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Bestimmung der relativen und absoluten Konfiguration von
Thuggacin A-C, hochaktiven Antibiotika aus dem Myxobakterium

Sorangium cellulosum™*

Martin Bock, Kathrin Buntin, Rolf Miiller und Andreas Kirschning*

Seit die Tuberkulose 1993 von der WHO zum globalen Ge-
sundheitsnotfall erklart wurde, ist sie wieder in den Blick-
punkt der Forschung geriickt. Insbesondere die unzurei-
chenden Behandlungsmoglichkeiten durch verfiigbare Anti-
biotika, die zunehmende Multiresistenz und das Auftreten
von latenten Infektionen machen die Entwicklung von neuen
Antibiotika, insbesondere solchen mit neuen Wirkmechanis-
men, unumginglich.! Die Thuggacine A (1), B (2) und C (3),
polyketidische Naturstoffe, die kiirzlich aus dem Myxobak-
terium Sorangium cellulosum isoliert wurden, zeigen eine
starke antibiotische Aktivitdt gegen Mycobacterium tuber-
culosis. Angriffspunkt ist dabei die bakterielle Zellatmung.”!
Des Weiteren wurde entdeckt, dass auch das Myxobakterium
Chondromyces cocatus CmcS Thuggacinderivate produziert,
ndmlich Thuggacin cmc-A (4) und Thuggacin cmc-C (5).
Thuggacin A (1) (Schema 1) ist ein 17-gliedriges Makro-
lacton mit einem Thiazolring, einer Dien-Einheit (11E, 132),
einem o,f3-ungesittigten Lacton mit einer Hexylseitenkette
an C-2 und einer komplexen Seitenkette an C-16, die drei
Hydroxygruppen tragt und eine Dien-Einheit aufweist.
Thuggacin B (2) hat die gleichen Strukturmerkmale, abgese-
hen von der Ringgrofle: Das Lacton ist hier tiber O-17 statt
iiber O-16 geschlossen. Beim Thuggacin C (3) wiederum er-
folgt die Makrocyclisierung iiber O-18. Insgesamt verfiigen
die Thuggacine iiber acht stereogene Zentren. Die Konstitu-
tion der Thuggacine und erste Ergebnisse zur relativen
Konfiguration wurden von Jansen et al. auf Basis von NMR-
Daten bestimmt. Die verwendeten Methoden waren dafiir
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Schema 1. Thuggacin A (1) (relative Konfiguration an C-7, C-8, C-10
und C-16 wie von Jansen et al. publiziert)? und Thuggacin B (2), C (3),
cmc-A (4) und cme-C (5).

geeignet, die starre Konformation des Ringsystems zu ana-
lysieren, konnten aber nicht auf die Stereozentren der frei
rotierenden Seitenkette angewendet werden.

Um die Konfiguration der stereogenen Zentren in der
Seitenkette aufzukliren, fiithrten wir chemische Derivatisie-
rungen in Kombination mit NMR-Analysen und Molecular
Modeling durch. AuB3erdem nutzten wir die bioinformatische
Analyse der Biosynthesegene von Thuggacinen als ein wich-
tiges Verfahren, um die durch chemische Methoden be-
stimmte absolute Konfiguration zu bestitigen. So wurden
zuerst die relativen Konfigurationen der beiden Stereodo-
ménen (C-7 bis C-10 und C-16 bis C-20) bestimmt und an-
schlieBend die korrekte Beziehung zwischen den beiden
Domainen hergeleitet.

Da sechs der acht Stereozentren eine Hydroxygruppe
aufweisen, war es naheliegend, die Versteifung ausgewahlter
Bereiche des Molekiils durch Schiitzung von 1,2- und 1,3-
Diolen als Acetonide als Derivatisierungsstrategie zu wihlen
(Schema 2). Die Konstitution der Derivate 6-9 wurde mit 'H-
und *C-NMR-Spektroskopie, unterstiitzt durch COSY,
HMQC und HMBC und Vergleich mit dem Naturstoff, be-
stimmt. Zwei chemische Aspekte sind hierbei bemerkens-
wert: 1) die bevorzugte Bildung des 1,3-Acetonids (C-18/C-
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Schema 2. Bildung der Acetonide 6-9 und charakteristische *C-NMR-Signale der Aceto-
nid-Kohlenstoffatome; 2,2-DMP =2,2-Dimethoxypropan, TsOH = para-Toluolsulfonsiure.

