bicyclo[2.2.2]diazaoctan-Ringsys-
tem ist daher enantiomorph zu dem der
Paraherquamide.

Uberraschenderweise ~ wurde  das
Cycloaddukt 353 mit der relativen und
absoluten Konfiguration der Paraherqua-
mide bei den Cycloadditionen nicht nach-
gewiesen. Die Cycloaddukte bei der oben
beschriebenen Synthese des Racemats lie-
ferten (als Lactimether) Verbindungen,

Hauptprodukt Nebenprodukt
353 X=0 352, Xx=0 die stereochemisch den Verbindungen
354, X=H, 344, VM55599, X=H, 352, 374, 375 und 353 entsprechen (Men-

[Ox]
SAM
DMAPP j ‘

0]
\ + andere Paraherquamide
(6] Me

Me

332, Paraherquamid A

Schema 62. Modell einer einheitlichen Biogenese von Paraherquamid A (332) und

VMS55599 (344).441
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genverhéltnis in dieser Reihenfolge
3.7:1.6:1:2.6). Bei der enantioselektiven
Synthese betrug das Verhiltnis
3.5:1.5:1:0. Im lebenden System betrégt
die Diastereomerenverteilung > 600:1
(gemessen am Verhéltnis 332:344), natiir-
liche Metabolite, die aus Verbindungen
mit der Konfiguration von 374 oder 375
entstehen miissten, fehlen vollig. Die in
Schema 63 und 65 beschriebenen intramo-
lekularen  Diels-Alder-Cycloadditionen
unter Laborbedingungen belegen erneut
die Neigung zur Bildung von Produkten
mit der relativen Konfiguration von 344.
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Schema 63. Biomimetische Synthese von [*C,](£)-344 und anderen mdglichen Intermediaten bei der Biosynthese von 332.('%¢14/l Boc =1-Butyl-
oxycarbonyl, BOP = Benzotriazol-1-yloxytris (dimethylamino) phosphoniumhexafluorophosphat, DIBAH = Diisobutylaluminiumhydrid. Die Zahlen-
angaben 2.4:1 und 1.5:1 an 352, 353 stehen fiir das syn/anti-Verhiltnis zwischen C20 und dem cyclischen Aminosiurerest bzw. fir das Verhiltnis

Methylgruppe ,nach oben*“ und ,nach unten“.

m H
Ne =
Me. | —\@
P. feliutanum -
0.72% Einbau 354

Schema 64. Fitterungsversuche mit *C-isotopenmarkierten, indolhaltigen méglichen Vorstufen von Paraherquamid A (332).0*¢ EDCI = 3-[3-(Dime-
thylamino) propyl]-1-ethylcarbodiimidhydrochlorid; HOBt =1-Hydroxybenzotriazol, NaHMDS = Natriumhexamethyldisilazid.

Dies steht im Gegensatz zu der in der Natur bevorzugten
Stereochemie. Der Oxidationsgrad des vermuteten Azadiens
(A/B, X=0 oder H, in Schema 62) im lebenden System ist
derzeit unklar. Dennoch impliziert der Gegensatz zwischen
den beiden biomimetischen Cycloadditionen im Labor und
dem postulierten Biosyntheseweg eine Proteinorganisation
der Substratkonformation vor der Cyclisierung, wodurch die
Paraherquamide stereochemisch stark begiinstigt werden.
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6. Addendum

Seit der Einreichung des Manuskripts sind einige Beitréage
zu biomimetischen Totalsynthesen von FR182877 (376) und
Longithoron (163) erschienen. Da diese Arbeiten betrécht-
liche Bedeutung fiir die Modelle zur Biosynthese dieser
Naturstoffe haben, werden die Kernaussagen hier kurz
wiedergegeben.
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Me” T Hoffman-Loeffler-Freytag Oﬁ LiOH CH,Cl,, EtN HN
S N~ CO.Et > COH P N
HN" “COH  45% Gesamtausbeute Boc THF-EtOH-H,0 BN 2 CIHNT"COMe
(S)-lle 367 1:1:1 0C 2. TFA; EtN o}
9% 368 3.PhMe, A 369
88% Me
SMe O Me o Me N
NaH, DMF k NaHMDS, THF, -78°C MeS/\ 1. Mel, H,0, Aceton 0 o)
—— - HN
MeSCH,CI H( N NaHCO, (92%) A
62% o) 2.50% wassr. HCOOH
370 N Me 80°C, 45 min (70%) N Me
N
87-90% Me \ Me N e
OMe 3n MeO nur (2-373

