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1. Einleitung

., The synthetic chemist who is developing a useful drug has
two objectives: to make it more efficiently, and to synthesize, by
minor structural alterations, analogues which may have more
useful properties. I wish to examine here the question whether
the chemist can, in principle, manipulate the processes of
production of antibiotics by fungi with the same objectives in
view.

Diese bemerkenswerte Aussage von A.J. Birch aus dem
Jahr 1963 war vor einem halben Jahrhundert noch eine Vision.
Birch, der 1995 verstarb, wére jedoch heutzutage hocherfreut zu
sehen, wie die chemische Synthese durch Techniken erginzt
wird, die eine Manipulation der Biosynthesewege ermoglichen,
um Analoga von wirkstofffihigen Naturstoffen zu erzeugen.

Man muss anmerken, dass Naturstoffe iiber die letzten
Jahrzehnte, abgesehen von wenigen Gegenbeispielen wie
dem Epothilonderivat ZK-EPO (1) oder Eribulin (2),” ei-
nen Grofteil ihres Reizes fiir die pharmazeutische Industrie
verloren haben. Das erstgenannte Beispiel ist das Ergebnis
eines totalsynthetischen Programms der Schering AG (jetzt
Bayer AG), das initiiert wurde, um einen vom Epothilon
abgeleiteten, anticancerogenen Kandidaten fiir klinische
Studien zu entwickeln. Das zweite Beispiel ist ein verein-
fachtes Derivat von Halichondrin B, einem Sekundirmeta-
boliten des marinen Schwamms Halichondria okadai. Eribu-
lin (2) wurde durch Totalsynthese hergestellt (entwickelt
durch Eisai Co., Ltd) und Ende 2010 in Form seines Mesylats
von der US-amerikanischen Food and Drug Administration
(FDA) fiir die Behandlung von Brustkrebs im Endstadium
zugelassen.! Die Entwicklung beider Naturstoffderivate hat
die Stirke und Uberlegenheit der Totalsynthese demon-
striert, wenn neue Analoga eines Naturstoff-Leitmotivs auf
flexibelste Art und Weise hergestellt werden sollen. Dieses
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Vorgehen ist (derzeitig) nur sehr schwer mit biologischen
Ansitzen zu realisieren.

Diese Beispiele sind rar, hauptsdchlich weil die Komple-
xitdt vieler Naturstoffe eine groB3e Hiirde fiir den Einsatz der
Totalsynthese ist, um entweder ausreichende Mengen fiir
klinische Anwendungen bereitzustellen oder um Substanz-
bibliotheken fiir das Studium von Struktur-Wirkungs-Bezie-
hungen (SAR) zu erzeugen. Ublicherweise werden struktu-
rell komplexe und klinisch relevante Naturstoffe entweder
aus biologischen Quellen oder durch Fermentation, mogli-
cherweise mit daran angeschlossener Modifizierung durch
Semisynthese, gewonnen. Ein beriihmtes und klassisches
Beispiel fiir einen klinisch breit eingesetzten Naturstoff ist das
Antibiotikum Erythromycin A (3). Es ist aus Uberprodu-
zentenstimmen von Streptomyces erythreus (heute Saccha-
ropolyspora erythraea) zugénglich. Das Tumortherapeutikum
Taxotere (4) ist ein semisynthetisch zugéngliches Derivat von
Paclitaxel,” das, ausgehend von geeignet geschiitztem 10-
Desacetylbaccatin III, durch Einfithrung der veridnderten
Esterseitenkette an C13 erhalten wird. 10-Desacetylbacca-
tin IIT ist eine biosynthetische Vorstufe von Paclitaxel (aus
der pazifischen Eibe Taxus brevifolia) und kann aus ver-
schiedenen pflanzlichen Quellen, wie den Blattern von Taxus
baccata (der europiischen Eibe), gewonnen werden.!”

Wegen ihrer komplexen Strukturen werden Naturstoffe
und Analoga, wie die in Abbildung 1 gezeigten, iiblicherweise
iber eine hochkonvergente Syntheseroute synthetisiert. Eine
solche Strategie minimiert die Zahl der linearen Stufen. Dem
gegeniiber steht die Natur, die ausgeprigt lineare Mehrstu-
fen-Biosynthesen fiir z. B. Peptide, Polyketide und Terpene
entwickelt hat. Es ldsst sich spekulieren, warum dies der Fall
ist. Kurz gesagt war die Natur zuriickhaltend, komplett neue
Biosynthesewege oder Biotransformationen zu entwickeln.
Sie verlieB sich lieber auf etablierte, iterative Prozesse und
verfeinerte diese anschlieBend durch zusitzliche, ,,dekorie-
rende” Stufen. Die Iteration und das Hinzufiigen von Stufen
fiihren letztlich zu ldngeren linearen Sequenzen. So verlésst
sich die Natur auf eine Art kontinuierlichen Durchflusspro-
zess, der auf ,steady state“-Konzentrationen aller Biosyn-
theseintermediate basiert.””) Diese werden schnell prozessiert
und sind daher nur in geringsten Mengen vorhanden, wie
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I. Beispiele von medizinisch wichtigen Naturstoffderivaten, die durch Totalsynthese
erhalten wurden

