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Abstract: Wir beschreiben hier die Synthese des aus Corallo-
coccus coralloides isolierten Naturstoffs [(-Lipomycin. Die
Konfiguration des Zielmolekiils wurde dabei mithilfe eines
., Profile-Hidden-Markov“-Modells bestimmt, da sich mit
diesem statistischen Ansatz nicht nur die Konfigurationen von
sekundiren Alkoholen sondern auch die von a-Methylgrup-
penverzweigungen vorhersagen lassen. Damit liefert die Syn-
these nicht nur einen praktikablen Zugang zu diesem Natur-
stoff, sondern bestdtigt auch die Giiltigkeit des hier verwende-
ten Modells zur Vorhersage der Konfiguration von a-Methyl-
gruppenverzweigungen in modularen Polyketiden.

Die Lipomycine wurden erstmals 1972 in der Arbeitsgruppe
um Axel Zeeck aus Streptomyces aureofaciens isoliert.! Die
orangeroten Feststoffe hemmen das Wachstum diverser
Gram-positiver Bakterien (mit MICs zwischen 0.3 und
3.0 uygmL™), zeigen aber keine biologische Aktivitit gegen
Pilze und Hefen. Der Name der Naturstoffe griindet auf der
Tatsache, dass die biologische Wirkung durch natiirlich vor-
kommende Lipide wie Lecithin oder diverse Steroide ant-
agonisiert wird. Wiahrend der Zucker von a-Lipomycin (1)
schnell als D-Digitoxose identifiziert werden konnte, wurde
fiir die Strukturaufklirung des Aglykons (-Lipomycin (2)
durch chemischen Abbau, Massenspektrometrie und NMR-
Spektroskopie ein weiteres knappes Jahr benotigt.”! Neben
der Konstitution wurde zusétzlich die absolute Konfiguration
des Glutamat-Stereozentrums (C5’) innerhalb des Acylte-
tramszureringes® als S-konfiguriert aufgeklirt, jedoch blie-
ben die Konfigurationen an C12 und C13 unbekannt (Ab-
bildung 1).

Schabacher und Zeeck wihlten als wahrscheinlichstes
Tautomer fiir das cyclische System die N1’-Methyl-4'-hydro-
xy-A*-pyrrolidin-2’-on-Form (wie in 1). Aufgrund von NMR-
und Rontgenuntersuchungen diverser Tetramsiurederivate
postulierten Steyn und Mitarbeiter fiir die Lipomycine eine
Z-konfigurierte exocyclische Doppelbindung (C1-C3’ in 2) als
stabilstes Tautomer.™!

Strukturelle Verwandtschaft besteht unter anderem mit
den Polyenoyltetramsiuren Oleficin (3)®! und Altamycin
(4).1 die ebenfalls aus Actinomycetales stammen und sich
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Abbildung 1. Strukturen der Lipomycine wie von Schabacher/Zeeck
bzw. Steyn publiziert (Nummerierung nach Schabacher/Zeeck).”

lediglich in der Anzahl der Doppelbindungen in der alipha-
tischen Kette unterscheiden. Im Unterschied zu den meisten
anderen natiirlich vorkommenden Tetramsduren ist das
Schleimpilz-Pigment Fuligorubin (5)" am Glutamat-Stereo-
zentrum R-konfiguriert.

Die Analyse von biosynthetischen Genclustern konnte
zur Strukturaufkldrung diverser Polyketide beitragen, bei
denen klassische Methoden wie chemischer Abbau, NMR-
oder Rontgen-methoden nicht ausreichend waren.[®! McDa-
niel® und Caffrey!'” identifizierten unabhingig voneinander
konservierte Aminosduren innerhalb von Ketoreduktasen
(KR), die fiir die Vorhersage der Konfigurationen sekundérer
Alkohole genutzt werden konnte. So lief die Anwesenheit
eines LDD-Motivs an Position 93 (Caffreys Nummerierung)
auf die Anwesenheit eines D-konfigurierten Alkohols schlie-
Ben, wihrend ein Tryptophan (W) an Position 141 einen L-
Alkohol anzeigte. Leadlay und Mitarbeiter'!! veroffentlich-
ten eine Analyse von Enoylreduktasen (ER), mithilfe derer
die Konfiguration isolierter Methylgruppen durch einen ent-
scheidenden Tyrosinrest (Y52) vorhersagbar ist. Mit diesen
beiden einfachen Hilfsmitteln lassen sich viele Konfiguratio-
nen in Polyketiden mit hoher Sicherheit vorhersagen, auch
wenn es einige Ausnahmen gibt. Auf der anderen Seite fehlte
bislang ein Modell, das wie im Falle von Lipomycin die
Konfigurationen von Methylverzweigungen in direkter
Nachbarschaft zu sekundédren Alkoholen vorhersagt. Im
Zuge der Synthesen komplexer Naturstoffe konnten wir in
unserer Arbeitsgruppe ein ,,Profile-Hidden-Markov*“-Modell
(Profile-HMM)!'> 3 entwickeln, das verlisslich die Konfigu-
ration ebensolcher Alkohole wie auch die von Methylver-
zweigungen nach L-konfigurierten Alkoholen vorhersagt
(Abbildung 2). Damit ist groBer Vorteil eines solchen HMMs
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Abbildung 2. Architektur eines Profile-HMM mit fiinf ,Match“-Zustén-
den. Blaue Rechtecke stehen dabei fiir ,Match“-Zustinde, rosa Rauten
fiir ,Insert“-Zustinde und orange Kreise fiir ,Delete“-Zustdnde. B und
E stellen den Anfang (Beginn) bzw. das Ende einer Aminosiurese-
quenz dar.

