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1. Einf�hrung

Thiazolylpeptide (Thiopeptide)[1, 2] sind eine immer weiter
wachsende Familie von Antibiotika[3] aus Gram-positiven
Bakterien, die infolge ihrer herausragenden biologischen
Wirkprofile die Aufmerksamkeit zahlreicher Forschungs-
gruppen auf sich gezogen haben. Sie zeigen in nanomolarer
Konzentration Wirkung gegen eine Vielzahl Gram-positiver
Bakterienst�mme, darunter auch Problemkeime wie Methi-
cillin-resistante Staphylococcus aureus (MRSA), Vancomy-
cin-resistente Enterokokken (VRE) oder Penicillin-resisten-
ter Streptococcus pneumonia (PRSP). Hinzu kommen weitere
interessante Eigenschaften wie eine Antimalaria- und Anti-
krebswirkung. Die Angehçrigen dieser Naturstoffklasse
lassen sich anhand ihres azolsubstituierten zentralen stick-
stoffhaltigen Sechsrings leicht erkennen und in verschiedene
Verbindungsreihen einteilen (Abbildungen 1 und 4). Weitere

charakteristische Merkmale dieser Na-
turstoffe sind das Vorhandensein we-
nigstens eines Makrocyclus und eines
Molek�l-„Schwanzes“ variabler
L�nge, die jeweils mit stark modifi-
zierten Aminos�ureresten ausgestattet
sind, in der Hauptsache mit cyclisier-
ten und/oder dehydratisierten Cys-,
Ser- und Thr-Einheiten. Das große

Potenzial neuer Wirkweisen von Thiopeptiden hat das Au-
genmerk vieler Forschergruppen auf sich gezogen, die deren
Totalsynthesen[2,4–11] sowie ihre Strukturen, biologische Wir-
kungen und Biosynthese untersuchten.[12, 13] Es ist heute
wohlbekannt, dass Thiopeptide durch Modifikation eines
ribosomal synthetisierten linearen Pr�peptids entstehen, das
durch eine Reihe von Enzymen posttranslational bearbeitet
wird. Diese Enzyme werden von einer gemeinsamen Gen-
gruppe („gene cluster“) codiert. Thiopeptide hemmen das
Wachstum Gram-positiver Bakterien durch Blockade der
Proteinbiosynthese am Ribosom (Abbildung 2). Sie bewerk-
stelligen das auf zweierlei Weise, abh�ngig vor allem von
Grçße ihres Makrocyclus: Thiopeptide mit einem 26-gliedri-
gen Makrocyclus wie Thiostrepton,[14] Nocathiacin I[15] oder
die Thiocilline[16] bewirken den Zerfall des Ribosom/L11-
Proteinkomplexes und verhindern die korrekte Wirkung des
Elongationsfaktors G (EF-G), der nun nicht mehr den 23S-
rRNA/Protein-L11-Komplex zu binden vermag. Solche, die
wie GE2270 A[17] oder die Thiomuracine[18] einen 29-gliedri-

Durch j�ngste Entwicklungen auf dem Gebiet der Thiopeptid-Anti-
biotika-Analoga konnten einige der Limitierungen dieser nat�rlich
vorkommenden Substanzen �berwunden werden. Chemische Syn-
thesen, semisynthetische Derivatisierungen und die Umgestaltung von
Biosynthesewegen haben unabh�ngig voneinander zu sich erg�nzen-
den Modifikationen verschiedener Thiopeptide gef�hrt. Einige der so
gewonnenen neuen Substanzen zeigen verbesserte Wirkprofile, und
das nicht nur als Antibiotika, sondern auch als Antimalaria- und
Antikrebswirkstoffe. Der planerische Entwurf neuartiger Molek�le
auf der Grundlage von Thiopeptidger�sten stellt sich als die einzige
Strategie f�r die volle Nutzung des großen Potenzials, das sie in vitro
zeigen, dar. Hier stellen wir die wichtigsten Ergebnisse auf dem Gebiet
der Herstellung von Thiopeptidanaloga vor und diskutieren, wie die
unterschiedlichen Ans�tze sich zu einer multidisziplin�ren Strategie
zusammenf�hren lassen.
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Abbildung 1. Wichtige Bereiche von Thiopeptidmolek�len und ihre
Klassifizierung in unterschiedliche Reihen auf der Grundlage des zen-
tralen Sechsrings.
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gen Makrocyclus enthalten, binden den Elongationsfaktor Tu
(EF-Tu) und verhindern so, dass die Aminoacyl-tRNA (AA-
tRNA) zum Ribosom gelangt. Der Wirkmechanismus von
Thiopeptiden mit noch grçßeren, 35-gliedrigen Makrocyclen
wie im Fall von TP-1161[19] und Berninamycin A[20] ist noch
nicht aufgekl�rt. Mit isolierten Zielmolek�len wurde in In-
vitro-Experimenten auch f�r Gram-negative Bakterien eine
Inhibition des Translationsapparates nachgewiesen. An
Zellkulturen Gram-negativer Bakterien wurde jedoch keine
Wachstumshemmung beobachtet, da Thiopeptide deren
Zellwand anscheinend nicht zu durchdringen vermçgen.[21–24]

Ungeachtet ihrer beeindruckenden In-vitro-Profile
schr�nken d�rftige pharmakokinetische Eigenschaften – ins-
besondere die geringe Wasserlçslichkeit – ihre Verwendung
in der Therapie ein, sodass sie bislang nur f�r die �ußerliche,
çrtliche Anwendung und nur in der Veterin�rmedizin f�r die
Behandlung von Infektionen zum Einsatz kamen.

2. Verschiedenartige Ans�tze zur Erzeugung von
Thiopeptidanaloga

Um die physikochemischen Nachteile der Thiopeptide zu
�berwinden, wurden diejenigen Strukturmerkmale der Ver-
bindungen ermittelt, die ihre biologischen Wirkprofile be-
stimmen, und Analoga mit verbesserter Lçslichkeit herge-
stellt, die sowohl die Wirksamkeit als auch die Wirkst�rke der
Ausgangsverbindung beibehalten. Zu diesem Ziel wurden
drei Hauptwege beschritten: die chemische Synthese, die
Abwandlung von Biosynthesewegen und die Semisynthese.
Da sich diese Methoden sehr stark unterscheiden, sind die
damit erreichten Modifikationen ebenfalls unterschiedlich,
sodass verschiedene Bereiche des „chemischen Raum“ mit
ihnen ausgeleuchtet werden konnten. W�hrend bei Eingriffen
in den Biosyntheseweg die enzymatische Maschinerie so ab-
ge�ndert werden kann, dass man Zwischenstufen isolieren
und Seitenreste am Molek�l austauschen kann, ermçglicht
der semisynthetische Ansatz die Einf�hrung neuer Frag-
mente oder den Abbau an der reaktivsten Stelle des Natur-
stoffs. Durch chemische Synthese lassen sich �berdies Modi-
fikationen einf�hren, die nicht mçglich sind, wenn man sich
allein auf die Bildung in vivo st�tzt, wie es die beiden anderen
Ans�tze tun. Diese Strategie hat somit ein sehr großes Po-
tenzial und wird vermutlich tiefe Einsichten in die Struktur-
Wirkungs-Beziehung gestatten.

