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Abstract: Das Antibiotikum Albicidin wird von dem pflan-
zenpathogenen Bakterium Xanthomonas albilineans syntheti-
siert. Es zeigt eine bemerkenswerte Aktivit�t gegen Gram-po-
sitive und Gram-negative Mikroorganismen. Der Wildtyp-
stamm wie auch der heterologe Expressionsstamm produziert
Albicidin bislang in �ußerst geringen Mengen, was die Unter-
suchung des biologischen Profils und die Ausarbeitung von
Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen erschwert. Aus diesem Grund
entwickelten wir eine konvergente Syntheseroute f�r Albicidin.
Die unerwartet schwierige Kn�pfung der Peptidbindungen
zwischen aromatischen Aminos�uren konnte durch die Ver-
wendung von Triphosgen als Kupplungsreagens ermçglicht
werden. Die vorhergehende Strukturaufkl�rung und die au-
ßergewçhnliche antibakterielle Aktivit�t von Albicidin werden
zudem durch die Totalsynthese best�tigt. Zudem ist es erstmals
mçglich, Albicidin im Multigramm-Maßstab herzustellen, um
das Potential einer kommerziellen Wirkstoffentwicklung ein-
gehender zu untersuchen.

Die zunehmende Bedrohung durch die Resistenzentwick-
lung pathogener Bakterien erfordert dringend das Auffinden
neuer Leitstrukturen. Besondere Aufmerksamkeit erfordern
Gram-negative Bakterien, die zus�tzlich durch eine �ußere
Membran gesch�tzt sind,[1] welche eine Behandlung von In-
fektionen zunehmend erschwert.[2] Bekannte Vertreter von
Gram-negativen Pathogenen sind Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa und Enterobacter
(ESKAPE-Gruppe der Bakterien),[3–5] welche multi- oder
panresistente St�mme hervorgebracht haben.[6, 7] Ebenso be-
deutend sind Gram-positive Vertreter, beispielsweise Clo-

stridium difficile, denen besonders in Krankenh�usern die
Verursachung von ernstzunehmenden Infektionen zuzu-
schreiben sind.[8] In der Vergangenheit identifizierten wir
bereits neuartige Antibiotika aus pathogenen Bakterien.[9]

Hierzu z�hlt auch das pflanzenpathogene Bakterium Xant-
homonas albilineans, das die sogenannte Blattstreifigkeit der
Zuckerrohrpflanze auslçst[10,11] und dadurch hohen wirt-
schaftlichen Schaden durch Ernteausf�lle verursacht.[12] Al-
bicidin wird von X. albilineans produziert und wurde erstmals
in den fr�hen 80er Jahren beschrieben.[13, 14] Es zeigt bereits
bei Konzentrationen im nanomolaren Bereich antibakterielle
Aktivit�t gegen�ber Gram-positiven und -negativen Bakte-
rien und wirkt als Inhibitor der DNA-Gyrase.[15] Die Struk-
turaufkl�rung von Albicidin (1a) beanspruchte mehr als
30 Jahre.[16] Grund hierf�r war die extrem geringe Produktion
des Wildtypstamms X. albilineans, aber auch der oligoaro-
matische Charakter erschwerte die Strukturaufkl�rung er-
heblich (Schema 1).

Ein heterologes Expressionssystem f�r Albicidin in X.
axonopodis pv. vesicatoria ermçglichte im Vergleich zum
Wildtyp-Produzenten die Isolierung des Naturstoffs in etwas
grçßeren Mengen[17] sowie die 15N- und 13C-Markierung des

Schema 1. Retrosyntheseschema von Albicidin (1a) mit den strate-
gisch gesetzten Schnittstellen (i) und (ii), die eine konvergente Total-
synthese aus den drei Fragmenten 2, 3 und 4, bestehend aus den ein-
zelnen Bausteinen A–F, ermçglichen.
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Naturstoffs. Nach eingehenden Studien mittels Elektrospray-
Ionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) und NMR-
Spektroskopie konnte die Struktur von Albicidin aufgekl�rt
werden.[16] Wie in Schema 1 dargestellt, handelt es sich bei
Albicidin um ein Acylpentapeptid, das sich aus sechs Bau-
steinen zusammensetzt. Am N-Terminus des Pentapeptids
befindet sich eine para-Hydroxycumarins�ure, die zus�tzlich
in 3-Position des Michael-Akzeptorsystems eine Methyl-
gruppe tr�gt (MCA, A). Der Hauptteil des Peptids besteht
aus aromatischen d-Aminos�uren: zwei para-Aminobenzoe-
s�uren (pABA2/4, B und D), welche �ber die ungewçhnliche
Aminos�ure b-l-Cyanoalanin (L-Cya3, C) miteinander ver-
kn�pft sind, und ein C-terminales Dipeptid, bestehend aus
zwei 4-Amino-2-hydroxy-3-methoxybenzoes�uren (pMBA5/6,
E und F).