Il. Beispiele von medizinisch relevanten Naturstoffen, die durch Fermentation und/oder
durch Semisynthese mit einer natiirlichen Vorstufe erhalten wurden

biclogische Quelle

Erythromycin A (3)

chemische Quelle

biclogische Quelle

Taxotere (4)

Abbildung 1. Scherings Epothilonderivat 12 (ZK-EPO; synthetische Veranderungen in Bezug auf Epothilon sind grau markiert); Eribulin (2)® wird
in industriellem Maf3stab hergestellt (der grau hinterlegte Bereich zeigt die strukturelle Vereinfachung beziiglich Halichondrin B); Erythromycin A
(3) und Taxotere (4; die semisynthetische Verinderung in Bezug auf den urspriinglichen Naturstoff Paclitaxel ist grau markiert).

beispielhaft an der Biosynthese von Ansamitocin P3 (6) aus 3-
Amino-5-hydroxybenzoesidure (AHBA, 5) erldutert (Sche-
ma 1).®! Tm Unterschied dazu vertraut der Synthesechemiker
auf diskontinuierliche Prozesse, sodass aufler fiir beispiels-
weise Dominoreaktionen alle Intermediate in stochiometri-
schen Mengen hergestellt und isoliert werden miissen. Da die
Aufarbeitung oft mit dem Verlust von Material einhergeht,
sind kurze, konvergente Synthesen sehr erwiinscht. Dies ist
sicherlich keine Einschrinkung bei der Biosynthese. Erst
kiirzlich ermoglichte die Einfiihrung von kontinuierlichen
Prozessen auf Basis von miniaturisierten Durchflussreakto-
ren zum Portfolio des Synthesechemikers,”! Mehrstufensyn-
thesen auf der Natur dhnliche Weise durchzufiihren, ohne die
Intermediate stochiometrisch zu isolieren. Ley et al. demon-
strierten dies bei der Synthese von (rac)-Oxomaritidin (9) auf
elegante Art und Weise.”
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Durch das tiefere Verstidndnis der Biosynthesewege von
komplexen Sekundirmetaboliten und die Entwicklung von
molekularbiologischen Methoden, die ermdglichen, Biosyn-
thesewege auf genetischer Ebene zu manipulieren,!' ist die
Totalsynthese von Naturstoffen und deren Analoga flexibler
geworden und konnte wieder vermehrt eine Rolle bei der
Entwicklung von Wirkstoffen spielen, besonders wenn die
genetisch manipulierte Biosynthese mit der chemischen
Synthese kombiniert wird.'"? In diesem Kurzaufsatz entwi-
ckeln wir eine konzeptionelle Sichtweise auf pridparative
Hybridstrategien, bei denen chemische und biologische Me-
thoden flexibel vereint werden, sodass ein eher Totalsynthe-
se-artiger, linearer Zugang zu Analoga von komplexen Nat-
urstoffen geschaffen wird.

Um die verschiedenen (moglichen) Optionen fiir die
Nutzung eines Hybridkonzepts leichter erfassen zu konnen,
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|. Mehrstufen-Biosynthese

A. Kirschning und F. Hahn

HO. NH2

o o [3

AHBA (5) COzH B

Il. Mehrstufen-Durchflusssynthese

B und C sind "steady
state"-Intermediate
und sind nur in
Spuren gegenwartig

- o (I < 1]

C

n {rac)-Oxomaritidin (9)

Schema 1. Die Biosynthese von Ansamitocin P3 (6) und die mehrstufige Durchflusssynthese von (rac)-Oxomaritidin (9) sind verwandte Synthese-
konzepte (0—2 =Enzyme; a—z= Reagentien/Katalysatoren; B, C= Intermediate der Synthese oder Biosynthese; n=Zahl der Stufen).

schlagen wir eine einfache Klassifizierung gemiB3 Abbil-
dung 2 vor. Da sich dieses hauptsichlich auf Synthesestrate-
gien konzentriert, verwenden wir die beiden Abkiirzungen:
CHEM und BIO. CHEM bezieht sich auf eine chemische
Synthese oder eine partielle chemische Synthese, wahrend
BIO eine (partielle) Biosynthese oder eine Biotransformation
beschreibt. Prinzipiell gibt es zwei Wege, um solche Trans-
formationen zu erreichen: Der eine ful3t auf der Verfiitterung
einer Vorstufe an einen geeigneten Produktionsstamm oder
einen Knock-out-Stamm, der zumindest Teile der funktio-
nellen Biosynthesemaschinerie aufweist. Das Fermentati-
onsprodukt kann dann durch Extraktion isoliert werden.
Alternativ lassen sich die Enzyme von Interesse heterolog

CHEM

Totalsynthese von Naturstoffen
und Analoga

iiberexprimieren und in vitro mit den Vorstufenmolekiilen
umsetzen.

