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Das Aktinzytoskelett erhélt die Zellform aufrecht und ist fiir
die Zellbeweglichkeit, die Phagozytose, und die Zytokinese
von entscheidender Bedeutung."! Kleine Molekiile, die mit
dem dynamischen Auf- und Abbau von Aktin wechselwirken,
haben sich daher als unschitzbare Werkzeuge fiir die For-
schung in der chemische Biologie und der medizinischen
Chemie erwiesen.!">? Insbesondere wurden Naturstoffe ent-
deckt, die entweder die Bildung von polymerem F-Aktin aus
monomerem G-Aktin unterbinden oder auch induzieren und
dadurch die Aufrechterhaltung des Zytoskeletts modulie-
ren.['2]

Phalloidin (1),” Jasplakinolid (2)"! und Chondramid C
(3)®! (Schema 1) stabilisieren F-Aktin iiber jeweils dhnliche
Wirkmechanismen. Im Unterschied zu 17 sind Jasplakinolid
(2) und Chondramid C (3) zellgidngig und zeigen Aktivitét
gegen Tumorzelllinien, was sie zu interessanten Zielstruktu-
ren in der Wirkstofffindung macht. Wihrend einige Total-
synthesen von 2 beschrieben wurden,® war das im Handel
nicht erhéltliche 18-gliedrige Cyclodepsipeptid 3 noch nicht
hergestellt worden, und seine Stereochemie war noch unge-
klart. Wir stellen hier eine erfolgreiche Synthese von Chon-
dramid C vor, die es uns erméglicht hat, auch Diastereomere
leicht zu erhalten und die Konfiguration aller sterogenen
Zentren von 3 sicher zuzuordnen.”’) Weiterhin wird von ersten
biologischen Untersuchungen und den Ergebnissen compu-
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Schema 1. Strukturen von Phalloidin (1), Jasplakinolid (2) und Chondr-
amid C (3) und retrosynthetische Analyse von Chondramid C. Wichtige
Aminosiuren sind benannt. R=TIPS (Triisopropylsilyl); Fmoc=9-Flu-

orenylmethoxycarbonyl.

tergestiitzter Dockingexperimente von Phalloidin (1) und
Chondramid C (3) an ihre molekulare Zielbindungsstelle auf
F-Aktin berichtet.[!

Im retrosynthetischen Sinn war geplant, 3 iiber die Pep-
tidsdure 4 aus den Carbonsduren 6-8, Fmoc-Ala-OH (9) und
den Homoallylalkoholen 5a-d zu synthetisieren (Schema 1).
Zur Vereinfachung der Synthese und aus Griinden der pri-
parativen Flexibilitdt hatten wir uns vorgenommen, das N-
acylierte Tripeptid 4 an der festen Phase aufzubauen. Nach
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Veresterung der freigesetzten Peptidsdure 4 mit den Alko-
holen 5a-d konnte eine Ringschlussmetathese (RCM) als
Schliisselschritt den 18-gliedrigen Cyclodepsipeptidring er-
geben. Eine derartige Strategie wiirde es erlauben, alle Bau-
steine zu variieren und so eine diversifizierte Kollektion von
Chondramid-C-Analoga zuginglich machen.'”! Die struktu-
relle Ahnlichkeit von 3 und 2 sowie Uberlegungen zur Bio-
ynthesel'!! legten nahe, dass die stereogenen Zentren im
Peptidfragment und an C2 moglicherweise dieselbe absolute
Konfiguration aufweisen. Folglich wurden (R)-B-Tyrosin,'!!
D-N-Methyltryptophan (pD-Abrin) und L-Alanin sowie die S-
konfigurierte Sdure 8 ausgewihlt, wohingegen die Konfigu-
ration der beiden stereogenen Zentren des sekundiren Al-
kohols 5 unklar war. Unsere préiparative Arbeit begann daher
mit der Herstellung aller vier Stereoisomere 5 a—d mithilfe der
asymmetrischen Crotylborierungsmethode nach Brown.? O-
TIPS-geschiitztes (R)-Fmoc-f-tyrosin 6 wurde durch eine
diastereoselektive Addition von (S)-N-Benzyl-1-phenyle-
thylamin*® an den entsprechenden Zimtsiurebenzylester und
anschlieBende Hydrogenolyse und Fmoc-Einfithrung syn-
thetisiert (Hintergrundinformationen).®! Fmoc-p-Abrin 7
wurde aus D-Tryptophan iiber zwei reduktive Aminierungen
(PhCHO, HCHO)™! und Schutzgruppenaustausch erhalten
(Hintergrundinformationen). Die Sdure 8 wurde durch ste-
reoselektive Alkylierung mit Seebachs Oxazolidinon herge-
stellt.!”] Die S-Konfiguration des neu gebildeten stereogenen
Zentrums von 8 konnte zweifelsfrei aus einer Rontgenstruk-
turanalyse abgeleitet werden.'! Alle benotigten Bausteine
waren nun verfiigbar, und die Sdure 6 wurde auf 2-Cl-Trityl-
Harz aufgebracht, was den festphasengebundenen Ester 10
lieferte, der durch abwechselnde Fmoc-Entschiitzungs- und
Peptidkupplungsschritte verldngert wurde (Schema 2). Die
Freisetzung von 4 unter schwach sauren Bedingungen und
eine Steglich-Veresterung mit den Alkoholen 5Sa—d in Losung
ergab die reinen Diastereomere 11a-d in exzellenten Ge-
samtausbeuten (44-54 % von 10).