H

352 (35%) 374 (15%)
DIBAH
PhMe, RT
68%
H Me Me

N

344, vM55599

Schema 65. Asymmetrische biomimetische Synthese von 344 und Besti

FR182877

Zwei beeindruckende biomimetische Totalsynthe-
senl*-15% yon FR182877 (376) stiitzen experimentell eine im
Jahr 1999 von Sorensen et al. vorgestellte Hypothese zur
Biogenese dieser Verbindung."!l Fiir die Bildung von 376
(frither als WS9885B bekannt) ging Sorensen zunéchst von
einem Biosyntheseweg aus, der eine Kaskade von Cyclisie-
rungsreaktionen mit folgenden Teilschritten beinhaltete

Hetero-Diels-Alder

376,R =H, (+)-FR182877

Schema 66. Urspriinglicher Vorschlag von Sorensen et al. zur Biosynthese von FR182877 (376).0''2
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intramolekulare
. Diels-Alder
Me Me

378

Knoevenagel- 1

Cyclisierung :

]

transanulare

375 (10%)

mmung der absoluten Konfiguration.'*®l

(Schema 66): a) eine intramolekulare Diels-Alder-Cycloaddi-
tion des Polyketids 377 zu 378; b)eine intramolekulare
Knoevenagel-Cyclisierung zu 379; c)eine transanulare
Hetero-Diels-Alder-Cycloaddition direkt zu 376.

Im Jahre 2001 modifizierte Sorensen diesen eleganten
Entwurf leicht und nahm nun eine intramolekulare Knoe-
venagel-Cyclisierung des verwandten Polyketids 380 zu 381
an. Daran sollten sich sukzessive eine transanulare Diels-
Alder- und eine transanulare Hetero-Diels-Alder-Cycloaddi-
tion unter direkter Bildung von 376 anschlie-
Ben (Schema 67).0151]

Dieses Modell reizte zur Durchfiihrung
einer biomimetischen Totalsynthese dieses
Naturstoffs'*, durch die sich starke, wenn-
gleich indirekte Anhaltspunkte fiir die Rich-
tigkeit der Hypothese zur Biosynthese erga-
ben. Die Schliisselelemente der Synthese von
(+)-376 von Sorensen
etal. sind in Schema 68
zusammengefasst.

Die zweite biomime-
tische Cyclisierungskas-
kade zu (—)-376 stammt
von Evans und Starr
(Schema 69).1°°  Auch
mit dieser Arbeit wurde
die absolute Konfigura-
tion des Naturstoffs bestitigt.'’2) Die Biosyn-
these des verwandten Naturstoffs Hexacyclin-

(H:0)

390, Hexacyclinsaure
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Bildung

376, (+)-FR182877

intramolekulare
Kondensation

transanulare
Hetero-Diels-Alder

Lactonring-

Angewandte

381
transanulare :
Diels-Alder i
y
Me o Me
HO ‘ OH n\\OH
---------- A
"R
Me 4 [e)
H
382

Schema G7. Modifiziertes Biosynthesemodell fiir 376 von Sorensen et al.l'>"l

OTMS  milde Bedingungen

_—
- transanulare
tBu Diels-Alder
transanulare
Hetero-Diels-Alder
1.PPTS, MeOH

376, (+)-FR182877

2.TFA-CH,Cl, (1:9)
-

3.EDC, DMAP, CH,Cl,
[62% Gesamtausbeute]

385, P = SiEt; P, = SiMe;; R=1Bu

Schema 68. Biomimetische Totalsynthese von (+)-376 durch Sorensen et al.l*l DMAP = Dimethylaminopyridin, EDC=1,2-Dichlorethan,

PPTS = Pyridinium-p-toluolsulfonat, TES =Triethylsilyl.

sdure (390)['3] konnte iiber das exo-Konformer eines ver-
wandten Polyketid-Makrocyclus verlaufen.

Longithoron

Shair et al. vollendeten kiirzlich eine elegante biomime-
tische Totalsynthese von Longithoron (163).7%! Sie nutzten
eine interessante Strategie zum Chiralitédtstransfer, bei der
stereogene Zentren zur Kontrolle der Atropisomerie ein-
gesetzt wurden und, nach Abspaltung der stereogenen
Zentren, die Chiralitit des Atropisomers zuriick auf stereo-
gene Zentren iibertragen wurde. Schmitz etal. schlugen
ferner eine Biogenese von 163 vor, bei der Ring E in einer
intermolekularen  Diels-Alder-Reaktion zwischen den
[12]Paracyclophanen 391 und 392 und anschlieBend die
Ringe A, C und D in einer transanularen intramolekularen
Diels-Alder-Reaktion in 391 gebildet werden (Sche-
ma 70).% Shair et al. nutzten diese Hypothese zu einer
sehr eleganten Totalsynthese von (—)-163 (Schema 71).07%]

