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Die Tubulysine (1) sind eine Familie von insgesamt neun
Sekundirmetaboliten (Schema 1), die von diversen Myxo-
bakterienstimmen produziert werden, darunter Angiococcus
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nylalanin oder Tyrosin, genannt Tubuphenylalanin (Tup) bzw.
Tubutyrosin (Tut). Alle Tubulysine enthalten ferner eine
Acetoxygruppe (in Tuv), unterscheiden sich jedoch in der
Seitenkette des Bisacyl-N,0-Acetals (R'). Deren

GrofBe variiert von einer Acetylgruppe in den
Tubulysinen H und I bis zu einer 3-Methylbuty-

ratgruppe in den Tubulysinen A und D. Die Tu-

bulysine gehoren zu einer Handvoll von Natur-

stoffen, die mit dem eukaryotischen Zytoskelett
interagieren, wobei sie die Polymerisation von

Tubulin bereits im Pikomolbereich hemmen.?

Das Wachstum diverser Tumorzellen wird von

ihnen 20- bis 100fach stirker gehemmt als von

anderen Tubulinbindern wie den Epothilonen,

rz  Vinblastin oder Taxol. Dies macht sie zu interes-
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santen Kandidaten fiir die Behandlung vor allem
auch gegen mehrere Wirkstoffe resistenter
OH  Tumore (MDR-Tumore) und initiierte intensive
Forschungen zur Chemie und Biologie dieser
y  Verbindungsklasse. Struktur-Aktivitdts-Untersu-

CH,CH
0 . L S ah CH=C2:.(C|-3|3)2 oH chungen an synthetischen Analoga von Tubuly-
o CH, H  sin D,’*l dem aktivsten Metaboliten, ergaben ein
0" R 1 CH;, OH  Klares Bild, welche Strukturmerkmale fiir die

Schema 1. Postulierter Verlauf der Biosynthese der neun bekannten Tubulysine A-I.

disciformis And48 und Archangium gephyra Ar315.1 Allen
gemein ist eine lineare Tetrapeptidgrundstruktur, bestehend
aus N-Methylpipecolinsdure (Mep), Isoleucin (Ile), der neuen
Aminosdure Tubuvalin (Tuv) und einem verlidngerten Phe-
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biologische Aktivitit essenziell sind, und fithrten
zu Vorschldgen, wie sich die pharmakologischen
Eigenschaften dieser Metabolite optimieren
lassen. So scheint eine Reihe von Strukturmodifikationen
ohne signifikanten Einbruch der biologischen Wirkung tole-
riert zu werden. Beispielsweise ldsst sich das labile N,O-
Acylal problemlos durch einfache Alkylgruppen ersetzen.

Wir haben uns nun gezielt der Biosynthese der Tubulysine
gewidmet, mit dem Ziel, neue Metabolite zu identifizieren,
und der Option, Tubulysinderivate durch genetisches Engi-
neering zuginglich zu machen.” Im Folgenden berichten wir
iiber die Struktur einer neuen Verbindung, Préatubulysin aus
A. disciformis, die durch Fiitterungsexperimente und hoch-
auflosende Massenspektrometrie charakterisiert und durch
Vergleich mit vollsynthetischem Material verifiziert wurde.
Pratubulysin, das identisch ist mit einem bereits frither pos-
tulierten biosynthetischen Intermediat," zeigt dhnlich hohe
Tubulin abbauende Aktivitdt wie die deutlich komplexeren
Tubulysine.

Die Sequenzierung des Tubulysinbiosynthese-Genclusters
aus A. disciformis, dem Produzenten der Tubulysine D, E, F
und H (Schema 1), ergab, dass diese Metabolite durch ein
Hybridsystem aus Polyketidsynthasen (PKS) und nichtribo-
somalen Peptidsynthetasen (NRPS) gebildet werden. Diese
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Multienzym-Assemblierungslinie besteht aus fiinf NRPS- und
zwei PKS-Modulen.” Der etwa 40 kbp umfassende Gen-
cluster codiert auch fiir eine Lysin-Cyclodeaminase (TubZ),
die wahrscheinlich die Biosynthese von Pipecolinsidure diri-
giert, der vermuteten Startereinheit fiir die Tubulysinbiosyn-
these.

