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Abstract: Myxobakterien sind gut etablierte Quellen diverser
hoch bioaktiver Naturstoffe. Das hier beschriebene Haprolid
ist ein neuartiges Makrolacton, das aus vier modifizierten
Aminosduren und einem Polyketidfragment aufgebaut ist und
aus Byssovorax-cruenta-Harl-Kulturen isoliert wurde. Da sich
die vollstindige Bestimmung der stereochemischen Konfigu-
ration als anspruchsvoll erwies, wurde eine bioinformatische
Analyse der Biosynthesegene zur Vorhersage der Konfigura-
tion der einzelnen Zentren angewendet. Eine detaillierte Ana-
lyse der fiir die Haprolidsynthese zustindigen Biosynthese-
proteine ergab ein hybrides System aus Polyketidsynthase und
Nichtribosomaler Peptidsynthetase und ermoglichte die bio-
informatische Konfigurationsanalyse der einzelnen Stereo-
zentren. Durch nachfolgende Totalsynthese von Haprolid
konnten alle getroffenen Vorhersagen bestitigt werden.
Haprolid zeigte eine zytotoxische Aktivitit gegen bestimmte
Zelllinien im nanomolaren Bereich, auf andere Zellen hatte es
aber iiberraschenderweise kaum Einfluss.

M yxobakterien sind bemerkenswert vielfiltige Produzen-
ten von diversen strukturell einzigartigen Naturstoffen mit
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einem breiten Bioaktivititsspektrum.'*! Haprolid (1; Ab-
bildung 1) wurde wihrend eines Standard-Screenings am
HZI bereits im Jahr 2000 aus Kulturen des Myxobakteriums
Byssovorax cruenta (Stamm Harl) isoliert und strukturell,
jedoch ohne Bestimmung der stereochemischen Konfigura-
tion, aufgeklart."" Hier beschreiben wir die Struktur und
Bestimmung der stereochemischen Konfiguration von
Haprolid, seine Bio- und Totalsynthese sowie seine aullerge-
wohnlich starke und selektive Zytotoxizitit gegen eukary-
otische Zellen.

Haprolid (1)

Abbildung 1. Haprolid (1).

Haprolid (1) wurde in Form eines weillen Feststoffs iso-
liert, dem auf Grundlage von HR-ESI-MS-Messungen die
Summenformel C;Hs3N,O; zugeordnet werden konnte. Die
Analyse der 'H- und "“C-NMR-Spektren (Tabelle S1 der
Hintergrundinformationen) resultierte basierend auf den
chemischen Verschiebungen in folgenden Strukturfragmen-
ten: ein N-H-Amidproton (6(H)=8.28 ppm), sicben Me-
thylgruppen (inklusive einer O-Methylgruppe und zweier N-
Methylgruppen), eine Phenylringeinheit, sieben Methin-
gruppen (von denen fiinf heteroatomgebunden sind), neun
Methylengruppen und fiinf Carbonyl-C-Atome. Die Inter-
pretation der 1D- und 2D-NMR-Daten ergab eine peptidge-
bundene lipophile C,,-Einheit. Die detaillierte Analyse der
COSY-, HMQC- und HMBC-Korrelationen lieferte ein
Prolinfragment (Pro), gebunden an drei weitere Aminosdu-
ren: N-Me-Leucin (N-Me-Leu), Sarcosin (Sarc) und Phe-
nylalanin (Phe). Somit konnte Haprolid (1) eine tetrapep-
tidische Teilstruktur zugeordnet werden (Abbildungen S4—
S7). Die Aminosiduresequenz konnte mittels ESI-MS/MS-
Fragmentierung (Abbildung S11) bestitigt werden, wobei die
Bausteine Pro (m/z =115), N-Me-Leu (m/z =127) und Sarc
(m/z ="71) abgespalten wurden. Die Anbindung der Polyke-
tidkette an die Phenylalanineinheit konnte mittels HMBC-
Korrelationen zwischen dem Phe-a-Proton und C-1 der Po-
lyketideinheit nachgewiesen werden. Die Konstitution der
lipophilen Dodecylkette und die Position der Doppelbindung
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(C-3/4) wurde durch Analyse der COSY- und HMBC-Kor-
relationen aufgekliart. Starke ROESY-Korrelationen zwi-
schen H-3 und der Methylgruppe an C-4 der Polyketidkette
lieBen auf eine Z-Geometrie der Doppelbindung schliefen.
Diese Annahme wurde durch weitere ROESY-Korrelationen
zwischen H-2b (6(H)=2.64 ppm) und H-5b (6(H)=2.20-
2.14 ppm) gestiitzt (Abbildungen S8 und S9). Die cyclische
Struktur von 1 konnte mittels starker HMBC-Korrelationen
zwischen H-7 (6(H) =4.62 ppm) und Pro-C-1 nachgewiesen
werden. Die Bestimmung der absoluten Konfiguration der
Aminosduren wurde iiber chemische Standardmethoden
(Abbau und Derivatisierung)” durchgefiihrt. Diese lieBen
auf die Konfigurationen L-Pro, p-N-Me-Leu und L-Phe
schlieBen. Da sich die Konfigurationsanalyse der Oxyme-
thingruppen in der Polyketidkette (C-7 und C-11) als an-
spruchsvoll herausstellte, wurde entschieden, diese vorerst
mittels bioinformatischer Analyse der Ketoreduktasedoma-
nen durchzufiihren.** Hierfiir wurde die Sequenz des Bio-
synthesegenclusters von Haprolid bendtigt. Um dieses im
Genom des Produzenten Byssovorax cruenta Harl zu iden-
tifizieren, wurde genomische DNA einer Illumina-Sequen-
zierung unterzogen, woraus ein erster Entwurf der aus zehn
Fragmenten bestehenden Genomsequenz resultierte. Geméf
der chemischen Struktur von Haprolid sollte das Biosynthe-
secluster ein hybrides System aus Polyketidsynthase und
Nichtribosomaler Peptidsynthetase (PKS-NRPS) enthalten.
Nach eingehender Analyse aller vorhergesagten hybriden
PKS-NRPS-Gencluster mithilfe von antiSMASH! wurde ein
Kandidat gefunden, der mit der retrobiosynthetischen Vor-
hersage konform war und zwei Liicken aufwies. Diese konn-
ten durch Sequenzierung von Polymerasekettenreaktions-
produkten geschlossen werden (Tabelle S2). Die BLAST-
Analyse der Funktion der einzelnen Gene des ausgewihlten
Clusters lie8 auf drei groe Gene schlieBen (hapA, hapB und
hap(C), die fir zwei PKS-Megaenzyme und einen hybriden

