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Molekulare Grundlage fiir die Biosynthese von Elansolid: Beweise fiir
eine einzigartige, durch ein Chinonmethid initiierte intramolekulare
Diels-Alder-Cycloaddition/Makrolactonisierung**

Richard Dehn, Yohei Katsuyama, Arne Weber, Klaus Gerth, Rolf Jansen, Heinrich Steinmetz,
Gerhard Hofle, Rolf Miiller* und Andreas Kirschning*

Die Elansolide A1/A2 (1/1%),1 B1-B3 (2-4)
und das strukturell ungewochnliche und
hochreaktive Elansolid A3 (5; Schema 1)™
sind Metaboliten des gleitenden Bakteriums
Chitinophaga sancti (ehemals Flexibacter
spec.). Wihrend Elansolid A2 (1*) antibio-
tische Aktivitdt gegeniiber Gram-positiven
Bakterien im Bereich von 0.2 bis 64 ugmL ™!
und auch cytotoxische Eigenschaften ge-
geniiber L929-Mausfibroblasten mit einem
IC5-Wert von 12 pgmL™ zeigt, ist das
Atropisomer Elansolid Al (1) deutlich we-
niger aktiv.%?! Die Elansolide enthalten
einen Bicyclo[4.3.0]nonan-Kern, der im Fall
der Elansolide A1/A2 Teil eines 19-gliedri- o
gen Makrolactonrings ist. Elansolid B1 ist

die seco-Sédure der Elansolide A1/A2. Die

Elansolid A1/A2 (111%)  HO"
(als zwei Atropisomere [1])

Elansolid A3 (5)

R=0OH: Elansolid B1 (2)
R =0OMe: Elansolid B2 (3)
R =NHj,: Elansolid B3 (4)

OH N Acetat

*

*  SAM

0L

p-Hydroxybenzoesaure

Schema 1. Die Elansolide A1/A2 (1/1%), A3 (5) und B1-B3 (2-4) sowie Ergebnisse aus Fiit-

Elansolide B2 und B3 sind dagegen Aufar-
beitungsartefakte, die aus der nucleophilen
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terungsexperimenten mit *C-markierten Vorstufen. SAM: S-Adenosylmethionin.

Addition von Methanol bzw. Ammoniak an das Chinonme-
thidgeriist in Elansolid A3 resultieren (Schemal). Zu er-
wihnen ist, dass das ungewohnliche Bicyclo[4.3.0]nonan-
Gertiist aus einer intramolekularen Diels-Alder(IMDA)-
Cycloaddition resultieren konnte.™

In dieser Arbeit beschreiben wir die Identifizierung des
Biosynthese-Genclusters der Elansolide und geben zudem
Informationen iiber die einzigartigen Aspekte der Elanso-
lidbiosynthese. Dabei liegt der Schwerpunkt auf der vorge-
schlagenen IMDA-Cycloaddition und der Makrolactonisie-
rung. Konzeptionell ndhern wir uns dieser Thematik auf zwei
Wegen: a) Identifizierung und detaillierte Analyse der Bio-
synthese durch eine Polyketidsynthase inklusive Fiitterungs-
experimenten und b) Synthese von Modellvorstufen und
Synthesestudien zur IMDA-Cycloaddition.

Erste Fiitterungsexperimente mit isotopenmarkierten
Vorstufen zeigten, dass sich die Elansolide auf Polyketide
zuriickfiihren lassen (Schema 1), die eine von Chorismat ab-
geleitete p-Hydroxybenzoesdure als Starteinheit nutzen
(sieche Tabelle S3 and Abbildung S9 in den Hintergrundin-
formationen).