In fritheren Studien war immer wieder festgestellt
worden, dass die Bildung von a-verzweigten, trisubstituierten
Olefinen in Makrocyclen mithilfe der Ringschlussmetathese
anspruchsvoll sein kann und stark von den strukturellen Ei-
genschaften der Substrate abhingt."”! Nach sorgfiltigem Ex-
perimentieren konnten wir finden, dass die Behandlung von
11 mit 25-30 Mol-% 12 in Toluol am Riickfluss reproduzier-
bare Ergebnisse erbrachte und die Makrocyclen 13 in 48—
71% Ausbeute lieferte, wenn die ganze Zeit ein konstant
spiilender Ar-Strom angelegt wurde.!"8 Die Cyclodepsipepti-
de 13 konnten in Folge problemlos entschiitzt werden, um die
erwiinschten Endprodukte 14a-d zu erhalten (Schema 2).
Die Stereoselektivitdt der Metathe-
sereaktion hing signifikant von der
Konfiguration der Ausgangsmateria-
lien ab. Zum Beispiel cyclisierte 11a
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Schema 2. Synthese der Vorstufen 11a—d der Ringschlussmetathese und von Chondramid C
und seiner Stereoisomere. a) 2-Chlortritylchlorid-Harz (1.4 mmolg™"), EtN(iPr), (4 Aquiv.),
CH,Cl,, RT, 2 h. b) 1. 20% Piperidin, DMF (2x20 min); 2.7 (2.6 Aquiv.), DIC (2.6 Aquiv.), HOBt
(2.6 Aquiv.), DMF, 2.5 h; 3. 20% Piperidin, DMF (2x20 min); 4.9 (2.3 Aquiv.), HATU

zu einem untrennbaren 1.4:1-Ge-
misch von (Z)- und (E)-13a, wohin-
gegen der Makrocyclus 13b aus-
schlieBlich als Z-Isomer anfiel. Die
Makrocyclen 13¢ und 13d wurden als
reine E-Isomere gebildet (NOE-
Daten). Die Griinde fiir die beob-
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(2.3 Aquiv.), HOAt (2.3 Aquiv.), EtN(iPr), (4.6 Aquiv.), DMF (2x2.5 h); 5.20% Piperidin, DMF
(2x20 min); 6. 8 (2.3 Aquiv.), HATU (2.3 Aquiv.), HOAt (2.3 Aquiv.), EtN(iPr), (4.6 Aquiv.),
DMF, 2.5 h; 7. HOAc/Trifluorethanol /CH,Cl, (1:1:8), 2x 1.5 h. ¢) 5 (3 Aquiv.), EDC (2 Aquiv.),
DMAP (2 Aquiv.), EtN(iPr), (2 Aquiv.), CH,Cl,/DMF (20:1), 14 h. d) Katalysator 12 (25-30 Mol-
%), Ar-Strom, Toluol, 110°C, 2 h. e) TBAF (2 Aquiv.), THF, 0°C, 1 h. DIC = Diisopropylcarbodii-
mid; DMF = Dimethylformamid; HATU = O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-tetramethyl-uroniumhe-
xafluorophosphat; EDC = N'-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid; DMAP = 4-Dime-
thylaminopyridin; TBAF = Tetrabutylammoniumfluorid.
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achtete Stereoselektivitidt sind zurzeit noch nicht klar, wir
merken aber an, dass sich die Isomerenverhiltnisse wirend
des Reaktionsverlaufs anscheinend nicht dnderten. Daher
nehmen wir an, das die jeweilige Doppelbindung unter ki-
netischer Kontrolle gebildet wird und sich ihre individuelle
Geometrie aus der spezifischen Konformation der Rut-
henacyclobutan-Zwischenstufe ergibt.['")

Die sorgfiltige Analyse der NMR-Spektren sowie der
HPLC-Spuren der Ringschlussprodukte 14a-d und der Ver-
gleich mit Daten, die von einer authentischen Probe erhalten
wurden,®! ergab eindeutig, dass (E)-14¢ dem natiirlich vor-
kommenden Chondramid C entspricht (Tabelle 1 und Hin-

Tabelle 1: Charakteristische 'H-NMR-Verschiebungen (600 MHz, in
ppm) der Verbindungen 3 und 14a—d und ihre Effektivkonzentration
gegen Aktin.

