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Das Fehlen neuer Leitstrukturen ist ein grundlegendes Pro-
blem bei der Entwicklung von Wirkstoffen zur Behandlung
bakterieller Infektionskrankheiten. Eine potenzielle Quelle
solcher Leitstrukturen sind die zunehmend beachteten ribo-
somal synthetisierten, posttranslational modifizierten Peptide
(RiPPs), eine schnell wachsende Familie mikrobieller Pep-
tide.!! Neben den cyclischen Azolpeptiden des Cyanobactin-
Typs (Patellamide, Ulithiacyclamide)?* oder den Thiopep-
tiden (Thiostrepton, Noshiheptide)®™ sind die sogenannten
»linear azole-containing peptides (LAPs), zu der so be-
kannte Naturstoffe wie Microcin B17 oder Goadsporin ge-
horen,” % eine wichtige Untergruppe der RiPPs. Das cha-
rakteristische Merkmal der LAPs sind Thiazole und Oxazo-
le." Diese heterocyclischen Aminosiuren werden dabei en-
zymatisch durch Cyclodehydratisierung mit anschlieBender
Dehydrogenierung aus Cys und Ser/Thr gebildet.'? Kiirzlich
wurden von unserer Arbeitsgruppe zwei neue Mitglieder der
LAP-Familie beschrieben, Plantazolicin A (1a) und B (1b)
(Abbildung 1 und 2).>'¥ Diese werden von dem Gram-po-
sitiven Bodenbakterium Bacillus amyloliquefaciens FZB42
produziert, welches bei der industriellen Produktion von a-
Amylase und Serinproteasen eingesetzt wird."™ In Studien
zeigte Plantazolicin A eine Aktivitdt gegen neun Bacillus-
Arten, jedoch nicht gegen Staphylokokken und Enterokok-
ken.31l Daher kann Plantazolicin besonders als Leitstruktur
fiir die Bekdmpfung des Milzbranderregers Bacillus anthracis
angesehen werden.

Die Strukturaufkldrung von Plantazolicin A gelang erst
mit Markierungsexperimenten durch Einsatz eines ""N-an-
gereicherten Ndhrmediums, da mithilfe der zusétzlichen Si-
gnale der "N-Kerne die Struktur zweifelsfrei durch 2D-
NMR-Spektroskopie ("H-"N-HSQC, 'H-"N-HMBC) be-
stimmt werden konnte. Mit dem Vorliegen der Struktur
konnten Riickschliisse iiber die Funktion der einzelnen
Enzyme des Biosynthese-Genclusters (pzn-Cluster) gezogen
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werden (Abbildung 1). So kodiert PznA fiir ein ribosomal
synthetisiertes 41-meren Vorlduferpeptid, in dem das 14-mere
Strukturpeptid (,,core peptide“) RCTCTTIISSSSTF enthal-
ten ist. Der trimere Proteinkomplex PznBCD (Cyclodehy-
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Abbildung 1. Struktur von Plantazolicin A (1a) und die postulierte Bio-
synthese ausgehend von einem ribosomal synthetisierten Prapeptid:
multiple Cyclodehydratisierungen (PznB/C/D), Entfernung des Leader-
peptids (PznE) und N,N-Bismethylierung (PznL).'*"!

dratase, Dehydrogenase, Geriistprotein) fiihrt die posttrans-
lationalen Modifikationen ein, wobei 10 Cyclodehydratisie-
rungen und 9 Dehydrierungen stattfinden.'”! Nach Abspal-
tung des Leaderpeptids durch die Zinkprotease PznE ent-
steht Desmethylplantazolicin 1b, welches mittels N,N-
Bismethylierung durch die Methyltransferase PznL in Plan-
tazolicin A (1a) umgewandelt wird.

Strukturell fallen sofort die zwei ausgedehnten Hetero-
cyclensysteme auf, die bisher einzigartig sind. Die Konfigu-
ration des nichtoxidierten Methyloxazolins (5-MeOxH")
wurde entsprechend der Biosynthese aus L-Thr als (4S,5R)
bestimmt."? Da die Fermentation nur geringe Mengen von
1a liefert, sind genaue Studien des Molekiils und seines
Wirkmechanismus nicht moglich. Uberdies stellt die kom-
plexe Struktur von 1a ein reizvolles Ziel fiir Totalsynthesen
dar. Her prisentieren wir nun die erste Totalsynthese von
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Plantazolicin A (1a). Unsere Syntheseroute wurde derart
entwickelt, dass auch Derivate, z. B. fiir Studien von Struktur-
Aktivitits-Beziehungen (SAR), aus einfachen Bausteinen
rasch zugénglich sind.

