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Totalsynthese von Aurantosid G, einer N-f}-glycosylierten 3-Oligo-
enoyltetramsiure aus Theonella swinhoei

Markus Petermichl, Sebastian Loscher und Rainer Schobert*

Abstract: Erstmals wurde eine natiirliche N-glycosylierte 3-
Acyltetramsdure synthetisiert. Aurantosid G ist ein tiefroter, in
Reinsubstanz hochst empfindlicher Metabolit des Meeres-
schwammes Theonella swinhoei. Es hat eine chlorsubstituierte
Dodecapentaenoyl-Seitenkette an einer L-Asparagin-abgelei-
teten Tetramsdure, deren Lactam-Stickstoffatom eine (-konfi-
gurierte D-Xylose trigt. Die Seitenkette wurde iiber konseku-
tive Wittig- und HWE-Olefinierungen aufgebaut und fiir die N-
Acylierung eines Asparaginats verwendet, dessen Amino-
gruppe bereits vorher iiber eine Fukuyama-Mitsunobu-Reak-
tion mit einer D-Xylose verkniipft worden war. In diesem N-
Acylierungsschritt wurde auch die fiir die fungizide Aktivitiit
essenzielle 3-Konfiguration der Xylose festgelegt, wofiir grofie,
elektronenreiche PMB-Schutzgruppen am Zucker verant-
wortlich sind. Der Heterocyclus wurde zuletzt quantitativ
durch eine basische Lacey-Dieckmann-Kondensation eines
vollstindig entschiitzten N-(f3-Ketoacyl)aminosiuresters ge-
schlossen.

N atiirliche 3-Acyltetramsduren (d.h. 3-Acylpyrrolidin-2,4-
dione) sind hybride Polyketid-Aminosdure-Metaboliten, die
von Bakterien, Schimmelpilzen, hoheren Pilzen und
Schwidmmen produziert werden und die héufig ein breites
Spektrum biologischer Aktivititen zeigen.'! Wegen der Fle-
xibilitdt der Polyketidbiosynthese kommen sie in vielen
Struktur- und Komplexititsvarianten vor. Etliche von ihnen
enthalten Zuckerreste. Die Mehrzahl von ihnen ist am Ende
der 3-Acylseitenkette O-glycosyliert, etwa die Epicoccami-
de™ und Ancorinoside,” andere weisen C-Glycosylierung an
dieser Stelle auf, z.B. die Aflastatine,”! oder aber N-Gly-
cosylierung am Lactam-Stickstoffatom, wie bei den Auran-
tosiden” und Rubrosiden.!®’ Bisher wurden erst wenige To-
talsynthesen solcher Glycotetramate publiziert, allerdings
noch keine von N-glycosylierten Tetramsiuren.” Alle be-
kannten Aurantoside A-K (la-k) wurden als orange-rote
Pigmente aus marinen Steinschwdmmen der Genera Theo-
nella (1a,°*° 1,5 1g-i,9 1§),5! Homophymia (1¢),> Si-
liquariaspongia (1d-£)P" oder Melophlus (1k)P# isoliert. Sie
haben eine Asparagin-abgeleitete Tetramsdure gemein, die
einen mono- oder dichlorierten Polyenoylrest an C-3 trégt
und die N-glycosyliert ist, entweder mit D-Xylose oder mit
Di- und Trisacchariden, die p-Xylose, D-Arabinose und 5-
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Desoxyarabinofuranose enthalten. Einige Aurantoside haben
fungizide Eigenschaften, die aber keine klare Strukturab-
hingigkeit aufweisen. Die Aurantoside A, B, E und I zeigten
Wirkung gegen Candida albicans (Wildtyp) mit minimal in-
hibitorischen Konzentrationen (MICs) von 1 pgmL~' oder
weniger, wihrend die Aurantoside D, G und K MIC-Werte
zwischen 2 und 10 pgmL ! erforderten. Die Aurantoside F, H
und J waren praktisch unwirksam, und Aurantosid C wurde
noch nicht getestet. Der Mechanismus der fungiziden Wir-
kung konnte dem der Polyenmakrolide vom Nystatin-Typ
dhnlich sein. Die wenigen bisherigen Tests auf antimikrobielle
Aktivitdt waren eher enttduschend.
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Jede Synthese der Aurantoside muss deren inhdrente In-
stabilitit®! und die Notwendigkeit der B-Konfiguration der
N-glycosidischen Bindung beriicksichtigen. Diese Bindung
scheint eine bestimmende Rolle fiir die fungizide Wirkung zu
spielen, wie man am Aktivitdtsunterschied der Epimere 1g
und 1j sieht. Wir haben nun eine Syntheseroute fiir Auran-
tosid G (1g) entwickelt, deren Schliisselschritte auch fiir die
komplexeren Aurantoside anwendbar sein diirften. Die Re-
trosynthese ist in Schema 1 skizziert. Um die tiblichen Pro-
bleme mit der hohen Polaritdt und Metallionen-Affinitit von
3-Acyltetramsduren zu vermeiden, sollte diese Funktionalitét
erst im letzten Schritt, einer baseninduzierten Lacey-Dieck-
mann-Cyclisierung® eines vollstindig funktionalisierten N-
(D-Xylosyl)-N-(p-ketotetradecapentaenoyl)asparaginats, ge-
neriert werden. Letzteres entstiinde durch Aminolyse des
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Schema 1. Retrosynthese fiir Aurantosid G (1g). oNs=o-
(O,N)C4H,SO,, P=Schutzgruppe; optimal: p-Methoxybenzyl.