In diesem Zusammenhang ist eine BIO-CHEM-Synthese
einfach die semisynthetische Derivatisierung eines Startma-
terials, das aus einer natiirlichen Quelle oder durch Fermen-
tation gewonnen wurde. Taxotere (4) wird beispielsweise
durch solch ein BIO-CHEM-Verfahren gewonnen. Neue
Naturstoffanaloga werden nach einem BIO-CHEM-BIO-
Ansatz erhalten, indem das Endmolekiil der Semisynthese
mithilfe einer enzymatischen Biotransformation oder eines
Fermentationsprozesses modifiziert wird. Im Wesentlichen
dhneln solche Totalsynthesen eher den linearen Strategien,
die die Natur im Laufe der Evolution entwickelt hat.!*”

Biosynthese von Naturstoffanaloga
(inklusive genetisch manipulierter Biosynthese)

a b c d
A —= B —= C —= D —= E

B8 -cHEm

Semisynthese von Naturstoffen oder
biosynthetischen Intermediaten

¥ a

@ ¥
A —»= B —= C —= D —» E

cHem [Big)

Vorstufen-dirigierte Biosynthese (PDB),
Mutasynthese eines Naturstoffs oder Umwand-
lung mithilfe eines Enzyms aus der Biosynthese

o B a b
Al—  B|—»  C | —= | D —»| E

cHem BB} cHEM

Vorstufen-dirigierte Biosynthese (PDB) oder
Mutasynthese, gefolgt von Semisynthese

a b o B
Al—=(B)—(C|— (D |—(E

I8 e [5G

Semisynthese von Naturstoffen oder
biesynthetischen Intermediaten, gefolgt
von biosynthetischer Modifizierung

a o
Al—»=(B)—>=(C)—(D)—(E

b B

o a
A — B —  C — D —»| E

Abbildung 2. Klassifizierung von ,totalsynthetischen“ Zugingen zu Naturstoffanaloga und Bibliotheken, die auf chemischen und biologischen
Methoden sowie deren Kombinationen basieren (hier dargestellt sind ausgewihlte Kombinationen, andere wie BIO-BIO-CHEM sind ebenfalls
vorstellbar; siehe auch Schema 9). a-d =chemische Reagentien oder Katalysatoren; a-0 = Enzyme; A=Ausgangsmaterial; B-D = synthetische

und/oder biosynthetische Intermediate; E = Naturstoff oder Derivat."!
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2. Schliisselaspekte fiir CHEM-BIO-Konzepte — eine
préiparative Perspektive

Bevor wir Beispiele fiir totalsynthetische Hybridansétze
zur Herstellung von Naturstoffanaloga diskutieren, wollen
wir drei Anforderungen hervorheben, die fiir den Synthese-
chemiker alltéglich sind und die auch an den Biosyntheseteil
gestellt werden sollten:

1. Der gewihlte Naturstoff sollte entweder auBergewohnli-
che, pharmazeutisch relevante biologische Aktivitéit auf-
weisen oder alternativ als Werkzeug fiir zellbiologische
Untersuchungen fungieren konnen. Der groffe Aufwand,
eine komplexe Strategie an der Schnittstelle zwischen

AT 1 (Gdm) AT 4 (Gdm)
Methylmalonyl-CoA Methylmalonyl-CoA

la. @ L.,

DH KR DH KR

KR
ALDACP KS@ AC' Ks AT aci KS AT ACI KS@

§ § 8 H

Angewandte

Synthesechemie und biologischer Synthese zu verfolgen,
muss sich lohnen. Dies kann sehr miithsam sein.

. Der gewéhlte Naturstoff sollte strukturell so komplex sein,

dass ein kombinierter, chemisch-biologischer Ansatz einer
chemischen Totalsynthese fiir den raschen Zugang zu
neuen Derivaten klar iiberlegen ist.

In allen Fillen muss das biologische Hilfsmittel, bei-
spielsweise eine Fermentation oder eine Enzymtransfor-
mation, ausreichende Mengen des gewiinschten Metabo-
liten, sei es ein Endprodukt oder ein Intermediat, zur
weiteren Funktionalisierung bereitstellen. Zur Abgren-
zung von reinen Biosynthesestudien umfasst diese An-
forderung explizit, dass die spektroskopische Charakteri-

AT 5 (Gdm) AT 7 (Gdm)
Methoxymalonyl-CoA Methylmalonyl-CoA

AT(Rap)-Austausch (Substrat: Malonyl-CoA) Post-PKS- H ]

S S
o] 0
OH
HoN
HzN
AT 1 AT 4 AT S5
0

14-Desmethyl- 8-D thyl- 2.0
geldanamycin (11) geldanamycin (12)  geldanam
(14 mg L") (20mg L") (10 m

thoxy- 2-Desmethyl- Geldanamycin (10)
yein (13) geldanamycin (14)
g L)

(35mg L")

16 (beide Epimere)
(15mg L)

17 (beide Epimere)
(10mg L")

Schema 2. Geldanamycinderivate 11-17, erméglicht durch Acyltransferase (AT)-Substitutionen in der Gdm-Polyketidsynthase (Nummern entspre-

chen den PKS-Modulen; Fliachen in Grau zeigen Strukturunterschiede zu 10).
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sierung des Produktes den Standards fiir die Endprodukte
erfolgreicher chemischer Totalsynthesen entspricht.

