ZUSCHRIFTEN

Das Boratom an der Spitze von 3u ist von seinen vier
Nachbarn planar umgeben. In 3a, 3b, 3¢ und 3d bildet die
Ebene des B;-Dreiecks mit der Ebene C,B1,B4 an der Spitze
des Dreiecks Winkel von 22, 26, 14.6 bzw. 2.1°, die Boratome
B1 sind also z. T. nahezu planar-tetrakoordiniert. Vollstdndige
Planaritit wird in 3a und 3¢ durch den Elektronenmangel des
Boratoms im Sechsring'” verhindert: ITm Modell 3e mit
tetraedrisch-koordiniertem B4 betrédgt der genannte Inter-
planarwinkel nur 3.2°, in 3d mit doppelt gebundenem,
trikoordiniertem B4 nur 2.1°. Die um 24° stidrkere Abwei-
chung von der Planaritit in 3b gegeniiber der in 3d ist auf
sterische Hinderung durch die Trimethylsilylgruppe an B4
zuriickzufithren. Im Modell 3 f ohne Methylenbriicken ist B1
exakt planar-tetrakoordiniert. Die ersten Triboracyclopropa-
nate zeigen also im Wesentlichen die vorhergesagten Struk-

turen.
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C;;H7,B4Li,O,Sis, orthorhombisch, Raumgruppe Pca2,, Z=4, a=
2021.4(1), b=1226.0(1), ¢=1979.3(2) pm, V=4905.2(7) x 10~ m?,
Orer.=0.991 Mgm—3. 19940 Reflexe bis 6 =25.96°, 6927 unabhingige
(R, =0.0981), 3491 mit I>20(I). Die Struktur wurde analog zu
3a-Li(THF), behandelt. Da nur recht diinne Kristallblittchen erhal-
ten werden konnten, ist die Genauigkeit der Verfeinerungsergebnisse
angesichts einer nicht-zentrosymmetrischen Raumgruppe deutlich
geringer als bei 3a-Li(THF),. Trotzdem konnten auch hier die H-
Atome H1-H6 frei verfeinert werden, wobei wR,=0.1028 fiir alle
Reflexe und R=0.0519 fiir die beobachteten resultierte. Die Struk-
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iiber www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html erhiltlich (oder kon-
nen bei folgender Adresse in GrofBbritannien angefordert werden:
Cambridge Crystallographic Data Centre, 12, Union Road, Cambrid-
ge CB21EZ; Fax: (+44)1223-336-033; oder deposit@ccdc.cam.
ac.uk).
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Fluorbalhimycin — Ein neues Kapitel in der
Glycopeptid-Antibiotika-Forschung**

Stefan Weist, Bojan Bister, Oliver Puk,

Daniel Bischoff, Stefan Pelzer, Graeme J. Nicholson,
Wolfgang Wohlleben, Giinther Jung und

Roderich D. Siissmuth*

Professor Anton Rieker zum 70. Geburtstag gewidmet

Das Glycopeptid-Antibiotikum Vancomycin (Schema 1)
wird seit mehr als 30 Jahren bei Enterokokken- und Staphy-
lokokken-Infektionen eingesetzt und hat den Status eines

[*] Dr. R. D. Siissmuth, S. Weist, B. Bister, D. Bischoff, G. J. Nicholson,
Prof. Dr. G. Jung
Institut fiir Organische Chemie
Eberhard-Karls-Universitét Tiibingen
Auf der Morgenstelle 18, 72076 Tiibingen (Deutschland)
Fax: (+49)7071-29-5560
E-mail: roderich.suessmuth@uni-tuebingen.de

O. Puk, Dr. S. Pelzer, Prof. Dr. W. Wohlleben

Institut fiir Mikrobiologie/Biotechnologie
Eberhard-Karls-Universitét Tiibingen

Auf der Morgenstelle 28, 72076 Tiibingen (Deutschland)

