
Totalsynthese

Stereoselektive Totalsynthese von (� )-Thallusin zur
Bioaktivitätsprofilierung

Seema Dhiman, Johann F. Ulrich, Paul Wienecke, Thomas Wichard, und Hans-Dieter Arndt*

Professor Herbert Waldmann zum 65. Geburtstag gewidmet.

Abstract: Chemische Mediatoren sind Schlüsselverbin-
dungen zur Kontrolle von Symbiosen in unserer Um-
welt. Hier berichten wir über eine völlig stereoselektive
Totalsynthese des Algendifferenzierungsfaktors (� )-
Thallusin, die sich durchdachter 6-endo-Zyklisierungs-
chemie und effektiver sp2–sp2-Kupplungen mittels Zinn-
freier Reagenzien auf späten Stufen bedient. Durch
quantitative phänotypische Profilierung wurde für die
weit verbreitete Grünalge Ulva mutabilis (Chlorophyta)
ein EC50-Wert von 4.8 pM ermittelt, was die enorme
artenübergreifende Bioaktivität dieses von symbioti-
schen Bakterien produzierten Mediators aufzeigt. SAR-
Untersuchungen weisen darauf hin, dass (� )-Thallusin
mindestens zwei unterschiedliche Signalwege in Ulva
auslöst, die durch chemische Editierung der Mediator-
struktur separiert werden können.

Chemosynthetische Symbiosen von Mikroorganismen sind
für die Stabilität, Dynamik und Vielfalt mariner Ökosyste-
me von zentraler Bedeutung.[1] Typische Beispiele dafür
geben marine Gezeitenzonen besiedelnde Makroalgen.[2]

Insbesondere das Wachstum, die Differenzierung und die
Morphogenese von Makroalgen hängen stark von ihrer
Wechselwirkung mit symbiotischen Bakterien ab.[3] Studien
legen nahe, dass diese Symbionten hormonähnliche chemi-
sche Botenstoffe absondern, die dann die Makroalgen
stimulieren.[4,5] Sowohl für die Meeresökologie (Algenpla-
gen)[6] als auch für Anwendungen in der Algenbiotechnolo-

gie ist es von größter Bedeutung, solche Faktoren zu
verstehen.[7,8]

Hierbei ist (� )-Thallusin (1, Schema 1) ein starkes Mor-
phogen, das bei Monostroma oxyspermum (vor kurzem zu
Gayralia oxyspermum umklassifiziert) eine stabile Thallus-
bildung auslöst.[9] In der weiter verbreiteten Alge Ulva
mutabilis fördert Thallusin stattdessen Zellwand- und Rhi-
zoidbildung, was auf eine artabhängige phänotypische Akti-
vität dieses chemischen Mediators hinweist.[10,11] Zusammen
mit dem symbiotischen Bakterium Roseovarius sp. MS2
bewirkt Thallusin die vollständige Morphogenese.[3,5] Ohne
Thallusin treten bei Ulva Zellwandausstülpungen auf und es
wird kein Rhizoid gebildet. Thallusin selbst wird von sym-
biotischen Bakterien wie dem Cytophaga sp. Stamm YM2-
23, Zobellia spp. oder Maribacter spp. sezerniert, die das
dreigliedrige Konsortium komplettieren.[9–11] Bislang kann
Thallusin durch Fermentation nicht realistisch gewonnen
werden (Ausbeute<1 μgL� 1), was seine Erforschung und
Anwendung stark erschwert.
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Schema 1. (� )-Thallusin (1) und retrosynthetische Planung über 6-
endo-Ringschlüsse. Abkürzungen: ACN=CH3CN, DBU=1,8-Diazabicy-
clo[5.4.0]undec–7-en, DMAP=Dimethylaminopyridin, DMF=Dimethyl-
formamid, DMSO=Dimethylsulfoxid, Im= Imidazol, NIS=N-Iodsuc-
cinimid, NMO=N-Methylmorpholin-N-Oxid, NOE=Kern-Overhauser-
Effekt, TBAF=Tetrabutylammoniumfluorid, TBS= tert-Butyldimethyl-
silyl, THF=Tetrahydrofuran, TMS=Trimethylsilyl, TPAP=Tetra-n-Pro-
pylammonium-Perruthenat.
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Der erste Bericht über eine chemische Synthese machte
(+)-Thallusin aus Sclareoloxid (2, Schema 1) zugänglich,
einem Abbauprodukt des leicht verfügbaren (� )-Sclare-
ols.[12] Diese Arbeit belegte die Stereochemie von 1, ergab
aber ent-Thallusin, das in M. oxyspermum nicht biologisch
aktiv war. Racemisches Thallusin wurde dann mittels einer
Hg2+-vermittelten Polyolefin-Zyklisierung synthetisiert.[13]