HapA HapB

PKS-NRPS-Multienzymkomplex kodieren. Die eingehende
Annotation der vor- und nachgelagerten Gene von hapA-
hapC wies auf keine offensichtliche Funktion fiir die Hapro-
lid-Biosynthese hin. Die Biosynthese beginnt mit dem Mul-
tienzym HapA, einem gemischten Lade- und Kettenverlidn-
gerungs-Modul, das bereits aus verschiedenen Biosynthesen
myxobakterieller Naturstoffe bekannt ist: Soraphen,® Meli-
thiazol,” Thuggacin!® und Disciformycin.”’ Die Polyketid-
kette wird mithilfe von drei Modulen des Megaenzyms HapB
verldngert, und das hybride PKS-NRPS Protein HapC, das
ein weiteres PKS-Modul und vier NRPS-Module enthilt, er-
weitert die Polyketidkette um einen Baustein und integriert
die vier Aminosdurereste in die Struktur.

Um die vorhergesagten, im Biosynthesegencluster ko-
dierten Funktionalititen zu bestédtigen, wurden alle sechs
Acyltransferase(AT)- und die vier Adenylierungs(A)-Do-
ménen hinsichtlich ihrer Substratspezifitdt analysiert. Die
Sequenzen der ATs wurden mit der kristallisierten Form von
Malonyl-CoA :Acyl-Carrier-Protein(ACP)-Transacylase aus
Escherichia coli verglichen (Tabelle S3, Abbildung $12).1"
Die AT-Ladedomine (AT), die fiir einen Transfer des
Acteyl-CoA-Komplexes auf die ACP; zustindig sein sollte,
trdgt erstaunlicherweise einen Arginin-Rest (R117), der als
essenziell fiir die Aktivierung von Dicarbonsduren als Ket-
tenverldngerungseinheiten angenommen wird (Abbil-
dung S12).""1 Es sind allerdings auch Beispiele dieser Prote-
inmodifikation bekannt, die entweder Acteyl-CoA- oder
Malonyl-CoA-Komplexe transferieren.'"'?! Die Analyse der
Substratspezifitit der AT-Doménen ergab, dass die kollineare
Fertigungslinie einen Acetyl-CoA-Komplex als Starteinheit
ladt, der nachfolgend mit drei Malonyl-CoA-Einheiten er-
weitert wird, gefolgt von einem Methylmalonyl-CoA- und
einem weiteren Malonyl-CoA-Einbau. Diese Schritte sind in
Einklang mit der chemischen Struktur von Haprolid
(Schema 1, Abbildung S12 und Tabelle S3). Die A-Dominen

HapC

Modul L+1 Modul2 [ Modul3 | Modul4d

Modul5 [ Modul6 | Modul7 | Modul8 | Modul9 >
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Schema 1. Biosynthese von Haprolid. Detaillierte Beschreibung siehe Text.
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wurden hinsichtlich ihrer mutmaflichen Aminosdure-
spezifitit analysiert (Tabelle S4, Abbildung S13),™ die
ebenfalls in Ubereinstimmung mit der Haprolidstruktur
war (Schema 1).