Als Nichstes wollten wir auf molekularer Ebene Einbli-
cke in die FElansolidbiosynthese erhalten, indem wir den
Biosynthese-Gencluster in Chitinophaga sancti identifizier-
ten. Da dieser Bakterientyp bisher nicht als Quelle fiir Poly-
ketidsynthase(PKS)-Gencluster bekannt war, erzeugten wir
zunéchst eine Cosmid-Genbank. Unser Produzentenstamm
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wurde auf die Anwesenheit von Polyketidsynthasen gepriift,
und der Elansolidbiosynthese-Gencluster wurde sequenziert
(Abbildung S1A, Tabelle S1). Wihrend dieser Studie stellte
sich heraus, dass das Genom des iiber offentliche Stamm-
sammlungen verfiigbaren Stamms Chitinophaga pinensis
DSM2588 bereits sequenziert war und eine sehr groe Gen-
homologie aufwies (zu 84.6 % identitische Nucleotidsequenz
wie beim Gencluster von C. sancti; Tabelle S2). Wir fanden
weiterhin, dass auch dieser Stamm Elansolide produziert,
allerdings mit einem wesentlich geringeren Produktionstiter
(Daten nicht gezeigt). Die gefundene Biosynthesemaschine-
rie erwies sich als eine trans-AT-PKS, die alle Funktionen fiir
B-Verzweigungen (C32) und Methylierungen enthilt
(Schema 2).5% Die detaillierte Genanalyse erlaubte es, ein
Biosyntheseschema zu formulieren (Schema 2 und Abbil-
dung S1B). Die identifizierte Megasynthetase enthilt diverse
Charakteristika von trans-AT-Systemen, z.B. eine unge-
wohnliche Domaénenorganisation und Module, die auf zwei
Subeinheiten aufgeteilt sind.”) Die Produktionslinie besteht
aus sechs AT-freien PKS-Untereinheiten (J,K,O,P,Q,R), die
mit zwei trans-AT-Funktionen (codiert durch elaB and elaC)
wechselwirken.

Angewandte

Basierend auf der abgeleiteten PKS-Doménenarchitektur
und der phylogenetischen Analyse der zu erwartenden Sub-
stratspezifitit der KS-Domidnen (Schema?2 und Abbil-
dung S2)"! konnte das in Schema 2 gezeigte Biosynthesemo-
dell vorgeschlagen werden. Die Fiitterungsexperimente und
die Anwesenheit der putativen Chorismat-Lyase (Elal)
weisen eindeutig auf p-Hydroxybenzoesédure als Starteinheit
hin. Diese wird aktiviert und auf die ACP des Lademoduls
ElaJ geladen und von dort aus tiber 12 Verlangerungsschritte
prozessiert (diese Hypothese korreliert allerdings nicht mit
der erwarteten Substratspezifitdt der KS in Modul 1; siehe
Abbildung S2). Innerhalb der 14 identifizierten Verldnge-
rungsmodule enthalten die KS in den Modulen 9 und 14 nicht
das hoch konservierte HGTGT-Motiv, das fiir den decarb-
oxylierenden Verldngerungsschritt essenziell ist (Abbil-
dung S3).! Deshalb kann angenommen werden, dass diese
KS nicht aktiv sind. AuBler den zusétzlichen ACP-Doménen
in den Modulen 3 und 8, die die entscheidenden Serinreste
nicht enthalten (Abbildung S7), und der ElaK-ER-Domine,
die einige Mutationen in der konservierten Region aufweist
(Abbildung S8), sollten alle Doménen der Elansolid-Biosyn-
thesemaschine wahrend der Polyketidbildung funktionsféhig
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Schema 2. Aus dem Elansolidbiosynthese-Gencluster abgeleiteter Elansolid-A3-Biosyntheseweg. Der Zeitpunkt der IMDA-Reaktion kann nicht mit

Sicherheit festgelegt werden, da die Dehydratisierung an C23 und die anschlieRende IMDA-Reaktion auch zu einem anderen Zeitpunkt der Biosyn-

these erfolgen kénnten (siehe auch Schema 4). Die Module 9 und 14, die keine Verlangerungseinheiten einfligen, sind mit Sternchen markiert.
Die TE-katalysierte Lactonisierung (iiber C23—OH) kénnte auch vor der IMDA-Reaktion unter Bildung des hypothetischen Intermediats 9 erfolgen
(siehe unten). AL: AMP-Ligase, ACP: Acylcarrierprotein, KS: Ketosynthase, DH: Dehydratase, KR: Ketoreduktase, MT: Methyltransferase, AT: Acyl-
transferase, ER: Enoylreduktase, TE: Thioesterase, ° kennzeichnet inaktive Doménen.
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sein. Nach dem zweiten Verldngerungsschritt werden
vermutlich die beiden geminalen Methylgruppen iiber
die MT-Doméne und die trans-agierende MT ElaS
eingefiigt. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen
werden, dass beide Methylierungen durch die interne
MT-Domine katalysiert werden, was bedeuten wiirde,
dass ElaS fiir die Elansolidbiosynthese nicht notwen-
dig ist und zu einem spéteren Zeitpunkt der Biosyn-
these agieren konnte.

