
Technische Universität Dortmund Fakultät Chemie

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor rerum naturalium

(Dr. rer. nat.)

Synthese und Funktion von Thiostreptonderivaten:

Struktur-Wirkungsuntersuchungen und

Zielstrukturaufklärung

vorgelegt von

Diplom-Biochemiker

Sebastian Schoof

aus Siegen

Tag der mündlichen Prüfung:

3. November 2010

Dekan: Prof. Dr. Heinz Rehage

1. Gutachter: Prof. Dr. Herbert Waldmann

2. Gutachter Prof. Dr. Martin Engelhard



Die vorliegende Arbeit entstand im Zeitraum von Januar 2006 bis April 2010 unter der

AnleitungvonDr.Hans-DieterArndt ander FakultätChemiederTechnischenUniversität

Dortmund und dem Max-Planck-Institut für Molekulare Physiologie Dortmund.



Teile der vorliegenden Arbeit wurden bereits veröffentlicht:

Artikel
1. S. Schoof, G. Pradel, M.N. Aminake, B. Ellinger, S. Baumann, M. Potowski, Y. Najajreh, M. Kirschner,

H.-D. Arndt: Potent Anti-Plasmodial Activity of Thiostrepton Derivatives is Based on a Dual Mode of
Action Involving the Proteasome, Angew. Chem. Int. Ed., 2010, 49, 3317–21; Angew. Chem., 2010,
122, 3389–93.

2. S. Schoof, H.-D. Arndt: d-Cysteine Occurrence in Thiostrepton may not necessitate an Epimerase,
Chem. Commun., 2009, 7113–15.

3. S. Schoof, S. Baumann, B. Ellinger, H.-D. Arndt: A Fluorescent Probe for the 70 S-Ribosomal
GTPase-Associated Center, ChemBioChem, 2009, 10, 242–45.

4. S. Baumann, S. Schoof, S. D. Harkal, H.-D. Arndt: Mapping the Binding Site of Thiopeptide Antibio-
tics by Proximity-Induced Covalent Capture, J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 5664–66.

5. S. Baumann, S. Schoof, M. Bolten, C. Haering, M. Takagi, K. Shin-ya, H.-D. Arndt: Molecular Deter-
minants of Microbial Resistance to Thiopeptide Antibiotics, J. Am. Chem. Soc., 2010, 132, 6973–81.

6. H. R. A. Jonker, S. Baumann, A. Wolf, S. Schoof, F. Hiller, K. W. Schulte, K. N. Kirschner, H. Schwal-
be, H.-D. Arndt: NMR structures of thiostrepton derivatives report target shape recognition, Angew.
Chem., angenommen (anie.201003582).

7. H.-D. Arndt, S. Schoof, J.-Y. Lu: Thiopeptide Antibiotic Biosynthesis Reveals its Secrets: Ribosomal
Peptides Tailor-made (Highlight), Angew. Chem. Int. Ed., 2009, 48, 6770–73; Angew. Chem., 2009,
121, 6900–04.

8. H.-D. Arndt, S. Schoof: Polyamide- and RNA-based Activators in Living Cells: A Major Step Towards
Controlling Gene Expression (Highlight), ChemBioChem, 2007, 8, 1095–98.

Patente
1. S. Schoof, S. Baumann, H.-D. Arndt, TU Dortmund, 2009, PCT/EP2009/001948.
2. S. Schoof, S. Baumann, B. Ellinger, H.-D. Arndt, TU Dortmund, 2009, PCT/EP2009/001949.





Inhaltsverzeichnis

1. Allgemeine Einleitung 1

1.1. Antibiotika und Resistenzen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2

1.2. Naturstoffe als Antibiotika . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4

1.3. Naturstoffe als Leitstrukturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6

1.4. Das Konzept der Semisynthese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

1.5. Die Klasse der Thiopeptide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

1.5.1. Strukturelle Charakteristika der Thiopeptide . . . . . . . . . . . . . 9

1.5.2. Biologische Wirkungen der Thiopeptide . . . . . . . . . . . . . . . . 11

1.6. Zielsetzung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13

2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons 17

2.1. Semisynthese als methodischer Zugang zur Klasse der Thiopeptide . . . . 18

2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2.2.1. Vorkommen der Dehydroaminosäuren . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2.2.2. Strukturstabilisierung durch Dehydroaminosäuren . . . . . . . . . 21

2.2.3. Chemische Reaktivität der Dehydroaminosäuren . . . . . . . . . . 22

2.2.4. Biochemische Bedeutung der Dehydroaminosäuren in Naturstoffen 24

2.2.5. Michael-Additionsreaktionen an Thiostrepton . . . . . . . . . . . . 32

2.3. Transformation des Thiazolins . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43

2.3.1. Vorkommen von Thiazolinen in Naturstoffen . . . . . . . . . . . . . 44

2.3.2. Hydrolysestabilität der Thiazoline . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45

2.3.3. Oxidation des Thiazolins zum Thiazol innerhalb der Thiostrepton-

struktur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

v



Inhaltsverzeichnis

2.4. Transformation des Dehydropiperidins . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

2.4.1. Reduktion des Dehydropiperidins der Thiostreptonderivate . . . . 50

2.4.2. Reduktion des Dehydropiperidins der oxidierten Thiostreptonde-

rivate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

2.5. Regioselektive Acylierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57

2.6. Hydrolyse des B-Ring-Lactons . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58

2.7. Synthese funktionstragender Derivate des Thiostreptons . . . . . . . . . . 61

2.7.1. Fluoreszente Thiostreptonsonden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61

2.7.2. Biotin-Thiostreptonsonde . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62

3. Wirkort: Ribosom 67

3.1. Einleitung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68

3.2. PICC: Proximity Induced Covalent Capture . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75

3.2.1. Konzept des PICC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75

3.2.2. Ergebnisse des PICC an der ribosomalen Bindestelle . . . . . . . . 76

3.2.3. Diskussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78

3.3. Modifizierungen der Thiostrepton-Seitenkette . . . . . . . . . . . . . . . . 80

3.3.1. Quantifizierung der Bindungsaffinitäten mittels fluoreszenter

Thiostreptonsonde . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80

3.3.2. Untersuchungen zur antibiotischen Wirksamkeit . . . . . . . . . . 84

3.4. Modifizierungen des Thiostrepton-A-Rings . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85

3.4.1. Konformationsbestimmung mittels NMR . . . . . . . . . . . . . . . 86

3.4.2. Molekulare Docking-Studien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87

3.4.3. Biochemische Evaluierungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89

3.4.4. Diskussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93

3.5. Anwendungen der fluoreszenten Thiostrepton-Sonde . . . . . . . . . . . . 97

3.5.1. Untersuchungen von Thiopeptid-Resistenzmutationen . . . . . . . 98

3.6. Anwendungen der Biotinylierten Thiostrepton-Sonde . . . . . . . . . . . . 100

3.6.1. Präparativer Ribosomen-Pull-down . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 101

3.6.2. Analytischer Ribosomen-Pull-down . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 102

3.6.3. Affinitäts-Elektronenmikroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 102

vi



Inhaltsverzeichnis

4. Wirkort: Proteasom 103

4.1. Einleitung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104

4.1.1. Malaria . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104

4.1.2. Klinisch relevante Antimalariaverbindungen . . . . . . . . . . . . . 106

4.1.3. Wirkung klassischer Antibiotika auf Plasmodien . . . . . . . . . . . 112

4.1.4. Aktivität der Thiopeptide gegen Plasmodien . . . . . . . . . . . . . 119

4.1.5. Kombinationstherapien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 121

4.1.6. Antimalariawirkung von Proteasominhibitoren . . . . . . . . . . . 123

4.1.7. Das Proteasom . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124

4.1.8. Die Proteasomarchitektur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124

4.1.9. Das Ubiquitin-System . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 127

4.1.10. Die Proteaseaktivitäten der einzelnen Untereinheiten . . . . . . . . 128

4.1.11. Inhibitoren des Proteasoms . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 130

4.1.12. Untereinheiten-spezifische Proteasominhibitoren . . . . . . . . . . 134

4.2. Ergebnisse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 136

4.2.1. Wachstumsinhibierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 136

4.2.2. Zellmikroskopische Untersuchungen . . . . . . . . . . . . . . . . . 139

4.2.3. Fluoreszenzpolarisationsmessungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141

4.2.4. Zytotoxizitätsunterschungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141

4.2.5. Proteasom-Inhibierungs-Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141

4.3. Diskussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 150

5. Biosynthese des Thiostreptons 167

5.1. Einleitung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 168

5.1.1. Nicht-ribosomale Peptidsynthese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 172

5.1.2. Ribosomale Peptidsynthese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 176

5.1.3. Allgemeine Biosynthese der Thiopeptide . . . . . . . . . . . . . . . 178

5.1.4. Biosynthese des Thiostreptons . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 181

5.1.5. d-Konfiguration des Thiazolins der Thiostreptonstruktur . . . . . . 186

5.2. Ergebnisse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 188

5.2.1. Identifizierung eines Isomers des verkürzten Thiostreptons . . . . 188

vii



Inhaltsverzeichnis

5.2.2. pH-abhängige Isomerumwandlung . . . . . . . . . . . . . . . . . . 188

5.2.3. NMR-Strukturuntersuchung des Isomers . . . . . . . . . . . . . . . 190

5.2.4. H-D-Austauschkinetik des Thiostreptons . . . . . . . . . . . . . . . 193

5.2.5. Einfluss des B-Rings der Thiostreptonstruktur auf die Konfigurati-

on des Thiazolins . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 193

5.3. Diskussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 195

5.4. Zusammenfassung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 197

6. Sonstige wissenschaftliche Projekte 199

6.1. Einleitung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 200

6.1.1. Positronen-Emissions-Tomographie . . . . . . . . . . . . . . . . . . 200

6.1.2. Somatostatin-Rezeptor-Liganden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 202

6.1.3. Octreotid-Analoga in Diagnostik und Therapie . . . . . . . . . . . . 203

6.1.4. Synthesestrategien der 18F-Tracer-Moleküle . . . . . . . . . . . . . . 203

6.1.5. Organosilicium basierte Fluoridakzeptoren . . . . . . . . . . . . . . 206

6.1.6. Syntheseziel . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 207

6.2. Ergebnisse und Diskussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 208

6.2.1. Design des SiFA-Octreotat-Peptids . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 208

6.2.2. Synthese des (S)-SiFA-Phenylalanins . . . . . . . . . . . . . . . . . . 208

6.2.3. Synthese des SiFA-Octreotat-Peptids . . . . . . . . . . . . . . . . . . 209

6.2.4. Radiochemische Evaluierung des SiFA-Octreotat-Peptids . . . . . . 211

7. Zusammenfassung 215

8. Experimenteller Teil 221

8.1. Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 222

8.1.1. Geräte und Verfahren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 222

8.1.2. Chromatographie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 223

8.1.3. Reagenzien, Lösungsmittel, Harze . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 224

8.1.4. Biochemische Materialien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 224

8.1.5. Pufferlösungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 225

8.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 225

viii



Inhaltsverzeichnis

8.3. Thiostreptonderivate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 228

8.3.1. Verkürzungsreaktionen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 229

8.3.2. Sulfa-Michael-Additionen an einfach verkürztes Thiostrepton 23 . 232

8.3.3. Mehrfach-Sulfa-Michael-Additionen an Thiostrepton . . . . . . . . 247

8.3.4. Synthese der Thiostrepton-Fluoreszenzsonden . . . . . . . . . . . . 253

8.3.5. Synthese des Biotin-Thiostrepton-Addukts . . . . . . . . . . . . . . 260

8.3.6. Oxidation des Thiazolins von Thiostreptonderivaten . . . . . . . . 263

8.3.7. Sulfa-Michael-Additionen an einfach verkürztes oxidiertes Thiost-

repton . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 267

8.3.8. Reduktion des Dehydro-Piperidins der Thiostreptonstruktur . . . 274

8.3.9. Kombinierte Oxidation / Reduktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . 278

8.3.10. Regioselektive Acylierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 282

8.3.11. Hydrolyse des B-Ring-Lactons . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 284

8.3.12. Epimerisierung des Thiazolins . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 288

8.4. H/D-Austauschkinetik: Thiostrepton . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 290

8.5. Löslichkeitsuntersuchungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 290

8.6. Octreotat-Peptid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 291

8.7. Biologische Testierungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 294

8.7.1. Bakterielle Wachstumshemmung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 294

8.7.2. Polarisations-Assays . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 294

8.7.3. Gekoppelter in vitro Transkriptions-Translations-Inhibitions-Assay 295

8.7.4. Cytotoxizitätsuntersuchung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 296

8.7.5. Fluoreszenzmikroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 297

8.7.6. Plasmodien Wachstumshemmung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 297

8.7.7. Proteasom-Inhibierungs-Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 298

Literaturverzeichnis 301

Abkürzungsverzeichnis 319

ix





1. Allgemeine Einleitung
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1. Allgemeine Einleitung

1.1. Antibiotika und Resistenzen

Gegen die heute gebräuchlichen Antibiotika entwickeln pathogene Bakterien in immer

größerem Umfang Resistenzen. [1,2] Wenn die zur Verfügung stehenden Antibiotika ge-

gen die multiresistenten Bakterien versagen, findet sich die moderne Medizin häufig

in die «prä-antibiotische Ära« zurückversetzt. Die Entwicklung neuer antibiotisch wir-

kender Substanzen ist daher von großer Bedeutung für ein funktionierendes Gesund-

heitssystem. [3] Allerdings haben sich die meisten großen Unternehmen in der letzten

Zeit aufgrund verschiedenster Überlegungen [4] aus der Entwicklung neuer Antibiotika

zurückgezogen, so dass in naher Zukunft Engpässe in der Versorgungmit effektiven An-

tibiotikatherapien zu erwarten sind. [5] Die Situation wird sich vermutlich durch alternde

Bevölkerungen in den Industrieländern und durch die allgemeine Kostenexplosion im

Gesundheitswesen noch verschärfen.