Hier pr�sentieren wir die erste Totalsynthese von Albi-
cidin, in der Triphosgen (BTC) als Kupplungsreagens f�r die
vergleichsweise inerten p-Aminobenzoes�uren zum Einsatz
kommt. Unsere Arbeiten best�tigen die Strukturaufkl�-
rung[16] und ebnen den Weg f�r die Ausarbeitung von Struk-
tur-Aktivit�ts-Beziehungen (SARs).

Wir strebten eine konvergente Synthese an (Schema 1),
weshalb Albicidin formal in drei Fragmente zerlegt wurde:
die N-terminale Cumarins�ure A, ein zentrales Tripeptid B-
C-D und ein C-terminales Dipeptid E-F. Zu Beginn unserer
Studien stellten wir fest, dass die Einf�hrung von Baustein A
die Lçslichkeit der Intermediate drastisch reduzierte, weshalb
die Synthese von Albicidin mit dem C-terminalen Dipeptid
E-F beginnt.

Bez�glich der Schutzgruppen von Carbons�ure- und Al-
koholfunktionalit�ten erarbeiteten wir eine Strategie, die
eine globale Abspaltung in einem Schritt ermçglicht. Re-
duktive Bedingungen, wie H2/Pd-vermittelte Hydrogenolyse,
waren aufgrund der zu erwartenden Reaktivit�t der Dop-
pelbindung der N-terminalen Cumarins�ure nicht mçglich.
Weiterhin stellten wir fest, dass die Nitrilfunktion des b-Cy-
anoalanins unter basischen Bedingungen, wie z. B. LiOH,
hydrolysiert. Die Einf�hrung von bekannten s�urelabilen
Schutzgruppen, wie tert-Butylether bzw. -ester, war kaum
oder nicht mçglich. Grund hierf�r war vermutlich der steri-
sche Anspruch der vierfach substituierten pMBA. Letztend-
lich entschieden wir uns f�r Allylschutzgruppen. Es stellte
sich heraus, dass diese leicht und in hohen Ausbeuten einzu-
f�hren und abzuspalten sind (Schema 2). W�hrend Fmoc-
oder Boc-Schutzgruppen f�r Amine in der klassischen Pep-
tidchemie außerordentlich n�tzlich sind, entschieden wir uns
daf�r, die aromatischen Amine als Nitrofunktion zu maskie-
ren. Diese Funktionalit�ten lassen sich unter �ußerst milden
Bedingungen mit SnCl2·2 H2O reduzieren, was der ausgear-
beiteten Schutzgruppenstrategie zugutekommt.[18]

Die Albicidinstruktur erinnert in ihren Grundz�gen an
oligoaromatische Foldamere,[19] bei denen gewçhnlich starke
Kupplungsreagentien, wie Hydroxybenzotriazol (HOBt),
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), N,N,N’,N’-Tetrame-
thylfluorformamidiniumhexafluorophosphat (TFFH) oder
S�urechloride eingesetzt werden, um die Peptidbindung
zwischen Carbons�uren und den schwach nukleophilen aro-
matischen Aminen zu kn�pfen.[20–24] In einer systematischen
Studie untersuchten wir verschiedene Kupplungsbedingun-

gen f�r para-Cumarins�ure und pABA und stellten fest, dass
mit Ausnahme von S�urechloriden eine Vielzahl an Stan-
dardkupplungsreagentien (HATU, Cl-HOBt/EDAC, DCC/4-
DMAP) in Kombination mit verschiedenen Lçsungsmitteln
(DMF, NMP, THF, DMF) zu keiner oder nur wenig Pro-
duktbildung f�hrten (HPLC-MS-Kontrolle).