Racematspaltung auf einer späten Stufe ermöglichte später
den Zugang zu enantiomerenreinem (� )-Thallusin.[14] Hier
berichten wir über die erste vollständig stereoselektive
Synthese von (+)- und (� )-1, die neue Chemie nutzt. Die
Bioaktivität von Thallusin-Derivaten wurde dann in einem
Modellsystem für die Morphogenese von Makroalgen (U.
mutabilis) untersucht.[10] Wir präsentieren die ersten SAR-
Daten, die auf eine pfadselektive Aktivität von (� )-Thallu-
sin hinweisen.

Die Struktur von Thallusin (1) besteht aus einem stereo-
chemisch reichen Terpenfragment, das über eine annelierte
Dihydropyrancarbonsäure mit einer Pyridin-2,6-Dicarbon-
säure verknüpft ist (Schema 1). Unser Syntheseplan konzen-
trierte sich auf eine Annelierung des Dihydropyranrings an
das Terpengerüst mittels einer 6-endo-Veretherung. Eine
vielversprechender Bindungsbruch durch eine Verethe-
rungs-Arylierungskaskade[15] mittels eines 6-endo-dig-Ring-
schlusses ergibt das Alkin 3, das leicht aus dem β-Hydroxy-
aldehyd 4 gewonnen werden könnte (Weg A). Alternativ
führt die Vereinfachung durch sp2–sp2-Kupplung und Isome-
risierung zum Vinyliodid 5, das aus dem Allen 6 durch eine
6-endo-trig-Reaktion gewonnen werden könnte (Weg B).[16]

Der Aldehyd 4 sollte als Allen-Ausgangsstoff aus Dihydro-
β-ionon (7) durch eine Enolzyklisierung, chirale Derivatisie-
rung und Umfunktionalisierung erhältlich sein.[17]

Bei der anfänglichen Untersuchung von 6-endo-dig ary-
lierenden Zyklisierungen von 5-Hydroxyalkinen (vgl. 3,
Weg A) beobachteten wir für relevante Substrate nur 5-exo-
Reaktionen zu Tetrahydrofuranen.[18] Wir wandten uns da-
her Weg B zu. Die erforderliche Vorstufe wurde aus Dihy-
dro-β-ionon (7, Schema 2) synthetisiert und zu Keton (+)-8
umgesetzt.[17] Dessen Enantiomer war ebenfalls im Gramm-
Maßstab verfügbar (Hintergrundinformationen). Um den
äquatorialen tertiären Alkohol zuverlässig zu installieren
wurde das Hydroxyketon 8 geschützt und zum exocyclischen
Alken 9 methenyliert (80% Ausbeute). Die selektive α-
seitige Epoxidierung des Alkens 9, gefolgt von reduktiver
Öffnung, ergab ausschließlich den Alkohol 10 (77% Aus-
beute), für den NOE-Experimente die Stereochemie der
Methylgruppen bestätigten. Der Schlüsselaldehyd 4 wurde
durch Swern-Oxidation erhalten.[19] Sein Enantiomer war
alternativ durch Abbau von Sclareolid (11) verfügbar (Hin-
tergrundinformationen). Direkte Umwandlungsversuche zu
einem Allen (vgl. 6) blieben leider erfolglos (Hintergrundin-
formationen). Die chelatkontrollierte (12), diastereoselekti-
ve Addition von lithiiertem TMS-Acetylen ergab jedoch den
Propargylalkohol 13 als einziges Isomer. Eine Mosher-
Ester-Analyse[20] bestätigte dessen Stereochemie (R, Hinter-
grundinformationen). Die Umwandlung in das Acetat 14
und die anschließende SN2’-Substitution mit einem vom
Grignard-Reagenz 15 abgeleiteten Cuprat ergab Allen 16 als

einziges Isomer. Das gewünschte Allen 6 wurde durch
Tamao-Oxidation[21] und Silylierung erhalten.