[B ]
c

die Tatsache, dass zur Vorhersage der Stereochemie nicht nur
bestimmte, sondern alle Aminosduren (M) der Ketoreduk-
tase einbezogen werden. Durch die Zustinde ,,Insert” (I) und
»Deleted (D) konnen hierbei auch zusitzliche bzw. fehlende
Aminosduren berticksichtigt werden. Dies macht ein vorhe-
riges Sequenz-Alignment iiberfliissig und fiihrt gleichzeitig zu
einer zuverldssigeren Vorhersage. Der Begriff ,,Profile* be-
zieht sich dabei auf die unterschiedlichen Emissions- und
Ubergangswahrscheinlichkeiten der einzelnen Positionen.
Ein weiterer Vorteil dieses rein statistischen Modells ergibt
sich aus der einfachen Quantifizierbarkeit der Ergebnisse, die
unmittelbar mit der Verlisslichkeit der Vorhersage korrelie-
ren.

Als der biosynthetische Gencluster der Lipomycine 2006
veroffentlicht wurde,'*! fanden Bechthold und Mitarbeiter
W141 und die Abwesenheit des LDD-Motivs in der Ketore-
duktase, die fiir die Bildung der C12 und C13-Stereozentren
verantwortlich ist. Daher sagten sie fiir den C13-Alkohol die
L-Konfiguration voraus, konnten die C12-Methyl-Konfigura-
tion allerdings nicht zuordnen.

Mithilfe unseres Profile-HMM-Ansatzes wurden nun alle
Aminosduren innerhalb bestimmter Regionen der Ketore-
duktasen einbezogen, um so eine Zuordnung zu einer der
zwei Familien von sekundédren Alkoholen zu erhalten. Zu-
sitzlich konnte durch Viterby-Werte!"” die Verlasslichkeit
unserer Vorhersage quantifiziert werden. Im Fall des C13-
Alkohols ergab sich ein negativer ScoreDiff-Wert (—53.96),
der sicher mit einer L-Konfiguration korreliert und daher die
Annahme der Bechthold-Gruppe bestitigt. Fiir das bisher
unbekannte C12-Methyl-Stereozentrum wurde ein ScoreDiff
von —39.37 ermittelt, der ebenfalls auf eine sichere L-Konfi-
guration hindeutet. Dies fiihrte zur vorhergesagten absoluten
Konfiguration von B-Lipomycin (2) (Abbildung 3).

Hier beschreiben wir die Totalsynthese von B-Lipomycin,
um die aus dem Profile-HMM vorhergesagte strukturelle

Vorhersage beider Konfigurationen basierend
auf dem Profile-Hidden-Markov-Modell

Abbildung 3. Die vorhergesagte absolute Konfiguration von B-Lipomy-
cin (2).
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Schema 1. Retrosynthetische Analyse von f-Lipomycin (2).

Zuordnung zu bestétigen. Retrosynthetisch lédsst sich -Li-
pomycin (2) in die vier Fragmente 6, 7, 8 und 9 zerlegen
(Schema 1).