2.1. Chemische Synthesen

In den vergangenen zehn Jahren wurden Totalsynthesen
zahlreicher Thiopeptid-Antibiotika durchgef�hrt. Diese
Projekte gingen mit der Entwicklung leistungsstarker Syn-
thesemethoden und Strategien einher, die auch f�r die Er-
zeugung von Analoga einsetzbar sind. Infolge dieser Fort-
schritte wurden Einsichten in die Wirkung von Analoga ge-
wonnen, die durch alternative Methoden unmçglich erreich-
bar gewesen w�ren; die Aktivit�t von Fragmenten, die als
Synthesebausteine angefallen sind, war hilfreich bei der Er-
mittlung von Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen („structure–
activity relationships“, SAR). Angesichts ihres enormen Po-
tenzials ist die chemische Synthese die Methode der Wahl f�r
die Erzeugung neuer Verbindungen mit großen Abwandlun-
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Abbildung 2. Bakterielle Proteinsynthese am Ribosom: (a) EF-Tu bringt
den tRNA/Aminoacyl-Komplex zur Akzeptorstelle (A) des Ribosoms.
(b) Die entstehende Polypeptidkette wird von der A-Bindungsstelle auf
die Peptidylbindungsstelle (P) �bertragen. Eine neue Peptidbindung
wird gebildet. (c) EF-G bewirkt den Ortswechsel der Molek�le; die
Peptidyl-tRNA wandert zur P-Bindungsstelle, die desacetylierte tRNA
wandert zur Austrittsstelle (E), von wo aus sie das Ribosom verl�sst.
(d) Das Ribosom ist bereit f�r einen neuen Reaktionszyklus.
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gen der nat�rlichen Molek�lstruktur, insbesondere bei der
Entwicklung antibakterieller Wirkstoffe.[25]

Bahnbrechende Arbeiten der Gruppe um Nicolaou f�hr-
ten zur ersten Totalsynthese von Thiostrepton.[4, 5] Im Verlauf

dieser Studien wurde ein Analogon des Naturstoffs erzeugt,
dem der zweite Makrocyclus fehlt, und der anstelle des na-
t�rlicherweise auftretenden Sechsrings einen zentralen
F�nfring aufweist: das Analogon 1 (Abbildung 3).[26] Dieses
Produkt hatte keine merkliche antibakterielle Wirkung, be-
legte aber die Bedeutung des zentralen Sechsrings als Struk-
turmotiv. Weitere Untersuchungen am polyheterocyclischen
Molek�lkern ergaben, dass das Fragment 2, das f�r die To-
talsynthese des Thiostreptons herangezogen wurde, in vivo
einige Restaktivit�t hatte und deshalb als Ausgangspunkt f�r
die Entwicklung einer niedermolekularen antibakteriellen
Leitsubstanz mit verbessertem pharmakologischem Profil
dienen konnte.[27] Die F�higkeit, in vitro den Translationsap-
parat zu stçren, wurde f�r 2 und Bausteine wie den Verbin-
dungen 3 und 4 und zahlreichen Analoga und Stereoisomere
ermittelt. Der zentrale Polyheterocyclus 4 ist eine vollst�ndig
unges�ttigte Version des Kernfragmentes, wie sie in
GE2270 A und T vorliegt.[28] Die in vitro erhaltenen Resultate
deuten auf eine alternative Wirkungsweise der Fragmente,
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vorstand. Seine Forschungen umfassen Pep-
tidsynthese und kombinatorische Methoden
der Chemie sowie die Synthese von Peptiden
und niedermolekularen Verbindungen mit
therapeutischen Wirkungen.

Abbildung 3. Die Beziehung verschiedener Thiopeptidintermediate und -analoga, die im Verlauf der Totalsynthese und der Fragment-Durchmuste-
rung erzeugt werden. Verbindungen mit In-vivo- oder In-vitro-Aktivit�t sind gr�n unterlegt. Produkte, die nur in In-vitro-Assays mit Zielmolek�len
wechselwirken, sind blau unterlegt. Molek�le ohne Aktivit�t sind rot unterlegt. Zahlenwerte f�r Aktivit�t und Lçslichkeit sind in Klammern neben
dem jeweiligen Analogon angegeben. [a] Inhibition der Synthese des Gr�n fluoreszierenden Proteins (GFP) durch Thiostrepton in einem Tran-
skriptions-Translations-Mess-System (TT-Assay).
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die wohl nicht in der Inhibition des Translationsapparates
liegt.[29] Einige der untersuchten Verbindungen waren in der
Lage, in Anwesenheit von Thiostrepton die Bildung des 70S-
Initiationskomplexes (70SIC) wiederherzustellen, was darauf
hindeutet, dass diese Fragmente mit dem Naturstoff kon-
kurrieren, obwohl sie selbst nicht stark an das Ribosom
binden.

Die in Abbildung 3 mit Sternchen markierten Haupt-
kontaktpunkte des Thiostreptons mit der Bindungsdom�ne
der 23S-rRNA (rRNA; ribosomale RNA) f�r das Protein L11
gaben Anlass f�r den Entwurf und die Synthese einer Bi-
bliothek von Analoga wie der Verbindung 5, die Molek�lteile
tragen, die an derartigen Wechselwirkungen beteiligt sind.[30]

Obgleich einige der Verbindungen in vitro eine Restinhibi-
tionsf�higkeit der Proteinbiosynthese zeigten, vermochte

Abbildung 4. Graphische Darstellung der Reaktivit�t von Thiopeptiden im Verlauf semisynthetischer Modifikationen von Nocathiacin I, QN3323 A,
Thiomuracin A, GE2270 A und Thiostrepton.
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keine das bakterielle Wachstum zu hemmen. Dies kçnnte
eine Folge erhçhter Flexibilit�t des Fragments jenseits des
urspr�nglichen makrocyclischen Rahmens sein. Die synthe-
tisierten Fragmente enthielten jedoch nur zwei der oben er-
w�hnten drei wechselwirkenden Molek�lteile, und der Thio-
azolinring war durch einen robusteren Thiazolrest ersetzt.
Derartige Vereinfachungen kçnnten die Verminderung der
Inhibition in vitro und die fehlende Aktivit�t in vivo bewirkt
haben, was bedeuten kçnnte, dass kleinere Molek�le nicht
alle wichtigen Kontakte bilden kçnnen, die ein Thiopeptid
bildet.

2.2. Semisynthesen

Die am weitl�ufigsten eingesetzte Strategie f�r die Syn-
these von Thiopeptidanaloga-Bibliotheken ist die chemische
Modifikation von Naturstoffen oder Semisynthese. Die ver-
gleichsweise großen Mengen an Naturstoffen, die sich in
Fermentern gewinnen lassen, stellen genug Ausgangsmaterial
f�r nachfolgende Derivatisierungen, die chemische Charak-
terisierung und Durchmusterungen zur Verf�gung. Dieser
Ansatz wird im Wesentlichen durch die inh�rente Reaktivit�t
des verwendeten Thiopeptids begrenzt. Obgleich sehr selek-
tive Methoden entwickelt wurden, finden alle Modifikationen
notwendigerweise an den reaktivsten Stellen des Substrats

Abbildung 5. Beispiele semisynthetischer Modifikationen von Nocathiacin-Schw�nzen. NOC= Nocathiacin-Makrocyclus; PD50: notwendige Dosis,
um 50 % der infizierten Tiere zu heilen; MIC: minimale inhibierende Konzentration. [a] Aktivit�ts- und Lçslichkeitswerte des Naturstoffs in Klam-
mern neben denen des Analogons.