Fiir unsere Retrosynthesestrategie (Abbildung 2) haben
wir uns an den enzymatischen Cyclodehydratisierungen ori-
entiert, die die Schliisselschritte der Biosynthese von 1 dar-
stellen. Die Synthese der beiden Heterocyclensysteme mit
dem siurelabilen Oxazolin sowie die selektive N,N-Bisme-
thylierung eines Arg-Restes erschienen uns als grofite Her-
ausforderungen dieser Totalsynthese. Zum Aufbau der He-
terocyclen mittels Cyclodehydratisierung wihlten wir Dime-
thylaminoschwefeltrifluorid (DAST). Dabei erhdlt man die
entsprechenden Oxazoline ausgehend von Aminoacyl-Ser/
Thr-Vorlauferpeptiden.'” Alternativ sind Cyclodehydratisie-
rungen mit katalytischen Mengen Molybdidnoxid (MoO,)
unter azeotroper Wasserabscheidung in der Literatur be-
schrieben.!'®!

Das sdurelabile 5-MeOxH" (Methyloxazolin) sollte vor
der die Synthese abschlieBenden Schutzgruppenabspaltung
ausgehend vom 14-meren Vorldufer von 1 mithilfe von DAST
eingefiihrt werden. Als Schutzgruppen der Arg-Seitenkette
sowie der C-terminalen Sidurefunktion entschieden wir uns
fiir den 2-(Trimethylsilyl)ethylester (TMSE)!! sowie das 2-

NH

5-MeOxz® 5-MeOxz
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(Trimethylsilyl)ethylcarbamat (Teoc),”” da diese in einem
Schritt mit Fluoridquellen abgespalten werden kénnen und
orthogonal zu sédure- und baselabilen Schutzgruppen sind.
AuBlerdem ist bekannt, dass der TMSE-Ester die Diketo-
piperazinbildung von entsprechenden Dipeptiden bei Pep-
tidkupplungen unterdriicken kann (z.B. 6 mit 5).*! Die N,N-
Bismethylierung sollte moglichst gegen Ende der Synthese-
route eingefiihrt werden, da die Aufreinigung der Boc-ge-
schiitzten Peptide deutlich einfacher ist.

In der weiteren Retrosynthese wurde Verbindung 1 an der
Amidbindung zwischen Ile’ und 5-MeOxz’ in ein N-termi-
nales Fragment 2 und ein C-terminales Fragment 3 zerlegt, da
es bei der Fragmentkupplung nicht zu Racemisierung von 5-
MeOxz® kommen kann. Aus den Fragmenten 2 und 3 erhilt
man durch Offnung der (Methyl)oxazole 5-MeOxz®, 5-
MeOxz’, Oxz’ und Oxz" die entsprechenden heterocycli-
schen Thr/Ser-Peptide 4 und 5. Durch die anschlieende
Offnung der Amidbindungen erhilt man die Dipeptidbau-
steine Thr-Phe 6, Ile-Ile 11 sowie die heterocyclischen Ami-
noséduren 7, 8, 9 und 10. Zu Beginn der Totalsynthese wurden
die Dipeptidbausteine aus geschiitztem Ser und Thr mithilfe
von TBTU/DIPEA aufgebaut (siche Hintergrundinforma-
tionen).”” Die Cyclodehydratisierungen sollten mit DAST
durchgefiihrt werden, da mit diesem Reagens einige Beispiele
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Abbildung 2. Struktur von Plantazolicin A (1a) und die retrosynthetische Analyse durch Teilung in zwei Hauptfragmente sowie weitere Zerlegung