In der Folge werden ausgewéhlte und veranschaulichende
Beispiele von Hybridtechniken vorgestellt, die die prinzipi-
ellen priparativen Voraussetzungen erfiillen und die die
Leistungsfahigkeit dieser Syntheseansétze demonstrieren.

3. Manipulation der Biosynthese (BIO)

Sehr elegante Studien zur genetischen Manipulation der
Geldanamycin-Polyketidsynthase (GdmPKS) wurden von
Kosan Biosciences, Inc. durchgefiihrt.'¥ Geldanamycin (10)
ist ein polyketidisches Macrolactam-Antibiotikum und eine
Leitstruktur fiir die Entwicklung neuer Tumortherapeutika,
die das Chaperon Hsp90 adressieren.!"!

Genetische Manipulationen des Geldanamycinclusters in
Streptomyces hygroscopicus ermoglichten es, neue Geldana-
mycinderivate zu generieren, denen selektiv Methyl- oder
Methoxygruppen in der Ansakette fehlen. Die Erzeugung
dieser Fermentationsprodukte gelang durch genetische Sub-
stitution der Acyltransferase(AT)-Doménen in sechs ver-
schiedenen GdmPKS-Modulen, die normalerweise Methyl-
malonyl oder Methoxymalonyl-CoA akzeptieren, durch ent-
sprechende Malonyl-AT-Dominen der Rapamycin-PKS.['%!
Vier dieser Manipulationen fithrten zur Produktion der neuen
2-Desmethyl-, 6-Desmethyl-, 8-Desmethyl- und 14-Desme-
thylgeldanamycinderivate 11-14, des vy,0-gesittigten 15 sowie
der Hydratisierungsprodukte 16 und 17 (Schema 2). Die
Ausbeuten waren hinreichend fiir die vollstdndige chemische
Charakterisierung sowie fiir biologische Testungen. Derartige
genetische Manipulationen sind duBerst interessant fiir eine
kombinierte Anwendung mit der chemischen Synthese.

4. CHEM-BIO (Mutasynthese)

Ein Beispiel fiir ein BIO-CHEM-Produkt ist Taxotere (4;
Abbildung 1). Der umgekehrte Fall, CHEM-BIO, ist die
klassische Vorstufen-dirigierte Biosynthese (PDB) oder de-
ren modernere Variante, die Mutasynthese. Diese erfordert
die Erzeugung von Blockmutanten eines Produzenten, in
denen die Bildung eines Biosynthese-Startbausteins unter-
bunden ist. Zufiittern von chemisch priparierten Derivat-
bausteinen, kurz Mutasynthonen, zur Blockmutante fiihrt zu
neuen Metaboliten.!

Ein aktuelles Beispiel fiir die Herstellung von Fluorderi-
vat 20 des hochwirksamen, marinen Proteasominhibitors Sa-
linosporamid 19 ist in Schema 3 gezeigt.!"”! Moore und Mit-
arbeiter blockierten die biosynthetische Chlorierung von S-
Adenosylmethionin (SAM) und unterbanden so die Bildung
von Chlorid 22. Komplementierung von 3 L einer Fermen-
tationskultur der Asa/L-Mutante mit 30 mg 5'-Fluor-5'-des-
oxyadeninosid (18) lieferte 1.5 mgL ™" des Fluorderivates 20.

Biosynthetisch betrachtet handelt es sich beim Rhizoxin
(24a) um einen von einem PKS-NRPS-Komplex (NRPS=
nichtribosomale Peptidsynthase) in Burkholderia rhizoxinica
gebildeten Sekundédrmetaboliten, der eine auflerordentliche

www.angewandte.de
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erhalten durch
CHEM
NH, _
N
</ | N AsalL-Mutante
N /) von S. fropica
E N
Q 28°C, 5-6 Tage
HO OH

5'-Fluor-5'-desoxy-
adeninosid (18)

NH2 NH

@ N = =
NH3 ¢ N ¢l N
A/\ @ N 2 N 2

2 N

0,C :s—w A= c g
Me E é
HO OH HO OH

5'-Chlor-5"-desoxy-
adeninosid (22)

S-Adenosylmethionin (21)

Schema 3. Deletion in salL, einem fur die ungewdhnliche Chlorinase
codierenden Gen, und mutasynthetische Bildung von Fluorsalinospor-
amid 20.

Cytotoxizitdt aufweist. Hertweck etal. konstruierten eine
teilweise Deletionsmutante von rhiA, einem rhi PKS-NRPS-
Modul.'® Dieses beherbergt das Lademodul wie auch Teile
der Oxazol bildenden Einheit. Die Mutante produzierte nach
Supplementierung mit dem N-Acetylcysteaminderivat 23 das
Thiazolderivat 24b in einer Ausbeute von 50 ugL~". Interes-
santerweise fithrte der Austausch von Sauerstoff gegen
Schwefel zu einer erhohten Einbaurate (Schema 4).