Thioesters 2, der bereits die komplette 3-Acylseitenkette
enthilt, mit Methyl-N-p-xylosylasparaginat (3), wie von Ley
et al.’! allgemein beschrieben. Thioester 2 sollte iiber eine
Horner-Wadsworth-Emmons(HWE)-Olefinierung des be-
kannten p-Ketophosphonats 4 mit dem Chlortetraenal 5
aufgebaut werden, der wiederum iiber eine Wittig-Reaktion
von Carboethoxymethylentriphenylphosphoran mit 3-Chlor-
but-(2Z)-enal, am besten in situ durch Oxidation von Alkohol
6 generiert, zuginglich ist. Fiir die Synthese von N-Xylosyl-
asparaginat 3 war eine Fukuyama-Mitsunobu-Reaktion einer
geeignet dreifach geschiitzten p-Xylose 8 mit N-nosyliertem
Methylasparaginat 7 vorgesehen. Zu diesem Zeitpunkt war
unklar, ob die sterisch anspruchsvolle o-Nosylgruppe zu einer
a- oder B-Glycosylierung fithren wiirde und ob eine solche
bevorzugte Konfiguration im weiteren Verlauf der Synthese
Bestand haben wiirde.

Zunichst wurde das unbekannte Methyl-N-(o-nosyl)as-
paraginat 7 ausgehend von kéuflichem, geschiitztem Aspa-
ragin 9 in vier Stufen und 80% Ausbeute hergestellt.'”! Die
bekannten Intermediate, d.h. der geschiitzte Methylester 10
und der a-Aminoester 11, wurden dabei zum ersten Mal in
reiner, kristalliner Form und nicht als Ole!' erhalten
(Schema 2, obere Reihe). Es bedurfte sodann etlicher Ver-
suche, um p-Methoxybenzyl (PMB) als die optimale Schutz-
gruppe fiir Xylose zu identifizieren. PMB liefert einerseits
geniigend Elektronendichte fiir die Fukuyama-Mitsunobu-
Reaktion mit dem elektronenarmen Amin 7 und ist ande-
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Schema 2. Synthese von 3'. Reagentien und Bedingungen: a) K,CO;,
Mel, DMF, 0°C—RT, 1 h; 99%. b) Piperidin, DMF, RT, 1 h; 99%.

¢) oNsCl, NEt;, CH,Cl,, 0°C—RT, 16 h; 92%. d) F;CCO,H, CH,Cl,,
0°C—RT, 1 h; 89%. e) Allylalkohol, BF;-OEt,, Riickfluss, 16 h; 77 %.
f) PMBCI, NaH, DMF, 0°C—RT, 72 h; 86 %. g) KOtBu, DMF, 70°C,

2 h. h) 0.1 m HCl, Aceton, Riickfluss, 1 h; 87% (2 Stufen). i) DIAD,
PPh;, THF, —78°C—RT, 16 h; 69%. j) DIPEA, PhSH, DMF, RT, 4 h;
77%. DIAD = Azodicarbonséurediisopropylester, DIPEA = Diisopropyl-
ethylamin, Fmoc = Fluorenylmethoxycarbonyl, Trt = Triphenylmethyl.