Abbildung 6. Beispiele semisynthetischer Modifikationen von GE2270 A-Molek�lschw�nzen. GE2= GE2270 A-Makrocyclus. [a] Aktivit�ts- und Lçs-
lichkeitswerte des Naturstoffs in Klammern neben denen des Analogons. BLD: unterhalb der Nachweisgrenze („below limit of detection“). pNZ-
Cl = (para-Nitrobenzyl)oxycarbonylchlorid.
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statt und f�hren zu Produkten mit �hnlichen Molmassen wie
der Naturstoff. Ungeachtet dessen haben die geringere Zahl
chemischer Umwandlungen im Vergleich zur De-novo-Syn-
these und die große Anzahl Analoga, die sich leicht herstellen
lassen, auf diesem Weg den Zugang zu den bislang vielver-
sprechendsten Derivaten erçffnet.

Nocathiacin I (Abbildung 4a), eines der am ausgiebigsten
modifizierten Thiopeptide, ist ein perfektes Beispiel f�r die
verschiedenartigen Transformationen, die sich an einer be-
stimmten Stelle des Thiopeptidger�stes durchf�hren lassen.
Die �berw�ltigende Mehrheit der Derivate wurde durch
Ver�nderungen am Peptidschwanzes erhaltenen (Abbil-
dung 5–7). Wenn man die konfigurativen Einschr�nkungen
des Makrocyclus einbezieht – ein Faktum, das die hohe Spe-
zifit�t bez�glich seiner biologischen Zielstruktur untermauert
– scheint der Dehydroalaninrest (Dha) im Schwanzteil des
Molek�ls eine weitaus flexiblere Stelle erhçhter Reaktivit�t
zu sein. Eine der am h�ufigsten durchgef�hrten Modifika-
tionen ist die Michael-Addition von Nucleophilen an Dha[31]

unter Bildung von Aminen (6)[32] und Thioethern (7).[33]

Erstere lassen sich in Harnstoffderivate (8) und Amide[34]

�berf�hren, letztere kçnnen unter milden Bedingungen in die
entsprechenden Sulfone (9) umgewandelt werden. Dies sollte
ihre Lçslichkeitsprofil verbessern (Abbildung 5a).[34] Alter-
nativ dazu kann der Dha-Rest diastereoselektiv hydriert
werden, um zu der Ala-Seitenkette (10) zu gelangen, die
weiter modifiziert werden kann: Sie l�sst sich enzymatisch in
die S�ure 11 umwandeln, um, wie in 12, die Lçslichkeit er-
hçhende Gruppen einzuf�hren, die ihre pharmazeutische
Formulierung erleichtern sollten, ohne die Wirkung zu be-
eintr�chtigen (Abbildung 5b).[35] Der Abbau des Schwanz-
teils ist ebenfalls vielfach durchgef�hrt worden und gestattet
je nach den gew�hlten Reaktionsbedingungen den Zugang zu
zwei verschiedenen Produkten: dem Thiazol-4-carbons�ure-
Derivat (Nocathiacins�ure) oder dem entsprechenden Amid

(Nocathiacin IV).[36,37] Nocathiacins�ure muss nicht zur Stei-
gerung der Lçslichkeit modifiziert werden, oder sie kann
nachfolgend mit Aminen kondensiert werden.[38, 39] Noca-
thiacin IV ist in einer Ein-Topf-Sequenz aus N-Alkylierung
und reduktiver Aminierung umgesetzt worden, um lange
Alkylschw�nze in das Molek�l einzuf�hren, �hnlich wie in 13
(Abbildung 5c).[40] Derartige Modifikationen haben zu
Nocathiacinanaloga mit verbesserter Lçslichkeit und �hnli-
cher Wirkst�rke wie Nocathiacin I gef�hrt, die gegen ver-
schiedene Pathogene, darunter Vancomycin-resistente Bak-
terienst�mme, wirken.[41]

Andere beschriebene Modifikationen von Nocathiacin I
sind die selektive Substitution einer der beiden reaktiven
Hydroxygruppen am Molek�l, 2-Hydroxypyridyl- und N-
Hydroxyindolyl-, was uns zu regioselektiven Alkylierungen
und zur Bildung von Carbamaten und Phosphonaten
f�hrt.[42, 43] Einfach (14) oder doppelt O-substituierte (15)
Verbindungen mit Phosphors�uregruppen tragenden Alkyl-
ketten zeigten in vielen F�llen in vitro wie in vivo ausge-
zeichnete Wirksamkeit bei gleichzeitig verbesserter Wasser-
lçslichkeit (Abbildung 8a).[42] Solche Derivate kçnnten ge-
eignete Prowirkstoffe sein, da Phosphonooxymethylether
bekannte Substrate f�r die Hydrolyse durch Phosphatasen
sind, die in diesem Fall zur Freisetzung von Nocathiacin I
f�hren w�rde.[44] Selbst wenn man die Entwicklung des
Thiopeptid-Prowirkstoffs als sehr konservative Strategie er-
achtet, ermçglicht sie die Beibehaltung der Wirksamkeit und
umgeht die fehlende Lçslichkeit des Naturstoffs. In �hnlicher
Weise f�hrte die regioselektive Substitution an einem der
Threoninreste von QN3323 A (Abbildung 4 b) mit entweder
Oximbildung oder reduktiver Aminierung an der Methylke-
toneinheit zu Derivaten (16) mit verbessertem In-vitro-Profil
(Abbildung 8b).[45, 46] Allgemein haben sich die Modifikatio-
nen an den Nocathiacinen und am QN3323 A, die beide am
Ribosom-L11-Proteinkomplex angreifen, auf Modifikationen

Abbildung 7. Beispiele semisynthetischer Modifikationen des Thiostrepton-Molek�lschwanzes. TSR = Thiostrepton-Makrocyclus; cLogP: berechne-
ter Verteilungskoeffizient f�r die Phasen Octanol und Wasser; GI50: Wirkstoffkonzentration f�r 50% Wachstumshemmung; KD: Dissoziations-
konstante. [a] Aktivit�ts- und Lçslichkeitswerte des Naturstoffs in Klammern neben denen des Analogons.
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am Molek�lschwanz und auf die Funktionalisierung an der
„rechten“ Seite des Makrocyclus konzentriert, die in weiten
Grenzen toleriert wurden. Dieser Bereich ihrer Makrocyclen
ist sehr weit von der stark konservierten „linken“ Seite ent-

fernt, die sie mit dem Thiostrepton gemeinsam haben, und die
als Teil des Pharmakophors identifiziert werden konnte
(Abbildung 3).

Abbildung 8. Beispiele f�r semisynthetische Modifikationen des Thiopeptidmakrocyclus. PD50: Dosis, die erforderlich ist, um 50 % der infizierten
Tiere zu heilen; KD: Dissoziationskonstante. [a] Aktivit�ts- und Lçslichkeitswerte des Naturstoffs in Klammern neben denen des Analogons.
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Am Thiomuracin A wurden eine Reihe unterschiedlicher
Transformationen vorgenommen (Abbildung 4 c).[47] Ein na-
t�rlicherweise vorhandenes Epoxid erwies sich als hervorra-
gender Ansatzpunkt f�r umf�ngliche Derivatisierungen und
ermçglichte die Bildung des substituierten Prolinrestes von 17
(Abbildung 8c). Dieser Pyrrolidinring trug jedoch Methyl-
und Hydroxygruppen; seine Substitution unterschied sich von
der der nat�rlicherweise auftretenden Reste von Thiomura-
cin I[18] und GE37468.[48] Die Entfernung dieses Molek�l-
schwanzes f�hrte zu noch robusteren und einfacheren Pro-
dukten. 17 behielt seine Wirksamkeit und zeigte in vitro eine
allgemein erhçhte Wirkst�rke; die In-vivo-Wirksamkeit war
jedoch abh�ngig vom Bakterienstamm (Abbildung 8c). Der-
artige vereinfachte Analoga erleichterten außerdem die
weitere Wirkstoffentwicklung.

