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Durch Uberverordnung und Missbrauch von Antibiotika
tauchen zunehmend neue pathogene Bakterienstimme auf,
die gegen alle gingigen Behandlungsmethoden resistent sind.
Jiingsten Schitzungen zufolge leiden 20% aller Stationér-
patienten an vor oder wihrend des Krankenhausaufenthaltes
erworbenen Infektionen, deren Erreger in 70% der Fille
gegen eines oder mehrere der am hiufigsten verschriebenen
Antibiotika resistent sind."! Besonders das Aufkommen Me-
thicillin-resistenter ~ Staphylococcus-aureus-Stimme sowie
Vancomycin-resistenter Enterokokken ist inzwischen eines
der Hauptprobleme im Gesundheitswesen. Daher wird zu-
nehmend nach Antibiotika mit grundlegend neuen Struktu-
ren und/oder Wirkmechanismen gesucht, da diese deutlich
weniger anfillig fiir Kreuzresistenzen mit bekannten Anti-
biotika sind.” Trotz intensiver Forschungen ist in den letzten
40 Jahren aber nur eine geringe Zahl neuer antimikrobieller
Substanzen auf den Markt gekommen."!

Lysobactin (1) und Katanosin A (2) sind hochaktiv gegen
Gram-positive Bakterien und zeigen eine besonders starke
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Wirkung gegen Methicillin-resistente Stimme von Staphylo-
coccus aureus (MRSA) sowie gegen Vancomycin-resistente
Enterokokken (VRE). Dariiber hinaus konnte ihre Wirk-
samkeit in einem systemischen murinen S.-aureus-Infekti-
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onsmodells in vivo nachgewiesen werden.!! Die erste Isolie-
rung von Lysobactin gelang bei Squibb durch die Fermen-
tierung eines Lysobacter-Stammes (ATCC53042), der aus
einer Laubstreu-Probe im Washington Crossing State Park
(USA) gewonnen worden war.”* Unabh#ngig davon isolierte
man bei Shionogi zwei Naturstoffe namens Katanosin A und
B aus einem Bodenbakterium (Gattung: Cytophaga), das in
Katano (Japan) gefunden worden war."™" Erst spiter wurde
deutlich, dass es sich bei Lysobactin und Katanosin B um ein
und dieselbe Struktur handelt."”! Katanosin A konnte vor
kurzem ebenfalls isoliert werden; es tritt bei der Fermentie-
rung von Lysobacter als metabolisches Nebenprodukt auf.”!

Lysobactin hat eine ,,]lassoartige“ Struktur, bestehend aus
einem linearen (ein D-Leu-Leu-Dipeptid) und einem cycli-
schen Teil (ein 28-gliedriges Depsipeptid). Der Makrocyclus
ist aus neun Aminoséduren aufgebaut, von denen fiinf nicht-
proteogen sind (eine D-Arg-Seitenkette sowie -hydroxylier-
te HyAsn-, HyPhe-, aThr- und HyLeu-Seitenketten), und
wird durch eine Esterbindung zwischen der 3-Hydroxygruppe
des Hydroxyphenylalanins und dem C-Terminus des Serins
geschlossen.'!! Die Primérstruktur wurde kiirzlich rontgen-
analytisch bestitigt.'? Hierbei wurde auch nachgewiesen,
dass die Struktur im Festkorper durch vier Wasserstoffbrii-
cken bestimmt wird, die dem Molekiil eine globulidre Kon-
formation verleihen, in der hydrophile und hydrophobe Do-
ménen unterscheidbar sind. Diese hoch organisierte Struktur
konnte durch Losungs-NMR-Untersuchungen weiter besté-
tigt werden.!'”

Der Wirkmechanismus beider Antibiotika ist auf mole-
kularer Ebene noch nicht vollstandig geklart, es wird jedoch
angenommen, dass sich die Wirkungsweise von der des Van-
comycins unterscheidet.”) Zwar inhibieren sowohl Vanco-
mycin als auch Lysobactin die Peptidoglycanbiosynthese, dies
geschieht jedoch an unterschiedlichen Angriffspunkten.
Peptidoglycan ist der Hauptbestandteil bakterieller Zell-
winde und besteht hauptsichlich aus polymerer, $3-1,4-ver-
kniipfter N-Acetylglucosaminyl-N-acetylmuraminsédure, die
iiber kurze Peptide vernetzt ist (Schema 1).

