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Abstract: Die Tedanolide sind biologisch aktive Polyketide,
deren Makrolaktonring aus einem primiren Alkohol aufge-
baut ist. Da Polyketidumwandlungen nur sekunddre Alkohole
erzeugen, postulierte Taylor, dass das Tedanolid-Lakton aus
einer intramolekularen Umesterung hervorgegangen ist. Um
diese Hypothese zu priifen und das biologische Profil des
vermuteten Vorliufers aller Mitglieder der Tedanolidfamilie zu
untersuchen, unternahmen wir die Synthese von Desepoxy-
isotedanolid und dessen biologische Evaluierung im Vergleich
zum Desepoxytedanolid. Die biologischen Experimente
deckten ein zweites Zielprotein fiir Desepoxytedanolid auf und
erbrachten Hinweise, dass die vorgeschlagene Umesterung
dem produzierenden Mikroorganismus einen evolutiondren
Vorteil erbringt.

Die Tedanolide sind hochaktive Polyketide, die aus unter-
schiedlichen marinen Schwdmmen in verschiedenen Mee-
resregionen isoliert wurden. Als erster Vertreter dieser Ver-
bindungsklasse wurde Tedanolid (1) 1984 von Schmitz et al.
aus dem marinen Schwamm Tedania ignis isoliert.'! In den
nachfolgenden Jahren wurden als weitere Vertreter das 13-
Deoxytedanolid (2),) Tedanolid C (3)P und die Candida-
spongiolide (4, 5)1 beschrieben (Abbildung 1). Mithilfe von
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Abbildung 1. Die Strukturen von Tedanolid (1) und weiteren Vertretern
dieser Verbindungsklasse.

radioaktiv markierten Naturstoffen konnte Fusetani zeigen,
dass Tedanolid (1) an die 60S-Untereinheit des Ribosoms
bindet.?>*! Die besondere strukturelle Komplexitit von Ted-
anolid initiierte in der Folge eine grofle Zahl von Synthese-
arbeiten,””! die in den Totalsynthesen der Gruppen von
Smith,” Roush® und Kalesse” miindeten.

Zu den strukturellen Merkmalen der Tedanolide zéhlen
ein 18-gliedriges Makrolakton und ein Epoxid in der Seiten-
kette. Ein weiteres subtiles, aber bemerkenswertes Struktur-
merkmal ist die Tatsache, dass das Makrolakton mit einem
primdren Alkohol gebildet wird, einer funktionellen Gruppe,
die bei der Generierung des Makrolaktons noch nicht vor-
handen sein sollte. Dieses ungewohnliche Motiv stellt die
Frage nach dem biosynthetischen Ursprung des Makrolak-
tons. 2008 schlug Taylor vor, dass dieses einzigartige Makro-
lakton aus einer intramolekularen Umesterung hervorge-
gangen sein konnte (Abbildung 2).0"
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Desepoxytedanolid (7)

Abbildung 2. Biosynthetischer Vorlaufer von Tedanolid (1) und hypo-
thetische Umesterung.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese und zur Bestimmung
der biologischen Aktivitdt des vorgeschlagenen Vorldufers
Desepoxy-isotedanolid (6) begannen wir mit dessen Synthese.
Die retrosynthetische Analyse unterteilt Desepoxyisoted-
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anolid an der Esterbindung und zwischen C12 und C13. Das
daraus resultierende Methylketon wurde bereits in der Ted-
anolid-Synthese von Roush und unserer optimierten Synthese
von Tedanolid genutzt. Fiir die Synthese musste im Vergleich
zur Tedanolid-Synthese das Schutzgruppenmuster angepasst
werden, eine Aufgabe, die sich als nicht-trivial herausstellte
(Abbildung 3).
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Abbildung 3. Retrosynthetische Analyse von Desepoxyisotedanolid (6).

