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Abstract: Miuraenamide, vergleichsweise einfache Vertreter
einer Klasse von Cyclodepsipeptiden mit hoher Antitumor-
Aktivitat, lassen sich nach dem Konzept der Peptidmodifizie-
rung schnell und flexibel aufbauen. Die Einfiihrung der un-
gewdhnlichen a,f3-Dehydroaminosiure gelingt durch Aldol-
reaktion/Oxidation an einem Glycin-haltigen Cyclodepsipep-
tid in einer der letzten Stufen der Synthese.

Cyclische Peptide und Depsipeptide sind aufgrund ihrer
oftmals auBlergewOhnlichen biologischen Aktivititen inter-
essante Kandidaten fiir die Wirkstoffentwicklung.!! Viele von
ihnen werden aus marinen oder terrestrischen (Mikro)Orga-
nismen isoliert. Eine besonders interessante Gruppe sind die
Cyclodepsipeptide des Jasplakinolid-Typs. Jasplakinolid
(Jaspamid)® und die strukturverwandten Geodiamolide!
wurden Ende der 1980er Jahre aus Schwdmmen isoliert und
als stark cytotoxisch identifiziert (Abbildung 1). Aufgrund
dieser interessanten Aktivitdt wurden kurz darauf auch schon
die ersten Totalsynthesen dieser Naturstoffe publiziert.! Vor
allem zum Jasplakinolid gibt es mittlerweile eine ganze Reihe
sehr schoner Synthesen, die vor kurzem in einer Ubersicht
zusammengefasst sind.’! Mit diesem Naturstoff wurden auch
bei weitem die meisten biologischen Studien durchgefiihrt.
Die meisten Effekte lassen sich anhand einer Stabilisierung
des Aktinskeletts erkldren,’® was bei einer ganzen Reihe von
Zelllinien zur Apoptose fithrt.”! Eine #hnliche Situation
findet man auch beim Geodiamolid.®

1995 berichteten Hofle und Reichenbach die Isolierung
der Chondramide, eine strukturell eng verwandte Verbin-
dungsklasse.”) Auch diese Verbindungen wurden zwischen-
zeitlich erfolgreich synthetisiert und auf ihre biologische
Aktivitit hin getestet.'”! Auch die Chondramide binden wie
die anderen beiden Vertreter an Aktin.['}

Interessanterweise werden die Chondramide jedoch nicht
von Schwidmmen produziert, sondern von Myxobakterien.
Obwohl man Myxobakterien lange Zeit fiir terrestrische Or-
ganismen gehalten hat, wurden in den letzten Jahre auch
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Abbildung 1. Cyclodepsipeptide des Jasplakinolid-Typs.

einige marine Myxobakterien isoliert und charakterisiert.!”!
Unter anderem wurde aus Bodenproben vor der japanischen
Kiiste ein halophiles Myxobakterium der Spezies Paralio-
myxa miuraensis SMH-27-4 isoliert. Dieses produziert die
halogenhaltigen Miuraenamide,™® Cyclodepsipeptide, die
strukturell eng mit den bereits beschriebenen Vertretern
verwandt sind. Die Miuraenamide zeigen antimikrobielle
Aktivitdt und inhibieren die NADH-Oxidase. Erste Studien
haben zudem gezeigt, dass Miuraenamid A ebenfalls Aktin-
filamente stabilisiert," was aufgrund der groBen Ahnlichkeit
der Strukturen nicht verwundert.

