Synthese von Zellwandpeptidkonjugaten der
2,3-Didesoxy-B-D-manno-2-octulosonsiure

Von Hans-Georg Lerchen* und Hein-Peter Kroll
Professor Karl Heinz Biichel zum 60. Geburtstag gewidmet

Lipopolysaccharide sind Bestandteile der dufleren Mem-
bran gramnegativer Bakterien und spielen eine wichtige Rol-
le fiir Wachstum und Virulenz der Keime!!!. Ein bakterien-
spezifisch und zugleich universell vorkommendes Struk-
turelement in der inneren Core-Region ist die 3-Desoxy-D-
manno-2-octulosonsdure (KDO) 1; die Hemmung ihrer
Biosynthese ist somit ein attraktives Ziel der Wirkstoff-
forschung!®, Schliisselenzym der Biosynthese ist die
Cytidinmoncphosphat(CMP)-KDO-Synthetase!®). Als po-
tente Enzyminhibitoren erwiesen sich die 2-Desoxy-$-KDO-
Derivate 2a und 2b, die aber aufgrund struktureller Parame-
ter die Bakterienmembran nicht passieren kénnen®?. Um
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dieses Problein zu 16sen, wurden von Lartey et al. sowie von
Claesson et al. 8-Amino-verkniipfte Dipeptidkonjugate 2¢
hergestellt, die Uber Peptid-Permeasen aktiv in die Bakte-
rienzelle aufgenommen und dort durch Peptidasen unter
Freisetzung des Enzyminhibitors 2b gespalten werden!*® <1,
Die Abspaltung des Dipeptids erfolgt aber in vivo auch
durch eukaryontische Peptidasen vor Erreichen der Bakte-
rienzelle!®). Um das Prinzip dennoch therapeutisch nutzbar
zu machen, miissen Prodrugs von 2a hergestellt werden, die
in vivo so stabil sind, daB erst nach Aufnahme in die Bakte-
rienzelle der Enzyminhibitor 2 a freigesetzt wird.

Wir beschreiben hier die Synthese von t-Carboxy-ver-
kniipften Pepidkonjugaten der 2-Desoxy-S-KDO 2a, deren
Stabilitdt durch Einfiihrung unterschiedlicher potentieller
Spaltstellen moduliert werden kann. Als Carrierpeptide
wihlten wir Sequenzen, die sich von bakteriellen Zellwand-
peptiden ableiten und die im Rahmen des Peptidoglycan-
stoffwechsels bevorzugt in die Bakterienzelle aufgenommen
werden!®. Die Verkniipfung mit der 2-Desoxy-g-KDO 2a
erfolgt dabei iiber die terminalen Aminofunktionen von 3
oder entsprechenden Teilsequenzen. Zundchst werden die
geeignet geschiitzten Peptidderivate 4 nach gingigen Metho-
den hergestellt!” (Tabelle 1). Die Oligopeptidfragmente 4
konnen als Salze mit Dicyclohexylcarbodiimid(DCC)/N-
Hydroxysuccinimid (HoSu) in Gegenwart von Hinig-Base
nach der Wiinsch-Weygand-Methode!®! sehr effizient mit 2a
zu den geschiitzten Konjugaten § gekuppelt werden (Sche-
ma 1). Die abschlieBende Deblockierung zu 6 erfolgt in ei-
nem Schritt durch Hydrogenolyse (Tabelle 1).

Alle deblockierten Glycokonjugate 6 erwiesen sich als sta-
bil gegeniiber Peptidasen. Voraussetzung fiir die antibakte-
rielle Wirksamkeit ist aber neben der Aufnahme der Konju-
gate in die Bakterienzelle auch die Freisetzung des
Enzyminhibitors am Wirkort. Um also das Carrier-Potential
von Zellwandpeptidfragmenten abschitzen zu kdnnen, muB-
ten potentielle Spaltstellen, z. B. in Form von aktivierten
Estern!®), zwischen Wirkmolekiil und Peptid eingebaut wer-
den.
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Schema 1. Verknipfung der 2-Desoxy-#-KDO 2a mut geschiitzten Peptidderni-
vaten 4a € zu den Konjugaten Sa- ¢ und vollstindige Deblockicrung zu 6a-—-e
(siehc Tabelle 1).

Die Caesiumsalz-Methode!'?! eréffnet einen eleganten
Weg, die Carboxygruppe von 2a ohne Schutz der Hydro-
xygruppen in empfindliche Esterderivate zu Giberfiihren. Ins-
besondere wird dabei das Problem der selektiven Schutz-
gruppenabspaltung unter Erhalt einer neu generierten Ester-
bindung umgangen (Schema 2).

Tabelle 1. Verknipfung der 2-Desoxy-f#-KDO 2a mit geschiitzten Peptidderivaten 4 zu 5 und Deblockierung zu den freien Glycokonjugaten 6 {a. b].

