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Strukturaufkl	rung des Tetrabromstyloguanidins: Muss die relative
Konfiguration der Palau�amine revidiert werden?**
Achim Grube und Matthias K�ck*

Die Totalsynthese von Palau�amin und verwandten Verbin-
dungen ist zurzeit ein wichtiges Thema in der organischen
Naturstoffchemie.[1] Bisher gelang es jedoch keiner der be-
teiligten Arbeitsgruppen, die vollst'ndige Struktur von
Palau�amin zu synthetisieren. Hier beschreiben wir eine neue
Verbindung aus der Strukturklasse der Palau�amine, das Te-
trabromstyloguanidin (1; Schema 1), das aus dem Schwamm
Stylissa caribica isoliert wurde. Unsere Untersuchungen an 1
haben eine von den publizierten relativen Konfiguration der
Palau�amine abweichende relative Konfiguration ergeben.
Dibrompalau�amin (2c) wurde ebenfalls aus dem selben Or-
ganismus isoliert.

Schw'mme der Familien Axinellidae und Dictyonellidae
geh2ren zu den am besten untersuchten marinen Evertebra-
ten.[2] Aus diesen Schw'mmen wurden viele Sekund'rmeta-
bolite, haupts'chlich Pyrrolimidazol-Alkaloide, isoliert und
beschrieben. Die ungef'hr 100 Verbindungen dieser Struk-
turklasse leiten sich biosynthetisch vom Oroidin ab.[3,4] Der
Schwamm Stylissa caribica[5] wurde in einem Massenspek-
trometrie(MS)-Screening untersucht, und es konnten meh-
rere neue Pyrrolimidazol-Alkaloide isoliert werden: 4-
Brompyrrol-2-carboxy-N(e)-lysin,[6] 4-Brompyrrol-2-carb-
oxyarginin,[6] Oxocyclostylidol[7] und die Stylissadine A und
B.[8] Im Verlauf dieser Untersuchungen wurde ein Metabolit
mit bis dahin unbekannter Masse und einem Br4Cl-Isoto-
penmuster detektiert. Hier berichten wir @ber die Isolierung
und Strukturaufkl'rung dieser neuen Verbindung 1
(Schema 1) mit Schwerpunkt auf der relativen Konfiguration
der Azabicyclo[3.3.0]octan-Teilstruktur.

Aus der Molek@lmasse von Tetrabromstyloguanidin (1,
m/z 824.8242) und dem Isotopenmuster wurde die Summen-
formel C22H22N10O4Br4Cl ([M+H]+) errechnet. In ESI-MS/
MS-Messungen (API-CID-MS/MS, CID-MS/MS; ESI: Elek-
trosprayionisation; API: Atmosph'rendruckionisation, CID:
kollisionsinduzierter Zerfall) wurde eine Fragmentierung
beobachtet, die typisch f@r nichtcyclisierte Pyrrolimidazol-

Alkaloide ist. Der Verlust von 18 amu deutete auf eine Hy-
droxygruppe hin, w'hrend das Fragment m/z 577.5 (das
einem Verlust von 251 amu entspricht) ein Hinweis auf eine
4,5-Dibrompyrrol-2-carbamid-Gruppe ist.[9] Das Kohlenstoff-
Stickstoff-Ger@st von 1 wurde anhand von 1H,1H-COSY-,
1H,13C- und 1H,15N-HMBC-Daten identifiziert; die wichtigs-
ten Korrelationen sind in Schema 2
dargestellt. Tetrabromstyloguanidin
(1) hat eine hexacyclische Grund-
struktur, die mit der von Dibrom-
styloguanidin (3c)[10] identisch und
mit der von Konbu�acidin A (4)[11]

verwandt ist.
Die Tatsache, dass die 13C-Ver-

schiebungen der acht stereogenen
Zentren von 1 mit den Werten f@r
3c[10] und 4[11] praktisch @berein-
stimmen, deutet auf eine identische
relative Konfiguration in allen drei
Molek@len hin (Abbildung 1). Die
Isolierung von Dibrompalau�amin
(2c)[12] aus dem gleichen Organis-
mus erm2glichte den direkten Ver-

Schema 1. Strukturformeln von Tetrabromstyloguanidin (1), Palau’a-
min (2a), Dibromstyloguanidin (3c) und Konbu’acidin A (4).