Basierend auf der Analyse der Ketoreduktase(KR)-
Dominen, A-Dominen und Kondensations(K)-Do-
minen des Haprolid-Biosyntheseclusters (Hap) wurde
die absolute stereochemische Konfiguration aller Ste-
reozentren prognostiziert.'” Die Konfigurationsanaly-
se zeigte Ubereinstimmung mit den Befunden der
chemischen Analyse (siehe oben). Hinweise auf die
absolute Konfiguration der beiden Oxymethingruppen
in der Polyketidkette wurden durch den Vergleich der
spezifischen Sequenzmotive der KR-Dominen erhal-
ten (Typ-A- und Typ-B-Stereosperzifitit; Abbil-
dung S14).5 Die statistische Analyse der beiden KR-
Doménen ergab einen ScoreDiff-Wert von 27.64 fiir C-18 und
47.39 fiir C-22.°4 Fiir beide Oxymethineinheiten wurde somit
eine D-Konfiguration vorhergesagt, da sie von Typ-B-KR-
Dominen generiert werden (KR1, KR3). Dies ist das zweite
Beispiel, in dem die Genauigkeit einer Biosynthese-gestiitz-
ten Strukturvorhersage mithilfe absoluter Werte einer statis-
tischen Analyse quantifiziert wurde. Die Z-konfigurierte
Doppelbindung wird vermutlich vom Haprolid-Biosynthese-
modul 5 katalysiert, das eine Typ-B-KR-Doméne enthilt. Die
meisten cis-Alkene in Polyketiden werden tiber Dehydrata-
se(DH)-Dominen gebildet, die die Eliminierung von Wasser
aus (35)-Hydroxyacylintermediaten katalysieren, die wie-
derum von Typ-A-KR-Doménen generiert wurden. Es sind
aber bereits Ausnahmen von dieser Regel beschrieben, in
denen Typ-B-KR-Dominen in die Bildung einer cis-Dop-
pelbindung involviert sind. Dazu gehoren die Biosynthesen
von Borrelidin,'”! Chivosazol,* Difficidin® und Mupiro-
cin.”! Aus der Kombination von C-Dominen-Analyse und
Vorhersage der Substratspezifitdt der A-Doménen konnte
eine kollineare Biosynthese gefolgert werden, die mit der
Aktivierung einer L-Phe-Einheit startet (Doméne A6) und
nachfolgend die Anbindung des PCP-gebun-
denen L-Phe an die Polyketidkette durch Do-
méne C6 vollzieht. Im néchsten Schritt wird
Glycin aktiviert und in die hybride PK-NRP-
Kette integriert, von der N-MT-Doméne
(Modul 7) N-methyliert und anschlieBend mit
einer L-Leu-Einheit erweitert, die ebenfalls N-
methyliert und epimerisiert wird. Anschlie-
Bend bewirkt die Typ-"C -Kondensationsdo-
méne (C9) die p-L-Peptidverkniipfung zwi-
schen D-Leu und des von Modul 9 eingefiihrten
L-Pro (Schema 1). SchlieBlich wird die intra-
molekulare Makrocyclisierung zu Haprolid (1)
von der TE-Doméne in Modul 9 katalysiert.

Nerylacetat (6
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Abbildung 2. Haprolid und seine Retrosynthese.

Stufe die Synthese beider Diastereomere an C-7 erméglicht
werden kann. Um eine moglichst effiziente Synthese durch-
zufithren, wéhlten wir Nerylacetat als Ausgangsmaterial, das
schlussendlich zu Segment 2 umgesetzt werden musste.”” Die
Hiirden der Synthese waren der Aufbau der Z-konfigurierten
und im Bezug zur Sdure dekonjugierten Doppelbindung
sowie die Synthese der beiden relativ isolierten sekundéren
Alkoholfunktionen. Die Losung des ersten Problems lag in
der Verwendung eines Olefins als Vorstufe fiir die Sdure. Die
Freisetzung der Sdure erfolgte spater mithilfe von Strukuls
Katalysator, der die selektive Epoxidierung der terminalen
Doppelbindung, ohne das Z-konfigurierte interne Olefin an-
zugreifen, ermoglichte. Der Aufbau der sekundiren Alko-
holfunktionen erfolgte durch enzymatische kinetische Race-
matspaltung und selektive Epoxidoffnung. Fiir die Um-
wandlung von 7 zu 8 wurde schlieBllich eine optimierte Vor-
schrift zur Synthese einer thermisch stabilen Iodmethyllithi-
umverbindung verwendet, die auf die Pionierarbeiten von
Kobrich zuriickdatiert werden kann.”!

