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Die Arbeitsgruppen von Reichenbach und Héfle berichteten
1995 von der Isolierung einer Gruppe von Sekunddrmetabo-
liten, die sie Chondramide nannten.!! Drei Jahre spiter wurde
berichtet, dass die Chondramide die Polymerisation von G-
Actin induzieren;? dagegen bewirken andere Naturstoffe aus
Myxobakterien wie Rhizopodin®! oder Chivosazol® eine
Destabilisierung und Reorganisation der Actin-Filamente. In
beiden Fillen fiihrt die Wechselwirkung zum Zusammen-
brechen Actin-abhingiger zelluldirer Vorgéinge. Auch die
Cytokinese am Ende der Zellteilung kann nicht abgeschlos-
sen werden, und als Folge entstehen vergréerte, mehrker-
nige Zellen.

Die Aufklarung der Konstitution offenbarte das Vorliegen
eines 18-gliedrigen Makrocyclus, dessen sechs Stereozentren
jedoch nicht bestimmt wurden. Die Mitglieder der Familie
der Chondramide unterscheiden sich durch unterschiedliche
Substituenten an R' und R* (Schema 1). Beim Vergleich der
Chondramide mit den strukturell verwandten Jaspamiden
(Jasplakinoliden) zeigt sich eine sehr dhnliche Struktur der
Tripeptide; zudem haben die $-Tyrosin-Einheiten die gleiche
Konfiguration.”! Signifikante Unterschiede bestehen hinge-
gen in der unterschiedlichen Ringgrof3e beider Naturstoffe
(18- gegeniiber 19-gliedrig) und einer verinderten sekunda-
ren Hydroxygruppe im Polyketid-Segment der Chondramide.
Zeitgleich zu unseren Arbeiten berichteten die Gruppen von
Waldmann und Arndt vom Abschluss der Totalsynthese von
Chondramid C.!!

Die ersten Vertreter der Jaspamide wurden von Zabris-
kie,”! Crews,®! Braekman et al.”! isoliert und erlangten groBe
Beachtung, weil sie die Polymerisation des Actin-Cytoske-
letts beeinflussen konnten.'” Die eingehende Untersuchung
ihrer biologischen Eigenschaften zeigte antiproliferative Ei-
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Schema 1. Mitglieder der Chondramid-Jaspamid-Familie.

genschaften gegen 36 solide Tumore" und gab daher Anlass
fiir eine Reihe priparativer Untersuchungen.'”! Mehrere
Gruppen beschiftigten sich mit der Totalsynthese, aber auch
mit der Synthese vereinfachter Jaspamid-Analoga. Riccio
et al."¥ ersetzten den Polyketid-Teil durch einfache Amino-
sdure-Briicken. In einem anderen Ansatz untersuchten Maier
et al.'" den Einfluss der Allylspannung auf die Konformation
und ersetzten dabei Teile des Polyketids durch Arene. Alle so
hergestellten Analoga zeigten allerdings eine verringerte
biologische Aktivitit. Kiirzlich konnten Zampella et al.
dank der Isolierung weiterer natiirlicher Jaspamide aus Jaspis
splendans zusitzliche Daten zu Struktur-Aktivitits-Bezie-
hungen (SAR) prisentieren. Trotz all dieser Arbeiten steht
immer noch eine detaillierte Untersuchung der strukturellen
Bedeutung des Polyketid-Segmentes der Jaspamid-Chon-
dramid-Familie aus.

Aufbauend auf der Strukturdhnlichkeit beider Substanz-
klassen begannen wir die Synthese mit dem Ziel, Derivate
von Chondramid C zu erhalten. Diese sollten uns helfen,
sowohl die absolute Konfiguration zu bestimmen als auch
erste SAR-Daten von Chondramid C zu erhalten. Weiterhin
nahmen wir an, dass das Polyketid-
Segment die Konformation des
Tripeptids bestimmt und somit ein
zentrales Element fiir die biologi-
sche Aktivitit ist.

Unsere Synthese des Tripeptids
beruht auf Literaturvorschriften im
Zusammenhang mit der Synthese
von Jaspamid!"'*'" und beginnt mit
Verbindung 8 (Schema 2).'! Die

OTBS

MeO,C g

Schema 2. Der B-Tyrosin-
Baustein 8. TBS =tert-Bu-
tyldimethylsilyl.
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Synthese des Tripeptids 14 wurde fiir Jaspamid von Kocienski
et al. beschrieben und bildet mit Ausnahme der Bromierung
die Basis fiir unsere Synthese von Chondramid C (Schema 3).