Schema 2. Teilstruktur
von Tetrabromstylogu-
anidin (1). Fett darge-
stellte Bindungen mar-
kieren 1H,1H-COSY-Kor-
relationen, Pfeile markie-
ren 1H,13C-HMBC-Korre-
lationen.
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gleich der relativen Konfiguration von 1 mit einem Palau�-
amin-Derivat.[13] Die 13C-Verschiebungen des aus Stylissa
caribica isolierten 2c in D2O waren identisch zu den be-
kannten Literaturwerten von 2c,[12] was auf eine @berein-
stimmende relative Konfiguration hindeutete. Im n'chsten
Schritt wurden die 13C-Verschiebungen von 2c und 1 in
[D6]DMSO miteinander verglichen (Abbildung 2). Die 13C-
Verschiebungen von C10, C11, C12, C16, C17, C18 und C20
sind ann'hrend identisch, w'hrend die unterschiedliche 13C-

Verschiebung von C6 durch den Austausch einer Phakellin-
gegen eine Isophakellinstruktur erkl'rt werden kann. Die
nahezu identischen 13C-Verschiebungen der stereogenen
Zentren sind ein eindeutiger Hinweis, dass Tetrabromsty-
loguanidin (1) und Dibrompalau�amin (2c) die gleiche rela-
tive Konfiguration haben.

Die qualitative Auswertung der ROESY-Spektren von 1
ergab ein schwaches Signal f@r H11/H17 und ein starkes
Signal f@r H12/H17. Diese Ergebnisse sowie die große 1H,1H-
Kopplungskonstante zwischen H11 und H12 f@r die cis-st'n-
digen F@nfringe (Tabelle 1) waren der erste Hinweis auf eine
andere relative Konfiguration von Tetrabromstyloguanidin

(1) im Vergleich zur bisher akzeptierten Konfiguration von
Dibromstyloguanidin (3c).[10] Um diesen Sachverhalt zu
@berpr@fen, wurden die ROESY-Daten quantitativ ausge-
wertet, wobei zur Konfigurationsbestimmung von 1 Proton-
Proton-Abst'nde aus ROESY-Spektren mit unterschiedli-
chen Mischzeiten (100, 150 und 200 ms) herangezogen
wurden.[15]

Die Konfigurationen der acht stereogenen Zentren
wurden durch eine computergest@tzte Methode bestimmt.
Die Kombination von Distance-Geometry(DG)-[16] und Dis-
tance-Bounds-Driven-Dynamics(DDD)-Rechnungen[17] mit
von NOE-Werten abgeleiteten Abstandsgrenzen (r, distance
restraints) wurde schon erfolgreich zur Aufkl'rung der rela-
tiven Konfiguration anderer organischer Molek@le einge-
setzt.[18] Bei diesen Berechnungen kam die Floating-Chirali-
ty(fc)-Methode zum Einsatz, die eine Knderung der Konfi-
guration an den einzelnen stereogenen Zentren w'hrend der
Rechnung zul'sst.[19, 20] Im Prinzip k2nnen mit der DG/DDD-
Methode alle 256 m2glichen Stereoisomere von 1 berechnet
werden. Da die NMR-Spektroskopie nicht zwischen Enan-
tiomeren unterscheiden kann, wurde das Zentrum C6 als
Referenz festgelegt. Mit diesem Ansatz besteht immer noch
die M2glichkeit, 128 Diastereomere zu berechnen.[21,22]

