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Pancratistatin-Analoga

Stereospezifische biokatalytische Synthese von
Pancratistatin-Analoga**

Anh Nga Phung, Maria Teresa Zannetti, Gregg Whited
und Wolf-Dieter Fessner*

Die Amaryllidaceae-Alkaloide bilden eine wichtige Klasse
von Naturstoffen,!) von denen speziell das Pancratistatin (1)
und seine engen Anhydro- und Desoxy-Verwandten Narci-
clasin (3), Lycoricidin (4) und trans-Dihydrolycoricidin (2)
aus den Wurzelknollen der Hawaiianischen Hymenocallis lit-
toralis isoliert wurden.”! Diese Verbindungen haben erheb-
liches Aufsehen erregt wegen ihres interessanten biologischen
Wirkspektrums, das potente cytotoxische, antivirale und
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Insektenfra hemmende Eigenschaften umfasst.'*l Gegen-
wirtig wird ein Wirkmechanismus favorisiert, nach dem die
Proteinbiosynthese durch eine Inhibition der ribosomalen
tRNA-Bindung unterbrochen wird." Somit bildet das einzig-
artige, hoch oxygenierte Phenanthridongeriist eine vielver-
sprechende Leitstruktur auf der Suche nach neuen Tumor-
therapeutika.

Die Strukturen 1-4 waren Ziel von Totalsynthesen,>
deren Hauptproblem in der gezielten Installation der fiinf
bis sechs benachbarten stereogenen Zentren lag, einschlief3-
lich der Verkniipfungsstellen der B- und C-Ringe. Syste-
matische Untersuchungen zur minimalen Pharmacophor-
Struktur wurden erst in jiingster Zeit angegangen,®! was in
der begrenzten Verfiigbarkeit des Naturstoffs und der Kom-
plexitidt der Kernstruktur begriindet ist. Aus diesen Studien
kann geschlossen werden, dass die biologische Aktivitit auf
folgenden Kernelementen beruht: 1) dem Piperonylring A
sowie 2) der trans-Konfiguration der B-C-Ringverkniipfung,
die 3)die korrekte rdumliche Ausrichtung der peripheren
Hydroxyfunktionen im Aminocyclitolring C sichert. Zumin-
dest die korrekt positionierte 4- sowie eine oder beide der 2-
und 3-Hydroxygruppen scheint fiir den minimalen Pharma-
cophor obligatorisch zu sein.”” Wihrend gezeigt werden
konnte, dass oxygenierte Seco-Derivate inaktiv sind % ist
die Notwendigkeit einer Lactameinheit in Ring B bisher
unbewiesen.

Unter der Annahme einer solchen hypothetischen Mini-
malstruktur schien uns der Ersatz der Cyclitoleinheit durch
einen Kohlenhydratbaustein eine zuldssige Strukturvariation
zu sein, weil die meisten Hexoaldosen und -ketosen in
wassriger Losung eine cyclische Pyranosestruktur bevorzu-
gen. Zusitzlich zur anomeren Hydroxygruppe, die dann die 2-
OH-Gruppe im Pancratistatin ersetzt, konnte eine Ketose-
einheit wie in § moglicherweise eine primdre CH,OH-Gruppe
so positionieren, dass sie die zusétzlichen hydrophilen Kon-
takte von 1-OH in 1 bei der Effektorbindung ersetzen konnte.
Das B-Lactonanalogon 5 erschien daher ein interessantes
Syntheseziel (ebenso wie damit verwandte Stereoisomere).
Der Hauptvorteil einer solchen Synthesestrategie liegt in der
relativ einfachen Aufgabe, an einen Aromaten eine lineare
Kohlenhydratkette zu kniipfen. Das Kohlenhydratfragment
selbst lieBe sich enzymatisch mit einer Aldolasereaktion
erzeugen, die eine Kettenverldngerung durch ein Dihydroxy-
acetonfragment bewirkt unter gleichzeitig kontrollierter
Installation der notigen Absolutkonfiguration.'”! Vorteilhaft
ist dabei, dass die bekannten Dihydroxyaceton-abhidngigen
Aldolasen eine ungewohnliche Vielfalt an Aldehyden
anstelle ihres natiirlichen Substrats akzeptieren, unter volli-
ger Erhaltung der Stereokontrolle bei der Bildung neuer
Asymmetriezentren."

