Zuschriften

Marine Naturstoffe

DOI: 10.1002/ange.200701935

Massadinchlorid: eine Vorstufe in der Biosynthese von Massadin und

Stylissadin**

Achim Grube, Stefan Immel, Phil S. Baran* und Matthias Kock*

Bis heute sind 30 dimere Pyrrol-Imidazol-Alkaloide
(PIAs) aus den Schwammfamilien Agelasidae, Axi-
nellidae, Dictyonellidae und Hymeniacidonidae be-
schrieben worden.™! Thre komplexen Strukturen haben
zu einer Reihe von Synthesestudien gefiihrt.">? Trotz
interessanter Vorschldge zur Biosynthese dieser Ver-
bindungen liegen bisher keine experimentellen Er-
gebnisse vor, die die theoretischen Annahmen besta-
tigen.”! Nach der Revision der relativen Konfiguration
von Palau’amin (1) prisentierten wir kiirzlich einen
einheitlichen Biosyntheseweg, der die Herkunft aller
komplexen PIAs mit einem Fiinfring erklirt."” In
diesem Ansatz wurden drei neue Zwischenstufen be-
schrieben: ,,Priaxinellamin® (2), Massadinchlorid (3)
und ,,Massadinaziridin® (4). Im Folgenden liefern wir
indirekte Beweise fiir die Existenz der beiden hypo-
thetischen Strukturen 2 und 4 und berichten iiber die
Isolierung und Strukturaufkldrung von 3.

Das dimere PIA Massadin (5) wurde 2003 aus dem
Meeresschwamm Stylissa aff. massa isoliert.”! Dieses
Alkaloid trdgt im Unterschied zu vergleichbaren PIAs
wie den Axinellaminen A (6) und B (7)( (C13),
Palaw’amin (1) (C17) und Tetrabromstyloguanidin
(8)1 (C17) eine Hydroxygruppe anstelle des Chloratoms an
C14. Hier beschéftigen wir uns mit der Frage, ob Massadin (5)
in Schwimmen der Gattung Stylissa aus Massadinchlorid (3)
entsteht. Die Isolierung von 3 wire in zweifacher Hinsicht
bedeutsam fiir Uberlegungen zur Biosynthese der dimeren
PIAs. Einerseits wiire es ein indirekter Beweis, dass die Bio-
synthese der Axinellamine, Palau’amine und Styloguanidine
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iiber ,,Priaaxinellamin® (2) verlduft, wobei 2 ein einfaches
Ring-Ketten-Tautomer von 3 und Axinellamin A (6) ist
(Schema 1). Andererseits wiirde dies das ungewdohnliche
Vorliegen einer Hydroxygruppe an C14 in § und den kom-
plexesten bekannten PIAs Stylissadin A und B (9 und 10)
erkldren.

Der karibische Schwamm Stylissa caribica enthilt eine
Vielzahl an monomeren, dimeren und tetrameren Pyrrol-
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Schema 1. ,Priaxinellamin® (2) ist das Ring-Ketten-Tautomer von Mas-
sadinchlorid (3) und Axinellamin A (6).
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Imidazol-Alkaloiden.**® Kiirzlich wurden aus diesem
Schwamm die dimeren Massadinderivate Stylissadin A (9)
und B (10, tetramere PIAs) sowie Massadin (5) isoliert.!*! Um
die Frage zu kldren, ob Massadinchlorid (3) auch in Stylissa
caribica enthalten ist, wurde der Organismus einem HPLC-
HRMS-Screening unterzogen.®™ Das Ergebnis dieser Un-
tersuchung war eine Verbindung mit m/z 842.8393 ([M +
H]"). Dieser Wert entspricht der Summenformel
C,H,,Br,CIN,,O,, die identisch mit derjenigen von Axinell-
amin A (6) und B (7) ist. Die isolierte Verbindung wurde
daraufthin NMR-spektroskopisch untersucht, doch die Ver-
schiebungen im 1D-'H-NMR-Spektrum
waren nicht identisch mit denen von 6
und 7. Durch 2D-NMR-Experimente
konnte die Struktur von 3 aufgekldrt
werden. Die wichtigsten 'H,'H-COSY-
und 'H,*C-HMBC-Korrelationen fiir
die Strukturaufkldrung von 3 sind in
Schema 2 dargestellt.