Fiir die erfolgreiche Synthese von 6 war schliellich die
Wahl der Schutzgruppe fiir den Alkohol an C17 ausschlag-
gebend. Nach erfolglosen Versuchen mit unterschiedlichen
Schutzgruppen (z.B. alloc, MMTr) richtete sich unser Au-
genmerk auf die Arbeiten von Roush, der tiber die selektive
Schiitzung der C17-OH-Gruppe als TES-Ether berichtete.
Unter Verwendung dieser Arbeitsvorschrift konnten wir
schlieBlich die C17-OH-Gruppe von 115! mit TESCI bei
—78°C erfolgreich schiitzen. Die Behandlung mit DDQ unter
wasserfreien Bedingungen lieferte schlielich das entspre-
chende PMP-Acetal, das mit DIBAL-H regioselektiv geoft-
net werden konnte (Schema 1). Die nachfolgende Dess-
Martin-Oxidation lieferte Aldehyd 10.

Eine Aldolreaktion zwischen 9 und 10 konnte unter den
Roush-Bedingungen erfolgreich durchgefiihrt werden. Dazu
wurde Keton 9 mit LiIHMDS bei —78°C deprotoniert und
anschliefend Aldehyd 10 langsam zugegeben. Die Reaktion
wurde bereits nach 15 Minuten durch die Zugabe von gesit-
tigte Kochsalzlosung abgebrochen (Schema 1). Zunéchst
wurden die Aldolprodukte 13 (d.r. 2.5:1), nicht umgesetztes
Keton 9 und Aldehyd 10 iiber Sdulenchromatographie von-
einander getrennt. AnschlieBend wurden die beiden Aldol-
produkte iiber HPLC mit EtOAc und Heptan als Losungs-
mittel voneinander getrennt. Die bei der Aldolreaktion be-
obachtete Selektivitdt von 2.5:1 kann mithilfe der beiden
gegenldufigen Effekte der Felkin-Kontrolle durch die a-
Konfiguration und der anti-Felkin-Kontrolle durch die Kon-
figuration an C15 erklirt werden.

Anfénglich versuchten wir, die C13-OH-Gruppe als TBS-
Ether zu schiitzen, um am Ende der Synthese alle TBS-
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Schema 1. Synthese von Fragment 10, Aldolreaktion und Makrocyclisie-
rung. a) TESCI, 2,6-Lutidin, DMAP, CH,Cl,, —78°C, 3 h, 80%; b) DDQ,
4 A MS, CH,Cl,, —10°C, 84%; ) DIBAL-H, CH,Cl,, —78°C; d) DMP,
NaHCO;, CH,Cl,, RT, 80% tiber 2 Stufen; e) 9, LIHMDS, THF, —78°C,
30 min, 50%, d.r. 2.5:1; f) SEMCI, DIPEA, TBAI, THF, 50°C, 72 h, 0 bis
50°C, 90%; g) PPTS, MeOH, THF, RT, 60%, h) [Pd(PPh;),Cl,]
nBu,SnH, CH,Cl,; i) 2,6-CI-CH,COCI, Et,N, DMAP, CHq, RT, 24 h,
45% uber 2 Schritte. TES =Triethylsilyl, DMAP = 4-Dimethylaminopyri-
din, DDQ = 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon, DIBAI-H = Diiso-
butylaluminium-hydrid, DMP = Dess-Martin-Periodinan, LiHMDS = Li-
thiumhexamethyldisilazid, SEM = 2-(Trimethylsilyl)ethoxymethyl,
DIPEA = Diisopropylethylamin, TBAI = Tetrabutylammoniumiodid,
PPTS = Pyridiniumtosylat, PMB = p-Methoxybenzyl, TBS =tert-Butyldi-
methylsilyl.

Gruppen in einer Reaktion entfernen zu konnen. Allerdings
waren wir nicht in der Lage, diese TBS-Schiitzung durchzu-
fithren. Verschiedene Schutzgruppen, die die Bedingungen
einer TES-Entschiitzung tiberstehen konnen, wurden getes-
tet. Wir entschieden uns schlieBlich die Synthese unter Ver-
wendung der SEM-Group fortzusetzen.