Die Aktivierung eines Allens durch weiche Lewis-Säu-
ren sollte in einer 6-endo-trig-Reaktion ein funktionalisiertes
Dihydropyran ergeben (Schema 3).[22] Eine pseudo-äquato-
riale Anordnung der Substituenten müsste trotz der erhebli-
chen sterischen Hinderung durch die axialen Methylgruppen
die Annelierung ermöglichen, wobei der seitlich η2-koordi-
nierte Komplex 17 mit einer verzerrten Briefumschlagkon-
formation durchlaufen werden sollte.

Schema 2. Synthese des terpenoiden Gerüsts. Reagenzien und Bedin-
gungen:a) TBSCl (1.1 Äquiv.), Im (1.2 Äquiv.), CH2Cl2, 0 °C!25 °C, 1 h;
b) PPh3MeBr (2.5 Äquiv.), n-BuLi (2.4 Äquiv.), THF, 0 °C!25 °C, 3 h;
c) m-CPBA (1.1 Äquiv.), CH2Cl2, � 10 °C, 2 h; d) LiAlH4 (1.5 Äquiv.),
Et2O, rfx., 8 h; e) (COCl)2 (2.5 Äquiv.), DMSO (5.0 Äquiv.), Et3N (10.0
Äquiv.), CH2Cl2, � 78 °C!� 40 °C, 3 h; f) TMSCCH (2.5 Äquiv.), n-BuLi
(2.4 Äquiv.), � 78 °C!–30 °C, 4 h; g) TBAF (1 M in THF) (1.1 Äquiv.),
THF, 25 °C, 2 h; h) Ac2O (1.2 Äquiv.), Et3N (2.2 Äquiv.), DMAP
(1 mol%), CH2Cl2, 0 °C to 25 °C, 1 h; i) 15 (2.0 Äquiv.), CuI (4.0 Äquiv.),
LiBr (4.0 Äquiv.), THF, 0 °C!25 °C, 2 h; j) H2O2 (30% in H2O), KF (2.0
Äquiv.), KHCO3 (1.0 Äquiv.), MeOH/THF (1 :1), 20 °C, 8 h; k) TBSCl
(1.1 Äquiv.), Im (2.2 Äquiv.), CH2Cl2, 0 °C!25 °C, 1 h.

Schema 3. Lewis-Säure vermittelte 6-endo-trig-Veretherung. Reagenzien
und Bedingungen: Tabelle 1; R’=TBS; B=Base.
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Allerdings ergaben auf die Herstellung des Alkens 18
abzielende, Pd0-vermittelte Arylierungsexperimente[23] nur
komplexe Gemische (Tabelle 1, Einträge 1 & 2). Au+

-vermittelte Reaktionen unter Verwendung von Aryldiazo-
niumsalz-Terminatoren[24] zeigten keinerlei Umsatz (Einträ-
ge 3 & 4). Eine Allen-Oxybromierung[25] ergab erfolgreich
das Bromid 19 (Einträge 5 & 6), jedoch in mäßiger Ausbeu-
te und als Diastereomerengemisch. Anschließend untersuch-
ten wir Au-vermittelte, durch Iododeaurierung abgeschlos-
sene Ringschlüsse.[26] Nach einigen gemischten Resultaten
(Einträge 7–10) wurde eine ausgeprägte Lösemittelabhän-

gigkeit der Reaktion festgestellt. Die Umsetzung in Toluol
lieferte das gewünschte Iodid 20 in guter Ausbeute (76%)
als einziges, äquatoriales Diastereoisomer (Eintrag 11, Be-
stätigung durch NOE). Wir nehmen an, dass dieses Lösungs-
mittel mit niedriger Polarität die konzertierte Reaktion
eines η2-(π1,2)-koordinierten Alkenylkomplexes (17) zum
Produkt begünstigt und die Ionisierung zu η1-(σ2)-koordi-
nierten Allylkationen verzögert.[27]

Zum Syntheseabschluss nutzten wir das Knochel-Rea-
genz 21 (Schema 4)[28] in einer Negishi-Kupplung mit Iodid
20. Das Reagenz 21 ist in drei einfachen Schritten verfügbar

Tabelle 1: Ausgewählte Lewis-Säure vermittelte Experimente mit Allen 6 zur 6-endo-trig Annelierung.