Biosynthetisch werden diese Cyclodepsipeptide von
Multienzymkomplexen aufgebaut, die sowohl Polyketid-
Synthasen (PKS) als auch nichtribosomale Peptidsynthetasen
(NRPS) enthalten."**! Das ,,Polyketidfragment* von Jas-
plakinolid und Geodiamolid ist identisch und weicht etwas
von dem der Chondramide und Miuraenamide ab, wobei
letztere die deutlich einfachste Hydroxycarbonsédure enthal-
ten. Das Tripeptidfragment scheint vom N-Terminus her
ebenfalls relativ konserviert. Auf das N-terminale Alanin
folgt eine N-methylierte (halogenierte) aromatische Amino-
sdure. Den grofiten Unterschied findet man am C-Terminus
der Miuraenamide, an dem anstelle eines (-Tyrosins eine
aromatische [-Methoxyacrylat-Einheit eingebaut ist. Diese
Struktur ist ein bekanntes Pharmakophor von Fungiziden,
welche das mitochondrale Cytochrom bc; adressieren, daher
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Schema 1. Retrosynthese der Miuraenamide.

Miuraenamid E

einzelne
Bausteine

scheint die antimikrobielle Aktivitit der Miuraenamide von
der Olefingeometrie dieses Bausteins abzuhzngen.!' 1 Uber
den Einfluss auf die Aktinbindung ist nichts bekannt. Beim
Miuraenamid E mit der -Ketofunktion (Schema 1) konnte
es sich um ein Hydrolyseprodukt der Miuraenamide A und/
oder D handeln, oder um eine biosynthetische Vorstufe, da
auch der Biosyntheseweg dieser Naturstoffe noch nicht auf-
geklart ist. Moglicherweise existieren an dieser C-terminalen
Aminosédure die grofiten Variationsmoglichkeiten.

Unsere Arbeitsgruppe arbeitet seit Jahren an Synthesen
myxobakterieller Naturstoffe und deren Analoga,'” und
daher erschien uns eine flexible Synthese von Miuraenamiden
besonders attraktiv, bei der diese C-terminale Aminosiure zu
einem moglichst spdten Zeitpunkt der Synthese variiert
werden kann. Unser Ziel war es daher, die ungewohnliche
Aminosdure sozusagen ,im letzten Schritt“ der Synthese
durch Acylierung einer Glycineinheit einzufiihren. Dadurch
sollte man zu dem ebenfalls isolierten Miuraenamid E ge-
langen, das sich in Miuraenamid A/D durch O-Methylierung
umwandeln lédsst. Der Ringschluss sollte durch Makrolacta-
misierung erfolgen, und die lineare Vorstufe erhilt man sehr
einfach aus den entsprechenden Bausteinen. Dieses Konzept
hétte den Vorteil, dass sich an der Glycineinheit die unter-
schiedlichsten Substituenten einfiihren lassen sollten, und die
erhaltenen Verbindungen direkt in Studien der Struktur-
Wirkungs-Beziehungen integriert werden konnten.

Dieses Konzept der Naturstoffmodifizierung geht zuriick
auf Arbeiten von Seebach et al. zu Beginn der 1990er Jahre,
die gezeigt haben, dass sich Peptide mit einem Uberschuss an
LDA regioselektiv an Sarkosineinheiten deprotonieren und
alkylieren lassen.' Sicherlich das spektakulirste Beispiel
war die regio- und stereoselektive Alkylierung von Cyclo-
sporin.!'*!

Unsere Arbeitsgruppe beschéftigt sich ebenfalls seit ei-
nigen Jahren mit Peptidmodifizierungen basierend auf
Metall-Peptid-Chelatkomplexen.”” Besonders gute Ergeb-
nisse wurden dabei in {ibergangsmetallkatalysierten allyli-
schen Alkylierungen erzielt.’!! Solche Reaktionen ermogli-
chen die stereoselektive Einfiihrung ungesittigter Seitenket-
ten in Peptide, die sich anschlieBend weiter umsetzen
lassen.” Dieses Verfahren eignet sich gleichermaBen zur
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Modifizierung C-terminaler Glycinesterenolate®® und inter-
ner Glycinamideinheiten.?” Daher bieten sich die Miuraen-
amide mit einer exotischen Aminosdure am C-terminalen
Ende der Tripeptideinheit geradezu an, um die Seitenkette
iiber Peptidmodifizierung einzufiihren.