Damit war die Synthese vorbereitet fiir die Makrolakto-
nisierung. Fiir diese Transformation wurde die C17-TES-
Gruppe selektiv mit PPTS in Methanol/THF entfernt. Dabei
wurde die Reaktion abgebrochen, noch bevor vollstiandiger
Umsatz erreicht wurde, da lingere Reaktionszeiten dariiber
hinaus zur Abspaltung der TBS-Gruppe fiihrten. Die Car-
bonsdure wurde mit [Pd(PPhs),] und Tributylzinnhydrid
freigesetzt (Schema 1).’*"! Das so erhaltene Rohprodukt
wurde mit Hexan als Losungsmittel durch eine kurze Kie-
selgelsdule filtriert, um die Zinnverbindungen zu entfernen.
Das nach FEluierung mit Essigester erhaltene Rohprodukt
wurde direkt in den Makrolaktonisierungsreaktionen einge-
setzt. Bei der Validierung unterschiedlicher Bedingungen
(Shiina, Evans, Mukaiyama, Yamaguchi-Yonemitsu)!""
wurden die hochsten Ausbeuten bei der Verwendung des
modifizierten Yamaguchi-Protokolls beobachtet.

Fir den Abschluss der Synthese von Desepoxyisoted-
anolid (6) wurde die PMB-Gruppe in Verbindung 14 entfernt
(Schema 2). Die Reaktion verlief unter vollstindigem
Umsatz, und der so erhaltene Alkohol wurde zum entspre-
chenden Keton oxidiert. Die Spaltung des SEM-Ethers an der
C13-OH-Gruppe konnte mit MgBr, und einem Uberschuss
Ethanthiol erreicht werden. Die umfassende Entschiitzung
der TBS-Gruppen wurde mit HF-Et;N in Acetonitril erreicht.
Die Entschiitzungsreaktion lieferte nach 3 Tagen Desepoxy-
isotedanolid (6) in guten Ausbeuten.
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Schema 2. Abschluss der Synthese von Desepoxyisotedanolid (6).

a) DDQ, CH,Cl,, pH7-Puffer, RT; b) DMP, NaHCO;, CH,Cl,, 80% iiber
(2 Stufen); c) MgBr,, EtSH, Et,0, RT, 80%; d) HF-Et;N, Et;N, CH,CN,
RT, 70%.

Mit der so erhaltenen Verbindung sollte anschlie3end die
biologische Profilierung durchgefiihrt werden. Die antiproli-
ferative Wirkung des Desepoxyisotedanolids (6) wurde im
Vergleich zu Desepoxytedanolid (7) und Tedanolid (1) mit
verschiedenen Sidugerzelllinien untersucht. Wie Tabelle 1

Tabelle 1: Inhibitorische Wirkung (1Cso [nmolL™"]) der Tedanolide 1, 6
und 7 bei Saugerzellen.

Zellliniel 6 7 1
KB-3-1 42 0.6 0.33
L-929 109 1.6 0.35
PtK2 1008 1.8 -

[a] KB-3-1, Zelllinie eines humanen Cervix-Karzinoms; L-929, Maus-Fi-
broblasten; PtK2, Nierenzelllinie des Rattenkangurus.

zeigt, waren alle drei Verbindungen unterschiedlich aktiv in
der Inhibierung der Vermehrung der getesteten Zelllinien.
Die aktivste Verbindung war Tedanolid (1) mit einem ICs,-
Wert im pikomolaren Bereich, gefolgt von Verbindung 7. Die
biologische Aktivitdt von Desepoxyisotedanolid (6) war hin-
gegen im Vergleich zu Desepoxytedanolid (7) deutlich redu-
ziert.

Fiir die Tedanolide ist schon gezeigt worden, dass sie das
eukaryotische Translationssystem hemmen. Deshalb haben
wir die Hemmwirkung von Desepoxyisotedanolid (6) in
einem Translationstest in vitro im Vergleich mit 7 getestet
(Abbildung 4). Es wurde ein Retikulozytenlysat von Kanin-
chen eingesetzt, dem die biogenen Aminosduren und mRNA
fir Leuchtkéfer-Luziferase zugesetzt wurden. Der Ansatz
wurde dann mit verschiedenen Konzentrationen der Test-
verbindungen inkubiert.

Nach 90 min wurde die resultierende Lumineszenz ge-
messen, die direkt proportional der Translation der Luzife-
rase-mRNA ist. Die erhaltenen ICs-Werte waren 0.01 pm fiir
Desepoxytedanolid (7) und 120 pm fiir Desepoxyisotedanolid
(6). Die Werte zeigen das unterschiedliche Potential der
beiden Verbindungen, die Translation zu hemmen, und soll-
ten so die unterschiedlichen antiproliferativen Wirkungen
widerspiegeln. Die Unterschiede zwischen 6 und 7 sind jedoch
aullerordentlich hoch und gehen iiber die Unterschiede, die
mit Zellkulturen gemessen wurden, hinaus.