Schema 2. Reaktionsbedingungen: A) a) H-pABA-OtBu (6), DCC, DMF,
RT, 64%, ee 96% b) HCl/Dioxan (4 m), RT, quant.; c) O2N-pABA-OSu
(9), NEt3, DMF, RT, 89 %; B) d) Allylbromid, K2CO3, DMF, RT, 88%;
e) NaClO2, NaH2PO4, 2-Methyl-2-buten, tBuOH, H2O, RT, 92%; f) Al-
lylbromid, K2CO3, DMF, RT, 93 %; g) SnCl2·2H2O, EtOH, 60 8C, 1 h,
86%; h) 12, BTC, 2,4,6-Collidin, DIPEA, THF, RT, 19 h, 91%; C) i) 14,
SnCl2·2H2O, EtOH, 60 8C, 79%; j) BTC, 2,4,6-Collidin, DIPEA, THF, RT,
91%, k) SnCl2·2H2O, EtOH, 60 8C, 73%; l) 2, BTC, 2,4,6-Collidin,
DIPEA, THF, RT, quant.; m) [Pd(PPh3)4] , Phenylsilan, THF, 26%.
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Unter den Kupplungsreagentien, die eine Carbons�ure in
das zugehçrige S�urechlorid �berf�hren, identifizierten wir
Triphosgen (BTC), welches von Jung et al.[25,26] etabliert
wurde. BTC war vor allem hinsichtlich der Reaktionszeit
anderen Methoden wie der Verwendung von Thionylchlorid
oder Cyanurchlorid (> 7 Tage) �berlegen.

Unter Ber�cksichtigung der obigen �berlegungen star-
teten wir die Synthese von Albicidin: Die Cumarins�ure A (2)
wurde in zwei Synthesestufen in Anlehnung an die Litera-
tur[27] in 89% Ausbeute synthetisiert. Um das zentrale Tri-
peptid 3 (Schema 2A) herzustellen, musste vorerst das Di-
peptid Boc-b-Cya-pABA-OtBu (7) synthetisiert werden. In
ersten Versuchen wurde die Aminos�ure Boc-b-Cyanoalanin
hergestellt und mit H-pABA-OtBu verkn�pft. Hierzu waren
zwei Synthesestufen nçtig,[28] und das Dipeptid 7 konnte nur
in moderaten Ausbeuten isoliert werden. Eine Verk�rzung
der Synthese gelang unter Ausnutzung einer bekannten Ne-
benreaktion aus der Peptidchemie: die Nitrilbildung der
Aminos�ure Asparagin, wenn diese ohne Schutzgruppe in der
Seitenkette f�r die Peptidbindungskn�pfung eingesetzt
wird.[29] Bei dieser Reaktion bilden sich cyclische Intermed-
iate, die racemisierungsempfindlich sind,[30,31] weshalb wir
unser Augenmerk verst�rkt darauf lenkten. Die Untersu-
chung von verschiedenen Kupplungsreagentien ergab, dass
HATU/DIPEA zu einer starken Racemisierung f�hrte. Im
Gegensatz dazu wurde bei Verwendung von Carbodiimiden
(EDC, DIC und DCC) ohne Einsatz einer Base[32] kaum
Racemisierung (ee = 96 %) beobachtet, jedoch konnten nur
geringe Ausbeuten (13%) erzielt werden. Durch Optimie-
rung der Reaktionsbedingungen wurde die Ausbeute
schließlich auf 64% gesteigert. Die Racemisierung in dieser
Eintopfreaktion ist nahezu vernachl�ssigbar (< 4%). Nach-
dem das Dipeptid 7 auf einfachem Wege zug�nglich war,
wurden die s�urelabilen Schutzgruppen unter Verwendung
von HCl/Dioxan (4m) in quantitativen Ausbeuten entfernt.
Wichtig ist hierbei, dass diese Bedingungen die Hydrolyse der
Nitrilfunktionalit�t des b-Cyanoalanins verhindern.[29] An-
schließend wurde das Dipeptid 8 in das zentrale Tripeptid 3
�berf�hrt, indem der aktivierte Succinimidester von 4-Ni-
trobenzoes�ure mit 8 zur Reaktion gebracht wurde. Hierbei
wurden Ausbeuten von 89% erzielt.[33]