Angew. Chem. 2003, 115, 3186 —3223
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7. Zusammenfassung

In diesem Aufsatz haben wir die rasch wachsende Zahl an
Publikationen zu natiirlichen Diels-Alder-Reaktionen zusam-
mengefasst. In der Summe legen diese Beitridge den Schluss
nahe, dass es natiirliche Diels-Alder-Reaktionen gibt und
diese von lebenden Systemen zum Aufbau einer Vielzahl
unterschiedlicher Naturstoffe genutzt werden. In vielen
Fillen, wie den Endiandrinsduren,® Luciden (191)? und
Asaton (238),["% lassen experimentelle Befunde vermuten,
dass diese natiirlichen Diels-Alder-Reaktionen nicht enzym-
vermittelt sind, sondern spontan und nicht stereoselektiv im
betreffenden Organismus ablaufen und zur Bildung racemi-
scher Produkte fiihren. Fiir Naturstoffe, die enantiomeren-
rein vorkommen, mehren sich die Anzeichen fiir eine Mit-
wirkung von Enzymen bei Diels-Alder-Reaktionen. In
nahezu allen derartigen Féllen liegen allerdings nur indirekte
experimentelle Beweise fiir eine Enzymbeteiligung vor. Bei-
spielsweise verliefen die biomimetischen Cyclisierungen zu

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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CO,Et

TBSO. .Me 1. Ph,Se,0,
—_—
OTBS SO, py, ELN
2.50°C,6h
Br
Me
386

TBSO HO
~Me
Br 4 Stuf
, OTBS Stufen _
63% 39% Gesamt-
CO,Et (
2 ausbeute)

389 (R=TBS) (H)-376, (-)-FR182877

Schema 69. Biomimetische Totalsynthese von (—)-376 durch Evans
und Starr.'% TBS = tert-Butyldimethylsilyl.

Epolon B (182)"! und VM55599 (344)['] im Labor nicht
stereoselektiv, was auf eine mogliche Proteinorganisation der
Pri-Ubergangszustandskonformationen im lebenden System
hindeutet.'**! Die drei Systeme, bei denen die stirksten
unmittelbaren experimentellen Belege fiir die Existenz einer
Diels-Alderase vorliegen, sind: a) die enzymatische Aktivitit
zellfreier Extrakte von Alternaria solani?"! die zur Produk-
tion von Solanapyron A (26) fiihrt,
b)die Lovastatinnonaketid-Syn-
thasel? bei der Biosynthese von
Lovastatin (11) und c) die Makro-
phomat-Synthasel®! zur Produktion
von Makrophomsdure (113). Trotz
der schwierigen und beeindrucken-
den experimentellen Untersuchun-
gen, die an diesen Systemen auf der
Suche nach Beweisen fiir eine
Diels-Alderase durchgefiihrt
wurden, steht ein eindeutiger
Beweis fiir die katalytische Wir-
kung (also die Steigerung der
Reaktionsgeschwindigkeit relativ
zum nichtkatalysierten System)
von in Reinform oder in teilweise
gereinigter Form (bei den Solana-
pyronen) vorliegenden Proteinen
fir pericyclische Diels-Alder-
Reaktionen noch aus. Hierzu sind
weitere biophysikalische und kine-

Me

zwei Schritte).
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391

163, Longithoron A

Schema 70. Hypothese von Schmitz et al. zur Biogenese von Longitho-
ron A (163).0%

tische Untersuchungen notwendig, z. B. iiber die gemessene
Steigerung der Geschwindigkeit und den stereoselektiveren
Verlauf dieser Reaktionen verglichen mit dem Substratum-
satz bei Abwesenheit von Enzymen.

Die Autoren danken den National Institutes of Health und der
National Science Foundation fiir die Unterstiitzung von Teilen
der hier beschriebenen Arbeiten. Ebenso danken wir Prof.
John C. Vederas von der University of Alberta und Prof.
Hideaki Oikawa von der Hokkaido University fiir die Zurver-
fiigungstellung von Vorabdrucken ihrer Beitrige. Dr. Rhona J.
Cox danken wir fiir das sorgfiltige Korrekturlesen des Manu-
skripts.

Eingegangen am 30. April 2002 [A534]
Ubersetzt von Dr. Jiirgen Eckwert, Seeheim-Jugenheim

(-)-163, (-)-Longithoron A

Schema 71. Biomimetische Totalsynthese von (—)-163 nach Shair et al.”®! a) Me,AlCl, CH,Cl,, —20°C
(70%, Diastereomerenverhiltnis 1:1.4); b) TBAF, THF 0°C; c) Phl(O), MeCN-H,0, 0—25°C (90%,
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