Fiir 7 konnten wir schon zeigen, dass der Wirkmechanis-
mus eher dem des Candidaspongiolids als dem des 13-De-
oxytedanolids zu dhneln scheint.'”) Wie Candidaspongiolid"
induzierte auch Desepoxytedanolid (7) eine Phosphorylie-
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Abbildung 4. Translationshemmung durch Desepoxyisotedanolid (6;
oben) und Desepoxytedanolid (7; unten) im Retikulozytenlysat.

rung von elF2a. Als Konsequenz daraus diirfte die Initiation
der Translation gehemmt werden. Um diese Hypothese zu
bestdtigen, benutzten wir ein bicistronisches System aus einer
Leuchtkifer-Luziferase, die iiber das normale cap-abhingige
Tanslationssystem gebildet wird, und einer Renilla-Luzifera-
se, die iiber ein cap-unabhingiges CrPV-IRES-System ent-
steht (CrPV =cricket paralysis virus, IRES =internal ribo-
some entry site). CrPV-IRES benétigt fir die Bildung des
80S-Initiationskomplexes keine Initiationsfaktoren. Unsere
Hypothese war daher, dass die CrPV-IRES-vermittelte
Translation durch Desepoxytedanolid (7) nicht gehemmt
wiirde. KB-3-1-Zellen, die mit dem bicistronischen CrPV-
Vektor transfiziert waren, wurden mit Desepoxytedanolid
inkubiert, sowie mit Cycloheximid (einem bekannten Inhi-
bitor der Elongation) und einem Pateamin (einem bekannten
Inhibitor der Initiation). Die von den beiden Luziferasen je-
weils erzeugte Lumineszenz wurde gemessen.

Uberraschenderweise hemmte Desepoxytedanolid (7)
beide Translationssysteme, sowohl die Bildung der Renilla-
als auch der Leuchtkéfer-Luziferase, wie es mit Cycloheximid
erwartungsgemif der Fall war (Abbildung 5). Wie erwartet
hemmte Desmethyldesaminopateamin A (DMDA-pate-
amin A) nur die Lumineszenz der Leuchtkifer-Luziferase.
Die Renilla-Luziferase, vermittelt iiber das CrPV-IRES-
System, war nicht betroffen. Die Ergebnisse legten es daher
nahe, dass 7 neben elF2a noch ein weiteres Zielprotein im
eukaryotischen Translationssystem hat.

Auf der Suche nach zusitzlichen Zielproteinen von 7
haben wir inkubierte Zellen auf phosphoryliertes eEF2 (eu-
karyotic elongation factor 2) hin angefdrbt und beobachteten
dort eine deutliche Zunahme der Fluoreszenz im Vergleich
zur Kontrolle, d.h., Desepoxytedanolid induziert eine Phos-
phorylierung von eEF2 (Abbildung 6), die zu einer Inakti-
vierung dieses Elongationsfaktors fiihrt.
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Abbildung 5. Desepoxytedanolid wirkt nicht nur auf die Initiation der
Translation. Desepoxytedanolid und Cycloheximid hemmten die Trans-
lation der Renilla-Luziferase, cap-unabhingig vermittelt durch CrPV-
IRES (weifde Balken), dhnlich stark wie die cap-abhingige Translation
der Leuchtkifer-Luziferase (schwarze Balken). DMDA-Pateamin A, das
auf den Faktor elF4A wirkt, hemmte nur die cap-abhéngige Translation.

Abbildung 6. Desepoxytedanolid induziert eine Phosphorylierung von
eEF2. PtK2-Zellen wurden 4 h mit 50 nm Desepoxytedanolid (rechts)
oder der gleichen Menge Lésungsmittel (Methanol; links) inkubiert.
Die Zellen wurden danach fixiert und Phospho-eEF2 tiber Immunfluo-
reszenzfirbung sichtbar gemacht. Maf3stab: 10 um.