Ebenso wie den Amythiamicinen fehlt auch GE2270 A
(Abbildung 4d) jedwede Dehydroaminos�urefunktion.
Trotzdem ist es eines der am besten untersuchten und am
ausgiebigsten durch Semisynthese derivatisierten Thiopepti-
de.[49] Obgleich das Molek�l keine Michael-Akzeptoren f�r
die Addition von Nucleophilen aufweist, existieren viele
Berichte �ber Modifikationen und Abbau seines eigent�mli-
chen Schwanzes, die zu einer großen Zahl von Analoga mit
verbesserter Lçslichkeit gef�hrt haben, wie etwa 18 (Abbil-
dung 6a). Eine weitere reaktive Stelle von GE2270 A ist die
Seitenkette des Phenylserins,[50,51] die modifiziert oder sogar
entfernt werden kann. Wird sie entfernt, entsteht an ihrer
Stelle in derselben Weise ein Glycinrest, wie dies am
Thiomuracin A durch Transformation mçglich ist (Abbil-
dung 4c,d).[47] Da Modifikationen des Makrocyclus zu keinen
interessanten Verbindungen gef�hrt hatten, konzentrierten
sich die Anstrengungen auf den Austausch des Schwanzbe-
reiches (Abbildung 6).[52] S�urebehandlung von GE2270 A
bewirkt eine Umlagerung des Schwanzes und liefert den
Thiazol-4-carbons�ureester 19, der unter basischen Bedin-
gungen zu der entsprechenden S�ure (20) hydrolysiert oder
zum Alkohol 21 reduziert werden kann.[51] Die S�ure 20 kann
dann mit Aminen oder Peptiden kondensiert werden, und der
Alkohol 21 kann ebenfalls in vielen verschiedenen Reaktio-
nen eingesetzt werden (Abbildung 6a).[53] Von ungef�hr 5000
Verbindungen, die auf diese Weise erhalten wurden, zeigten
jedoch nur einige wenige Wirksamkeit bei gleichzeitig guter
Lçslichkeit. Interessanterweise war allen gut funktionieren-
den Substanzen ein Motiv gemeinsam, eine Carbons�ure-
funktion, die wenigstens f�nf Atome vom Thiazolring ent-
fernt lag, was auf einen neuen wichtigen Kontakt dieser
funktionellen Gruppe mit dem biologischen Ziel EF-Tu hin-
wies.

In j�ngerer Zeit sind durch LaMarche et al. herausra-
gende Ergebnisse erzielt worden. Die Forscher haben ihre
Modifikationen auf die Substitution des 4-Aminothiazolyl-
analogons gegr�ndet, das aus der Curtius-Umlagerung der
„schwanzlosen“ Verbindung GE2270 A resultiert (Abbil-
dung 6b). Das Aminothiazolyl-Analogon kann noch weiter
zum Picolinamid-Derivat abgebaut werden, doch auch dieses
hatte keine Wirkung.[54] Der 4-Aminothiazolylanteil ermçg-
lichte die Bildung eines Imidazolrings, der eingesetzt wurde,
um das urspr�ngliche Oxazolin zu substituieren. Dieses und
weitere imidazolhaltige Analoga zeigten jedoch in vitro ein

unbefriedigendes Verhalten.[55] Zahlreiche weitere substitu-
ierte 4-Aminothiazolyl-Analoga wurden synthetisiert; dies
f�hrte zur Entdeckung der Cyclohexans�ure-Serie (22) (Ab-
bildung 6 b),[56,57] deren Mitglieder entweder durch eine
Amid- oder eine Carbamatgruppe mit dem Thiazol verbun-
den sind. In beiden F�llen ist eine Carbons�urefunktion vor-
handen, die wiederum mindestens f�nf Atome vom Thiazol-
rest entfernt liegt. Cokristallstrukturen von EF-Tu mit einem
gebundenen Analogon mit Cyclohexans�urefragment ent-
h�llten, dass der vorhergesagte entscheidende Kontakt zwi-
schen diesem Molek�lteil und dem Elongationsfaktor tat-
s�chlich existiert.[56] Diese Verbindungen hatten in vitro
Wirkst�rken, die mit dem als Ausgangssubstanz verwendeten
Naturstoff vergleichbar waren, ihre erhçhte Lçslichkeit ließ
aber die In-vivo-Pr�fung zu, was zu ausgezeichneten Profilen
dieser Stoffe f�hrte.[58] Die weitere Derivatisierung der Cyc-
lohexans�ure-Serie f�hrte zur Entdeckung von LFF571 (23 ;
Abbildung 6b), das am Carbamatteil eine zus�tzliche Alkyl-
kette mit Carboxylgruppe tr�gt, was die Lçslichkeit noch
weiter verbessert.[59] Dieses neue Analogon ist das erste, das
klinisch erprobt wird: es wird bei Menschen mit Darminfek-
tionen mit Clostridium difficile eingesetzt. Trotz seiner ver-
besserten Lçslichkeit findet sich 23 infolge seiner schlechten
Membrang�ngigkeit nicht in hoher Konzentration im Blut.
Wird es oral verabreicht, akkumuliert es im Stuhl. Dies macht
die Substanz zu einem idealen Kandidaten f�r die Behand-
lung von Darminfektionen durch C. difficile. Bei der Pr�fung
in vivo zeigte es ein exzellentes Verhalten,[60, 61] und es konnte
nachgewiesen werden, dass es noch immer den Elongations-
faktor Tu angreift.[62]

Diese Ergebnisse zeigen auf, dass ein semisynthetischer
Ansatz eine ausgezeichnete Strategie f�r die Ermittlung von
Struktur-Wirkungs-Beziehungen und die Hochdurchsatz-
Durchmusterung derartig großer Molek�le ist. Der Umstand,
dass nur einige wenige chemische Umwandlungen notwendig
sind, belegt den Wert dieser Methode f�r die Herstellung
hochkomplexer Molek�le in relativ großen Mengen.

Ungeachtet seiner komplexeren Architektur konnte
Thiostrepton an vielen verschiedenen Molek�lteile selektiv
modifiziert werden (Abbildung 4 e). Abgesehen von den
verbreiteten Dha-Resten liegen noch andere Fragmente vor,
die f�r Modifikationen empf�nglich sind. Im Verlauf ihrer
Untersuchungen der Hemmung des Transkriptionfaktors
Forkhead Box M1 (FOXM1)[63] mit Thiostrepton, syntheti-
sierten Balasubramanian et al. verschiedene �berraschende
Analoga.[64] Als erstes gelang die Ketalbildung unter Heran-
ziehung des dihydroxylierten Ile-Restes (Abbildung 4 e). Die
Autoren wiesen jedoch darauf hin, dass die Transformation
schlecht reproduzierbar war. Eine der �berraschendsten
Umwandlungen, von denen berichtet wurde, ist jedoch die
Cycloaddition von Danishefskys Dien an die Doppelbindung
der Chinaldins�ureeinheit (Abbildung 4e). Ungl�cklicher-
weise ging die inhibitorische Wirkung von FOXM1 nach
dieser Modifikation vollst�ndig verloren. Eine weitere her-
vorstechende Modifikation war der selektive Abbau des Dha-
Schwanzes, von dem die Gruppe um Arndt berichtet hat.
Dabei ergaben sich je nach Reaktionsbedingungen Produkte
mit einem einzelnen Dha (24) oder solche ohne jeden
Schwanzbereich (25 ; Abbildung 7a)[65] Thiostrepton und
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seine Mono-Dha-Analoga waren der selektiven Michael-
Addition mit verschiedenen Thiolen zug�nglich. Die daraus
resultierenden Produkte wurden in einer Reihe von Unter-
suchungen eingesetzt. Dazu gehçrten die Funktionalisierung
durch Markierung mit Biotin (26), um die zuvor erw�hnte
Hemmung von FOXM1 (Abbildung 7b) weiter zu untersu-
chen, SAR-Studien von Thiostreptonanaloga als Antimala-
riamittel,[66] die Derivatisierung mit Fluoreszenzfarbstoffen
(27) f�r die Untersuchung der Bindung an das Ribosom,
(Abbildung 7c)[65, 67] sowie die Untersuchung, welchen Ein-
fluss der Schwanzbereich des Thiostreptons auf die Hem-
mung der Translation (Proteinbiosynthese) hat. Dies schließt
Untersuchungen am Translationsapparat Gram-negativer
Bakterien ein.[24]

