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Gephyronsaure, ein fehlendes Bindeglied zwischen Polyketid-
Inhibitoren der eukaryotischen Proteinsynthese (Teil I):
Strukturrevision und stereochemische Zuordnung**

Lionel Nicolas, Timo Anderl, Florenz Sasse,* Heinrich Steinmetz, Rolf Jansen, Gerhard Hofle,

Sabine Laschat* und Richard E. Taylor*

Kulturiiberstinde von Archangium gephyra, 26

. . b 25 24 st 22 21 20 18 oH oH
Stamm Ar 3895, zeigten eine antibiotische P ; 1 “ o3
Aktivitit, die zur Isolierung eines neuen Poly- 4, SH OH L Svte o1 COH o On 7 COMH
ketids, der Gephyronsdure (1), fiithrte. Die 19
Strukturen der getrennt erhiltlichen Keto- und Gephyronsaure (1) (Keto-1) Halbketal-1 CMe

Halbketalisomere (Schema 1) wurden ohne
spektroskopische Daten in einer Publikation
tiber die Isolierung und biologische Aktivitét
der Verbindung vorgestellt."! Erste biologische
Untersuchungen ergaben eine selektive Hem-
mung der eukaryotischen Proteinsynthese zu-
sammen mit einer nanomolaren cytostatischen
Wirkung gegen eine Reihe von Sidugetier-Zell-
linien. So hat Keto-1 einen ICs-Wert von
10 ngmL~' gegen HeLa- (menschlicher Ge-
barmutterhalskrebs) und K-562-Zelllinien
(menschliche myeloische Leukdmie). Fir
Halbketal-1 wurde eine dhnliche Aktivitét ge-
messen, was fiir eine Gleichgewichtseinstellung
unter den Assaybedingungen spricht.!"
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Schema 1. Urspriinglich vorgeschlagene Struktur von Gephyronsiure sowie die Struktu-
ren von Myriaporon-lsomeren und Tedanoliden.

In der Taylor-Gruppe wurde eine asymmetrische Total-
synthese der Myriaporone 3 und 4 (2b bzw. 2a) erarbeitet, die
deren absolute und relative Konfiguration bestitigte
(Schema 1).”! Dariiber hinaus bewiesen eingehende biologi-
sche Untersuchungen der synthetisierten Verbindungen, dass
die Myriaporone 2 potente eukaryotenselektive Inhibitoren
und Zytostatika sind.**

Die verbliiffenden biologischen und strukturellen Ge-
meinsamkeiten von Gephyronsidure und den Myriaporonen
veranlassten uns, die relativen und absoluten Konfigurationen
ersterer zu bestimmen, die fiir eine spatere Totalsynthese und
weitergehende biologische Studien unerlésslich sind. Mit den
hier vorgestellten vollstindigen spektroskopischen Daten aus
'H- und “C-NMR-, COSY-, ROESY-, J-HMBC-, HSQC-
HECADE- und GBIRD-HSQMBC-Messungen®! in Verbin-
dung mit Fragmentsynthesen gelang nicht nur eine struktu-
relle Neuzuordnung, sondern auch die eindeutige Bestim-
mung der Konfiguration von Gephyronséure, die durch eine
Totalsynthese erhirtet wurde.

Neben dem urspriinglich von Sasse et al. berichteten of-
fenen Ketoalkohol und der geschlossenen Halbketalform
wurde kiirzlich eine dritte Komponente isoliert und als
Halbketal-Anomer identifiziert.

Aufgrund unserer fritheren Erfahrung mit den Myriapo-
ronen 2 und Tedanoliden 3 stellten wir schnell Widerspriiche
zwischen den spektroskopischen Daten und der vorgeschla-

Angew. Chem. 2011, 123, 968 —971


http://dx.doi.org/10.1002/ange.201005530

genen Struktur von Gephyronsdure fest. Zusitzlich erfor-
derte ein neues hochaufgelostes Massenspektrum (HREIMS)
von Keto-1 eine Strukturrevision, da ein [M+Na]*-Ion bei
mlz 493.3148 sowie weitere Peaks fiir [2M+Na]® und
[3M+Na]* beobachtet wurden, die zusammen eher auf die
Summenformel C,;H,sO, hinwiesen als auf die urspriingliche
Formel C,;H,;3O4. Eine Verbindung mit letzterer Summen-
formel wurde als ammoniumhaltiger Cluster isoliert.