Aus einer fc-rDG/DDD-Rechnung mit 27 vorgegebenen
Proton-Proton-Abst'nden (ohne H11/H12)[23] resultierten
drei Strukturfamilien (I, II und III) mit unterschiedlichen
Bereichen f@r den Gesamtfehler (Abbildung 3).[24] Die
Strukturfamilie I (Strukturen 1–67) hat den kleinsten Ge-
samtfehler mit Werten zwischen 5.50 und 6.62. Alle 67
Strukturen dieser Familie haben die gleiche relative Konfi-
guration, wie in Abbildung 4 f@r 1 gezeigt ist. Die Struktur-
familie II setzt sich aus den Strukturen 68–87 zusammen, die
einen Gesamtfehler von 9.09 bis 16.4 aufweisen. Diese
Strukturen haben die gleiche relative Konfiguration wie 1 und
unterscheiden sich nur in der Zuordnung der diastereotopen
Protonen der beiden Methylengruppen (C13 und C19).[25] Die
verbleibenden 11 Strukturen (88–98, Familie III) haben den
h2chsten Gesamtfehler von 42.1 bis 67.4. Dies ist dadurch
begr@ndet, dass zwei oder drei stereogenen Zentren gegen-
@ber 1 invertiert sind. Bezogen auf das Gesamtergebnis
wurden nur 5 von 128 m2glichen Diastereomeren mit fc-DG/
DDD-Methoden unter Verwendung der vorgegebenen Ab-
st'nde errechnet. Die 87 besten Strukturen haben alle die
gleiche relative Konfiguration wie f@r 1 angegeben.

Abbildung 1. d(13C)-Werte der acht stereogenen Zentren von 1
(schwarze Kreise), 3c (rote Quadrate) und 4 (gr8ne Dreiecke) in
[D6]DMSO. 4 unterscheidet sich von 1 und 3c in der Anordnung des
Pyrrolrings.[14]

Abbildung 2. d(13C)-Werte der acht stereogenen Zentren von 1
(schwarze Kreise) und 2c (graue Quadrate). 2c und 1 unterscheiden
sich in der Anordnung des Pyrrolrings.[14]

Tabelle 1: 1H,1H-Kopplungskonstanten [Hz] f8r 1 und 2c.[a]

Protonen 1 2c

H11 H12 14.4 14.5
H12 H13 7.6 7.6
H12 H13’ 10.6 10.3
H12 H18 10.1[b] –
H17 H18 9.9 8.4
H18 H19 4.1[b] –
H18 H19’ 6.5[b] –

[a] 1D-1H-Spektrum gemessen in [D6]DMSO (400 MHz). [b] Aus Homo-
entkopplungs(HD)-Spektren (siehe Hintergrundinformationen); der
Wert f8r H12/H13’ aus dem HD-Spektrum betrEgt zum Vergleich
10.1 Hz.
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Um die Ergebnisse der fc-rDG/DDD-Untersuchung ab-
zusichern, wurden die Berechnungen auch f@r mehrere aus-
gew'hlte relative Konfigurationen mit festgelegten stereo-
genen Zentren durchgef@hrt (Tabelle 2). Die ebenfalls ver-
wendete hypothetische Struktur 5 stellt Tetrabromstylogu-
anidin (1) in der relativen Konfiguration dar, wie sie f@r
Palau�amin (2a) publiziert wurde. In dieser Struktur ist die
Konfiguration an C12 und C17 invertiert (graue Kreise).

Wenn in der Startstruktur die trans-verkn@pften F@nfringe zu
cis-verkn@pften F@nfringen ver'ndert wurden, stieg der Ge-
samtfehler stark an. Deutlicher werden die Ergebnisse beim
Vergleich der Gesamtfehler von vier Diastereomeren (C11
und C12). F@r die relative Konfiguration von 1 wird ein Ge-
samtfehler von 2.3 erhalten, w'hrend f@r das cis-Diastereo-
mer (in dem die Konfiguration von C11 oder C12 invertiert
ist) Gesamtfehler von ungef'hr 60 errechnet werden. F@r das
zweite trans-Diastereomer (in dem die Konfigurationen von
C11 und C12 invertiert sind) erreicht der Gesamtfehler den
Wert 113. Diese Ergebnisse belegen abermals, dass die Kon-
figuration von 1 die experimentellen Proton-Proton-Abst'n-
de am besten wiedergibt.