Im Unterschied zu dem, was man im Allgemeinen in
Experimenten zur Hemmung des bakteriellen Wachstums
beobachtet, weist die FOXM1-Inhibition keine Toleranz ge-
gen�ber subtilen Modifikationen des Molek�lschwanzes.[64]

Die Entfernung des Molek�lschwanzes f�hrte zu einem in-
aktiven Analogon, und obwohl das biotinylierte Thiostrepton
(26) weiterhin aktiv war (Abbildung 7b), war f�r die Auf-
rechterhaltung der biologischen Wirksamkeit der unver�n-
derte Dha-Rest vonnçten. Diese Ergebnisse scheinen darauf
hinzudeuten, dass der Molek�lschwanz bei der Inhibition von
FOXM1 eine bedeutendere Rolle spielt als bei der Stçrung
der bakteriellen Proteinsynthese.

Unter den weiteren Modifikationen des Thiostreptons
finden wir die selektive Oxidation des Thiazolinrings zum
korrespondierenden Thiazol in hoher Ausbeute (Abbil-
dung 4e). Dies erçffnete im Zusammenhang mit der selekti-
ven Eliminierung eines einzelnen Dha-Restes den Zugang zu
einer Reihe von Michael-Additionsprodukten mit verbesser-
ter Antimalariawirksamkeit. Bei diesen waren verschiedene
Alkyl- und Hydroxyalkylseitenketten in den Schwanzbereich
der Molek�le eingef�hrt worden.[66] In derselben Studie wird
berichtet, dass die Solvolyse des chinaldins�urehaltigen Rings
zu einem einfach makrocyclischen Analogon ohne jede Ak-
tivit�t f�hrt, was abermals die Bedeutung der makrocycli-
schen Anordnung unterstreicht.[68, 69] Die Einf�hrung eines
Sulfons�urerestes in die Schwanzregion des Thiostreptons
ergab das Analogon 28, das die Translationsapparate Gram-
positiver wie Gram-negativer Bakterien hemmt (Abbil-
dung 7a).[24] Dieses Ergebnis st�tzt ein Modell, nach dem das
Ausbleiben einer inhibitorischen Wirkung auf Gram-negative
Bakterien auf Unterschiede im Aufbau der Zellwand zu-
r�ckzuf�hren ist. Der Umstand, dass sowohl die Antimala-
riawirkung wie die antibakterielle Wirkung nach Modifikati-
on des Schwanzbereichs des Thiostreptons erhalten bleiben,
l�sst sich durch die enge Verwandtschaft der Ribosomen von
Bakterien und Apicoplasten erkl�ren. Weiterhin konnte ge-
zeigt werden, dass Thiostreptonderivate auch das 20S-Pro-
teasom angreifen. Die doppelte Wirkung kçnnte zu effekti-
veren Antimalariamitteln f�hren.[66]

Um die Wechselwirkung des Thiostreptons mit dem
Bakterienribosom zu untersuchen, wurde der Schwanz des
Molek�ls mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert (27)
(Abbildung 7c).[65] Damit wurde der Frage nach den mole-
kularen Determinanten von Resistenzen nachgegangen.
Gleichzeitig ergab sich ein vertieftes Verst�ndnis f�r die Art

der Bindung an das Organell.[67] Die Untersuchung ergab,
dass Mutationen an Komponenten des Ribosoms die Affinit�t
des Thiopeptids zum Ribosom-L11-Proteinkomplex herab-
setzte, wohingegen Mutationen des L11-Gens dies nicht zur
Folge hatten. Das deutet darauf hin, dass Thiostrepton einen
engeren Kontakt zum Ribosom hat und nicht genau in der
Mitte der Spalte des Komplexes sitzt. In einer separaten
Untersuchung wurde bei der selektiven Reduktion des De-
hydropiperidinrings im Zentralbereich des Thiostreptons zu
dem vollst�ndig ges�ttigten Analogon 29 ein guter Umsatz
erzielt. Die Verbindung hat eine erhçhte Affinit�t zum
Ribosom (Abbildung 8d). Demnach haben Thiopeptide
keine perfekte Passung f�r ihre Zielstrukturen, welche eine
große Substrattoleranz aufweisen.[70]

Obwohl die Derivatisierung des Thiostreptons nicht so
ausgedehnt war wie die anderer Thiopeptide, haben seine
grçßere Vielfalt an reaktiven Stellen und seine verschieden-
artigen biologischen Wirkungen zu vielgestaltigeren Resul-
taten gef�hrt. Der Einsatz unterschiedlicher Markierungen
und der Einfallsreichtum von Forschern haben zahlreiche
Felder durch Heranziehung nur weniger Thiostreptonanaloga
zusammengef�hrt. Somit sind Thiopeptide nicht nur gute
Kandidaten f�r die Entwicklung neuer Wirkstoffe, sondern
auch eine ausgezeichnete Plattform f�r Untersuchungen im
Bereich der chemischen Biologie. Das Gesamtbild der semi-
synthetischen Modifikation von Thiopeptiden zeigt die große
Promiskuit�t der zugehçrigen biologischen Zielmolek�le auf,
die in der Hauptsache im Schwanzbereich der Molek�le zu
suchen ist. W�hrend die Entfernung des Schwanzbereichs
oder die Anf�gung einer großen Auswahl an funktionellen
Gruppen im Allgemeinen unter Erhaltung der Aktivit�t er-
folgen kçnnen, ergibt die Funktionalisierung oder die Ent-
fernung verschiedener Teile des makrocyclischen Molek�l-
ger�stes f�r gewçhnlich inaktive Analoga. Dies f�hrt uns zu
der Schlussfolgerung, dass Wechselwirkungen zwischen ver-
schiedenen Zielmolek�le und dem Makrocyclus spezifischer
sind und erhalten bleiben m�ssen.