Die C-terminale ER-Domine in Modul 3 ist ein
typisches Beispiel fiir eine ungewohnliche Doménen-

1a) Allylbenzylalkohol

1b) Allylalkohol

anordnung einer trans-AT-PKS.”! Allerdings offenbart
die ER-Sequenzanalyse Ahnlichkeiten mit den nicht-
funktionalen ER-Dominen im Bryostatin-Biosynthe-
seweg,[ﬂ was ein Indiz dafiir ist, dass diese Doméne
moglicherweise nicht aktiv ist und somit die Reduktion
der Doppelbindung durch ElaB katalysiert sein

# — Elansolid A1/A2
andere

Nucleophile
—_

(111%)

konnte. In Analogie zu anderen Polyketidbiosynthe-
sen! sind fiinf Proteine, die im Elansolidbiosynthese-
Gencluster kodiert sind (E,FL,M,N), fiir die -Alky-
lierung an C17 verantwortlich. Diese Modifizierung
findet wihrend der Kettenprozessierung statt, solange
das Intermediat noch an Modul 5 gebunden ist. Dieser
Befund mag auch die Anwesenheit der Tandem-ACP-
Domainen erkldaren. Die Module 6/7 und 8/9 repri-
sentieren dehydratisierende Bimodule, die man hiufig
in trans-AT-PKS findet."!

Die Konfigurationen der wihrend der Elansolid-
biosynthese erzeugten Doppelbindungen wie auch die
der Kohlenstoffatome C7 und C9 korrelieren sehr gut
mit den fiir die entsprechenden KR-Doménen vor-
hergesagten Konfigurationen!®”! (Abbildungen S5 und
S6). Vor allem die in Schema 2 gezeigten erwarteten
Doppelbindungsgeometrien (C16—-C19) sind entschei-
dend fiir die IMDA-Cycloaddition (siche unten und
Schema 3). Interessanterweise findet sich in Modul 10 eine
zusdtzliche DH-Doméne, die offensichtlich nicht die Dehy-
dratisierung einer entsprechenden B-Hydroxygruppe kataly-
siert. Stattdessen vermuten wir, dass diese Domine die De-
hydratisierung der OH-Gruppe an C23 (Elansolid-Numme-

R1

AN

endo-TS-I

endo-TS-II

Schema 3. all-E-IMDA-Vorstufe 11 und das Positionsisomer 12 sowie
die endo-Ubergangszustinde TS-l und TS-11.1'”

www.angewandte.de

2a) 24-gliedriges Makrolacton
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Elansolide B
(2-4)

2b) 26-gliedriges Makrolacton

Schema 4. Uberlegungen zur biosynthetischen IMDA-Cycloaddition beginnend
mit offenkettigen (6 und 7; Fille 1a, 1b) und den entsprechenden makrocycli-
schen Vorstufen (9 und 10; Fille 2a, 2b); zur besseren Ubersicht wurde die
Konfiguration der Stereozentren nicht dargestellt.

rierung) einleitet und so fiir die Bildung des Chinonmethids
verantwortlich ist (Schema 2 und Schema 4).
Bemerkenswert ist die SAM-abhingige Bildung der ge-
minalen Methylgruppen an C22, die wohl auf der Stufe des [3-
Keto-Intermediats erfolgt und so die erwartete DH-abhén-
gige Wasserabspaltung von C22/C23 verhindert und die ge-
samte Reaktionsabfolge ermoglicht. Das Chinonmethid-
Intermediat konnte nachfolgend die IMDA-Cycloaddition
durchlaufen und so den Bicyclo[4.3.0]nonan-Kern aufbauen
(siehe unten). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
PKS-Prozessierung zunichst mit dem linearen Polyketid
fortgefiihrt wird (siche Schema4). Im erstgenannten Fall
wiirde das Chinonmethid-Cycloaddukt erweitert und nach-
folgend am letzten Modul durch die TE-Doméne unter Bil-
dung von Desoxyelansolid A3 hydrolysiert. Wir nehmen an,
dass die Cytochrom(CYT)-P450-abhéngige Monooxygenase
ElaG die letzte Stufe der Elansolid-A3-Biosynthese (die
Oxidation an C20) katalysiert. Eine alternative Moglichkeit
ist die vollstindige Biosynthese des linearen Kohlenstoffge-
riists, ohne dass wéhrenddessen die IMDA-Cycloaddition
stattfindet. Hieraus resultierte der Makrocyclus 9, der mog-
licherweise durch TE-katalysierte Lactonisierung gebildet
wird. Da auch dieses Makrolacton eine starke Tendenz zur
IMDA-Reaktion besdfe (siche Schema 4), implizieren beide
Routen, dass hochreaktive Chinonmethid-Intermediate
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wihrend mehrerer aufeinanderfolgender Biotransformatio-
nen vorhanden sind.