Die relative Konfiguration von
Massadinchlorid (3) wurde durch den
Vergleich der “C-NMR-Verschiebun-
gen fiir die acht stereogenen Zentren
mit denen von Massadin (5) aufgeklart.
Die Werte waren sehr dhnlich, mit
Ausnahme der Verschiebung fiir C14
(Abbildung 1). Diese Differenz kann
durch den Austausch des Chloratoms
gegen die Hydroxygruppe erklért
werden und wurde durch Inkrement-
rechnungen fiir aliphatische Hydroxygruppen und Chloride
bestitigt.’!l Zusitzlich zu diesem Ergebnis stiitzen die *Jyy-
Kopplungskonstanten® und die aus ROESY-Spektren ab-
geleiteten Protonenabstidnde (siehe Hintergrundinformatio-
nen) die identische relative Konfiguration von Massadin-
chlorid (3) und Massadin (5). Die identische absolute Konfi-
guration der beiden Verbindungen wird durch sehr dhnliche
Drehwerte gestiitzt (3: [a]Y =—-14.9 (¢c=0.49, MeOH); 5:
[a]?=—18.5 (c=0.45, MeOH)). Die hier gezeigte absolute
Konfiguration von 5 basiert auf den Ergebnissen von Fusetani
et al.l!

Schema 2. Aus-
schnitt der Struktur
von Massadinchlorid
(3). Die fett gedruck-
ten Bindungen stel-
len "H,"H-COSY-Kor-
relationen fiir 3 dar,
Pfeile zeigen ausge-
wihlte 'H,"*C-HMBC-
Korrelationen auf.
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Abbildung 1. Vergleich der o (">C)-Werte fiir die acht stereogenen Zen-
tren von 3 (schwarze Kreise) und 5 (graue Quadrate) in [Dg]DMSO.
Die Linienziige geben keine mathematische Funktion wieder, sondern
dienen lediglich als Hilfestellung fiir den Betrachter.
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Wihrend der NMR-spektroskopischen Untersuchungen
von Massadinchlorid (3) wurde sogar in wasserfreiem
[D¢]DMSO ein Abbau der Verbindung beobachtet. Um die
chemische Stabilitdt von 3 in wéssrigen Losungen zu unter-
suchen, wurden mehrere Experimente durchgefiihrt. In
einem ersten Ansatz wurde 3 in 500 uL [D4]DMSO und 10 pL.
H,O gelost. Der Reaktionsverlauf wurde bei 40°C durch
Aufnahme von 1D-'H-NMR-Spektren verfolgt. Durch den
Vergleich der 'H- und "“C-NMR-Verschiebungen konnte
Massadin (5) als Produkt der Reaktion zwischen 3 und H,O
identifiziert werden (Abbildung 2).

In einem zweiten Versuch wurde 3 in H,O gelost und bei
60°C gelagert. Die Losung wurde mit HPLC-HRMS unter-
sucht (Abbildung 3). Nach vier Stunden war 3 vollstindig zu 5
umgesetzt, was anhand der Verénderungen im Isotopenmus-
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Abbildung 2. Die Region der Signale fir H7 und H9 im 1D-"H-NMR-
Spektrum von Massadinchlorid (3) in H,0/[Dg]DMSO. Zum Zeitpunkt
t=0 wurde nur 3 nachgewiesen. Die entstehenden Signale zeigen die
Bildung von Massadin (5) an.
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Abbildung 3. HPLC-Chromatogramme fiir die Umsetzung von Massa-
dinchlorid (3) in H,O bei 60°C fiir t=0 (grau) und t=4 h (schwarz).
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ter, der Retentionszeit und der genau bestimmten Masse von
5 bestitigt wurde.

Da die relative Konfiguration des Cyclopentanrings in
Massadin (5) und Massadinchlorid (3) identisch sind, stellt
sich die Frage nach dem Mechanismus der nucleophilen
Substitution. Wir zeigten bereits einen Mechanismus, der von
einer Aziridin-Zwischenstufe ausgeht und eine doppelte In-
version der Konfiguration an C14 zur Folge hat (Schema 3).1""!

ermittelt, in denen die Dibrompyrrol-Seitenketten durch N-
Acetyl-Reste ersetzt wurden, wahrend das Substitionsmuster
der zentralen Ringe jeweils beibehalten wurde.