Um die Beteiligung von tubZ an der Biosynthese zu be-
weisen, haben wir das Gen durch Insertionsmutagenese in-
aktiviert. Dadurch sollte die Bereitstellung von Pipecolin-
sdure beeintrichtigt und daher kein Tubulysin mehr produ-
ziert werden. Erstaunlicherweise wurde aber bei der an-
schlieBenden HPLC-MS-Analyse Tubulysin D in den Ex-
trakten der Mutante And48-tubZ~ eindeutig nachgewiesen,
wobei die Menge etwa 3 % der Wildtypproduktion entsprach.

Zusatzlich wurden gut nachweisbare Mengen eines neuen
Metaboliten 2 (m/z 670.4; Abbildung 1) gefunden. Die Tu-
bulysine E, F und H wurden nicht nachgewiesen. Dieses Er-
gebnis ldsst in der Tat auf eine Beteiligung von TubZ bei der
Pipecolinsdurebiosynthese schlieen, allerdings muss ange-
nommen werden, dass eine zweite Lysin-Cyclodeaminase-
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aktivitat in A. disciformis vorliegt. Zugabe von [Dg]L-Valin
zur Kultur des Produzenten und anschlieende Analyse des
Einbaumusters in 2 und Tubulysin D zeigte eindeutig die
Verwandtschaft beider Molekiile (Abbildung S1 in den Hin-
tergrundinformationen).

Hochauflosende Massenspektrometrie von 2 lieferte
m/z 670.3987, was mit einer Summenformel C;HssNsOsS
(ber. [M +H]"=670.4002, A= —-0.939 ppm) in Einklang ist.
Weil der neue Naturstoff die Struktur des bereits von uns
vorhergesagten ersten enzymfreien Intermediats des Bio-
synthesewegs zu haben schien™ — des von der PKS/NRPS
gebildeten Tubulysinriickgrats ohne die vier oxidativen und
acylierenden Post-Assemblierungsschritte —, nannten wir ihn
Prétubulysin (2) (Schema 1). Bei einer erneuten Analyse von
Extrakten des Wildtypen von A. disciformis And48 wurde
ebenfalls Prétubulysin in geringer Menge nachgewiesen
(Abbildung 1), was die Theorie stiitzt, dass 2 ein Biosynthe-
seintermediat ist. Wir gingen deshalb davon aus, dass Prétu-
bulysin ein stabiles Analogon der komplexeren Tubulysine
ist, das sich sehr gut fiir die weitere Evaluierung als Wirk-
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Abbildung 1. |dentifizierung von Pritubulysin. a) HPLC-MS-Analyse (Basispeak-Chromatogramm (BPC)) der Mutante And48-tubZ™. Tubulysin D
(1) und Pratubulysin (2) sind gekennzeichnet. b) HPLC-MS-Analyse (BPC) vom Extrakt der Wildtypzellen A. disciformis And48, ebenfalls mit Mar-
kierung von 1 und 2. Vergleichende Analyse der MS*-Fragmentierungsmuster von 1 (c) und 2 (d). Vergleichbare Fragmente, die vom jeweiligen
Metaboliten abgespalten werden, sind markiert. In den Massenspektren sind die Retentionszeiten und die Molekiilmassen der Mutterionen ange-
geben. In den Formeln links sind die Fragmente gekennzeichnet, die bei der Bildung der Tochterionen abgespalten werden. Die Daten wurden mit

einem Thermo-LTQ-Orbitrap-Hybrid-FT-Massenspektrometer erhalten.
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stoffkandidat eignen sollte. Eine NMR-spektroskopische
Bestitigung der Struktur von Pritubulysin gelang nicht, da
selbst nach Anziichten von 20L Kulturvolumen von
A. disciformis nicht geniigend Substanz isoliert werden
konnte. Deshalb wurde die Tandem-Massenspektrometrie
(MS?-MS°) eingesetzt, um die Struktur zu verifizieren, wobei
die Fragmentierungsmuster mit denen von Tubulysin D ver-
glichen wurden (die MS*-Daten sind in Abbildung 1 gezeigt).
Die Fragmentierungsmuster zeigten allerdings wenig Ahn-
lichkeit, was vermuten ldsst, dass die Acylgruppen in Tubu-
lysin D entscheidenden Einfluss auf die Art der Fragmentie-
rung haben. Die Analyse der hochaufgelosten Massen der
Pratubulysinfragmente fiihrte aber trotzdem zu eindeutigen
Molekiilformeln, die mit der vorhergesagten Struktur iiber-
einstimmen (Abbildung S2 in den Hintergrundinformatio-
nen).