Die Biosynthese von Peptidoglycan findet in drei Stufen
statt (Schema 2). In einer chemisch stark vereinfachten Dar-
stellung!" erfolgt wiihrend der Stufen 1 und 2 die Bildung des
so genannten Lipids IT (die ,,monomere* Disaccharyl-Penta-
peptid-Einheit) im Cytoplasma bzw. dessen Transport zur
duBeren Oberfldche der bakteriellen Zellmembran (Translo-
kation). In Stufe 3 der Biosynthese folgt dann die enzyma-
tisch durch Transglycosylasen katalysierte Polymerisierung
der Disaccharid-Einheiten (Lipid II wirkt an den Enden der
verlidngerten Peptidoglycan-Ketten zur 4-OH-Gruppe des
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Schema 1. Vereinfachte Struktur von Peptidoglycan.

GlcNAc als Donor)." Die Vernetzung der Peptidketten er-
folgt in einer Transpeptidierungsreaktion der e-NH,-Gruppe
einer Lys’-Seitenkette mit einem benachbarten p-Ala*, was
zu einer Abspaltung von D-Ala’ als freie Aminoséure fiihrt.
Es ist dieser ,,Reifungsprozess®, der dem nunmehr entstan-
denen Peptidoglycan-Netzwerk seine aulergewohnliche Sta-
bilitédt verleiht.

Vancomycin inhibiert die Transpeptidierung durch Bin-
dung an den D-Ala-pD-Ala-Terminus der Pentapeptideinheit
von Lipid II, wobei die Hemmwirkung durch Zugabe von Ac-
Lys-p-Ala-D-Ala aufgehoben wird. Die Tatsache, dass sich die
Wirkung von Lysobactin nicht auf diese Weise unterdriicken
lasst, ist als Nachweis fiir die Existenz zweier unterschiedli-
cher Wirkmechanismen anzusehen.”! Die Wirkung von
Lysobactin in Bakterien ist mechanistisch noch nicht genau

Angewandte

geklart, man geht aber davon aus, dass sie auf der Inhibition
der Transglycosylierung und/oder der Bildung von Lipid II
beruht. Die Hemmung der Peptidoglycanbiosynthese beein-
trachtigt die mechanischen Eigenschaften der bakteriellen
Zellwand und erhoht somit die Lyseanfélligkeit der Zelle. Es
wird vermutet, dass Lysobactin auf dhnliche Weise agiert wie
andere Antibiotika, die in die Synthese von Lipid II eingrei-
fen, wie etwa Ramoplanin (ein cyclisches Depsipeptid mit
Disaccharid- und Lipidresten) oder Mannopeptimycin (ein
aus sechs Aminosduren aufgebautes, glycosyliertes Pep-
tid)."*! Eine Losung dieser Frage ist in nichster Zeit zu er-
warten, da monomeres Lipid II seit kurzem sowohl auf syn-
thetischem als auch auf enzymatischem Weg zur Verfiigung
steht.[130:2°]

Der Wirkmechanismus von Lysobactin ldsst minimale
Hemmkonzentrationen (MICs) im submikromolaren Bereich
zu, die etwa 50-mal niedriger sind als beim Vancomycin. Dies
macht Lysobactin zu einer vielversprechenden Alternative im
Kampf gegen Infektionen durch Vancomycin-resistente En-
terokokken (VRE).

Eine Reihe von Arbeitsgruppen hat sich mit der Total-
synthese von Lysobactin beschiftigt,>2"! zudem beschrieben
Bradley et al. eine Festphasensynthese eines vereinfachten
Analogons.”! Erfolgreich zum Abschluss gebracht wurde die
Totalsynthese nun kiirzlich durch von Nussbaum et al."”
(Bayer AG) sowie durch VanNieuwenhze et al.,”" wobei sich
die beiden Synthesewege grundsitzlich unterscheiden: Der
von Nussbaum’sche Ansatz beruht hauptsichlich auf Uber-
legungen um die dreidimensionale Struktur des Lysobactins,
wohingegen VanNieuwenhze einen eher klassischen Weg der
Peptidsynthese gewihlt hat.