Das nichtribosomal synthetisierte Glycopeptid Balhimy-
cin (29a; X =Cl) ist ein Derivat des klinisch wichtigen An-
tibiotikums Vancomycin. Siissmuth, Wohlleben und Mitar-
beiter verwendeten verschiedene Blockmutanten des Acti-
nomyceten Amycolatopsis balhimycina, des Produzenten von
Balhimycin. Neben anderen Deletionsmutanten” verwen-
deten sie eine, die in der Biosynthese von B-Hydroxytyrosin
(26) blockiert war. Verfiitterungen der mit dem Baustein
verwandten, fortgeschrittenen Fluorderivate 25, 27 und 28
fithrten zu mehreren neuen Vancomycin-abgeleiteten Fluor-
derivaten, die in den C- und E-Ringen modifiziert waren

erhalten durch
chemische
Synthese

CHEM

Burkholderia rhizoxinica
(Deletionsmutante in der

(S I ersten NRPS-Heterocyclisierungs-
\N SNAC (HC)-Doméne)

(o] 30 °C, 3 Tage

23

X
—4 |
N

—

OMe
24a: X=0

24b: X =S;50 yg L'

Schema 4. Mutasynthetische Bildung des Thiarhizoxins 24b.
SNAC = N-Acetylcysteamin.

Angew. Chem. 2012, 124, 4086 — 4096
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erhalten durch
chemische HoN
Synthese o)
%5 X
CHEM N )
NH ® 0. OH
% Amycolatopsis H
HO CO-H bathimycina (Deletions- o NH
2 mutante von 3-Chlor-f- o NHM
25 hydroxylyrosin) [e] 2
HO,C
F F-OH
natirliche Vorstufe  akzeptierte modifizierte Vorstufen 29a- X = Cl

29b: X =F;0.12mg L™

NH NH; NH;
H HO
O CO,H coq O COH
F
26 27 28
F F
OH OH OH

Schema 5. Mutasynthetische Herstellung neuer Fluorbalhimycinderivate.l'*?)

(Schema 5).2"! Beachtenswerte semisynthetische Ansitze zu
neuen Vancomycinderivaten zielten in erster Linie auf die
periphere Zuckereinheit. Die mutasynthetische Herstellung
des fluorierten Balhimycinderivates 29b zeigt, dass die Mu-
tasynthese die Semisynthese ergénzt, die bisher keine einfa-

5. CHEM-BIO (enzymatische Transformation)

Die Anwendung von heterolog exprimierten Enzymen
aus den spiten Stadien der Biosynthesewege von Sekundér-
metaboliten bietet einen alternativen Zugang zu Naturstoffen

und ihren Derivaten.’!] Priparativ wertvolle enzymatische
Transformationen sind chemo- und regioselektive Cyclisie-
rungen, inklusive Makrocyclisierungen, Glycosidierungen,

chen Strukturverdnderungen im tricyclischen Aglyconriick-
grat von Balhimycin ermoglichte.

erhalten durch organische
Festphasensynthese

CHEM

CN
o]

o r
N’\)LR’ e
H o

H
Y9

o

R2 30a—c
RS

Phosphatpuffer (pH 8.0),
_ Crpls 4h,RT

o]
A 3
o o HNI\\UR i,
R1JJ\/\H (o} R2

Verhaltnis von 31/32 von bis zu 4:1

32a:R'=0,R?=0OMe, R®=H
32b:R'=0,R*=0Me, R*=ClI
32c:R'=NH,RZ=H,R*=H

31a: R' = 0, R? = OMe, R® = H (Desepoxyarenstatin)
31b: R' = 0, R? = OMe, R® = CI (Cryptophycin)
31c:R'=NH,R?=H,R*=H

H Z 2 CrpE Y = 2
04,0 o HN 0._.0 o HN .
Ferredoxin, l
o} N™ "0 OMe Ferredoxin-NADP-Reduktase, o} N~ "0 OMe
H NADPH, Glucose-6-phosphat, H
Glucose-6-phosphat- .
Cryptophycin 4 Dehydrogenase Cryptophycin 2
(33) (34)

Schema 6. CrpTE katalysiert die Makrocyclisierung der immobilisierten Polyketid-Peptid-Vorstufen 30 zu den Desepoxycryptophycinen 31. Epoxi-
dierung des strukturell verwandten Cryptophycins 33 durch CrpE fihrt zu Cryptophycin 34.%!
www.angewandte.de
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Redoxreaktionen, Alkylierungen und
Acylierungen.

Diskrete Enzyme sind dabei besser fiir praparative An-
wendungen geeignet als solche, die Teil eines Megaenzyms
wie einer PKS sind.’? In diesem Zusammenhang akzeptiert
die letztgenannte Gruppe von Enzymen Substrate, die von
vorherigen Modulen angereicht werden, sodass die katalyti-
sche Effizienz normalerweise niedriger und in groflerem
Mafe abhingig von Protein-Protein-Wechselwirkungen ist.
Das Gleiche gilt fiir die Substraterkennung. Die Natur hat
diese Strategie unter evolutiondrem Druck entwickelt, um
den katalytischen Durchsatz zu optimieren. Trotzdem sind
beide Gruppen von Enzymen potenziell wertvolle Werkzeuge
fiir den Naturstoffchemiker.

