Elektrophile Carbene reagieren mit Carbonylgruppen zu
Carbonyl-Yliden (R,C=0—CX,)™®! Es handelt sich dabei
um 1,3-dipolare Spezies, die durch [3 + 2]-Cycloadditionen
abgefangen oder sogar isoliert werden kdnnen'®). In einigen
Fillen erhdlt man kleine Anteile des entsprechenden Oxi-
rans!8» 1°1, Mit Dimethylketon reagiert 2 nicht, addiert sich
aber leicht an Benzaldehyd und Zimtaldehyd unter Bildung
der Oxirane 6 bzw. 7. Nach Umsetzung mit Schwefel 148t
sich jewells nur ein Diastereomer von 6’ und 7’ in 80 bzw.
82% Ausbeute isolieren. Diese Ergebnisse stiitzen einen
konzertierten Mechanismus (Wega), denn ein zwitter-
ionisches Intermediat wie 8 miifite zur Bildung eines Phos-
phorylalkens fithren (Weg b). Verbindungen mit einer sehr
elektronenarmen Carbonylgruppe, z.B. Cyanameisensdu-
reethylester, ergeben tatsichlich eine Mischung der Z- und
E-Phosphorylalkene 9 (Tabelle 1); Oxirane werden nicht ge-
funden (Schema 3)11,

R,P—C-SiMe, 2

‘ R'R"C=0
a i J/b
R,P SiMe, Rpec- M,
6,7 H e JT_CN 8
o~ 0-CZ
R OFt

S r .
I ) RZP SIMC3
6.7 Rzp}is;Mea 6 CN

H L OEt
0L,
6,6:R'=H,R"=Ph
H
7,7 R =H,R"= >= Q

H™  Ph RZP][X
Et0” CN
9, X = SiMe,

9. X=H

Schema 3 R'=CN, R” = OEt

SchlieBlich reagiert 2 mit terz-Butylisocyanid zum Keten-
imin 10. Mit Schwefel ergibt es 10’, das sich in 90% Aus-
beute isolieren 1aBt. Die Umsetzung von 2 zu 10 kann als
Carben-Carben-Kupplung angesehen werden.

tBuNC

R,P—C—SiMe, ——>
2
i
R,P S R,P
' “C=C=N—1Bu —>> ° ~C=C=N—1Bu
Me,Si Me,Si
10 10

Diese Befunde belegen deutlich den nucleophilen Charak-
ter des Carbens 2. Aufgrund der Konjugation des freien
Elektronenpaars des Phosphors hat das p,-LUMO eine hohe
Energie und unterdriickt somit jeglichen elektrophilen Cha-
rakter. Nach einfachen Extended-Hiickel-Berechnungen
sollte Verbindung 2 innerhalb der Carbenselektivititsskala
von Moss''?! zwischen Dimethoxy- und Dimethylamino-
(methoxy)-carben liegen: Die Energie des p,-LUMOs fiir das
Modell H,PCH wird zu —9.2eV berechnet; die von
(Me0),C und MeOCNMe, liegt bei —9.6 bzw. —8.9¢V.
Fiir den n,-p,-Ubergang ergeben die Berechnungen 2.7 eV
fiir H,PCH, 2.5 fiir (Me0),C und 3.1 fiir MeOCNMe,.

618 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-6940 Weinheim, 1989

Nach ab-initio-Rechnungen!!3! betrigt der energetische
Abstand zwischen Singulett- und Triplettzustand nur
3 keal mol ~ ! zugunsten des Singulettzustands, doch die Ste-
reospezifitit der Cyclopropanbildung sowie die Kupplung
mit tert-Butylisocyanid deuten bei 2 auf einen Singulett-
Grundzustand hin.
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Pep5: Strukturaufkliirung
eines groflen Lantibioticums **

Von Roland Kellner, Giinther Jung*, Michaela Josten,
Cortina Kaletta, Karl-Dieter Entian und Hans-Georg Sahl