2.3. Analoga-Bildung in vivo

Die Strukturen der Thiopeptide ergeben sich im Gegen-
satz zu den h�ufigeren von Peptiden abgeleiteten Naturstof-
fen, die durch nichtribosomale Peptidsynthetasen (NRPS)
gebildet werden, aus umfangreichen Modifikationen eines
ribosomal synthetisierten Pr�-Peptids.[71] Ihre ribosomale
Abkunft weist darauf hin, dass die Peptidsequenz genetisch
codiert ist. Tats�chlich hat man die Strukturgene vieler
Thiopeptide in demselben Gencluster gefunden, der auch die
Enzyme f�r ihre posttranslationalen Modifikationen codiert
(Abbildung 9a).[12, 13] Die Strukturgene der Thiopeptide co-
dieren ein Pr�peptid mit zwei Abschnitten: der C-terminalen
Sequenz (Strukturpeptid), welche das reife Thiopeptid ergibt,
und der N-terminalen Sequenz f�r das so genannte F�hr-
peptid, das beim Durchlaufen des Biosyntheseweges verlo-
rengeht (Abbildung 9b). Die wesentlichen posttranslationa-
len Modifikationen des Pr�peptids sind bei allen Thiopepti-
den gleich (Abbildung 9c). Als erstes entstehen durch De-
hydratisierung von Ser und Thr im Zusammenspiel mit der
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Cyclodehydratisierung/Oxidation von Ser, Thr und Cys des
Pr�peptids 30 die charakteristischen Dehydroaminos�uren
und -azole. Die Cycloaddition von zwei Dehydroalaninresten
von 31 ergibt den Makrocyclus und den zentralen Sechsring
von 32. Zus�tzliche Ab�nderungen kçnnen spezifischere
Merkmalen wie einem zweiten Makrocyclus, Methylierun-
gen, Hydroxylierungen, Indol- und Chinaldins�ureresten usw.
hervorbringen. Mutationsstudien am Gens des Pr�peptids
sowie an den es umgebenden enzymcodierenden Genen
haben Einsichten in den Biosyntheseweg der Thiopeptide,[3,72]

Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen und den Toleranzgrad des
enzymatischen Apparates gegen�ber Modifikationen gelie-
fert.

Obgleich diesem Ansatz ein großes Potenzial hinsichtlich
der Erzeugung von Analoga innewohnt, m�ssen einige
Schwierigkeiten �berwunden werden, um gen�gend wirksa-

me Derivate herzustellen. Erstens fallen die mit
Zellkulturen erzielbaren Ausbeuten oftmals deut-
lich ab, wenn durch Mutagenese nur ein Rest
konservativ ausgetauscht wurde, sodass umfang-
reiche Optimierungen notwendig werden, um eine
effiziente Produktionsleistung zu erzielen.[73] Dar-
�ber hinaus werden zahlreiche Mutationen des
Pr�peptids von den modifizierenden Enzymen
nicht toleriert. Dies f�hrt dazu, dass ein riesiges
Gebiet des chemischen Raumes mit dieser Me-
thode nicht ergr�ndet werden kann. In gleicher
Weise unterliegen nichtnat�rliche Aminos�uren
den Pr�ferenzen dieses molekularen Apparates
und m�ssen w�hrend der Translation mit den na-
t�rlichen Substraten konkurrieren, was zu Pro-
duktgemischen und noch niedrigeren Ausbeuten
f�hrt. Schließlich vermag der Einsatz von Knock-
out-Mutanten (KO-Mutanten) hçchst interessante
nichtnat�rliche Analoga liefern. Wegen der se-
quenziellen Natur des Biosyntheseweges ist es
jedoch nicht mçglich, die meisten Transformatio-
nen auszuf�hren, die nachfolgend ablaufen sollten,
da die dazu notwendige Substraterkennung nicht
gegeben ist. Daher wird nur ein „KO“ derjenigen
Enzyme, welche die letzten Umwandlungen im
Verlauf des Reifungsprozesses vermitteln, hinrei-
chend reife Analoga liefern.

Die Gruppen um Walsh und Kelly haben Stu-
dien �ber Einzelrest-Austauschmutationen an
Thiocillin,[74,75] GE37468[76] und Thiostrepton[77,78]

vorgelegt (Abbildung 10). Die Charakterisierung
der auf diesem Wege erhaltenen Produkte lieferte
sehr wertvolle Informationen, zum Beispiel dar-
�ber, ob der entsprechende Austausch von den
modifizierenden Enzymen akzeptiert wird oder,
falls dies nicht der Fall ist, auf welcher Stufe sich
der f�r die Erkennung entscheidende Rest findet.
Die Produktion derartiger Analoga macht die
Fermentation hinreichend großvolumiger Fl�ssig-
kulturen notwendig, die eine f�r die Strukturbe-
stimmung ausreichende Menge Produkt abwerfen.
Ungeachtet der dadurch gewinnbaren Information,
kann dieser Prozess aufw�ndig sein. F�r die Pro-

duktion einer großen Zahl von Analoga ist er nicht geeignet.
Walsh und Mitarbeiter berichteten k�rzlich von einer Codon-
Randomisierung im Rahmen der Untersuchung von Mutan-
tenformen des Pr�peptids von GE37468 (Abbildung 10 a).[79]

Dadurch wurde der Austausch ausgew�hlter Reste gegen
beliebige andere proteinogene Aminos�urereste mçglich.
Dies belegt, dass mit dieser Vorgehensweise eine sehr viel
raschere Evaluierung von Analoga mçglich ist als mit Kolo-
nien auf festen N�hrbçden. Hochdurchsatz-MALDI-TOF-
Analysen an Kolonieproben ergaben, dass 29 der Proben
ausreichende Mengen des reifen Analogons bereitstellen
kçnnen. Fl�ssigkulturen der entsprechenden Kolonien
wurden weitergehend untersucht und sequenziert, um die
vorliegende Mutation zu ermitteln. Diese Kolonien erzeugen
Produktgemische, die aus dem erwarteten vollst�ndig reifen
Analogon sowie partiell oder alternativ prozessierten Pro-

Abbildung 9. Thiopeptidbiosynthese. (a) Thiomuracin-Gengruppe; das Gen „tdpX“
codiert das zugehçrige Protein/Enzym „TdpX“. (b) Thiomuracin-Pr�peptid. (c) Vor-
schlag f�r den Thiomuracin-I-Biosyntheseweg. LP =F�hrpeptid.
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dukten bestehen. Bemerkenswert ist, dass der Thr2Cys-Aus-
tausch (Austausch des Threonylrestes an der Position 2 gegen
einen Cysteinylrest) die Wirkung in vitro verst�rkte, w�hrend
sie bei Thr2Ser gleichblieb. Obgleich diese Mutationen
ziemlich konservativ sind, da sie zur Bildung anderer Azole
f�hren (Abbildung 10a), weist die Mçglichkeit der Erzeu-
gung derartiger Analoga auf eine vielversprechende Sub-
strattoleranz des Thiopeptid-Biosyntheseapparates hin,
sodass neue Bereiche des chemischen Raums auf erhçhte
Wirkst�rke hin abgesucht werden kçnnten. Es soll auch er-
w�hnt werden, dass Ile8 zahlreiche Substitutionen tolerierte.
Im Fall von Ile8Leu fanden sich Produkte unterschiedlicher
Oxidationsstufen, was bedeutet, dass das f�r die Oxidation
von Ile8 verantwortliche Enzym einen Leu-Rest an dieser
Stelle toleriert. Der Austausch von Ile8 gegen andere Ami-
nos�uren, haupts�chlich Aminos�uren mit Alkylseitenketten,
wurde toleriert und f�hrte zu Analoga mit antibakterieller

Aktivit�t. Das deutet darauf hin, dass dieser Aminos�urerest
keine entscheidenden Kontakte mit EF-Tu, dem Zielmolek�l,
bildet. Auch Asn3 konnte ausgetauscht werden (Abbil-
dung 10a); keines der Produkte erwies sich jedoch als aktiv,
was auf die bedeutsame Rolle dieses Restes f�r die Bindung
des EF-Tu hindeutet. Ein Blick auf die Strukturen der ande-
ren 29-gliedrigen Thiopeptide – der Amythiamicine, dem
Baringolin, GE2270 A, GE37468 A und der Thiomuracine –
zeigt, dass Asn3 in allen erhalten geblieben ist. Das best�tigt
seine Wichtigkeit.