Cryptophycine sind potente Inhibitoren der Tubulinpo-
lymerisation und weisen eine hohe Aktivitdt gegen multire-
sistente Tumorzelllinien auf. IThre Riickgrate werden von ei-
nem PKS-NRPS-Hybridmultienzymkomplex biosyntheti-

Halogenierungen,

erhalten durch
chemische
Synthese

CHEM

R? Verfitterung an
R! NH,  AHBA-Blockmutante
von Actinosynnema
pretiosum
ST

COH

5:R'=0H,R*=H
35:R'=H, R%=Br

36(15mg L")

A. Kirschning und F. Hahn

siert. Daran schlieBen sich zum Endprodukt fithrende Modi-
fizierungen durch mehrere Tailoring-Enzyme an. Einige da-
von wurden durch In-vitro-Assays im analytischen Massstab
charakterisiert.””! 2007 berichteten Seufert etal. von der
Nutzung der Cryptophycin-Thioesterase (CrypTE) fiir die
Cyclisierung von immobilisierten seco-Vorstufen.?! Drei
Derivate von Desepoxycryptophycin wurden in Milligramm-
Mengen (5 mg von 31a, 6 mg von 31b, 12 mg von 31¢) durch
die Inkubation von 30 mit CrpTE in Phosphatpuffer herge-
stellt, gefolgt von extraktiver Aufarbeitung und Trennung
durch praparative HPLC (Schema 6). Erstaunlicherweise war
CrpTE in der Lage, Substrate zu cyclisieren, die iiber einen
Sulfonamid-Linker auf einem Poly(ethylenglycol)-poly(N,N-
dimethylacrylamid)(PEGA)-Harz immobilisiert waren, um
16-gliedrige Makrocyclen zu erhalten. Dies zeigt das enorme
Potenzial von makrocyclisierenden Enzymen in der Synthese
von Naturstoffanaloga. Die Kombination von Festphasen-
synthese und biosynthetischer Transformation konnte eine

i i H
MeO OH

CHEM CHEM
[Pd(PPhs)y]. Toluol, A 1. [Pd(PPhg)g], Cul, NMP | 1. [Pd(PPh3)a],

SnBuy =TMmS BusSn._ =

/) 2. HF-Pyr 2. KF
liefert 37a liefert 37b (Me3Si);N
HaoN
R'Me 0 070
\ H 0, Py

A < T"N"T0
TN o i AN
Meé) OH Mats
38 (95%)
wars- 7 (%) CHEM
37b R*= §—= (74%)
Pteridyl Linker Ansamytocin P3
A A A
i \ ' B
hergestellt durch Muta-/
HaM._N._.N i
\Nr,\[l :]\,H Semisynthese
N H (o] I s n
OH NY\)LH COH

O CO.H

hergestellt ber Festphasensynthese

39

2
MeO &

Schema 7. Kombinierte Muta-/Semisynthese der Ansamitocin-P3-Derivate 37a,b und 38 sowie des Ansamytocin-Folsdure-Konjugats 39 unter Ver-
wendung einer AHBA-Blockmutante von A. pretiosum. NMP = N-Methylpyrrolidon, TMS = Trimethylsilyl.
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vielseitig anwendbare und konkurrenzfihige Strategie fiir die
Generierung von PKS-NRPS-Bibliotheken werden.

Die biologische Aktivitit von Cryptophycinen mit $-Ep-
oxidfunktion in der 2’,3’-Position ist mehr als 100-mal hoher
als die des a-Epoxids und des trans-Styrolanalogons.”* In-
nerhalb der Cryptophycin-Biosynthese wird dieser offenbar
entscheidende Epoxidierungsschritt durch die P450-abhin-
gige Epoxidase CrpE realisiert.”® Ding et al. zeigten, dass
CrpE diesen finalen Epoxidierungsschritt zu Cryptophycinen
mit breiter Substrattoleranz durchfiihrt, was die durch HPLC-
MS-Analyse bestitigte Synthese von nichtnatiirlichen Deri-
vaten ermoglicht.” Cryptophycin 4 (33) wurde im GroB-
maBstab in das verwandte [3-Epoxid Cryptophycin 2 (34) mit
einem Umsatz von >75% umgesetzt.” Die In-situ-Tan-
demreaktion von SNAC-seco-Cryptophycin 4 mit CrpTE und
CrpE fiihrte ausschlieBlich zu Cryptophycin 2 (34), ohne dass
das intermedidre Cryptophycin4 (33) gereinigt werden
musste. Aus Sicht der chemischen Synthese vereinfachen
enzymatische Makrocyclisierung und stereoselektive Epoxi-
dierung die abschlieBenden Stufen der Cryptophycintotal-
synthese drastisch.