Eintrag Katalysator Reagenzien und Bedingungen Ausbeute [%][a]

1 Pd(PPh3)4 K2CO3, PhI; DMF, 80 °C 0 (18)[b]

2 Pd2(dba)3 dppe (5 mol%), Cs2CO3, PhI; DMF, 80 °C 0 (18)[b]

3 AuClPPh3 Cs2CO3, [PhN2][BF4]; ACN, 50 °C 0 (18)[c]

4 AuClPPh3 NaHCO3, [PhN2][BF4]; ACN, 50 °C 0 (18)[c]

5 Pd(OAc)2 Cu(OAc)2×2H2O (2 Äquiv.), LiBr (5 Äquiv.), K2CO3 (1.2 Äquiv.), O2 (1 atm); ACN, 25 °C 56 (19)
(d.r. 5 : 1)[d]

6 Pd(Acn)2Cl2 Cu(OAc)2×2H2O (2 Äquiv.), LiBr (5 Äquiv.), K2CO3 (1.2 Äquiv.), O2 (1 atm); ACN, 25 °C 42 (19)
(d.r. 5 : 1)[d]

7 AuClPPh3 AgBF4 (5 mol%), I2; ACN, 25 °C 0 (20)[b]

8 AuClPPh3 AgBF4 (5 mol%), NIS; CH2Cl2, � 20 °C 0 (20)[b]

9 AuClPPh3 AgBF4 (5 mol%), NIS; ACN, 25 °C 30 (20)
(d.r.>95 :5)[d]

10 AuCl3 AgOTf (5 mol%), NIS; ACN, 25 °C 20 (20)
(d.r.>95 :5)[d]

11 AuClPPh3 AgBF4 (5 mol%), NIS; Toluol; 25 °C 76 (20)
(d.r.>95 :5) [d]

[a] Ausbeute isolierten Produkts (in Klammern); [b] komplexe Mischung; [c] kein Umsatz; [d] bestimmt aus 1H NMR -Rohdaten.

Schema 4. Syntheseabschluss von Thallusin. Reagenzien und Bedingungen: a) 21 (3 Äquiv.), Pd(PPh3)4 (10 mol%), THF, 25 °C, 1 h; b) HCl (3 M in
MeOH, 3.0 Äquiv.), 25 °C, 5 h; c) TPAP (2 mol%), NMO (1.5 Äquiv.), M.S. 4 Å, CH2Cl2, 25 °C, 5 h; d) NaOD (40% in D2O), D2O, 100 °C, 2 h;
e) TBAF (1 M in THF, 1.1 Äquiv.), THF, 25 °C, 3 h; f) TBAF (1 M in THF, 1.1 Äquiv.), THF, 25 °C, 1 h; g) (COCl)2 (2.5 Äquiv.), DMSO (5.0 Äquiv.),
EtNiPr2 (10.0 Äquiv.), CH2Cl2 � 78 °C to � 40 °C, 3 h; h) NaClO2 (4.5 Äquiv.), NaH2PO4 (5.0 Äquiv.), 2-Methyl-2-Buten (50 Äquiv.), tBuOH:H2O (5 :1),
0 °C!25 °C, 2 h; i) TMSCH2N2 (2.0 M in Et2O, 2.0 Äquiv.), C6H6:MeOH (2 :1), 0 °C!25 °C, 1 h; j) DBU (1.0 Äquiv.), Toluol, 80 °C, 24 h.
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(Hintergrundinformationen) und lieferte das Kupplungspro-
dukt 22 in 82% Ausbeute, bei vergleichsweise niedriger
Katalysatorbeladung. Die säurevermittelte Desilylierung er-
gab den Alkohol 23 (73% Ausbeute), der bei der Oxidation
empfindlich gegen β-Spaltung war und nur das Lacton 24
ergab (74% Ausbeute unter Griffith-Ley-Bedingungen).[29]