Schliisselschritt in der Synthese der ungesittigten Hy-
droxycarbonsiure war eine Johnson-Claisen-Umlagerung.!
Hierzu wurde der literaturbekannte silylgeschiitzte Aldehyd
129 zuerst mit Isopropenylmagnesiumbromid zum entspre-
chenden Allylakohol umgesetzt und dieser anschlieend dem
Johnson-Claisen-Protokoll unterworfen (Schema 2). Der E-

R )\MgBr

o} o
PPN THF, 0 °C~ RT, 85%
H OTBS ~phcc(OEy, . EO Z OTBS
1 EtCOOH, A, 4 h, 94% 2
1) 1 m DibalH Z>0Ac
Toluol, =78°C, 95% ~ Novozym
2) 1.6 M MeLi HO oTBS 24%
Toluol, ~78°C~RT, 95% 3
HOJ\WOTBS >99 % ee
(85)-3

Schema 2. Synthese der Hydroxycarbonsiurevorstufe (S)-3.

konfigurierte vy,0-ungesittigte Carbonsdureester 2 wurde
stereoselektiv in exzellenter Ausbeute erhalten. Dieser wurde
anschliefend mit DibalH zum entsprechenden Aldehyd um-
gesetzt. Da auch immer Spuren des entsprechenden priméren
Alkohols durch Uberreaktion entstanden, wurde der Alde-
hyd sdulenchromatographisch gereinigt und erst dann mit
Methyllithium zum entsprechenden sekundédren Alkohol 3
umgesetzt. Im néchsten Schritt wurde eine enzymatische
Racematspaltung mit Novozym 435 durchgefiihrt. Durch
Umsetzung in Vinylacetat wurde nach 28 h nur der R-Alko-
hol acetyliert, und der gewiinschte S-Alkohol (S)-3 konnte
enantiomerenrein in 44 % Ausbeute isoliert werden.

Die Synthese des Tripeptidfragments ging aus vom lite-
raturbekannten bromierten Tyrosinderivat 4 (Schema 3).*"!
Um Nebenreaktionen zu vermeiden, wurde zuerst die phe-
nolische Hydroxygruppe als Allylether (5) geschiitzt. Durch
anschliefende Verseifung mit Lithiumhydroxid und Kniip-
fung mit Glycinmethylester-Hydrochlorid konnte das ge-
wiinschte Dipeptid 6 in guter Ausbeute erhalten werden.
Entfernen der Boc-Schutzgruppe und kuppeln mit Boc-
Alanin unter Verwendung von PyBOPP lieferte das ge-
wiinschte Tripeptid 7. Verseifung und anschlieSende Steglich-
Veresterung® mit (§)-3 zur linearen Vorstufe 8 verliefen
ebenfalls problemlos. Durch nachfolgende Abspaltung der
Silylschutzgruppe konnte der entsprechende primire Alko-
hol erhalten werden. Dessen anschlieBende Oxidation zur
entsprechenden Sidure stellte sich anfangs als etwas schwierig
heraus: Mehrere Oxidationsreagentien wie CrOs/Pyridin,
PDC, TEMPO oder DMP mit anschlieBender Lindgren-
Oxidation wurden getestet, fiihrten aber (unter anderem
aufgrund der Doppelbindung) nicht zum gewiinschten Erfolg.
Erst die Jones-Oxidation mit CrOj in saurem Medium lieferte
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Schema 3. Synthese der Miuraenamid-Vorstufe 10.