Das unterschiedliche Reaktionsverhalten von Massadin-
chlorid (3) und Tetrabromstyloguanidin (8) kann anhand der
in Abbildung 4 gezeigten Strukturen erkldrt werden. Die
geometrische Anordnung und der Diederwinkel zwischen
dem Imidazolstickstoff (N12) und dem Chloratom (Atome a,
b, ¢ und d) unterstiitzen in Massadinchlorid (3,
152°) einen intramolekularen Austausch, da ein
Riickseitenangriff des freien Elektronenpaares

Uflﬂf e von N12 auf C14 méglich ist. Die Strukturen der
NH  bildung Axinellamine®® und Styloguanidine!'/Palau’ami-
R/"“ b —or nel’l weisen Diederwinkel von 79° bzw. 99° auf,
HO und eine nahezu senkrechte Anordnung der N-C-
Ny NH und C-Cl-Bindungen verhindert den Chloridaus-
HoN tausch. Dadurch spalten diese Verbindungen ihr
3 4 5 (Nu = OH) charakteristisches Chloratom nicht durch ent-

9 (Nu = Massadin)  sprechende Reaktionen ab.

11 (Nu = OMe)

Schema 3. Moglicher Mechanismus fiir die Solvolyse von Massadinchlorid (3) in

H,0.

Im ersten Schritt greift das Stickstoffatom an Position 12 das
Kohlenstoffatom C14 an, was zur Bildung eines Aziridinrings
unter Abspaltung eines Chloridions fithrt. Danach greift ein
H,0-Molekiil das Kohlenstoffatom C14 von der gleichen
Seite an, was zu einer Retention der Konfiguration fiihrt.
Diese Nachbargruppeneffekte waren bereits bekannt. Das
gleiche Verhalten wird fiir die Reaktion von Massadinchlorid
(3) mit MeOH beobachtet. Das durch HPLC-HRMS cha-
rakterisierte Solvolyseprodukt in dieser Reaktion ist 14-
Methoxymassadin (11). Es ist zu vermuten, dass sich 3 tiber
»Massadinaziridin“ (4) in 11 umwandelt.

Wenn es moglich ist, fiir 3 eine derart schnelle und voll-
standige Umsetzung in 5 zu beobachten, sollte diese Reaktion
auch fiir andere dimere PIAs wie Tetrabromstyloguanidin
(8) oder die Palau’amine!” moglich sein. Da die chemischen
Strukturen von 8 und Massadinchlorid (3) sehr dhnlich sind,
wire eine vergleichbare Reaktion von 8 in H,O zu erwarten.
Tatsdchlich ist 8 bei Raumtemperatur vollstidndig stabil in
[D¢]DMSO und H,O. In einer wissrigen Losung setzt bei
60°C jedoch ein schneller Abbau ein. Durch HPLC-HRMS-
Untersuchungen nach vier Stunden wurden zusitzlich zum
Signal eines hydroxylierten Produkts (8—Cl+ OH,
C,,H,;Br,N;(O,4, Am =0.1 ppm) mehrere nicht identifizierte
Produkte detektiert. Nach langerer Reaktionszeit konnte ein
formales Eliminierungsprodukt nachgewiesen werden, das
durch  seine genau bestimmte Masse (8—HCI,
C,,H,Br,N;,O;, Am = 1.4 ppm) charakterisiert wurde und 16
statt 15 Doppelbindungsidquivalente enthilt. Da nur kleine
Substanzmengen zur Verfiigung standen, konnte dieses Pro-
dukt weder isoliert noch NMR-spektroskopisch beziiglich
seiner Struktur untersucht werden.

