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Aeruginosine

Die Aeruginusine wurden aus Meeresschwdidmmen und cyanobakte-
riellen Wasserbliiten isoliert, die in phylogenetisch sehr unterschiedli-
chen und geographisch weit voneinander entfernten Gewdssern vor-
kommen. Gemeinsam ist den Aeruginosinen eine zentrale Hydroxy-
(oder Dihydroxy-)octahydroindolcarboxamid-Kerneinheit, an deren
Carboxy- und Aminoende ungewohnliche Aminosduren zu einem li-
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nearen Peptid aufgereiht sind. Einige der Aeruginosine entfalten
ausgezeichnete Serinprotease-Inhibitoraktivitit in vitro, wofiir drei

wichtige pharmakophore Untereinheiten verantwortlich sind, die ex-

akt angeordnet sein miissen: eine argininmimetische Untereinheit (P1)

und zwei hydrophobe Reste an den Positionen P2 und P3, die be-

stimmte Wechselwirkungen eingehen konnen. In diesem Aufsatz bie-
ten wir den ersten umfassenden Uberblick iiber das chemische und
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biologische Verhalten der Aeruginosine. Besondere Aufmerksamkeit

gilt dabei den Herkunftsorten der Substanzen, Strukturrevisionen und

Totalsynthesen.

1. Einleitung

Schon seit langer Zeit dienen cyanobakterielle Wasser-
bliiten als Quelle fiir biologisch interessante Sekundédrmeta-
boliten. Thr Name leitet sich von der Cyanfarbe der Algen
ab, die diese Wasserbliiten bilden. Enthaltene hepatotoxische
cyclische Peptide wie die Microcystine®” und Nodularine!®*!
sind die Hauptursachen fiir die gesundheitlichen Risiken
beim Umgang mit den Bliiten.'""'? Berichte iiber kontami-
nierte Wasservorrdte und iiber die Vergiftung von Tierbe-
stinden gaben Anlass, die von Frischwasser-Blaualgen pro-
duzierten Substanzen nédher zu untersuchen. Zu den interes-
santesten Ergebnissen gehort die Identifizierung einer neuen
Klasse linearer Peptide, die als Aeruginosine bezeichnet
wurden und die Inhibitoraktivitdt gegen Serinproteasen auf-
weisen. Im Rahmen von biologischen Screenings zur Identi-
fizierung von Metaboliten, die von Microcystis aeruginosa
produziert werden, gelang Murakami und Mitarbeitern 1994
die Isolierung von Aeruginosin 298A,™ einem Peptid, das zu
einer neuen Klasse peptidischer Serinprotease-Inhibitoren
gehorte. In den letzten zehn Jahren wurden dann weitere 20
Verbindungen isoliert, die strukturell und pharmakologisch
mit Aeruginosin 298A verwandt sind. FEinige von ihnen
stammen von geographisch sehr unterschiedlichen Orten
sowie von Quellen, deren Beziehung zur Microcystis-Was-
serbliite unklar ist.

Die Aeruginosine inhibieren Serinproteasen unter-
schiedlich stark. Thr Aktivitdtsprofil kann durch eine hohe
pharmakophore und strukturelle Homologie innerhalb der
Familie erklart werden. Fast alle Aeruginosine sind aus vier
Untereinheiten aufgebaut: eine Hydroxy- oder Séuregruppe
am N-Terminus, eine raumfiillende hydrophobe Aminosiure,
als Kern ein 2-Carboxyperhydroindol und am C-Terminus
eine Gruppe, die Guanidin enthidlt (Abbildung 1). Diese
Anordnung von Struktur- und Funktionselementen ist die
Grundlage fiir die Affinitdt zur katalytischen Bindungstasche
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2-Carboxy-6-hydroxyoctahydroindol (Choi)

4 3
3a
7
HO™ 8 ;T8 N Rs) C-terminales Guanidin
R?fo

hydrophobe Aminoséure Q
NH

/

R1

N-Terminus

Abbildung 1. Allgemeine Struktur der Aeruginosine.

von Trypsin, Thrombin und anderen Serinproteasen aus der
Blutgerinnungskaskade.

Die Aeruginosine sind wegen ihrer neuartigen Struktur
und ihrer biologischen Aktivitdt auch interessant fiir die or-
ganische Synthese. Ungeachtet der stets identischen Anord-
nung von dhnlichen Untereinheiten wurden bei neu isolierten
Aeruginosinen immer wieder zuvor unbekannte Aminosiu-
ren und argininmimetische Untereinheiten entdeckt. Die
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meisten konzeptuell verschiedenen Syntheserouten zielten
auf die Herstellung von Derivaten der 2-Carboxyperhydro-
indol-Kernstuktur. Bis zur heutigen Zeit ist die Totalsynthese
von sieben Aeruginosinen gelungen; vier dieser Synthesen
filhrten zur Revidierung der urspriinglich vorgeschlagenen
Struktur.

Ziel dieses Aufsatzes ist es, einen Uberblick iiber die
chemischen und biologischen Eigenschaften der Aeruginosi-
ne zu geben. Nach einer Besprechung ihrer Isolierung und
Charakterisierung folgt die Diskussion ihrer biologischen
Aktivitidt sowie ihrer Synthese. Besondere Aufmerksamkeit
gilt dabei neuen Methoden, die bei der Totalsynthese ausge-
wihlter Aeruginosine zur Anwendung kamen.

2. Isolierung und Charakterisierung

Eine erstaunliche Quelle von Peptiden mit bemerkens-
werter Struktur und biologischer Aktivitit sind die toxischen
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und nichttoxischen Stimme der Blaualgen, besonders die der
Cyanobakterien der Gattung Microcystis. Die Suche nach den
Griinden fiir die Toxizitdt der Algenbliiten fiihrte zur Isolie-
rung von mehreren nichttoxischen Peptiden, die eine erheb-
liche Inhibitorwirkung gegen Serinproteasen ausiiben. Unter
diesen Peptiden waren auch die ersten bekannten Mitglieder
der Aeruginosine.

Anfangs wurden die Aeruginosine als Naturstoffe einge-
ordnet, die das Cyanobakterium Microcystis produziert und
die eine neue azabicyclische Aminosdure enthalten: das 2-
Carboxy-6-hydroxyoctahydroindol (Choi), dessen allgemeine
Struktur in Abbildung 1 zu sehen ist. Im Anschluss an die
Isolierung des Thrombin- und Trypsin-Inhibitors Aeruginosin
298A (1)[¥lisolierte man aus SiiBwasser-Cyanobakterien der
Gattung Oscillatoria und auch aus Meeresschwdmmen der
Familie der Dysideidae lineare Peptide, die diesen Bicyclus
enthalten und verwandte biologische Aktivitdt und Struk-
turmerkmale aufweisen. Trotz des unterschiedlichen Ur-
sprungs haben samtliche 21 hier vorgestellten Mitglieder der
Aeruginosin-Familie die charakteristische 2-Carboxyperhy-
droindol-Kernstruktur mit cis-verkniipften Ringen und inhi-
bieren fast alle in vitro Serinproteasen. Aus Microcystis-Ko-
lonien wurden noch weitere Cyanopeptide identifiziert, die
strukturell zu den Aeruginosinen gezihlt werden, wie Aeru-
ginosin 602, 670 und 678.1'71 Allerdings wurden diese Pep-
tide, soweit wir wissen, bislang noch nicht vollstindig cha-
rakterisiert und auch noch nicht auf ihre biologische Aktivitét
gegen Serinproteasen getestet. Aus diesem Grund werden sie
hier nicht behandelt.

2.1. Aeruginosine aus Microcystis aeruginosa

In den frithen 1990er Jahren berichteten Murakami und
Mitarbeiter!" " von der Isolierung und Charakterisierung der
neuartigen peptidischen Protease-Inhibitoren Microginin und
Micropeptin A und B aus Microcystis aeruginosa. Gleich
darauf folgte die Isolierung von Aeruginosin 298A (2) aus
dem gleichen Cyanobakterium.¥! 2D-NMR-spektroskopi-
schen Studien zufolge enthilt Aeruginosin 298A (1) vier
Untereinheiten: Hydroxyphenylmilchsdure (Hpla), Leucin,
einen Choi-Kern und ein reduziertes Arginin (Argol). In
ihrem ersten Beitrag ordneten Murakami und Mitarbeiter™”
auf der Grundlage von Studien zum Abbau und zur Deriva-
tisierung des Sdurehydrolysats von Aeruginosin 298A der
Leucinamid-Untereinheit eine L-Konfiguration zu.

Tulinsky et al.?” publizierten 1998 die Kristallstruktur
eines terndren Komplexes von 1, gebunden an einen Hirugen-
Thrombin-Komplex, bei einer Auflosung von 2.1 A, was die
Bestimmung der absoluten Konfiguration ermoglichte:
Demnach hat die Hpla-Untereinheit eine b- und Leucin eine
L-Konfiguration. Die stereogenen Zentren der 2-Carboxy-6-
octahydroindol(Choi)-Aminosiure!"® wurden als 25,3aS,6R,
7aS bestimmt, sodass die absolute Konfiguration L-Choi
lautet, wihrend die Argol-Untereinheit ebenfalls in L-Kon-
figuration vorliegt.

Aus der Kristallstruktur des terndren Komplexes lielen
sich unerwartete Wechselwirkungen von 1 mit der Bin-
dungstasche von Thrombin ablesen: Demnach besetzt das L-
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Microcin SF608®! urspriinglich vorgeschlagene Struktur  Agryginosin 298B urspriinglich vorgeschlagene Struktur Aeruginosin EI461
von Aeruginosin 298B% (revidiert)?? von Aeruginosin EI46129 (revidiert)®d
Leu trotz seiner mutmaflichen L-Konfiguration die hydro- Die Aeruginosine 89A (7) und 89B (8) wurden 1999 aus
phobe D-enantiomorphe S3-Tasche. AuBlerdem gibt es eine  einem neuen Microcystis-aeruginosa-Stamm isoliert. IThre
Wechselwirkung des Hpla-Rests mit der S3-Tasche, die ei-  Strukturen und absoluten Konfigurationen wurden so wie bei
gentlich den L-Leucinrest beherbergen sollte. Diese Beob-  den schon beschriebenen Aeruginosinen ermittelt.”” Diese
achtungen liefen die anfangs gemachten stereochemischen  Peptide enthalten aufler einem sulfatierten meta-Chlor-Dp-
Zuordnungen zu Aeruginosin 298 A wieder etwas zweifelhaft =~ Hpla-Rest einen ungewohnlichen C-terminalen Argininal-
erscheinen. Diese Frage konnte erst beantwortet werden, als  (Argal)-Rest. Wegen des Tautomerengleichgewichts der
unabhingig voneinander die Arbeitsgruppen von Bon-  Argal-Einheit erwiesen sich die Trennung und stereochemi-
joch®:22l ynd Wipf?! die vorgeschlagene Struktur 1 infolge  sche Zuordnung dieser Verbindungen als deutlich schwieri-
einer Totalsynthese revidierten (siche revidierte Struktur 2).  ger. Daher wurden die Produkte des Peptidabbaus mit
In den folgenden Jahren isolierten und charakterisierten =~ NaClO, oxidiert und die so entstehenden Arginine in Form
Murakami und Mitarbeiter die Aeruginosine 98A (auch als  ihrer Marfey-Derivate (d.h., vor dem Sdulenauftrag wurden
Taihunosin bekannt), 98B, 98C und 101 (3-6) aus Microcystis ~ die Arginine mit dem chiralen Reagens 1-Fluor-2,4-dinitro-
aeruginosa.”**! Die Strukturen wurden durch 2D-NMR-  phenyl-5-L-alaninamid oxidiert) durch HPLC analysiert.””
Spektroskopie bestimmt, und die absoluten Konfigurationen = Aus den Befunden geht hervor, dass Aeruginosin 89A die L-
wurden durch saure Hydrolyse des Peptids mit anschlieBen-  Form und Aeruginosin 89B die b-Form von Argal enthilt.
der Derivatisierung und chiraler HPLC-Analyse mit Ver- Im gleichen Jahr entdeckten Cameli und Banker™ wiih-
gleichssubstanzen als Kontrolle ermittelt. Die absolute Kon-  rend eines Screenings nach Protease-Inhibitoren aus einem
figuration der Choi-Untereinheit wurde durch Derivatisie- nichttoxischen Stamm von Microcystis aeruginosa das
rung und NMR-spektroskopische Analyse ermittelt. Die ab- ~ Microcin SF608 (9). Eine Kombination von 2D-NMR-Spek-
solute Konfiguration von Aeruginosin 98B wurde durch die  troskopie und HPLC ermoglichte die vollstdndige Aufkldrung
Rontgenstrukturanalyse eines terndren Hirugen-Thrombin-  der Struktur von Microcin SF608, die stark jener von Aeru-
Komplexes bestimmt.”! Jede Struktur enthilt einen p-Hpla-  ginosin 298A gleicht. Microcin SF608 ist aus Agma-, L-Choi,
Rest, der bei den Aeruginosinen 98A, 98C und 101 am aro-  L-Phe und L-Hpla-Untereinheiten aufgebaut. Der L-Phe-Rest
matischen Ring ein meta-Brom- oder Chloratom triagt. Alle in Microcin SF608 ist wohl eine Ausnahme, denn den Ami-
vier Strukturen sind aus einer Kette von D-allo-Isoleucinrest — nosédureresten aller anderen Aeruginosine wurde in den re-
(wobei die Seitenkette von allolle die entgegengesetzte Chi-  vidierten Strukturen eine pD-Konfiguration zugeordnet.
ralitit zu der von Ile hat), O-sulfatierter L-Choi-Kernunter- Bei den beiden jiingst aus Microcystis aeruginosa isolier-
einheit und 4-Amidinobutylamid (Agmatin, Agma) aufge- ten Aeruginosinen liegt die Choi-Untereinheit in der gleichen
baut. Struktur vor, dagegen fehlen die sonst immer vorhandenen,
Angew. Chem. 2008, 120, 1220 —1242 © 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de 1223
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Guanidin enthaltenden C-terminalen Pharmakophore.
GemiB einer vollstdndigen Charakterisierung von Aerugi-
nosin 298B! (11) und EI461®) (13) sind die Peptide aus L-
Hpla, p-Leu und einem C-terminalen Choi-Amid aufgebaut.
Einer exakten Untersuchung von Kern-Overhauser-Effekt-
(NOE)-Korrelationen des Choi-Amids von Aeruginosin
ElI461 zufolge ist das C6-Wasserstoffatom axial konfiguriert
(H-6) und das Perhydroindol cis-anelliert. H-6 weist keine
NOE-Korrelation zu den Wasserstoffatomen der Ringver-
kniipfung (H-3a und H-7a) auf, was eine unter den Aerugi-
nosinen einzigartige Choi-Konfiguration andeutet. Ein Ver-
gleich mit synthetischen 6a- und 6f-Isomeren von Boc-L-
Choi-OMe ldsst auf eine 2S,3aR,6R,7aR-Konfiguration
schlieBen.’” Demnach verbleibt das Aeruginosin EI461 als
einziger Aeruginosin-Naturstoff, bei dem H-2 in anti-Stellung
zu H-3a und H-7a steht. Die urspriinglich vorgeschlagenen
Strukturen von Aeruginosin 298B (10) und EI461 (12)
wurden beide mithilfe einer Totalsynthese revidiert.?>!