20) gegeniiber dem 1,2-Acetonid (C-17/-C-18) und 2) die
Bildung des acyclischen Methylesters 9, der wichtig fiir die
Absicherung der NMR-Daten der makrocylischen Derivate
6-8 war. Tatsichlich sind die 8("*C)-Werte der Acetonid-
Kohlenstoffatome an C-8/C-10 und C-18/C-20 des Methyles-
ters 9 vergleichbar mit denen der makrocyclischen Derivate
6-8.

Die gewonnenen Daten belegen eindeutig, dass die
Konformationen der Acetonide nicht durch den Makrocyclus
verzerrt werden. Somit konnte Rychnovskys Methode®* zur
Bestimmung der relativen Konfiguration von 1,3-Diolen iiber
die jeweiligen 1,3-Dioxane zuverlédssig Anwendung finden. So
wurde fiir das 1,3-Diol an C-8/C-10 die anti-Konfiguration
bestimmt. Unter Einbeziehung der vicinalen Kopplungskon-
stanten (*Jyy;;) zwischen 18-H/19-H und 19-H/20-H, die beide
etwa 1.5 Hz betragen, kann die relative Konfiguration der
Stereotriade C-18-C-20 als all-syn bestimmt werden. Des
Weiteren liefern die als Dioxolan geschiitzten 1,2-Diole in 7
und 9 Informationen zur relativen Konfiguration an C-16/
C-17 und C-17/C18,5% die jeweils als 1,2-syn bestimmt
wurden (Schema 3).

Eine endgiiltige Zuweisung der relativen Konfiguration
aller Stereozentren im Makrocyclus (C-7, C-8, C-10, C-16)
konnte nach oxidativer Abspaltung der Seitenkette erreicht
werden. Der intermedidr erhaltene Aldehyd wurde sofort
zum Triol 10 reduziert, um ausreichend gut aufgeloste NMR-
Spektren zu erhalten (Schema4). Neben der Bestimmung
von vicinalen Kopplungskonstanten wurden Molecular-Mo-
deling-Studien (Merck-Kraftfeld; MMFF) der vier mdglichen
Diastereomere, die durch die Variation der C-7- und C-16-
Stereozentren in Bezug auf das C-8/C-10-anti-Diol von 10
entstehen, durchgefiihrt.”! Um die beobachteten nOe-Kopp-
lungen zwischen den Atompaaren 7-H/10-H, 3-H/12-H und 5-
H/26-H zu beriicksichtigen, wurden die jeweiligen Absténde
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in den Monte-Carlo-Konformationsanalysen
auf einen Bereich zwischen 2 und 4.5 A ein-
geschriankt. Die berechneten Strukturen aller
vier Diastereomere wurden dann auf Wider-
spriiche und Ubereinstimmungen zwischen
den Strukturen und den gemessenen NMR-
Daten untersucht (z.B. vicinale 'H-Kopp-
lungskonstanten und nOe-Kopplungen).

In beiden C-7-anti-Strukturen wiirde 7-H
eine exo-Position einnehmen, was jedoch im
Widerspruch zu der starken 7-H/10-H-nOe-
Kopplung steht (Tabelle 1). Also wird der
Methylgruppe an C-7 eine syn-Konfiguration
in Bezug auf die C-8-Hydroxygruppe zuge-
wiesen. Dies wird weiter durch die beobach-
tete Kopplungskonstante zwischen 9-H-exo
und 10-H bestitigt, die bei 10 Hz liegt. Ahn-
liche Ergebnisse liefert auch die Untersuchung
des C-16-Zentrums: 15-Ha besitzt zwei vici-
nale Kopplungskonstanten von etwa 10 Hz,
was jeweils Diederwinkeln von 160-170° ent-
spricht. Der berechnete Diederwinkel 15-
Ha,C-15,C-16,16-H betrdgt bei der einen
Konfiguration 165° und bei der entgegenge-
setzten Konfiguration 60° (Tabelle 1).[¥! Dies
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Schema 3. Relative Konfigurationen von 1,3-Dioxolanen und 1,3-Dioxa-
nen.
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Schema 4. Glycolspaltung von Thuggacin A (1) und die relative Konfi-
guration beider Stereodominen.
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Tabelle 1: Ausgewihlte Strukturmerkmale der vier Diastereomere von
Triol 10.