Weil die relative Konfiguration von 1 im Widerspruch zu
den publizierten Konfigurationen von 2a, 3c und 4 ist (un-
terschiedliche Konfiguration an den Zentren C12 und C17 im
Cyclopentanring), m@ssen die Ergebnisse aus den ROESY-
Spektren in Kombination mit den Kopplungskonstanten dis-
kutiert werden. Die publizierten Konfigurationen von 2a, 3c
und 4 zeigen, dass die Protonen H11, H12, H17 und H18 des
Cyclopentanrings auf einer Seite der Molek@lebene liegen
und folgerichtig einen kleinen Abstand zueinander
haben.[10–12] Kinnel et al. beobachteten aber eine schwache
ROESY-Korrelation von H11 zu H17.[12]

In 1 ist der Proton-Proton-Abstand f@r H11/H17 groß
(330 pm), w'hrend er f@r H12/H17 klein ist (240 pm). Dies ist
nicht mit den publizierten relativen Konfigurationen an den
stereogenen Zentren C11, C12, C17 und C18 in 2a, 3c und 4
in Einklang. Auch die Proton-Proton-Abst'nde H11/H18
(235 pm) und H17/H18 (280 pm) deuten auf eine andere re-
lative Konfiguration hin. Kinnel et al. schlugen f@r das Aza-
bicyclo[3.3.0]octan-System eine cis-Verkn@pfung vor,[12] was
unter anderem aus der Kopplungskonstanten von 14.1 Hz
zwischen H11 und H12 abgeleitet wurde. Obwohl eine
Kopplungskonstante dieser Gr2ßenordnung eine cis-Ver-
kn@pfung nicht ausschließt, ist eine trans-Verkn@pfung viel
wahrscheinlicher.[27] F@r 1 haben wir eine 'hnliche Kopp-
lungskonstante gemessen (14.4 Hz), die aber, zusammen mit
den anderen gemessenen Kopplungskonstanten (Tabelle 1)
und den ROESY-Ergebnissen, f@r eine trans-Verkn@pfung
des Azabicyclo[3.3.0]octan-Systems (Inversion an C12) und
eine invertierte Konfiguration an C17 spricht. Dies weicht
von den publizierten Strukturen der Verbindung 2, 3 und 4 ab.
Es gibt zwar nur wenige Beispiele f@r trans-verkn@pfte Bi-
cyclo[3.3.0]octan-Derivate in der Literatur, doch diese be-
st'tigen deren Existenz und Stabilit't unter Standardbedin-
gungen.[27a, 28]

Abbildung 3. Ergebnisse der fc-rDG/DDD-Rechnungen zu 1. Die 98
Strukturen wurden nach ihrem Gesamtfehler sortiert und in die drei
Familien I (leere Quadrate), II (graue Quadrate) und III (schwarze
Quadrate) eingeteilt.

Tabelle 2: Ergebnisse der rDG/DDD-Rechnungen zu 1 und 5.[a]

Konfiguration Gesamtfehler Konfiguration Gesamtfehler

H11,H12 trans H11,H12 cis
1 2.3 5 55.8
11-epi-1 + 12-epi-1 113.0 11-epi-5 + 12-epi-5 64.2
17-epi-1 15.2 17-epi-5 50.7
20-epi-1 14.9 18-epi-5 55.8
17-epi-1 + 20-epi-1 21.6 17-epi-5 + 18-epi-5 50.7

[a] Die Berechnungen wurden mit 27 experimentellen ROEs f8r 1
durchgef8hrt.