2.2. Aeruginosine aus Microcystis viridis
Drei neue Mitglieder der Aeruginosin-Familie wurden

aus Kulturen des SiiBwasser-Cyanobakteriums Microcystis
viridis isoliert. Die Aeruginosine 102A (14) und 102B (15)

Choi Choi >
Nesseucea T,
JZZ\ N NH,  HO N HN—S,‘/\\Z\)N NH,
D-Tyr NH Argal D-Tyy
OH
HO ©

O-sulfatiert
D-Hpla

0S80,

14 Aeruginosin 102AB1 (3S)
15 Aeruginosin 102B°" (3R)

Aeruginosin 103A[32]

wurden 1996 durch ODS-HPLC-Trennung aus biologisch
aktiven Extrakten isoliert.”! Wie auch bei Aeruginosin 89A
und 89B ergab HPLC fiir beide Substanzen einen Satz von
multiplen Peaks, die auch nach Trennung und erneuter
Analyse bestehen blieben. Dies weist auf ein Tautomeren-
gleichgewicht hin, das durch eine Argal-Untereinheit her-
vorgerufen wird. Aeruginosin 102A enthélt den L-, 102B den
D-Argal-Rest. AuBlerdem enthalten beide Verbindungen ein
p-Hpla-Sulfat, p-Tyr sowie die Choi-Untereinheit. Die abso-
lute Konfiguration der Choi-Untereinheiten der Aeruginosi-
ne 102A und 102B konnte zwar noch nicht bestimmt werden,
aber NOE-Studien weisen auf eine relative Konfiguration
hin, die mit derjenigen des L-Choi-Rests anderer Aerugino-
sine iibereinstimmt.

Zwei Jahre spiter wurde Aeruginosin 103A (16) isoliert
und durch NMR-Spektroskopie und Peptidabbau analy-
siert.’” Die Derivatisierung der Hydrolysate ergab, dass 16
D-Hpla- und p-Tyr-Untereinheiten enthélt. Durch 2D-NMR-
Spektroskopie wurde ein Choi-Rest nachgewiesen, dessen
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relative Konfiguration mit der des Choi-Rests der Aerugi-
nosine 102A und 102B iibereinstimmt. Die absolute Konfi-
guration dieser Untereinheit konnte allerdings nicht mit Si-
cherheit verifiziert werden.

Aeruginosin 103A enthélt als Definitionsmerkmal ein
cyclisches Ethylhemiaminal, das in die 1-Amidino-2-ethoxy-
3-aminopiperidin(Aeap)-Untereinheit eingeschlossen ist. Die
Kopplungskonstanten und NOE-Korrelationen des Aeap-
Rests wurden dahingehend interpretiert, dass zwischen den
axialen Wasserstoffatomen H-2 und H-4 sowie H-3 und H-5
eine syn-Beziehung besteht. Um die absolute Konfiguration
von Aeap zu bestimmen, wurde Aeruginosin 103A mit CrO;
in AcOH oxidiert, und anschliefend wurden die Hydrolysate
durch ODS-HPLC analysiert. Da ein L-Arg-Rest identifiziert
wurde, konnte Aeap eine 1R,2S-Konfiguration zugeordnet
werden.

2.3. Aeruginosine aus Oscillatoria sp.

1997 isolierten Murakami und Mitarbeiter™ zum ersten
Mal Aeruginosine auflerhalb der Gattung Microcystis. Das
Cyanobakterium Oscillatoria agardhii wurde aus dem Kasu-
migaura-See in Japan gewonnen. Nach seiner Kultivierung
wurden Extrakte mit signifikanter Inhibitoraktivitidt gegen
Trypsin und Thrombin erhalten. Eine Reinigung durch HPLC
an reverser Phase (RP-HPLC) ergab zwei zuvor unbekannte
Aecruginosine, 205A (17) und 205B (18). Das charakteristi-
sche Isotopen- und Fragmentierungsmuster lie auf ein
Chloratom sowie eine Sulfatgruppe schlieBen. Mithilfe von
2D-NMR-Spektroskopie wurden fiinf Untereinheiten fol-
gender mutmaBlicher Strukturen identifiziert: Phenylmilch-
sdure-2-O-sulfat (Plas), 3-Hydroxyleucin (Hleu), 2-Carboxy-

ursprunglich vorgeschlagene Strukturen von
17 Aeruginosin 205AB% (2R 3S,2'S)
18 Aeruginosin 205B* (28 3R 2'R)

oH N=
o NH,
D-Pla D-Pla
19 20
ursprunglich vorgeschlagene Struktur von Oscillarin
Oscillarint*" (revidiert)*2 431

Angew. Chem. 2008, 120, 1220 —1242


http://www.angewandte.de

Aeruginosine

6-chloroctahydroindol (Ccoi), Agma und Xylopyranose
(Xyl).

Zwar wurde anhand der NMR-Kopplungskonstante und
durch NOE-Analyse fiir den Ccoi-Rest die relative Konfigu-
ration bestimmt, aber die absolute Konfiguration konnte
nicht sicher bestitigt werden. Die Hydrolyse der Peptide und
Derivatisierung der Plas-Reste als Menthylester ergab eine L-
und D-Plas-Konfiguration fiir die Aeruginosine 205A bzw.
205B. Den Hleu-Resten wurden durch Marfey-Analyse der
Hydrolysate eine 2R,3S- bzw. 25,3 R-Konfiguration zugeord-
net. Eine GC-Analyse an chiraler Sdule der Abbauprodukte
fiihrte zur Zuordnung als D-Xylose.

Zur Zeit ihrer Entdeckung waren die Aeruginosine 205A
and 205B die einzigen bekannten Glycopeptid-Aeruginosine
und gehoren zu den wenigen zuckerhaltigen Naturstoffen aus
Cyanobakterien.">*3¥ Bei der Untersuchung ihrer Struktur
wurden zwei neue Struktureinheiten entdeckt, namlich Ccoi
und Plas, und ein dritter Rest, Hleu, der unter Naturstoffen
sehr selten ist.

Die definitive Synthese des Ccoi-Kerns fiihrte zu einer
Diskussion iiber die Strukturen von Aeruginosin 205A und
205B.*! Ein Vergleich von NMR-Daten des synthetischen
Ccoi und des Naturstoffs ergab eine Reihe von Unterschieden
in den chemischen Verschiebungen, und zwar besonders in
der Umgebung des Chloratoms. Beispielsweise verursacht das
H-6-Methinproton im 'H-NMR-Spektrum des synthetischen
Ccoi ein Signal bei 0 =4.60 ppm. Beim Naturstoff liegt jedoch
das Signal dieses Protons bei = 3.83 ppm. Da es auch bei den
chemischen Verschiebungen im “C-NMR-Spektrum erheb-
liche Abweichungen gibt, muss angenommen werden, dass
sich das Chloratom von Aeruginosin 205A und 205B nicht am
2-Carboxyperhydroindol(Choi)-Kern befindet. Die Sulfat-
gruppe, die urspriinglich am Plas-Rest angenommen wurde,
ist auBBerdem offenbar Bestandteil der a-Glycosid-Unterein-
heit.*!

Im gleichen Jahr der Veroffentlichung iiber die Isolierung
der Aeruginosine 17 und 18 isolierten und charakterisierten
Wissenschaftler der ehemaligen Boehringer Mannheim
GmbH Oscillarin (19), das sie aus Algenkulturen von Os-
cillatoria agardhii (Universitdt Gottingen, urspriinglich aus
dem Kasumigaura-See in Japan) gewonnen hatten.!! Die
Struktur und die absolute Konfiguration wurden auf der
Grundlage von NMR-Daten und einem teilweise gelosten
Cokristallkomplex mit Trypsin bestimmt. Demzufolge ist
Oscillarin aus D-Phenylmilchsdure (p-Pla), p-Phe, L-Choi
und einer cyclischen, Guanidin enthaltenden P1-Untereinheit
aufgebaut (siehe 19). Die Struktur wurde spiter zu 20 revi-
diert, ohne an den Originaldaten etwas zu indern.[*?

Die Strukturrevision von Oscillarin (20) erfolgte anhand
einer Totalsynthese. Bestitigt wurde die Struktur 20 durch
eine hoch aufgeloste Rontgenstruktur eines Thrombin-Os-
cillarin-Komplexes. Demgemaf lag anstelle des urspriinglich
vorgeschlagenen cyclischen Guanidins eine 1-(N-Amidino-
A’-pyrrolino)ethyl-Untereinheit (Adc) vor.” Dieses bemer-
kenswerte heterocyclische Adc-Motiv kommt auch in Dysi-
nosinen**! (sieche Abschnitt 2.5) und in weiteren linearen
Peptiden vor, die eine Azabicyclononan-Kerneinheit enthal-
ten, darunter Suomilid®” sowie das kiirzlich isolierte Banya-
sid A und B
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2.4. Aeruginosine aus Dysideidae-Schwimmen

In der Ndhe von Lizard Island in North Queensland,
Australien, wurde eine neue Schwammgattung und -art ent-
deckt, die zur Familie der Dysideidae gehort. Der Extrakt
dieses Schwamms enthédlt einen peptidischen Thrombin-
Inhibitor, der groBe Ahnlichkeit zu den Aeruginosinen auf-
weist. Dementsprechend ist das Dysinosin A (21), dessen
Isolierung und Charakterisierung Quinn und Mitarbeiter
2002 beschrieben,* ein funktionell neuartiges Aeruginosin
aus einer anderen Weltregion.

5-OH-L-Choi 5-OH-L-Choi

=N NH
RO H Adc
>—2§o
D-Leu Val
‘zf \_t\ NH 4 l\lyNHz
O)\(\

)\|/\0803 NH, OR' NH,
0-Me-0'-SO5- OMe OMe
D-Glycersiure ,
HO “+»
21 Dysinosin A4 R=H 23 Dysinosin B R= Hi3. % .
22 Chlorodysinosin A®*“1 R = ClI HO
R'= SO,
24 Dysinosin C® R =H, R'= S0,
25 DysinosinD®  R=H R'=H

Zur Strukturaufkldrung von Dysinosin A wurde eine
Kombination aus NMR-Spektroskopie und Abbaustudien
eingesetzt, und die Konfigurationszuordnungen wurden
durch die Kiristallstruktur eines terndren Komplexes aus
Dysinosin-A-Thrombin-Hirugen bestitigt.*¥! Dysinosin A
enthilt die gleiche Adc-Untereinheit wie Oscillarin. In der
Perhydroindol-Kernstruktur von Dysinosin A gibt es eine
zusitzliche Hydroxygruppe an der C5-Position in frans-di-
axialer Orientierung. Bei den N-terminalen Resten handelt es
sich um D-Leu und ein sulfatiertes Glycersdurederivat; letz-
teres wurde erstmals bei einem Aeruginosin nachgewiesen.

2003 isolierte und charakterisierte die ehemalige Phar-
macia Corp. erstmals ein chloriertes Dysinosin-A-Derivat
(22).") Dieses Peptid, das hier als Chlordysinosin A be-
zeichnet wird, enthilt offenbar ein 3-Chlorleucin (Cleu), eine
bis dato in der Naturstoff-Literatur unbekannte Aminosédure.
Durch NMR-spektroskopische und Abbaustudien konnte die
Grundstruktur von 22 ermittelt werden, und die absolute
Konfiguration wurde kiirzlich iiber eine Totalsynthese und
eine hochaufgeloste Kristallstruktur des Thrombinkomplexes
bestiitigt.[*!

Drei zuvor unbekannte Aeruginosine wurden kiirzlich aus
Meeresschwimmen der Familie der Dysideidae isoliert. Die
Dysinosine B, C und D (23-25)F stammen alle aus Lamel-
lodysidea chlorea und unterscheiden sich von Dysinosin A
durch eine Substitution an der C6-Position sowie eine Hy-
droxygruppe an der Glycersdure. Auflerdem enthalten diese
Peptide an der Position des normalerweise enthaltenen Leu-
Rests einen Val-Rest. So wie Aeruginosin 205A und 205B
gehort auch Dysinosin B zu den Glycopeptid-Aeruginosinen.
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3. Biologische Aktivitdt

Die biologische Aktivitdt der Aeruginosin-Naturstoffe
wird hauptséchlich iiber ihre Inhibitorwirkung gegen Serin-
proteasen ausgedriickt (Tabelle 1). In manchen Fillen
wurden auch andere Enzyme getestet, z.B. die Cysteinpro-
tease Papain (Tabelle 1). Hohe Inhibitorwirkung zeigten die
Naturstoffe gegen Serinproteasen mit trypsinartiger Sub-
stratspezifitdt. Diese Enzyme sind Bestandteil bei vielen
wichtigen physiologischen Prozessen, und ihre Bedeutung in
der Blutgerinnungskaskade ist gut erforscht.”*!! Die tryp-
sinartigen Proteasen spalten, wie man weif3, Substanzen mit
positiv geladenen Aminoséureresten in P1-Position. Das ba-
sische Arginin-Analogon am C-Terminus macht die Aeru-
ginosine deshalb zu guten Kandidaten fiir den Einbau in das
aktive Zentrum dieser Proteasen.