Zusammenfassend liefert die Analyse der PKS ein logi-
sches Szenario fiir die Biosynthese von Desoxyelansolid A3,
das folglich auch das Endprodukt der PKS-Maschinerie dar-
stellt. Die vorgeschlagene ungewohnliche Dehydratisierung,
die die IMDA-Cycloaddition einleitet, erfordert eine tiefer-
gehende Analyse. Wir konnen derzeit noch nicht ausschlie-
Ben, dass diese Dehydratisierung von einer anderen Dehy-
dratase ausgefiihrt wird, die im Gencluster vorhanden ist. Der
zeitliche Ablauf der Reaktionen konnte sich zudem von
Schema 2 unterscheiden (inklusive der IMDA-Reaktion, die
an einem ,.kiirzeren“ Intermediat ablaufen konnte (assoziiert
mit ElaO oder ElaP).

Die aus der Analyse des Genclusters erhaltenen Infor-
mationen waren fiir uns Anlass, die Rolle der Chinonmethide
und die bis dato beispiellose IMDA-Cycloaddition genauer zu
untersuchen und die zeitliche Kopplung zur Makrolactoni-
sierung herzuleiten. Sollte das Chinonmethid im Laufe der
PKS-Prozessierung nicht durch Dehydratisierung gebildet
werden und die IMDA-Cycloaddition zu einem spéteren
Zeitpunkt stattfinden, ist die offenkettige seco-Sdure 6 (Al-
lylbenzylalkohol) oder — angesichts der Ergebnisse der Gen-
analyse wahrscheinlicher — der Allylalkohol 7 eine mogliche
offenkettige Vorstufe (Fille 1a, 1b in Schema 4). Aus ihnen
wiirde das vinyloge Chinonmethid 8 als Schliisselintermediat
der Biosynthesesequenz gebildet, das direkt die IMDA-Cy-
cloaddition zum Tetrahydroindanchinonmethid 5 (Elanso-
lid A3) durchlaufen wiirde. Diese hochreaktive Spezies
wiirde anschlieBend in einer Tandemreaktion durch Michael-
artigen Angriff des Carboxylat-Ions auf das Chinonmethid-
Kation zu Elansolid A1 cyclisieren. Wenn Wasser, Methanol
oder Ammoniak als Nucleophile fungieren, entstehen statt-
dessen die Elansolide B1-B3 (2-4).

Prinzipiell kann zwischen den Szenarien, ob die IMDA-
Vorstufe 8 aus dem 24-gliedrigen Makrolacton 9 oder aus dem
26-gliedrigen Makrolacton 10 nach entsprechender Aktivie-
rung des Lactonrings gebildet wird (Fille 2a, 2b in Schema 4),
nicht unterschieden werden. Intermediat 9 ist allerdings auf-
grund der oben dargestellten hypothetischen Biosynthese
gegeniiber 10 klar begiinstigt. Dieser Fall wiirde wie in
Schema 2 gezeigt eine PKS-assoziierte, cyclisierende Thio-
esterase (TE) anstelle einer hydrolysierenden TE erfordern.
Die Bioinformatikanalyse erlaubt derzeit jedoch keine Dif-
ferenzierung zwischen TEs, die bevorzugt hydrolysieren oder
lactonisieren. Von Bedeutung ist, dass fiir beide in Schema 4
gezeigten Fille die Diels-Alder-Cycloaddition zur Bildung
von Elansolid A3 fiihrt und sich daran direkt der Michael-
artige Angriff des Carboxylats auf das Methidchinon zum
Cyclisierungsprodukt Elansolid A anschlief3t.