Abbildung 4. Darstellung der 67 8berlagerten Strukturen der Familie I
aus den fc-rDG/DDD-Rechnungen zu 1. Die Strukturen unterscheiden
sich in der Orientierung der Brompyrrol-Seitenketten. Farbcodierung:
C schwarz, H weiß, O rot, N blau, Br rosa, Cl gr8n.[26]
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Die Berechnung des Proton-Proton-Abstands H11/H12 in
1 w@rde einen direkteren Zugang zur Bestimmung der Kon-
figuration (cis oder trans) des Azabicyclo[3.3.0]octan-Systems
bieten. Unabh'ngig von der relativen Konfiguration des Bi-
cyclus w@rde ein ROESY-Kreuzpeak auftreten (wie er f@r 4
beobachtet wurde).[9] Eine quantitative Auswertung m@sste
f@r eine cis-Verkn@pfung einen Abstand im Bereich von 220
bis 240 pm und f@r eine trans-Verkn@pfung einen Abstand im
Bereich von 280 bis 300 pm ergeben. Ungl@cklicherweise
konnten wir aber in unserer Untersuchung an 1 den ROESY-
Kreuzpeak f@r H11/H12 wegen @berlagernder TOCSY-Ar-
tefakte nicht quantifizieren. Dennoch standen wegen deren
Interaktion mit anderen Protonen genug Informationen zu
H11, H12, H17 und H18 zur Verf@gung, um die relative
Konfiguration des Azabicyclo[3.3.0]octan-Systems eindeutig
zu bestimmen.

Bez@glich der Biosynthese k2nnten die Grundstrukturen
von Tetrabromstyloguanidin (1), Axinellamin A (8) und
Massadin (9)[29] (Schema 3) aus dem gleichen Syntheseweg

stammen,[30] was eine identische Konfiguration an C17 sehr
wahrscheinlich macht. Baran et al. vermuten Sceptrin (6) als
biosynthetische Vorstufe von Axinellamin A (8) und der
Palau�amine 2.[31] Dies st@tzt die Hypothese trans-verkn@pfter
F@nfringe, da die beiden Brompyrrol-Seitenketten in anti-
Anordnung auftreten, wie es f@r dimere Pyrrolimidazol-Al-
kaloide wie Sceptrin (6), Ageliferin (7), Axinellamin A (8)
und Massadin (9) typisch ist. Eine trans-Verkn@pfung w're
auch mit der von Al Mourabit und Potier f@r die Verbin-
dungen 1–4 und 6–9 beschriebenen, zweistufigen Cyclisierung
in Einklang.[3]

Die Struktur des Palau�amin-Derivats Tetrabromstylogu-
anidin (1) wurde durch spektroskopische und computerge-

st@tzte Methoden aufgekl'rt. An den stereogenen Zentren
C12 und C17 wurde eine andere relative Konfiguration ge-
funden, als sie f@r die Strukturen von Palau�amin (2), Sty-
loguanidin (3) und Konbu�acidin A (4) beschrieben wurde.
DG/DDD-Rechnungen unter Verwendung von Proton-
Proton-Abst'nden aus ROE-Daten und der Vergleich der
13C-NMR-Daten der erw'hnten Verbindungen machen sehr
wahrscheinlich, dass den Palau�aminen (2a–c), Styloguanidi-
nen (3a–c) und Konbu�acidin A (4) eine andere relative
Konfiguration zukommt, als bisher angenommen wurde.
Obwohl ein endg@ltiger Beweis durch eine Totalsynthese und
Kristallstrukturbestimmung noch aussteht, deuten unsere
Daten sehr stark darauf hin, dass die relative Konfiguration
der Palau�amine revidiert werden muss.

Experimentelles
Die Sammlung der Schw'mme sowie die Extraktions- und Isolie-
rungsexperimente wurden wie beschrieben durchgef@hrt.[6, 7] Der
Rohextrakt und die mit Sephadex-LH20-Chromatographie erhalte-
nen Fraktionen wurden mit HPLC-MS analysiert. Die Sekund'rme-
tabolite wurden durch RP18-HPLC gereinigt (MeCN/H2O/Trifluor-
essig'ure-Gradient): 1 (47.6 mg, 0.05% vom Trockengewicht) und 2c
(68.4 mg, 0.07% vom Trockengewicht).