3.1. Inhibition von Faktoren der Gerinnungskaskade

Die Blutgerinnung lauft als komplexe Abfolge festgeleg-
ter Ereignisse ab, an der sowohl zellulare Komponenten (d. h.
Blutplittchen und Leukocyten) als auch Komponenten auf
Proteinebene beteiligt sind (d. h. die Gerinnungsfaktoren und
Cofaktoren). Zunichst aggregieren die Blutplattchen zu
einem ersten Pfropf (primire Hidmostase), im Anschluss
werden Gerinnungsfaktoren des Blutplasmas aktiviert, um
Fibrin zu erzeugen, das die aggregierten Plittchen zu einem
stabilen Fibrinpfropf verflechtet und verstdrkt (sekundire
Himostase).**" Die biochemische Gerinnungskaskade, die
in der Herstellung von Fibrin miindet, lauft iiber zwei Re-
aktionswege ab, ein intrinsisches Kontakt-Aktivierungssys-
tem und ein extrinsisches System von Gewebefaktoren (Ab-

Tabelle 1: In-vitro-Inhibitoraktivitat der Aeruginosine.

S. Hanessian et al.

bildung 2).*! Bei beiden Reaktionswegen erfolgt eine
schrittweise Aktivierung von Proteasen. Die Wege vereinigen
sich bei der Bildung von aktivem Thrombin, das als multi-
funktionelle Serinprotease®? die endgiiltige Spaltung von
Fibrinogen zu Fibrin bewirkt. Die Gerinnungskaskade wird
durch positive Riickkopplungsmechanismen entlang beider
Reaktionswege beschleunigt. Man geht mittlerweile davon
aus, dass das extrinsische System, das iiber Gewebefaktoren
gesteuert wird, den Hauptweg der Thrombinogenese
bildet.™!

Die meisten Gerinnungsfaktoren sind trypsinartige Se-
rinproteasen.* Unter normalen physiologischen Bedingun-
gen wird das Gerinnungssystem durch ein Antikoagulations-
und ein Fibrinolysesystem im Gleichgewicht gehalten.®>"
Ein Ungleichgewicht dieser Mechanismen fiihrt, je nachdem,
welches System vorherrscht, zu Blutverklumpungen oder zum
Bluten. Ein pathogenes Ungleichgewicht in Richtung Gerin-
nungssystem kann beim Menschen zu Thrombosen fiihren.

Die Thrombose und die damit einhergehenden Kompli-
kationen sind die Hauptursachen fiir potenziell todliche
Herz-Kreislauf- und cerebrovaskulire Erkrankungen.®!
Derzeitige Antikoagulationstherapien wie die Verabreichung
von Heparin und Cumarin haben nur enge therapeutische
Zeitfenster, schwere Nebenwirkungen und/oder miissen par-
enteral verabreicht werden. Daher wurde die Entwicklung
von neuen, direkt auf die Gerinnungsenzyme wirkenden
Antikoagulantien intensiv erforscht.”** Die Tatsache, dass
manche der Aeruginosine sehr gute Hemmwirkung gegen
Blutgerinnungsfaktoren zeigen, macht sie damit als kleine
Zielmolekiile bei der Suche nach neuen Antikoagulantien
interessant, auch wenn sie fiir den direkten Einsatz beim
Menschen zunéchst nicht geeignet scheinen.

Verbindung Enzym-ICsy [ug mL™'|®

Thrombin FVila Trypsin Plasmin Chymotrypsin Elastase Papain
Aeruginosin 298A, 232! 0.3 - 1.0 >10 >10 >10 >10
Aeruginosin 98A, 324! 7.0 - 0.6 6.0 >100 >100 100
Aeruginosin 98B, 447! 10.0 - 0.6 7.0 >100 >100 100
Aeruginosin 98C, 5% 3.3 - 3.9 5.0 >100 >100 -
Aeruginosin 101, 6% 3.2 - 3.0 33 >100 >100 -
Aeruginosin 89A, 72! 0.03 - 0.4 0.02 >10 >10 >10
Aeruginiosin 89B, 8! 0.05 - 6.6 0.46 >10 >10 >10
Microcin SF608, 9% - - 0.5 - >20.0 - -
Aeruginosin 298B, 11%° >100 - >100 >100 >100 >100 >100
Aeruginosin EI461, 132 - - 15% Inh. bei - 0% Inh. bei - -

45.5 pgmlL™ 45.5 pygmlL™

Aeruginosin 102A, 147221 0.04 - 0.2 0.3 >10 >10 >10
Aeruginosin 102B, 15211 0.1 - 1.1 0.8 >10 >10 >10
Aeruginosin 103A, 1652 9.0 - 51.0 68.0 - - -
Aeruginosin 205A, 1753 1.5 - 0.07 - - - -
Aeruginosin 205B, 18 0.17 - 0.07 - - - -
Oscillarin, 20144 0.018% 2.5%FI 0.024+0! >260% (K) - - -
Dysinosin A, 211 0.029* 0.206* - - - - -
Chlordysinosin A, 224! 0.0038%* 0.026% 0.025% - - - -
Dysinosin B, 23°¢ 0.13* (K) 0.07* (K) - - - - -
Dysinosin C, 24 0.34% (K) 0.077% (K) - - - - -
Dysinosin D, 25P >3.3% (K) 0.86% (K) - - - - -

[a] Die in um angegebenen 1Csy- und K-Werte wurden in ugmL™" umgerechnet und durch einen Stern (*) markiert. [b] In unserem Labor produzierte,
nicht publizierte 1Cs,-Werte. Freundliche Bereitstellung von AstraZeneca, MéIndal, Schweden.
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Abbildung 2. Die Blutgerinnungskaskade." Die aktiven Formen der Faktoren und Cofaktoren sind

mit ,,a“ bezeichnet. F = Faktor, PL=Phospholipid.

Seine zentrale Bedeutung in der Blutgerinnungskaskade
machte Thrombin zu einem vielversprechenden Zielenzym
fir die Entwicklung von Thrombosewirkstoffen. FEinige
Rontgenkristallstrukturen des Enzyms mit verschiedenen
Inhibitoren wurden bereits gelost und lieferten wichtige In-
formationen iiber die Wechselwirkung von Enzym und Inhi-
bitor.[”) Thrombin ist eine trypsinartige Serinprotease, die aus
zwei durch Disulfidbriicken verbundenen Polypeptidketten
besteht: A (36 Reste) und B (259 Reste).”? Die interessan-
testen Regionen im aktiven Zentrum von Thrombin, die fiir
die Aeruginosin-Hemmstoffe infrage kommen, sind die S1-,
S2- und D-S3-Positionen (Abbildung 3). Die auch als Spezi-
fitdtstasche bezeichnete S1-Unterregion ist durch einen As-
partatrest (Aspl89) am ,Taschenboden“ charakterisiert.
Dieser Aspartatrest erkennt ionische Inhibitoren mit basi-
scher P1-Seitenkette und geht mit ihnen ionische Wechsel-
wirkungen ein. Thrombin unterscheidet sich von Trypsin
durch einen Alaninrest in Position 190 der S1-Tasche, an der
sich bei Trypsin ein Serin befindet.® Die S1-Unterregion ist
auch dem Oxyanion-Loch (den NH-Amidgruppen von
Ser195 und Gly193 des Riickgrats) und der katalytischen
Triade Ser195-His57-Asp102 eng benachbart. Bei der S2-
Unterregion (auch: proximalen P-Tasche) von Thrombin
handelt es sich um eine hydrophobe Tasche, die hauptséchlich
aus Tyr60A und Trp60D der Insertionsschleife Tyr60A-
Pro60B-Pro60C-Trp60D  besteht.>*!  Die distale D-S3-
Tasche ist ebenfalls hydrophob, allerdings groBer als S2 und
wird von den Seitenketten von Leu99, Ile174 und Trp215
gebildet. Diese Tasche, nach der Nomenklatur von Schechter
und Berger™ die S4-Unterregion, wurde als D-S3-Unterre-
gion neu definiert, da hier in der Rontgenstruktur des Kom-
plexes mit D-Phe-Pro-Arg-Chlormethylketon (PPACK, Ab-
bildung 3), einem prototypischen synthetischen Thrombin-
Inhibitor, eine Bindung zu Dp-Phenylalanin vorliegt.”! Zu-
sdtzlich zu den genannten Regionen gibt es noch Wasser-
stoffbriicken zu mindestens einem der Ser214-Trp215-

Angew. Chem. 2008, 120, 1220 —1242

Gewebefaktor-FVII ' Fvi

FIX

FXIII

lla
Fibrin —— vernetztes Fibrin

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Gly216-Reste gegeniiber von der D-
S3-Unterregion, die offensichtlich
ebenfalls wichtig fiir die Inhibitor-
wirkung sind.P>%67]

Der stirkste natiirliche Inhibitor
von Thrombin ist das Polypeptid
Hirudin (K;=20 fm).”"! Hirudin, ein
65 Aminosduren langes Peptid,
kommt in den Speicheldriisen des
medizinischen Blutegels Hirudo me-
dicinalis vor und wurde in den spéten
1950er Jahren isoliert. An Thrombin
bindet es bivalent, indem es sowohl
mit dem aktiven Zentrum als auch
mit der riickwirtigen ,,Fibrinogen
bindenden AuBenseite” in Kontakt
steht.!  Synthetische ~Thrombin-
Inhibitoren werden im Allgemeinen
auf Basis der bD-Phe-Pro-Arg-Se-
quenz von PPACK hergestellt, die
ihren Ursprung in den Spaltungs-
stellen von natiirlichen Thrombin-
substraten wie Fibrinogen hat.® Die
allgemeine Struktur der Aeruginosine gleicht dieser Sequenz
stark: eine hydrophobe D-Aminosdure, ein gespanntes bicy-

vaskuldre Verletzung

Gewebefaktor

Ca2+
Fibrin

a)

D-S3/D-Tasche
S2/P-Tasche

Ph

~
AN
MY N0
O HN 7 katalytische Triade
Gly216 }/K/U / und Oxyanion-Loch
NH
HZN&
NH
S1
b) /,,_‘_‘SzlP-Tasche
RO
D—SB/D—Tasche HO, =
R5 ‘
6 N ) )
OR o ) katalytische Triade
' und Oxyanion-Loch
Gly216

HzN—§

S1
Abbildung 3. Aktives Zentrum von Thrombin in Verbindung mit

a) dem p-Phe-Pro-Arg-analogen Inhibitor PPACK®! und b) den Aeru-
ginosinen (abgeleitet aus den Rontgenkristallstrukturdaten) 2% 4446l

www.angewandte.de

Chemie

1227


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

1228

clisches L-Prolin (Choi und OH-Choi) und eine Untereinheit,
die ein basisches Arginin nachahmt.

Alle bekannten Aeruginosine auler Microcin SF608 und
Aeruginosin EI461 wurden auf ihre Inhibitorwirkung gegen
Thrombin getestet, wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist. Bislang
wurden vier Rontgenkristallstrukturen von Thrombinkom-
plexen aufgeklirt: mit Aeruginosin 298A (1A2C),*" Dysi-
nosin A (Abbildung 42),*!  Oscillarin (1IRIW, Abbil-
dung 4b)*! und Chlordysinosin A (2GDE, Abbildung 4c).!
Die erste veroffentlichte Kristallstruktur war ein Thrombin-
komplex mit Aeruginosin 298A und wurde 1998 von Tulinsky
und Mitarbeitern gelost.””) Diese Struktur enthilt in der D-
S3-Unterregion fiir die P3-Leucin-Seitenkette einen unge-
wohnlichen speziellen Bindungsmodus, der spéter durch das
Vorliegen einer D- anstelle einer L-Konfiguration erklért
wurde.

In jingerer Zeit wurde in den Kiristallstrukturen von
Thrombinkomplexen mit Dysinosin A, Oscillarin®! und
Chlordysinosin A ein #hnlicher Bindungsmodus wie bei

a) Dysinosin-A-Thrombin-Komplex

Abbildung 4. Aus Réntgenkristallstrukturdaten abgeleitete Darstellun-
gen von Thrombinkomplexen mit Dysinosin A,/ Oscillarin (1RIW)*!
und Chlordysinosin A (2GDE);“? grau C, rot O, blau N, gelb S, griin
Cl. a)—c) Die fiir die jeweiligen Komplexe relevanten Aminosiuren im
aktiven Zentrum: Banddiagramm- (links) und Connolly-Oberflachen-
darstellung (rechts) des Thrombinkomplexes mit Dysinosin A (a), Os-
cillarin (b), Chlordysinosin A (c).
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Aeruginosin 298A entdeckt. Abbildung 3b zeigt schematisch
den aus den vier verdffentlichten Kristallstrukturen abgelei-
teten Bindungsmodus der Aeruginosine. Dieser Bindungs-
modus &hnelt stark dem fiir PPACK (Abbildung 3a) und
anderen dhnlichen Peptiden und entspricht einem antiparal-
lelen (-Strang mit der Hauptkette (Gly216) im aktiven Zen-
trum von Thrombin. Aus der Rontgenstruktur des Chlordy-
sinosin-A-Thrombin-Komplexes ergaben sich Unterschiede
in der Position der Seitenketten von Glul92 und Argl73
verglichen mit den entsprechenden Positionen im Dysinosin-
A-Thrombin-Komplex.“

Die Aeruginosine wirken hemmend gegen Thrombin im
mikro- bis nanomolaren ICs-Wertebereich. Das wirkungs-
vollste bislang isolierte Aeruginosin ist Chlordysinosin A
(Thrombin-ICsy = 0.0057 pm (= 0.0038 pygmL~" in Tabelle 1)).
Essenziell fiir die Inhibitoraktivitit gegen Thrombin scheint
das basische P1-Arginin-Analogon zu sein. Aeruginosin 298B,
das die gleiche Molekiilstruktur wie Aeruginosin 298A hat,
dem aber eine basische P1-Seitenkette fehlt, ist gegen
Thrombin vollstindig inaktiv (ICs,> 100 ugmL™" in Tabel-
le 1).! GemiB den verdffentlichten Kristallstrukturen der
Thrombinkomplexe von Aeruginosin 298A, Dysinosin A,
Oscillarin und Chlordysinosin A ist die P1-Seitenkette tief in
der S1-Sperzifitédtstasche vergraben und bildet mit der Gu-
anidingruppe eine Salzbriicke iiber Wasserstoffbriicken zum
Carboxylat von Aspl89 (Abbildung 4a-c). Bei Aeruginosin
298 A bildet auBerdem die Argol-Hydroxygruppe mit der
Seitenkette des katalytisch wirksamen His57 eine Wasser-
stoffbriicke.”” Im Allgemeinen haben Aeruginosine mit dem
P1-Argal eine hohere Inhibitorwirkung in vitro als Aerugi-
nosine mit P1-Argol oder Agmatin-Seitenkette (vgl. Aerugi-
nosin 89A/B, 102A/B mit Aeruginosin 98A-C, 101, 205A/B,
298A, Tabelle 1). Dies zeigt, wie wichtig eine optimale P1-
Seitenkette ist.! Die Dysinosine sowie Oscillarin enthalten
einen speziellen 1-(N-Amidino-A’-pyrrolino)ethyl-Rest als
P1-Arginin-Analogon. Wird die cyclische fiinfgliedrige A*-
Pyrrolidin-Einheit von Oscillarin durch den urspriinglich
vorgeschlagenen sechsgliedrigen Guanidin-Heterocyclus er-
setzt, geht die Inhibitoraktivitdt gegen Thrombin vollstandig
verloren.*) Dies unterstreicht noch einmal, welche auBeror-
dentliche Bedeutung eine basische P1-Untereinheit mit der
richtigen Orientierung hat, wenn ein hoher Grad an Throm-
bin-Inhibition in vitro erreicht werden soll.