Ausgehend von den Befunden der Fiitterungsexperi-
mente und den oben geschilderten prinzipiellen Uberlegun-
gen untersuchten wir im Folgenden die IMDA-Cycloaddition
genauer.'” Dazu synthetisierten wir das all-E-Trien 11
(analog zu den IMDA-Vorstufen 6 und 10) und das verein-
fachte Positionsisomer 12 (analog zu den Vorstufen 7 und 9)
als Modellsubstrate (siche Schema 3). Zunichst wurde das
Trien 11 gewdhlt, da es dem natiirlichen System moglichst
nahe ist und mit ihm alle Faktoren der Diastereokontrolle bei
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der IMDA-Cycloaddition im Detail untersucht werden
konnen.' Die E-Konfiguration aller olefinischen Doppel-
bindungen sollte iiber die beiden endo-Ubergangszustinde
TS-I und TS-II die korrekte relative Konfiguration an C16,
C19, C23 und C24 liefern. Das Stereozentrum an Position 20
sollte die diastereofaciale Kontrolle ausiiben.!"

Die Synthese des Allylalkohols 22 begann mit dem Al-
lylchlorid 18.14! Eine Standardsequenz aus a-Allylierung von
17, Reduktion/Oxidation gefolgt von einer Horner-Wads-
worth-Emmons(HWE)-Olefinierung mit dem Phosphonat
13, Reduktion des Esters, O-Silylierung des Allylalkohol-In-
termediats und abschlieBende PMB-Entschiitzung lieferte
den Allylalkohol 19 (Schema 5). Dessen Oxidation unter
Sharpless-Bedingungen gelang mit gutem Enantiomeren-
iiberschuss, und der Epoxyalkohol wurde anschlieend re-
duktiv zum 1,2-Diol geoffnet.™> Die Bildung des cyclischen
PMP-Acetals und dessen Spaltung unter reduktiven Bedin-
gungen ergaben den Alkohol 20. Durch Oxidation wurde der
entspechende Aldehyd erhalten, der mit dem Phosphonat 16
iiber eine HWE-Olefinierung verbunden wurde. (Das Phos-
phonat 16" wurde aus dem Vinyliodid 15 (aus 14"'"") durch
Sonogashira-Hagihara-Alkinylierug, Appel-Bromierung und
Michaelis-Arbusov-Reaktion hergestellt.) Das resultierende
Alkin 21 wurde schlieBlich zum Allylalkohol 22 desilyliert.

Als Nachstes iiberfiihrten wir bei —30°C den Allylalkohol
22 mit der Ley-Griffith-Methode in den entsprechenden Al-
dehyd.'®! Dieser musste ebenfalls bei niedriger Temperatur
direkt mit 4-Methoxyphenylmagnesiumbromid oder alterna-
tiv  4-Trimethylsilylphenylmagnesiumbromid” umgesetzt
werden (Schema 5). Die Allylbenzylalkohole 23a,b und 24a,b
wurden dabei als 1:1-Diastereomerengemische erhalten und
dienten als Modellvorstufen fiir das Chinonmethid (sieche
Allylbenzylalkohol 6, Schema 4). In keinem Fall konnten
aber Brgnstedt- oder Lewis-Sduren die Bildung der ge-
wiinschten IMDA-Produkte ausldsen.’” Auch alle Versuche,
die Allylbenzylalkohole 23ab oder 24ab in bessere Ab-
gangsgruppen zu iiberfithren (Acetat, Tosylat), schlugen fehl.
Nur wenn die Triene 24 zu den entsprechendenen Enonen
oxidiert wurden, fand die spontane und diastereoselektive,
iiber den bevorzugten Ubergangszustand TS-I verlaufende
Bildung der IMDA-Produkte 26 statt.”!! Die analogen 4-
Methoxyphenyl-substituierten Alkohole 23 zersetzten sich
unter diesen Bedingungen, ohne dass die gewiinschten
IMDA-Produkte 25 entstanden.

Die Konfiguration der Diels-Alder-Produkte 26 wurde
mithilfe von 'H,'"H-Kopplungskonstanten (/) und NOE-Ex-
perimenten bestimmt, indem die erhaltenen Daten mit denen
der authentischen Elansolide verglichen wurden.["*! Die ab-
soluten Konfigurationen an C16, C19, C23 und C24"" er-
wiesen sich als identisch mit denen der Elansolide.

Im Anschluss synthetisierten wir das Modellsubstrat 12, in
dem die Positionen der Hydroxygruppe und der Doppelbin-
dung an C23-C25 (Elansolid-Nummerierung) gegeniiber 11
vertauscht sind. Die Aktivierung der Hydroxyfunktion sollte
ebenfalls zum Chinonmethid-Schliisselintermediat fiihren
(analog zu 10, Schema 4).