Modifikationen des Pr�peptids, die darauf zielen, Thio-
cillinanaloga mit verschiedenen Makrocyclusgrçßen zu ge-
nerieren, wurden von der Walsh-Gruppe ebenfalls untersucht
(Abbildung 10 b).[80] Zwei unterschiedliche Strategien kamen
zum Einsatz, um solche Analoga zu erhalten. Auf der einen
Seite f�hrte die Deletion von Thr3 oder die Einf�hrung von
bis zu drei zus�tzlichen Gly-Resten zwischen Thr3 und Thr4

Abbildung 10. Erzeugung von Analoga durch Mutagenese des Gens f�r das Pr�peptid, durch Zugabe modifizierter Bausteine oder durch Gendele-
tion: (a) GE37469; (b) Thiocilline; (c) Nosiheptid; (d) Thiostrepton. Modifikationen, die zu aktiven Analoga f�hren, sind gr�n unterlegt. Austau-
sche von Resten, die zu inaktiven reifen Produkten f�hrten, sind in schwarz angegeben, solche, die nicht zu reifen Produkten f�hrten oder keine
ausreichenden Ausbeuten f�r weitere Pr�fungen ergaben, sind rot wiedergegeben. Ein Sternchen (*) zeigt solche Mutationen an, die zu einer
Ab�nderung der weiteren Prozessierung des Produkts f�hrten. [a] Posttranslationale Modifikationen mutativ ver�nderter Reste, zum Beispiel Hy-
droxylierung (OH), Azolbildung, N-Succinylierung (NSu) usw., sind in Klammern angegeben. [b] Die bezeichneten Mutationen f�hrten zu Analoga
mit abweichender Makrocyclusgrçße, die neben der Mutation angegeben ist; D = Deletion; eingeklammerte Zahlen bezeichnen neue Reste, die
zwischen den angegebenen Positionen in die Peptidsequenz eingef�hrt wurden. Die Verbindungen 33 und 34 wurden f�r F�tterungsexperimente
verwendet; mit dieser Methode fluorierte Positionen sind in der Struktur des Thiopeptids mit „F“ gekennzeichnet; die Aktivit�tswerte gelten f�r
die reifen Analoga, die Aktivit�tswerte des Naturstoffs ist in Klammern angegeben.
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zu Analoga mit Makrocyclen aus 23, 29, 32 und 35 Atomen.
Obwohl es Thiopeptide mit unterschiedlich großen Makro-
cyclen gibt, kommen in der Natur bei dieser Familie von
Verbindungen solche mit 23- oder 32-gliedrigen Ringen nicht
vor. Um alternative Makrocyclen zu erzeugen, wurden neue
Ser-Reste in das Pr�peptid inkorporiert. Dabei wurden ent-
weder bereits existierende Aminos�urereste ausgetauscht,
oder sie wurden zwischen zwei in der nat�rlichen Sequenz
aufeinanderfolgende inseriert. Auf diese Weise kam es,
nachdem die Dehydratisierung des Ser stattgefunden hatte,
zur Konkurrenz von Dha-Resten, und es entstanden neue
Verbindungen mit unterschiedlichen Ringgrçßen oder Ge-
mische solche Verbindungen. All diesen Analoga-Serien fehlt
die antibiotische Aktivit�t. Diese Befunde belegen jedoch,
dass TclM, das Enzym, das die mutmaßliche Cycloaddition
vermitteln soll, sehr promisk ist und daher f�r die Produktion
zahlreicher Analoga, die sich gegen andere Ziele als das
Ribosom oder Elongationsfaktoren richten kçnnte, einsetz-
bar w�re.

Inaktivierungsexperimente zur Aufkl�rung der Rolle der
verschiedenen, von der Thiopeptid-Gengruppe codierten
Enzyme haben Analoga geliefert. So l�sst sich das bereits
erw�hnte TclM durch Deletion des Gens tclM „inaktivieren“,
um zu linearen Thiocillin-Vorstufen zu gelangen.[81] Obgleich
diese linearen Analoga vollst�ndig inaktiv sind, belegt dieser
Befund, dass TclM dasjenige Enzym ist, das den Cycloaddi-
tionsschritt katalysiert. Die Inaktivierung von Enzymen, die
an der Reifung des Molek�lschwanzes beteiligt sind, ergibt
aktive makrocyclische Analoga, was abermals auf das hohe
Maß an Toleranz gegen�ber Modifikationen in diesem Be-
reich verweist. Diese Enzyme wirken nach der Cycloaddition,
was dazu f�hrt, dass man sehr ausgereifte Produkte erh�lt, die
die meisten f�r Thiopeptide kennzeichnenden Struktur-
merkmale aufweisen. Das terminale Amid des Thiostreptons
kann durch die Inaktivierung von TsrS oder TsrT gegen die
entsprechenden Methylester oder die freie Carbons�ure-
funktion ausgetauscht werden (Abbildung 10 d).[82,83] Thio-
streptonmethylester erwies sich als zehnmal st�rker wirksam
als das nat�rlich vorkommende Amid; seine Lçslichkeit war
allerdings substanziell vermindert. Das Profil der Thiostrep-
tons�ure war dem entgegengesetzt: Ungeachtet einer ver-
besserten Lçslichkeit lag in vitro ihre Wirkst�rke niedriger.

Die verschiedenen existenten Wege der Amidbildung bei
Thiopeptidschw�nzen bietet eine Gelegenheit f�r die Isolie-
rung von Zwischenstufen, die sich von denen des Thiostrep-
tons unterscheiden. Ein solcher Fall liegt beim Nosiheptid
vor, dessen C-terminale Amidfunktion nach Abspaltung des
letzten Dha-Restes des Strukturpeptids durch NosA entsteht.
Eine Fermentation mit einer nosA-KO-Mutante liefert Nosi-
heptid mit einem zus�tzlichen Dha-Aminos�urerest, der
in vitro der Wirkst�rke nicht abtr�glich ist.[84] Die Inhibition
of the Methyltransferase NosN resultiert in der Bildung eines
Analogons, das den gleichen erweiterten Schwanzbereich
aufweist; in diesem Fall wird jedoch der zweite Makrocyclus
des Nosiheptids nicht gebildet. Dies belegt, dass NosN f�r die
4’-Methylierung des Indols�ureanteils des Molek�ls verant-
wortlich zeichnet, der f�r die nachfolgende Cyclisierung un-
abdingbar ist.[85] Dar�ber hinaus ergibt sich hieraus die Ab-
folge der Transformationen im Biosyntheseweg. Mit diesen

Experimenten lassen sich der Biosyntheseweg und die Pro-
duktion von Analoga in vivo synergistisch untersuchen.