Den Kiristallstrukturen des Thrombinkomplexes von
Aeruginosin  298A,*  Oscillarin,® Dysinosin A und
Chlordysinosin Al*! zufolge ist das P2-Octahydroindol an der
proximalen S2-Unterregion lokalisiert und geht dort Wech-
selwirkungen mit Tyr60A und Trp60D ein. Offenbar gibt es
aber keine Wasserstoffbriicken zwischen der 6-Hydroxy-
gruppe der Choi-Einheit oder den 5,6-Hydroxygruppen des
Octahydroindols in OH-Choi mit dem aktiven Zentrum von
Thrombin. Es wurde vorgeschlagen, den Octahydroindolkern
fiir das bessere Verstiandnis der unterschiedlichen Selektivitét
fiir verschiedene Enzyme heranzuziehen. Sandler und Mit-
arbeiter®! spekulierten, dass die Trypsin-Selektivitit des 6-O-
sulfatierten Aeruginosin 98B darin begriindet ist, dass die
Sulfatgruppe im Fall von Thrombin in einer hydrophoben
Tasche eingebettet ist — bei Trypsin weist diese Sulfatgruppe
hingegen nach aufBlen in das Losungsmittel. Carroll und Mit-
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arbeiter®! beobachteten zudem einen Abfall in der Selekti-
vitdt zwischen Thrombin und FVIla, wenn die Dysinosine
eine 6-O-glycosidische Einheit enthalten. Sie schlugen daher
vor, diese Region zur weiteren Untersuchung der Selektivitét
zwischen diesen beiden Enzymen néher zu betrachten (vgl.
Dysinosin B mit Dysinosin A und C, Tabelle 1).

Die p-Aminosduren der P3-Seitenkette der Aeruginosine
besetzen die hydrophobe D-S3-Untereinheit in etwa wie das
PPACK-D-Phenylalanin. Das Riickgrat des P3-P4-Teilstiicks
der Aeruginosine bindet an das Riickgrat des Gly216-Gly219-
Strangs in antiparalleler -Faltblatt-Konfiguration (Abbil-
dung 4a-c). Das sehr aktive Chlordysinosin A, das sich von
Dysinosin A nur durch ein Chloratom in f-Position der b-
Leucin-Seitenkette unterscheidet, bindet an Thrombin in
etwa wie Dysinosin A."! Nur kleine Unterschiede in der
Orientierung von wenigen Resten im aktiven Zentrum des
Enzyms wurden beobachtet, ndmlich von Argl73 und
Glul192. Weder die Konformation der Leucin-Seitenkette
noch die D-S3-Bindungsstelle des Proteins waren in der
Kristallstruktur des Chlordysinosin-A-Komplexes anders
(sieche Abbildung 4c¢). Die hohere Inhibitorwirkung resultiert
moglicherweise aus einer besseren Ladungsverteilung, stér-
keren hydrophoben Wechselwirkungen, einer besseren Ein-
passung des Chloratoms in die D-S3-Unterregion und einer
Stabilisierung des y'-Diederwinkels von Chlorleucin. Ge-
stiitzt wird diese Hypothese einer konformativen Stabilisie-
rung durch eine Simulation mit Molecular Dynamics.*! Au-
Berdem wird wahrscheinlich durch die Bindung der chlor-
substituierten P3-Seitenkette ein Wassermolekiil freigesetzt,
was einen Entropiegewinn mit sich bringt.

FEinige der aktivsten Aeruginosine weisen an N-termina-
ler P4-Position eine saure Sulfatgruppe auf (z. B. Aeruginosin
89A/B, 102A/B, Dysinosin A—C und Chlordysinosin A; Ta-
belle 1). In der Kristallstruktur des Dysinosin-A-Thrombin-
Komplexes geht diese saure Gruppe iiber mehrere Wasser-
stoffbriicken mit zwei Argininresten (Argl73 and Arg221) an
der Oberfliche von Thrombin Wechselwirkungen ein.*! Da
das desulfatierte Dysinosin D eine 10-mal niedrigere Aktivi-
tdt gegen Thrombin als die sulfatierten Dysinosine A-C
aufweist, trigt die P4-Sulfatgruppe vermutlich signifikant zur
Bindung und zur Inhibitorwirkung bei.* Allerdings hat Os-
cillarin, dem ebenfalls das P4-Sulfat fehlt, sogar eine noch
hohere Inhibitorwirkung gegen Thrombin. Tatsdchlich
wurden keine Wechselwirkungen zwischen der terminalen
P4-Phenylgruppe von Oscillarin und Thrombin in der Kris-
tallstruktur gefunden (Abbildung 4b).[*!

AuBer Thrombin (FIIa) wurden noch weitere Faktoren
der Gerinnungskaskade genauer untersucht. Unseres Wissens
wurden bisher nur die Dysinosine und Oscillarin auf die In-
hibition anderer Gerinnungsfaktoren als Thrombin unter-
sucht (z. B. auf die Hemmung von Faktor VIIa und Faktor Xa;
Tabelle 1). Bei einem Faktor-Xa-Assay von Chlordysinosin A
und Dysinosin A wurden ICs-Werte von 1.54 bzw. 5 pm er-
halten.™ !

Noch ist keine Rontgenkristallstruktur eines Aerugino-
sins im Komplex mit Faktor VIIa bekannt, allerdings wird
wegen der starken Homologie seines aktiven Zentrums zu
demjenigen von Thrombin eine dhnliche Bindungsart ange-
nommen.[® ™ Wie bereits in diesem Abschnitt erwihnt, be-
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einflusst nach Carroll und Mitarbeitern® ein Zuckerrest am
Octahydroindolkern — wie in Dysinosin B — die Selektivitit
zwischen FVIIa und Thrombin: Mit dieser Zuckereinheit
steigt die Affinitdt fiir FVIIa etwas an (vgl. Dysinosin B mit
Dysinosin A und C; Tabelle 1). AuBerdem scheint eine N-
terminale P4-Sulfatgruppe zur Bindung sowohl an Thrombin
als auch an FVIIa beizutragen (vgl. Dysinosin D mit Dysi-
nosin A—C; Tabelle 1).% Zu dieser Beobachtung passt die
schwache Aktivitidt von Oscillarin, das kein P4-Sulfat enthalt,
gegen FVIIa (IC5,=3.9 um (=2.5 ygmL in Tabelle 1)). Da
gegen Thrombin dennoch eine hohe Aktivitit vorliegt, ist die
P4-Sulfatgruppe moglicherweise wichtiger fiir die FVIIa-
Hemmung.

Chlordysinosin A weist unter allen Aeruginosinen die
hochste Inhibitoraktivitat gegen FVIIa auf (ICs,=0.039 um
(=0.026 ugmL in Tabelle 1)).) Der groBe Aktivititsunter-
schied von Chlordysinosin A und Dysinosin A ldsst darauf
schlieBen, dass das P3-Chloratom die Bindung an FVIla
dhnlich positiv beeinflusst wie die an Thrombin.

3.2. Inhibition von Trypsin

Das Verdauungsenzym Trypsin wird hiufig als Marker-
enzym fiir die Hemmung von trypsinartigen Serinproteasen
eingesetzt. Eine Trypsinhemmung selbst ist moglicherweise
interessant fiir die Behandlung von Krankheiten der Bauch-
speicheldriise wie der Pankreatitis.”"! Tm Jahr 1998 losten
Sandler und Mitarbeiter die Struktur eines Aeruginosin-98B-
Trypsin-Komplexes.” Erstaunlichstes Merkmal war, dass es
keine Wechselwirkung zwischen Aeruginosin 98B und der
katalytischen Triade von Trypsin (Ser195-His57-Asp102) gab.
Damit konnte eine neue Inhibitor-Wirkungsweise gegen Se-
rinproteasen vorliegen. Auler dieser Struktur ist bislang nur
die teilweise geloste Struktur eines im Komplex mit Trypsin
cokristallierenden Oscillarins bekannt, die die Boehringer
Mannheim GmbH in einem Patent von 1997 veroffentlicht
hat.*! Aeruginosin 98B bindet an Trypsin in etwa auf die
gleiche Art wie die Aeruginosine in den Thrombin-Aerugi-
nosin-Komplexen; seine Bindungsweise dhnelt stark derjeni-
gen des Tripeptids D-Phe-Pro-Arg.” Bei diesem Bindungs-
typ ist die basische P1-Seitenkette tief in der S1-Spezifitéts-
tasche eingebettet, wo sie zwei starke Wasserstoffbriicken
zum Carboxylat der Seitenkette von Asp189 bildet. Die Choi-
Einheit befindet sich in der S2-Untereinheit, wobei die 6-O-
Sulfatgruppe, die vielleicht hauptséchlich fiir die Selektivitat
fiir Trypsin gegeniiber Thrombin verantwortlich ist,*® in die
Losungsmittelumgebung hineinragt. Die D-allolle-Seitenket-
te in P3 liegt in der ,,Aryl-Bindungsstelle” Trp215 und geht
Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit Trp215 und Leu99 ein.
Wiirde die Konfiguration von p-allolle zu L-Ile oder L-allolle
gedndert, kdme es zu einer sterischen Behinderung zwischen
der P3-Seitenkette und der Choi-Sulfatgruppe. AuBlerdem
besteht zwischen dem Riickgrat von p-allolle und Gly216
eine antiparallele p-Faltblatt-Bindung. Uber ein Wassermo-
lekiil in P4-Position, das auch in der Kristallstruktur von nicht
komplexiertem Trypsin enthalten ist,” kommt es zu einer
Wechselwirkung der phenolischen Hydroxygruppe mit
Cys220 und Ser146.
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Die meisten Aeruginosine wurden auf ihre Inhibitorwir-
kung gegen Trypsin getestet (Tabelle 1). Nicht unerwartet war
das Ergebnis, dass die Struktur-Aktivitdts-Beziehungen
(SARs) dhnlich sind wie bei der trypsinartigen Serinprotease
Thrombin. Bis jetzt sind unter den natiirlichen Aeruginosinen
das Chlordysinosin A und Oscillarin am wirkungsvollsten, die
beide ICs-Werte gegen Trypsin von 0.037 um aufweisen
(0.025 bzw. 0.024 pgmL~" in Tabelle 1). In Einklang mit der
Substratpraferenz von Trypsin ist die Beobachtung, dass eine
basische P1-Endgruppe fiir die Inhibition entscheidend zu
sein scheint. Aeruginosin 298B, das keine basische P1-Gruppe
trigt, ist gegen Trypsin inaktiv (ICs,> 100 ugmL™~", Tabel-
le 1).! Nach einem Vorschlag von Kodani und Mitarbei-
tern® ist auch das raumfiillende Ethylhemiaminal von
Aeruginsosin 103A verantwortlich dafiir, das dieses Aerug-
inosin nur eine geringe Hemmwirkung gegen Trypsin zeigt
(IC5y=51.0 pgmL"", Tabelle 1). Laut Fukuta und Mitarbei-
tern” konnte die unterschiedliche Trypsin-Hemmwirkung
von Aeruginosin 298A und 102A an der P4-Sulfatgruppe
liegen: Das aktivere Aeruginosin 102A enthilt dieses Sulfat
(ICsy=1.0 uygmL " fiir Aeruginosin 29A und 0.2 uygmL " fiir
Aeruginosin 102A, Tabelle 1).

3.3. Sonstige biologische Aktivitdten

Die Aeruginosine wurden auch auf ihre Aktivitdt gegen
andere Zielenzyme getestet (Tabelle 1). Einige der natiirli-

/@/\rcozH
MeO NH,

CO,H
o AT £
MeO NH, 0 s 2

S. Hanessian et al.

chen Aeruginosine inhibieren Plasmin, eine trypsinartige
Serinprotease aus dem fibrinolytischen System (sieche Ab-
schnitt 3.1). Plasmin ist wahrscheinlich auch bei der Angio-
genese und Metastasenbildung bei Krebs im fortgeschritte-
nen Stadium beteiligt, was es zu einem mdoglichen Targeten-
zym fiir Tumortherapeutika macht.” Als wirkungsvollster
Plasmin-Inhibitor aus der Familie der Aeruginosine hat sich
bislang Aeruginosin 89A herausgestellt (ICs,=0.02 ugmL ™",
Tabelle 1).

Eine Inhibitorwirkung der Aeruginosine auf die Serin-
proteasen des Verdauungssystems Chymotrypsin und Elas-
tase wurde bis jetzt noch nicht festgestellt (Tabelle 1). Ishida
und Mitarbeiter®! testeten einige Aeruginosine auf ihre
Wirkung gegen die Cysteinprotease Papain (Aeruginosin
89A/B, 102A/B, 98A/B und 298A/B, Tabelle 1), wobei aber
nur in den Fillen von Aeruginosin 98A und 98B schwache
Aktivitdten beobachtet wurden (in beiden Fillen ICs-Werte
von 100 ugmL™"). Micocin SF608, das einzige auf seine Wir-
kung gegen die Metalloprotease Neprolysin getestete Aeru-
ginosin, zeigte mit 20.0 pgmL~! keine Inhibition.