Die Synthese begann mit einer mCPBA-vermittelten
Epoxidierung der terminalen Doppelbindung®®! im Neryl-

1. mCPBA, 1. Nalo,
CHzC|2 X o THF/H,O X
) 0, - -
C, 96% x 2. MeLi LiBr Q\(/Q)
2. VinylMgBr CHalp, ELO,
THEIDMS. 7 -20 °C, 73% ’
Cul, -30 °C, 87% tber 2 Stufen Jacobsens HKR
AcOH, H0,
THF, 47%
Ac,0, TEA
DMAP

CH,Cl,, 87%

Xy~ oH OMe
x

Basierend auf der oben beschriebenen
Strukturaufkldrung entwickelten wir anschlie-
Bend eine Retrosynthese, bei der das Peptid-
und das Polyketidfragment durch eine Peptid-
kupplung verkniipft werden sollten (Abbil-
dung 2). Die Lactonisierung sollte entweder
mithilfe der Shiina®! oder der Mitsunobu-
Vorschrift® erfolgen, da so auf der letzten
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9 77% 4
Mg, THF
Cul, -30 °C
1. K,CO;4
OH OH 1.TsCl, Et;N OAc 2. Mel, NaH OMe
CH,Cl,, 90% /\/'\ 85% 2 Stufen :
11 2.CALB Ts0 3 Ler DMF BT TR
Vinylacetat ~ 49%, ee >95% 0 °C— RT, 80% 5
iPr,0

12

Schema 2. Synthese des Segments 10. CAL-B= Lipase B aus Candida antarctica,
mCPBA = meta-Chlorperoxybenzoesiure, DMAP =4-Dimethylaminopyridin, DMS = Di-
methylsulfid, HKR = hydrolytische kinetische Racematspaltung, TEA=Triethylamin,

Ts =Tosylat.
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acetat (Schema 2). Die nachfolgende Umsetzung mit Vinyl-
magnesiumbromid in Gegenwart von Kupfer(I) lieferte
Epoxid 7.”%! Nach intensiver, aber erfolgloser Untersuchung
verschiedener funktioneller Gruppen als Synthesebausteine
fiir das Carboxylat entschieden wir uns dafiir, eine mono-
substituierte Doppelbindung als Aquivalent der Carboxylat-
gruppe zu verwenden und damit die Synthese von 2 fortzu-
setzen. Verbindung 7 wurde mithilfe von NalO, in den ent-
sprechenden Aldehyd iiberfiihrt und anschlieBend mit Tod-
methyllithium, das in situ aus CH,I, und MeLi in der Ge-
genwart von LiBr generiert wurde, zu Aldehyd 8
umgesetzt.” Dieses optimierte Verfahren zur Herstellung a.-
halogenierter Organolithiumverbindungen (Kdobrich-Rea-
gentien)?” erméglicht die Handhabung solcher Reaktionen
bei Temperaturen zwischen —20 und 0°C, ohne dass sich die
Produkte zersetzen. Das so erhaltene Epoxid wurde unter
Verwendung des ((R,R)-Salen)Co'-Komplexes®! einer hy-
drolytischen kinetischen Racematspaltung nach Jacobsen
unterzogen. Das so erhaltene Epoxid 4 wurde anschlieSend
mit dem von 5 abgeleiteten Grignard-Reagens umgesetzt und
lieferte den Polyketid-Baustein 9.

Die Umwandlung der terminalen Doppelbindung zur
Carbonsdure konnte in vier Stufen erreicht werden und
nutzte als Schliisselschritt die selektive Epoxidierung der
terminalen Doppelbindung mithilfe des von Strukul et al.
entwickelten Platinkatalysators (Schema 3).%l Die Konden-
sation mit dem entsprechenden Tripeptid wurde unter Stan-
dardbedingungen der Peptidsynthese erzielt und ergab die

1. A, Hy0,
CH,Cl,, 67%

2 HCIO4 THF N
OH
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lineare Vorstufe 15. Hydrolyse des Acetats und des Methyl-
esters lieferte die Secosdure, die unter Verwendung der
Mitsunobu-Vorschrift Haprolid in 55 % Ausbeute ergab. Alle
spektroskopischen Daten des synthetischen Materials
stimmten mit denen einer authentischen Probe {iiberein
(Syntheseteil in den Hintergrundinformationen).