H TBS
N ,\ﬂ 1. TBAF, THF,
\ 1. LDA, TBSCI, THF \ 92%
2. NaH, Mel, DMF 2. TFA, CH,CI,
0,
HO 84% "
NH eO -
I 9 N 10
(6] Boc o) Boc
1. (S)-Boc-Alanin, HOBT, DCC,
THF, 71%
2. NaOH, THF/H,0, 90%
HO -
MeO N
12 o)
NHBoc
TBSOQ,
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Schema 3. Synthese des Tripeptids von Chondramid C basierend auf
der Route von Kocienski et al.'® Boc =tert-Butoxycarbonyl, DCC=
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid, HOBT = 1-Hydroxy-1H-benzotriazol,
LDA = Lithiumdiisopropylamid, OTf=Trifluormethansulfonat,

TBAF =Tetrabutylammoniumfluorid, TFA=Trifluoressigsaure.

Zu den notwendigen Anpassungen an die hier vorgestellte
Route zihlt die Synthese von 10 nach Hirai et al.l'¥ Hier
verbessert besonders die Verwendung von DMF als Lo-
sungsmittel im Methylierungsschritt die Ausbeute auf 84 %
iiber zwei Stufen. Zur Erhohung der Ausbeuten im schlecht
reproduzierbaren Entschiitzungsschritt (13—14) wurde eine
Synthesesequenz von Grieco et al. eingesetzt.'*! In dieser
zweistufigen Sequenz wurde Intermediat 13 zunéchst mit der
TBS-Gruppe geschiitzt und anschliefSend bei Raumtempera-
tur mit zwei Aquivalenten K,CO; in THF/MeOH/H,O (2:1:1)
umgesetzt. Diese Variation lieferte Amin 14 in guten Aus-
beuten.

Die Synthese des Polyketid-Segments begann mit einer
syn-selektiven Crotyl-Borierung nach Brown et al.,l**" ge-
folgt von PMB-Schiitzung und Ozonolyse. Der so erhaltene
Aldehyd wurde einer Wittig-Olefinierung unterzogen und
lieferte den ungesittigten Ester 15. Reduktion mit DIBAI-H
und eine anschlieBende Umsetzung mit Iod, Imidazol und
PPh; lieferten das Iodid 16, das in einer Evans-Alkylierung 17
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ergab. Die sich anschlieBende Verseifung zur Sdure gelang
unter Standardbedingungen mit LIOH und H,O, (Schema 4).

Das Tripeptid 14 wurde im Anschluss mit der Sdure 18
unter Verwendung von DCC und HOBT zum Amid ver-
kniipft. Die Entfernung der PMB-Gruppe gelang mit BCl..

o o
1. DIBAFH, THF, 96% OANJ\/
OPMB 2. 1, Imidazol, OPMB /
PPh,, MeCN : E
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Schema 4. Synthese des Polyketid-Segments 18 und Kupplung mit
dem Tripeptid. Bn=Benzyl, DIBAI-H = Diisobutylaluminiumhydrid,
DMAP = 4-Dimethylaminopyridin, DMS = Dimethylsulfid, MNBA =
2-Methyl-6-nitrobenzoesiureanhydrid, NaHMDS = Natriumhexamethyl-
disilazanid, PMB = para-Methoxybenzyl.

Bemerkenswerterweise scheiterten alle Versuche, die PMB-
Gruppe mit 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon (DDQ)
zu entfernen, und es konnte lediglich das oxidierte Trypto-
phan-Derivat isoliert werden. Die Freisetzung der entspre-
chenden seco-Sdure wurde schlieBlich mit LiOH in EtOH/
THF/H,O erreicht. Keiner der ersten Versuche zur Makro-
cyclisierung lieferte das gewiinschte Ergebnis. Um auszu-
schlieBen, dass diese Fehlschlige an der Verwendung des
unnatiirlichen Stereoisomers lagen, verwendeten wir in der
Folge fiir die Optimierung die seco-Séure, die durch Versei-
fung aus dem natiirlichen Chondramid C erhalten wurde.
Die Makrocyclisierung bereitete auch in Folgeversuchen
unerwartete Schwierigkeiten. So konnte mit etablierten Me-
thoden wie der Veresterung nach der Keck-Boden-Metho-
de,! der Yamaguchi-Lactonisierung® sowie der Mukai-
yama- oder Mitsunobu-Reaktion®™! kein Cyclisierungspro-
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dukt erhalten werden. Auch andere Strategien wie die
Umesterung mit [(#Bu,CISn)O] nach Giannis, Otera et al.?*!
waren erfolglos. SchlieBlich lieferte die Abwandlung der
Yamaguchi-Lactonisierung nach Shiina et al.”™! mit 2-Methyl-
6-nitrobenzoesdureanhydrid fiir die Aktivierung der Car-
bonsdure akzeptable Ausbeuten (Schema 4). AnschlieBend
wurden nach dem oben skizzierten Syntheseweg die iibrigen
drei Diastereomere synthetisiert, und durch den Vergleich
der NMR-Spektren konnte eindeutig nachgewiesen werden,
dass Isomer 20 identisch mit natiirlichem Chondramid C ist.