Professor Hans Zdhner zum 60. Geburtstag gewidmet

Die Thioetheraminosduren Lanthionin (Lan) und 3-Me-
thyllanthionin (MeLan, vgl. Abb. 1) wurden in mehreren
biologisch aktiven Polypeptiden aus Gram-positiven Bakte-
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Abb. 1. Struktur des tricyclischen Lantibioticums Pep5. Alle chiralen Aminosiuren haben L-Konfigurationen mit Ausnahme der N-terminalen
Hilfte von meso-Lanthionin und (25,3S,6 R)-3-Methyllanthionin. Dhb = Dehydrobutyrin = 2-Amino-but-2-ensiure.

rien identifiziert. Fiir diese Peptidantibiotica haben wir den
Sammelnamen Lantibiotica vorgeschlagen!). Bisher wurden
insgesamt acht Lantibioticastrukturen aufgeklart. Das be-
kannteste Lantibioticum ist Nisin!?!, das von mehreren
Streptococcus-lactis-Stimmen produziert wird und zum
Konservieren von Lebensmitteln Anwendung findet™!; an-
dere sind Subtilin™, Cinnamycin und Duramycin!®), Anco-
venin'®’, Epidermin!™, Ro09-0198®) und Gallidermin .
Zusétzlich zu Lan und MeLan enthalten die meisten Lanti-
biotica 2,3-ungesattigte Aminosiuren. Die ungewohnlichen
Aminosduren bereiten betrachtliche Schwierigkeiten bei der
Strukturaufkldrung, da sie sich nur durch gezielte Modifika-
tion zu sequenzierbaren Resten umformen lassen.

Die kiirzliche Isolierung des Strukturgens von Epider-
mint!" aus Staphylococcus epidermidis zeigte, daB Lantibioti-
ca durch individuelle Gene codiert sind. Dieses Resultat be-
stitigte die Hypothese!'%!, dal3 diese Peptidantibiotica aus
ribosomal synthetisierten Vorlduferpeptiden stammen, wie
sie z.B. fiir Epidermin postuliert wurden!’?. Vor kurzem
wurden auch die Strukturgene fiir Subtilin!**1, Nisin[t2 13!
und Gallidermin!'#! sequenziert. Alle Vorldufersequenzen
(,,Prdlantibiotica‘’) bestehen aus einer Signalsequenz, gefolgt
von der Prosequenz, aus der das Lantibioticurn durch Modi-
fizierung entsteht !,

Wir berichten nun iiber die Strukturaufkliarung von Pep5,
dem bislang groBten und stark basischen Lantibioticum (31,
Pep$ ist ein membranmodifizierendes Polypeptid. Es bildet
in Lipidmembranen durch Aggregation spannungsabhin-
gige Ionenkanile, deren Leitwerte von der Anzahl der am
Aggregat beteiligten Monomere abhingen!®?. Die che-
mische Sequenzierung ermoglichte es uns auch hier, eine
Prosequenz vorzuschlagen (vgl. Abb. 4), damit ein geeigne-
tes DNA-Fragment zu synthetisieren, das PepS-Strukturgen
auf einem Plasmid zu lokalisieren und das gesamte Prilanti-
bioticum zu sequenzieren ¢!,

Das Polypeptid-Antibioticum Pep5 (Abb. 1) wurde aus
Kulturiberstinden von Staphylococcus epidermidis S iso-
liert!"®1, Das saure Hydrolysat von Pep5 enthielt 25 Protein-
aminosduren, dazu Lanthionin(2) und 3-Methyllanthio-
nin(1) (vgl. Tabelie 1). Die Konfigurationsbestimmung

Tabelle 1. Einige charakteristische Daten von PepS5.

Aminosiurenzusammensetzung: L-Ala (4), L-Arg (2), L-Asn (1), L-Gln (2), L-
Gly (3), L-Ile (1), L-Leu (2), L-Lys (6), L-Phe (1), L-Pro (1), L-Val (2), meso-Lan
(2), (25,35,6R)-3-MeLan (1), Dhb (2); N*-2-Oxobutyryl.