in einzelne heterocyclische Aminosiurenbausteine.
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fir Cyclodehydratisierungen unter Inversion der
Konfiguration des f-C bekannt sind.!'"”! Tatsichlich
lieferte die Reaktion des Dipeptids Boc-Ser(¢Bu)-
Ser-OMe (12) mit DAST bei —78°C in CH,Cl, das
entsprechende Oxazolin in >95% Ausbeute. Die
anschlieBende Dehydrierung mit CBrCly/DBU
fiihrte zum geschiitzten Oxazol 13 in einer Ausbeute
von 70% (Schema1).”! Analog dazu gelang die
quantitative Umwandlung von Boc-Thr(¢Bu)-Thr-
OMe (14) in das entsprechende 5-Methyloxazolin.
Da jedoch die folgende Dehydrierung zu 16 weder
mit der oben genannten CBrCl;/DBU-Methode
noch unter verschiedenen anderen Reaktionsbe-
dingungen (CCl,/DBU/Pyridin,* MnO,,®! CuBr/
Cu(OAc),/fButylperoxybenzoesiure®! oder DDQ)
gelang, entschieden wir uns fiir Wipfs Variante der
Gabriel-Robinson-Oxazolsynthese.?” Danach
fiihrte die Oxidation von 14 mit Dess-Martin-Per-
iodinan zu Keton 15, welches mit PMe,/I,/NEt;
direkt in das 5-Methyloxazol 16 umgewandelt
werden konnte (68% Ausbeute). Die Thiazolbau-
steine 7 und 8 wurden mit einem modifizierten
Protokoll der Hantz’schen Thiazolsynthese herge-
stellt.®®*! Dabei fiihrte die Thionierung der Siure-
amide von Boc-Thr(OrBu) bzw. 19 mit Lawessons
Reagens und anschlieBende Umsetzung mit Me-
thylbrompyruvat und KHCO; in 1,2-DME sowie
Behandlung mit TFAA/2,6-Lutidin zu den Thiazo-
len 18 und 20, beides in Gesamtausbeuten von 60 %.
Die N,N-Bismethylierung von 7 mithilfe der reduk-
tiven Aminierung schien uns anfangs ein triviales
Unterfangen, jedoch war einiges an Optimierungs-
arbeit zu leisten. Letztendlich fiihrte die selektive
Boc-Entschiitzung von 7 mit HCl, gefolgt von der
Iminbildung mit 37 % wissriger HCHO in Gegen-
wart von NaOAc bei 0°C und Reduktion mit
NaCNBH; bei 0°C zu dem
gewiinschten Produkt 21 in
einer guten Gesamtaus-
beute."

Nachdem wir nun alle
heterocyclischen ~ Amino-
sdurebausteine hergestellt
hatten, wurden diese durch
iterative Peptidkupplungen
verkniipft (Schema 2).
Beim Aufbau des N-termi-
nalen Fragments 4 konnte
22 durch HATU/DIPEA-
vermittelte Kupplung in
60 % Ausbeute aus 8 und 9
gewonnen werden. Die an-
schlieBende  Abspaltung
der Boc- und rBu-Gruppen
mit HCI lieferte die bishe-
terocyclische  Verbindung
23, welche durch eine wei-
tere HATU/DIPEA-ver-
mittelte Kupplung mit Boc-
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Schema 2. Synthese des N-terminalen Fragments 2: Reagentien und Bedingungen: a) HATU, DIPEA, DCM,
0°C bis 25°C, 14 h, dann MeOH, 90% (60% of 22, 30% of 18). b) 4m HCl in Dioxan, 25°C, 6 h, 99%.

c) HATU, DIPEA, DMF, 25°C, 14 h, dann MeOH, 56 % (45 % of 24, 11 % of 20). d) DAST, DCM, —78°C, 14 h,
) DBU, CBrCl;, DCM, 0°C auf 25°C, 3 d, 60% (45% von 26, 15% von 26-H,). f) 37% wissr. HCHO,
THF/H,O (2:1), NaOAc, 0°C, 10 min, dann NaCNBH, 0°C,1 h. g) Me;SnOH, 1,2-DCE, 85°C, 18 h, 97% (3
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Schema 1. Synthese der heterocyclischen Aminoséuren (7, 8, 9 und 10): Reagen-
tien und Bedingungen: a) DAST, DCM, —78°C, 2 h, 95%. b) DBU, CBrCl;, DCM,
—10°C, 1 h bis 25°C, 2 h, 79%. c) TFA, Et;SiH, DCM, 25°C, 40 h, 99%. d) Dess-
Martin-Periodinan, DCM, 25°C, 0.5 h, 95%. e) PMes/l,/NEt;, DCM, —40°C, 2 h,
68%. f) Piperidin, EtOAc (1:5, v/v), 25°C, 0.5 h, 99%. g) CICO,Et, NEt,, THF,
0°C, 0.5 h, dann 30% wissr. NH;, 25°C, 3 h, 99%. h) Lawessons Reagens, DCM,
40°C, 3 h, 72%. i) BrCH,COCO,Me, KHCO;, DME, —40°C, 0.5 h bis —17°C,
14 h; dann TFAA, 2,6-Lutidin, 0°C, 14 h, 86%. j) LiOH, THF, MeOH, H,0 (1:1:1),
25°C, 3 h, 99%. k) SiMe;Cl, NEt;, DCM, 0°C, 0.5 h, 40°C, 0.5 h, dann (CH;);Si-
C,H,-OCO-Suc (Teoc-OSu), NEt;, 25°C, 3 d, 99%. I) 4m HCl in Dioxan, 25 °C,
0.5 h. m) 37% HCHO (in H,0), THF, H,O (2:1), NaOAc 0°C, 10 min, dann
NaCNBH,, 0°C, 1 h, 99%.
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Arg(Teoc,)-Thz-OH 7 in 45% Ausbeute zu Peptid 24 umge-
setzt wurde.