die gewiinschte Sdure 9 mit akzeptablen Ausbeuten.’”! Al-
lerdings muss die Reaktion rasch abgebrochen werden, da
ansonsten Nebenreaktionen, etwa eine Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe, zu beobachten sind. Die Makrolactamisierung
wurde iiber die Schmidt’sche Pentafluorphenylester-Methode
realisiert.’!! Durch Umsetzung der Sdure mit Pentafluor-
phenol und EDC-Hydrochlorid konnte der gewiinschte Ak-
tivester erhalten werden. Dessen Boc-Schutzgruppe wurde
nach Aufarbeitung und ohne weitere Aufreinigung mit Tri-
fluoressigsdure abgespalten. Das entsprechende Trifluorace-
tat konnte nicht durch Einengen des Losungsmittels erhalten
werden, da die dreifach substituierte Doppelbindung diesen
Bedingungen nicht standhielt. Daher wurde die Reaktions-
mischung einfach verdiinnt und bei 40°C tropfenweise zu
einem Zweiphasengemisch aus Chloroform und Natriumhy-
drogencarbonat gegeben. Danach wurde bei 60 °C tiber Nacht
heftig geriihrt, wodurch der gewiinschte Makrocyclus 10 in
55% Ausbeute iiber 3 Stufen erhalten werden konnte.

Ausgehend von dem Baustein 10 sollten sich nun relativ
einfach durch Modifizierung der Glycineinheit Derivate der
Miuraenamide aufbauen lassen. Fiir die Miuraenamide selbst
bedarf es einer C-Benzoylierung mit anschlieBender selekti-
ver O-Methylierung. Diese Sequenz wurde zuerst an dem
Dipeptid 11 erprobt und optimiert (Schema 4).

Prinzipiell lédsst sich der Benzoylrest direkt durch Acy-
lierung des Glycinesterenolats mit aktivierten Benzoesédure-
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Schema 4. Synthese der ungewdhnlichen Miuraenamid-Seitenkette.

derivaten einfiithren,’ allerdings gelang dies im vorliegenden
Fall nur in moderaten Ausbeuten (max. 40%). Als deutlich
besser geeignet erwies sich das zweistufige Verfahren aus
einer Aldolreaktion mit anschlieBender DMP-Oxidation.
Zwar entsteht bei der Aldolreaktion (3.5 Aquiv. LDA) ein
Gemisch mehrerer Stereoisomere, dies ist jedoch fir die
vorliegende Synthese vollig irrelevant, da die stereogenen
Zentren in nachfolgenden Schritten wieder entfernt werden.
Die anschlieBende O-Methylierung des acylierten Dipeptids
12 gestaltete sich schwierig. Umsetzung mit Orthoameisen-
sduretrimethylester/TsOH fiihrte genauso wenig zu Erfolg
wie die mit NaH/Mel. In diesem Fall wurde ausschlie3lich N-
Methylierung und Racemisierung des Tyrosins beobachtet.
Letztendlich stellten sich Methyltriflat/NaH als Reagentien
der Wahl heraus. Es wurde nur ein Isomer erhalten, und das
NOESY-NMR-Spektrum zeigte, dass es sich um den E-kon-
figurierten Enolether 13 handelt, der in 77 % Ausbeute iso-
liert werden konnte.

AnschlieBend wurden die Ergebnisse auf den Makro-
cyclus 10 iibertragen (Schema5). Deprotonierung mit
5.0 Aquiv. LDA fiihrte zur Bildung einer tiefroten, leicht
gelartigen Enolatlosung, die mit 2.0 Aquiv. Benzaldehyd
umgesetzt wurde. Auf diese Weise wurde das gewiinschte
Aldolprodukt 14 mit 64 % Ausbeute erhalten. Allerdings
wurde aufgrund des Uberschusses an Base zu 2% eine ba-
senkatalysierte Isomerisierung der Allylschutzgruppe zum Z-
Vinylether beobachtet,”® was die weitere Synthese jedoch
nicht beeintridchtigte. AnschlieBende DMP-Oxidation des
Aldolproduktes lieferte das gewiinschte Keton 15. Die Um-
setzung der B-Ketoaminosdure mit NaH/Methyltriflat verlief
unvollstindig und lieferte eine Mischung aus E- und Z-Enol-
ether sowie Keton 15. Da alle drei Verbindungen zu Natur-
stoffen fithren, wurde diese Mischung ohne Aufreinigung mit
dem Katalysator [CpRu(MeCN);]PF, und Chinolincarbon-
sdure als Ligand in Methanol deallyliert.’" Auf diese Weise
konnten Miuraenamid A in 47 %, Miuraenamid D in 16 %
und Miuraenamid E in 10% Ausbeute isoliert werden. Die
Verbindungen lieen sich problemlos chromatographisch
trennen, sodass Miuraenamid A in reiner Form erhalten
werden konnte, Miuraenamid D war jedoch immer mit eini-
gen Mol-% an Miuraenamid E verunreinigt. Offensichtlich
hydrolysiert das Z-Isomer erheblich schneller als die £-Form,
sodass Miuraenamid E womdéglich ein Artefakt der Natur-
stoff-Isolierung und -Aufreinigung darstellt.