HPLC: Gradient: 12% B nach 40% B in 15min. Laufmittel A: 0.1%
CF,;COOH in Wasser. Laufmittel B: 0.1 % CF,COOH; 80 % Acetonitril; 20 %
Wasser

Nucleosil 5 C,4, 4.6 x 250 mm; FluBrate { mL min~!; UV-Detektion: 214 nm.
Retentionszeit: 23 min (Doppelpeak durch Monomer/Dimer-Bildung méglich)
Massenspektrum (FAB-MS): m/z 3489 [Pep5 + H]|®
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durch Gaschromatographie von N-Trifluoracetyl-aminosiu-
re-n-propylestern an chiraler stationdrer Phase!’” ergab
meso-Lanthionin (Lan) und (2S5,3S,6R)-3-Methyllanthionin
(MeLan); alle anderen chiralen Aminosduren hatten L-Kon-
figuration. Das native Antibioticum war N-terminal blok-
kiert; deshalb lieB sich kein chemischer und enzymatischer
Abbau durchfithren. Aufgrund seiner acht kationischen
Aminosduren und des isoelektrischen Punktes von pI = 10.5
ist Pep5 sehr hydrophil und stark basisch und zeigt ein
hochst problematisches chromatographisches Verhalten.
Zudem fiihren die grole Anzahl an enzymatischen Spaltstel-
len sowie zwei Dehydroaminosduren zu weiteren Komplika-
tionen bei der Strukturaufklirung.

Pep S
Chymotrypsin
CH1 (1-17) CH2 (18-34)
Endoproteinase Endoproteinase
Arg C Arg C
jcatan|  [cazein|  [cas] CA4 (21-34)

Abb. 2. Enzymatische Spaltungen bei der Sequenzierung des heterodet tricyeli-
schen 34-Peptid-Antibioticums PepS5.

Der Schliissel zur Sequenzierung des komplizierten Lanti-
bioticums war die enzymatische Spaltung mit Chymotrypsin
und Endoproteinase Arg-C (Abb.2). Andere Proteasen,
z. B. Trypsin, ergaben eine komplizierte Mischung aus vielen
Fragmenten. Die wichtigsten Ergebnisse wurden durch Ed-
man-Abbau!® erhalten (Abb. 3), wobei die Informationen
aufgrund der besonderen Eigenschaften der ungew6hnlichen
Komponenten allerdings begrenzt waren. Lan und MeLan
waren beim automatischen Edman-Abbau wegen der Sulfid-
briicken und des ungiinstigen chromatographischen Verhal-
tens ihrer Bis-PTH-Derivate nicht detektierbar. Der Edman-
Abbau lieB sich aber gliicklicherweise nach einer durch Lan
oder MeLan verursachten Sequenzliicke weiterfihren. Aller-
dings blockierten die a,B-ungesdttigten a-Aminosduren den
Edman-Abbau durch Desaminierung unter Bildung eines N-
terminalen 2-Oxobutyryl-Restes, wie er auch in Position 14
in Epidermin (™ und Gallidermin!®! auftrat. Hauptprodukte
der chymotryptischen Spaltung von Pep5 waren die beiden
Fragmente CH1 und CH2. Der N-terminale Teil von PepS5,
CH1, wurde durch Endoproteinase Arg-C in die Fragmente
CA1 und CA2 gespalten. Das Fragment CA1 erwies sich wie
das native Polypeptid als N-terminal blockiert, und der Ed-
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Pep 5 1-7

CH,
CA1l

|
O4C—CO*Ala—Gly—Pro—Ala—Ile—Arg7

Fragment nach

Partialhydrolyse:

7 7 7 777

S
Pep 5 8-17
CHZ 8 17
Ala®—Ala—Val—Lys—GIn—Ala—Gln—Lys—Dhb—Leu

natives Fragment:

-7 7 77 7 7 77 77 77

PhCH,SH-Addukt:

-7 7 7 7 7 77 =7 =7 77

—

S_

Pep 5 18-34
CA2

natives Fragment:  — —

PhCH,SH-Addukt: — — 7 — — — =y —

7

Lys'8—Ala—Dhb—Arg—Leu—Phe—Abu—Val—Ala—Ala—Lys—Gly—Lys—Asn—Gly—Ala—Lys**

Y77 77 7 77 77

Abb. 3. Sequenzinformationen, die durch Edman-Abbau [18] der isolierten Pep5-Fragmente (vgl. Abb. 2) und der Benzylthioalko-
hol-Addukte (---, kein PTH-Derivat detektiert) erhalten werden [17]. Abu = a-Aminobuttersdure.