Nach einem «Goldenen Zeitalter« der Antibiotika-Entwicklung in den 1940–1960er

Jahren herrschte über einen Zeitraum von ungefähr 3–4 Jahrzehnten eine Innovations-

lücke in der ErforschungundEntwicklung neuerAntibiotikaklassen (Abbildung 1.1A). [6]

Erst im Jahr 2000 wurde mit den Oxazolidinon Linezolid eine neue Klasse antibiotisch

wirksamer Moleküle eingeführt, gefolgt von dem Lipopeptid Daptomycin (2003) und

dem zur äußeren Anwendung zugelassenen Retapamulin (2007). [1]

Diewichtigsten in der Therapie verwendeten Antibiotika werden 21 unterschiedlichen

Strukturklassen zugeordnet. [6] Im Gegensatz zu vielen anderen Indikationsgebieten lei-

ten sich viele der therapeutisch eingesetzten Antibiotika zu einem sehr hohen Anteil

von Naturstoffen ab. Insgesamt 16 (76%) der therapeutisch verwendeten Antibiotika-

Strukturklassen gehen auf Naturstoffe zurück, wobei die besonders erfolgreiche Klasse

der β-Lactam-Antibiotika die höchste Anzahl an therapeutischwirksamenVerbindungen

aufweist.

Um der unaufhaltsamen Resistenzentwicklung bei Bakterien entgegenwirken zu kön-

nen, ist die permanente Entwicklung neuer Antibiotika notwendig. Bislang wurde vor-

rangig auf bereits erfolgreiche Strukturklassen zurückgegriffen, die inkrementell mo-

difiziert als neue Antibiotika auf den Markt kamen (Abbildung 1.1B). [1] Es stellt sich

allerdings die Frage, wie lange die Variation einiger weniger Hauptklassen zukünftig

2
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Abb. 1.1. A) Neu zugelassene Antibiotika-Klassen geordnet nach dem Jahrzehnt ihrer Einfüh-
rung. Die Cephalosporine, Carbapeneme und Monobactame gehören wie die in den
1940er Jahren eingeführten Penicilline zur Klasse der β-Lactame und gelten deshalb
nicht als komplett neue Antibiotikaklassen. B) Entwicklungsbeispiel eines Antibiotikums
auf Grundlage der Naturstoff-Leitstruktur Penicillin G.
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1. Allgemeine Einleitung

noch zu Verbindungen mit hoher antibiotischer Wirkung führen kann.

1.2. Naturstoffe als Antibiotika

Naturstoffe zeigen eine strukturelle Komplexität und Vielfalt, die von rein organisch-

synthetischen de novo Ansätzen nur schwer erreicht wird. [7] Die Erfahrungen der letzten

Jahre zeigen, dass es schwierig ist, die gängigen Methoden zur Entwicklung kleiner

Moleküle »anderer» Indikationsgebiete wie z. B. rein Target-basierte Ansätze bzw. kom-

binatorische Chemie auf die Entwicklung von antibiotisch wirksamen Molekülen zu

übertragen. [5,8] Die viel diskutierten empirischen Regeln der medizinischen Chemie für

oral verfügbare Wirksubstanzen (Lipinskis «rule of five» [9]) können nicht auf antibak-

terielle Naturstoffe angewandt werden. Antibiotisch wirksame Naturstoffe folgen einer

anderen Logik, da sie häufigmultivalent sind, im allgemeinen hydrophiler sind, mehrere

Targets adressieren, und das Passieren bakterieller Zellmembranen- und wände beherr-

schen müssen. [10,11]

Naturstoffe stellen Strukturen dar, die während eines langen Evolutionsprozesses für

die Interaktion mit den zellulären Zielstrukturen (Target(s)) optimiert wurden. [7,12] Man

geht davon aus, dass es im Laufe der Zeit häufig zu einer Co-Evolution zwischen dem

Naturstoff und den Ziel-Makromolekülen gekommen ist. Naturstoffe stellen daher «pri-

vilegierte« Strukturgerüste dar, die als Leitverbindung als Ausgangspunkt für weitere

Modifizierungen dienen können. [13,14]

Naturstoffe besitzen häufig eine begrenzte chemische Stabilität oder schlechte Löslich-

keit, weil sie im Laufe der Evolution nach den Kriterien eines höheren Selektionsvorteils

für den Produzentenstamm optimiert wurden und sich ihre Strukturen biosynthetisch

schnell an neue Bedingungen anpassen müssen. Daher verlangt die Entwicklung eines

Naturstoffs zumMedikament in denmeisten Fällen einen chemischen Optimierungspro-

zess, in dessen Folge u. a. die Parameter Stabilität, Löslichkeit, Spezifität undToxizität ver-

bessert, und denjenigen eines therapeutisch wirksamenMedikaments angepasst werden

(Abbildung 1.2). Dabei kann selbst die Aktivität einesNaturstoffs durchModifizierungen

noch verbessert werden. [5]
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1.2. Naturstoffe als Antibiotika
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1. Allgemeine Einleitung

Zur Optimierung ist die Totalsynthese ab einer bestimmten Molekülgröße und Kom-

plexität des Naturstoffs oft nicht praktikabel. Der überwiegende Teil der therapeutisch

genutzten Antibiotika, die auf Naturstoffe zurückzuführen sind, werden daher semisyn-

thetisch weiterentwickelt und produziert. Hierbei wird der Naturstoff zunächst fermen-

tativ gewonnen und anschließend durch Semisynthese chemisch modifiziert.

Es wird angenommen, dass Naturstoffe auch zukünftig wichtige neuartige Leitstruk-

turen bereitstellen werden, die die Grundlage für Medikamente bilden. [15,16] Durch Fort-

schritte in der Genomik und die Kenntnis der Biosynthesecluster wird der Zugang zu

bisher unbekannten Naturstoffen erleichtert.

1.3. Naturstoffe als Leitstrukturen

Unterschiedliche Strategien können verfolgt werden, um eine bestimmte biologische Ak-

tivität eines Naturstoffs therapeutisch zu nutzen. Hierbei werden Substanzen generiert,

die sich in Abhängigkeit von der verwendeten Strategie in abgestufter Ähnlichkeit von

der Leitstruktur des Ausgangsnaturstoffs unterscheiden.

• Die Verwendung des Naturstoffs selbst als therapeutisch wirksame Substanz wird

besonders häufig im Bereich der Antibiotika verfolgt (z. B. PenicillinG, Vancomy-

cin). In vielen Fällen besteht eine gewisse strukturelle Variabilität innerhalb der

Naturstofffamilie, so dass ihre Vertreter unterschiedlich starke biologischen Aktivi-

täten und pharmakologische Eigenschaften aufweisen können (vgl. Thiopeptide).

Die Entwicklung der Substanz beschränkt sich daher auf die Suche nach dem ge-

eigneten Naturstoff.

• ModerateModifizierungen des Naturstoffs werden durch Strukturdekoration (scaf-

fold decoration) bzw. Semisynthese eingeführt (s. u.). Hierbei wird die Struktur des

Grundgerüsts größtenteils beibehalten, während verschiedene Modifikationen v. a.

der Seitenketten vorgenommen werden. Strukturdekorationen werden meist semi-

synthetisch verfolgt, können theoretisch aber auch totalsynthetisch durchgeführt

werden.
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1.4. Das Konzept der Semisynthese

• Die nächste Stufe der Abwandlung einer Naturstoff-Leitstruktur ist die Verände-

rung seines Grundgerüsts. In diese Kategorie fällt z. B. das Konzept der Biologie-

orientierten Synthese (Biology oriented synthesis, BIOS). [17–19] Hierbei wird die Leit-

struktur des Naturstoffs als »privilegierte« Struktur angesehen, die als Ausgangs-

punkt organisch-synthetischer Variationen dient. Zur Generierung von Substanz-

bibliotheken kommen häufig kombinatorische Ansätze zum Einsatz.

• Als weiterer Schritt der Abstraktion von einer Naturstoff-Leitstruktur können

Fragment-orientierte Ansätze auf Basis von Naturstoffstrukturen angesehen wer-

den. [20]

• Die komplette Abwendung von der Naturstoff-Leitstruktur wird verfolgt, wenn

der Naturstoff alleinig zur Auffindung der makromolekularen Zielstruktur dien-

lich war, aber selbst nicht als Wirkstoff geeignet ist (target identification). In diesem

Fall wird die Entwicklung auf der Grundlage einer de novo aufzufindenden Mole-

külstruktur durch geeignetes Screening vorangetrieben.

ImRahmendieserArbeitwurdedie Strategie der Semisynthese verfolgt, umzuDerivaten

der Naturstoffklasse der Thiopeptide zu gelangen. Die Semisynthese soll deshalb näher

betrachtet werden.

1.4. Das Konzept der Semisynthese

Spätestens seit der Markteinführung des Aspirins stellt die Semisynthese eine etablier-

te Methode zur Erforschung der Eigenschaften und Wirkungsweise eines Naturstoffs

dar. [21,22] Die «privilegierte» Struktur des Naturstoffs dient als Ausgangspunkt zur «Er-

kundung des chemischen Raums« (chemical space). Die Semisynthese bietet den Vorteil,

dass sie Zugang zu komplexen Molekülen bietet, die totalsynthetisch nur sehr mühsam

zu erreichen wären. Hilfreich sind auch die Schnelligkeit der Entwicklung und die Plan-

barkeit der späteren Produktion im großen Maßstab. Allerdings können Variationen des

Grundgerüsts nur eingeschränkt durch Semisynthesen realisiert werden. Durch intelli-

gente Modifizierungen kann dieser Aspekt jedoch in den Hintergrund gedrängt werden.
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1. Allgemeine Einleitung
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Abb. 1.3. Stuktur des semisynthetischen Fluorescein-Phalloidins 1 (links) und des immobilisier-
ten Azithromycin-Derivats 2 (rechts).

Setzt man biosynthetische Zwischenstufen als semisynthetischen Ausgangspunkt ein,

deren Grundgerüst noch nicht vollendet ist, kann zusätzliche Flexibilität erreicht wer-

den.