[**] Die Arbeiten von R. D. Siissmuth werden durch das Emmy-Noether-
Programm fiir Nachwuchswissenschaftler von der DFG (SU-239/2-1)
gefordert. Weitere finanzielle Forderung erfolgt durch die EU
(MEGA-TOP, QLK3-CT-1990-00650) und die Deutsche Forschungs-
gemeinschaft (DFG; WO 485/3-1 und JU 103/12-1). D. Bischoff ist
Stipendiat des DFG-Graduiertenkollegs ,,Analytische Chemie*. Wir
danken S. Berger (Leipzig) fiir zweidimensionale NMR-Messungen
und A. Ehmann/H. Mayer (Tiibingen) fiir "F-NMR-Messungen.
Diese Arbeit wurde unterstiitzt durch eine Chemikalienspende der
Firma ORPEGEN (Heidelberg).

0044-8249/02/11418-3531 $ 20.00+.50/0 3531



ZUSCHRIFTEN

OH
OH

RO

HO

NH,
a) Rl= H3Cb|€§‘
CHa, |

R? =H

b) R'=H
o

NHy
RZ = Hgm\/\/
CHs

Schema 1. Strukturformeln der Glycopeptid-Antibiotika a) Vancomycin
und b) Balhimycin.

Notfallantibiotikums.['l Seine Bedeutung und interessanten
Eigenschaften haben wissenschaftliche Arbeiten in der Che-
mie, Biologie und Medizin angeregt.”’! Die wachsende Zahl
von Vancomycin-resistenten Mikroorganismen im letzten
Jahrzehnt des vorigen Jahrhunderts hat zu einer verstdrkten
Untersuchung der Resistenzmechanismen und einer inten-
siven Suche nach neuen Ansdtzen zur Bekdmpfung von
Resistenzen gefiihrt.>3 Dies hatte zur Folge, dass viele
natiirliche und semisynthetische Glycopeptid-
derivate charakterisiert und ihre antibiotische
Wirkung untersucht wurde. Ein beachtlicher
Erfolg wurde mit dem semisynthetischen Deri-
vat LY333328 erzielt, einem vielversprechenden b)
Glycopeptid-Antibiotikum, das antibiotische
Wirkung gegen Methicillin-resistente Staphylo-
coccus-aureus-Staimme (MRSA) und Vancomy-
cin-resistente Enterokokken (VRE) zeigt und
mittlerweile klinisch getestet wird.*! Die bisher
bekannten strukturellen Variationen an Glyco-
peptiden beziehen sich hauptsichlich auf che-
misch leicht zugéngliche funktionelle Gruppen,
wihrend die charakteristische Struktur des
Aglycons praktisch unverédndert blieb, da Letz-
teres sowohl biochemisch als auch chemisch
schwer zugéinglich ist.

In dieser Zuschrift stellen wir erstmals neu-
artige in vivo modifizierte Glycopeptid-Anti-
biotika vor, die nicht natiirlich vorkommende
Fluorsubstituenten tragen. In fritheren Unter-
suchungen>* verwendeten wir den Balhimycin
produzierenden Bakterienstamm Amycolatop-
sis mediterranei (Schema 1),/ um durch Gen-
unterbrechungs-Mutagenese Einblicke in die
Biosynthese zu erhalten. Auf der Basis dieser
Ergebnisse konzentrierten wir unsere Uberle-
gungen zur Herstellung von neuen Glycopep-
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2) Abhp Deletions-
mutante OP696

3) a) Abhp Deletions-
mutante OP696

tid-Antibiotika auf die zwei diastereomeren 3-Chlor-3-hydro-
xytyrosin-Teilstrukturen (Schema 1), die ein wesentliches
Element des tricyclischen Aglycons sind. Der Chlorsubsti-
tuent in jedem der beiden [-Hydroxytyrosine ist von be-
sonderer Bedeutung fiir die antibiotische Wirkung der
Glycopeptid-Antibiotika vom Vancomycin-Typ.¥l Vom Wild-
typ-Stamm A. mediterranei stellten wir im bhp-Gen die
Deletions-Nullmutante Abhp OP696 her (Abbildung 1),
bei welcher die -Hydroxytyrosin-Biosynthese blockiert ist.
Diese Mutante ist nicht mehr zur Balhimycin-Produktion
befihigt. In Mutasynthese-Experimentenl® supplementierten
wir die Mutante OP696 mit einigen synthetischen Analoga
dieser Aminosédure. Die Aminosidure S-Hydroxytyrosin und
deren Derivate wurden als racemische Mischung von vier
Stereoisomeren durch eine dreistufige Synthese in guten
Ausbeuten erhalten.['"]