man-Abbau von CA2 stoppte nach acht Resten. Nach Addi-
tion von Benzylthioalkohol an die Doppelbindung!*®! konn-
te die Sequenz 8-17 ermitteit werden, dabei gehoren die
Positionen 9 und 13 zu einem Lanthioninrest und Posi-
tion 16 zu einer ungesittigten Aminosdure. Der Abbau des
C-terminalen Teils von Pep5, CH2, stoppte bereits nach zwei
Aminosduren, und wiederum lieferte die Derivatisierung mit
Benzylthioalkohol die verlingerte Sequenz 18-32. Somit

Prolantibioticum
10

muBte sich in Position 20 eine ungesittigte Aminoséure be-
finden. Die Sequenzpositionen fiir einen Lan- und einen
MeLan-Rest konnten zu 24, 26, 27 und 33 ermittelt werden.
Nach Zusatz von Benzylthioalkohol wurden die sauren Hy-
drolysate von Pep5 und die Pep5-Fragmente durch GC-MS
untersucht; dabei wurde S-Benzyl-3-methyl-cystein als Ad-
ditionsprodukt von Dhb entdeckt. Lan und MeLan wurden
ebenfalls durch GC-MS ermittelt, jedoch konnte keine weite-

20 X

Thr Ala Gly Pro Ala lle Arg Ala Ser Val Lys Gln Cys Gln Lys Thr Leu Lys Ala Thr Arg Leu Pre Thr Val Ser Cys Lys Gly Lys Asn Gly Cys Lys

Posttranslationale
Modifikationen

1. Ser/Thr es———y  Dha/Dhb
-H20
2. Dha/Dhb + Cys e———P Lan/Melan

3. Dhb (N-term.) ———p

+H,0

2
2-0Oxobutyryl

-NH3

Lantibioticum Pep5

Abb. 4. Biosynthese des Lantibioticums Pep5. Das ribosomal synthetisicrte Prolantibioticum wird posttranslational modifiziert. Durch Wassereliminierung aus L-Serin
und L-Threonin entstehen zunéchst Dehydroalanin (Dha) und Dehydrobutyrin (Dhb). Stereospezifische Addition von Thiolgruppen von L-Cystein an die Doppelbin-
dungen dieser Spezies liefern meso-Lanthionin und (25,3.5,6R)-3-Methyllanthionin. Dabei erhalten die a-Kohlenstoffatome der urspriingtich hydroxylierten Aminosdu-
ren die p-Konfiguration. A-terminales Dehydrobutyrin aus dem Threonin der Prosequenz ist instabil und bildet nach Desaminierung einen 2-Oxobutyryl-Rest.
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re ungewohnliche Aminosdure gefunden werden. Die C-ter-
minalen Reste der Fragmente, z. B. Position 34 in CH2, wur-
den nach Spaltung mit Carboxypeptidase A/B erhalten.

Die Zuordnung der Thioetherbriicken im C-terminalen
Fragment CA4 aus dem Fragmentierungsmuster des FAB-
Massenspektrums (m/z 1349 [M + H®]) ergab die Posi-
tionen 24 bis 27 fiir MeLan und 26 bis 33 fiir Lan. Das
Fragment Leu??-Phe?3-Abu?* wurde ebenfalls im FAB-
Massenspektrum von CA4 entdeckt; zudem resultierten un-
terschiedliche charakteristische Fragmente aus der Sequenz
Ala?%(S)-Ala?’(S), die zwei Schwefelatome in unmittelbarer
Nachbarschaft enthdlt. Die Briickenpositionen wurden in
Ubereinstimmung mit der Pro-Sequenz von Pep5 zugeord-
net, wo Thr/Cys fiir MeLan und Ser/Cys fiir Lan enthalten
sind (Abb. 4). Bei einer sauren Partialhydrolyse von Pep5
erwies sich das B-Turnsegment Gly3-Pro*-Ala® als besonders
leicht spaltbar; die Sequenzierung der isolierten hydrolyti-
schen Fragmente ergab die Aminosdurensequenz 3-15. Die
Aminosiurenzusammensetzung wies auf einen zusétzlichen
Alaninrest hin, welcher sich an Position 2 befinden muBte.