Obwohl die Bestdndigkeit der Lipomycine gegen Licht
und Sauerstoff nach Schabacher und Zeeck groBer als bei
typischen Polyenen ist,!'! sollte das Pentaensystem moglichst
spét in der Synthese aufgebaut werden. Unsere Strategie sah
vor, das Glutamat-Derivat 6 und das difunktionelle Fragment
70 in einer Silber(I)-vermittelten Kupplung!'”! umzusetzen.
Das so erhaltene Amid sollte mit seinen Substituenten an C5’
und N1’ ein gutes Substrat fiir eine anschlieBende Dieck-
mann-Kondensation darstellen™ und den fiinfgliedrigen Te-
tramsdurering aufbauen, wie es dhnlich bereits von Ley und
Mitarbeitern®™! in ihrer Synthese von Fuligorubin (5) (Ab-
bildung 1) gelungen ist. Die C8'-Carbonséure sollte dabei als
Methylester geschiitzt werden, um Schwierigkeiten bei der
Entschiitzung sterisch anspruchsvollerer Ester wie fert-Butyl
zu umgehen.”” Die gewiinschte Cyclisierung in den C4'-Me-
thylester gegeniiber dem C8'-Ester sollte dabei durch die
Ringgrofe kontrolliert ablaufen (fiinfgliedrig gegeniiber sie-
bengliedrig). Die Bindungen zwischen den Fragmenten 7 und
82! sowie 8 und 9 sollten durch HWE-Reaktionen aufgebaut
werden, da Ley von niedrigen Ausbeuten und E/Z-Selekti-
vititen bei entsprechenden Wittig-Reaktionen berichtet
hatte.”” Fragment 9 sollte schlieBlich durch eine vinyloge
Mukaiyama-Aldolreaktion (VMAR) nach Kobayashi®! er-
hiltlich sein.

In synthetischer Richtung ist das ,,West“-Fragment 6 in
wenigen Stufen aus kommerziell erhiltlichem H-Glu(OMe)-
OMe (10) zuginglich (Schema 2). Boc-Schiitzung, N-Methy-
lierung und anschlieBende Boc-Entschiitzung ergeben das
gewiinschte Derivat 6 in guten Ausbeuten. Die weiteren
Fragmente 7 und 8 konnten aus Meldrums Siure (11) bzw.
Ethyl-4-bromcrotonat (12) nach literaturbekannten Prozes-
sen hergestellt werden.*2!]

Die Synthese von ,,Ost“-Fragment 9 wurde mit 2-Methyl-
pent-2-ensdure (13) gestartet (Schema 3). Einfithrung des
vom D-Valin stammenden (R)-Evans-Auxiliars gelang iiber
das entsprechende Pivaloylanhydrid in guten Ausbeuten. Die
anschliefende Umsetzung mit Natriumhexamethyldisilylazid
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Schema 2. Synthese der Fragmente 6, 7 und 8. a) NaHCO;, Boc,0,
100%,; b) NaH, Mel, 75%; c) TFA, 100%,; d) Bromacetylbromid, Pyri-
din; e) tert-Butylthiol, 41 % uber 2 Stufen; f) Na, Diethylphosphit,
55%; g) DiBAI-H, 80%, h) MnO,, 77%, i) Ph;P=CHCO,Et, Toluol,
35%; j) P(OEt);, l6sungsmittelfrei, 75 %. Boc =tert-Butyloxycarbonyl;
TFA =Trifluoressigséure; DiBAI-H = Diisobutylaluminumhydrid.
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Schema 3. Synthese von Aldehyd 9. a) (R)-Evans-Auxiliar, PivCl, NEt;,
LiCl, 84%; b) NaHMDS, TBSCI, 96 %; c) TiCl,, Isobutyraldehyd, 76 %,
d.r.>95:5; d) TBSOTHf, 2,6-Lutidin, 95%; e) LiBH,, MeOH, 77%;

f) MnO,, 95 %. (R)-Evans-Auxiliar = (R)-4-1sopropyloxazolidin-2-on;
PivCl=Trimethylacetylchlorid, HMDS = Hexamethyldisilylamid;

TBS =tert-Butyldimethylsilyl; OTf=Trifluormethylsulfonyl.

(NaHMDS) und TBS-Chlorid ergab das gewiinschte TBS-
Ketenacetal hochselektiv in 96 % Ausbeute. Es folgte mit der
Kobayashi-VMAR der Schliisselschritt innerhalb der Syn-
these von Fragment 9. Mit einem Aquivalent Titantetra-
chlorid und frisch destilliertem Isobutyraldehyd konnte der
gewiinschte Alkohol 16 als einziges Diastereomer in 76 %
Ausbeute erhalten werden. TBS-Schiitzung, gefolgt von re-
duktiver Abspaltung des Auxiliars und allylischer Oxidation
mit aktiviertem Mangandioxid ergab schlieBlich den o/f-un-
gesittigten Aldehyd 7 in guten Ausbeuten von 70 % iiber drei
Stufen.