Die Retrosynthese dieser Strategie erforderte eine alde-
hydische Acceptorkomponente vom Typ 8, die wiederum
durch ozonolytische Ringspaltung eines ungeséttigten cis-
Diols 7 als Vorstufe erzeugt wiirde (Schema 1). Solche
Dihydroaren-cis-diole aus dem oxidativen mikrobiellen
Arenabbau wurden in jiingerer Zeit zu wertvollen Synthese-
bausteinen entwickelt.!"” Insbesondere die Naphthalindioxy-
genasen!™ aus Pseudomonas-Stimmen erwiesen sich als hoch
effektiv in der Dihydroxylierung polycyclischer Arene und
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Schema 1. Sequenz enzymatischer Dihydroxylierung und Aldolisierung
zur Erzeugung von vier benachbarten Stereozentren. a) Naphthalin-
dioxygenase (E. coli), Luft, 24 h bei 37°C, 64% Ausbeute (85% bezo-
gen auf Umsatz); b) O;, —78°C, MeOH, dann Me,S, RT; c) Rhamnu-
lose-1-phosphataldolase, Dihydroxyacetonphosphat, pH 7.0, RT, 2 d;

d) saure Phosphatase, pH 5.9, 3 d, dann Br,/BaCO;, Produktverhiltnis
1:1; Blitz-Chromatographie, 10% Gesamtausbeute (vier Schritte ausge-
hend von 7).

ihrer Derivate. Das fiir die geplante Studie benotigte Dioxol 6
bildete wegen seiner linear gestreckten Substratstruktur eine
Herausforderung, weil derartige Biokatalysatoren bekann-
termaBen angulare Substrate bevorzugen.'>!! Screening-
experimente zeigten, dass Toluoldioxygenasen zwar inef-
fektiv waren, dass aber eine Naphthalindioxygenase aus
Pseudomonas putida G7 in der Lage war, 6 zu oxidieren.
Priparative Biooxidation im Multigramm-MaBstab mit
rekombinanten Escherichia-coli-Zellen, die das Gen zur
Uberproduktion der Dioxygenase enthielten,™ lieferten
nach Extraktion und Flash-Chromatographie das gesuchte
Diol 7 in enantiomerenreiner Form (>98% ee).'"" Die
Verbindung erwies sich als empfindlich gegen Siurespuren,
was Zersetzung zum entsprechenden Naphthol verursacht
und die Gesamtausbeute schmilern kann (85% bezogen auf
den Umsatz). Die 5R,6S-Absolutkonfiguration von 7 folgt
aus dem fiir alle verwandten cis-Dihydrodiolmetaboliten aus
polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen typischen
positiven Drehwert sowie aus dem Nachweis, dass solche
Metabolite unabhingig von Typ und Quelle der verwendeten
Enzyme eine identische Konfiguration haben.!"”