Nach der Zufiitterung von 3-Fluor-$-hydroxytyrosin (3-
Fht) zum Medium einer Kultur von OP696 zeigte das
Kulturfiltrat antibiotische Wirkung gegen den Indikator-
stamm Bacillus subtilis (Abbildung 1). Die Aminosidure 3-
Fht selbst zeigte keine antibiotische Wirkung. Nach Isolierung
der antibiotisch aktiven Substanz wurde diese durch ESI-
FTICR-Massenspektrometrie analysiert und ein Masse von
[M+2H]*"=707.7439 Da (Am=0.3 ppm; Abbildung 2) be-
stimmt. Die daraus resultierende Molekiilmasse von
1413.4878 Da entspricht der Summenformel C¢H;3F,NyO,,,
einem zweifach fluorierten Balhimycin, das wir Fluorbalhi-
mycin nannten (Abbildung 1).

Die Auswertung ein- und zweidimensionaler NMR-Spek-
tren (TOCSY, NOESY, HSQC, HMBC; Tabellen 1 und 2)
fihrte zu dem in Abbildung 1 dargestellten Strukturvor-

A. mediterranei (Wildtyp)

Mutante OP696

= _yOH

3-Fluor-p-hydroxytyrosin Fluorbalhimycin

b) Supplementierung von
OP696 mit 3-Fht

©

Abbildung 1. 1) Schematische Darstellung eines Teils des Biosynthese-Genclusters, der an
der [-Hydroxytyrosin-Synthese von A. mediterranei beteiligt ist: a) Wildtyp, b) Mutante
OP696. bhp =Balhimycin Perhydrolase, bpsD =Balhimycin Peptidsynthetase D, oxyD =
Oxygenase D.I?l 2) Mutasynthese von Fluorbalhimycin durch Supplementierung der Mutante
OP696. 3) Bioassays der Kulturfiltrate gegen B. subtilis: a) Mutante OP696 (zeigt keine
antibiotische Wirkung), b) Mutante OP696 nach Supplementierung mit 3-Fluor-3-hydroxy-
tyrosin (zeigt antibiotische Wirkung).
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Abbildung 2. ESI-FTICR-Massenspektrum von
[M+2H]* =707.7439 Da.

Fluorbalhimycin.

Tabelle 1. '"H- und C-chemische Verschiebungen der Aminoséurereste von Fluorbalhimycin(®.

In weiteren Experimenten untersuchten wir die Substrat-
spezifitat der Mutante OP696. Wir synthetisierten drei
Gruppen von fS-Hydroxytyrosinen (Schema2). Die erste
Gruppe besteht aus S-Hydroxytyrosinen mit einer Hydroxy-
gruppe in 2-, 3-, oder 4-Position des Phenylrings (Hydroxy-
phenylserine 1-3). Die zweite und dritte Gruppe setzt sich aus
Fluorphenylserinen (4-5) und fluorsubstituierten S-Hydroxy-
tyrosinen (6-8) zusammen (Schema 2). Von den getesteten
Derivaten 1-3 wurde nur bei der Fiitterung mit 1 eine
antibiotische Wirkung des Kulturfiltrats beobachtet.l) Das
Verschieben der Hydroxygruppe in die 2- oder 3-Position des
Phenylrings (2 und 3) hatte keine antibiotische Wirkung der
supplementierten Kulturfiltrate zur Folge. Dariiber hinaus
wurden keine Metabolite im Balhimycin-Massenbereich
durch LC-ESI-MS detektiert. Supplementierungsexperimen-
te mit 4 oder 5 sowie mit D- oder L-Tyrosin brachten ebenso
negative Ergebnisse wie mit 2 und 3.