4. Totalsynthesen

4.1. Aeruginosin 298A und 298B

Der Isolierung von Aeruginosin 298A durch Murakami
et al.l®1 1994 folgte einige Jahre spiter die Rontgenkristall-

H H
¢ mcozrwe + mCOzMe
— N ~N
@ A b @ oF Bn
28 | d A

CO,H

26 27
44%
4 Stufen
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H H 5
Y : CO,Me ;i
79% O =N 53% HO "N 73% A 60%
H Boc H Boc 2 Stufen ., XQ O 2 Stufen
30 31 \< NHBoc
32
H H
: z O
mCOZMe CEH CO,Me
HO™ SN HO™ ™ ="N  HN—
H
H (&O K f o \1 mn ,
7% /M
NH 2 Stufen NH
o ~OAc o
33 34
OBn
o_
Lea, 1
38% Aeruginosin 298B

3 Stufen

OH

50%

NH .
>=NH 2 Stufen Aeruginosin 298A
NO

2
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OBn

Schema 1. Die Synthese von Aeruginosin 298A nach Bonjoch et al. a) Li, NH;, THF/tBuOH, —78°C; b) MeOH, 7.5~ HCl, 35°C; c) BnBr,
NaHCO;, EtOH, 70°C; d) MeOH, 8 N HCl, 65°C; e) H,, Pd(OH),, Boc,O, EtOAc; f) LS-Selectrid, THF, —78°C; g) TFA, CH,Cl,, 0°C; h) Boc-D-Leu,
BOP, NMM, CH,Cl,; iy TFA, CH,Cl,, 0°C; j) (O-Bn,O-Ac)-p-Hpla, BOP, NMM, CH,Cl,; k) 0.1~ LIOH/THF; ) L-Arg(NO,)-OMe, BOP, NMM, DMF;
m) LiBH,, THF; n) H,, Pd/C, EtOAc/MeOH, 6N HCl, 1 atm; 0) 0.1N LiOH/THF; p) NH,OH, PyBOP; q) H,, Pd/C.
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struktur des an Hirugen-Thrombin gebundenen Natur-
stoffs.?!

Die absolute Konfiguration, die aus der Kristallstruktur
erhalten wurde, diente als Grundlage fiir zwei Totalsynthesen.
Ausgehend von L-Tyr(OMe)-OH entwickelten Bonjoch und
Mitarbeiter” eine effiziente Route zum L-Choi-Motiv
[(28,3a8,6R,7aS)-6-Hydroxyoctahydroindol-2-carbonsiure],
das vielen Aeruginosinen eigen ist. Bei der ersten Totalsyn-
these von Aeruginosin 298A”" und 298B"?? kam diese Me-
thode zur Anwendung. Zuerst wurde iiber zwei Stufen der
zentrale Azabicyclus hergestellt: durch Birch-Reduktion von
26 mit anschlieBender Sdurespaltung des Enolethers sowie
nachfolgender Michael-Addition des Amin-Nucleophils
(Schema 1). Das daraus hervorgehende sekundire Amin
wurde direkt durch Zugabe von (Brommethyl)benzol in eine
Isomerenmischung von 28 und 29 iiberfiihrt. Diese Mischung
wurde durch MeOH/wissr. 8N HCI ins thermodynamische
Gleichgewicht gebracht, woraus das stabilere Isomer 29 mit
44 % Ausbeute aus 26 hervorging. AnschlieBend wurde das
Intermediat 29 in 31 umgewandelt. Um zur gewiinschten 6R-
Konfiguration des Alkohols zu gelangen, mussten verschie-
denste Reduktionsbedingungen fiir das Keton getestet
werden. Eine optimale Selektivitdt in Richtung des 6R-Iso-
mers (8:1) ergab dabei die Reduktion mit LS-Selectrid. Nach
Fertigstellung des geschiitzten L-Choi-Derivats 31 konnten
zum Aufbau von Aeruginosin 298A Standard-Peptid-Kupp-
lungstechniken angewendet werden: Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe und BOP-vermittelte Kupplung an Boc-p-Leu-
OH zum Dipeptid 32 mit 73 % Ausbeute. Nach dem gleichen
Verfahren wurde auch die geschiitzte Hydroxyphenylmilch-
sdaureeinheit eingefiihrt, die zuvor nach dem Verfahren von
Wang et al. hergestellt worden war.””) Danach erfolgten die
Hydrolyse des Methylesters und die Kupplung an L-Arg-
(NO,)-OMe-HCl, was die vollstandige Vorstufe 34 ergab. Aus
dieser wurde das Aeruginosin 298A schliefSlich durch Re-
duktion mit LiBH, mit anschlieBender Hydrogenolyse zur
Entfernung der Schutzgruppen erhalten.

Bonjoch und Mitarbeiter®®! waren die ersten, die Aerugi-
nosin 298A gemif der vorgeschlagenen Struktur syntheti-
sierten, die auf der Grundlage der Kristallstrukturanalyse des
terndren Komplexes eine L-Leu-Amid-Untereinheit enthal-
ten sollte.””) Da das "H-NMR-Spektrum dieses Isomers 1 aber
offensichtlich nicht mit dem des Naturstoffs iibereinstimmte,
wurde Aeruginosin 298A (2) nochmals gemif einer revi-
dierten Struktur, ndmlich mit Dp-Leu, synthetisiert. Vor
diesem Hintergrund stellten Bonjoch und Mitarbeiter™ auch
aus 33 Aeruginosin 298B (11) her und bestétigten damit auch
hier das Vorliegen einer b-Leu-Amid-Untereinheit.

Anders als die Arbeitsgruppe von Bonjoch, die eine
Route iiber eine Tyrosin-Reduktion wéhlte, entwickelten
Wipf und Mitarbeiter® einen Reaktionsweg iiber eine Ty-
rosin-Oxidation, um zur Choi-Einheit zu gelangen, die sowohl
bei den Aeruginosinen als auch bei anderen Alkaloidnatur-
stoffen vorkommt (Schema 2). Durch Zugabe von PhI(OAc),
und anschlieBende Behandlung mit Methanol/NaHCO;
wurde 36 aus Cbz-L-Tyr-OH (35) mit einer Diastereoselekti-
vitdt von d.r.>98:2 gebildet. Wie beim Reaktionsweg iiber
Tyrosin-Reduktion gelang der Erhalt der gewiinschten Kon-
figuration der ringverkniipfenden Kohlenstoffatome durch
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Schema 2. Die Synthese von Aeruginosin 298A nach Wipf et al. Syn-
these des L-Choi-Derivats 42. a) Phl(OAc),, NaHCO;, MeOH; b) Bz,0,
DMAP, Pyridin, CH,Cl,; ¢) NaHCO;, DMSO, 90°C; d) Zn-Staub,
AcOH/THF, 65°C; €) H,, 5% PtO,, 10% AcOH/EtOH, 0°C; f) L-Selec-
trid, THF, —78°C; g) TBSOTY, ImH, CH,Cl,; h) H,, Pd/C, EtOH, dann
AllocCl, Pyridin; i) LIOH, THF/H,0, 40°C.

die Finstellung eines thermodynamischen Gleichgewichts:
Durch Ringoffnung zu einem Cyclohexadienon und an-
schlieBenden Ringschluss durch Michael-Reaktion wurde das
benzoylierte Derivat 37 in das stabilere Isomer 38 umge-

a-c
—_— /\/\/\
HOQC\:/\/\ N)]\NHZ 260 o : N NHCbz
NH, H 3 Stufen NHAlloc
43 44
NH
d-f /\/\/\
—~ TBSO N “NHCbz _gh,_
61% NH 69%
3 Stufen 2 2 Stufen
45
H

: O
O\/H —OTBS
"N HN—
TBSO N H
NCbz

=NH

46 CbzHN

Schema 3. Die Synthese von Aeruginosin 298A nach Wipf et al. Synthe-
se des Amids 46. a) AllocCl, wissr. NaOH; b) CbzCl, wissr. NaOH,
THF; ) IBCF, NMM, DMF, —20°C, dann NaBH,; d) TBSOTf, ImH,
CH,Cl,; €) CbzCl, DMAP, K,CO,, DMF; f) Bu,SnH, [Pd(PPh,),], ACOH,
THF; g) 42, FDPP, DIEA, CH,Cl,; h) Bu;SnH, [Pd(PPh;),], ACOH, THF.
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wandelt. Die dabei in einem Verhéltnis von 1.6:1 entstehen-
den Produkte wurden getrennt, und 38 wurde in 78 % Aus-
beute isoliert, was durch Recycling von wiedergewonnenem
37 moglich war. AnschlieBend wurde der Benzoatester mit
Zn-Staub oder Sml, reduktiv entfernt und das entstehende
B,y-ungesittigte Keton 39 zum cis-verkniipften azabicycli-
schen Keton 40 hydriert. Die anschlieBende Reduktion der
Ketofunktion mit L-Selectrid lieferte eine 3.8:1-Mischung
von exo- und endo-Hydroxygruppen. Das Hauptprodukt 41
wurde als TBS-Ether geschiitzt, und nach Austausch der Cbz-
Schutzgruppen mit Alloc und Spaltung des Methylesters
wurde das Choi-Derivat 42 erhalten.

Das Argol-Fragment wurde aus L-Arg-OH (43) herge-
stellt, indem zuerst nacheinander die a-Amin- und Guani-
dingruppe geschiitzt wurden und anschlieBend die geschiitzte
Aminosdure zum primidren Alkohol 44 reduziert wurde
(Schema 3). Eine Schutzgruppenmanipulation fiihrte zu 45 in
22% Ausbeute ausgehend von Arginin. Das Choi-Argol-
Fragment wurde durch eine Pentafluorphenylester-vermit-
telte Kupplung des Amins 45 an die Sédure 42 in 69 % Aus-
beute erhalten. Die Abspaltung der Alloc-Gruppe unter
Normalbedingungen ergab die Untereinheit 46.

Schema 4 veranschaulicht die Synthese eines passend ge-
schiitzten Hpla-Leu-Fragments und die abschlieBende Ver-
einigung mit 46 zu Aeruginosin 298A.%! Zur Herstellung der
Hpla-Untereinheit wurde zunéchst (R)-Benzylglycidol mit
Arylcuprat zu 48 umgesetzt. Nach dem Schiitzen der Alko-
holfunktion als TBS-Ether wurde der Benzylether durch
Hydrogenolyse entfernt und der entstehende Alkohol zur
Carbonsdure 49 oxidiert. Die Kupplung an p-Leu-OBn mit

O R
TIPSO 8% TiPso o 2%

4 Stufen
48
_COH
COZH
6TBS o
TIPSO 54) TBS
2 Stufen TIPSO
: 0
~—OTBS
HO™ N HN—
1o L
h NCbz ij 2
59% < NH J=NH 07 Aeruginosin 298A
P OTBS CbzHN 2 Stufen
OTIPS

51

Schema 4. Die Synthese von Aeruginosin 298A nach Wipf et al. Ab-
schliefende Syntheseschritte. a) tBuLi, CuBr-SMe,, THF, —78 —
—45°C, dann (R)-Benzylglycidol, BF;-Et,0, —45——20°C; b) TBSOTH,
ImH, CH,Cl,; ¢) H,, Pd/C, EtOAc; d) DMP, CH,Cl,; e) NaClO,,
NaH,PO,, 2-Methyl-2-buten, tBuOH/H,O; f) L-Leu-OBn, DEPC, DIEA,
CH,Cly; g) H,, Pd/C, EtOH; h) 46, DEPBT, DIEA, CH,Cl,; i) wissr. HF;
i) Hy, Pd/C, EtOH.
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anschlieSender Esterspaltung durch Hydrogenolyse ergab 50.
Die Fragmente 50 und 46 wurden in Gegenwart von
DEPBT® 7 zum Zwischenprodukt 51 in 59% Ausbeute
verkniipft. Nach Entfernen der Silyl- und Cbz-Schutzgruppen
wurde Aeruginosin 298A (2) erhalten.

Shibasaki und Mitarbeiter”*! wihlten eine Synthese-
route zur L-Choi-Untereinheit, die Phasentransfer-kataly-
sierte asymmetrische Alkylierungen umfasst (Schema 5).

COztBu/\@
Ph : —c

“80% 60%

%< NMe(PMB)2 88% ee oo/%/

Me o NMe(PMB)2 55
10 Mol-% o
mcozrwe + COMe eg_
: 71%
? 3 Stufen
78%
1:8

56

Schema 5. Die Synthese von Aeruginosin 298A nach Shibasaki et al.
Synthese des L-Choi-Derivats 56. a) CsOH-H,0, Toluol/CH,Cl, (7:3),
—70°C; b) 4N HCI, MeOH; c) BnBr, NaHCO;, EtOH; d) konz. HCl;
e) H,, Pd/C, Boc,0O; f) LS-Selectrid, THF, —78°C; g) wissr. LIOH/
MeOH.
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Schema 6. Die Synthese von Aeruginosin 298A nach Shibasaki et al.
Synthese des Fragments 62. a) CsOH-H,0, PhMe/CH,Cl, (7:3);
b) HCl; ¢) Boc,O, TEA; d) 9-BBN, dann H,0,; e) DEAD, PPh,, Di-Cbz-
Guanidin; f) p-TsOH; g) 56, EDC, HOBt; h) TIPSOTY, DIEA; i) ZnBr,.
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Vom Enolat des Glycinderivats 52 war bereits bekannt, dass
es mit einer Reihe von Elektrophilen zu hoch enantiome-
renreinen a-Aminosiuren reagieren kann.®!! Zur Herstellung
des Choi-Kerns von Aeruginosin 298A wurde zunéchst das
Enolat von 52 mit Bromid 53 in Gegenwart von 10 Mol-% 54
als Katalysator umgesetzt und auf diese Weise 55 in 80 %
Ausbeute mit 88 % ee erhalten. Nach Entschiitzen der Ke-
talfunktion und sofortiger intramolekularer Michael-Additi-
on entstanden die bicyclischen Ketone 28 und 29, die nach der
von Bonjoch und Mitarbeitern bereits beschriebenen Me-
thode zu 56 umgewandelt wurden.??