Um herauszufinden, ob die Konfiguration des sekunddren
Esters einen entscheidenden Einfluss auf die biologische
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Schema 5. Synthese der Miuraenamide A, D und E.

Aktivitdt der Miuraenamide ausiibt, und um gleichzeitig die
Flexibilitdat der Syntheseroute zu unterstreichen, fithrten wir
auch mit dem zu 10 diastereomeren Cyclodepsipeptid 19
einige Aldolreaktionen durch (Schema 6). Die erhaltenen
Aldolprodukte wurden direkt tiber Dess-Martin-Oxidation in
die entsprechenden Ketone tiberfithrt. Wahrend im Fall von
15 so gut wie nur ein Diastereomer gebildet wurde (Ver-
hiltnis 97:3), entstanden die Ketone 20 in einem Diastereo-
merenverhaltnis von 3:1. Abspaltung des Allylethers lieferte
Miuraenamid-E-Analoga 21 in durchweg sehr guten Aus-
beuten.

Die Miuraenamide 16-18, die Analoga 21 sowie deren
synthetische Vorstufen wurden hinsichtlich ihrer biologischen

Alylo  Br Alyio  Br

o Ar

St

1) LDA, ArCHO

ZT

N/\ﬂ’ THF, -78°C, 3 h
2) Dess-Martin- [¢]
Periodinan 0"
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20b Ar = p-Br-C¢H, 28%
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(] N Ar
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(0] ..
S oy

21a Ar=Ph 91%
21b Ar = p-Br-C¢H; 85%
21c Ar=p-F-CgHy 98%

Schema 6. Synthese von Miuraenamid-E-Analoga.
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Tabelle 1: Durchschnittliche 1Cs,-Werte [nm] von Miuraenamid-Derivaten
gegentiber verschiedenen humanen Tumorzelllinien "

Derivat HCT-116 HepG2 HL-60 U-2 OS
10 1128 n.b. n.b. n.b.
14 163 n.b. n.b. 849
15 345 n.b. n.b. 971
16 5.8 13.7 8.2 9.2
17 3.7 17.8 6.4 23.1
18 14.0 79.6 18.6 51.1
19 33300 n.b. n.b. 33800
20a 8000 n.b. n.b. 11700
20b 6900 n.b. n.b. 8800
20c 4500 n.b. n.b. 5600
21a 61.1 n.b. n.b. 186
21b 30.7 n.b. n.b. 136
21c 123 n.b. n.b. 160

[a] HCT-116: Kolonkarzinom, HepG2: Leberzellkarzinom, HL-60: akute
myeloische Leukidmie, U-2 OS: Osteosarkom. [b] n. b.: nicht bestimmt.