Mit den vier Diastereomeren in Hinden konnten wir nun
beginnen, die unterschiedliche biologische Aktivitdt zu un-
tersuchen. Der Vergleich der antiproliferativen Eigenschaft
mit der Fihigkeit, die Actin-Polymerisation zu induzieren,
kann wertvolle Informationen liefern — nicht nur fiir SAR-
Studien, sondern auch im Hinblick auf das Vorhandensein
eines weiteren moglichen zelluldren Targets, das zumindest
zum Teil zur beobachteten biologischen Aktivitit beitragt.

Zur Beurteilung der antiproliferativen Eigenschaften von
Chondramid C wurden fiinf unterschiedliche Zelllinien un-
tersucht. Wie in Tabelle 1 gezeigt, hat das natiirliche Chon-
dramid C, Isomer 20 (Schema 5), den stiarksten hemmenden
Effekt auf das Wachstum kultivierter Sdugerzellen; im selben
Konzentrationsbereich liegt jedoch auch die Inhibitoraktivi-
tat von 21. Die Diastereomere 22 und 23 fallen in ihrer Wir-
kung hingegen deutlich zuriick; im Durchschnitt liegt ihr ICs,-
Wert bei einer 20- bzw. 36fach hoheren Konzentration.

In weiteren Experimenten wurde die Fahigkeit der
Chondramide zur Induktion einer Actin-Polymerisation un-
tersucht. Abbildung 1 zeigt, dass das natiirliche Chondramid
(20) die Polymerisation deutlich stdrker induziert, als dies die
iibrigen Diastereomere tun. Allerdings war auch in diesen
zellfreien Experimenten Diastereomer 21 deutlich effektiver
als 22 und 23. Die Polymerisationskurven der unterschiedli-
chen Diastereomere (siche Hintergrundinformationen) er-
gaben ECy-Werte von: 2 (20), 3 (21), 5 (22) und 6 pm (23).
Die ECs;-Werte beziehen sich auf den maximal erreichbaren
Wert, der durch eine sigmoidale Kurvenanpassung des Poly-
merisationsverlaufs mit 20 (40 um) bestimmt wurde. Abbil-
dung 1 zeigt zusétzlich die Induktion der Polymerisation in
Abhingigkeit unterschiedlicher Konzentrationen von 20.
Man sieht, dass die Beziehung zwischen der Konzentration
und dem Polymerisationsgrad exponentiell ist. Diese Ab-
hidngigkeit muss bei der Beurteilung der ECy-Werte be-
riicksichtigt werden.

Bei einer Konzentration von 160 nm von 21 beobachteten
wir deutliche Auswirkungen auf das Actin-Cytoskelett von
Nierenkrebszellen (Abbildung 2). Die Reorganisation der

Tabelle 1: Antiproliferative Wirkung von 20-23 auf unterschiedliche Siugerzellen; angegeben ist der

ICso-Wert in nm.1

OH OH

Diastereomer 20 Diastereomer 21

naturliches Chondramid C

OH OH
0 0
ot Feaean
HN—? ‘/g vy HN—Y "-(go
- /N;/[O
NH_ ..
0

Diastereomer 22 Diastereomer 23

Schema 5. Diastereomere von Chondramid C.

Actin-Strukturen wiahrend der Mitose war beeintréchtigt, und
in der Interphase wurden stiarkere Stressfasern und Flocken
von F-Actin gebildet. Nach 18 Stunden wurden die ersten
Zellen mit zwei Zellkernen beobachtet. Dieser Phénotyp
wurde auch mit Diastereomer 22 gefunden, jedoch bei deut-
lich héheren Konzentrationen (8 pm).

Aus der Uberlagerung der vier Diastereomere ist er-
sichtlich, dass 20 und 21 eine dhnliche Konformation im
Peptidteil einnehmen — das ist bemerkenswert, weil zwei der
drei Konfigurationszentren im Polyketidteil die entgegenge-
setzte Konfiguration aufweisen. Die Konformationen von 22
und 23 weichen hingegen deutlich von jenen der beiden
erstgenannten Strukturen ab (Abbildung 3).