Der Aldehyd 28™ reagierte mit p-Methoxyacetophenon
selektiv zum E-Enon 29 (Schema 6). Die Luche-Reduktion
mit nachfolgender Acylierung lieferte das Allylacetat 30.
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R'=R%2= H 22 - 24a,b R=TMS
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Uiber das 26a,b R=TMS
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Schema 5. Synthese des Allylalkohols 22 und Untersuchungen zur IMDA-
Cycloaddition. Reagentien und Bedingungen: a) 1. [Cp,ZrCl,], AlMe;,

CH,Cl,, RT, 15 h, 2. 1,, 50%; b) Me,SiCCH, [Pd(PPh,),], Cul, Pyrrolidin, RT,

2 h, 80%,; c) CBr,, PPh;, CH,Cl,, RT, 30 min; d) P(OEt);, Mikrowelle,
100°C, 30 min, 70% (iber zwei Stufen; e) 1. DIPA, nBuli, THF,
—78°C—0°C, dann Zugabe von 17, —78°C——40°C, 2.

Zugabe von 18, TBAI, —40°C—RT, 82%; f) Dibal-H, THF,

—78°C—RT, 99%; g) PCC, CH,Cl,, RT; h) NaH,

(EtO),P(O)CH,CO,Et (13), THF, 50°C, dann Zugabe von Alde-

hyd (von (g)), 80°C, 91 % uber zwei Stufen; i) 1. Dibal-H, THF,
—78°C—RT, 2. TBSCI, Imidazol, DMAP, CH,Cl,, RT, 99% uber (o}
zwei Stufen; j) DDQ, CH,Cl,, pH-7-Phosphatpuffer, RT, 93 %;
k) Ti(OiPr),, b-(—)-DET, tBUOOH, CH,Cl,, —25°C, 93%,

95% ee (bestimmt durch 'H-NMR-Spektroskopie nach Bildung
des S-Mosher-Esters™); I) LiAlH,, THF, 0°C—RT, 86%; m) 1. 28
4-MeO-CH,-CH(OMe),, PPTS, CH,Cl,, RT, 2. Dibal-H, Toluol,
—78°C—RT, 89% Uber zwei Stufen; n) DMP, NaHCO;,
CH,Cl,, 0°C, 86%; o) NaHMDS, 16, THF, —78°C, dann
Zugabe von Aldehyd, —78 °C—RT, 84 %, all-E:andere Isome-
re=10:1; p) TBAF, THF, 0°C—RT, 99%; q) 1. TPAP, NMO,
CH,Cl,, —30°C; 2. RCgH,~MgBr, THF, TMEDA, —78°C—
—50°C (R=0OMe, 75%; R=TMS, 81% uber zwei Stufen);

r) 24a,b, TPAP, NMO, MS 4 A, CH,Cl,, —30°C (67%;
de=5:1). Die Verbindungen 25 wurden nicht erhalten. Abkiir-
zungen: Cp = Cyclopentadienyl, DIPA = Ethyldiisopropylamin,
TBAI =Tetra-n-butylammoniumiodid, Dibal-H = Diisobutylalu-
miniumhydrid, PCC = Pyridiniumchlorochromat, TBS =tert-Bu-
tyldimethylsilyl, DMAP = 4-Dimethylaminopyridin, DDQ = Di-
chlordicyanobenzochinon, DET = Diethyltartrat, PPTS = Pyridi-
nium-p-toluolsulfonat, DMP = Dess-Martin-Periodinan, NaHM-
DS = Natriumhexamethyldisilazid, TBAF = Tetra-n-butylammo-
niumfluorid, TPAP =Tetra-n-propylammoniumperruthenat,
NMO = N-Methylmorpholin-N-oxid.