6. CHEM-BIO-CHEM

Als methodische Erweiterung zur Herstellung von Natur-
stoffanaloga kann die Mutasynthese dazu dienen, gezielt
chemisch interessante funktionelle Gruppen einzufiihren, die
sich fiir weitere semisynthetische Verdnderungen eignen.
Dieser CHEM-BIO-CHEM-Ansatz vergrof3ert die Moglich-
keiten zu Erzeugung struktureller Diversitidt enorm.

erhalten durch
chemische
Synthese

CHEM

o [INECEN

OH A
MeO NH; c PCP
R

H 40 H
o H SfmC  SH
o]
MgClg, MnCly, ATP, NADH
NH
a 023
CHEM
KCN, RT, 5 min
Ausbeuten:

22% 43 und 6% 42
ausgehend von 40

43 HN._.O
Y

CiaHzr

MeO
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Ein illustratives Beispiel beruht auf der Mutasynthese mit
einer Mutante von Actinosynnema pretiosum, dem Produ-
zenten von Ansamitocin-P3 (6), der in der Biosynthese von 3-
Amino-5-hydroxybenzoesiure (5, AHBA) blockiert ist.”!
Die Ansamitocine gehdren zu den cytotoxischsten bekannten
polyketidischen Naturstoffen, mit ICs,-Werten von 107 bis
107" ugmL~' gegen verschiedene Krebszelllinien. Wegen ih-
rer aulergewohnlichen Potenz finden sie seit Kurzem erneut
starkes Interesse fiir Phase-I-Studien in Verbindung mit der
Verwendung als ,,Gefechtskopfe“ (,warheads“) in Target-
orientierten Antikdrperkonjugaten.”

Durch Supplementierung von Kulturen der A.-pretiosum-
Mutante mit 3-Amino-4-brombenzoeséure ist das Bromansa-
mitocinderivat 36 zugénglich, das als Kupplungspartner in
verschiedenen Palladium-katalysierten Stille- und Sonogashi-
ra-Kupplungen fungierte (Schema 7).*”) Die Leistungsfihig-
keit der kombinierten Muta-/Semisynthesestrategie wird in
der fiinfstufigen semisynthetischen Modifizierung des Bro-
mids 36 offensichtlich, durch die das krebsspezifische An-
samytocin-Folsdure-Konjugat 39 erhalten wurde. Dieses und
weitere liber diese Route erhaltenen Konjugate zeigten Tar-
get-Spezifizitdt fiir die Membran-gebundenen Folsdurere-
zeptoren entsprechender Krebszelllinien.*

Koketsu et al. untersuchten die Funktion des ungewohn-
lichen NRPS-Moduls SfmC in der Biosynthese von Safra-
mycin (45; Schema 8).”"! In Gegenwart von Adenosintri-
phosphat (ATP) und der reduzierten Form von Nicotinsiu-
reamid-Adenin-Dinucleotid (NADH) wurde holo-SfmC mit
dem Tyrosinderivat 40 und dem Dipeptidylaldehyd 41, die
beide durch chemische Synthese erhalten worden waren, in-
kubiert und so die Saframycinvorstufe 43 erhalten, die an-

A
[o] PCP
5 R
sfmc  SH
40, MgCly, MnCl,,
o7~ ATP, NADH
42
HN?O
CiaHzr

HN._.O
\f

Saframycin A (45)

CyaHzy

Schema 8. Das ungewdhnliche NRPS-Modul SfmC ist in der Lage, die Geriiststruktur von Saframycin (45) durch die Katalyse zweier aufeinander-
folgender Pictet-Spengler-Reaktionen aufzubauen; die Synthese wird durch eine chemische Transformation vervollstindigt (C= Kondensationsdo-

mane, A=Adenylierungsdomine, PCP = Peptidyl-Carrier-Protein, R =Reduktionsdomane).
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schlieend chemisch in ausreichenden Mengen in 44 iiber-
fithrt wurde. 44 fungierte als fortgeschrittenes Intermediat in
den abschlieBenden Stufen der Synthesen von Saframycin
(45) sowie von strukturell verwandten Alkaloiden mit dhnli-
chen Grundstrukturen, wie Ecteinascidin ET-743 und
Phthalascidin Pt-650 und davon abgeleiteten Derivaten.”

7. BIO-BIO-CHEM

Die Reihenfolge von chemischer Synthese und Biosyn-
these kann von der CHEM-BIO-CHEM- auch in die BIO-
BIO-CHEM-Variante umgewandelt werden. Ein Beispiel aus
diesem Bereich ist Proansamitocin (46), das Fermentations-
produkt eines Mutantenstammes vom Ansamitocinprodu-
zenten A. pretiousum, dessen Chlorinase und Carbamoyl-
transferase genetisch blockiert wurden. Diese Manipulation
resultiert im kompletten Abbruch aller Post-PKS-Transfor-
mationen (Schema 9).Y Wurde Proansamitocin an die AH-
BA-Blockmutante von S. hygroscopicus, dem Produzenten
des Hsp90-Inhibitors Geldanamycin (10),°? verfiittert, fand
die Carbamoylierung an C7 statt und lieferte das Proans-
amitocinderivat 47. Eine kurze, semisynthetische Sequenz
ermoglichte das selektive Einfilhren der Isobutyratseiten-
kette an C3 und die Bildung des cytotoxischen Ansamito-
cinderivats 48. Dies ist ein Beispiel dafiir, dass Blockmutan-
ten von verschiedenen Naturstoffproduzenten in eine Syn-
thesesequenz eingebunden werden konnen.

