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[M* — C;H,;0,"]; Elementaranalyse (% ): ber. fiir C,0H,sO5Br (585.45): C
59.50, H 4.99; gef.: C 59.59, H 4.74.
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Die Biosynthese von Glycopeptid-Antibiotika
des Vancomycin-Typs — neue Einblicke in die
Abfolge der Ringschliisse™**
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In den letzten Jahren hat Vancomycin 11 (Schema 1) den
Status eines Notfall-Antibiotikums zur Behandlung von
Infektionen durch Methicillin-resistente Staphylococcus-
aureus-Stimme (MRSA-Stimme) erlangt.’) Das Prinzip der
antibiotischen Wirkung von Glycopeptid-Antibiotika beruht
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Schema 1. Strukturen der Glycopeptid-Antibiotika Vancomycin 1 und
Balhimycin 2.

im Wesentlichen auf der spezifischen Wechselwirkung des
Aglycons mit dem N-Acyl-D-Ala-D-Ala-Peptidmotiv der
bakteriellen Zellwandbiosynthese.P! Neben seiner Bedeutung
als Antibiotikum haben die Arbeiten zur Totalsynthese dieser
stereochemisch hoch anspruchsvollen Verbindung die Auf-
merksamkeit von Synthesechemikern auf sich gezogen. Bio-
logische und chemische Aspekte der Glycopeptid-Antibiotika
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T A - B S S ST 1T Das Kulturfiltrat dieser Mutante (SPoxyAcat)
tps o sapd ool an}C thad BaHA  bgHD (e wies keine antibiotische Aktivitdt mehr auf. Aus
L : : dem Uberstand wurden durch Adsorptionschro-
A A | - ’ Mutanta 521-1  matographie und priparative Umkehrphasen-
o e, i HPLC zwei Metaboliten (SP-1132 3 und SP-1294
4) isoliert und durch ES-Quadrupol-MS

und Tandem-MS-Experimente, ES-FTICR-MS,

Edman-Abbau, 2D-NMR-Spektroskopie sowie

Aminosduren- und Zuckeranalytik (GC-MS)

T Mutante SPaxyAcal  charakterisiert. Mit FTICR-MS wurden die
e L Molekiilmassen zu 1132.2984 Da (3) und

Abbildung 1. a) Organisation der Gene eines Teils des Balhimycin-Biosynthese-Genclus-
ters des A.-mediterranei-Wildtyps. b) Geninaktivierungs-Mutante SP1-1 nach Integration
des Plasmids pSP1.5Pst.’] C: oxyA-Genaustausch-Mutante SPoxyAcat. (‘bps: Teil der
Peptidsynthetase-Gene; orfl: Orf mit unbekannter Funktion; oxyA-C: Oxygenase-Gene;
bhaA: Halogenase-Gen; bgtfA-C: Glycosyltransferase-Gene; A'/'A: Teile des oxyA-Gens;

B': Teil des oxyB-Gens; cat: Chloramphenicol-Resistenzgen).

wurden erst kiirzlich umfassend in Ubersichtsartikeln be-
schrieben.[

Das Ziel unserer Untersuchungen zur Biosynthese von
Glycopeptid-Antibiotika ist die Aufkldrung der Reihenfolge
der oxidativen Verkniipfungen in den aromatischen Seiten-
ketten beim Aufbau des Aglycons. Sequenzvergleiche zei-
gen,Pl dass das durch eine Biaryl- und zwei Diarylether-
Bindungen gebildete Aglycon moglicherweise durch die
Aktivitdt von drei Oxygenasen (0oxyA/B/C) aus einem linea-
ren Vorlduferpeptid hervorgeht. Diese Vermutungen wurden
durch frithere Arbeiten an Balhimycin 2 (Schema 1) bestitigt,
einem Glycopeptid-Antibiotikum des Vancomycin-Typs, das
von Amycolatopsis mediterranei DSM5908 produziert wird.[%)
Von den durch Inaktivierung von Oxygenase-Genen erhalte-
nen Mutanten (Abbildung 1) wurden zwei Peptide, SP-1134
und SP-969, isoliert, die von uns als die linearen Vorlaufer-
molekiile der Synthese des Aglycons postuliert wurden.
Die Abfolge der oxidativen Verkniipfungsschritte zum Agly-
con blieb jedoch ungeklért. In unseren weiteren Arbeiten zu
dieser Thematik wurde eine oxyA-Genaustauschmutante
erzeugt, die ein Chloramphenicol-Resistenzgen (car) tragt
(Abbildung 1). Das Genaustauschereignis wurde durch Sou-
thern-Hybridisierung iiberpriift. Es gelang uns erstmals, von
dieser Mutante Peptide mit nur einer Diarylether-Briicke zu
isolieren (Schema 2).