13C-NMR-Untersuchungen zeigten, daB Pep5 einen mog-
licherweise am N-Terminus lokalisierten 2-Oxobutyryl-Rest
enthilt. Deshalb wurde das aufgrund der Sequenzierung
saurer Partialhydrolysate in Frage kommende Fragment
CA1, bestehend aus 2-Oxobutyryl-Ala’-Gly-Pro-Ala-lIle-
Arg’ (Abb. 1), synthetisiert und mit dem enzymatisch erhal-
tenen Fragment CA1 verglichen (HPLC und FAB-MS). Die-
ser Vergleich erwies die Identitit der beiden Fragmente.

Pep5 ist somit ein 34 Aminosdurereste langes Peptid
(Abb. 1), wie durch FAB-MS und '3C-NMR des nativen
Antibioticums bestdtigt werden konnte. Der aus Threonin
des Prilantibioticums stammende 2-Oxobutyryl-Rest am N-
Terminus wird als Position 1 mitgezdhlt. Mit der fiir Pep5
erhaltenen tricyclischen Sequenz konnte die entsprechende
lineare Sequenz des Prolantibioticums vorgeschlagen und
durch genetische Methoden™! ermittelt werden. Die aus der
Plasmidsequenzierung resultierende Pripeptidsequenz!®!
bestitigte die chemisch gefundene Aminosdurensequenz und
insbesondere die Positionen der ungewShnlichen Aminosiu-
ren. Pep5 zeigt keinerlei Sequenz-Homologie zu einem der
acht bekannten Lantibiotica. Somit erweisen sich die Enzy-
me, die die Umwandlung von Prélantibiotica in Lantibiotica
katalysieren, als sehr vielfdltig, was ein groBes Potential fiir
die mogliche Biotransformation von geeignet ausgelegten
Vorlduferpeptiden erwarten 1aBt. Bisher konnte allerdings
noch keines der fiir die Lantibiotica-Biosynthese mafBgebli-
chen Enzyme isoliert werden.
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VG 70/250/SEQ aufgenommen; die Proben wurden in einer Matrix aus
3-Nitrobenzylalkohol und Methanol appliziert.

[19] a) E. Nebelin, E. Gross, Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 354 (1973) 807;
b) E. Gross, J. L. Morell, J. Am. Chem. Soc. 92 (1970) 2919.

Stereokontrollierte Totalsynthese von (55,6 R)-,
(55,65)-, (5R,6R)- und (5R,6S5)-
(7E,9E,11Z,1427)-5,6-Dihydroxy-7,9,11,14-
icosatetraensiure-(5,6-DiHETE)methylester **

Von K. C. Nicolaou*, J. Y. Ramphal, J. M. Palazon
und R. Spanevello

(58,6 R)-(TE.9E11Z,14Z)-5,6-Dihydroxy-7,9,11,14-icosate-
traensiure 1 (5,6-DiHETE), ein natiirlicher, biologisch akti-
ver Metabolit von Arachidonsdure, entsteht durch regio-
und stereoselektive Hydrolyse aus Leukotrien A, (LTA,)
(Schema 1)!1,

-0
[ RN S
LTA, 1 (5S, 6R)-DiHETE
0 OSirBuMe,
‘ B0 . s : COOMe
= OSirBuMe,
2 3

Schema 1. Biogenetische Entstehung und retrosynthetische Anpalyse von
(58,6R)-DIHETE 1. LTA, = Leukotrien A,.

Durch nichtenzymatische Hydrolyse erhilt man auch das
Diastereomer (5R,6R)-DiHETE. Um diese Verbindungen
fiir biologische Studien gut zugdnglich zu machen und spe-
ziell um ihre Wirkung mit derjenigen von Lipoxin A, zu
vergleichen, befafiten wir uns mit der Synthese der vier 5,6-
stereoisomeren DiHETE-methylester 4—7 (Schema 2) und
ihrer gesittigten Derivate S4—S7.
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