Interessanterweise wurde bei der

Supplementierung der Mutante

Aminosaure N “ p andere OP696 mit den Aminosiuren 7
Leu [b] 3.14 1.45/1.39 y: 1.69; 0: 0.84/0.88, N-CHj;: 2.32 und 8 ebenfalls eine antibiotische
62.1 40.3 7:24.156:22.4/22.9, N-CH;: 33.3 Wirkung der Kulturfiltrate gegen B.
3-Fht 792 479 >14 OF”: 5.83;2: 717, subtilis beobachtet und die Mole-
58.3 71.3 1: 137.4; 2: 115.4; 3: 140.9; 4: 154.0; R X X X
5:734: 6: 6.92 kiilmassen der Balhimycin-Deriva-
5:124.3; 6: 115.3 te mit LC-ESI-MS nachgewiesen
Asn (o] 434 2.13/2.13 8: 7.36/6.96 (Daten nicht gezeigt).
SL1 370 Unsere Ergebnisse zeigen, dass 1
Hpgl 8.29 579 - 2:5.76; oIl fir die Ak !
54.6 - 1: 132.6; 2: 107.8; 3: 151.7; 4:; essenziell fir die Akzeptanz als
6:5.39 Substrat im Zusammenspiel der
5:151.9; 6: 104.6 verschiedenen an der Glycopep-
Hpg' 8.83 4.59 - 2:715; OH*: 9.45 tid-Biosynthese beteiligten Enzy-
53.7 - 1: 135.8; 2: 136.9; 3: 122.1; 4: 155.4 . .
5 6701 6: 676 me ist, z.B. den direkt betroffenen
5.1 16/71; 6: 125.9 Peptidsynthetasen und den Oxy-
3-Fht 6.63 4.34 5.26 2:763; genasen.['”l Diese Kaskade der in-
60.6 74.7 1: 134.7; 2: 115.6; 3: 140.7; 4. 154.2; teragierenden Enzyme unterschei_
5:6.67; 6: 732 det auf der einen Seite zwischen j3-
5:125.8;6:124.3 hvd li 1-8 d nich
Dpgld 8.52 4.42 _ 4:6.39: OH: 9.14 ydroxy ¥erten (1~ ) und nicht-3-
56.7 - 1:136.3; 2: 117.9; 3: 157.4; 4: 102.5; hydroxylierten Tyrosinen (D- und L-
6:6.22; Tyr), auf der anderen Seite zwi-
5:1572;6:105.9

[a] In ppm, ¢=12mgmL"!, [D];DMSO, 298 K. [b] Zuordnung nicht bestimmt. [c] Hpg =4-Hydroxy-
phenylglycin. [d] Dpg = 3,5-Dihydroxyphenylglycin.

schen Derivaten mit (1, 6-8) oder
ohne phenolischer Hydroxygruppe
(2-5) in p-Position der Arene. Der
Austausch von Wasserstoff- gegen

Tabelle 2. 'H- und *C-chemische Verschiebungen der Zuckerreste von Fluorbalhimycin.[?!

Fluoratome in den Positionen 3

Zucker v 2 3 & 5 6 3'-Me oder 2 am Aren (6 und 7) und das

Gletl 5.3 333 326 320 32 3.65/3.47 - Hinzufiigen eines weiteren Fluor-
102.7 743 76.8 70.1 778 61.2 - substituenten in der 5-Position des

Ovn 4.95 2.24/2.34 - 4.43 - 1.23 118 Arens (8) scheint hingegen toleriert
93.3 39.3 578 68.7 208.7 149 20.6

zu werden.