CH,0H

Schema 2. Strukturen von SP-1132 3 und SP-1294 4.
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1294.3512 Da (4) bestimmt. Beide Verbindun-
gen wiesen die fiir die Anwesenheit zweier
Chloratome charakteristische Isotopenvertei-
lung auf (Abbildung 2). Durch Aminosiduren-
analytik wurden die Aminosduren L-Asn, D-
Leu, p-4-Hydroxyphenylglycin (Hpg) und L-3,5-
Dihydroxyphenylglycin (Dpg) als Bestandteile von 3 und 4
identifiziert. Durch Edman-Abbau wurde fiir beide Verbin-
dungen die Peptidsequenz 'Leu->Cht-*Asn-*—Hpg-*—"Dpg
gefunden. In den Abbauzyklen 4 und 6 wurden keine
Aminosiduren detektiert, was darauf hindeutete, dass ‘Hpg
und °Cht iiber eine Diarylether-Briicke miteinander ver-
kniipft sind. Durch GC-MS wurde in der Zuckeranalytik von
4 Galactose (Gal) als Zucker identifiziert.
ES-MS/MS-Experimente (Abbildung 2) und 2D-NMR-Ex-
perimente (Tabelle 1 und 2) bestitigten diese Ergebnisse und
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Abbildung 2. Massenspektren von SP-1132 3. a) Hochaufgelostes ES-
FTICR-Massenspektrum mit charakteristischer Isotopenverteilung. b) ES-
MS/MS-Tochterionenspektrum und Zuordnung der Fragmente.
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Tabelle 1. 'H- und '*C-chemische Verschiebungen des Peptids SP-1132 3
([Ds]DMSO, 305 K).

N/IC a B andere
o [ [ o]
Leu 3.60 1.36 y: 1.45,9: 0.77/0.76
168.7 51.0 39.7 y: 23.3,0: 21.4/22.7
2Cht 8.51 4.49 4.66 OH: 5.58, 2: 7.31, OH*: 10.02
169.4 58.5 71.9 1:133.7,2: 128.4,4: 152.2,3: 119.1
5:6.84,6:7.07
5:115.9, 6:126.8
3Asn 8.32 471 2.57/2.45  §: 7.35/6.90
170.1 49.7 37.4 y: 171.6
‘Hpg 791 5.48 - 2: 6.57, OH*: 9.42
168.1 54.1 - 2:114.2,4: 145.6,1: 128.3,3: 146.3
5:6.84,6:6.72
5:116.3, 6: 120.5
‘Hpg 8.51 522 - 2,6:7.22,3,5: 6.78, OH*: 9.57
168.1 56.6 - 2,6: 129.6,3,5: 115.4,4: 157.3,1: 126.3
°Cht 6.48 459 532 OH: 5.55,2: 7.68
167.6 58.6 71.8 1: 140.1, 2: 128.8, 3: 125.2, 4: 149.9,
5:7.20, 6: 7.39
5:123.4,6: 125.0
"Hpg 8.86 5.13 - 2,6: 6.25, OH?*3: 9.34, 4: 6.15
171.7 56.3 - 2,6: 105.4,3,5: 158.4,4: 102.1, 1: 139.2

ergaben die in Schema 2 abgebildeten Strukturen von 3 und 4.
'H- und *C-chemische Verschiebungen wurden mithilfe der
TOCSY-, Primitive-exclusive(P.E.)-COSY-, NOESY-, HSQC-
und HMBC-Spektren zugeordnet. Die Primérsequenz des
Aglycons wurde unabhéngig von den Daten des Edman-
Abbaus durch entsprechende Kreuzsignale der NOESY-
(HN, < H¢) und HMBC-Spektren (HY, < C}) bestitigt. Die
Position des Zuckers in 4 wurde sowohl durch NOE-Kontakte
zwischen H1’-Gal und H5- sowie H6-*Hpg als auch durch
einen HMBC-Kontakt zwischen H1'-Gal und C4-*Hpg be-
stimmt. Die Summenformeln Cs,Hs5,CLNgO;; (3) und

CssHg,CILNGO,, (4), die aus diesen NMR-spektroskopischen
Resultaten abgeleitet wurden, sind in Einklang mit den
Summenformeln, die durch exakte Massenbestimmung mit
FTICR-MS fiir 3 (rel. Fehler: 1.5 ppm) und 4 (rel. Fehler:
3.0 ppm) bestimmt wurden.