Verb. 5-H 7-H 3-H 2"-H 2" H e [um]®

3t 4.71 4.34 5.23 5.50 4.61 0.2

(Z/E)-14a  5.00¢ 456 517 5469 469 10
4569 4899 5114 5564 4564

(2)-14b 4.96 4.56 5.12 5.32 4.69 5

(E)-14c 4.72 435 5.23 5.51 4.61 0.2

(E)-14d 4.67 419 5.20 5.48 4.59 10

[a] Konzentration, bei der der Aktin-stabilisierende Phinotyp voll aus-
gepragt war. [b] Werte aus Lit. [5]; zur Nummerierung siehe Schema 2.
[c] Werte beziehen sich auf das Z-Olefin. [d] Werte beziehen sich auf das
E-Olefin. [e] Scheinbarer c.+Wert der Z/E-Mischung.

tergrundinformationen).”’’ Des Weiteren wurde die Uber-
einstimmung von authentischem 3 und 14c¢ durch gleiche
biologische Aktivitédtsprofile belegt, wohingegen die anderen
Polyketid-Stereoisomere deutlich weniger aktiv waren.
Daher enthilt der Naturstoff 3 die Bestandteile (R)-p-Tyro-
sin, D-N-Methyltryptophan und L-Alanin, und die Konfigu-
rationen des Polyketids sind 25, 6R und 7R.”*!!

Ganzzellmikroskopie von BSC-1-Zellen mit Jasplakinolid
(2) als Kontrolle wurde verwendet, um F-Aktin-stabilisie-
rende Eigenschaften zu untersuchen (Abbildung 1 und Hin-
tergrundinformationen). Schrumpfende Zellen, Abnehmen
oder Verschwinden der F-Aktin-Fasern, Bildung von groflen
F-Aktin-Klumpen (vor allem in der perinuklearen Region)
und Zellkernverdopplung traten sowohl mit synthetischem
Chondramid C (14c¢) als auch mit einer authentischen Probe
(3, Daten nicht gezeigt)®! schon bei ¢ =200 nM markant auf.
Dieser Phinotyp ist in voller Ubereinstimmung mit fritheren
Studien iiber Aktin-stabilisierende Verbindungen!** und war
von dem mit 2 bei ¢=100 nM erhaltenen Phénotyp (Abbil-
dung 1B und E) nicht zu unterscheiden. Demgegeniiber in-
duzierten die anderen untersuchten Isomere (14a, 14b, 14d)
erst bei ¢ =5-10 um einen vergleichbaren Phianotyp (Abbil-
dung 1C, D, und F), wodurch gezeigt werden konnte, dass die
Konfiguration an C7 einen wesentlichen Einfluss auf die F-
Aktin-stabilisierende Aktivitdt von 3 hat und von &hnlicher
Bedeutung wie die Doppelbindungsgeometrie ist.

Diese Ergebnisse bestdtigen, dass Chondramid C (3=
14¢) ein zu Phalloidin (1) kompetitiver Ligand fiir F-Aktin
ist.**1 1 bindet an eine Tasche, die sich am Kontaktpunkt von

Angew. Chem. 2008, 120, 6573 -6577

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Abbildung 1. Beobachtung von Aktinstabilisierungsphinotypen in BSC-
1-Zellen durch Ganzzell-Fluoreszenzmikroskopie (40fache Vergréfe-
rung) nach Anfirben von F-Aktin (rot, TRITC-Phalloidin, Sigma) und
Chromatin (blau, DAPI, Sigma). A) Nur Dimethylsulfoxid (DMSO)
(Negativkontrolle); B) 100 nm Jasplakinolid (2, Positivkontrolle);

C) 10 um (Z/E)-14a; D) 5 um (2)-14b; E) 200 nm (E)-14c (=3); F)

10 um (E)-14d. TRITC = Tetramethylrhodaminisothiocyanat; DAPI =
4',6-Diamidino-2-phenylindol.

drei Aktinproteinmonomeren im polymeren Filament aus-
bildet.**! Wir fithrten daher Dockingstudien mit den besten
zurzeit zuginglichen Daten durch,®™ um genaueren Einblick
in mogliche Bindemodi zu gewinnen. Zunichst wurde die
Bindung von Phalloidin (1) an seine Zielstruktur re-evalu-
iert.*<% Die Kristallstruktur von [Ala’]-Phalloidin®®"! wurde
als Startpunkt einer Konformationssuche in MOE®! genutzt
und das so erhaltene Konformerenensemble dann ohne wei-
tere Annahmen einer Dockingstudie an die F-Aktinpoly-
merstruktur® mit GOLDP unterworfen.