Die Syntheseroute f�r das C-terminale Fragment E-F (4)
ist in Schema 2B dargestellt. Das essentielle Edukt 10 ist aus
ortho-Vanillin zug�nglich.[34, 35] Um die Bausteine 12 und 13 zu
synthetisieren, wurde zuerst eine Allylschutzgruppe in 88%
Ausbeute unter Verwendung von K2CO3/Allylbromid einge-
f�hrt. Das daraus resultierende Produkt 11 wurde an der
Aldehydfunktion zur Carbons�ure 12 oxidiert. Hierbei
wurden sehr milde Bedingungen gew�hlt, um Nebenreaktio-
nen der oxidationsempfindlichen Doppelbindung der Allyl-
schutzgruppe zu vermeiden. Verbindung 12 wurde in einer
Ausbeute von 92% nach Kristallisation in reiner Form er-
halten. Der C-Terminus von Verbindung 12 wurde mit einem
Allylester gesch�tzt und die Nitrofunktion mit SnCl2·2 H2O
(EtOH/60 8C, 86 %) reduziert.[18] Das resultierende Amin 13
wurde mit der Carbons�ure 12 unter Einsatz von BTC zum
letzten Fragment E-F (4) f�r die Totalsynthese von Albicidin
gekuppelt. Wie oben bereits erw�hnt f�hrten gewçhnlich
verwendete Kupplungsreagentien, wie z. B. auch T3P, nicht

zum Erfolg oder ergaben unzureichende Ausbeuten. Grund
hierf�r kçnnte der sterische Anspruch der eingesetzten aro-
matischen Aminos�uren sein. Die Methode nach Jung
et al.[25, 26] ergab zufriedenstellende bis exzellente Ausbeuten
und es resultierten h�ufig geringere Reaktionszeiten. Das
Dipeptid 14 wurde in einer Ausbeute von 91% (BTC, 2,4,6-
Collidin, DIPEA, THF) hergestellt. Nach Reduktion der
Nitrofunktion mit SnCl2·2 H2O erhielten wir das letzte Frag-
ment 4 f�r die Totalsynthese von Albicidin in einer Ausbeute
von 79 %.

Schließlich konnte das vollgesch�tzte Albicidin durch die
Verkn�pfung der drei Fragmente (2, 3 und 4) hergestellt
werden. Bei der Peptidbindungskn�pfung zwischen dem
zentralen Tripeptid 3 und dem C-terminalen Dipeptid 4
konnten durch die Verwendung von BTC Ausbeuten von
91% erzielt werden (Schema 2C).[25] Das resultierende Pen-
tapeptid 15 wurde an der Nitrofunktion reduziert, um das
Amin 16 zu erhalten. Dieses wurde mit dem Cumarins�ure-
derivat 2 unter Einsatz von BTC in quantitativen Ausbeuten
zum vollgesch�tzten Albicidin 17 umgesetzt. Die globale
Entfernung der Allylschutzgruppen von Verbindung 17
gelang mit [Pd(PPh3)4] und Phenylsilan als Scavenger. Albi-
cidin konnte schließlich nach pr�parativer HPLC in reiner
Form isoliert werden. Der Vergleich der analytischen Daten
von Syntheseprodukt mit dem Naturstoff ergab eine exzel-
lente �bereinstimmung, was die Strukturaufkl�rung zwei-
felsfrei best�tigte (siehe Hintergrundinformationen).[16]

Da Albicidin nur ein Stereozentrum (l-Cya) aufweist,
wollten wir den Einfluss der Stereokonfiguration auf die an-
tibakterielle Aktivit�t untersuchen und synthetisierten enan-
tio-Albicidin 1b. Das Zirkulardichroismus(CD)-Spektrum
des Naturstoffs zeigte hierbei den gleichen Cotton-Effekt wie
(S)-konfiguriertes Albicidin (siehe Hintergrundinformatio-
nen).[36, 37] Demgegen�ber weist enantio-Albicidin wie erwar-
tet einen nahezu exakt gespiegelten Kurvenverlauf auf.

Anschließend untersuchten wir die Aktivit�t hinsichtlich
der Inhibierung des Zielmolek�ls, der DNA-Gyrase aus E.
coli, mit beiden Enantiomeren des Albicidins. Die Gyrase ist
auch das Zielmolek�l einer Vielzahl von Chinolonantibiotika,
wie z. B. Ciprofloxacin,[38] welches noch immer als Goldstan-
dard hinsichtlich der Gyraseinhibierung angesehen wird.[39]

Es wurde ein zuvor entwickeltes Experiment durchgef�hrt,
woraus die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50)

[15,40]

bestimmt und mit den Literaturwerten verglichen werden
kann. Wie in Abbildung 1 A dargestellt, kann der IC50-Wert
des synthetischen Albicidins zu ca. 40 nm bestimmt werden,
was exzellent mit dem Literaturwert des Naturstoffs �ber-
einstimmt.[15] Interessanterweise wurde der IC50-Wert von
enantio-Albicidin ebenfalls mit ca. 40 nm bestimmt (Abbil-
dung 1B). Zum Vergleich wurde zus�tzlich der IC50-Wert von
Ciprofloxacin (ca. 200 nm) (siehe Hintergrundinformationen)
bestimmt, was das Wirkpotential von Albicidin vor Augen
f�hrt.