Die Metaboliten SP-1132 3 und SP-1294 4 sind die ersten
monocyclischen Peptide, die aus Glycopeptid-Antibiotika
produzierenden Mikroorganismen isoliert wurden. In den
Kulturfiltraten der SPoxyAcat-Mutante wurden keine linea-
ren Peptide (SP-1134 oder SP-969) nachgewiesen. Die Kon-
figuration der Aminosduren sowie die Positionen der Chlo-
rierung und der S-Hydroxylierung von 3 und 4 sind mit denen
des linearen Peptids SP-1134 identisch. Von den méglichen
Atropisomeren des C-O-D-Rings wurde nur das natiirlich
vorkommende Isomer nachgewiesen.”) Aus diesen Beobach-
tungen folgt, dass die Oxygenase (entweder oxyB oder oxyC)
das lineare Vorlduferpeptid spezifisch erkennt und quantita-
tiv in das natiirlich vorkommende Atropisomer {iiberfiihrt.
Das Auftreten einer Galactosylierung von “Hpg in 4 wird als
unspezifische Glycosylierung angesehen, da Galactose bei
Balhimycin-Derivaten bisher nicht gefunden wurde. Die
vorgestellten Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass fj-
Hydroxylierung und Chlorierung frithere, Glycosylierung
und N-Methylierung hingegen auf die oxidative Verkniipfung
zum Aglycon folgende Schritte der Biosynthese sind.[%$ 10-11]
Wir betrachten die Bildung des C-O-D-Systems als den ersten
oxidativen Ringschluss in der Aglycon-Biosynthese. Weitere
Untersuchungen hierzu werden zurzeit durchgefiihrt.

Experimentelles

Die SPoxyAcat-Mutante von Amycolatopsis mediterranei DSM5908 wurde
in Flissigkulturmedium fermentiert, das mit 50 ugmL~' Erythromycin
supplementiert wurde (Ausbeute: 6.3 mgL~! (SP-1132) und 3.2 mgL~! (SP-
1294)). Die Peptide wurden mit XAD-16-Adsorptionschromatographie

Tabelle 2. 'H- und *C-chemische Veschiebungen des Peptids SP-1294 4 ([D¢]DMSO, 305 K).

N/C, 6 a, O B, o andere, 0
Leu 3.59 1.35 y: 1.44, 6: 0.76/0.75
168.5 50.7 39.6 y: 231, 0: 21.2/22.3
2Cht 8.47 4.48 4.65 OH: 5.58, 2: 7.30, OH*: 10.00
169.2 58.2 71.7 1:133.6,2: 128.2,4: 152.2,3: 1189
5:6.84,6:7.07
5:115.7, 6: 126.7
3Asn 8.32 4.73 2.58/2.46 d: 7.35/6.90
170.0 49.5 37.1 y: 171.5
‘Hpg 8.04 5.53 - 2: 6.62
167.7 54.0 - 2:114.0,1: 132.2, 3: 149.0, 4: 144.9
5:7.20, 6: 6.85
5:118.7,6: 1204
“Hpg 8.58 5.23 - 2,6: 7.21,3,5: 6.78, OH*: 9.56
167.7 56.5 - 2,6: 129.4,3,5: 115.3,4: 157.1, 1: 126.1
SCht 6.49 4.61 5.32 OH”: 5.55,2: 7.69
167.5 58.4 71.7 1:140.3, 2: 128.7, 3: 125.0, 4: 149.6
5:7.21,6:7.39
5:123.2,6: 125.1
"Dpg 8.85 5.12 - 2,6: 6.25, OH*3: 9.33, 4: 6.15
171.4 56.0 - 2,6: 105.2,3,5: 158.3, 4: 102.0, 1: 139.0
1 2 3 4 5 (3
Gal 5.57 3.85[0 3.8500 3.8401 3.97 3.55/3.39
99.6 69.0M°! 69.0[°] 68.20°] 72.1 59.9
OH - 4.490 4.7601 4.671°] - 4.51

[a] Zuordnung willkiirlich. [b] Zuordnung nicht eindeutig.
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und priparativer HPLC (Nucleosil C18, 5pm, 250 x 20 mm, Grom,
Herrenberg, Deutschland) gereinigt.