Wegen seiner Tendenz zur Naphtholbildung und der
leichten Uberoxidierbarkeit des elektronenreichen Aroma-
ten durch tiberschiissiges Ozon musste das Endiol 7 unter
sorgfiltig kontrollierten Bedingungen ozonisiert werden. Die
wissrige Losung des resultierenden Dialdehyds 8 (Gemisch
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konstitutionsisomerer Hydrate laut 'H-NMR-Analyse)
wurde ohne weitere Reinigung direkt zur Aldoladdition mit
Dihydroxyacetonphosphat!"”! in Gegenwart einer Aldolase
eingesetzt. Sowohl die Fructose-1,6-bisphosphataldolase
(FruA)™® als auch die stereokomplementire Rhamnulose-
1-phosphataldolase (RhuA)!"? akzeptierten 8 als Substrat
unter Bildung monophosphorylierter Produkte (DC-Ana-
lyse). Die Umsetzung verlief allerdings nur schleppend und
blieb unvollstindig, was vermutlich auf die begrenzte Wasser-
loslichkeit von 8 zuriickgeht, die die effektive Substratkon-
zentration begrenzt. Es wurde erwartet, dass die Aldolase-
katalysierte Addition wegen der allgemein ausgezeichneten
Substratqualitidt von Hydroxyaldehyden und der bekannten
Unreaktivitdt aromatischer Carbaldehyde regiospezifisch an
der aliphatischen Aldehydeinheit erfolgt.'”! Die spektrosko-
pische Analyse der Aldoladdukte 9 und 12 lieferte komplexe,
zur Produktidentifizierung ungeeignete Spektren. Grund sind
vermutlich intramolekulare Fiinf- und Sechsring-Cyclisierun-
gen zu dquilibrierenden Halbacetalen mit unterschiedlicher
Diastereomerenzusammensetzung. Daher musste die Ana-
lyse zundchst durch Bildung stabiler Lactone vereinfacht
werden, was nach vorheriger enzymatischer Dephosphorylie-
rung durch milde Oxidation erreicht wurde. Interessanter-
weise bildete sich aus der RhuA-katalysierten Reaktion
sowohl das gesuchte pyranoide Isomer 10 als auch in gleichen
Anteilen das furanoide Isomer 11 (10 % Gesamtausbeute aus
7)1 wihrend aus der FruA-Reaktion nur das unerwiinschte
furanoide Produkt 14 (10 % Gesamtausbeute) und nicht das
6-Lacton 13 resultierte (Schema 2). Ein Erkldrungsversuch

13

Schema 2. y-Lacton-Bildung nach FruA-katalysierter Aldolisierung.

a) FruA, Dihydroxyacetonphosphat, pH 7.0, RT, 2 d; b) saure Phospha-
tase, pH 5.9, 3 d, dann Br,/BaCO;; 10% Ausbeute (vier Schritte ausge-
hend von 7).

basiert auf der in der FruA-Reaktion induzierten Konfigura-
tion der 3- und 4-Hydroxygruppen, die in 13 in eine diaxiale
Orientierung gezwungen wiirden, was die Pyranosebildung
zugunsten furanoider Strukturen benachteiligt. Weiterhin
konnte die Oxidation furanoider Halbacetale kinetisch
bevorzugt sein, was die Bildung von y-Lactonen begiinstigt.

Das d-Lacton 10 &dhnelt (4)-Pancratistatin in seiner
Absolutkonfiguration bis auf die invertierte Lage von 3-
OH. Die korrekte Gesamtkonfiguration wie in 5 (3,4-OH cis-
vicinal) wiirde die Katalyse einer Tagatose-1,6-bisphosphat-
aldolase (TagA) erfordern. Bisher bekannte TagA-Enzyme
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weisen jedoch nur eine geringe Stereoselektivitdt mit nicht-
natiirlichen Substratanaloga auf!*!®! weshalb eine solche
Option zurzeit nicht umsetzbar ist und ein Screening nach
neuen stereoselektiven Aldolasen erfordert."” Eine chemi-
sche Inversion an dieser Position diirfte wegen der sterisch
eingeschréankten Zugénglichkeit schwierig sein. Daher
scheint Verbindung 10 die nach diesem Verfahren bislang
optimale Approximation zu sein.

Zusammenfassend haben wir eine neue Strategie zur
stereospezifischen Synthese neuartiger Pancratistatin-Ana-
loga entwickelt. Unsere Studie belegt, dass durch eine
Kombination von enzymatischer Dihydroxylierung und Aldo-
lisierung Strukturen von hoher molekularer Komplexitéit und
mit mehreren benachbarten Chiralititszentren in wenigen
Syntheseschritten einfach und ohne Bedarf an Schutzgrup-
penmanipulationen aufgebaut werden koénnen. Uber ein
zurzeit laufendes Screening der neuen Verbindungen auf
biologische Aktivitidt, insbesondere im Hinblick auf anti-
neoplastische Effektivitidt, werden wir in Kiirze berichten.
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