Durch Molecular Modeling kann erkldrt werden, warum
Massadinchlorid (3) schnell mit H,O reagiert, wihrend Te-
trabromstyloguanidin (8) stabil ist. Die Strukturen von 3, 6
und 8 wurden durch DFT-Rechnungen fiir Modellmolekiile
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Das neue Pyrrol-Imidazol-Alkaloid Massa-
dinchlorid (3) wurde isoliert und in seiner Struktur
aufgeklart. Es konnte experimentell gezeigt
werden, dass 3 eine Vorstufe bei der Biosynthese
von Massadin (5) ist, das wahrscheinlich iiber die
Aziridinstruktur 4 als Zwischenstufe entsteht. Durch die
Nutzung von optimierten Modellmolekiilen und experimen-
tellen Beweisen (iiber 8) konnte begriindet werden, warum an
C14 in Massadin (3) eine Hydroxygruppe vorliegt, wahrend
sich dort in anderen Verbindungen der PIAs ein Chloratom
befindet. Diese Ergebnisse deuten stark auf ,,Préaaxinellamin®
(2)1" als zentrale Vorstufe in der Biosynthese anderer kom-
plexer PIAs hin. Jede Totalsynthese auf diesem Gebiet, die
auf biosynthetischen Uberlegungen beruht, kann von diesen
Ergebnissen profitieren. Zurzeit versuchen wir zu zeigen, dass
Massadinchlorid (3) auch eine Vorstufe der tetrameren Sty-
lissadine 9 und 10 ist.

Abbildung 4. Durch DFT-Rechnungen ermittelte Strukturen der Mo-
dellmolekiile fiir Massadinchlorid (3), Axinellamin A (6) und Tetra-
bromstyloguanidin (8); die vollstandigen Strukturen sind in den Hin-
tergrundinformationen gezeigt. Oben: die zentralen Cyclopentanringe
mit Substituenten. Der entscheidende Diederwinkel ist durch die
Atome a, b, c und d definiert. Unten: der entscheidende Diederwinkel
in der Newman-Projektion. Werte fiir den Diederwinkel: 152° (3), 79°
(6) und 99° (8). C grau, H weif3, O rot, N blau, Cl griin.
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Sammlung der Schwdamme, Extraktion und Isolierung wurden in der
gleichen Weise durchgefiihrt wie zuvor beschrieben.*" Um die
Verbindung zu isolieren, die eine bis dahin unbekannte Masse auf-
wies, wurden der Rohextrakt und jede Fraktion der Chromatographie
an Sephadex-LH-20 (Eluens: MeOH) mit HPLC-MS untersucht. Die
abschlieBende Aufreinigung der isolierten Verbindung erfolgte durch
priaparative Umkehrphasen-HPLC mit einer Kromasil-RP g-Sdule
(16 x 250 mm, 10 um; MeCN/H,O/Trifluoressigsdure-Gradient). Fol-
gende Substanzen wurden isoliert: 5 (31.8 mg, 0.03% des Trocken-
gewichts) und 3 (104.1 mg, 0.11 % des Trockengewichts).

"H-NMR- und “C-NMR-Spektren wurden mit Bruker-AV-400-
und AV-600-NMR-Spektrometern bei 25°C aufgenommen. Die
'H,'H-DQF-COSY-, 'H,”C-HSQC-, 'H,”"C-HMBC- und 'H,"N-
HMBC-Spektren wurden unter Standardbedingungen gemessen.
HPLC-MS-Untersuchungen wurden mit einem Agilent-1100-HPLC-
System und einem Bruker-Daltonics-microTOF, -Massenspektro-
meter durchgefiihrt. Zur Chromatographie wurden eine Waters-
XTerra-RPg-Siule (3.0x 150 mm, 3.5 pum) und ein MeCN/H,O/
HCOOH-Gradient (0 min: 10% MeCN/90% HCOOH (0.01%);
30 min: 60% MeCN/40% HCOOH (0.01 %)) mit einer Flussge-
schwindigkeit von 0.4 mLmin~' eingesetzt. UV-Spektren wurden
wihrend der HPLC-Analyse mit einem DAD (Agilent) aufgenom-
men. HRMS-Messungen wurden mit einem Bruker-Daltonics-
microTOF, -Massenspektrometer durchgefiihrt.