Für die Semisynthese ergeben sich vielfältige Anwendungen sowohl in der Grund-

lagenforschung als auch in der pharmazeutischen Industrie. Durch das gezielte An-

bringen von Reportergruppen können einerseits «Sonden» -Moleküle erhalten werden,

die die Aufklärung des Wirkmechanismus eines Naturstoffs voranbringen. [23] Hierzu

zählen beispielsweise Fluoreszenzfarbstoffe, Affinitätsgruppen (z. B. Biotin), photoaktive

Gruppen (photoaffiniy labeling), oder reaktive Gruppen (affinity labeling). Beispielsweise er-

möglicht die Funktionalisierung mit Aziden die Immobilisierung des Naturstoffs mittels

Kupfer-katalysierter Huisgen-Zykloaddition an Alkin-funktionalisierter fester Phase zur

Affinitätschromatographie (Abbildung 1.3, Azithromycin-Derivat 2). [24] Durch semisyn-

thetische Funktionalisierung vonMolekülen könnenWerkzeugverbindungen entwickelt

werden, die breite Anwendung in der Zellbiologie finden. Beispielsweise nutzt man zur

selektiven Markierung von Aktin-Strukturen in der Zellmikroskopie den Fluorescein-

markierten Naturstoff Phalloidin 1 (Abbildung 1.3). [25]
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1.5. Die Klasse der Thiopeptide

Andererseits kann durch gezielteModifizierung der funktionellenGruppen desNatur-

stoffs ein besseres Verständnis der Struktur-Wirkbeziehungen (structure-activity relation-

ship: SAR) und des Pharmacophors erhaltenwerden. Die chemische «Post-Evolution» zur

Optimierung pharmakokinetischer bzw. toxikologischer Eigenschaften des Naturstoffs

dürfte jedoch einen besonders hohen Stellenwert für die Semisynthese aufweisen. [5]

1.5. Die Klasse der Thiopeptide

Eine viel versprechende Gruppe antibiotisch hochwirksamer Naturstoffe stellt die Fa-

milie der Thiopeptide dar. Die Thiopeptide umfassen mehr als 80 zyklische Peptide

von ähnlicher Grundstruktur und makrozyklischem Aufbau (Abbildung 1.4). Die meis-

ten Thiopeptide wurden aus Bakterien der Gattung Actinomyces isoliert. [26,27] Innerhalb

dieser Gruppe ist Thiostrepton 3, das bereits 1954 beschrieben wurde [28], am besten

untersucht (Abbildung 1.4).

1.5.1. Strukturelle Charakteristika der Thiopeptide

Gemeinsam ist allen Thiopeptiden der zentrale Heterozyklus. Zur Einteilung der Thiop-

epide wurde vorgeschlagen, die Oxidationsstufe dieses Heterozyklus zur Grundlage zu

machen (Abbildung 1.4). [29]Die Thiopeptide der Serie a besitzen ein vollständig reduzier-

tes Piperidin (Bsp. Sch-18640 6). Zur Serie b gehören alle Thiopeptide, die ein zentrales

Dehydropiperidin (Bsp. Thiostrepton 3) aufweisen. Serie d Thiopeptide besitzen ein aro-

matisches Pyridin (Bsp. Micrococcin P1 7, GE2270A 4), das bei Vertretern der Serie e

zusätzlich in meta-Stellung mit einer Hydroxygruppe versehen ist (Bsp. Nosiheptid 5).

Der zentrale Heterozyklus ist stets Bestandteil des makrozyklischen A-Rings. Bei eini-

gen Thiopeptiden treten noch weitere Makrozyklen hinzu. Beispielsweise weist Thiost-

repton 3 einen zusätzlichen B-Ring auf, der ebenfalls an den zentralen Heterozyklus

anknüpft. Die Thiopeptide Nosiheptid 5, Nocathiacin 8, Thiazomycin 9 und verwandte

Moleküle besitzen ebenfalls einen zweiten Makrozyklus, allerdings überbrückt er zwei

Reste des A-Rings, ohne auf den zentralen Heterozyklus zurückzugreifen. Die makrozy-

klische Struktur des Thiostreptons 3 gilt als relativ rigide und weist eine wohldefinierte
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1.5. Die Klasse der Thiopeptide

Abb. 1.5. Kristallstruktur des Thiostreptons 3 (pdb:3df5).

Faltung auf, die bezüglich ihrer Komplexität mit kleinen Proteindomänen verlgleichbar

ist (Abbildung 1.5).

1.5.2. Biologische Wirkungen der Thiopeptide

Unter den Thiopeptiden weisen mehrere Vertreter starke antibiotische Wirkung gegen

Gram-positive Bakterien auf. [26] Alle bisher untersuchten Thiopeptide hemmen die bak-

terielle Translation durchHemmung des prokaryotischen Ribosoms. Bisher wurden zwei

verschiedeneWirkmechanismender Translationsinhibierung identifiziert: Thiostrepton 3

und ähnliche Thiopeptide binden an die GTPase-assoziierte Region des Ribosoms, wäh-

rend GE2270A 4 und ähnliche Vertreter an den Elongationsfaktor EF-Tu binden und den

EF-Tu-vermittelten Transport der Aminoacyl-tRNAs an das Ribosom unterbinden. [30,31]

Einige Thiopeptide zeigen IC50-Werte der bakteriellen Wachstumhemmung im sub-

nanomolaren Bereich. Allerdings wird bisher kein Thiopeptid als Antibiotikum in der

Humanmedizin verwendet. Ein Grund hierfür ist, dass Thiostrepton 3 eine zu geringe
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Abb. 1.6. Stukturen der Hydroxypyridin-Thiopeptide Nocathiacin I 8 und Thiazomycin 9.

Wasserlöslichkeit aufweist. Auch die Bindestelle der Thiostrepton-ähnlichen Thiopeptide

an der GTPase-assoziierten Region des prokaryotischen Ribosoms wird bisher nicht als

Wirkort für therapeutische Antibiotika genutzt. Anwendung finden einige Thiopeptide

bisher nur in der Veterinärmedizin in Kombinationspräparaten zur äußerlichen Anwen-

dung oder – historisch – als Futterzusatzstoffe in der Tierzucht. [32,33]

Das Pharmaunternehmen Merck (USA) veröffentlichte vor kurzem Untersuchungser-

gebnisse zum Thiopeptid Thiazomycin 9 (Abbildung 1.6). [34] Thiazomycin weist ähnlich

wie Nocathiacin I 8 einen Aminozucker auf, der über eine glykosidische Bindungmit der

γ-Hydroxygruppe eines B-Ring-Rests verknüpft ist. Bisher sind nurwenige Thiopeptiden

bekannt, die einen solchen Zuckerrest aufweisen. Hervorzuheben ist die besonders hohe

Wachstumsinhibierung des Thiopeptids gegen multi-resistente Gram-positive Stämme.

Gegen Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) besitzt Thiazomycin 9 einen

MIC-Wert von 32 ng/ml (MIC: minimale inhibitorische Konzentration).

Wirkungen bei Eukaryotischen Zellen

Das Thiopeptid Thiostrepton 3 besitzt über die antibakteriellen Eigenschaften hinaus

biologische Wirkung auf verschiedene eukaryotische Zellen. So konnte gezeigt werden,

dass Thiostrepton die Expression des Transkriptionsfaktors Forkhead box M1 (FoxM1)
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1.6. Zielsetzung

inhibiert und in verschiedenen menschlichen Krebszelllinien das Zellwachstum hemmt

bzw. deren Apoptose einleitet. [35,36] Weiterhin wurde gefunden, dass Thiostrepton im

Mausmodell immunsuppressive Wirkung zeigt. [37] Auch bei Zellen des Malariaerregers

Plasmodium falciparum wurde beobachtet, dass Thiostrepton eine wachstumshemmende

Wirkung ausübt. [38,39] Genaue Kenntnisse über die Zielstrukturen des Thiostreptons in

eukaryotischen Zellen lagen jedoch zu Beginn dieser Arbeit nicht vor.

1.6. Zielsetzung

Die Thiopeptide stellen eine äußerst interessante Gruppe von Naturstoffen dar, die viel-

fältige biologische Wirkungen aufweisen. Einige Vertreter binden mit nanomolaren Affi-

nitäten an die GTPase-assoziierte Region des Ribosoms, die sich durch das enge Zusam-

menwirken der beiden Makromolekülklassen Protein und rRNA auszeichnet. Die Thio-

peptide bilden bei der Bindung an diese Stelle Kontakte sowohl zum Protein als auch zur

RNA aus. Hiermit stellen die Thiopeptide eine Besonderheit unter den bisher bekannten

ribosomalen Inhibitoren dar, die in derMehrheit alleinig die rRNA adressieren. [40] Bisher

sind wenige Beispiele vonMolekülen bekannt, die Protein/RNA-Komplexe an den Über-

gängen der einzelnen Komponenten binden, und die Details ihrer Bindung sind wenig

erforscht. Die Thiopeptide können daher als interessante Modellverbindungen gelten,

deren Studium ein detaillierteres Verständnis der ungewöhnlichen Zielstrukturen erhof-

fen lässt. Darüber hinaus können die Thiopeptide als mögliche Leitstrukturen in der

Entwicklung von Substanzen betrachtet werden, die die Funktionen des Ribosomkom-

plexes modulieren. Zu Beginn dieser Arbeiten waren nur wenige Details der Bindung

der Thiopeptide an den L11/23S rRNA-Komplex bekannt (Kapitel 3). Dabei blieben Fra-

gen sowohl zur Bindegeometrie als auch zu den atomaren Wechselwirkungen bislang

unbeantwortet. Vor allem lag noch keine Kristallstruktur eines an die GTPase-assoziierte

Region des Ribosoms gebundenen Thiopeptids vor.

Thiostrepton 3 ist der am besten untersuchte Vertreter der Gruppe der Thiopeptide,

der eine besonders hoher Affinität zur GTPase-assoziierten Region des Ribosoms auf-

weist und beachtliche antibakterielle Wirkung zeigt. Es waren verschiedene Wirkungen
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1. Allgemeine Einleitung

des Thiostreptons auf eukaryotische Zellen bekannt, die jedoch nur unzureichend erklärt

werden konnten. Thiostrepton galt daher als besonders interessanter Ansatzpunkt, um

die biologischen Eigenschaften der Thiopeptide näher zu untersuchen. Das Thiopeptid

ist kommerziell verfügbar, so dass es als ideales Modell-Thiopeptid auch für semisyn-

thetische Ansätze dienen konnte.

Im Zentrum der Arbeiten sollten zunächst semisynthetische Modifikationen des

Thiostrepton-Grundgerüsts stehen. Es galt herauszufinden, welche semisynthetischen

Operationen durchführbar sind, und wie diese optimiert werden können. Neben der

Erforschung der Modifikationen im Sinne von Struktur-Wirk-Beziehungen sollten die

gewonnenen chemischen Erkenntnisse in Synthesen von Thiostrepton- «Werkzeugver-

bindungen«münden,mit derenHilfeweitere zellulären Zielkomponenten des Thiostrep-

tons identifiziert und die Bindung der Thiopeptid(derivate) biochemisch charakterisiert

werden konnten. Im Speziellen sollten auf den semisynthetischen Modifikationen auf-

bauend folgende Fragestellungen adressiert werden:

• Die Details der Thiopeptidbindung an die Protein/rRNA-Bindestelle am Ribo-

som waren nur unzureichend bekannt. Insbesondere fehlten quantitative Da-

ten der Bindungsaffinitäten verschiedener Thiopeptid-Naturstoffe. Deshalb sollten

Fluoreszenzfarbstoff-markierte Thiostreptonderivate synthetisiert werden, welche

die biochemische Bestimmung der Bindungsaffinitäten mittels Fluoreszenzpolari-

sation ermöglichen sollten (Kapitel 2, 3).

• Die Untersuchungen der Thiopeptid-Bindeaffinitäten sollten anschließend auf die

modifizierten Derivate des Thiostreptons ausgeweitet werden. Es sollte untersucht

werden, welche strukturellen Determinanten die Bindeeigenschaften der Thiopep-

tide beeinflussen (Kapitel 3).

• Die antibakterielle Wirkung des Thiostreptons beruht auf der Bindung ans Ribo-

som. Es sollte herausgefunden werden, welchen Einfluss einzelne Komponenten

der Thiostreptonstruktur auf die antibakterielle Wirkung besitzen und welche se-

misynthetischen Modifikationen des Grundgerüsts unter dem Gesichtspunkt einer

pharmokologischen Optimierung toleriert würden (Kapitel 3).
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1.6. Zielsetzung

• Es sollte versucht werden, die unbekannten Zielkomponenten des Thiostreptons in

eukaryotischen Systemen zu identifizieren. Insbesondere die interessante Aktivität

gegen den Malariaerreger P. falciparum sollte hierbei im Fokus stehen (Kapitel 4).