Die Synthese der L-Argol-Untereinheit durch asymme-
trische Phasentransfer-Alkylierung ist in Schema 6 darge-
stellt. Auf diese Weise wurde die Allylglycin-Vorstufe 58 in
ausgezeichneter Ausbeute mit hoher Enantioselektivitét er-
halten. Verdnderungen an den funktionellen Gruppen fiithr-
ten zu 59, das weiter zum Guanidin-Zwischenprodukt 60
umgewandelt wurde. Eine Peptidverkniipfung mit 56 ergab
das geschiitzte L-Choi-Argal-Fragment 61 in 72 % Ausbeute.
Nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde die Verbin-
dung 62 erhalten.

Die Hpla-Untereinheit wurde durch asymmetrische Ep-
oxidierung des Imidazolids 63 hergestellt (Schema 7). Der
daraus entstehende Peroxyester 64 konnte durch einfaches
Mischen mit p-4,5-Dehydroleucin-OfBu zum Amid 65 ver-
kniipft werden. Nach Reduktion der Doppelbindung durch
katalytische Hydrogenierung, Schiitzen des Alkohols und
Spaltung des fert-Butylesters entstand das Hpla-Leu-Frag-
ment 66. Die letzte Kondensation lieferte in Gegenwart von
HATU 67 in 54% Ausbeute bei minimaler Racemisierung

95%
94% ee OO1Bu 97°/
Ph TIPSO 2 Stufen

A o A

0 :
de Z
=N Co,Bu T : H/\
OH
65

TIPSO

CO,H
OTIPS
66

TIPSO TIPSO

f Z 0]
Py CEH CO,Me o
TIPSO 72N HN— e 2
H o \ 43%  Aeruginosin 298A
NCbz 3 Stufen

»¥=NCbz

LOTIPS  H:N

67
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Schema 7. Die Synthese von Aeruginosin 298A nach Shibasaki et al.
Abschlieflende Syntheseschritte. a) La-(S)-Binol-PPh,=O (10 Mol-%),
TBHP, MS (4A), THF; b) p-4,5-Dehydroleucin-OtBu, THF; c) H,, Pd/C;
d) TIPSOTf, DIEA; e) TMSOTT; f) 62, HATU, DIEA, CH,Cl,; g) LiBH,,
THF; h) HF-Py; i) H,, Pd/C.
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der Leu-Amid-Untereinheit (< 5%). Zuletzt wurde der Me-
thylester entfernt, und Abspaltung der restlichen Schutz-
gruppen fithrte zu Aeruginosin 298A. Die Argol- und die
Leu-Untereinheit sind zwar leicht aus verfiigbaren chiralen
Startmaterialien zuginglich, als besonders erfolgreich erwies
sich die Phasentransfer-Alkylierung von Shibasaki et al. al-
lerdings bei der Synthese von Aeruginosin-298A-Analoga,
die nichtnatiirliche Aminosiurereste enthalten.["

4.2. Microcin SF608

Nun da der bicyclische L-Choi-Rest iiber eine reduktive
Transformation ausgehend von Tyrosin zugénglich war
(Schema 1), wendeten Bonjoch und Mitarbeiter®! diese
Methode auch bei der Totalsynthese von anderen Aerugino-
sin-Peptiden an. Fiir die Synthese des Trypsin-Inhibitors
Microcin SF608 wurde die Hpla-Untereinheit anders als oben

beschrieben aufgebaut, und zwar durch Diazotierung des Tyr-
Derivats 68 (Schema 8).® Aufeinander folgende Kupplungen

64% Bno OAc
69
Oj\—cogvm
e

OjB—cogvm be ae,
i 92% 78%
Boc 2 Stufen 2 Stufen

31 NHBoc

Co,Me

9
66% Microcin SF608
4 Stufen

OBn

Schema 8. Die Synthese von Microcin SF608 nach Bonjoch et al.

a) i-CsH,;,ONO, AcOH, NaOAc; b) TFA, CH,Cl,, 0°C; c) Boc-L-Phe-OH,
PyBOP, NMM, CH,Cl,; d) TFA, CH,Cl,, 0°C; e) PyBOP, NMM, CH,Cl,;
f) 0.1N LiOH, THF; g) Di-Boc-Agma, PyBOP, NMM, DMF; h) 6N HCI,
MeCN; i) H,, Pd/C.

ausgehend vom Choi-Derivat 31 unter PyBOP-Vermittlung
ergaben zuerst das Zwischenprodukt 70. Dieses wurde um die
Hpla-Untereinheit zur geschiitzten Vorstufe 71 erweitert.
Zum Schluss wurden die Schutzgruppen entfernt, und
Microcin SF608 (9) wurde in ausgezeichneter Ausbeute aus
70 erhalten.

Microcin SF608 zeigte interessanterweise bei der analy-
tischen RP-HPLC zwei Peaks und im 'H-NMR-Spektrum
zwei Signalsitze. Als Grund fiir deren beobachtetes 3:1-Ver-
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héltnis wurde eine ungewohnlich langsame cis-trans-Rotati-
onsisomerie um die Choi-Phe-Amidbindung genannt. Ein
Muster der Differenzen zwischen der chemischen Verschie-
bung der H-2- und H-7a-Atome des cis- und trans-Rotamers
von 9 und seinen Vorstufen bietet eine verldssliche Methode
zur Ermittlung der relativen Konfiguration und der Rotati-
onskonformation des Xaa-Choi-Dipeptidkerns der Aerugi-
nosine.

4.3. Aeruginosin EI461

Bonjoch und Mitarbeiter’™ verwendeten das vormals
unerwiinschte Choi-Isomer 28 als Vorstufe fiir die Synthese
des Kerns von Aeruginosin EI461. Bei diesem Aeruginosin
stehen anders als bei den anderen Aeruginosinen die Was-
serstoffatome an den Verkniipfungsstellen des Octahydroin-
dolrings in syn-Stellung zum Methylester-Substituenten
(Schema 9). Eine Reduktion der Ketofunktion von 28 mit

H H
mcoﬂ\ﬂe a-c m002Me de
0 I 63% AcO” 1N 86%
Bn Boc

3 Stufen 2 Stufen
28 72

H CtB—cozwm
N
wCOZMe AcO
AcO" N

fg H fo
H 82Y% 4<
O 0
8: 2 Stufen NH o
NHBoc oo yhe

73 74
OBn
hj 13
439  Aeruginosin EI461
3 Stufen

Schema 9. Die Synthese von Aeruginosin EI461 nach Bonjoch et al.
a) NaBH,; b) H,, Pd(OH),/C, Boc,0; ) Ac,0; d) TFA, CH,Cl,, 0°C;
e) Boc-p-Leu, CH,Cl,, PyBOP, NMM; f) TFA, CH,Cl,, 0°C; g) 69,
PyBOP, NMM, CH,Cl,; h) 0.1 N LiOH, THF; i) HOBt, EDC, NMM,
THF, dann NH,OH; j) H,, Pd/C.

NaBH, und Schutzgruppenaustausch fithrte zum 3a,7a-diepi-
L-Choi-Derivat 72 in 63 % Ausbeute. Der N-Boc-D-Leu-Rest
wurde angehédngt und die entstehende Verbindung um die
Hpla-Untereinheit zum Aeruginosin EI461 erweitert. Die
Gesamtausbeute betrug 19% ausgehend von 28. Aufgrund
der Synthese von Aeruginosin EI461 (12) musste die ur-
spriinglich vorgeschlagene Struktur, die den iiblicheren endo-
Methoxycarbonyl-Substituenten enthielt, revidiert werden.
Um die urspriingliche Falschzuordnung zu bestétigen, syn-
thetisierten Bonjoch und Mitarbeiter 12 auch ausgehend vom
Choi-Derivat 30.°!
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4.4. Dysinosin A

Fiir den Aufbau der azabicyclischen Choi-Kernstruktur
der Aeruginosine wurde iiblicherweise auf die asymmetrische
Alkylierung und Tyrosin als chiraler Vorstufe zuriickgegrif-
fen. Hanessian und Mitarbeiter,® die den wirkungsvollen
Thrombin- und Faktor-VIIa-Inhibitor Dysinosin A herstellen
wollten, entwickelten hingegen ein anderes Konzept zum
Aufbau des Hydroxy-Choi-Restes, das auf einer N-Acylimi-
niumion-Alkylierung und einer Ringschlussmetathese beruht
(Schema 10). Die (4S5)-Allylglutamat-Vorstufe 75, die sich

N\
NHCbz a-c :
Z — (0] N COZME 5
MeO,C COo,Me . 85%
75 Cbz 5 Stufen
76
\ \
AcO CO,M L, = CoMe =
C! e e
N ? 83% N 2 o999
Cbz 5.5:1 synlanti Cbz
77 78
: HO :
COMe hii CO,Me
qN 799% HOT >N
Cbz 2 Stufen Cbz
79 80
- MOMO o
L mCOQMe
94%  momo" TN
2 Stufen HH
81

Schema 10. Die Synthese von Dysinosin A nach Hanessian et al. Syn-
these des Hydroxy-L-Choi-Derivats 81. a) TFA, CH,Cl,; b) Toluol, Riick-
fluss; ¢) LHMDS, CbzCl, THF, —78°C; d) LiHBEt;, THF, —78°C;

e) Ac,0, DMAP, CH,Cl,; f) BF;-Et,O, Allyltributylstannan, Toluol,
—78°C; g) 1 Mol-% Grubbs-Katalysator der ersten Generation, CH,Cl,,
Riickfluss; h) mCPBA, CH,Cl,; i) kat. TFA, THF/H,O; j) MOMCI, DIEA,
CH,Cl,; k) H,, Pd/C, MeOH.

leicht und in hoher Ausbeute aus L-Glutaminsiure herstellen
lasst,[®! wurde dabei zuerst in das C4-substituierte Pyroglut-
amat 76 umgewandelt, was die cis-Stellung der beiden Sub-
stituenten festlegte. Anschlieend wurde die Lactamfunktion
mit Superhydrid (LiBHEt;) reduziert und das entstehende
Hemiaminal zu 77 O-acetyliert (85% Ausbeute). Eine um-
fassende Durchmusterung nach Losungsmittel, Lewis-Sdure
und N-Schutzgruppe fiir die C5-Allylierung des N-Acylimi-
niumions fiihrte zu der optimalen Kombination von Allyltri-
butylstannan und BF;-Et,O in Toluol, die das syn-Diallyl-
substituierte Prolinderivat 78 in 83% Ausbeute mit einer
Diastereoselektivitdt von 5.5:1 lieferte. Interessanterweise
ergab das N-Boc-geschiitzte Derivat ein 1:2-Diastereome-
renverhiltnis zugunsten des unerwiinschten anti-Isomers.
Eine Umsetzung von 78 mit dem Grubbs-Katalysator der
ersten Generation®! in Dichlormethan unter Riickfluss lie-
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ferte das bicyclische Alken 79, das durch eine seitenselektive
Epoxidierung und siurekatalysierte Offnung mit wissriger
Trifluoressigsdure in das diaxiale trans-Diol 80 iiberfiihrt
wurde. Nach einer Schutzgruppenmanipulation wurde das 5-
Hydroxy-L-Choi-Derivat 81 in 44 % Gesamtausbeute aus 75
erhalten.

AuBler der neuartigen dihydroxylierten Kernstruktur
enthilt Dysinosin A auch eine ungewohnliche 1-(N-Amidino-
A’-pyrrolino)ethyl(Adc)-Untereinheit als cyclische Entspre-
chung zum P1-Arginin. Die Synthese dieser Untereinheit ist
in Schema 11 dargestellt. Zunéchst wurde der bekannte Hy-

H OTBDPS
EL/ N\/\ Ef, <_</j g-i
90% N 65%

OTBDPS 2 Stufen Boc 3 Stufen
82 83 84

N3 NH,
O i 1-C
N__NHBoc —»

N

N.__NHBoc
72% \ﬂ/
BocN BocN

85 86

Schema 11. Die Synthese von Dysinosin A nach Hanessian et al. Syn-
these der Adc-Untereinheit. a) TBDPSCI, ImH, DMF; b) DIBAL-H,
CH,Cl; c) MsCl, NEt;, CH,Cl,; d) Allylamin, CH,Cl,; e) Boc,0, NEt;,
CH,Cl,; f) Grubbs-Katalysator der ersten Generation, CH,Cl,; g) TBAF,
THF; h) PPh,, DEAD, (PhO),P(O)N,, THF; i) TFA, CH,Cl,, dann Di-N-
Boc-triflylguanidin, NEts; j) PPhs, THF/H,O.

droxyester 82 in das Diallyl-Zwischenprodukt 83 umgewan-
delt und anschlie3end in einer Ringschlussmetathese mit dem
Grubbs-Katalysator der ersten Generation umgesetzt. Dabei
entstand 84 in hoher Ausbeute. Nach der Spaltung des
TBDPS-Ethers wurde durch eine Mitsunobu-Reaktion eine
Azidogruppe eingefiihrt und nach Abspaltung der Boc-
Gruppe das A’-Pyrrolin erhalten.® Eine Guanidinylierung
mit dem Goodman-Reagens® ergab 85, das anschlieBend
zum geschiitzten Adc-Derivat 86 in 28 % Gesamtausbeute
ausgehend von 82 reduziert wurde.

Der endgiiltige Aufbau zum Dysinosin A ist in Schema 12
dargestellt. Hierbei wurde zunichst der Aldehyd 87, der
leicht aus p-Mannit zuginglich ist,® oxidiert und die ent-
stehende Carbonsdure mit D-Leu-OBn verkniipft. Hydrolyse
des Benzylesters fiihrte zu 88. Die entscheidende Kupplung
des Amins 81 an die Carbonsdure 88 verlief mit 63 % Aus-
beute in Gegenwart von BOPCL Hydrolyse des Esters und
Kupplung mit der Adc-Untereinheit ergaben 90. Die Ab-
spaltung der TBDPS-Gruppe und die Sulfatierung des ent-
stehenden Alkohols gelangen mit Dibutylzinnoxid als Akti-
vator.® ! Nach einer sauren Schutzgruppenabspaltung und
der Reinigung durch RP-HPLC wurde Dysinosin A erhalten.
Diese erste Synthese von Dysinosin A bestétigte die Struktur
des Naturstoffs und bot gleichzeitig einen effizienten Einstieg
zu den neuartigen 5-Hydroxy-L-Choi- und Adc-Strukturmo-
tiven.
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OMe
CO,H

OMe a-c l)ﬁfN
TBDPSO\/LCHO 76% TBDPSO O \r\(

f
87 3 Stufen 88

NH 92%

2 Stufen
89 O)\EOMe

OTBDPS

d H fo ef

MOMO\O';"\/HO
"N HN
MOMO g / . o1
e} g-l
.... N__NHBoc —— osi
e 349,  Dysinosin A
oM 3 Stufen
iO%\L .