Die einzige bekannte Kinase fiir eine Phosphorylierung
von eEF2 ist eEF2K. Damit eEF2K aktiv ist, muss sie am
Ser366 dephosporyliert sein. Um zu iiberpriifen, ob Des-
epoxytedanolid eine eEF2K-Dephosphorylierung induziert,
wurden PtK2-Zellen mit 50 nm Desepoxytedanolid (7) be-
handelt und auf phospho-eEF2K hin angefarbt. Wie in Ab-
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Abbildung 7. Desepoxytedanolid induziert eine Dephosphorylierung
der eEF2-Kinase (eEF2K). PtK2-Zellen wurden 4 h mit Desepoxytedano-
lid (rechts) inkubiert. Kontrollzellen (links) wurden nur mit dem L&-
sungsmittel Methanol behandelt. Die Zellen wurden fixiert und auf
phospho-eEF2K (Ser 366) hin gefirbt. Mafdstab: 10 pm.

bildung 7 ersichtlich, reduzierte Desepoxytedanolid in der Tat
den Phosphorylierungsstatus von eEF2K und machte es damit
aktiv.

Nachdem wir den doppelten Wirkmechanismus von 7
gefunden hatten, der sowohl auf die Translations-Initiation
als auch auf deren Elongation zielt, testeten wir, ob Des-
oxyisotedanolid (6) auf dieselbe Weise wirkt. In der Tat
fanden wir ebenfalls eine Induktion der Phosphorylierung
von eEF2 und eine leichte Reduktion des Phosphorylie-
rungsstatus von eEF2K (Abbildung 8), wir konnten aber

Abbildung 8. Desepoxyisotedanolid (6) induziert eine Phosphorylie-
rung von eEF2 (oben) und reduziert den Phosphorylierungsstatus der
eEF2-Kinase (eEF2K; unten). PtK2-Zellen wurden tiber Nacht mit 6
(500 nm; rechts) oder nur mit dem Lésungsmittel Methanol (links) be-
handelt und auf phospho-eEF2 oder phospho-eEF2K hin angefarbt.
Mafistab: 10 um.

keine verstdarkte Phosphorylierung von elF2a. nachweisen.
Eine Induktion einer eEF2-Phosphorylierung wurde auch
schon mit den Myriaporonen 3 und 4 gefunden. Uber
DARTS-Experimente konnte gezeigt werden, dass dies of-
fensichtlich iiber eine direkte Bindung von Myriaporon an die
eEF2-Kinase geschieht.'”! Mit 7 erhielten wir aber keine
Hinweise auf eine direkte Bindung.

Der Befund, dass Desepoxytedanolid (7) den Transla-
tionsmechanismus an zwei unterschiedlichen Stellen hemmt,
ist wahrscheinlich die Erkldrung fiir seine hohe Effektivitt.

Angew. Chem. 2015, 127, 70397043
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Desepoxyisotedanolid (6), das den Translationsprozess viel
weniger effektiv hemmt, inhibiert offensichtlich nur die
Elongationsphase und ist damit weniger wirksam als 7 (Ab-
bildung 9). Unsere Ergebnisse sind vereinbar mit dem Kon-

Initiation
s s
’ An) . AUG}
Atn)
Desepoxy- @

isotedanolid

Elongation

Desepoxy-
tedanolid

Termination

Abbildung 9. Schematische Darstellung des Translationszyklus und die
molekularen Zielproteine von Desepoxytedanolid (7) und Desepoxyiso-
tedanolid (6).

zept einer evolutiondren Optimierung der biologischen Ak-
tivitdt der Tedanolide. Auch wenn wir eine Isomerisierung
in vivo nicht ausschlieBen konnen, so zeigen unsere erfolg-
losen Experimente zur Isomerisierung von Desepoxyisoted-
anolid unter Laborbedingungen, dass diese Isomerisierung
kein spontaner Prozess ist. Durch eine intramolekulare
Umesterung der angenommenen Vorstufe 6 zu Desepoxy-
tedanolid (7) kann Tedanolid die Translation durch zwei
verschiedene Mechanismen hemmen, die Tedanolid signifi-
kant wirksamer machen als die hypothetische Vorstufe. Diese
biologischen Befunde liefern eine plausible Erklarung fiir die
Existenz dieser sehr ungewohnlichen Polyketid-Familie von
Makrolaktonen mit primdren Alkoholen als Ester.

Stichworter: Biologische Evolution - Naturstoffe - Tedanolide -
Translation - Tumortherapeutika

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 6935-6939
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