[a] In ppm, ¢ =1.2 mg mL~!, [D]{DMSOQO, 298 K. [b] Glucose. [c] 4-Oxovancosamin.

schlag. Die Anwesenheit von zwei Fluorsubstituenten in
Fluorbalhimycin wurde unabhingig durch YF-NMR mit
O(*F)=—131 und —134 ppm gegeniiber 6(**F)=—139 ppm
bei der Aminosédure 3-Fht bestétigt. Wie NOE-Experimente
zeigen, entspricht die Lage der Fluorsubstituenten in den
Biarylether-Ringsystemen derjenigen der Chloratome im
natiirlich vorkommenden Balhimycin.[5!!]
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Das Ziel unserer derzeitigen Un-
tersuchungen ist die Strukturauf-
kldrung aller bisher nachgewiese-
nen Fluorbalhimycine und die Konfigurationsbestimmung der
als Substrate akzeptierten S-Hydroxytyrosin-Stereoisomere.
Ferner untersuchen wir die Substrattoleranz der Mutante A.
mediterranei OP696 gegeniiber anderen, verschieden substi-
tuierten [-Hydroxytyrosinen und Fluor-g-hydroxytyrosinen.
Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Mutasynthese unter
Verwendung von relativ einfach durch chemische Synthese
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Schema 2. Strukturformeln der S-Hydroxyaminoséduren, die in den Sup-
plementationsassays eingesetzt wurden: S-Hydroxytyrosin 1, (3-Hydroxy-
phenyl)serin 2, (2-Hydroxyphenyl)serin 3, (3-Fluorphenyl)serin 4, (4-
Fluorphenyl)serin 5, 3-Fluor-3-hydroxytyrosin 6, 2-Fluor-S-hydroxytyrosin
7, 3,5-Difluor-f-hydroxytyrosin 8.

erhéltlichen Aminosdure-Bausteinen in Kombination mit
geeigneten Mutanten aus molekulargenetischen Verfahren
zur Herstellung neuer Glycopeptid-Antibiotika geeignet ist.
Dieser Ansatz wird moglicherweise ebenso erfolgreich zum
Variieren anderer Strukturelemente des Glycopeptid-Mole-
kiils eingesetzt werden konnen, wie bei den zwei anderen
aromatischen Aminoséduren 4-Hydroxyphenylglycin und 3,5-
Dihydroxyphenylglycin. Zusammenfassend betrachten wir
diese Methode als ein Hilfsmittel zur Herstellung bisher
unbekannter Glycopeptid-Antibiotika, die auch Perspektiven
im Hinblick auf Vancomycin-resistente Mikroorganismen
eroffnen.

Experimentelles

Die Mutante OP696 von Amycolatopsis mediterranei DSM5908 wurde
nach bereits beschriebenen Vorschriften kultiviert.l*! Die OP696-Kultur
wurde mit einem Medium angeimpft, das die Aminosduren in einer
Konzentration von 0.4 gL~! enthielt. Fluorbalhimycin wurde durch pripa-
rative LC-MS aus 6 L des mit 3-Fht supplementierten Kulturfiltrats isoliert
(Ausbeute: 0.7 mg; HTP-MS-System von Merck-Hitachi) und nach bereits
beschriebenen Methoden untersucht.®*) NMR-Messungen wurden auf
einem Avance-600-NMR-Spektrometer (Bruker) mit einem 2.5 mm Z-
GRAD-Mikroprobenkopf (DUAL-BC-'H-D) und einem AMX-600-
NMR-Spektrometer (Bruker) mit einem 5 mm Z-GRAD-Tripelresonanz-
Probenkopf gemessen. YF-NMR-Messungen ([Ds]DMSO, 'H-"°F entkop-
pelt) wurden auf einem Avance-DRX-250-NMR-Spektrometer (Bruker)
gemessen. Die Mutasyntheseexperimente mit Aminosduren wurden drei-
mal wiederholt. Die resultierenden Kulturfiltrate wurden auf ihre antibio-
tische Wirkung gegen B. subtilis getestet!® und mit LC-ESI-MS auf einem
Agilent-1100-HPLC-System (Hewlett-Packard) gekoppelt an ein Esquire-
3000plus-ESI-Ionenfallen-Massenspektrometer (Bruker Daltonics) unter-
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sucht. FTICR-ESI-Massenspektren wurden auf einem APEX-II-FTICR-
Massenspektrometer (Bruker-Franzen) aufgenommen.
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