Entschiitzung und Oxidation wurde der resultierende Al-
dehyd mit dem Phosphonat 16 zum Trien rac-32 gekuppelt.
Dessen Behandlung mit Trifluoressigsdure in feuchtem
Dioxan lieferte das IMDA-Produkt rac-33 als einziges
Diastereomer. Das polare aprotische Losungsmittel wurde
ausgewdhlt, weil wir annahmen, dass es das intermediére
Chinonmethid-Kation 34 stabilisieren wiirde; dessen
IMDA-Reaktion sollte das zweite Chinonmethid-Kation
(35) liefern, welches durch Wasser aus dem feuchten Lo-
sungsmittel abgefangen wiirde.” Die Analyse der rele-
vanten 'H,'H-Kopplungskonstanten (J) ergab, dass die
Cycloaddition iiber einen endo-Ubergangszustand verlief
und die korrekte relative Konfiguration von Elansolid A
ergab.”?l Bemerkenswerterweise findet der Angriff von
Wasser auf das Intermediat 35 syn zum Alkinylsubstituen-
ten an C16 statt und ergibt somit eine relative Konfigura-
tion an C25, wie sie auch in den Elansoliden zu finden ist.
Fiir die Analyse wurde die auch in den Elansoliden anzu-
treffende kleine vicinale Kopplungskonstante zwischen
H24 und H25 herangezogen.*!

Die Befunde aus der Synthese von Modellverbindun-
gen unterstreichen zusammen mit der Analyse des Gen-
clusters nachdriicklich unsere Hypothese, dass ein Allyl-
alkohol dhnlich 7 (siche Schema 4) oder, aus unserer Sicht
weniger wahrscheinlich, das korrespondierende Lacton 9,
als biosynthetische Vorstufe fiir die IMDA-Cycloaddition
dient.™ Verbindung 6 oder das 26-gliedrige Lacton 10

OMe

OMe

Sio,

J16,24=5'1 Hz
J23‘24 =11.6 Hz
J1g‘23: 11.6 Hz
Jog 25=3.1 Hz

Uber

Schema 6. Synthese des Triens rac-32 durch [3,3]-sigmatrope Umlagerung des

Forciert durch den Elektronendruck der para-Meth-
oxygruppe und begiinstigt durch die schwach sauren
Bedingungen wéhrend der sdulenchromatographi-
schen Reinigung durchlief 30 eine spontane [3,3]-sig-
matrope Umlagerung zum Styrolderivat rac-31. Nach

CH,Cl,,
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Allylacetats rac-31 und Brgnstedt-Siure vermittelte IMDA-Cycloaddition zum Bi-
cyclo[4.3.0]nonan-Geriist rac-33. Reagentien: a) p-Methoxyacetophenon,
NaOMe, MeOH, A, 59%; b) NaBH,, CeCl;, MeOH, 0°C, 99%;

c) AcCl, NEt;,

RT, 50%,; d) TBAF, THF, RT, 64%; e) DMP, CH,Cl,, RT, 30%;

f) NaHMDS, 16, THF, —78°C, 62% (all-E); g) TFA, feuchtes Dioxan, RT, 15 h
(55%). TFA=Trifluoressigsaure.
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konnen mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen
werden. Ohne Frage dhneln die Bedingungen fiir die Akti-
vierung von rac-32 stark der biologischen Situation.

FEine Bestitigung unserer Hypothese, dass die Makrocy-
clisierung iiber eine einzigartige Lactonisierung auf Basis
einer nucleophilen Addition des Carboxylats an das Chi-
nonmethid verlduft (siche Schema 4), lieferte das Verhalten
von Elansolid A3 in DMSO bei Raumtemperatur
(Schema 7):?) Nach 1 Tag war es in die beiden Elansolide A1l
und A2 im Verhiltnis 2:3 iiberfiihrt worden; nach weiteren
13 Tagen hatte sich das Verhéltnis nach 3:2 verschoben.

OH
DMSO, RT ; *
> Elansolid A1/A2 (1/1%)
Reaktionszeit Verhaltnis 1/1*
3h nur 1*
N 1d 40 60
HO" N\ A Elansolid A3 (5) 14d 60 40

Schema 7. Direkte Umwandlung von Elansolid A3 in die Elansolide
AT/A2.

Wir haben hier eine detaillierte Studie zur PKS-basierten
Biosynthese der Elansolide vorgestellt und Aufschluss iiber
einzigartige und beispiellose Aspekte gewonnen, die die
Vorbereitung der IMDA-Reaktion durch einen ungewohnli-
chen Dehydratisierungsmechanismus, die IMDA-Reaktion
selbst und die Makrolactonisierung umfassen. Um einen so
detaillierten Einblick zu erhalten, nutzten wir Fiitterungs-
experimente, die Analyse des zugrundeliegenden Biosynthe-
se-Genclusters und die Synthese von komplexen Modellsub-
straten.
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