Die Cyclodehydratisierung von Peptid 24 mit DAST lie-
ferte 25 in 86% Ausbeute, jedoch war die anschlieBende
Dehydrierung der 5-Methyloxazoline mit CBrCly/DBU
schwierig. So wurde eines der Methyloxazoline bereits nach
6h bei 0°C vollstiandig oxidiert (26-H,, LC-MS-Analytik),
wihrend die zweite Dehydrierung zu 26 kaum stattfand. Erst
ein Uberschuss von CBrClyDBU bei Reaktionszeiten von
drei Tagen fiihrte zur Dehydrierung des zweiten Methyl-
oxazolins, wenn auch mit unvollstdndigem Umsatz. Gliickli-
cherweise lieen sich mono- und bisoxidiertes Produkt mittels
Flashchromatographie trennen (Ausbeute 15% 26-H, bzw.
50% 26). Die N,N-Bismethylierung am N-terminalen Frag-
ment 26 wurde unter den fiir 7 optimierten Bedingungen
mittels reduktiver Aminierung eingefiihrt. Im letzten Schritt
lieferte die Hydrolyse des Methylesters mit Me;SnOH das N-
terminale Fragment 2 in 97 % Ausbeute.

Der Aufbau des C-terminalen Fragments (Schema 3)
begann mit der Kupplung von Boc-Ile-Ile-OH (11) an Oxazol
10 mit HATU/DIPEA zu Peptid 27 in 64 % Ausbeute. Die
Cyclodehydratisierung mit DAST verlief quantitativ, die
Dehydrierung mit MnO, in heilem Toluol zu 28 jedoch nur
mit 26 % Ausbeute. Hier war die Dehydrierung mit CBrCly/
DBU selbst nach langen Reaktionszeiten erfolglos, vermut-
lich aus sterischen Griinden. Nach Verseifung des Methyl-
esters mit LiOH lieferte eine weitere Peptidkupplung mit 10
das Peptid 30 in 57 % Ausbeute. Nach erneuter Hydrolyse des
Methylesters mit LiOH konnte die dritte Kupplung mit Di-
peptid 6 durchgefiihrt werden. Erfreulicherweise lieferte die
HATU-vermittelte Kupplung das 8-mere Fragment 32 in
81% Ausbeute. Die DAST-vermittelte Oxazolinbildung
sowie Dehydrierung mit CBrCl;/DBU verliefen glatt und
lieferten das Tetraoxazol-Produkt 33 in 75% Ausbeute. Die

@ngewand

Entfernung der Boc- und rBu-Gruppen mit HCI fiihrte zum
C-terminalen Fragment 3, welches nun mit Fragment 2 ver-
kniipft werden konnte. Die Syntheseroute mittels Fragment-
kupplung wurde so optimiert, dass auch die Synthese von
Plantazolicin-Derivaten mdoglich ist, z.B. die Einfithrung
verschiedener Markergruppen in Fragment 6.