Die 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektren wurden bei 25 8C gemes-
sen (Bruker AV400). Die 1H,1H-DQF-COSY-, 1H,13C-HSQC-,
1H,13C-HMBC-, 1H,15N-HSQC-, 1H,15N-HMBC- und 1H,1H-ROESY-
Experimente wurden unter Standardbedingungen ausgef@hrt. HPLC-
MS: Agilent 1100 HPLC und Bruker Daltonics microTOFLC; Chro-
matographie: S'ule Waters XTerra RP18 (3.0 P 150 mm, 3.5 mm) mit
MeCN/H2O/HCOOH-Gradient (0 min: 10% MeCN/90% HCOOH
(0.01%); 30 min: 60% MeCN/40% HCOOH (0.01%)) bei einer
Flussgeschwindigkeit von 0.4 mLmin�1. UV-Spektren wurden w'h-
rend der HPLC-Analyse mit einem DAD-Ger't (Agilent) aufge-
nommen. API-CID-MS/MS und CID-MS/MS: Bruker Daltonics
microTOFLC und Esquire 3000plus.

1: Hellgelbes Pulver; [a]23
D =�42 (c= 1.26, MeOH); 1H-NMR

(400.14 MHz, [D6]DMSO, 25 8C): d= 13.36 (s, 1H, H1), 12.73 (d, J=
2.6 Hz, 1H, H30), 9.41 (s, 1H, H21), 9.25 (s, 1H, H9), 9.00 (s, 1H, H7),
8.79 (s, 1H, H23), 8.38 (t, J= 6.0 Hz, 1H, H24), 8.17 (s, 2H, 8-NH2),
7.66 (s, 2H, 22-NH2), 7.65 (d, J= 5.3 Hz, 1H, 20-OH), 6.95 (d, J=
2.7 Hz, 1H, H27), 5.72 (d, J= 5.3 Hz, 1H, H20), 5.52 (s, 1H, H6), 4.30
(d, J= 9.9 Hz, 1H, H17), 3.77 (m, 1H, H13), 3.55 (m, 1H, H19), 3.35
(m, 1H, H19), 3.00 (m, 1H, H13), 2.85 (d, J= 14.6 Hz, 1H, H11), 2.43
(m, 1H, H12), 2.11 ppm (m, 1H, H18); 13C-NMR (100.61 MHz,
[D6]DMSO, 25 8C): d= 159.1 (C25), 157.3 (C8), 157.3 (C22), 154.9
(C15), 127.9 (C26), 123.0 (C4), 122.0 (C5), 112.8 (C27), 108.7 (C2),
104.8 (C29), 97.9 (C28), 96.1 (C3), 82.3 (C20), 81.5 (C10), 73.6 (C17),
70.3 (C16), 55.8 (C11), 53.4 (C6), 49.2 (C18), 44.8 (C13), 40.2 (C12),
38.5 ppm (C19); 15N-NMR (40.56 MHz, [D6]DMSO, 25 8C): d= 166
(N30), 161 (N1), 130 (N14), 104 (N21), 103 (N24), 102 (N9), 93 (N23),
89 (N7), 74 (8-NH2), 73 ppm (22-NH2); NMR-Daten siehe auch
Hintergrundinformationen; UV (DAD): lmax = 280 nm; HPLC/
HR(+)ESI-MS: Rt= 25.2 min, m/z 824.8242 [M+H]+, ber. f@r
C22H22

79Br4
35ClN10O4, m/z 824.8293, Dm= 6.1 ppm.

2c : Hellgelbes Pulver; [a]23
D =�60 (c= 0.49, MeOH); NMR-

Daten ([D6]DMSO) siehe Hintergrundinformationen; UV (DAD):
lmax = 280 nm; HPLC/HR(+)ESI-MS: Rt= 2.5 min, m/z 575.9852
[M+H]+, ber. f@r C17H22

79Br2
35ClN9O2, m/z 575.9868, Dm= 2.7 ppm.

Eingegangen am 4. Oktober 2006,
ver'nderte Fassung am 20. Dezember 2006
Online ver2ffentlicht am 26. Februar 2007

Schema 3. Strukturformeln der dimeren Pyrrolimidazol-Alkaloide Scep-
trin (6), Ageliferin (7), Axinellamin A (8) und Massadin (9).
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