Die zytotoxische Aktivitdt von Haprolid (natiirliches und
synthetisches Material) gegen einige humane Krebszelllinien
wurde getestet (Tabelle 1). Interessant war die hohe Aktivitéit

Tabelle 1: Zytotoxische Aktivitit von Haprolid.

Zelllinie (Zugangsnr.) 1Csp [lam]

1 (aus B. cruenta) 1 (synthetisch)

A-549 (ACC-107) >100 >100
Hep2 (CCL-240) 0.0042 +0.0032 0.01
HL-60 (ACC-3) 0.104+0.11 nd.
Huh7.5 (APC49) 0.29+0.23 0.37
KB-3.1 (ACC-16) 0.01440.002 nd.
SK-OV-3 (HTB-77) >100 >100
THP-1 (ACC-16) 0.02540.014 0.06
U-2 OS (ACC-785) 1.734£0.64 nd.

(ICs-Werte im nanomolaren Bereich) von Haprolid gegen
die Zervixkarzinom-Zelllinien Hep2 und KB-3.1 (HeLa-De-
rivate) sowie die Leukdmie-Zelllinien THP-1 und HL-60.
DielCs,-Werte fiir Huh7.5-Leberkarzinom- und U-2-OS-
Knochentumor-Zellen lagen im hoheren nanomolaren Be-
reich. Im Unterschied dazu konnte keine Ak-
tivitdt von Haprolid gegen A-549-Lungenkar-
zinom- und SK-OV-3-ovariale Adenokarzi-
nom-Zellen detektiert werden. Der Grund fiir
diese selektive Zytotoxizitit sowie das mole-
kulare Target von Haprolid sind bisher nicht

gh?nio;(\sc% 13 EI(D)C‘;;HCI bekannt. Wir konnten weder spezifische Wir-
‘;20'2””'“ Ox. o | © Oj/OMe DIPEA kungen von Haprolid auf das Zytoskelett
©/YJ\N/\H/N '\Il_, g:f’fc'z (Aktin, Tubulin) noch bestimmte Hinweise auf
NH, | 0 ° Apoptose (mitochondriale Membrandepolari-
sation, Funktionsstorung der Lysosomen und
MeQ Zellkernfragmentierung) in KB-3.1-Zellen be-
1. K,CO3, MeOH OW obachten (Abbildung S15). Geplante bioche-
2. LiOH, THF . NH \ mische Studien werden sich mit dem bisher
o} 82% Uber zwei Stufen ©/ J\ AcO unbekannten und interessanten Wirkmecha-
o | o 0 _?_bzif\gvsf/:"hay 0" N7 oMeofo nismus von Haprolid befassen.
N ' H(N N7 Zusammenfassend konnten wir einen
o] o} L neuen Sekunddrmetaboliten aus Myxobakte-
Haprolid (1) 15

rien isolieren, die Biosynthese aufkldren, damit
eine Strukturvorhersage treffen und diese an-

. schlieBend durch Totalsynthese bestétigen. Fiir
die Biosynthese-gestiitzte Strukturaufkldrung
konnten bereits etablierte Vorschriften und
statistische Methoden genutzt werden, die eine
quantitative Beurteilung der getroffenen
Strukturvorhersage ermoglichten. Die Synthe-
A seroute zu Haprolid zeichnet sich durch die
Anwendung selten genutzter Vorschriften fiir

CF3S0,

Schema 3. Abschluss der Synthese von Haprolid (1). DEAD = Diethylazodicarboxylat,
DIPEA = N,N-Diisopropylethylamin, EDC = 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodi-

imid, HOBt=Hydroxybenzotriazol.
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die Umwandlung von Epoxiden aus (Strukuls
Katalysator und ein thermisch stabiles ITodme-
thyllithiumreagens). Letztlich bietet die be-
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merkenswerte biologische Aktivitdt von Haprolid, in Kom-
bination mit der kurzen und effizienten Totalsynthese
(langste lineare Route: 12 Stufen), eine gute Voraussetzung
fiir einen potenziellen Einsatz als Wirkstoff.

Stichwérter: Haprolid - Polyketid-(Bio)-Synthese -
Retrosynthese - Strukturaufklarung - Zellspezifisches Zytotoxin

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 10113-10117
Angew. Chem. 2016, 128, 10267-10271
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