Die Hydrolyse des Diesters 23 lieferte jedoch das stabile
Dicarboxylat 25 in quantitativer Ausbeute. Interessanter-
weise ergab die TBAF-vermittelte Desilylierung ein Mono-
carboxylat 26 (86% Ausbeute). Das intermediär gebildete
Lacton 27 konnte isoliert werden (69% Ausbeute, Hinter-
grundinformationen), war jedoch oberhalb von 0 °C nicht
stabil.

Alternativ konnte der durch Entschützen des TBS-
Ethers 20 und Swern-Oxidation entstehende, instabile Alde-
hyd 28 mit einer Pinnick-Oxidation[30] und Umsetzung mit
Diazomethan direkt in den stabilen Methylester 5 umgewan-
delt werden (76%, 4 Stufen, Schema 4). Die Negishi-Kupp-
lung mit dem Reagenz 21 ergab dann effizient den Triester
29, der durch Behandlung mit DBU sauber zum konjugier-
ten Enolether 30 isomerisierte. Anzumerken ist, dass Versu-
che von sp2–sp2-Kupplungen (Stille, Suzuki, Negishi), bei
denen anstelle von dekonjugierten Zwischenprodukten wie
5 konjugierte Enolether-Zwischenstufen eingesetzt wurden,
in unseren Händen erfolglos waren, was auf elektronische
Deaktivierung und die unvermeidbare Überfrachtung tetra-
substituierter Alkenylhalogenide hinweist.[31] Die Verseifung
lieferte schließlich (� )-Thallusin (1) als Trinatriumsalz,
dessen spektroskopische Eigenschaften mit denen der Lite-
ratur übereinstimmen[9] und das mittels LC-HRMS nicht
von einer Probe des racemischen Thallusins zu unterschei-
den war.[13] Die enantiomeren Substanzen wurden ausge-
hend vom Aldehyd (+)-4 auf demselben Weg synthetisiert.

Kürzlich haben wir festgestellt, dass Thallusin in U.
mutabilis sowohl die Rhizoidbildung (Haftorgan) als auch
die Zellwandentwicklung stark anregt,[10] während es in M.
oxyspermum zur Thallusausbildung (vegetatives Gewebe)
führt.[9] Daher untersuchten wir die Bioaktivität aller synthe-
tischen Substanzen in Ulva, wobei wir sowohl das Algen-
wachstum als auch die Morphogenese anhand etablierter
Bioassays für dieses Modellsystem charakterisierten (Abbil-
dung 1). Wir fanden, dass (� )-1 vollständig bioaktiv war und
die Bildung von Rhizoiden und Zellwänden in Ulva indu-
zierte (Abbildung 1A–C), während sein Enantiomer (+)-1
selbst bei höheren Konzentrationen völlig inaktiv blieb
(Abbildung S1), was der Beobachtung in M. oxyspermum
ähnelt.[9,13]

Mittels quantitativer Phänotypanalyse wurde bei Ulva
eine Dosisabhängigkeit festgestellt. Mit zunehmender Kon-
zentration von (� )-1 nahm die Anzahl der Ausstülpungen
ab und der Anteil der voll entwickelten Keimlinge wuchs.
Einzelne voll entwickelte Keimlinge wurden zum ersten Mal
bei einer minimalen wirksamen Konzentration (MEC) von
2 pM beobachtet (Abbildung 1). Für die Aktivierung wurde
ein EC50-Wert von 4.9�0.1 pM und ein EC90-Wert von 7.6�
0.1 pM ermittelt (Abbildung 1B,C). Der EC50-Wert von
racemischem 1 war doppelt so hoch wie der von (� )-1.
Diese Daten bestätigen eine außergewöhnlich hohe Wirk-
samkeit von (� )-1 in U. mutabilis.[13]