Nachdem alle Fragmente verfiigbar waren, wurden
Glutamat-Derivat 6 und der difunktionelle Baustein 7 unter
milden Bedingungen silbervermittelt bei Raumtemperatur
gekuppelt (Schema 4). Das in 71 % Ausbeute erhaltene Amid
19 sollte daraufhin in einer Dieckmann-Reaktion cyclisiert
werden, jedoch konnte unter keinen Bedingungen das C3'-
C4'-cyclisierte Produkt isoliert werden, vermutlich wegen
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Schema 4. Abschluss der Totalsynthese von fB-Lipomycin (2). a) Ag-
(O,CCF;), NEt;, 71%,; b) LiIHMDS, 82 %; c) DiBAI-H, 99%; d) MnO,,
95%, €) NaH, 19; dann 21, 66%; f) LIOH, MeOH, H,0, 92%; g) 25%
wissr. HF, CH,CN, 85%.

hoher Wasserloslichkeit selbst unter sauren Bedingungen.
Gliicklicherweise konnte das entsprechende Intermediat
direkt insitu in einer HWE-Reaktion umgesetzt werden,
wenn Aldehyd 21 in die Reaktionsmischung eingebracht
wurde. Das Pentaen 22 konnte nach der Dieckmann-HWE-
Kaskade in guten Ausbeuten und E/Z-Selektivititen (66 %,
> 95:5 laut "H-NMR) erhalten werden.?!! Der dazu benétigte
Aldehyd 21 war iiber eine Reaktionsfolge zugianglich, die mit
einer HWE-Reaktion zwischen Phosphonat 8 und dem aus
der VMAR stammenden Aldehyd 9 mit LIHMDS als Base
begann. Das erhaltene Tetraen 20 (E/Z > 95:5) ist so stabil,
dass es sdulenchromatographisch gereinigt werden konnte.
DiBAI-H-Reduktion ergab den entsprechenden Allylalkohol,
der nach Reoxidation mit aktiviertem Mangandioxid
schlieBlich den o/B-ungesittigten Aldehyd 21 ergab. Im Un-
terschied zu Ester 20 waren diese beiden Substrate deutlich
labiler und wurden so schnell wie moglich in die weiteren
Transformationen eingesetzt.

Im Anschluss an die Dieckmann-HWE-Kaskade konnte
das Tetramsédure-Pentaen 22 (wenn die Enol-Doppelbindung
nicht als Olefin angesehen wird) glatt mithilfe von wassrigem
Lithiumhydroxid verseift werden. Mit der so erhaltenen
Carbonsédure war nun die fert-Butylsilylether-Spaltung an C13
die einzig verbleibende Transformation, um die Synthese
abzuschlieen. Leider fiihrten erste Versuche weder mit HF-
Pyridin (mit und ohne zusitzlichem Pyridin)®' noch mit
Tris(dimethylamino)sulfonium-difluorotrimethylsilicat
(TAS-F, mit und ohne zugegebenes Wasser) zu detektierba-
rem Umsatz. Obwohl von Entschiitzungen in &hnlichen Sys-
temen mithilfe von TBAF bei Raumtemperatur berichtet
wurde,”® konnte in unserem Fall erst bei deutlich erhohter
Temperatur von 60°CP"! leichter Umsatz nachgewiesen
werden. Da wir unter diesen Bedingungen jedoch eine
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Racemisierung des C5'-Stereozentrums befiirchteten, wech-
selten wir zu wissriger Fluss-Sdure in Acetonitril.? Diese
Bedingungen fiihrten schliellich zu einem glatten Umsatz,
sodass der gewiinschte Naturstoff 3-Lipomycin (2) in guten
Ausbeuten von 85 % erhalten werden konnte.

Die spektroskopischen Daten der synthetischen Substanz
stimmen dabei sowohl mit naturidentischem Material (aus
der Hydrolyse von a-Lipomycin) als auch mit synthetischem
Material von Hofferberth und Briickner iiberein, die in einer
unabhéngigen Synthese die Konfiguration der Lipomycine
ebenfalls aufklirten.”” Der Wert der optischen Rotation liegt
nahe dem Wert von Zeeck und Mitarbeitern!! (synthetisch
[2]¥=-165.0, c=0.02, MeOH; authentisch [a]¥=-176, c=
0.09, MeOH) und zeigt an, dass an der C5'-Position keine
Racemisierung aufgetreten ist.

Die Totalsynthese der Polyenoyltetramsaure 3-Lipomycin
(2) wurde in einer ldngsten linearen Sequenz von 12 Stufen
mit einer Ausbeute von 17.0%, ausgehend von kommerziell
erhiltlichen Verbindungen, erreicht. Die Synthese und die
vorangehende Strukturvorhersage griinden einzig auf der
biostatistischen Analyse der entsprechenden Ketoreduktase
und zeigen die Praktikabilitdt dieser Methode.

Eingegangen am 12. Februar 2014
Online veroffentlicht am 21. Mai 2014
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