• Neben ihrer antibakteriellen Wirkung sollten die modifizierten Thiostreptonde-

rivate auch auf ihre anti-Malariaeigenschaften hin untersucht werden, um erste

Struktur-Wirkbeziehungen der Thiostrepton-Leitstruktur bei Plasmodien aufzuzei-

gen (Kapitel 3).

• Während dieser Arbeiten wurde die Biosynthese der Thiopeptide überraschend als

ribosomaler Syntheseweg aufgeklärt (Kapitel 5). Es sollte geprüft werden, ob aus

den bisherigen Erkenntnissen Rückschlüsse auf ungeklärte Details des Biosynthe-

sewegs gezogenwerden konnten. Insbesondere konnten bioinformatischeUntersu-

chungen des Biosynthesclusters keine schlüssige Erklärung für die ungewöhnliche

d-Konfiguration des Thiazolins liefern.

• Die Auswirkungen der einzelnen semisynthetischen Modifikationen auf die Kon-

formation der Moleküle und die Auswirkungen auf die biologischen Aktivitäten

sollten im Rahmen einer Kooperation mit einer NMR-Strukturgruppe und einer

Chemieinformatikgruppe untersucht werden (Kapitel 3).
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2. Semisynthetische Derivatisierung

des Thiostreptons
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

«Der Derivatisierungschemiker nähert sich

dem Zielmolekül über ein „Minenfeld” von

ungeschützten funktionellen Gruppen.»

(Häbich et al. 2006 [5])

2.1. Semisynthese als methodischer Zugang zur Klasse

der Thiopeptide

Ein möglicher Zugang zu den Thiopeptiden und deren Modifikationen besteht in der

Totalsynthese der Moleküle. Für einige der Thiopeptide konnten bereits Totalsynthe-

sen entwickelt werden (z. B. Thiostrepton [41,42], GE2270A [43,44], Micrococcin [45]). In der

Arbeitsgruppe wurde parallel ein Synthesezugang zum Nosiheptid 5 erfolgreich voran-

getrieben. [46] Aufgrund der Größe und Komplexität der Moleküle weisen die arbeits-

aufwendigen Synthesen sehr viele Stufen auf, was in relativ geringen Gesamtausbeuten

resultiert. [27] Für die zügige Untersuchung und Weiterentwicklung von Thiopeptidde-

rivaten als pharmakologisch interessante Moleküle sind die meisten Totalsynthesen zu

aufwendig. Daher bietet sich die Semisynthese als mögliche Alternative an, um modifi-

zierte Thiopeptidderivate bereitzustellen.

Erfolgreiche Derivatisierungsstrategien würden ein tieferes strukturelles Verständ-

nis der Naturstoffklasse und ihrer Wirkmechanismen ermöglichen, woraus Struktur-

Wirkbeziehungen abgeleitet werden könnten. Über gezielte Modifizierungen würden

die pharmakologischen Eigenschaften der Naturstoffe verändert werden können und

die Anwendungspotentiale der Naturstoffklasse als therapeutischeWirkstoffe aufgezeigt

werden. Besonders herausfordernd ist hierbei die Frage, ob sich die beachtlich hohe struk-

turelle Komplexität der Thiopeptide auf synthetisch leichter zugängliche Verbindungen

reduzieren ließe, ohne hierbei an biologischer Aktivität einzubüßen. Funktionstragende

Derivate würden vermutlich in der Aufklärung noch unbekannter zellulärerWirkmecha-

nismen behilflich sein.
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2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine

Im Falle des glykosylierten Thiopeptids Nocathiacin 8 wurde von Seiten der phar-

mazeutischen Industrie bereits von semisynthetischen Modifikationen am Grundgerüst

berichtet. So konnte nebender FunktionalisierungdesHydroxypyridins und -indols [47,48]

auch Michael-Additionen an das Dehydroalanin der Seitenkette [49,50] und Modifikatio-

nen des terminalen Amids [51,52] vorgenommen werden. Manche der modifizierten No-

cathiacinderivate zeigten hohe antibakterielle Aktivitäten bei gleichzeitig verbesserten

physikochemischen Eigenschaften. [53]

Der Naturstoff Thiostrepton 3 eignet sich ideal als Modellverbindung für semisyn-

thetische Studien der Thiopeptide. Einerseits ist Thiostrepton kommerziell verfügbar,

andererseits ist Thiostrepton das bisher komplexeste Thiopeptid innerhalb dieser Fami-

lie, so dass sich die entwickelndenMethoden leicht in ähnlicher Weise auf die strukturell

einfacheren Mitglieder der Gruppe übertragen lassen sollten. Interessanterweise waren

bis zum Beginn dieser Arbeit dazu keine Studien veröffentlicht worden. Im Folgenden

werden die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Derivatisierungsstrategien des

Thiostreptons beschrieben, geordnet nach den jeweiligen funktionellen Gruppen, die als

Ansatzpunkte innerhalb des Moleküls dienten.

2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine

2.2.1. Vorkommen der Dehydroaminosäuren

Die ungesättigten Dehydroaminosäuren Dehydroalanin (Deala) und Dehydrobutyrin

(Dhb) sind charakteristische Strukturmerkmale der Thiopeptide (Schema 2.1). Beide

nichtproteinogenen Aminosäuren zeichnen sich durch eine C-C-Doppelbindung zwi-

schen dem Cα- und dem Cβ-Atom aus. Während Dehydroalanin biosynthetisch durch

Dehydratisierung aus Phospho-Serin gebildet werden kann, geht Dehydrobutyrin aus

Phospho-Threonin hervor. [54,55] Neben den Thiopeptiden weisen weitere Naturstoffklas-

sen Dehydroaminosäuren als strukturelles Merkmal auf (Kapitel 2.2.4). An dieser Stelle

seien beispielhaft die Lantibiotika unddieGruppe derMicrocystine genannt. Auf die Bio-

synthese von Dehydroaminosäuren enthaltenden Naturstoffen wird in Kapitel 5 näher

eingegangen.
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2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine

Neben peptidischenNaturstoffen können auch Dehydroalanine in Proteinen auftreten.

Sie gehen wahrscheinlich durch nicht-enzymatische β-Eliminierung aus Serin- bzw. Cys-

tinresten hervor: Experimentell konnte schon vor längerer Zeit gezeigtwerden, dass hohe

Temperaturen und alkalische Bedingungen die Eliminierung in vitro begünstigen. [56] Tat-

sächlich werden regelmäßig in Alkali-behandelten Lebensmittelzubereitungen erhöhte

Konzentrationen an Dehydroaminosäuren gefunden. [57] Auch in vivo scheinen in man-

chen Proteinen Dehydroalanine vorzukommen. Zur Zeit ist noch wenig darüber be-

kannt, wie verbreitet die Umwandlung zu Dehydroalanin in Proteinen unter physiolo-

gischen Bedingungen ist. Kürzlich konnte von Bar-Or et al. gezeigt werden, dass etwa

5% des gesamten humanen Serumalbumins (HSA) im Blut in vivo mit der Modifikati-

on Cys487→Deala vorliegt. [58] Andere Cys-Reste waren nicht betroffen, und in parallel

untersuchten Blutproteinen konnten keine Deala-Reste gefunden werden, was auf ei-

ne gewisse Spezifität schließen lässt. Cho et al. fanden, dass Glutathion Peroxidase 1

(GPx1) durch die Umwandlung des katalytisch aktiven Restes Selenocystein zu Dehy-

droalanin irreversibel inaktiviert wird. [59] Es wird angenommen, dass GPx-SeH durch

H2O2 zu GPx-SeO2H oxidiert wird, so dass eine gute Abgangsgruppe entsteht, die leicht

zum Dehydroalanin eliminiert (syn-Eliminierung). Interessanterweise wird die Oxidati-

on von Selenocysteinderivaten zum Selenoxid häufig als Methode zur Installation von

Dehydroalaninen in der Synthese von Naturstoffen angewandt (Kapitel 2.2.3). Auch

bei Cystein könnte die vorhergehende Oxidation des Schwefelatoms zum Sulfoxid die

β-Eliminierung einleiten. Offensichtlich gibt es verschiedene Möglichkeiten, wie Dehy-

droaminosäuren in Proteinen entstehen können. Ob die Modifikationen hauptsächlich

spontan entstehen und deshalb als Schäden der Proteine aufzufassen sind, oder ob sie

als reguläre posttranslationale Modifikationen von Proteinen zu betrachten sind, denen

eine spezifische biologische Rolle zukommt, ist z. T. noch unklar.

2.2.2. Strukturstabilisierung durch Dehydroaminosäuren

Die Dehydroaminosäuren haben charakteristischen Einfluss auf die Rückgratkonforma-

tion von Peptiden. Der Übergang vom gesättigten, tetraedrischen sp3-C-Atom zum tri-

gonalen sp2-hybridisiertem C-Atom und der Verkürzung der Cα–Cβ-Bindung induziert
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

starke und spezifische sterische Effekte in der Rückgratkonformation. Kristallstrukturen

von Modellpeptiden zeigen, dass Dehydroalanin eine planare Konformation einnimmt,

mit Φ und Ψ-Torsionswinkeln, die einer trans-Orientierung entsprechen. [60,61] In den

vorhergehenden Aminosäuren innerhalb der Modellpeptide induzierte Dehydroalanin

einen inversen γ-Turn im Rückgrat, falls der vorhergehende Rest β-verzweigt ist. Zur

Zeit fehlen jedoch noch umfassende Untersuchungen zu den strukturellen Einflüssen

der Dehydroaminosäuren auf die Konformation von Proteinen.

2.2.3. Chemische Reaktivität der Dehydroaminosäuren

Dehydroalanin kann als Akzeptor in Michael-Additionsreaktionen fungieren, zeigt hier-

bei jedoch als kryptisches Enamin vergleichsweise schwache Reaktivität. Obwohl die

Michael-Addition allgemein eine vielseitige und nützliche Reaktion in der organischen

Chemie darstellt, sind bisher nur wenige Arbeiten zur Michael-Addition von Nukleo-

philen an Dehydroaminosäuren veröffentlicht worden. [62,63] Vor kurzem konnte gezeigt

werden, dassMichael-AdditionenvonThiolen bzw.Aminen andieDehydroaminosäuren

Deala oder Dhb in Wasser bzw. Wasser/Methanolgemischen eine vielfach höhere Reak-

tionsgeschwindigkeit aufweisen. [64] Generell zeichnet sich die Reaktion durch folgende

Eigenschaften aus:

• Reaktionen mit Thiolen als Nukleophil verlaufen schneller als solche mit Aminen:

Dehydroalaninamid 12 reagierte beispielsweise mit 10Äquiv. Methylamin zumMi-

chaeladdukt 13 in 5 h, während das gleiche Dehydroalaninamid mit nur 3Äquiv.

Isopropylthiol (Me2CHSH) bereits in 1 h komplett umgesetzt wurde. [64]
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2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine

• Dehydrobutyrin ist deutlich weniger reaktiv als Dehydroalanin: Die Umsetzung

von Dehydrobutyrinamid 15 mit Isopropylthiol (Me2CHSH) gelingt in hoher Aus-

beute nur durch Einsatz eines hohen Überschusses an Thiol (50Äquiv.) und langen

Reaktionszeiten. [64]
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Stabilität der Deala-Peptide

Im Vergleich zu anderen proteinogenen Aminosäuren sind die Dehydroaminosäuren

Dehydroalanin und Dehydrobutyrin als N-Acylenamine deutlich weniger stabil gegen

Behandlung mit starken Säuren. So konnten Chan et al. aufzeigen, dass die säureindu-

zierte Spaltung (Hydrolyse) des Lantibiotikums Nisin durch die inherente Elektrophilie

der Deala-Reste nach dem in Schema 2.2 gezeigten Mechanismus ablaufen kann. [65]
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Schema 2.2 Vorgeschlagener Mechanismus des säureinduzierten Deala-Peptid-Abbaus. [65] An
das anfänglich reversibel gebildete Iminiumsalz kann Wasser addieren. Das instabi-
le tetraedrische α-Hydroxyalanyl-Intermediat zerfällt nachfolgend in ein Peptid-Amid
und ein Pyruvyl-Peptid-Derivat.