Die vergleichbare biologische Aktivitdt von 20 und 21
kann mit einer dhnlichen rdumlichen Anordnung erklart
werden, die durch die Polyketid-Segmente eingestellt wird. In
Schema 6 wird die Konformation wiedergegeben, die durch
das Polyketid-Segment eingestellt wird. Man sieht, dass in 20
und 21 dhnliche Torsionswinkel und Absténde eingenommen
werden. Diese Werte sind in 23
hingegen deutlich verschieden.

Wir haben hier iiber die Total-

synthese von Chondramid C und

Zelllinie  Zelltyp 20 2 2 B die darauf beruhende Aufklirung
L-929 murine Fibroblasten aus Bindegewebe =~ 55+24  81+6  1670+390 2400+115 seiner absoluten Konfiguration be-
A-431 humanes epidermoides Karzinom 5545 49+3 620+280 1200445 richtet. Die Synthese von drei zu-
A-498 humanes Nieren-Karzi-nom 24+3 3242 500+130 920+270 sitzlichen Diastereomeren ermdg-
A-549 humanes Lungen-Karzinom 26+5 2342 5104195 930460 lichte erste SAR-Studien. in denen
SK-OV-3  humanes Ovarialkarzinom 16+5 19+2 320+£60 10404160 ?

die Fahigkeit zur Induktion der

[a] Die Zahlen sind Mittelwerte + Standardabweichungen zweier unabhingiger ICsy-Bestimmungen.
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Abbildung 1. Induktion der G-Actin-Polymerisation durch Chondramid.
Pyren-Actin wurde in einem nichtpolymerisierenden Puffer mit Chon-
dramid-Diastereomeren inkubiert, und die Actin-Polymerisation wurde
tiber die ansteigende Fluoreszenz verfolgt. Jedes Diastereomer wurde
in einer Konzentration von 10 pm eingesetzt (wiedergegeben durch
schwarze Symbole: & 20, m 21, A 22 und e 23). Fiir Chondramid C
wurde die Fahigkeit zur Induktion bei zusatzlichen Konzentrationen ge-
zeigt (graue Symbole: 4 40 um, ¥ 5 pm und @ 1 um; = Methanol).

Abbildung 2. Einfluss von 21 auf das Actin-Cytoskelett von A-498-Nie-
renkrebs-Zellen nach unterschiedlicher Inkubationszeit. F-Actin ist
griin, Zellkerne und Chromosomen sind blau markiert. A, B: Kontroll-
zellen mit jeweils einer mitotischen Zelle in der Bildmitte; Metaphase
(A) und Telophase (B). Zellen, die mit 21 (160 nm) inkubiert wurden,
zeigen anomale Metaphasen (C, nach 2 h) und einen verstirkten kon-
traktilen Ring in der spiten Telophase (E, nach 18 h). Punktférmige
Flecken aus F-Actin wurden besonders an den fokalen Adhisionspunk-
ten sichtbar (D, nach 4 h), Stressfasern verstirken sich und Actin-Flo-
cken entstehen (E und F, nach 18 h).
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Abbildung 3. Uberlagerung verschiedener Chondramid C Isomere. 20
rot, 21 gelb, 22 grau, 23 blau. 20 und 21 haben die gleiche Konformati-
on im Tripeptid-Segment.

H
cn. e S HC, o H
3 3: 3 2 3 H
= VO H J 4 ‘1%,
H o—(
HAN—2 HCA & cn, \\
o=N I b2 0
HN o} HN=$
1Y 20 1 21

N(1)-O(4)-Abstand = 4.5A N(1)-O(4)-Abstand = 4.2A
Torsionswinkel N(1)C(2)C(3)(04) = -64.1° Torsionswinkel N(1)C(2)C(3)(04) = -74.6°

H,C H CHs
3°

23
N(1)-O(4)-Abstand = 4.8A
Torsionswinkel N(1)C(2)C(3)(04) = 33.2°

Schema 6. Polyketid-Segmente von 20, 21 und 23.

proliferativen Effekten verglichen wurde. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Antitumorwirkung durch die Induktion der
Actin-Polymerisation ausgelost wird. Uberraschend war der
Befund, dass der Naturstoff 20 und das Isomer 21 nahezu die
gleiche biologische Aktivitdt aufweisen. Dies kann mithilfe
einer Konformationsanalyse erklidrt werden, die zeigt, dass
die durch das Polyketidsegment aufgebauten Winkel und
Abstdnde einander sehr dhnlich sind; daraus ergibt sich eine
nahezu identische Konformation des Peptidteils. Damit
konnte bestitigt werden, dass der Polyketidteil als Struktur-
element fungiert, das eine Feinjustierung der Aminosiuren
im Molekiil vornimmt.

Eingegangen am 10. Mérz 2008,
verdnderte Fassung am 28. April 2008
Online veroffentlicht am 15. Juli 2008
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