Um unsere Biosynthesehypothese zweifelsfrei zu bewei-
sen und die biologische Aktivitit von Pritubulysin im Detail
zu untersuchen, haben wir zusitzlich eine effiziente Synthese
dieser Substanz entwickelt.®! Die Synthese der zentralen Tle-
dTuv-Einheit (dTuv: Desacetoxytubuvalin) ist in Schema 2
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Schema 2. Synthese des lle-dTuv-Fragments. Reagentien und Reakti-
onsbedingungen: a) 1. DibalH, Toluol, —78°C; 2. Ph;P=CHCN;

b) 1. H,, Pd/C, MeOH; 2. NaH, Mel, DMF, 0°C; c) H,S, NEt;, CHCI;,
—78°C—Raumtemperatur; d) 1. BrCH,COCOOEt, Aceton, —10°C; 2.
TFA,O, Pyridin, CH,Cl,, —30°C—Raumtemperatur; €) 1. HCl, Dioxan,
0°C; 2. Z-lle, BEP (2-Brom-1-ethylpyridiniumtetrafluoroborat),” Di-
isopropylethylamin, CH,Cl,, —10°C.

dargestellt. Ausgehend von N-Boc-geschiitztem Valinester
erhidlt man durch Dibal-Reduktion und In-situ-Wittig-Reak-
tion des dabei gebildeten Aldehyds das ungesittigte Nitril 3 in
enantiomerenreiner Form. Katalytische Hydrierung und an-
schlieBende N-Methylierung zu 4 verliefen ebenfalls racemi-
sierungsfrei. Die Nitrilfunktion wurde anschlieBend in das
Thioamid 5 tiberfiihrt, das einer Hantzschen Thiazolsynthese
unterworfen wurde. Dabei wurde mit Trifluoracetanhydrid
(TFA,O) das primir gebildete Hydroxythiazol-Intermediat in
das Thiazol 6 umgewandelt. Das benotigte Dipeptid 7 wurde
nach Spaltung der Boc-Schutzgruppe und Kupplung mit Z-Ile
erhalten.

Trotz der vermeintlichen Einfachheit der Tup-Einheit ist
die stereoselektive Einfiihrung der o-Methylgruppe nicht
trivial.®? Da unsere ersten Versuche — durch Enolat-Alky-
lierung — nicht erfolgreich waren, wandten wir uns dem
pragmatischen Weg der katalytischen Hydrierung zu. Der

www.angewandte.de
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bendtigte a,pf-ungesittigte Ester 8 war einfach aus geschiitz-
tem Phe durch Dibal-Reduktion/Wittig-Olefinierung zu-
génglich (Schema 3). Auch bei dieser Eintopfreaktion wurde
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Schema 3. Synthese von Tup (11) und dTup (12). Reagentien und Re-
aktionsbedingungen: a) 1. DibalH, CH,Cl,, —78°C; 2. Ph,P=C(CH,)-
COOEt; b) 1. NaOH, Dioxan, 80°C; 2. Menthol, DCC, DMAP, Et,0O,
0°C; c) H,, Pd/C, MeOH; d) 6 N HCI, 140°C; 2. DMP, HCl,,,., MeOH,
50°C; e) 1. DibalH, CH,Cl,, —78°C; 2. Ph;P=CHCOOEt; 3. H,, Pd/C,
MeOH; 4. HCI, Dioxan, 0°C.

keinerlei Racemisierung beobachtet, wohingegen eine Iso-
lierung und Reinigung des Aldehyds zu nahezu kompletter
Racemisierung fithrte. Die katalytische Hydrierung von 8
ergab eine 2:1-Mischung der diastereomeren Tup-Derivate.
Leider brachte die Hydrierung der freien Saure (wie von Wipf
et al. beschriebenl) oder des entsprechenden Allylalkohols
keine signifikante Verbesserung. Da Zanda et al. eine chro-
matographische Trennung der entsprechenden Menthylester
beschrieben haben,” iiberfiihrten wir 8 in den Menthylester 9.
Dessen Hydrierung ergab eine Selektivitit von 3:1 zugunsten
des benotigten Diastereomers. Nach chromatographischer
Diastereomerentrennung und Abspaltung der Schutzgruppen
wurde 11 in enantiomerenreiner Form erhalten.”