Die NMR-Verschiebungen der Schliisselprotonen in den
einander dhnlichen Kettensegmenten von Gephyronséure,
den Tedanoliden 3" und den Myriaporonen 2® sind in Ta-
belle S2 in den Hintergrundinformationen zusammenge-
fasst.”! Die Verschiebung des Protons H-13 (2.64 ppm; Ta-
belle S2) ist besonders aufschlussreich, denn sie liegt im
gleichen Bereich wie die der Naturstoffe Tedanolid (3a), 13-
Desoxytedanolid (3b), Myriaporon 3 und Myriaporon 4 (2),
die an dieser Stelle eine Epoxideinheit enthalten. Die nahezu
identischen Kopplungskonstanten zwischen H-13 und H-14
sprechen fiir die gleiche stereochemische Anordnung.'” Die
BC-NMR-Signale der vermuteten Alkohol-Kohlenstoffatome
C12 und C13 von 1 sind auffillig hochfeldverschoben (0=
64.4-65.2 ppm bzw. 0. =68.4 ppm) und entsprechen nahezu
den fiir die Epoxideinheit in 2 gefundenen Werten (6. = 64.3
und 67.9 ppm). Folglich gehoren die Oxymethin-Positionen
C12 und C13 von Gephyronsédure zu einem &hnlich trisub-
stituierten Epoxid.

Um die auf NMR-Daten basierende neue Konfiguration
an C10-C14 (Schema 2)P! zu bestitigen, haben wir das C9-
C17-Fragment 7 synthetisiert (Schema 3). (S)-3-Hydroxy-2-
methylpropionsduremethylester (4) wurde wie frither be-
schrieben in den Aldehyd 5 iiberfiihrt.?!! Dieser wurde in
einer Reaktionssequenz aus anti-Aldolreaktion nach
Evans,*"! Entschiitzung!? und Wittig-Olefinierung zum Al-
lylalkohol 6 umgesetzt. Epoxidierung mit mCPBA lieferte
den Baustein 7 in Ubereinstimmung mit dem Henbest-Effekt,
der von den Gruppen von Loh™ und Smith!™***! fiir Tedanolid

C:)Me

6Me
Halbketal-13

Schema 2. Neuer Vorschlag fiir die Konfigurationen der Gephyron-
sdure-Keto- und -Halbketalisomere.
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Schema 3. Synthese des C9—C17-Fragments 7.

(3) und von uns fiir die Myriaporone 2 beschrieben worden
ist.

Die relative Konfiguration von C8 wurde mittels NMR-
Spektroskopie bestimmt (siche die Hintergrundinformatio-
nen) und durch die Synthese der Fragmente 12a und 12b iiber
eine  auxiliarvermittelte  Alkylierung™  untermauert
(Schema 4). Zuerst wurde der Allylalkohol 8 in das Todde-
rivat 9 tiberfiihrt. Mit der von Myers et al. entwickelten ele-
ganten Methode!"™ liefen sich die enantiomeren Pseudo-
ephedrinamide 10a und 10b diastereoselektiv alkylieren. Die
Reaktion des Todids 9 mit dem (R,R)-Amid 10a fiihrte zur
1,3-anti-Desoxypropionat-Einheit 11a in 67 % Ausbeute,
wihrend das (S,5)-Auxiliar 10b das 1,3-syn-Alkylierungs-
produkt 11b in 43 % Ausbeute lieferte. Nach Abspaltung des
chiralen Auxiliars mit nBuLi wurden die mit Gephyronsdure
(1) strukturell verwandten Ketone 12a,b erhalten.

o) - 0
7% Ph\;)\NJ\/ Ph\‘/\NJK/ 43%
OH Me 10a OH Me 10b

X = - 0 Xc
0oTBS 0
11b
o

X ; = Bu
oTBS O
12b

Schema 4. Bestitigung der C8-Konfiguration durch Fragmentsynthese
ausgehend vom Alkohol 8. Reagentien und Bedingungen: a) 8

(1.0 Aquiv), PhsP (1.5 Aquiv), Imidazol (3.0 Aquiv), I, (1.5 Aquiv),
MeCN/Et,0 1:3, 0°C, 2.5 h, 89%; b) 1. Lithiumdiisopropylamid (LDA,
3.2 Aquiv), LiCl (6.0 Aquiv), 10 (1.5 Aquiv), —78°C, 1h, 2.9

(1.0 Aquiv), 0°C, 1 h, 45°C, 48 h; ) 11 (1.0 Aquiv), nBulLi (2.1 Aquiv),
—78°C, 20 min.
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Schmidt und Breit nutzten kiirzlich die NMR-Spektro-
skopie zur direkten Bestimmung der relativen Konfiguration
von 1,3-methylverzweigten Ketten anhand chemischer Ver-
schiebungsdifferenzen.'® Mit den Verschiebungsdifferenzen
(A0) der geminalen Methylenprotonen in den Diastereoiso-
meren 12a und 12b und einem Vergleich mit den Daten von
Keto-1 lie3 sich die anti-Konformation des Desoxyproprio-
natrests C8-C10 belegen. Tatséchlich wurde fiir das 1,3-anti-
Keton 12 a eine kleinere Verschiebungsdifferenz als fiir Keto-
1 gefunden (A6 =0.43 bzw. 0.56 ppm), fiir das 1,3-syn-Keton
12b dagegen eine groBere (Ad =1.10 ppm).