Zuletzt wurde die antibakterielle Aktivit�t von Albicidin
als auch von enantio-Albicidin gegen�ber einer Auswahl an
�berwiegend Gram-negativen Bakterien untersucht (Tabel-
le 1). Albicidin weist in den meisten F�llen eine außeror-
dentlich geringe minimale Hemmkonzentration (MIC) auf,
die zwischen 1 und 0.031 mgmL�1 liegt und mit Ciprofloxacin
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vergleichbar ist. Interessanterweise ist Albicidin auch bei
Ciprofloxacin-resistenten St�mmen aktiv, beispielsweise E.
coli qnrA1 mit einer Mutation in qnrA1, einem Mitglied der
Pentapeptid-Repeat-Protein(PRP)-Familie,[41] oder E. coli
gyrA mit einer Mutation in der GyrA-Untereinheit. enantio-
Albicidin zeigt gegen�ber einigen St�mmen eine vergleich-
bare Aktivit�t. Dies weist darauf hin, dass die Stereochemie
von Albicidin einen weniger pr�gnanten, jedoch detektier-
baren Einfluss auf die antibakterielle Aktivit�t hat, was in
Zukunft von uns im Detail untersucht werden wird.

Zusammenfassend gelang uns die erste Totalsynthese des
neuartigen Antibiotikums Albicidin. Das Kupplungsreagens
BTC erwies sich gegen�ber den �blicherweise verwendeten,
aber auch gegen�ber spezielleren starken Kupplungsreagen-
tien als deutlich �berlegen. Die Syntheseroute basiert auf
einem konvergenten Ansatz und gelingt racemisierungsfrei.
Zudem ermçglicht das Syntheseprotokoll erstmals die Her-
stellung von Albicidin in einem grçßeren Maßstab. Die To-
talsynthese ermçglicht es somit, weitere pharmakologische

Untersuchungen von Albicidin vorzunehmen und ebnet den
Weg, detaillierte Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen (SARs)
dieses potentiellen Wirkstoffs auszuarbeiten. Die mikrobio-
logischen Daten best�tigen die außerordentlich starke anti-
bakterielle Aktivit�t von Albicidin. Besonders hervorzuhe-
ben ist die Aktivit�t gegen�ber Chinolon-resistenten Bakte-
rienst�mmen. Diese vielversprechenden Ergebnisse kçnnten
die Grundlage f�r eine neue Klasse an antibakteriellen
Wirkstoffen bilden, in der Albicidin die Rolle einer neuen
Leitstruktur einnimmt.

Eingegangen am 29. September 2014
Online verçffentlicht am 12. Dezember 2014
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Abbildung 1. Inhibierung der DNA-Gyraseaktivit�t (E. coli), um die
mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) von Albicidin (A) und enan-
tio-Albicidin (B) zu bestimmen. Das Kontrollexperiment ohne Enzym
und Wirkstoff (Spur c) zeigt relaxierte DNA (re) und die Zugabe von
Enzym (Spur 0) resultiert in superspiralisierter DNA (sc). Die anderen
Spuren zeigen die Reaktion mit Enzym und steigender Wirkstoffkon-
zentration (30–200 nm).

Tabelle 1: Antibakterielle Aktivit�t von Albicidin (1a), enantio-Albicidin
(1b) und Ciprofloxacin gegen verschiedene Bakterienst�mme.

Stamm[a] MIC-Wert [mgmL�1][b]

Albicidin enantio-Albicidin Ciprofloxacin

E. coli[c] 0.031 0.063 0.015
E. coli[d] 0.063 0.5 32
E. coli[e] 0.5 >64 >64
S. enteritidis[c] 0.5 >64 0.031
P. aeruginosa[c] 1 >64 0.5
S. aureus[c] 16 >64 0.5
M. luteus[c] 1 8 n.b.[f ]

[a] Stammnummer siehe Hintergrundinformationen. [b] MIC =minima-
le inhibitorische Konzentration. [c] Fluorchinolon-sensitiv. [d] Fluorchi-
nolon-resistent (qnrA1).[41] [e] Fluorchinolon-resistent (gyrA-Mutation).
[f ] n.b.= nicht bestimmt.
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