rerseits sterisch so anspruchsvoll, dass es die spatere N-Acy-
lierung von 3 zugunsten der -Konfiguration lenken sollte.
Die neue PMB-geschiitzte Xylose 8 wurde ausgehend von D-
Xylose in vier Stufen und 58 % Ausbeute als 1.7:1.0 Mischung
von o- und -Anomeren erhalten. Die selektive 1-O-Ally-
lierung!"” von p-Xylose und anschlieBende Benzylierung des
gebildeten Glycosids 13 mit PMBCI lieferte die geschiitzte
Xylose 14. Thr Allylether wurde gespalten," indem er zuerst
mit Base zum entsprechenden Enolether 15 isomerisiert
wurde, der anschlieBend sofort mit Salzsdure unter Bildung
von Baustein 8 hydrolysiert wurde (Schema 2, mittlere
Reihe).

Die Fukuyama-Mitsunobu-Reaktion™! von 8 mit Sul-
fonamid 7 verlief schnell und vollstandig. Das N-nosylierte
Amin 16 wurde in 69 % Ausbeute als reines a-Anomer iso-
liert, wie das NMR-Spektrum zeigte. Die chemischen Ver-
schiebungen von C-1 der Xylose differieren um ca. Ad=
20 ppm fiir die o- und f3-Anomere, und die Kopplungskon-
stanten /iy fiir 1-H betragen 3—4 Hz fiir das a-Anomer und
7-8 Hz fiir das f-Anomer. Die Entnosylierung von 16 mit
Thiophenol und Hiinig-Base ergab das Schliisselamin 3’ (P =
PMB) in 77 % Ausbeute, allerdings als 1.5:1.0-Mischung von
a- und f-Anomeren (Schema 2, untere Reihe).

Die Herstellung des benotigten Thioesters 2 erfolgte nach
einem verbesserten Verfahren nach Poulter und Heaps!™!
ausgehend von 3-Chlorbut-(2Z)-en-1-ol (6), das selbst durch
Umsetzung von But-2-in-1-ol (17) mit Red-Al und N-
Chlorsuccinimid (NCS) erhalten wurde (Schema 3). Die
schrittweise Kettenverldngerung von 6 erfolgte durch eine
Domino-Oxidation-Wittig-Olefinierung, wie von Taylor und
Wei®! beschrieben, unter Verwendung von MnO, und Car-
boethoxymethylentriphenylphosphoran (18), da der zu 6 ge-
horige Aldehyd sehr empfindlich ist. Das gebildete
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Schema 3. Synthese von 2. Reagentien und Bedingungen: a) 1. Red-Al,
THF, 0°C—RT, 16 h; 2. NCS, THF, —78°C—0°C, 3 h; 82%. b) MnO,,
Ph;P=CHCO,Et (18), CH,Cl,, Riickfluss, 16 h; 63 %. c) DIBAL-H,
CH,Cl,, —78°C, 1 h; 75%. d) MnO,, 18, CH,Cl,, Riickfluss, 16 h; 77%.
e) DIBAL-H, CH,Cl,, —78°C, 1 h; 94%. f) MnO,, 18, CH,Cl,, Riickfluss,
16 h; 60%. g) DIBAL-H, CH,Cl,, —78°C, 1 h; 77%. h) MnO,, CH,Cl,,
RT, 3 h. ) NaH, THF, 0°C, 3 h; 84% (2 Stufen). DIBAL-H = Diisobutyl-
aluminiumhydrid, Red-Al = Natriumbis (2-methoxyethoxy)aluminiumhy-
drid.

Ethyldienoat 19 wurde zum Alkohol 20 reduziert, der in
gleicher Weise durch Domino-Oxidation-Wittig-Olefinierung
mit MnO, und Ylid 18 zum Ethyltrienoat 21 verldngert wurde.
Eine dritte Sequenz von Reduktion und Domino-Oxidation-
Wittig-Reaktion lieferte Ethyltetraenoat 23, das zum ent-
sprechenden Alkohol 24 reduziert wurde. Dieser wurde
schlieBlich mit MnO, zum gewiinschten Aldehyd 5§ oxidiert.
Dieser wurde wegen seiner Instabilitit, selbst in Inertgasat-
mosphére, im Dunklen bei —20°C sofort in einer HWE-Re-
aktion mit Leys S-tert-Butyl-4-(diethylphosphono)-3-ox-
obutanthioat (4)!"! unter Bildung von Thioester 2 in 84%
Ausbeute umgesetzt (11 % iiber neun Stufen).