In Totalsynthesen werden Deala-Reste oft erst in den letzten Schritten aus maskier-

ten Vorläufern generiert. Sowohl in der Totalsynthese des Thiostreptons [41,42], als auch

in der des Argyrins [66] wurde beispielsweise Phenylselencystein [67] als Deala-Vorstufe

eingesetzt. Am Ende der Synthese wird das Selenid durch selektive Oxidation in das

entsprechende Selenoxid überführt, welches dann durch syn-Eliminierung in das Dehy-

droalanin überführt wird (Schema 2.3).
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons
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Schema 2.3 Synthesestrategie zur Installation von Dehydroalanin in peptidischer Umgebung. [67]

Das Phyenylselencystein wird selektiv mittels oxidativer Eliminierung in das Dehy-
droalanin überführt.

2.2.4. Biochemische Bedeutung der Dehydroaminosäuren in

Naturstoffen

Dehydroaminosäuren enthaltende Naturstoffe zeigen oft selektive kovalente Reaktivi-

tät mit Proteinen und sind daher unter den allgemein reaktiven Naturstoffen [68] eine

Besonderheit.

Microcystine

Zur Gruppe der Microcystine (Abb. 2.2) gehören zyklische Heptapeptide, die starke He-

patotoxine darstellen und vonCyanobakterien derGattungenNostoc,Oscillatoria,Anabae-

naundMicrocystis gebildetwerden. [69]Mehr als 65 verschiedeneMicrocystinewurden bis

heute beschrieben, die größtenUnterschiede treten an zwei variablenAminosäurepositio-

nen auf. Die Microcystine sind Produkte kombinierter NRPS /Polyketidsynthetasen. [70]

Die toxischeWirkung derMicrocystine beruht auf der Inhibierung der Serin /Threonin

Phosphatasen 1 (PP1) und 2A (PP2A), die an einer Reihe von zellulären Funktionen wie

beispielsweise Glykogenmetabolismus, Apoptose oder Embryogenese beteiligt sind. [71]

Microcystin LR 17 bindet mit subnanomolarer Affinität an PP1 und zeigt mannigfaltige

Interaktionen mit dem aktiven Zentrum des Enzyms in der Kristallstruktur. [72] Nach

zunächst nichtkovalenter Bindung in der Bindungstasche des Enzyms bildet sich ein ko-

valentes Michael-Addukt zwischen der Thiolfunktion eines nichtkatalytischen Cysteins
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in derNähe des aktiven Zentrums (Cys273) und demN-Methyldehydroalanin desMicro-

cystins aus (Schema 2.4, Abbildung 2.3). [73,74] Zur erfolgreichenMichael-Addition scheint

die vorherige nichtkovalente Bindung des Moleküls in der Bindetasche des Enzyms es-

sentiell zu sein, da denaturiertes Protein in Kontrollreaktionen nicht mit Microcystin

reagierte. [74] Dagegen bleibt die Wirkung auch auf Cys273-Mutanten erhalten, so dass

die kovalente Reaktion nicht für die Funktion entscheidend ist.

Lantibiotika

Zur Gruppe der Lantibiotika zählt man ribosomal synthetisierte, posttranslational mo-

difizierte antimikrobielle Peptide, die von Gram-positiven Bakterien hergestellt werden

und mehrere Wirkmechanismen aufzeigen. [75] Charakteristisch für die Lantibiotika sind

die Thioether-Aminosäuren Lanthionin 18 (Lan) undMethyllanthionin 19 (Mlan) (Abbil-

dung 2.4). Biosynthetisch werden die Thioetheraminosäuren durch einen zweistufigen

Prozess posttranslational gebildet: Die Ser-bzw. Thr-Reste der Vorläuferpeptide (Prepep-

tide) werden im ersten Schritt enzymatisch zu den entsprechenden Dehydroalaninen

(Ser) bzw. Dehydrobutyrinen (Thr) dehydratisiert (vgl. Biosynthese der Thiopeptide, Ka-

pitel 5). Dies geschieht durch Phosphorylierung der Ser /Thr-Reste und nachfolgender

β-Eliminierung des Phosphats zur Dehydroaminosäure. Nachfolgendwerden durch eine

vermutlich stets nucleophile Addition der Thiolfunktion eines Cys-Restes auf die Dehy-
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Abb. 2.3. Microcystin LR 17 gebunden an die Phosphatase PP1 (pdb:1fjm). [72] Das reaktive Cy-
stein (gelb) des Proteins bildet eine kovalente Bindung mit dem N-Methyldehydroalanin
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Aminosäuren Lanthionin 18 (Lan) und Methyllanthionin 19 (Mlan). Man beachte die
d- / l-Konfiguration beider Di-Aminosäuren.

droaminosäure eine Thioetherbrücke in einer Michael-artigen Reaktion gebildet. Dabei

entsteht aus derAddition einesCysteins an einDehydroalanin die Thioether-Aminosäure

Lanthionin 18, während Dehydrobutyrin mit einem Cystein zu Methyllanthionin 19 ver-

knüpftwird. Es fällt auf, dass in Lantibiotika stets die l-/d-Alternanz der Stereochemie ge-

funden wird, rein basenkatalysiert aber immer Diastereomerengemische enstehen. Man

nimmt daher an, dass die Ringschlüsse stets enzymkatalysiert ablaufen.

Der zweistufige Prozess der Dehydratisierung und Zyklisierung kann entweder durch

zwei verschiedene Enzyme (z. B. Nisin-Biosynthese: NisB bzw. NisC), oder durch ein

einziges Enzym mit dualer Funktion katalysiert werden (z. B. Lacticin 481-Biosynthese:

LctM). [55,75] Vor kurzem konnte vom Enzym NisC, das die Zyklisierung der Thioether-

ringe in der Biosynthese des Lantibiotikums NisinA 20 (Abbildung 2.5) katalysiert, eine

Kristallstruktur ermittelt werden. Daraufhin wurde für die enzymkatalysierte Michael-

Addition folgender Mechanismus vorgeschlagen (Abbildung 2.5): [76] Die Thiolfunktion

des Cysteins wird zunächst deprotoniert und verdrängt ein gebundenes Wassermolekül

vom Zn2+-Ion des aktiven Zentrums. Der folgende Angriff des Thiolats auf das β-Atom

des Dehydrobutyrins erzeugt ein Enolat-Intermediat, das stereoselektiv in der α-Position

protoniert wird, so dass die d-Konfiguration entsteht (anti-Addition).

Neben ihres Auftretens während der Biosynthese weisen viele der bekannten Lanti-

biotika Dehydroaminosäuren auf. Ein Beispiel hierfür ist das gut untersuchte NisinA 20,

das neben zwei Dehydroalaninen auch ein Dehydrobutyrin besitzt (Abbildung 2.5). Die

biochemische Rolle der Dehydroalanine im Wirkmechanismus der Lantibiotika konnte

bisher nicht eindeutig geklärt werden.

Vor kurzemwurde mit Entdeckung der Labyrinthopeptide eine neue Klasse innerhalb

der Lantibiotika etabliert. [77] Die Labyrinthopeptide zeichnen sich durch carbazyklische
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Abb. 2.6. Struktur der Triaminosäure Labionin 21 (Lab), die erstmals im Zusammenhang mit den
Labyrinthopeptiden beschrieben wurde. [77]

Verbrückungen aus, die zusätzlich zu den bekannten Thioetherverbrückungen vorhan-

den sind. Die carbazyklischen Verbrückung tritt in der neuen Aminosäure Labionin 21

(Lab) auf, die der bekannten Thioether-Aminosäure Lanthionin 18 ähnelt. Im Gegensatz

zu Lanthionin 18 weist diese jedoch ein zentrales quartäres C-Atom auf, das über eine

zusätzliche Methylenbrücke mit einer weiteren Aminosäure verknüpft ist (Abbildung

2.6). Bezüglich der Biosynthese des Labionins wird eine außergewöhnliche Michaelre-

aktion angenommen. Nach Dehydratisierung von zwei Ser-Resten zu Dehydroalaninen

und dem nukleophilen Angriff eines Cys auf das erste Dehydroalanin wird das entste-

hende Carbanion am α-C-Atom stabilisiert und im nächsten Schritt als C-Nukleophil an

das verbleibende Dehydroalanin unter Ausbildung der Methylenbrücke addiert. [78]

Thiopeptide

Die meisten Thiopeptide enthalten in ihrer Struktur eine oder mehrere der Dehydro-

aminosäuren Dehydroalanin oder Dehydrobutyrin (vgl. Kapitel 1). Bisher wurden nach

unserem Wissen keine Untersuchungen bezüglich der Notwendigkeit der Dehydroami-

nosäuren für die antibiotische Wirkung der Thiopeptide beschrieben. Allerdings konn-

te das Protein TipAL identifiziert und charakterisiert werden, das Thiostrepton 3 und

weitere Thiopeptide kovalent bindet und in Mechanismen der Transkriptionsregulation

involviert ist. Die Bindung erfolgt dabei über eine Michael-Addition eines Cysteins an

ein Dehydroalanin in der Seitenkette des Thiostreptons 3.
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

Deala-vermittelte kovalente Bindung der Thiopeptide an de n

Transkriptionsregulator TipA

TipA-Proteine (Thiostrepton induced proteins) wurden erstmals bei Streptomyces lividans be-

schrieben [79] und werden in diesen Bakterien in großem Umfang (bis 10% der löslichen

Proteine) induziert,wenn sie inKontaktmit geringenKonzentrationen (10−9m) an Thiost-

repton 3 kommen [80]. Sie gehören zur Familie der MerR-Regulatorproteine und vermit-

teln schwache Resistenz gegenüber Thiostrepton 3. TipA-Proteine wurden bisher nur in

Nichtproduzenten beschrieben und können neben Thiostrepton 3 auch durch verwandte

Thiopeptide (z.B.Micrococcin,Nosiheptid, Promoinducin) induziertwerden. [81,82]MerR-

Regulatorproteine sind bei Bakterien für die Transkriptionskontrolle von Proteinen des

MDR-Systems [83] (Multiple drug resistance) verantwortlich. [84] Zu dem MDR-System ge-

hören u. a. Efflux-Membranproteine, die Xenobiotika aus der Zelle schleusen, sowie mo-

difizierende Enzyme, die die toxischen Stoffe durch Konjugation chemisch modifizieren

und so entfernen. Die MerR-Regulatorproteine besitzen einen modularen Aufbau aus ei-

ner N-terminalen DNA-bindenden Domäne und einer C-terminalen Domäne. Während

die N-terminale Domäne große Sequenzähnlichkeit zwischen den verschiedenen Vertre-

tern derMerR-Familie aufweist, ist dieC-terminale Domäne als »Sensor« für die jeweilige

Gruppe von Effektormolekülen spezifisch.

Das für die TipA-Proteine bei S. lividans codierende Gen tipA kann durch alternative in-

frame Translation die beiden Produkte TipAS (S für short: 144 Aminosäuren) und TipAL (L

für long: 253 Aminosäuren) ergeben. TipAS weist den C-terminalen Teil des Gesamtpro-

teins TipAL und beinhaltet eine Erkennungsdomäne für Thiostrepton 3. DerN-terminale

Teil des TipAL-Proteins hingegen zeigt große Ähnlichkeit mit den entsprechendenMerR-

Proteindomänen und ist für die spezifische Bindung des Regulatorproteins an die Pro-

motersequenz ptipA verantwortlich. Das Gen tipA steht unter der Kontrolle des eigenen

Promoters ptipA, so dass dieses autoinduziert reguliert wird. Ist Thiostrepton 3 in der

Zelle vorhanden, wird dieses von TipAL und TipAS gebunden, und TipAL induziert die

Transkription des Gens tipA. Hierbei wird TipAS in einemmolaren Überschuss von etwa

Faktor 20 produziert. Dies lässt eine Dämpfung des regulatorischen Signals und eine

Entgiftungsfunktion für TipAS vermuten.
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2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine

Mit Hilfe von Massenspektrometrie konnte aufgezeigt werden, dass Thiostrepton 3

über einen Deala-Rest kovalent mit dem Cys214 der Proteine TipAS und TipAL in ei-

ner Michael-Additionsreaktion reagiert. Die Identität des Deala-Rests wurde nicht be-

stimmt. [85] Durch die Bindung des Thiostreptons an TipAS kommt es zu einer Konfor-

mationsänderung im Protein, die mittels NMR nachgewiesen werden konnte (Vergleich

von apo-TipAS zu TipAS-Thiostrepton). [86] Hierbei kommt es zu einer vermehrten α-

Helixbildung im Linkerbereich des Proteins TipAL und zu einer erhöhten Bindungsaffi-

nität des TipAL-Dimers an die Promotor-DNA (∼ Faktor 10), was eine erhöhte Transkrip-

tion durch die RNA-Polymerase induziert. [87]

Interessanterweise besitzt TipAS eine Globin-ähnliche Faltung, wie mittels NMR nach-

gewiesen werden konnte. [86] Anstelle des Porphyrin-Liganden der Globine (vgl. Hä-

moglobin) bindet bei TipAS ein Molekül Thiostrepton 3 in der zentralen hydrophoben

Tasche. Das reaktive Cys214 liegt bei TipAS am Ende der hydrophoben Tasche, wobei

die Thiolfunktion der Seitenkette in Richtung der Taschenöffnung zeigt und dem umge-

benden wässrigen Medium zugänglich ist. Im Gegensatz hierzu ist das andere Cys207

des Proteins TipAS inmitten der Helices α2/α3 verborgen und schlecht zugänglich. Es ist

davon auszugehen, dass Thiostrepton 3 in der hydrophoben Tasche des Proteins TipAS

(bzw. TipAL) bindet, und dass anschließend ein Deala-Rest der Seitenkette des Thiost-

reptons 3 mit dem reaktiven Cys214 unter Ausbildung einer Thioetherbrücke kovalent

reagiert.