Isomer 7-H Diederwinkel
15-Ha,C-15,C-16,16-H

10 endo 167°

7-epi-10 exo 162°

16-epi-10 endo 62°

7,16-epi-10 exo 64°

-+—» nOe-Kontakte
<+ 3, 4=10Hz

Abbildung 1. Berechnetes Modell von 10 und ausgewidhlte NMR-
Daten; die Nummerierung bezieht sich auf Schema 1.

weist klar auf die in Abbildung 1 gezeigte Konfiguration hin.
Tatsachlich sieht die in Abbildung 1 gezeigte Struktur der fiir
Thuggacin A (1) berechneten sehr dhnlich.”! Durch Kombi-
nation aller gesammelten Daten kann die vollstindige rela-
tive Konfiguration von Thuggacin A (1) abgeleitet werden
(Schema 4 und Abbildung 1).

AbschlieBend wurde die absolute Konfiguration durch
Uberfithrung von Diacetonid 6, das eine freie Hydroxygruppe
an C-17 aufweist, in die Ester 11a und 11b und anschlieBende
Analyse nach Mosher bestimmt (Schema 5).”! Aus den be-
rechneten Ad-Werten konnte die Konfiguration des C-17-
Zentrums als S bestimmt werden. Gestiitzt wurde die Be-
stimmung durch die Analyse der Tetraole 12a und 12b, die

S-Konfiguration laut Mosher -Analyse

Angewandte

nach Entfernung der Isopropylidenschutzgruppen erhalten
wurden. Die vergleichbaren Ad-Werte belegen, dass der be-
nachbarte 1,3-Dioxanring die Mosher-Analyse von 11a und
11b nicht verfilscht.

Seit kurzem ist es moglich, die Stereochemie, die aus einer
Ketoreduktion in der Polyketidbiosynthese resultiert, auf
Grundlage einer bioinformatischen Analyse der entspre-
chenden Doménen in den Polyketidsynthasemodulen vor-
herzusagen.!"'" ¥ Diese Methode ist besonders niitzlich, wenn
der Zugang zum Naturstoff und somit auch der Zugang zu
ausreichenden Mengen von Abbaufragmenten fiir die Kon-
figurationsanalyse begrenzt ist. Allerdings miissen die Bio-
synthesegene identifiziert und analysiert werden. Im Laufe
dieser Untersuchungen wurde eine Methode zur Geninakti-
vierung in Chondromyces crocatus Cmc5 genutzt, mit der der
Gencluster der Chondramidbiosynthese identifiziert werden
konnte. Da dieses Myxobakterium auch die Thuggacinderi-
vate Thuggacin cmc-A (4) und Thuggacin cmc-C (5) produ-
ziert, begannen wir aufgrund der Annahme einer hochgradig
analogen Biosynthese von Thuggacin A (1) und Thuggacin
cmc-C (5) den zugehorigen Gencluster in C. crocatus Cmc5
zu identifizieren. Die Inaktivierung eines Polyketidsynthase-
Kandidaten fiithrte tatsdchlich zum Verlust der Thuggacin-
cmc-C-Produktion in C. crocatus Cmc5. Dies erméglichte die
Klonierung und Sequenzierung des gesamten Biosynthese-
genclusters, der fiir einen komplexen Hybriden aus Polyke-
tidsynthasen (PKS) und nichtribosomalen Peptidsynthasen
codiert. Der Analyse der Ketoreduktasedoménen in der PKS
folgte die Bestimmung der Schliisselaminosduren zur Vor-
hersage der absoluten Konfiguration sekundirer Alkohole
nach Caffrey und Reid et al.'!l Dies ermoglichte uns, die
Konfiguration an den Positionen C-18, C-16, C-10 und C-8
vorherzusagen (Tabelle 2). Lediglich die Bestimmung von C-
10 ist etwas unklar, da die konservierten Aminosauren nicht
vollstandig mit dem Konsens iibereinstimmen. Die Ubertra-
gung dieser Ergebnisse auf Thuggacin A (1) bestétigte die
vorhergesagte Konfiguration. Obwohl die durch Cmc5 pro-
duzierten Thuggacine keine Hydroxygruppe an C-20 auf-
weisen, muss in der Biosnythese ein entsprechendes Inter-
mediat gebildet werden, was die Vorhersage von C-20 eben-
falls ermoglicht.