An dieser Stelle mochten wir auf andere Syntheseansétze
sowie Schwierigkeiten hinweisen, die wéihrend der Synthese
auftraten. Dabei handelt es sich groftenteils um Probleme
mit den Heterocyclensynthesen sowie den Dehydrierungs-
reaktionen. Zu Beginn versuchten wir an linearen geschiitz-
ten Peptiden, die mittels Fmoc-Festphasensynthese herge-
stellt wurden, mehrere Cyclodehydratisierungen in einem
Schritt, dhnlich einem Reif3verschlussverfahren, einzufiihren.
So fithrte die Reaktion eines N-terminalen Fragments Boc-
Arg(Z),-Cys-Thr(Bn)-Cys-Thr(Bn)-Thr(Bn)-OMe mit MoO,
zu zwei Thiazolinen, wobei jedoch vielfach Eliminierungen
der Benzylschutzgruppen auftraten, die zu Dehydroalanin-
Nebenprodukten fiihrten.®"! Ahnlich dazu lieferte der Einsatz
von Tf,0/OPPh; ein unbrauchbares Produktgemisch.”
GleichermaBlen ergab die Reaktion des C-terminalen Frag-
ments Boc-Ile-Ile-Ser-Ser-Ser-Ser-Thr(fBu)-Phe-OMe  mit
DAST zwar vier Cyclodehydratisierungen, allerdings fiithrten
die Oxidation mit CBrCl;/DBU, MnO, sowie andere Oxida-
tionsmethoden aus der Synthese von 16 zu untrennbaren
Produktgemischen. Bei der schrittweisen Synthese des kon-
jugierten Tetraoxazolsystems Boc-lIle-Ile-Oxz’-Oxz'%-Oxz''-
Oxz"-OMe aus Boc-Ile-Ile-Oxz’-Oxz'-Ser''-Oxz'>-OMe mit
DAST und CBrCly/DBU entstand zwar das gewiinschte Pro-
dukt, jedoch war die Loslichkeit in einer Vielzahl von orga-
nischen Losungsmitteln zu gering, um diese Route weiter zu
verfolgen. Generell fithrte das Loslichkeitsverhalten der
Azole zu einigen Problemen, insbesondere bei der chroma-
tographischen Aufreinigung.
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Schema 3. Synthese des C-terminalen Fragments 3: Reagentien und Bedingungen: a) HATU, DIPEA, DMF, —30°C bis 25°C, 20 h, 64 %. b) DAST,
DCM, —78°C bis —20°C, 4 h. c) MnO,, Toluol, 70°C, 3 d, 26%. d) LiOH, THF, H,0, 25°C, 2 h. ) DBU, CBrCl;, DCM, —20°C bis 25°C, 3 d, 75%.

f) 4m HCI, Dioxan, 25°C, 5 h.
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Schema 4. Die finalen Stufen der Totalsynthese von Plantazolicin A (1a): Kupplung des N-terminalen und C-terminalen Fragments, Oxazolinbil-

dung und Entschiitzung. Reagentien und Bedingungen: a) HATU, DIPEA, DMF, 25°C, 14 h, 30%. b) DAST, DCM, —78°C, 12-16 h, 81%.

DMF, 25°C, 1.5 h. d) (CF,),CHOH, 25°C, 48 h, 91% (2 Stufen).

Nachdem es uns gelang, die heterocyclischen Fragmente 2
und 3 herzustellen, lieferte deren Kupplung mit HATU/
DIPEA das 14-mere Peptid 34 in 30 % Ausbeute (Schema 4).
Wie geplant gelang die DAST-vermittelte Cyclodehydrati-
sierung zu 5-Methyloxazolin 35 in einer guten Ausbeute von
81%. Leider fiihrte die Reaktion mit TBAF-Trihydrat in
DMF nur zur Abspaltung des TMSE-Esters sowie einer der
Guanidin-Teoc-Gruppen, wihrend sich die zweite Teoc-
Gruppe unter verschiedenen Abspaltbedingungen als auBer-
ordentlich stabil erwies. Selbst ein Uberschuss an Reagens
und lange Reaktionszeiten lieferten nicht das gewiinschte
Produkt. Der Einsatz von TFA, TFA/NEt; und NEt;-3HF
entfernte zwar alle Schutzgruppen, fithrte aber auch zur
Offnung des siurelabilen 5-MeOxH". SchlieBlich war das
milde Reagens Hexafluoroisopropylalkohol (HFIP) dazu in
der Lage, die verbliebene Teoc-Gruppe abzuspalten, was die
Titelverbindung Plantazolicin 1a in 91 % Ausbeute lieferte.

Zusammenfassend gelang uns die erste Totalsynthese von
Plantazolicin A (1a). Unsere Synthesestrategie, die auf ite-
rativen Kupplungen von Dipeptidbausteinen aufbaut, ldsst
sich auch hervorragend fiir die Synthese von Derivaten ver-
wenden. Ein besonderes Merkmal unserer Syntheseroute ist
die breite Verwendungsmoglichkeit von DAST in Cyclo-
dehydratisierungsreaktionen, die selbst bei verhdltnisméaBig
groflen Molekiilen wie dem 14-meren Peptid sehr gute Aus-
beuten erreicht. Weitere Studien beziiglich der Biosynthese
und des Targets von Plantazolicin werden momentan durch-
gefiihrt und werden in Kiirze verdffentlicht.
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