8. CHEM-BIO-BIO

Ein elegantes Beispiel aus dem Feld der gemischten Ter-
pen-Alkaloid-Synthese, das auf einer chemischen Synthese
mit nachfolgender zweistufiger, enzymatischer Transformati-
on und einer Fermentation fuft, ist in Schema 10 zusam-
mengefasst.®] Das 7-Azatryptamin 50, durch chemische
Synthese aus dem Pyridylbromid 49 prapariert, wurde einer
zweistufigen Biotransformation unterzogen, die die beiden
rekombinant erzeugten Enzyme Stricdosidin-Synthase und
Strictosidin-Glycosidase nutzt und iiber das Intermediat 52
die fortgeschrittene Vorstufe 53 liefert.?¥ Die Stricdosidin-
synthase benotigt Secologanin (51) als Substrat, das durch
Fermentation erhalten wurde.?**" SchlieBlich wurde das
Iminiumion 53 an pflanzliche Zellkulturen von Catharanthus
roseus unter Bildung des neuen 7-Azaisositsirikin (54) ver-
fiittert. Das Produkt wurde spektroskopisch vollstindig cha-
rakterisiert. Die HPLC-MS-Analyse deutete auch auf das
Vorhandensein vieler weiterer Azaanaloga des natiirlich
vorkommenden Alkaloids im Extrakt hin, die aber wegen zu
geringer Mengen nicht charakterisiert wurden. Die Verfiit-
terung der synthetischen Vorstufe 50 oder des glycosylierten
Produktes 52 allein lieferte keine neuen Fermentationspro-
dukte. Dies unterstreicht die Leistungsfihigkeit der gewihl-
ten Kombination aus chemischer Synthese, Enzymkatalyse
und Fermentation.
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erhalten aus einem
Mutantenstamm von
A. pretiosum (120 mg L)

Geldanamycin (10)

Verfitterung an eine
AHBA-Blockmutante
des Geldanamycin-
produzenten

8. hygroscopicus

(21%)

CHEM

1. (CH3),CHCO,H,
DIC, DMAP,
0.5 h (90%)
2. 1 M NaHCO3,
MeOH, RT, 3 h (85%]‘

Schema 9. Der BIO-BIO-CHEM-Zugang zum Ansamitocin-P3-Derivat
48 unter Verwendung zweier genetisch manipulierter Stimme von

A. pretiosum und S. hygroscopicus, gefolgt von selektiver Einfiihrung der
Esterseitenkette an C3.P" DIC= N,N'-Diisopropylcarbodiimid,

DMAP = 4-(Dimethylamino) pyridin.

9. Ausblick

Dieser Kurzaufsatz ist weit davon entfernt, vollstindig zu
sein, und erhebt auch nicht den Anspruch, dies zu sein. Wir
wihlten illustrative Beispiele aus der Perspektive des Syn-
thesechemikers, die den enormen Aufwand an Molekular-
biologie und Enzymologie vernachlissigt, der notwendig ist,
um die biologischen Werkzeuge, seien es nun Blockmutanten
oder individuelle Enzyme, zuginglich zu machen. Weiterge-
hende Forschung in diesem Bereich wird danach streben, die
Bereitstellung der vorgestellten Hilfsmittel zu erleichtern und
damit die Hiirde verringern, sie in ausgewahlten Fillen fiir die
Totalsynthese einzusetzen. In Zukunft werden nicht nur neue
Kombinationen der Chemie sowohl mit In-vitro- als auch In-
vivo-Biotransformationen moglich sein. Durch Verfeinerun-
gen der Spezifizitit und Selektivitit der Biotransformations-
Werkzeuge konnte deren Anwendung auB3erhalb ihres origi-
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erhalten durch
Fermentation
(L. tartarica)

O T
“NHMe CHO ¢¢
55 AcHN »0Gle
1. Nal, Cul, 55 (94%) o
TMS—= 2. 56, [Pd(dppf)Cl,], NH3Cl MeO,C
56 LiCl, Na;CO3, A 51
3. konz. HCI, (49-56% Strictosidin-
m Br  zwei Stufen) | R Synthase
N NH, N7 H 30°C,2d
49 50
‘ C. roseus
A C. roseus
/4
Strictosidin-Glycosidase C. roseus
30°C, 2 Tage 7 Tage

T-Azaisositsirikin (54)

Schema 10. Synthese von 54, einem Azaderivat von Isositsirikin, durch eine zweistufige enzymatische Biotransformation und Fermentation der
7-Azatryptaminvorstufe 53 (Glc = p-Glucosyl).®* dppf=1,1"-Bis(diphenylphosphanyl)ferrocen.

nidren Biosyntheseweges zu einer Sammlung generell ver-
wendbarer Synthesehilfsmittel fiithren.

Durch ein tieferes Verstdndnis der Biosynthesewege von
komplexen Sekundirmetaboliten und die Entwicklung von
Methoden auf Grundlage molekularbiologischer Manipula-
tionen der Biosynthesewege auf genetischer Ebene wird die
Totalsynthese von Naturstoffen und deren Analoga flexibler
und kann so moglicherweise wieder eine Rolle bei der
Wirkstoffentwicklung spielen. Besondere Bedeutung hat
hierbei die Kombination aus ,,manipulierter Biosynthese
und chemischer Synthese. Es dauerte ein halbes Jahrhundert,
bis diese Moglichkeiten realisierbar wurden, aber Birchs
Synthesevision ist noch immer jung und héilt groBartige Zu-
kunftsaussichten bereit.
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