Anschließend untersuchten wir die wachstumsinduzie-
renden Eigenschaften von synthetischem Thallusin und
seinen Derivaten im Vergleich zu Algenkulturen, die in
Gegenwart und Abwesenheit von Maribacter sp. angezogen
wurden (Abbildung 2). Darüber hinaus analysierten wir die
verschiedenen Phänotypen mit Hilfe der Zellmikroskopie
im Detail (Hintergrundinformationen, Abbildungen S1, S2).
Wir fanden drei verschiedene Aktivitätskategorien: (I) keine
phänotypische Aktivität, (II) Induktion der Zellwand- und
Rhizoidbildung, (III) mäßige Stimulierung des Längen-
wachstums zusätzlich zur wachstumsfördernden Aktivität
von Roseovarius sp. Alle (+)-Thallusin-Derivate und ein
großer Teil der (� )-Thallusin-Derivate waren inaktiv, vor
allem diejenigen mit alkylierten Carboxylatgruppen. Bemer-
kenswert ist, dass der Triester (� )-30 in U. mutabilis völlig
inaktiv war, während er in M. oxyspermum noch eine
schwache Aktivität zeigte.[13] Die Carboxylate sind für die
Aktivität in Ulva offenbar zwingend erforderlich.

Bemerkenswerterweise behielt die zu (� )-1 isomere
Verbindung 31 die Eigenschaften von (� )-Thallusin bei, was
darauf hindeutet, dass die Geometrie der Carbonsäure nicht
vollständig festgelegt ist. Mit Interesse stellten wir dann fest,
dass der primäre Alkohol 25 zwar immer noch das Wachs-
tum von Ulva induzierte, nicht aber die Rhizoidbildung oder
die Zellwandentwicklung (Abbildung S2). Innerhalb der
verfügbaren SAR-Daten für Thallusin[13,32] deutet dieser

Abbildung 1. Dosis-Wirkungs-Studie von (� )-Thallusin in Ulva mutabi-
lis. Die Bildung von Zellwandausstülpungen (A, B, Pfeile) weist auf
unzureichende Mengen von (� )-1 in der Kultur von axenischer U.
mutabilis hin, die nur mit Roseovarius sp. beimpft war. Die mikroskopi-
schen Bilder (A–C) sind repräsentative Beispiele für die dosisabhängige
Wirkung von (� )-Thallusin. Die Fehlerbalken stellen den Mittel-
wert�Standardabweichung dar (N=3). Insgesamt wurden pro biologi-
scher Wiederholung für jeden Datenpunkt 45�6 Exemplare unter-
sucht.
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Befund darauf hin, dass der schwer zu fassende Rezeptor
oder Signalweg, der das chemische Signal verarbeitet, in
Ulva zwei unterschiedliche Wirkungen hat. Diese können
durch niedermolekulare Liganden selektiv angesteuert wer-
den.

Zusammenfassend haben wir eine neuartige, vollständig
stereoselektive Synthese von Thallusin entwickelt, bei der
ein Hydroxyaldehyd (4) als potenziell austauschbares
Schlüsselintermediat eingesetzt wird. Die Dihydropyran-An-
nelierung wurde durch stereoselektive Alkenbildung und
eine einzigartige 6-endo-Veretherung realisiert. Die späte
Funktionalisierung mit einer Dipyridincarbonsäure wurde
auf die Verwendung von zinnfreien Reagenzien und gerin-
gen Mengen an Pd in zuverlässigen Kreuzkopplungen hin
optimiert. Die in U. mutabilis gewonnenen Daten zur
Bioaktivität deuten darauf hin, dass Thallusin in verschiede-
nen Algenarten unterschiedliche Wirkung hat. Wir kommen
zu dem Schluss, dass Thallusin in Ulva spp. mindestens zwei
verschiedene Signalpfade aktivieren muss, nämlich sowohl
die Induktion des Längenwachstums als auch die Differen-
zierung zur Rhizoid- und Zellbildung. Die hier beschriebene
Synthese wird den Weg für eine weitergehende Untersu-
chung dieses hochinteressanten chemischen Mediators eb-
nen.
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