Die am besten einzuschédtzenden Ergebnisse legten einen
Bindungsmodaus fiir [Ala’]-1 nahe (Abbildung 2 A), der durch
enge Kontakte des Indols mit aromatischen Aminosduren
(Y198, F200) und durch eine Ausrichtung von cis-Pro(OH)*
hin zur R177/D179-Salzbriicke des Aktins gekennzeichnet ist.
4Hyp* interagiert dabei mit S199 iiber eine H-Briicke, und
T202 bildet eine H-Briicke mit der Riickgrat-Carbonylgruppe
von Ala'. Dieses Modell prizisiert frithere Vorschligel®*<*]
und ordnet Phalloidin dhnlich zu der Bindungsweise an, die
Lorenz et al. vorausgesagt haben. Insbesondere sind alle
fiir 1 verfiigbaren SAR-Daten ebenfalls im Einklang mit dem
hier durch annahmefreies Andocken identifizierten Bin-
dungsmodus.[®?22- 3] Interessanterweise beeinflusst das
Ankniipfen von Farbstoffen an Leu(OH),’ in 1 die Affinitit
nicht.”! Dies ist in guter Ubereinstimmung mit unserem

www.angewandte.de

Chemie

6575


http://www.angewandte.de

Zuschriften

6576

Abbildung 2. Bindungsmodi von [Ala’]-Phalloidin und Chondramid C (3) auf F-Aktin. A) Dreidimensionale Orientierung der drei Aktinmonomere
im F-Aktin-Filament mit dem identifizierten Bindungsmodus von [Ala’]-Phalloidin, abgeleitet aus annahmefreien Dockingexperimenten. Vorge-
schlagene Wasserstoffbriicken sind gestrichelt hervorgehoben. B) Oberfliche der Bindestelle von F-Aktin mit den tberlagerten Bindungsmodi von

Chondramid C (blau) und [Ala’]-Phalloidin (gelb).

Bindungsmodell, demzufolge die Seitenkette von Ala’ in eine
zugingliche Vertiefung weist (Abbildung 1B), in deren Be-
reich auch ein phalloidingebundener Farbstoff experimentell
lokalisiert werden konnte.*

Die Bindung von Chondramid C (3=14¢) wurde auf die
gleiche Art untersucht. Wegen der hoheren konformativen
Freiheit von 14¢, der GroBe der Bindungstasche und Limi-
tierungen durch die vorhandenen Daten (Auflosung 8 A),*!
wurden Bindungsmodi bevorzugt, die Schiisselwechselwir-
kungen #hnlich zum Phalloidinpharmakophor zeigten.”” In
unserer besten Losung (Abbildung 1B) interagiert die Trp-
Seitenkette von 14¢ dhnlich mit den aromatischen Amino-
sdauren, und das Ala in 14¢ iiberlagert mit dem entsprechen-
den Ala’ von 1. Das Polyketidsegment richtet sich aus wie das
4Hyp* und Cys® von 1, und die Tyr-OH-Gruppe interagiert
mit T202, fiir das vorhergesagt wurde, dass es zur Bindung
von 1 beitrdgt. In diesem Bindungsmodell von 14¢ stimmt die
Anordnung der Untereinheiten mit 1 iiberein, trotz der un-
terschiedlichen Konfiguration am Trp in Phalloidin (L) und
Chondramid C (D). Hervorzuheben ist, dass dieses Modell
den Einfluss der stereogenen Zentren im Polyketidriickgrat
von 3 gut beschreibt. Eine Inversion der Konfiguration an C7
reduzierte die Aktivitdt 100fach, vermutlich durch Zunahme
von ungiinstigen Konformationen™! im Peptidsegment von
Chondramid C.

Zusammenfassend wurde eine Totalsynthese von Chon-
dramid C (3) abgeschlossen, die sich durch eine lohnende E-
selektive Ringschlussmetathese als Schliisselschritt auszeich-
net. Die exzellente Gesamtausbeute (34 % von 10) illustriert
die Vorteile unserer kurzen, festphasengestiitzte Synthese-
strategie, und Analoga von Chondramid C konnten so ziigig
aufgebaut werden (19-38 % von 10). Ein phanotypgestiitzter
Aktinassay ergab, dass C7 und die Doppelbindung in 3 die
entscheidenden stereogenen Elemente fiir die Bestimmung
der F-Aktin-Stabilisierungsaktivitiat sind. Computergestiitzte
Dockingstudien erhédrten ein Pharmakophormodell fiir
Phalloidin (1) und erklidren die Bindungsweise von Chondr-
amid C (3=14c¢). Man kann annehmen, dass diese Ergeb-
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nisse in Zukunft die weitere Entwicklung von Aktin-stabili-
sierenden Agentien leiten werden.
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