Argyrin

Die zyklischen Octapeptide der Gruppe der Argyrine (Abbildung 2.7) wurden aus dem

Myxobakterium Archangiumgephyra isoliert und zeigen antitumorale und immunsup-

pressive Eigenschaften. [88,89] Neben einem Thiazolring, einem 4’-Methoxytryptophan

und der Aminosäure Sarkosin (N-Methylglycin) weisen alle Argyrine ein Dehydroala-

nin 10 auf. Untersuchungen zum Wirkmechanismus der antitumoralen Eigenschaften

deuten auf eine Inhibierung des Proteasoms hin (vgl. Kapitel 4). [90] Es konnte gezeigt

werden, dass die Proteasominhibierung durch ArgyrinA 22 der Abbau des Tumorsup-

pressorproteins p27kip1 verhindert wird. Bemerkenswerterweise ist die zelluläre Ant-
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Abb. 2.7. Struktur des zyklischen Octapeptids Argyrin A 22.

wort auf Proteinebene bei Proteasominhibierung durch den etablierten Inhibitor Borte-

zomib 106 deutlich abweichend von der Inhibierung durch ArgyrinA 22. Die Funktion

des Dehydroalanins im Wirkmechanismus konnte bisher nicht aufgeklärt werden.

2.2.5. Michael-Additionsreaktionen an Thiostrepton

Die Reaktivität der Dehydroalanine als Michael-Akzeptoren sollte sich gut für semi-

synthetische Modifikationen des Thiostreptons 3 nutzen lassen. Erste Vorversuche mit

Cystein als Michael-Donor ergaben allerdings komplexe Reaktionsmischungen. Massen-

spektrometrische Analysen (MALDI /LC-MS) der Reaktionsmischungen deuteten auf

Mehrfachadditionen hin. Durch die drei Deala-Reste und dem Dhb-Rest ergeben sich

mehrere Möglichkeiten der Michael-Addition (Abbildung 2.8). Darüber hinaus könnte

sich Cystein sowohl über die Thiolfunktion als auch über das Amin an Thiostrepton 3

addieren, also isomere Produkte ergeben.

Verkürzung der Thiostrepton-Seitenkette

Um eine selektive Reaktionsführung der Michael-Addition zu ermöglichen, wurde nach

einer Lösung gesucht, dieKomplexität des Thiostreptons 3 bezüglich derDehydroalanine

zu reduzieren ohne die Gesamtstruktur zu beeinträchtigen. Interessanterweise wurde

während der Entwicklung der Totalsynthese des Thiostreptons 3 von Nicolaou et al.

eine Nebenreaktion beobachtet. [42] Bei der Entschützung eines Fragments der Bis-Deala-

Thiostreptonseitenkette mit Diethylamin (Et2NH) trat eine Verkürzungsreaktion des Bis-
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Deala-Fragments auf, wobei das terminale Dehydroalanin abgespalten wurde.
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Schema 2.6 Vorgeschlagener Mechanismus der Verkürzungsreaktion der Thiostrepton-
Seitenkette mittels Diethylamin (Et2NH). Modifiziert nach Literatur [42].

Der dazu vorgeschlagene Mechanismus ist in Schema 2.6 dargestellt. Das endständige

Dehydroalanin tautomerisiert im Basischen zu Acylimin 25, das über einen nukleophilen

Angriff des Amins zum Intermediat 26 überführt wird. Umlagerung führt anschließend

zur Abspaltung des Iminiumions, wodurch das einfach verkürzte Thiostreptonderivat 23

entsteht.
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Schema 2.7 Synthese des einfach verkürzten (23) und des zweifach verkürzten (27) Thiostrep-
tons aus Thiostrepton 3. Bedingungen: a) 10% Et2NH in CHCl3, 0 ◦C→ RT, 3 h, 70 %
23, 15 % 27. b) 10–20% Et2NH in CHCl3, 0 ◦C→ RT, 56 h, 48 %.

Die beschriebene Verkürzungsreaktion konnte unter leicht veränderten Bedingungen

mit CHCl3 als Lösungsmittel und 10% Diethylamin (Et2NH) auf das Gesamtmolekül

Thiostrepton 3 übertragen werden (Schema 2.7). Erfreulicherweise verlief die Reakti-

on ohne nennenswerte Nebenreaktionen. Als Hauptprodukt enstand das einfach ver-

kürzte Thiostrepton 23 in guter Ausbeute (70%). Die Reaktion konnte erfolgreich im

Gramm-Maßstab durchgeführt und die Produkte mittels Kieselgelchromatographie ge-

reinigt werden, so dass größere Mengen des einfach verkürzten Thiostreptons 23 als

Ausgangsmaterial dargestellt werden konnten.

Die NMR-Spektren des einfach verkürzten Thiostreptons 23 zeigen deutlich das Feh-

len der Signale des Dehydroalanins 3 (Deala3) (vgl. Abbildungen 2.10, 2.9). Die beiden

geminalen β-Protonen der Dehydroalanine bilden charakteristische Signalgruppen im

NMR aus. Jedes Proton erscheint im 1H-Spektrum als Signal-Dublett mit einer kleinen

Kopplungskonstante von 1.6 – 2.2Hz, wobei im gCOSY-Spektrum ein 2J-Spinsystem auf-

tritt, das sich leicht identifizieren lässt. Im Thiostrepton 3 treten insgesamt drei dieser

Spinsysteme mit Verschiebungen im Bereich 5.0 – 6.5 ppm auf, die den drei Dehydroala-

ninen zuzuordnen sind (Abbildung 2.9). Im gCOSY-Spektrum des einfach verkürzten

Thiostreptons 23 fehlt eindeutig das Spinsystem des Deala3 (Abbildung 2.10).

Neben dem einfach verkürzten Thiostrepton 23 als Hauptprodukt entstand ein zusätz-

lichesNebenprodukt (15%), das aufgrund seinerMolekülmasse (MALDI bzw. LCMS) als
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Abb. 2.9. 1H-/gCOSY-NMR-Spektrum des Thiostreptons 3. Die Spinsysteme der drei Aminosäu-
ren Deala1, Deala2 und Deala3 der geminalen β-Protonen sind angegeben.

weiter abgebautes Thiostrepton 27 identifiziert werden konnte. Weitergehende HRMS-

undNMR-Analytik nach Isolierung desNebenprodukts bestätigte die Identität des zwei-

fach verkürzten Thiostreptons 27 (Abbildung 2.11). In den NMR-Spektren ist nur noch

ein Dehydroalanin-Spinsystem (Deala1) vorhanden.

Zur Überprüfung, ob ein sequentieller Abbau der Thiostrepton-Seitenkette möglich

war, wurde die Verkürzungsreaktion mit isoliertem einfach verkürztem Thiostrepton 23

durchgeführt (Schema 2.7). Tatsächlich konnte das zweifach verkürzte Thiostrepton 27

erhalten werden. Die zweite Verkürzungsreaktion verläuft deutlich langsamer als die

erste. Um ausreichend hohen Umsatz des einfach verkürzten Thiostreptons 23 zu errei-

chen, waren größereMengen Diethylamin Et2NH (10–20%) und längere Reaktionszeiten

(56 h) erforderlich (Aubeute: 48%).

Michael-Additionsreaktion von Thiolen an das einfach verk ürzte Thiostrepton 23

Erste Vorversuche zur Michael-Addition von monofunktionalen Thiolen an das ein-

fach verkürzte Thiostrepton 23 verliefen vielversprechend. Die Reaktion mit l-N-

Acetylcysteinmethylester (1.2Äquiv.) verlief selektiv ohne Bildung nennenswerter Ne-
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Abb. 2.10. 1H-/gCOSY-NMR-Spektrum des einfach verkürzten Thiostreptons 23. Die Spinsyste-
me der beiden Aminosäuren Deala1 und Deala2 der geminalen β-Protonen sind an-
gegeben. Das Spinsystem der Aminosäure Deala3 (vgl. Thiostrepton 3) ist nicht mehr
vorhanden.

benprodukte zumMichael-Addukt 28 (Schema 2.8). Isolieren derHauptkomponente und

Analyse mittels LCMS und 2D-NMR ergab, dass das geschützte Cystein regioselektiv

zum Monoaddukt 28 an das verbleibende Dehydroalanin (Deala2) in der Thiostrepton-

Seitenkette addiert. Die besten Resultate erzielten wir in einem Lösungsmittelgemisch

aus Trifluorethanol (TFE) / Puffer 2:1. Als Puffer wurde 50mm Natriumphosphatpuffer

pH9 verwendet. Zusätzlich konnte die Reaktion durch die Zugabe von Triethylamin

(Et3N) beschleunigt werden, so dass das Ausgangsmaterial schon nachwenigen Stunden

komplett umgesetzt wurde.

Die NMR-Spektren des Michael-Addukts 28 zeigen, dass die Signale der Deala2-β-

Protonen wie erwartet verschwinden (Abbildung 2.12). Durch die Michael-Addition ent-

steht an der Position des Deala2 ein neues Cystein mit α- und β-Protonen. Die neuen

β-Cys-Protonen treten als Multiplett bei einer Verschiebung von δ= 2.93 – 2.80 ppm auf.

Durch das benachbarte stereogene Zentrum werden die beiden neuen β-Cys-Protonen

differenziert und zeigen unterschiedliche Verschiebungen. Allerdings überlagern sie sich

mit den beiden β-Cys-Protonen desN-Acetylcysteinmethylesters. Das gleiche gilt für die
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Abb. 2.11. 1H-/gCOSY-NMR-Spektrum des zweifach verkürzten Thiostreptons 27. Das Spinsys-
tem der Aminosäure Deala1 der geminalen β-Protonen ist angegeben. Die Spinsys-
teme der Aminosäuren Deala2 und Deala3 (vgl. Thiostrepton 3) sind nicht mehr vor-
handen.

αCys-Protonen des neu gebildeten Cysteins und des N-Acetylcysteinmethylesters, die

sich ebenfalls überlagern. Diese beiden α-Cys-Protonen treten bei einer Verschiebung

von δ= 4.59 – 4.50 ppm auf. Hinzu kommt, dass durch dieMichael-Addition zwei Diaste-

reomere gebildet werden, die sich in ihrer Konfiguration amCα-Atom des neu gebildeten

Cysteins unterscheiden. Hierdurch kommt es zu einer weiteren Überlagerung von unter-

schiedlichenSignalen sowohl inderRegionderα- als auchder β-Cys-Protonen. Besonders

gut zu unterscheiden sind die beidenDiastereomere im Singulett-Signal desMethylesters

bei 3.55 ppm. Im 1H-Spektrum sind in diesem Bereich zwei Singuletts von ungefähr glei-

cher Intensität vorhanden, d. h. beide Diastereomere bilden sich in fast gleichemUmfang.

Üblicherweise waren die beiden Diastereomere nicht durch Kieselgel-Chromatographie

oder HPLC zu trennen.