Indol- und Chinaldins�urefunktionen finden sich im
zweiten Makrocyclus verschiedener Thiopeptide. Im Verlauf
der Untersuchung der Biosynthese dieser Molek�lteile
konnten Liu und Mitarbeiter die Rolle verschiedener Enzyme
offenlegen, die f�r die Konversion von Trp in diesen Frag-
menten verantwortlich sind.[86–88] Da der Ausgangs-Trp-Rest
in der Sequenz des Pr�peptids nicht zu finden ist und erst nach
seiner eigenen Prozessierung in das Thiopeptid eingebaut
wird, sind F�tterungsexperimente mit Trp-Derivaten mçglich.
Es konnten sowohl Indol- als auch Chinaldins�ure-haltige
Thiopeptide gewonnen werden. Beide ergaben sich aus der
Einschleusung fluorierter Vorstufen in den Biosyntheseweg.
Zugabe von 5-Fluor-d,l-tryptophan (33) zu S.-actuosus-Kul-
turen f�hrte zum Einbau der modifizierten l-Aminos�ure-
resten in das Nosiheptidger�st; dabei entstand neben dem
Naturstoff auch 5’-Fluornosiheptid (Abbildung 10c).[86] Be-
m�hungen, mit dem isolierten Enzym NosL andere vom Trp
abgeleitete Indols�urederivate als das fluorierte zu erzeugen,
schlugen fehl. Dieses Enzym ist f�r die Transformation von
Trp zu 3-Methylindols�ure verantwortlich,[87] aber diese Re-
sultate gehen auf seine hohe Substratspezifit�t zur�ck, die die
Zahl der mit dieser Strategie darstellbaren Analoga stark
begrenzt. Um ein 6’-fluoriertes Thiostreptonanalogon darzu-
stellen, wurde einer Kultur mutierter S.-laurentii-Zellen,
denen das Gen tsrT fehlte, das Chinaldins�urederivat 34 zu-
gesetzt. TsrT ist eine Methyltransferase, die f�r die ersten
Schritte der Umwandlung von Trp in Chinaldins�ure not-
wendig ist. Mit dieser Strategie wurde die Konkurrenz durch
nichtmodifiziertes Trp vollst�ndig umgangen, und man erhielt
nur das gew�nschte 6’-Fluorthiostrepton (Abbildung 10d).[88]

In beiden F�llen f�hrte die Fluorierung zu einer Steigerung
der Wirkst�rke in vitro (Abbildung 10c,d), was das große
Potenzial der Mutasynthese unterstreicht.

Alternativ lassen sich modifizierte Thiopeptide auch aus
Kulturen des Wildtyps des Produzentenstammes gewinnen,
falls die Aktivit�t der Enzyme durch Modifikation verschie-
dener Faktoren wie dem pH-Wert, anwesenden Metallionen
und anderen Additiven einer Feinabstimmung unterzogen
wurde. Die In-situ-Umwandlung von Nocathiacin I in Noca-
thiacins�ure l�sst sich so ohne R�ckgriff auf Semisynthesen
erreichen.[89]

Allgemein l�sst sich sagen, dass die meisten Punktmuta-
tionen nicht toleriert werden und nicht die erwarteten reifen
Analoga hervorbringen. Das l�sst sich besonders an den
Codon-Randomisierungsexperimenten mit GE37468 A auf-
zeigen, bei denen man nur zu 29 von 133 mçglichen Analoga
gelangte.[79] Ein kurzer Blick auf Abbildung 10 enth�llt, dass
die aktivsten Analoga durch Modifikationen des Schwanz-
bereichs und der „rechten“ H�lfte des Thiopeptids gewonnen
wurden. Hieraus ergibt sich eine �hnliche Schlussfolgerung
wie bei der Bewertung der semisynthetischen Analoga: Die
„linken“ Seiten der Molek�le, die die am hçchsten konser-
vierten Reste enthalten, stellen offenkundig die entschei-
denden Kontakte zum biologischen Zielmolek�l her.

Ungeachtet der Tatsache, dass durch In-vivo-Methoden
einige stark modifizierte Produkte hergestellt wurden, haben
nur Thiopeptide mit sehr konservativen Abwandlungen, die
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noch immer ihre charakteristischen Makrocyclus aufwiesen,
interessante Profile gezeitigt. Tats�chlich vermag der enzy-
matische Apparat der Thiopeptid-Biosynthese keine Pro-
dukte hervorzubringen, die sehr verschieden von denen sind,
f�r deren Herstellung sie entwickelt wurden. Obwohl dank
des ribosomalen Ursprungs des Pr�peptids ein Austausch von
Resten mçglich ist, sind solche Austausche bislang auf solche
mit den 20 nat�rlichen proteinogenen Aminos�uren be-
schr�nkt geblieben. Ungeachtet dieser Limitierungen hat der
Einsatz nichtnat�rlicher Tryptophanderivate oder seiner
prozessierten Metaboliten die Einf�hrung von ihm abgelei-
teter abgewandelter Molek�lteile ermçglicht und den er-
forschbaren chemischen Raum erweitert.

3. Zusammenfassung und Ausblick

Die meiste Literatur zur Modifikation von Thiopeptiden
ist sehr jungen Datums, und f�r die kommenden Jahre lassen
sich weitere Fortschritte erwarten. Zusammen mit Informa-
tionen, die auf anderen Wegen gewonnen wurden, kçnnten
weitere Modifikationen der Naturstoffe die Merkmale of-
fenlegen, die den Thiopeptiden ihre riesige Wirkst�rken ver-
leihen, und sie kçnnten dazu dienen, sie und ihre Lçslichkeit
zu verbessern. Die verschiedenen Disziplinen, denen dieser
Aufsatz gewidmet ist, sind aber mçglicherweise nicht in der
Lage, die erforderliche Diversit�t im Alleingang zu erzeugen.
Wie bereits erw�hnt, sehen sie sich alle irgendwelchen Li-
mitierungen gegen�ber, die auch die Formen der mçglichen
Modifikationen einschließen. Obgleich die chemische Syn-
these im Prinzip jedes denkbare Analogon bereitzustellen in
der Lage sein sollte, sind die oft langen und kostspieligen
Synthesewege vielfach unrentabel, wenn es um die Herstel-
lung von „Bibliotheken“ oder die Produktion im großen
Maßstab geht. Eine Kombination aller genannten Strategien
sollte daher ausgefeiltere Analoga hervorbringen, die an den
verschiedenen Stellen diejenigen Modifikationen aufweisen,
die die einzelnen Ans�tze jeweils beizusteuern vermçgen
(Abbildung 11).[90] Zuerst kçnnte auf chemischem Wege ein
Pr�peptid hergestellt werden, das sowohl das Strukturpeptid
wie das Pr�peptid umfasst (Abbildung 11 b), zum Beispiel
durch Festphasen-Peptidsynthese. Auf dieser Stufe lassen sich
zahlreiche Modifikationen einf�hren, zum Beispiel der Aus-
tausch von Aminos�ureresten oder der Einbau nichtprotei-
nogener Aminos�urereste, die sonst aufgrund des ribosoma-
len Ursprungs der Thiopeptide „verboten“ sind. Als n�chstes
kann die Reifung des Peptids mithilfe der enzymatischen
Maschinerie eines geeigneten Stammes erfolgen, der sich
gentechnisch anpassen l�sst, und dessen Aufgabe darin be-
steht, das Thiopeptid gr�ndlich maßzuschneidern. Die
Zugabe modifizierter Indole w�rde dabei die Diversit�t er-
hçhen (Abbildung 11c). Nach der Isolierung der Substanz
kçnnten semisynthetische Modifikationen vorgenommen
werden, um die weitere Verbesserungen zu erreichen, so zum
Beispiel das Anbringen von Molek�lteilen, die die Lçslich-
keit erhçhen (Abbildung 11d).

In den kommenden Jahren werden wir wahrscheinlich
neue Berichte �ber Thiopeptidanaloga lesen, die auf allen in
diesem Aufsatz beschriebenen Wegen gewonnen wurden. Die

zu erwartenden Fortschritte werden uns ganz sicher ein tie-
feres Verst�ndnis der Chemie und der Biologie dieser faszi-
nierenden Naturstoffe vermitteln und die Vielseitigkeit der
Synthesestrategien und -methoden, die Selektivit�t der se-
misynthetischen Ans�tze und die Toleranzen der Biosynthe-
seapparate auf die Probe stellen.[91]
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