90 OTBDPS

Schema 12. Die Synthese von Dysinosin A nach Hanessian et al. Ab-
schlieBende Syntheseschritte. a) NaClO,, 2-Methyl-2-buten, NaH,PO,,
tBuOH; b) p-Leu-OBn, EDC, HOBt, CH,Cl,; c) H,, Pd/C, MeOH;

d) 81, BOPCI, DIEA, MeCN; e) LiOH, THF/H,O; f) 86, EDC, HOB,
CH,Cl,; g) TBAF, THF; h) SO,-Py, Bu,SnO, CH,Cl,; i) TFA, CH,Cl,,
dann RP-HPLC.

4.5. Oscillarin

Wissenschaftler der ehemaligen Boehringer Mannheim
GmbH beschrieben in einem Patent von 1996 erstmals die
Struktur eines neuen Aeruginosins mit einer bis dahin un-
bekannten basischen P;-Untereinheit und gaben der Verbin-
dung den Namen Oscillarin (19).!! Die Totalsynthese von 19
durch Hanessian et al.*! brachte jedoch den Nachweis, dass
die Struktur der P1-Untereinheit nicht korrekt zugeordnet
worden war."!l Ein zweites Patent von 1997 deckte die A’
Pyrrolin-Einheit von Dysinosin A als die wahre P1-Unter-
einheit auf* Als Ansatz fiir die Synthese von Oscillarin
verwendeten Hanessian und Mitarbeiter wiederum das N-
Acyliminiumion als Basis fiir den Aufbau des Octahydroin-
dol-Motivs. Damit bot die Totalsynthese und anschlie3ende
Strukturrevision von Oscillarin eine Plattform zur Entwick-
lung von Azonia-Prins-Halogencarbocyclisierungen auf dem
Weg zum L-Choi-Rest und seinen Derivaten.**!

Wie in Schema 13 dargestellt, wurde bei der diastereose-
lektiven Alkylierung®® des Enolat-Dianions von 91 mit 3-
Butenoltriflat das Zwischenprodukt 92 in hoher Ausbeute
erhalten. Mit der gleichen Prozedur wie fiir Dysinosin A
gelang die Cyclisierung dieses Zwischenprodukts zu 93 sowie
dessen Umwandlung zum O-Acetylhemiaminal-Derivat
94.%1 Fiinfminiitige Inkubation mit SnBr, in CH,Cl, bei
—78°C reichte aus, um 94 zum bromierten bicyclischen Pro-
dukt 97 umzusetzen. Dass 97 in 78 % Ausbeute als einziges
Isomer erhalten wurde, kann gemifl dem Modell des Uber-
gangszustands 96 durch einen antiperiplanaren Angriff der
Alkenkette an das Iminiumion begriindet werden. Das al-
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NHBoc a_ NHBoc b-d

—

MeOZC/\/\Cozme 85% MeO,C Co,Me 81%
91 3 Stufen
92
/\;hco Me /P:;hCO Me S,
N : = 78%
2 Stufen
93 94
H
MeO,C MeO,C. H
T N, Boc N .
| . = . Br
Br #NBoc
—=
95 96
synclinal antiperiplanar
mCOZMe mCOZMe
- 78% AcO" E
H Boc 2 Stufen
97 98

Schema 13. Die Synthese von Oscillarin nach Hanessian et al. Azonia-
Prins-Halogencarbocyclisierung zum L-Choi-Derivat 98. a) LHMDS,
THF, —78°C, dann 3-Butenoltriflat; b) TFA, CH,Cl,; ) Toluol, Riick-
fluss; d) Boc,0, NEt;, DMAP, CH,Cl,; e) LiHBEt;, THF, —78°C;

f) Ac,0, NEt,, DMAP, CH,Cl,; g) SnBr,, CH,Cl,, —78°C, 5 min;

h) Buy;NOAc, Toluol, 50°C; i) TFA, CH,Cl,.

ternative Konformer 95 wird wahrscheinlich deshalb nicht
gebildet, weil zum einen ein synclinaler Angriff eine un-
giinstigere Orbitaliiberlappung bedeutet, zum anderen der
Estersubstituent und das axiale H-4-Atom einander sterisch
behindern konnten. Durch dquatoriales Abfangen des sich
bildenden Carbokations durch Bromid wird 97 gebildet.
Diese Hypothese wurde durch eine Studie {iber die sterischen
und stereoelektronischen Auswirkungen unterschiedlicher
nucleophiler Ketten bei verwandten Azonia-Prins-Halogen-
carbocyclisierungen untermauert.’’! Durch Abspaltung des
Bromids mit Tetrabutylammoniumacetat und Entfernung der
Boc-Schutzgruppe wurde 97 in das passend geschiitzte L-
Choi-Derivat 98 iiberfiihrt.

Die Kupplung des Choi-Amins 98 an das Fragment 99
verlief mit hoher Ausbeute. AnschlieBend wurde das Acetat
gespalten und mit einer MOM-Schutzgruppe unter Bildung
von 100 versehen (Schema 14). Durch Hydrolyse des Esters
und Kondensation mit der Adc-Untereinheit wurde schlief3-
lich das vollstindig geschiitzte Oscillarin hergestellt, das nach
Umsetzung mit wissriger HCl in THF und Reinigung durch
RP-HPLC den reinen Naturstoff 20 als HCI-Salz ergab.

Die spektroskopischen Daten von 20 entsprachen voll-
standig denen des Naturstoffs. Wie erwédhnt hatten Hanessian
und Mitarbeiter'*! Oscillarin in der urspriinglich vorgeschla-
genen Struktur (19) synthetisiert, die eine sechsgliedrige
Guanidinvariante anstelle der Adc-Untereinheit vorsieht.
Beim Vergleich der biologischen Aktivitdten von 19 und 20
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Schema 14. Die Synthese von Oscillarin nach Hanessian et al. Ab-
schliefende Syntheseschritte. a) 98, EDC, HOBt, CH,Cl,; b) NaOMe,
MeOH; ¢) MOMCI, DIEA, CH,Cl,; d) LiOH, THF/H,0; e) 86, EDC,
HOBt, NEt;, CH,Cl,; f) 6 N wissr. HCI, THF, dann RP-HPLC

MOMO™

.OMOM BocN

101

zeigte sich, dass diese Struktur revidiert werden musste.
Wihrend 20 Thrombin wirkungsvoll hemmte (ICy,=28 nm
(=0.018 uygmL ™" in Tabelle 1)), zeigte 19 gegen dieses Enzym
keinerlei Aktivitit. Die revidierte Struktur von Oscillarin mit
der Adc-Untereinheit wurde durch die Kristallstruktur des
mit Thrombin komplexierten Cokristalls verifiziert (Abbil-
dung 4b).

4.6. Chlordysinosin A

Zuletzt berichteten Hanessian und Mitarbeiter von der
ersten Totalsynthese und Strukturbestimmung von Chlordy-
sinosin A (22).! Chlordysinosin A war erstmals, aber ohne
jedwede stereochemische Zuordnung, von Wissenschaftlern
der Firma Pharmacia in einem Patent von 2003 beschrieben
worden.”! Ersten Strukturstudien zufolge unterschied sich
Chlordysinosin A (22) von Dysinosin A (21) nur durch eine 3-
Chlorleucinamid-Untereinheit an der Stelle von D-Leucin.
Obwohl fiir 22 noch keine stereochemische Zuordnung
vorlag, wies doch die Strukturdhnlichkeit zu 21 auf eine
analoge absolute Konfiguration hin. Die Konfiguration am
neuen Stereozentrum, am C3-Atom der 3-Chlorleucin-Un-
tereinheit, konnte jedoch nur durch Synthese aufgedeckt
werden. Die Synthese des neuartigen 3-Chlorleucin-Frag-
ments (Schema 15) begann mit dem bekannten Epoxyalkohol
102, der durch eine asymmetrische Sharpless-Epoxidierung
zuginglich war.’’! Das Aziridin 104 wurde in drei Stufen
hergestellt und als tert-Butylsulfonamid aktiviert.”” Es wurde
eine Reihe von Bedingungen zur regioselektiven Spaltung des
Aziridins getestet, wobei schlieSlich die Umsetzung von 105
mit CeCly;-7H,O im Uberschuss in Acetonitril unter Riick-
fluss zum 3-Chlorsulfonamid 106 fiithrte und eine Regiose-
lektivitdt von 10:1 ergab. Die Reaktion verlief mit 80 %
Ausbeute und umfasste die Entfernung der Silyl-Schutz-
gruppe. Die Struktur des kristallinen Produkts wurde ront-

Angew. Chem. 2008, 120, 1220 —1242


http://www.angewandte.de

Aeruginosine

N3
OTBS
OH ~NH
Y<|/\ on+ 103a _C Y\/\OTBS
5% 90%
2 Stufen OTBS 104
Ns 103b
S0,iBu cl
de N f g.h
—= : LA < Son 2L,
OTBS B
88% W 80% c 7%
2 Stufen 105 NHSO.BU 5 Stufen
106
Clow ; OH Clon :
R i 0. YCOH
NH NH
/ 78% L s
TBDPSO  OMe 197 TBDPSO ~ OMe

Schema 15. Die Synthese von Chlordysinosin A nach Hanessian et al.
Synthese des 3-Chlorleucinfragments 108. a) NaN;, NH,CI, Methoxy-
ethanol, H,0, Riickfluss; b) TBSCI, NEt;, DMAP, CH,Cl,; c) PPhs,
MeCN, 50°C; d) tBuSOCI, NEt;, CH,Cl,; e) mCPBA, CH,Cl,;

f) 4.0 Aquiv. CeCl,-7H,0, MeCN, 90°C, 72 h; g) 0.1 N TFOH in CH,Cl,,
Anisol; h) PyBOP, (R)-3-tert-Butyldiphenylsilyloxy-2-methoxypropion-
sidure, 2,6-Lutidin, CH,Cl,; i) 0.1 M H;IOg4/wasserhaltiges MeCN, kataly-
tische Mengen CrO;, 0°C.

genographisch bestitigt. Interessanterweise verlief die CeCl;-
vermittelte Spaltung der N-Toluolsulfonyl- und N-Trifluor-
methylsulfonylaziridine nur mit geringen (<2:1) Regiose-
lektivititen.’! Kiirzlich beschrieben Bonjoch und Mitarbei-
ter™! eine alternative Methode, nach der ausgehend von f-
Lactonen diastereomere 3-Chlorleucine erhalten werden
konnen. Eine saure Abspaltung der N-Bus-Gruppe und
Kupplung mit (R)-3-tert-Butyldiphenylsilyloxy-2-methoxy-
propionsdure in Gegenwart von PyBOP fiihrten zu 107 in
77% Gesamtausbeute. Die Oxidation von 107 gelang
schlieflich mit H;IO4 und katalytischen Mengen CrOs,"
nachdem zuvor verschiedene andere Methoden aufgrund der
B-Eliminierung des Chlorids fehlgeschlagen waren.

Obwohl fiir den 5-Hydroxy-L-Choi-Kern von Dysinosin A
schon eine Syntheseroute iiber eine RCM bekannt war, ent-
schieden sich Hanessian und Mitarbeiter fiir eine intramole-
kulare = N-Acyliminiumion-Halogencarbocyclisierung  zur
Synthese des Zwischenprodukts 79 (Schema 16).) Dieses
wurde hergestellt, indem 97, das vorher durch Ringschluss-
metathese eines Bisalken-Intermediats erhalten worden war,
durch Erhitzen in reinem DBU dehydrohalogeniert wurde.
Nach der in Abschnitt 4.4 beschriebenen vierstufigen Route
fiir Dysinosin A® wurde 79 zu 81 umgewandelt, um es fiir die
Kupplung mit dem Chlorcarbonsdure-Fragment 108 vorzu-
bereiten.

Im Verlauf der Synthese von Chlordysinosin A wurde
immer deutlicher, dass wegen der Basenempfindlichkeit des
chlorhaltigen Zwischenprodukts Reagentien und Methoden
sehr sorgfiltig gewéhlt werden mussten. Bei der Kondensa-
tion von 108 mit 81 ergaben Triethylamin oder Di-
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Schema 16. Die Synthese von Chlordysinosin A nach Hanessian et al.
Abschlieende Syntheseschritte. a) Reines DBU, 80°C, 4 h; b) wie in
Schema 10; c) 108, DEPBT, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, 0°C, 4 h; d) 20 Aquiv.
MeSnOH, 1,2-DCE, 75°C, 48 h; e) 86, PyBOP, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, 0°C,
4h; f) 0.3m TBAF/THF, 0°C, 15 min; g) SO,-Py, kat. Bu,SnO, CH,Cl,,
18 h, dann Wiederholung; h) 10% TFA/CH,Cl,, RT, 6 h; i) praparative
RP-HPLC.

isopropylethylamin in Verbindung mit EDC/HOBt, HBTU/
HOBt oder PyBOP erhebliche HCI-Eliminierungen und nur
geringe Ausbeuten an Kupplungsprodukt. Nach Optimierung
wurde 109 schlieBlich reproduzierbar mit 55-60% Ausbeute
in Gegenwart von DEBPT?™7 und 2,6-Lutidin bei 0°C
hergestellt. Auch fiir die Hydrolyse des Methylesters 109a
mussten alkalische Bedingungen unbedingt vermieden
werden. Bei Verwendung von Me;SnOH im Uberschuss in
1,2-Dichlorethan unter Riickfluss verlief die Spaltung des
Esters glatt und lieferte ohne Dehydrochlorierung 109b in
78% Ausbeute.”*! Eine Amidkupplung an das Amin 86
fithrte in Gegenwart von PyBOP zu 110.