Bei der Addition von Alkylthiolen (beispielsweise C8-Kette, Michael-Addukt 30, vi-

de infra) wurde beobachtet, dass die beiden Diastereomere in analytischen HPLC-Läufen

leicht unterschiedliche Retentionszeiten aufwiesen. Nach aufwendigen Trennungsläufen

mittels präparativer HPLC konnten zur NMR-Analytik ausreichende Mengen der bei-
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repton 23 zum Additions-Produkt 28. Bedingungen: a) l-N-Acetylcysteinmethylester,
Et3N, TFE/H2O 2:1, pH 9, RT, 32 %.

den Diastereomere isoliert werden. Durch Koinjektion der beiden Diastereomere in der

analytischenHPLCund in der LCMS konnte verifiziert werden, dass es sich um zwei ver-

schiedene Isomere handelte. Die Auswertung der NMR-Spektren ergab, dass fast keine

Unterschiede zwischen den beiden Proben auszumachen waren.

Unter den genannten Reaktionsbedingungen wurden keine Mehrfachadditionen be-

obachtet, obwohl das einfach verkürzte Thiostrepton 23 mit dem Dehydroalanin 1 (Dea-

la1) im B-Ring und dem Dehydrobutyrin (Dhb) des A-Rings noch zwei weitere po-

tentielle Michael-Akzeptoren aufwies. Die Regioselektivität ist vermutlich der unter-

schiedlichen Reaktivität der Dehydroalanine an den verschiedenen Positionen in der

Struktur des Thiostreptons 3 geschuldet (vide infra). Gegenüber den Vorversuchen zur

Michael-Addition an Thiostrepton 3 mit nicht geschütztem Cystein wurde mit N-

Acetylcysteinmethylester ein monofunktionaler Michael-Donor gewählt, der keine wei-

tere nukleophile, Michael-reaktive Funktionalität (vgl. Amin des Cysteins) besitzt. Beide

Effekte zusammengenommen sind wahrscheinlich dafür verantwortlich, dass die Um-

setzungen sehr selektiv verliefen, und dass vorrangig nur eine Hauptkomponente als

Produkt erhalten wurde.
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Abb. 2.12. 1H-/gCOSY-NMR-Spektrum des Michael-Additionsprodukts 28 aus der Reaktion von
l-N-Acetylcysteinmethylester mit einfach verkürztem Thiostrepton 23. Das Spinsys-
tem der Deala2-β-Protonen ist nicht mehr vorhanden, da Deala2 an der Reaktion
teilnimmt (vgl. Abbildung 2.10). Die α- und β-Cys-Protonen des Acetylcysteinmethy-
lesters und des neu entstehenden Cys-Rests treten als neue Spinsysteme hinzu.

Generierung einer Substanzbibliothek mittels Michael-Add ition an einfach

verkürztes Thiostrepton 23

Nach Optimierung der Reaktionsbedingungen zur Michael-Addition von Thiolen an

einfach verkürztes Thiostrepton 23 wurde eine fokussierte Substanzbibliothek unter Va-

riation des Thiols synthetisiert (Schema 2.9, Tabelle 2.1). Hierbei kamen aliphatische

Alkylthiole in den Kettelängen C4 –C16, ein Glucosederivat, zwei Cysteinverbindungen,

ein tertiäres Amin und ein funktionalisiertes Polyethylenglykol zum Einsatz. Die Mono-

addukte konnten in guten Ausbeuten nach präparativer HPLC (C4-Säule, MeCN/H2O-

Gradient) erhalten werden. Einzig bei den Addukten 30 a/b konnte eine Trennung der

Diasteromere erzielt werden.
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

Tab. 2.1. Michael-Addukte verschiedener Thiole an einfach verkürztes Thiostrepton 23.

Verbindung Thiol Ausbeute [%]a

29 HS 42

30 a/b HS 21b

31
HS

20

32 OHS OH
OH

OH
HO 56

28

AcHN

SH

OMe

O

32

33

AcHN

SH

OH

O

42

34 HS
N 26

35 N
H

O N
H

O

HS
2

O

Me 32

a Ausbeute nach präparativer HPLC-Aufreinigung.
b Nachfolgende Trennung der Isomere (a/b) führte zu einer

Ausbeute von jeweils 6 %.
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Schema 2.9 Allgemeines Schema zur Michael-Addition verschiedener Thiole R-SH an einfach
verkürztes Thiostrepton 23. Bedingungen: a) R-SH, Et3N, TFE/H2O 2:1, pH 9, RT,
2–48 h, 21–56%.

Doppeladditionen von Thiolen an Thiostrepton

Nach der Optimierung der Reaktionsbedingungen der Michael-Addition wendeten wir

uns nochmals der Addition an natives Thiostrepton 3 mit monofunktionalen Thiolen zu

(Schema 2.10). Alle Doppeladdukte konnten unter Anwendung der optimierten Reakti-

onsbedingungen in gutenAusbeuten erhaltenwerden (Tabelle 2.2).DieMichael-Addition

verlief in den Fällen, in denen zusätzlich ein freies Amin zurVerfügung stand, ausschließ-

lich über das nukleophilere Thiol, was durch NMR-Analytik bestätigt werden konnte.

Obwohl jeweils das Thiol im Überschuss (2.2–5.0Äquiv.) zugegeben wurde, bestand das

Hauptprodukt immer aus der regioselektiven Doppeladdition an die beiden Deala-Reste

(Deala2 / 3) der Seitenkette des Thiostreptons, während das Dehydroalanin im B-Ring

(Deala1) keine Reaktivität zeigte.

Michael-Additionsreaktion an einfach verkürztes oxidier tes Thiostrepton (58)

In Kapitel 2.3 wird die Oxidation des Thiazolins im A-Ring der Thiostreptonstruktur

zum Thiazol beschrieben. Das einfach verkürzte, oxidierte Thiostrepton 58 wurde eben-

falls als Michal-Donor zu den optimierten Reaktionsbedingungen mit einer Reihe von

Thiolen reagiert (Schema 2.11).Wie in Tabelle 2.3 aufgezeigt, konnten die entsprechenden

Michael-Addukte in guten Ausbeuten erhalten werden. Es zeigte sich keine veränderte
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Schema 2.10 Allgemeines Schema zur Michael-Addition verschiedener Thiole R-SH an Thiost-
repton 3. Bedingungen: a) R-SH, Et3N, TFE/H2O 2:1, pH 9, RT, 24–53%.

Tab. 2.2. Doppeladdukte verschiedener Thiole an natives Thiostrepton 3.

Verbindung Thiol Ausbeute [%]a

36 HS 24

37

AcHN

SH

OMe

O

47

38

AcHN

SH

OH

O

53

39

H2N

SH

OMe

O

31

40

H2N

SH

OH

O

44

a Ausbeute nach präparativer HPLC-Aufreinigung.
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fach verkürzte oxidierte Thiostrepton 58. Bedingungen: a) R-SH, Et3N, TFE/H2O
2:1, pH 9, RT, 27–71%.

Reaktivität des oxidierten Thiostrepton-Derivats gegenüber der Sulfa-Michael-Addition

verglichen mit den zuvor verwendeten Michael-Donoren.

2.3. Transformation des Thiazolins

In der Gruppe der Thiopeptide fällt auf, dass alle bisher beschriebenen Piperidin-

Thiopeptide im A-Ring ein d-Thiazolin 46 aufweisen (Kapitel 1). Bemerkenswert ist,

dass dieses strukturelle Merkmal bei diesen Vertretern mit dem Vorhandensein eines

B-Ring-Lactons einhergeht, das die Gesamtstruktur konformativ einschränkt und rigi-

de macht. Dieser letzte Gesichtspunkt spielt eine wichtige Rolle in der Betrachtung der

biosynthetischen Herkunft des Thiazolins (Kapitel 5). Alle anderen bis zu diesem Zeit-

punkt bekannten Thiopeptide besitzen an der Position des Thiazolins stattdessen ein

vollständig oxidiertes, aromatisches Thiazol 47.

S

N
H

S

N

46 47
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

Tab. 2.3. Michael-Addukte verschiedener Thiole an einfach verkürztes oxidiertes Thiostrep-
ton 58.

Verbindung Thiol Ausbeute [%]a

41
HS

71

42 HS 51

43 HS
OH

54

44
HS

27

45 HS 36

a Ausbeute nach präparativer HPLC-Aufreinigung.

2.3.1. Vorkommen von Thiazolinen in Naturstoffen

Es sind mehrere Naturstoffe bekannt, die Thiazoline in ihrer Struktur aufweisen, aller-

dings scheinen diese weitaus weniger verbreitet zu sein als die vollständig oxidierten,

aromatischen Thiazole. Im Folgenden werden einige Thiazolin enthaltende Naturstoffe

vorgestellt.

Pyocheline

Die Gruppe der Pyocheline 48 und die verwandten Naturstoffe Yersiniabactin undMica-

cocidin 49 sind niedermolekulare, Thiazolin enthaltende Siderophore, die von verschie-

denen Bakterien produziert werden und als hochaffine Eisen-Chelatoren wirken (Abbil-

dung 2.13 links bzw. Mitte). [91] Interessanterweise sind die Thiazoline dieser Naturstoffe

vorrangig d-konfiguriert, obwohl sie biosynthetisch aus l-Cystein durch nichtribosoma-

le Peptidsynthese (NRPS) hervorgehen. (Vor kurzem wurden zusätzlich Pyocheline mit

l-Konfiguration beschrieben [92]). Die Thiazoline sind wesentlich an der Bindung des

Metallions beteiligt.
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Abb. 2.13. Beispiele für Thiazolin-enthaltende Naturstoffe: Struktur der Pyocheline (I/II) 48, des
Micacocidins A 49 und des Telomestatins 50.

Telomestatin

Telomestatin 50 ist ein selektiver Inhibitor des Enzyms Telomerase undwurde aus Bakte-

rien der Gattung Streptomyces anulatus isoliert (Abbildung 2.13 rechts). [93] Durch Binden

an G-Quadruplex DNA stabilisiert Telomestatin 50 diese Strukturen, wodurch die Zel-

le schließlich Apoptose einleitet. Der ungewöhnliche Makrozyklus besteht aus sieben

Oxazolringen und einem Thiazolinring.

2.3.2. Hydrolysestabilität der Thiazoline

Thiazoline können durch saure Hydrolyse leicht geöffnet werden, wobei entweder einN-

Acylcysteamin- oder ein S-Acylcysteamin-ähnliches Produkt entsteht. EinmöglicherMe-

chanismus ist in Schema 2.12 dargestellt. [94,95] Durch Protonierung des Imin-Stickstoffs

des Thiazolins 46 ensteht das Thiazolinsalz 51, dessen C=N-Kohlenstoffatom eine höhere

Elektrophilie aufweist und leicht von einem Molekül Wasser angegriffen wird. Hier-

durch entsteht 2-Hydroxythiazolidin 52, das sich anschließend in N-Acylcysteamin 53

oder S-Acylcysteamin 54 spaltet.
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Schema 2.12 Saure Hydrolyse des Thiazolinrings.

2.3.3. Oxidation des Thiazolins zum Thiazol innerhalb der

Thiostreptonstruktur

Aufgrund der Hydrolyseempfindlichkeit der Thiazoline (Kapitel 2.3.2) suchten wir nach

Methoden, um das Thiazolin innerhalb der Thiostreptonstruktur selektiv in das entspre-

chende stabilere Thiazol zu überführen. Neben der zu erwartenden höheren Stabilität

des Thiazol-Derivats sollte der Einfluss des im Gegensatz zum Thiazolin planaren Thia-

zols auf die Konformation des A-Rings von Thiostrepton 3 und des Gesamtmoleküls

untersucht werden. Von Interesse war in diesem Zusammenhang besonders der Einfluss

dieser Modifizierung auf die biologische Aktivität der Moleküle.

Allgemeine Oxidationsreaktionen der Thiazoline zu Thiazo l

Thiazoline lassen sich unter Anwendung verschiedener Oxidationsmethoden in

die entsprechenden Thiazole überführen. [96] Neben den Oxidationen mit tert-

Butylperoxybenzoat /Cu-Salzen [97] oderMnO2 /Benzol [98] wurde die Umwandlung zum

Thiazol mit Hilfe des Systems 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU) /BrCCl3 [99] be-

schrieben. Diese Reaktion stellt eine sehr milde und selektive Methode dar, bei der

beispielsweise Allyl- und Benzylester- Funktionalitäten erhalten bleiben (Schema 2.13).
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Schema 2.13 Thiazolsynthese durch Oxidation von Thiazolin. [99] Bedingungen: a) BrCCl3, 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU), CH2Cl2, 0 ◦C.