Phase 3: Transglycosylierung
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Schema 2. Uberblick iiber die Biosynthese von Peptidoglycan.
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Die durch von Nussbaum et al. entworfene Synthesestra-
tegie orientierte sich an dem hohen Ordnungsgrad der 3D-
Struktur. Zum Aufbau des makrocyclischen Grundgeriists
von Lysobactin war eine konformationsgesteuerte Cyclisie-
rung vorgesehen, in der die ungeschiitzten Seitenketten der
Hydroxyaminosiduren durch Bildung von Wasserstoffbriicken
die makrocyclische Reaktion bevorzugen sollten. Dement-
sprechend waren nur minimale Schutzgruppenoperationen
notwendig, um das fiir die Makrocyclisierung vorgesehene
Vorstufenmolekiil zu synthetisieren. Wiahrend Biosynthese-
wege gewohnlich iiber Makrolactonisierungen verlaufen,®!
greift man in der chemischen Cyclisierung von Depsipeptiden
meist auf Makrolactamisierungen zuriick.” Im aktuellen Fall
sollte die einfache Verfiigbarkeit der Secosdure des Natur-
stoffs genutzt werden,” um eine Semisynthese auf Basis ei-
ner Makrolactonisierung zu versuchen (Schema 3). Dieser
Ansatz erwies sich jedoch als erfolglos, was wahrscheinlich
auf die hohe Zahl potenziell reaktiver Hydroxygruppen zu-
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Schema 3. Versuch einer Makrolactonisierung.
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Schema 5. Synthese von Lysobactin (1) nach von Nussbaum et al. Bn=Benzyl, Boc = tert-Butyloxycarbonyl, DCC = N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid,
DMAP = 4-Dimethylaminopyridin, HATU = O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexafluorophosphat, NMM = N-Methylmor-
pholin, TBAF =Tetrabutylammoniumfluorid, TFA=Trifluoressigsdure oder Trifluoracetat, TMSE = 2-(Trimethylsilyl)ethyl.
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handensein eines Glycins nicht nutzt, mit dem eine nicht-
epimerisierende inter- oder intramolekulare Kupplung von
Peptidfragmenten moglich gewesen wire. Ein weiterer
wichtiger Aspekt betrifft die Notwendigkeit, das ,lineare®
Dipeptid in einem frithen Syntheseschritt in die ,Lasso-
struktur einzufiihren, da das Stickstoffatom am HyPhe nicht
entschiitzt werden kann, ohne eine O —N-Wanderung des
Acyls zu riskieren. Diese wiirde zur Bildung des entspre-
chenden Amids fithren (Schema 4).1%°

Das Pentapeptid 3 wurde konventionell durch eine stu-
fenweise Peptidsynthese in Losung gewonnen, bei der Boc als
tempordre N-terminale Schutzgruppe, ein Benzylester am C-
Terminus und HATU als Kupplungsreagens verwendet wur-
den. Es sei darauf hingewiesen, dass keine der Seitenketten
(einschlieBlich der basischen Guanidinium-Gruppe des D-
Arg) geschiitzt war. Bei der Synthese von Fragment 4 wurde
aus Konvergenzgriinden zunéchst die Kupplung von 5 und 6
vorgesehen (Schema 5), allerdings war zu bedenken, dass die
Veresterung mit einem hohen Grad an C,-Epimerisierung am
Serin verlduft. Folglich wurde zuerst der Serinrest eingefiihrt,
um im Anschluss das Boc-Gly-HyAsn-OH-Dipeptid mit gu-
ter Ausbeute kuppeln zu konnen. Diese letzte, zu Fragment 4
fithrende Kupplung ist wiederum beeindruckend, da es weder
zu einer Epimerisierung noch zu einer Dehydratisierung der
Asparagin-Seitenketten kommt. Mit den nunmehr vorhan-
denen Peptiden 3 und 4 wurde die erste intermolekulare

NH, B

Angewandte

Peptidkupplung an der sterisch zuginglichsten Stelle zwi-
schen der Gly- und der aThr-Seitenkette ausgefiihrt. Auf
diese Weise wurde das lineare Pseudopeptid mit einer Aus-
beute von 67% und ohne Epimerisierung erhalten. Nach
Entfernen der Schutzgruppen an den HyPhe®-, HyLeu*- und
Ser'!-Seitenketten konnte unter klassischen Bedingungen die
konformationsgesteuerte Makrolactamisierung mit einer be-
achtlichen Ausbeute von 72 % durchgefiihrt werden. Nach
Hydrogenolyse des Z-Carbamats (in Gegenwart von Triflu-
oressigsdure) wurde Lysobactin (1) als Trifluoracetatsalz mit
einer Ausbeute von 88 % isoliert.