Zum Schluss wurden der Silylether gespalten und der
primédre Alkohol mit SO;Py und Bu,SnO in katalytischen
Mengen sulfatiert (zweimal).® AnschlieBend wurden mit
10% TFA/CH,Cl, samtliche Schutzgruppen abgespalten.
Nach RP-HPLC wurde reines Chlordysinosin A (22) aus 110
in 32 % Ausbeute erhalten. Die spektroskopische Analyse des
synthetischen 22 ergab eine vollstindige Ubereinstimmung
mit den Daten des Naturstoffs, was die Struktur von
Chlordysinosin A ebenso wie die Konfiguration des neuarti-
gen (25,3R)-3-Chlorleucinrests bestétigte. Eine Rontgenkris-
tallstrukturanalyse des Thrombinkomplexes lieferte die ab-
schlieBende Bestitigung fiir die Struktur- und Konfigurati-
onszuordnungen, die wéhrend der Synthese getroffen worden
waren (Abbildung 4c).
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5. Aeruginosin-Analoga

Bislang gibt es noch kaum Ansédtze zur Synthese von
Aeruginosin-Analoga; "%l in Schema 17 sind einige Bei-
spiele fiir solche Analoga vorgestellt. Hauptsachlich wurden
Aeruginosin 298A und 98B als Ausgangspunkte fiir die Syn-
these synthetischer Serinprotease-Inhibitoren vom Aerugi-
nosin-Typ eingesetzt.**-1% Bei einer dieser Studien von
Radau und Mitarbeitern® wurde iiberraschenderweise ein
Trypsin-Aktivator statt eines entsprechenden Inhibitors ge-
funden. Radau und Mitarbeiter™ %! setzten L-Prolin als
Kernstruktur anstelle des préparativ anspruchsvolleren Choi
ein. Erst kiirzlich berichteten Radau und Mitarbeiter!”™® von
Analoga mit einer (bei der Wahl zwischen Thrombin und
Trypsin) gegen Thrombin selektiven, wenn auch schwachen
Inhibitorwirkung (111 und 112, Schema 17). Shibasaki und
Mitarbeiter” und spiter Takahashi und Mitarbeiter""” be-
richteten iiber ein Screening von Aeruginosin-298A-Analoga
auf ihre Inhibitorwirkung gegen Trypsin. Beide Studien ver-
deutlichten noch einmal, wie wichtig die chemische Struktur
der basischen P1-Untereinheit fiir die Inhibitorwirkung ist.
Verianderungen in der P3- oder P4-Region wirkten sich we-
niger stark auf die Trypsin-Inhibition aus. Das von Shibasaki
und Mitarbeitern™ synthetisierte Analogon 113 zeigte fast
die gleiche Hemmwirkung gegen Trypsin wie die Hauptver-
bindung Aeruginosin 298A. Takahashi und Mitarbeiter!!”
fanden den starken Inhibitor 114, der 300-mal aktiver als
Aeruginosin 298A ist.

HN
0 ‘—\—\ NH
HN—
NH NH,
O)\© HO
112110181

Thrombin-K; = 4.9* ug mL™"
Trypsin-K; = >600* ug mL™"

119110161

Thrombin-K; =
Trypsin-K; =

3.5* ug mL™’
20* ug mL™"!

€I
Q
Zi
(o]
z
I
F-ale]

NH NH
O'S NH LOH NH
H,N % HoN
1150109
Thrombin-ICsq = 1.35% ug mL™" 116!104
FVlla-ICsq = 14.4* pg mL™" Thrombin-ICsy = 0.0010* ug mL™

FXla-ICsp = 3.01* ug mL™"
Trypsin-ICso = 0.103* ug mL™"

Schema 17. Aeruginosin-Analoga. Die in um angegebenen 1Cs,- and K-Werte wurden in pgmL™

zeichnet.
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Hanessian und Mitarbeiter!'® entwickelten jiingst Aeru-
ginosin-Analoga, die an der P1-Position nichtnatiirliches
Benzamidin tragen. Dazu gehoren auch Sulfamide wie 115
(Schema 17). Allerdings sind diese Verbindungen nur maBig
aktiv gegen Trypsin, Thrombin und andere Koagulationsfak-
toren. In der Folge untersuchten Hanessian und Mitarbei-
ter'™ die SARs in Bezug auf Thrombin eingehender, wobei
sie sich auf den ,,Chloreffekt“ bei Chlordysinosin A konzen-
trierten. Au3erdem testeten sie die jeweilige Bedeutung aller
vier Aeruginosin-Untereinheiten. An der P1-Position erwies
sich das nichtnatiirliche Benzamidin dabei als giinstigster
Substituent, wihrend die Groe und Form des P2-Choi-Kerns
weniger Auswirkungen hatte. Die giinstige Auswirkung des
Chloreffekts in der P3-Position wurde bestitigt, wobei dhn-
liche Effekte mit anderen -verzweigten P3-Seitenketten er-
zielt wurden, z. B. bei den (3-Cyclohexyl- (117) und Isoleucin-
Analoga (118), die Inhibitoraktivititen gegen Thrombin von
IC5,=0.002 uygmL " aufweisen. Ein N-terminales p-Pla war
einfacheren Motiven {iiberlegen, und die terminale Sulfat-
gruppe von Chlordysinosin A hatte nur geringen Einfluss auf
die Thrombin-Inhibition. Nach unserem jetzigen Kenntnis-
stand ist das Analogon 116, das keine 6-Hydroxygruppe, aber
eine Benzamidin-P1-Einheit enthélt, der bislang aktivste
Thrombin-Inhibitor in vitro (ICs,;=0.0010 uygmL~!, Sche-
ma 17). Nie und Mitarbeiter!' prisentierten die Synthese
einer Choi-Variante mit Oxysubstituenten am Ring, die von
D-Glucose ausgeht; allerdings wurde nichts iiber ihre Inhibi-
toraktivitit berichtet.

1140191
Trypsin-ICsp = 0.043 ug mL™"

113074
Trypsin-ICso = 8.7 pg mL™

H
O\/H : O
N N HN

"

O :
NH NH
\OH NH \OH NH
O HoN O HoN
117[104] 118[104]

Thrombin-ICso = 0.0021* pg mL™" Thrombin-ICsg = 0.0020* ug mL™’

umgerechnet und mit einem Stern (*) gekenn-
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6. Inhibitoren mit direkter Wirkung gegen
Thrombin im klinischen Gebrauch

Nicht lange nach der erfolgreichen Markteinfithrung des
Thrombin-Inhibitors Melagatran (119)['% als oral bioverfiig-
bares Prodrug Ximelagatran (120, Exanta)*® gegen Venen-

HQN NH

1191'%] Melagatran: R'=H, R?=H
Thrombin-Ki= 0.36 pm
1201'%], Ximelagatran (Exanta): R'=0OH, R?=Et
(Prodrug)

CO,H
RQO

1210981 Argatroban
Thrombin-K= 0.039 um

thrombose im Jahr 2004 musste die Substanz wieder zuriick-
gezogen werden, da es Hinweise auf einen Anstieg der Le-
berenzyme gab.'"! Argatroban (121), eine 64:36-Epimeren-
mischung am C-21-Atom ist dagegen nicht oral bioverfiigbar
und muss intravends verabreicht werden.'® Derzeit ist es
freigegeben zur Thrombosebehandlung bei Patienten, die an
einer immunvermittelten Reaktion auf Heparin leiden, das
am héaufigsten als Antikoagulans eingesetzt wird. Neueren
Ubersichten!"™ zufolge befinden sich momentan mehrere
synthetische Thrombin-Inhibitoren in verschiedenen klini-
schen Testphasen.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Dank ihrer grundlegenden Strukturmerkmale enthalten
die Aeruginosine offensichtlich die fiir die Hemmung von
trypsinartigen Serinproteasen benétigten Pharmakophore.
Auch wenn derzeit bereits mehr als 20 natiirliche Mitglieder
der Aeruginosin-Familie isoliert worden sind, miissen noch
weitere Verbindungen identifiziert werden, um die SARs
kartieren zu konnen und wichtige Strukturmotive fiir ver-
schiedene biologische Aktivititen ausfindig zu machen. Um
erheblich leichter an neue Aeruginosin-Analoga zu gelangen,
muss die Entwicklung von effizienten Methoden zur Synthese
von Aeruginosinen fortgefiihrt werden. Ein weiteres wichti-
ges Untersuchungsgebiet sind die Strukturmuster, die fiir eine
Selektivitdt zwischen verschiedenen humanen Enzymen ver-
antwortlich sind.

Aus den Befunden der Enzymassays (Tabelle 1) geht
hervor, dass unterschiedliche Strukturmerkmale fiir unter-
schiedliche Enzymtargets wichtig sind. Eine basische P1-
Endgruppe scheint eine Voraussetzung fiir eine gute Wirk-
samkeit gegen die trypsinartigen Serinproteasen zu sein. Dass
Aeruginosine gegen Chymotrypsin und Elastase inaktiv sind,
kann an der speziellen Substratpriferenz dieser Enzyme
liegen, die Peptide mit raumfiillenden hydrophoben bzw.
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kleinen neutralen P1-Seitenketten bevorzugen. Ein Aus-
tausch der basischen P1-Untereinheit am Aeruginosin gegen
eine hydrophobe Gruppe sollte daher einen Zugewinn an
Inhibitoraktivitédt gegen diese Enzyme mit sich bringen. Die
wesentliche Aufgabe der Octahydroindol-Kernuntereinheit
scheint darin zu bestehen, die verschiedenen Teilstiicke des
Tetrapeptids an bestimmte rdumliche Positionen zu lenken,
was bewirkt, dass das Molekiil seine bioaktive Konformation
einnimmt. Entsprechend wurde auch eine Justierung der
Octahydroindol-Substituenten vorgeschlagen, um eine Se-
lektion zwischen Enzymen zu erreichen.?®*! Schon kleine
Anderungen am P3-Substituenten des Aminosiurerestes be-
einflussen die Affinitdt gegen die Koagulationsfaktoren
enorm. Ein bestechendes Beispiel ist die bemerkenswerte
Wirkung von Chlordysinosin A im Vergleich zum H-substi-
tuierten Dysinosin A (Tabelle 1). Welche Bedeutung die N-
terminale Sulfatgruppe fiir die unterschiedliche biologische
Aktivitdt genau hat, muss noch weiter untersucht werden.

AuBler der Verbesserung der Aktivitdt und Selektivitit
gegen Serinproteasen!"'”! ist auch die Bearbeitung anderer
struktureller und pharmakologischer Aspekte notig, um diese
einzigartige  Naturstoffklasse ,arzneimittelfahiger zu
machen."') Die Perspektiven dieser anspruchsvollen Aufga-
be sind dennoch nicht unbedingt schlecht, besonders, weil die
Naturprodukte die gleichen Bindungsstellen wie die vollsyn-
thetischen Thrombin-Inhibitoren besetzen.P¢-%63112-1141 Tp
diesem Sinne sollten sie einer Segmentkupplung im Rahmen
einer strukturbasierten organischen Synthese!"! zuginglich
sein und so wirkungsvolle hybride Analoga mit vorteilhaften
pharmakologischen Eigenschaften hervorbringen. Unsere
Hoffnung ist, dass die Forschung auf diesem Gebiet zu si-
cheren und wirksamen Medikamenten fiir die Behandlung
lebensbedrohlicher Thrombose-Erkrankungen und ver-
wandter Leiden fithren wird.

Abkiirzungen

Adc 1-(N-Amidino-A*-pyrrolino)ethyl
Aeap 1-Amidino-2-ethoxy-3-aminopiperidin
Agma 4-Aminobutylguanidin

Alloc Allyloxycarbonyl

Argol Argininol

Argal Argininal

9-BBN 9-Borabicyclo[3.3.1]nonan

Binol 1,1'-Bi-2-naphthol

Bn Benzyl

Boc tert-Butoxycarbonyl

BOP Benzotriazol-1-yloxytris(dimethylamino)-
phosphoniumhexafluorophosphat

BOPCI Bis(2-oxo-3-oxazolidinyl)phosphinsiure-
chlorid

Bus tert-Butylsulfonyl

Bz Benzoyl

Cbz Benzyloxycarbonyl

Ccoi 2-Carboxy-6-chloroctahydroindol

Choi 2-Carboxy-6-hydroxyoctahydroindol

Cleu 3-Chlorleucin

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-en
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1,2-DCE 1,2-Dichlorethan

DEAD Diethylazodicarboxylat

DEPBT 3-(Diethoxyphosphoryloxy)-1,2,3-benzo-
triazin-4(3H)-on

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIBAL-H Diisobutylaluminumhydrid

DIEA Diisopropylethylamin

DMAP 4-N,N-Dimethylaminopyridin

EDC 1-[3-(Dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbo-
diimid-Hydrochlorid

FDPP Pentafluorphenyldiphenylphosphinat

HBTU Benzotriazol-1-yl-N-tetramethyluronium-
hexafluorophosphat

Hleu 3-Hydroxyleucin

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

Hpla Hydroxyphenylmilchsdure

IBCF Isobutylchlorformiat

1Cy, Inhibitorkonzentration, die zu 50 % Inhi-
bierung fiihrt

ImH Imidazol

K; Inhibitionskonstante

LHMDS Lithiumhexamethyldisilazid

L-Selectrid
LS-Selectrid

Lithium-tri-sec-butylborhydrid
Lithium-trisiamylborhydrid

mCPBA m-Chlorperoxybenzoesiure

MOM Methoxymethyl

MsCl Methansulfonylchlorid

NMM N-Methylmorpholin

NOE Kern-Overhauser-Effekt

ODS-HPLC Octadecylsilan-Hochdruckfliissigkeitschro-
matographie

OH-Choi 2-Carboxy-5,6-dihydroxyoctahydroindol

Pla Phenylmilchsidure

Plas Phenylmilchsidure-2-O-sulfat

PPACK D-Phe-Pro-Arg-Chlormethylketon

PyBOP Benzotriazol-1-yloxytri(pyrrolidino)phos-
phoniumhexafluorophosphat

Py Pyridin

RCM Ringschlussmetathese

SAR Struktur-Aktivitdts-Beziehung

TBAF Tetrabutylammoniumfluorid

TBDPS tert-Butyldiphenylsilyl

TBHP tert-Butylhydroxyperoxid

TBS tert-Butyldimethylsilyl

TFA Trifluoressigsdure

TfOH Trifluormethansulfonsédure

TIPS Triisopropylsilyl

TMSOTf Trimethylsilyltriflat
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