Die ES-MS- und ES-MS/MS-Experimente wurden mit einem Tripel-
Quadrupol-Massenspektrometer (API III TAGA 6000 E, Perkin-Elmer
Sciex, Thornhill, Kanada) durchgefiihrt. Hochaufgeloste Massenspektren
wurden an einem APEX-II-FTICR-Massenspektrometer (4.7 T, Bruker
Inc., Bremen, Deutschland) im Positivionen-Modus mit ES-Ionisation
gemessen. Es wurden Auflosungen von 21000 (SP-1132) bzw. 25000 (SP-
1294) erreicht. NMR-Experimente wurden an einem AMX-600-NMR-
Spektrometer (Bruker, Karlsruhe, Deutschland), ausgestattet mit einem
S-mm-Tripelresonanz-Probenkopf und z-Gradienten, durchgefiihrt. Der
Edman-Abbau wurde an einem Hewlett-Packard-241-Proteinsequenzer
mit einem zweiphasigen Sédulendetektor (Hewlett-Packard, Waldbronn,
Deutschland) durchgefiihrt.

Die Aminosédurenanalytik wurde mit GC-MS (HP 5973/HP 6890, Agilent
Technologies, Waldbronn, Deutschland) durchgefiihrt. Die Peptide wurden
unter Vakuum hydrolysiert (6N HCI mit 5% Phenol, 110°C, 24 h) und mit
2N HCl/Methanol (110°C, 15 min), Trifluoressigsdureanhydrid (110°C,
10 min), BSTFA/HMDS/Pyridin 4:1:4 (80°C, 30 min) derivatisiert
(BSTFA = N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid, HMDS=1,1,1,3,3,3-
Hexamethyldisilazan). Die Analytik erfolgte auf Fused-Silica-Kapillaren
(25 m x 0.25 mm), belegt mit L-Chirasil-Val bzw. Lipodex E (30%) in
PS255 (Filmdicke d;=0.13 pm).

Zur Durchfilhrung der Zuckeranalytik wurde SP-1294 einer sauren
Methanolyse unterzogen (0.65N HCI in Methanol/Methylacetat (4:1),
70°C, 16 h). Die TMS-Derivate (BSTFA/Pyridin 1:1, 80°C, 30 min) wurden
ebenfalls mit GC-MS auf einer HP 1-MS Fused-silica Kapillare (30 x
0.25 mm; d;=0.25 um, Agilent Technologies) analysiert.
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Rhodiumkatalysierte Isomerisierung/
Hydroformylierung interner Octene mit
neuartigen Phosphorliganden

Detlef Selent,* Dieter Hess, Klaus-Diether Wiese,
Dirk Rottger, Christine Kunze und Armin Borner*

Die Synthese von Kunststoffweichmachern ist eng mit der
n-regioselektiven Hydroformylierung von Olefinen ver-
kniipft. Im globalen Rahmen spielt Propen als Edukt fiir die
rhodiumkatalysierte Synthese von n-Butyraldehyd eine wich-
tige Rolle. Der Einsatz hoherer interner Olefine, z.B. Di-n-
buten aus Raffinat II, stellt eine hochinteressante und preis-
werte Alternative dar und wird ebenfalls industriell genutzt.
Hier dominiert die Anwendung von nichtmodifizierten Co-
baltkatalysatoren und Cobalt-Phosphan-Komplexen. Bei 80—
350 bar und 160-190°C werden Regioselektivititen an
gewlinschtem terminalem Hydroformylierungsprodukt von
ca. 50 % erreicht, steigerbar auf iiber 80 % bei Modifizierung
mit einem geeigneten Phosphan.!!

Die Entwicklung eines unter milderen Bedingungen hoch-
aktiven und selektiven Katalysators ist nicht nur aus tech-
nischer Sicht von Bedeutung. Schema 1 verdeutlicht die
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Schema 1. Isomerisierung und Hydroformylierung von (Z)/(E)-4-Octen.

wissenschaftliche Fragestellung anhand von 4-Octen als
Substrat. Der Katalysator und die Reaktionsbedingungen
miissen so abgestimmt sein, dass eine dynamisch-kinetische
Kontrolle der Reaktion, basierend auf einer Isomerisierung
zum thermodynamisch instabileren terminalen Olefin
(Schritt b) und dessen schneller endstédndiger Hydroformylie-
rung (d) resultiert. Die Bildung von isomeren Aldehyden
(a, ¢) wird dann unterdriickt.

Kiirzlich berichteten van Leeuwen et al., dass mit Diphos-
phanen vom Xantphos-Typ rhodiumkatalysiert aus (E)-4-
Octen anteilig 86% n-Nonanal zuginglich werden.”! Die
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