Um den FEinfluss der Methylgruppe auf die biologische
Aktivitdt zu liberpriifen, stellten wir auch das Desmethylde-
rivat (dTup) 12 her.'"”! An diesem vereinfachten Analogon
erprobten wir auch die finalen Stufen unserer Synthese
(Schema 4). Abspaltung der Z-Schutzgruppe vom Dipeptid 7
und anschlieBende Peptidkupplung mit geschiitztem b-Pip
ergab das Tripeptid 13, das quantitativ zur freien Sdure ver-
seift werden konnte. Auch die Verkniipfung mit dTup (12)
verlief problemlos. Die Synthesesequenz wurde durch Ab-
spaltung der Z-Schutzgruppe, reduktive Methylierung der
Pipecolinsdure und Verseifung des Esters zu Desmethylpra-
tubulysin (15) vervollstindigt. Nach demselben Schema
wurde auch Prétubulysin (2) erhalten.

Die massenspektrometrischen Daten des biosyntheti-
schen Pritubulysins stimmten vollig mit denen des syntheti-
sierten 2 iiberein (Abbildung S3 in den Hintergrundinfor-
mationen), was den Strukturvorschlag fiir das isolierte Ma-
terial verifiziert. Zusétzlich waren die biologischen Aktivité-
ten des natiirlichen und des synthetisierten Materials gegen-
tiber humanen Leukidmiezellen (HL-60) sehr dhnlich.
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Schema 4. Synthese von Pritubulysin (2) und dem Desmethylderivat
15. Reagentien und Reaktlonsbedmgungen a) 1. HBr/HOAc; 2. Z-(p)-
Pip, CICOQiBu, N-Methylmorpholin (NMM), THF, —20°C; b) NaOH,
Dioxan, 0°C; c) 12, CICOOiBu, NMM, THF, —20°C; d) 1. HBr/HOAc;
2. (CH,0),, NaBH;CN, MeOH; 3. NaOH, Dioxan, 0°C; 4. TFAA, e) 11,
CICOOQiBu, NMM, THF, —20°C.

Die HL-60-Zelllinien wurden auch herangezogen, um die
Cytotoxizitédt von 2 und der synthetischen Variante 15 mit der
von Tubulysin A (1A) und D (1D) zu vergleichen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Cytotoxizitit der Tubulysine und ihrer Analoga im MTT-Assay
(1ICso [ngml™]).1

Zelllinie 1A 1D 2 15
HL-60 0.01 0.006 0.03 0.39
1929 0.19 0.015 6.5 74
U937 0.003 0.0004 0.08 0.41

[a] Durchschnittswerte zweier Messungen, Inkubationszeit: 5 d.

Tubulysin D ist bekanntermafen das toxischere der beiden
Tubulysine, und seine Aktivitit ist ungefihr sechsmal hoher
als die von Tubulysin A.”! Wie aufgrund friiherer Struktur-
Aktivitidts-Studien vermutet, ist 2 nur um den Faktor 3-5
weniger aktiv als die Tubulysine A und D, wéhrend das Ent-
fernen der Methylgruppe (15) die Cytotoxizitit auf ein
Dreizehntel reduzierte. Basierend auf diesen Resultaten tes-
teten wir unsere Verbindungen sowie die Tubulysine A und D
an zwei weiteren Zelllinien, 1929 (Bindegewebsfibroblasten
der Maus) und U937 (humanes histiozytisches Lymphom).
Sowohl 2 als auch 15 zeigten eine signifikante, wenn auch
geringere Aktivitit als die Tubulysine, wobei 2 durchweg die
aktivere der beiden synthetischen Verbindungen ist.

Diese Daten erginzen die anderer Gruppen!™®! hinsicht-
lich der Struktur-Aktivitédts-Beziehung. Die hohe biologische
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Aktivitdt von Prétubulysin (2) zeigt, dass weder das N,O-
Acetal noch die Acetoxygruppe von Tuv essenziell fiir eine
hohe Cytotoxizitit sind, wobei jedoch ein moderater Aktivi-
tatsverlust (auf etwa ein Zehntel) gegeniiber analogen Ver-
bindungen mit Acetoxygruppen beobachtet wird. Aus dem
Vergleich der Daten von 2 und dem Desmethylderivat 15
folgt, dass die Methylgruppe ebenfalls eine Aktivitétssteige-
rung, und zwar um den Faktor zehn, bewirkt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich die komplexe
Struktur der Tubulysine signifikant vereinfachen ldsst, ohne
dass dabei die biologische Aktivitét drastisch einbricht. So ist
Prétubulysin (2), das als biosynthetische Vorstufe der Tubu-
lysine identifiziert wurde, zwar weniger aktiv als die Tubuly-
sine A und D, es wirkt aber immer noch im Pikomolbereich.
Dies sollte den Anstof3 geben zum Design und zur Synthese
neuer, vereinfachter und trotzdem potenter Analoga der
Tubulysine als potentielle Antitumoragentien.
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