3: weiBes Pulver; [a]y =—14.9 (c=0.49, MeOH); vollstéindige
NMR-Daten sind in den Hintergrundinformationen zu finden; 'H-
NMR (400.14 MHz, [Dg]DMSO, 25°C): 6 =12.77 (d, J=2.4 Hz, 1 H,
HY'), 12.73 (d, /=2.5Hz, 1H, H8"), 9.64 (s, 1H, H4), 9.62 (s, 1H,
H12),9.57 (s, 1H, H10),9.15 (s, 1 H, H6), 8.42 (t,/ =5.6 Hz, 1 H, H2"),
8.39 (s,2H, 5-NH,), 8.39 (s,2H, 11-NH,), 8.08 (t,/ =5.8 Hz, 1 H, H2'),
7.53 (s, 1H, 3-OH), 6.97 (d, J=2.7 Hz, 1H, HY'), 6.94 (d, /=2.7 Hz,
1H, H5"), 5.65 (s, 1H, H9), 5.35 (d, /J=2.4 Hz, 1H, H7),432 (d, /=
1.5 Hz, 1H, H14),3.71 (m, 1 H, H1), 3.57 (m, 1H, H1'), 3.47 (m, 2H,
H1"),2.46 (m, 1H, H15),2.44 (d, /=12.3 Hz, 1H, H2), 2.20 ppm (m,
1H, H1); ®*C-NMR (150.30 MHz, [D4]DMSO, 25°C): 6 =159.6 (C3'),
159.2 (C3"), 157.2 (C11), 157.1 (C5), 127.8 (C4), 127.7 (C4"), 113.2
(C5'),112.8 (C5"),105.0 (C7’), 104.9 (C7'), 98.1 (C6'), 97.9 (C6"), 90.2
(C7),87.0 (C3), 84.0 (C9), 70.3 (C13), 65.6 (C14),52.4 (C5),42.6 (C2),
41.4 (C17), 40.6 (C1), 40.4ppm (Cl); “N-NMR (40.56 MHz,
[D6]DMSO, 25°C): 6 =166 (N8'), 166 (N8”), 106 (N2"), 105 (N4), 104
(N2'), 100 (N10), 95 (N6), 93 (N12), 76 (5-NH,), 76 ppm (11-NH,).
UV(DAD): A,,,=280 nm; HPLC/HR(+)ESI-MS: fz=19.8 min;
mlz: ber. fir C,H,,"Br, CIN,;O, [M + H]" 842.8393; gef. 842.8399,
Am =0.6 ppm.

Stabilitétstest fiir 3 und 8: Von jeder Verbindung wurde 1 mg in
500 uL H,O in einem HPLC-Probengeber-Gefif3 gelost; 8 wurde
zunéchst in 50 uL. MeOH angelost. Die Losungen wurden mit HPLC-
HRMS analysiert und anschlieend bei 60°C gelagert. Zu festgeleg-
ten Zeiten wurden die Proben mit HPLC-HRMS vermessen.

Reaktion von 3 mit H,O: 5 mg 3 wurden in 500 pL wasserfreiem
[Dg]DMSO in einem NMR-Rohrchen gelost und anschlieBend bei
30°Cin einem NMR-Spektrometer gelagert. Nach 48 h wurden 10 pL
H,O hinzugefiigt, und die Probe wurde bei 40°C gelagert. Die Re-
aktion wurde durch die Aufnahme von 1D-'H-NMR-Spektren zu
verschiedenen Zeitpunkten verfolgt.

Zur Bestimmung der Molekiilstrukturen der Modellverbindun-
gen fiir 3, 6 und 8 (mit N-Acetyl-Seitenketten) wurden DFT-Rech-
nungen mit dem Programm Gaussian03!"! durchgefiihrt. Die Struk-
turen wurden auf der Basis der Becke-Lee-Young-Parr-Parametri-
sierung (B3LYP)!'>"¥ unter Verwendung des 6-311G + (d,p)-Basis-
satzes!'¥ berechnet. Das Losungsmittel Wasser wurde als polarisier-
bares Kontinuum in die Strukturberechnungen fiir die doppelt
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geladenen Kationen einbezogen. Alle Molekiilgraphiken wurden mit
dem Programm MolArch* erstellt.!"”!
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