Der von VanNieuwenhze et al. beschriebene Weg zum
Lysobactin ist aus Sicht der klassischen Peptidsynthese der
konventionellere Ansatz (Schema 6). Die beiden wichtigsten
Kupplungsstellen, die zu den Peptiden 8 und 9 fithren, waren
zwischen Gly-HyAsn und Leu-D-Arg vorgesehen: Zum einen
ermoglicht das achirale Glycin epimerisierungsfreie Peptid-
kupplungen, zum anderen verlaufen Kupplungen zwischen L-
und D-Aminosduren in der Regel effizienter als die der D-D-
oder L-L-Paare. Das Pseudopeptid 8 wurde ausgehend von D-
allo-Thr-OMe in einer géngigen, stufenweisen Peptidsynthese
in Losung gewonnen, wogegen sich die Synthese des Pseu-
dopeptids 9 wegen der empfindlichen Estergruppe sowie der
Moglichkeit einer O —N-Acyl-Wanderung (siehe Schema 3)
schwieriger gestaltete. Daher wurde zunéchst Verbindung 10
durch Kupplung von Boc-pD-Leu-Leu-OH und HyPhe-OMe
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Schema 6. Synthese von Lysobactin (1) nach VanNieuwenhze et al. DIPEA = Diisopropylethylamin, TBS =tert-Butyldimethylsilyl, Troc = Trichloreth-

oxycarbonyl.
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erzeugt, wobei sich (wie auch in der gesamten Synthese) die
Verwendung von DEPBT (3-(Diethoxyphosphoryloxy)-1,2,3-
benzotriazin-4-3H)-on)*"*! zur Minimierung von Epimeri-
sierungen als unerlésslich herausstellte. Zur anschlieenden
Synthese von Peptid 9 wurde zunéchst die Peptidkette am C-
Terminus von 10 auf klassische Art stufenweise verldngert,
worauf eine weitere, von der Hydroxygruppe der HyPhe-
Seitenkette ausgehende Peptidverlingerung folgte. Die
Kupplung der Peptide 8 und 9 konnte mit einer Ausbeute von
94 % und dank der Verwendung von DEPBT ohne Epimeri-
sierung des Ca am Leucin erreicht werden. Nach Entschiit-
zung des N- und C-Terminus wurde die Makrolactamisierung
erneut unter Einsatz von DEPBT ausgefiihrt, womit voll-
stiandig geschiitztes Lysobactin 10 in einer Ausbeute von 83 %
erhalten wurde. Nachdem alle Schutzgruppen, die der jewei-
ligen Anforderung entsprechend gewidhlt worden waren
(Troc, TBS, Bu und Boc), unter sauren Bedingungen entfernt
wurden, erhielt man nach HPLC-Aufreinigung Lysobactin (1)
in einer Ausbeute von 33 %.

Zusammenfassend sind zwei Totalsynthesen von Lyso-
bactin, einem vielversprechenden Wirkstoff gegen Vanco-
mycin-resistente Bakterien vorgestellt worden. Erwéhnens-
wert ist die Tatsache, dass das D-Leu-Leu-Fragment bereits zu
Beginn der Synthese eingefithrt werden muss, um so die
mogliche Bildung vielzéhliger Nebenprodukte im linearen
Teil der ,,Lassostruktur® zu unterdriicken. Beide Ansitze
unterscheiden sich konzeptionell stark. Den sicher riskante-
ren Ansatz beschreiben von Nussbaum et al. (Peptidkupp-
lung potenziell epimerisierender C-terminaler Aminosduren,
Verwendung ungeschiitzter Arginine und Asparagine sowie
hydroxylierter Seitenketten), und insbesondere die von der
komplexen 3D-Struktur ausgehende retrosynthetische Ana-
lyse von Lysobactin ist sehr beeindruckend. Auf der anderen
Seite zeigt der klassische Ansatz von VanNieuwenhze et al.
den derzeitigen Stand der Technik in der Peptidsynthese auf
und zeichnet sich insbesondere durch die geschickte Auswahl
von Kupplungsstellen aus. Zudem ermdéglicht die komple-
mentédre Schutzgruppenstrategie die vollstdndige Entschiit-
zung aller funktionellen Gruppen unter sauren Bedingungen
in nur einem Schritt.

Wenn auch konzeptionell verschieden, so sind beide
Synthesen hochgradig konvergent und in ihrer Stufenzahl
vergleichbar (neun bzw. zehn als jeweils ldngste durchge-
hende Stufenfolge, ausgehend von einem D-Leu-Leu-HyPhe-
Derivat). Somit ebnen beide Totalsynthesen den Weg zu
weiteren chemischen Modifikationen und sollten einen tie-
feren Einblick in den biologischen Mechanismus der anti-
bakteriellen Wirkung von Lysobactin ermoglichen.
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