Die Aminolyse des Thioesters 2 mit der 1.5:1.0-Anome-
renmischung von Methyl-N-D-xylosylasparaginat 3’ in Ge-
genwart von iiberschiissigem Silbertrifluoracetat nach Leys
allgemeiner Vorschrift’*? erbrachte das p-Ketoamid 25 als
reines B-Isomer in 49 % Ausbeute relativ zu nicht umgesetz-
tem, riickisolierten 3’ (Schema 4). Wir nehmen an, dass wegen
der sterischen Abschirmung durch die PMB-Gruppen an der
Xylose nur das 3-Anomer von 3’ schnell mit 2 reagiert und die
Epimerisierung des restlichen a-Anomers unter den Reakti-
onsbedingungen zu langsam ist. Sie erfolgt definitiv unter den
Bedingungen der Riickisolierung (Extraktion, Aufkonzen-
tration), die wieder eine Mischung beider Anomere lieferte,
die erneut eingesetzt werden kann. Mehrere Reaktionszyklen
sind notig, um alles 3’ zu f-Ketoamid 25 umzusetzen. Da alle
anderen Aurantoside, auBer 1j, -Xylosen mit groen Ara-
binoseresten an C-2 tragen, sollte unsere Route zu Auranto-
sid G (1g) auch fiir diese Aurantoside mit hoher (3-Selekti-
vitdt anwendbar sein. Die Abspaltung der PMB-Gruppen von
25 mit Trifluoressigsdure und Anisol lieferte das ungeschiitzte
N-glycosylierte -Ketoamid 26 als trennbare 1:1-Mischung
von Keto- und Enoltautomeren. Nur das Ketotautomer 26a
reagierte in der abschlieBenden Lacey-Dieckmann-Cyclisie-
rung und lieferte, bei Abstoppen der Reaktion nach 10 min,
chemisch und optisch reines Aurantosid G (1g) in quantita-
tiver Ausbeute. Das Enoltautomer 26b kann mit Sdure zur
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Schema 4. Letzte Stufen der Synthese von Aurantosid G (1g): B-selek-
tive Ley-N-(B-Keto)acylierung zu 25, Entschiitzung und Lacey-Dieck-
mann-Cyclisierung.

1:1-Ausgangsmischung &quilibriert und so weiterverwendet
werden. Ahnlich wie andere Polyenoyltetramséuren, z.B. f-
Lipomycin,”’? erwies sich reines, synthetisches Auranto-
sid G als instabil und zu rascher Zersetzung neigend, was
weitere biologische Tests verhinderte.

Somit konnte der Schwammmetabolit Aurantosid G (1g)
als erstes Beispiel einer N-glycosylierten 3-Acyltetramsdure
in 3.7 % Gesamtausbeute synthetisiert werden. Die -Konfi-
guration des D-Xyloserestes, die essenziell fiir die biologische
Aktivitdt zu sein scheint, wurde erst im Laufe des vorletzten
Schritts, einer N-Acylierung mit einem Thioester nach Ley,
festgelegt. Seine (-Selektivitdt beruht auf den sterisch an-
spruchsvollen PMB-Substituenten an der Xylose. Der eben-
falls wichtige elektronenschiebende Effekt dieser PMB-
Gruppen wird bereits im vorgelagerten Schritt der Fukuy-
ama-Mitsunobu-Glycosylierung des Asparaginbausteins ge-
nutzt. Wir erwarten, dass diese Synthesestrategie auch fiir die
anderen Aurantoside mit sterisch anspruchsvollen Mono-
oder Oligosacchariden an der C-2-Position der (-p-Xylose
anwendbar sein wird. Wir konnten auch zeigen, dass sich die
Lacey-Dieckmann-Cyclisierung als finaler Schritt in der
Synthese auch empfindlicher Tetramsduren eignet, da sie
nicht zu Racemisierung fiihrt und auch mit ausgedehnt kon-
jugierten Polyenfragmenten und ungeschiitzten Zuckern
kompatibel ist.

Stichwérter: Aurantoside - Glycokonjugate - Naturstoffe -
Tetramsiuren - Totalsynthesen
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