Wegen des fehlenden Ketonsignals in den *C-NMR-
Spektren wurden die beiden isolierten Gephyronsiure-Iso-
mere als Halbketal-1a und Halbketal-1f identifiziert, die
sich in der Konfiguration an C7 unterscheiden (Schema 2,
Tabelle S1). Mittels ESI-Massenspektrometrie einer Mi-
schung der beiden Halbketale wurde ihre Summenformel zu
C,H,O; ermittelt, d. h., es handelt sich bei ihnen um Isomere
von Keto-1. Die "H-NMR-Spektren in CDCl; éhneln in vie-
lerlei Hinsicht dem von Keto-1, bemerkenswerte Unter-
schiede zeigen sich jedoch in den Verschiebungen des Me-
thinprotons H-8 und der Protonen, die in den Halbketalen
Teil des nur dort vorhandenen Pyranrings sind. Die Signale
der Protonen H-3 und H-4 in den Halbketalen sind tieffeld zu
0=4.83 bzw. 1.87 ppm (Halbketal-la) und 6=4.19 bzw.
2.30 ppm (Halbketal-1f) verschoben. Wie erwartet ist das
Signal von H-8 in beiden Halbketalen hochfeldverschoben
(0g=2.11 bzw. 2.13 ppm).

Die konformative Starrheit des Halbketal-Lactons 13, das
unter sauren Bedingungen aus 1 hergestellt wurde
(Schema 5), vereinfachte die Bestimmung der relativen
Konfiguration im rechten Teil von Gephyronsdure (1). So
konnte iiber vicinale Kopplungskonstanten und ROESY-
Korrelationen im starren Lactonsystem 13 die relative Kon-
figuration im C3-C5-Bereich von Keto-1 und daraus folgend
von Halbketal-1a und -1f gesichert werden (Schema 5). Die
grof3e Kopplungskonstante von J = 11.4 Hz zwischen H-4 und
H-5 sowie das Fehlen eines NOE-Kreuzsignals weisen auf
deren antiperiplanare Anordnung hin. Die mittelgrof3e

CSA, MeOH B
Keto1 ——————— iy T
0°C —»RT, 30 min OH
93% B
Lacton 13 OMe

Me21 11,41z H-4  6.6Hz

Kopplungskonstanten

beobachtete NOEs

Schema 5. Uberfithrung von Keto-1 unter sauren Bedingungen in das
Lacton 13 und dessen spektroskopische Charakterisierung. CSA: Cam-
phersulfonséure.
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Kopplungskonstante von J=6.6 Hz zwischen H-3 und H-4
wiederum und der NOE zwischen H-3 und H-4 sowie zwi-
schen H-3 und H;-18 deuten auf eine axiale Anordnung der
C2-Methylengruppe hin, was zusitzlich durch einen NOE
zwischen H-2a und H-5 bestitigt wurde.

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration der Hy-
droxysubstituenten tragenden sekundidren Kohlenstoffatome
iiber die Mosher-Methode!'”! vervollstindigte die Struktur-
aufkldrung. Dazu wurde 1 zum p-Bromphenacylester 14
umgesetzt, der mit (S)- und (R)-MTPA-Chlorid zu den ent-
sprechenden 3,11-(R)- und 3,11-(S)-Mosher-Estern (R)- bzw.
(5)-15 derivatisiert wurde. Die Verschiebungsdifferenzen
(A6-Werte) in den 'H-NMR-Spektren (Tabelle S3) ergaben
eindeutig die absoluten Konfigurationen S an C3 und C11 und
folglich die in Schema 6 gezeigte absolute Konfiguration von
Gephyronsiure (1). Wie aufgrund biologischer Uberlegungen
vorhergesagt gleicht die Epoxid-Stereodomine (C11-C14)
den entsprechenden Bereichen in Myriaporonen und Teda-
noliden.['")

Keto-1
1. p-Bromphenacylbromid
2. (R)- und (S)-MTPA-CI

+0.2
+11.6 -8.6

N
“O: -16
O _159 O

|
MTPA Me MTPA

R? Sl s s
2 AS=85-6
% _O-MTPA S~ O9R
R A5 >0 fur R2
H AS <0 fur R!

OH 0 O6MedH O

Schema 6. Bestimmung der absoluten Konfiguration von Gephyron-
sdure (1). MTPA: a-Methoxy-a-trifluormethyl-a-phenylacetat; die Ad-
Werte sind in 1072 ppm angegeben.

Wir haben somit die Konfigurationen der aus dem My-
xobakterium Archangium gephyra isolierten Gephyronséiure-
Isomere eindeutig bestimmt. Hochfeld-NMR-Analysen der
Naturstoffe kombiniert mit dem Studium synthetischer
Fragmente sowie die Korrelation mit den Daten der Myria-
porone 2 und Tedanolide 3 stiitzen die faszinierende Struk-
turrevision. Mit der Mosher-Methode wurde die absolute
Konfiguration von Gephyronsdure (1) ermittelt, die, wie in
Teil I beschrieben ist,’) durch eine Totalsynthese bestitigt
wurde.

Eingegangen am 3. September 2010
Online veroffentlicht am 23. Dezember 2010

Stichworter: Archangium - Myxobakterien - Naturstoffe -
Polyketide - Strukturaufklirung
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