Zellwandpeptid-Edukte geschiitzte 2d-#-KDO-Konjugate Ausb. freie Glycokonjugate Ausb.
[%] [%]

4a H-Ala-p-iGIn-Bzl - HCI Sa 2d-f-KDO-Ala-p-iGin-Bzl 89 6a 2d-$-KDO-Ala-p-iGln 91

4b H-Ala-D-Glu(Bzl)-Bzl - TFA 5b 2d--KDO-Ala-p-Glu(Bzl)-Bzl 2 6b 2d-8-KDO-Ala-n-Glu 93

4¢  H-Ala-0-Glu(Lys(2)-Bzi)-Bzl - TFA Sc¢  24-8-KDO-Ala-p-Glu(Lys(Z)-Bzl)-Bzl 43 6¢ 2d-f-KDO-Ala-p-Glu(Lys) 82

4d H-Ala-p-Glu(Lys(Z)-0-Ala-Bzi)-Bzl - TFA 8d 2d-$-KDO-Ala-p-Glu(Lys(Z)-0-Ala-Bzl)-Bzl 75 6d 2d-8-KDO-Ala-0-Glu(Lys-p-Ala) 80

4e H-p-Glu(Lys(Z)-Bzl)-Bzl - TFA 5e 2d-p-KDO-p-Glu(Lys(Z)-Bzl)-Bzl 46 6e 2d-p-KDO-b-Glu(Lys) 80

[a) iGln = Isoglutamin, 2d-§-KDO = 2.3-Didesoxy-f-0-manno-2-octulosonoyl, TFA = Trifluoressigsiurc. Z = N-Benzyloxycarbonyl. [b] Die Reinheit der neuen

Verbindungen wurde durch 'H- und '*C-NMR-Spektroskopie uberpriift.
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Ausgangsverbindung ist das Caesium-2,3-didesoxy-f-D-
manno-2-octulosonat 7, das aus 2a mit Cs,CO, gewonnen
wird. Der geminale Diolester 8 wird durch Alkylierung von
7 mit Z-Alanyl-p-glutamyl-a-benzyl-y-chlormethylester!!*]
zundchst in geschiitzter Form erhalten und dann hydrogeno-
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lytisch deblockiert (8 — 9). Ebenfalis durch Alkylierung mit
anschlieBender Hydrogenolyse ist der Glycolsdureester 10
zuginglich, der breit modifizierbar ist. So kénnen durch wei-
tere Umsetzungen mit Zellwandpeptidsequenzen Konjugate
wie 11 erhalten werden, die sich hydrogenolytisch zu 12 de-
blockieren lassen.
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Schema 2. Anknipfung von Zellwandpeptidfragmenten an 2a durch Alkylie-
rung von Caestum-2.3-didesoxy-f-D-manno-2-octulosonat.

Die Spaltbarkeit durch bakterielle Enzyme konnte fiir die
Konjugate 9 und 12 gezeigt werden!'?). Die in vitro gemesse-
ne antibakterielle Aktivitit!'* von 9 belegt sowohl die
Aufnahme des Konjugats in die Bakterienzelle als auch die
Freisetzung des Inhibitors. Durch die verschiedenen Modifi-
zierungen der 1-Carboxyfunktion der 2-Desoxy-f-KDO in
6, 9 und 12 wird eine Abstufung der in-vivo-Stabilitdt der
Zellwandpeptidkonjugate in Hinblick auf eine selektive Frei-
setzung des Enzyminhibitors innerhalb der Bakterienzelle
erreicht.

Eingegangen am 5. Juni 1991 {Z 4679]

CAS-Registry-Nummern:

2a. 107573-28-4; 4a. 49524-62-8: 4b. 66025-58-9: de, 137040-40-5; 4d. 137040-
42-7: de. 137040-44-9: Sa, 137040-52-9: 5b. 137040-53-0; Sec. 137040-54-1; 5d.
137040-55-2; Se. 137040-56-3; 6a. 137040-57-4; 6b. 137040-58-5: 6¢. 137040-
59-6: 6d. 137040-60-9: 6e. 137040-61-0: 7. 137040-45-0. 8. 137040-46-1: 9.
137040-47-2.  10.  137040-48-3: 11, 137040-49-4: 12, 137040-50-7;
BrCH,COOBzl. 5437-45-6: Z-Alanyl-p-glutamyl-a-benzyl-;-chlormethylester,
137040-51-38.
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Enantio- und diastereoselektive Totalsynthese
des antimykotisch wirkenden Naturstoffes Chloro-
tetain: Revision der relativen Konfiguration**

Yon Hanno Wild* und Liborius Born
Professor Karl Heinz Biichel zum 60. Geburtstag gewidmet

Das vor kurzem aus dem Bacillus-subtilis-Stamm BGSC
1 E2 isolierte Dipeptid Chlorotetain, dem die Struktur 1 zu-
geordnet wurde!'), hat ihnliche antimykotische Eigen-
schaften wie das verwandte und bereits linger bekannte Ba-
cilysin!?l. Obwohl bisher drei Synthesen fiir die C-terminale
Aminosiure des Bacilysins, Anticapsin, beschrieben sind !,
ist ein stereoselektiver allgemeiner Zugang zu Aminosiuren
dieses ungewdhnlichen Typs bisher nicht bekannt. Wir be-
richten hier iiber die erste Totalsynthese des Chlorotetains,
aufgrund derer dem Naturstoff die zu | epimere Struktur 2
mit (S)-Konfiguration des C-Atoms im Cyclohexenylrest zu-
kommt.
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Bei der Syntheseplanung war zu beriicksichtigen, dal}
Chlorotetain nur bei einem pH-Wert um 5 in Losung stabil
ist. Oberhalb pH 7 und unterhalb pH 5 nimmt die bio-
logische Aktivitdt, besonders beim Erwirmen, rasch ab!!l
Hauptreaktionsweg im Alkalischen ist die intramolekulare
1,4-Addition des Amides an das Enon-System unter Bildung
eines 6-Oxooctahydroindols®™ <. Da die Gefahr dieser Ne-
benreaktion auch bei Zwischenstufen der Synthese besteht,
sollte das Enon erst zu einem mdglichst spiten Zeitpunkt
freigesetzt werden. Schema 1 zeigt die Reaktionsfolge, die
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