Aktivitdt evaluiert (Tabelle 1). Bereits die Vorstufen der
Miuraenamide mit Allylschutzgruppe zeigten eine gewisse
Zytotoxizitit im hoch nanomolaren bis niedrig mikromolaren
Bereich gegen Kolonkarzinom- und Osteosarkom-Zelllinien.
Die entschiitzten Naturstoffe hingegen ergaben durchweg
1C5-Werte im niedrig nanomolaren Bereich gegen verschie-
dene Krebszelllinien und sind somit um etwa zwei Zehner-
potenzen aktiver als die Vorstufen. Die Isomere 16 (E) und 17
(Z) waren vergleichbar aktiv, wobei das ,,Hydrolyseprodukt*
18 (Miuraenamid E) etwas an Aktivitit verlor. Inversion des
Stereozentrums der Hydroxycarbonsédure resultierte bei den
geschiitzten Vorstufen in einem signifikanten Einbruch der
Aktivitdt (Faktor 10-30), wobei die halogenierten Derivate
20b und 20c etwas aktiver waren. Die halogenierten Miu-
raenamid-Analoga 21b und 21 ¢ mit invertiertem Stereozen-
trum im Polyketidteil lagen zwar immer noch im nanomola-
ren Bereich, zeigten jedoch eine verringerte Aktivitit (Faktor
2-9) im Vergleich zu dem entsprechenden Miuraenamid E
(18).

Miuraenamid A wurde bereits als Treffer in einer ,,High-
Content-Screening“-Kampagne beschrieben, da es sowohl die
Zytoplasma- als auch Kernmorphologie von Hela-Zellen
stark beeinflusste, was auf eine Stabilisierung von Aktinfila-
menten zuriickgefiihrt wurde.!'"¥ Wir konnten diesen Effekt
fir den totalsynthetisch hergestellten Naturstoff eindeutig
reproduzieren (Abbildung 2). Bei Behandlung der Zellen mit
16 im niedrig nanomolaren Bereich (2-20 nMm) entstanden
bereits deutliche Kondensationspunkte von Aktin im Bereich
der Zellkerne und bei etwas hoheren Konzentrationen (50—
100 nm) kam es zur Kernkondensation und zum kompletten
Zusammenfall des Aktin-Zytoskeletts.

A

Abbildung 2. U-2-OS-Zellen wurden 14 h mit A) 0.5 Vol.-% MeOH,
B) 20 nm 16 und C) 100 nm 16 behandelt, und Aktinfilamente wurden
anschlieend mittels Immunfluoreszenz visualisiert.
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Vergleichbare Effekte werden beispielsweise mit den
Naturstoffen Jasplakinolid®! und Chondramid** erzielt,
wobei diese ebenfalls im nanomolaren Bereich wirksam sind.
Aufgrund des modularen Aufbaus der Miuraenamid-Total-
synthese sollte es moglich sein, gezielte Verdnderungen ein-
zelner Bausteine vorzunehmen und somit eine Struktur-Wir-
kungs-Beziehung aufzustellen, um letztlich verbesserte De-
rivate herzustellen. Weiterfithrende biologische Studien be-
schéftigen sich hauptsédchlich mit der Charakterisierung der
Bindung an Aktin und deren Auswirkung auf apoptotische
Prozesse in Krebszellen.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass sich Miura-
enamide sehr einfach und schnell durch Peptidmodifizierung
aufbauen lassen. Die Miuraenamide sind die strukturell ein-
fachsten Vertreter einer Reihe von Cyclodepsipeptiden, die
allesamt das Aktinskelett einer Zelle adressieren. Die Miu-
raenamide zeigen hohe Zytotoxizitit gegen eine Reihe von
Tumorzelllinien mit ICs;-Werten im niedrigen nMm-Bereich.
Das Konzept, die ungewohnliche Seitenkette erst ganz zum
Schluss in das Molekiil einzufiihren, sollte den einfachen
Aufbau von Substanzbibliotheken zur Untersuchung der
Struktur-Wirkungs-Beziehungen ermoglichen.

Stichworter: Aktinbinder - Antitumor-Aktivitat -
Cyclodepsipeptide - Miuraenamide - Naturstoffe
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