Durch Kombination der hier gegebenen Daten kann die
vollstandige relative Konfiguration von Thuggacin A (1)
(Schema 4 und Abbildung 1) abgeleitet werden. Fiir C-7, C-8,
C-10 und C-16 stimmen alle unsere Zuord-
nungen mit denen von Jansen et al. iiberein.
Schema 6 fasst die Bestimmung der relativen
und absoluten Konfiguration von Thugga-
cin A (1) zusammen. Aufgrund der gemein-
samen Biosynthese und der beobachteten

s/ N 12a:R=(S-MTPA  Umlagerung von Thuggacin A (1) zu Thu-
11a: R = (S)}-MTPA © O 12b:R = (R-MTPA ggacin B (2) und C (3) wurden deren Konfi-
1b:R = (R-MTPA O(R) Ph O(S)Ph gurationen entsprechend zugeordnet. Diese

- _ ROJSf 0 3 = _ Annahme stimmt vollstdndig mit der groen
3A% (H-16) = -0.09 ppm MeO CF, MeO CF, 345 (H-16) = -0.08 ppm

SASR (H-18) = +0.03 ppm

MTPA-Ester

SASR (H-18) = +0.06 ppm

Ubereinstimmung der spektroskopischen

Schema 5. Konfigurationsbestimmung von Thuggacin A (1) durch Mosher-Derivatisierung
von 6. Der R-MPTA-Ester wurde aus dem S-MPTA-Chlorid erhalten und umgekehrt, siehe
Hintergrundinformationen. MPTA = a-Methoxy-a-(trifluormethyl) phenylessigsiure.
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und physikalischen Daten der Thuggacine A—
C iiberein.”

Zusammenfassend gelang die vollstindi-
ge stereochemische Zuordnung der antibio-
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Tabelle 2: In den Polyketidsynthasedominen gefundene Ketoredukta-
se(KR)-Typen, die an der Thuggacin-Biosynthese beteiligt sind, sowie die
zugehorigen Stereozentren mit der vorgeschlagenen absoluten Konfi-
guration (C-20, C-18, C-16, C-10, C-8).F

Ketoreduktase Typ Konfiguration
KR1 TugA B-Typ DB trans
KR2 TugA B-Typ DB trans
KR3 TugA B-Typ C-20 (S)
KR1 TugB B-Typ C-18 (R)
KR2 TugB B-Typ C-16 (S)
KR TugC A-Typ DB cis
KR2 TugC B-Typ DB trans
KR1 TugD A-Typ C-10 (S)
KR2 TugD A-typ C-8 (S)
KR3 TugD B-Typ DB trans

[a] Den Reaktionen aller anderen Ketoreduktasen folgt Wassereliminie-
rung, was zu Doppelbindungen im Zielmolekiil fiihrt. Vorhergesagte
Doppelbindungskonfigurationen und absolute Konfigurationen der Al-
kohole sind angegeben (siehe Hintergrundinformationen).

Schema 6. Absolute Konfiguration der Thuggacine A-C (1-3).

tischen Makrolide Thuggacin A, B und C als 2E,7R,85,10S,
11E,13Z,168,17S,18R,19S5,205,21 E23E auf Grundlage von
Hochfeld-NMR-Studien, chemischen Derivatisierungen und
Molecular Modeling. Endgiiltige Sicherheit iiber die absolute
Konfiguration von fiinf Stereozentren konnte aus der bioin-
formatischen Analyse der an der Biosynthese beteiligten
Proteine gewonnen werden, wofiir diese Arbeit eines der
ersten Beispiele ist.'>1?!
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