Oxidation innerhalb der Thiostreptonstruktur

Ermutigt durch den erfolgreichen Einsatz des Systems DBU/BrCCl3 in peptidischer

Umgebung [100] testeten wir die Methode am Naturstoff Thiostrepton 3. Tatsächlich

konnte in ersten Testreaktionen oxidiertes Thiostrepton mittels LCMS und nachfolgend

durch NMR-Analytik nachgewiesen werden. Das 1H-NMR-Spektrum zeigt ein zusätzli-

ches Singulett-Signal des neuen Thiazols (Thz-neu-5) im charakteristischen Bereich der

Thiazol-Protonen bei δ= 7.87 ppm (Abbildung 2.14). Außerdem fehlen die Signale der

α- und β-Protonen des Thiazolins (Bezeichnung Cys4 bzw. Cys5 /Cys5’) im oxidierten

Thiostrepton 57.

Es zeigte sich, dass nicht nur das Thiazolin des Thiostreptons 3 selektiv zum Thiazol
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

Tab. 2.4. Oxidation des Thiazolins verschiedener Thiostreptonderivate zum Thiazol.

Ausgangsverbindung Produkt Ausbeute
(Thiazolin) (Thiazol) [%]a

Thiostrepton 3 57 70

einfach verkürztes
Thiostrepton 23 58 91

zweifach verkürztes
Thiostrepton 27 59 79

a Ausbeute nach präparativer HPLC-Aufreinigung.

oxidiert werden kann, sondern dass dies auchmit den Seitenketten-verkürztenDerivaten

23 und 27 in guten Ausbeuten durchführbar ist (Schema 2.14, Tabelle 2.4). Die Reaktionen

verliefen nahezu quantitativ in 2–3 h. Wie bereits in Kapitel 2.2.5 gezeigt, kann durch das

Thiazol keine veränderte Reaktivität in Michael-Additionsreaktionen mit Thiolen an die

Dehydroalanine festgestellt werden.

In NMR-Titrationsexperimente fiel auf, dass das α-Proton des Thiazolins im Thiost-

repton 3 relativ leicht zu deprotonieren ist (Kapitel 5). Dies hat Konsequenzen für die

Leichtigkeit,mit der das Thiazolin zumThiazolmittels des SystemsDBU /BrCCl3 oxidiert

werden kann. Wahrscheinlich ist das der Grund, dass die beschriebenen Oxidationsreak-

tionen derart problemlos bei demkomplexenMolekül Thiostrepton 3 verlaufen kann. Die

relativ hohe Azidität des Thiazolinprotons spielt darüber hinaus eine wichtige Rolle in

der Ausbildung der d-Konfiguration während der Thiostrepton-Biosynthese (Kapitel 5).

2.4. Transformation des Dehydropiperidins

Neben Thiostrepton 3 wurden bisher zwei weitere Thiopeptide beschrieben, die anstel-

le des Dehydropiperidins als zentralen Heterozyklus ein komplett reduziertes Piperidin

besitzen (Abbildung 2.15). [26] In ihrerGesamtstruktur sinddiese ThiopeptidedemThiost-

repton 3 sehr ähnlich. Zur Gruppe der sogenannten Thiopeptine (Abbildung 2.15, links)

gehören Vertreter, die entweder ein Piperidin (»Serie a«) bzw. ein Dehydropiperidin (»Se-

rie b«) als zentrealen Heterozyklus aufweisen. Im Vergleich zu Thiostrepton 3 besitzen

sie darüber hinaus anstelle des Isoleucins im B-Ring ein Valin, tragen im A-Ring an einer
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Cys5 Cys5'Cys4

3.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.0

*

Thz (neu)

Thiostrepton

oxidiertes Thiostrepton

Abb. 2.14. Vergleich der 1H-NMR-Spektren des oxidierten Thiostreptons 57 mit Thiostrepton 3.
Die Signale des Cys (Thiazolin) verschwinden, während ein neues Signal-Singulett
des neuen Thiazols hinzutritt (*). Bei etwa 7.0 und 7.6 ppm treten NH-Signale (Du-
bletts) unterschiedlicher Intensitäten auf, die mit dem Lösungsmittel austauschen.

Position ein Thioamid und weisen eine leicht veränderte Seitenkette gegenüber Thio-

strepton 3 auf, wobei das terminale Dehydroalanin entweder als freie Säure (–COOH)

oder als Methylester (–COOMe) vorliegt (ein um ein Deala-Rest verkürztes Amid wurde

ebenfalls beschrieben). [101,102] Das Thiopeptid Sch-18640 6 (Abbildung 2.15, rechts) ist

ebenfalls fast identisch mit Thiostrepton 3, unterscheidet sich von diesem jedoch durch

das vollständig reduzierte Piperidin, durch ein Valin anstelle des Isoleucins und durch

eine Thioamidbindung im A-Ring. [103]
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Abb. 2.15. Bisher bekannte Thiopeptide mit Piperidin als zentralem Heterozyklus. Gezeigt sind
die Strukturen von Thiopeptin A1a 60 (links) und Sch-18640 6 (rechts). Die strukturel-
len Unterschiede gegenüber Thiostrepton 3 sind jeweils durch einen Kasten gekenn-
zeichnet.

2.4.1. Reduktion des Dehydropiperidins der Thiostreptonderivate

Das Imin-haltige Dehydropiperidin ist im Vergleich zum vollständig reduzierten Piperi-

din weitaus weniger stabil. Wir suchten deshalb nachMethoden, um das Dehydropiperi-

din des Thiostreptons 3 selektiv zum Piperidin zu reduzieren. Dies gelangmit NaBH3CN

inwasserfreiemTetrahydrofuran (THF). Ausgehend vondenThiostreptonderivaten 3 , 23

und 27 mit verschieden langen Seitenketten konnten wir die entsprechenden Derivate

61 , 62 und 63 mit reduziertem zentralen Piperidinring in guten Ausbeuten nach präpa-

rativer HPLC erhalten (Abbildung 2.15, Tabelle 2.5).

NMR-Analytik des reduzierten Thiostreptons 61

DieAuswertung derNMR-Spektren des reduzierten Thiostreptons 61 ergab insgesamt ei-

ne große Ähnlichkeit mit den Spektren der Ausgangssubstanz Thiostrepton 3. Allerdings

waren deutliche Unterschiede in den Signalen des zentralen Piperidins auszumachen

(Abbildung 2.16). Mithilfe von 2D-NMR (gCOSY, gHSQC, HMBC) konnten alle Pipe-
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Schema 2.15 Reduktion des Dehydropiperidins zum Piperidin. Ausgehend von Thiostrep-
ton 3, einfach- (23) und zweifach verkürztem (27) Thiostrepton. Bedingungen: a)
NaBH3CN, THF, RT, 15 h, 29–69 %.

Tab. 2.5. Reduktion des zentralen Dehydropiperidins zum Piperidin.

Ausgangsverbindung Produkt Ausbeute
(Dehydropiperidin) (Piperidin) [%]a

Thiostrepton 3 61 69

einfach verkürztes
Thiostrepton 23 62 30

zweifach verkürztes
Thiostrepton 27 63 29

a Ausbeute nach präparativer HPLC-Aufreinigung.

51



2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

ridinprotonen den Signalen zugeordnet werden (Tabelle 2.6). Das durch die Reduktion

des Dehydropiperidins neu hinzu kommende Proton Pip-2 trat als breites Singulett (br s)

bei 4.34 ppm auf, während Pip-6 um fast 1 ppm von 5.35 ppm nach 4.43 ppm Hochfeld

verschoben wurde. Die Verschiebungen der Protonen an C4 (Pip-4) verringerte sich nur

geringfügig um 0.1 – 0.3 ppm, während die beiden Protonen an C3 (Pip-3) eine Verschie-

bungsänderung von 1.1 – 1.3 ppm (Hochfeld) erfuhren. Im Vergleich zu den Piperidin-

Thiopeptiden Sch-18640 6 und ThiopeptinA1a 60 erhielten wir speziell für den Piperidin-

ring sehr ähnliche Verschiebungen für das reduzierte Thiostrepton 61 (Tabelle 2.6). [102,103]

Dies spricht für die strukturelle Gleichheit des Piperidinring des reduzierten Thiostrep-

tons 61mit den zuvor beschriebenen Piperidin-Thiopeptiden.

1.82.22.63.03.43.84.24.6

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

Pip-2

Pip-6 Pip-3e

Pip-4a
Pip-3a

Pip-4e

3e/4e

3a/2

4a/4e

3e/2
3a/4e

3a/3e
3a/4a

4a/3e

Abb. 2.16. 1H-/gCOSY-NMR-Spektrum des reduzierten Thiostreptons 61. Angegeben ist das
Spinsystem des vollständig gesättigten Piperidinrings. »a« bezeichnet axiale Proto-
nen, »e« steht für äquatoriale Protonen.

Die Identität des Piperidinrings erfuhr durch die Auswertung der 13C-Spektren wei-

tere Bestätigung. Während das charakteristische Signal des Imin-C2-Atoms des Thiost-

reptons 3 (161.0 ppm) verschwindet, kommt beim reduzierten Thiostrepton 61 als neu-

es 13C-Signal das C2-Atom des gesättigten Piperidinrings hinzu (58.2 ppm, gHSQC).

Diese 13C-Verschiebungen sind mit den veröffentlichten Daten des ThiopeptinsA1a 60
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2.4. Transformation des Dehydropiperidins

Tab. 2.6. 1H-NMR Zuordnung der Protonen des zentralen (Dehydro-)Piperidinzyklus. Die Ver-
schiebung δ ist in ppm, die Kopplungskonstante in Hz angegeben (in Klammern).

Dehydropiperidin Piperidin

Thiostrepton 3 [104] a Sch-18640 6 [103] b Thiopeptin A1a 60 [102] c red. Thiostrepton 61 d

Pip-2a — 4.14 dd (2, 7) 4.46 obsc 4.34 br s

Pip-4a 2.35 dt 1.58 m 2.13 m 1.99 m

Pip-3a ∼3.00 obsc 2.11 m 2.13 m 1.91 m

Pip-3e 3.53 dd (6, 19) 2.11 m 2.37 m 2.22 d (10)

Pip-4e 4.12 obsc 2.35 m 4.16 dd (3, 8) 3.99 obsc

Pip-6a 5.35 br s 4.46 br s 4.47 s 4.43 br s

a aufgenommen in MeOD / CDCl3 1:4 (25 ◦C).
b aufgenommen in CDCl3.
c aufgenommen in CDCl3 (25 ◦C).
d aufgenommen in MeOD / CDCl3 1:4 (27 ◦C).

(56.8 ppm) [102] bzw. des Sch-18640 6 (61.8 ppm) [103] vergleichbar.

Die chemischen Verschiebungen δ der Protonen des Dehydropiperidins des Thiostrep-

tons 3 können aufgrund der benachbarten aromatischen Thiazole, deren Ringströme das

effektive Magnetfeld lokal stark beeinflussen, unübliche Werte annehmen. Die Verschie-

bungen sind stark von der genauen Position des Protons relativ zu den benachbarten

Thiazolen abhängig. Deshalb werden die Verschiebungen von der Gesamtkonformation

des zentralen Heterozyklus beeinflusst. Ähnliche Verschiebungen sind umgekehrt ein

wichtiger Hinweis auf die gleiche Konformation des Rings.

Das Dehydropiperidin des Thiostreptons 3 besitzt mit dem C2-Atom und dem N-

Atom zwei sp2-hybridisierte Atome. Ähnlich dem Cyclohexen mit ebenfalls zwei sp2-

hybridisierten Atomen nimmt das Dehydropiperidin eine Halbsesselkonformation ein,

in der die Substituenten energetisch günstige äquatoriale Positionen besetzen (vgl. Ab-

bildungen 2.17, 2.18). [104]

Die Protonen Pip2 und Pip6 besitzen sowohl bei Thiostrepton 3 als auch beim redu-

zierten Thiostrepton 61 jeweils fast identische Verschiebungen, so dass von der gleichen

Orientierung der Thiazolsubstituenten an C2 und C6 des (Dehydro-)Piperidins ausge-

gangen werden kann. Hierdurch wird die Konformation und die relative Stereochemie
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Halb-Sesselkonformation des Dehydropiperidins (z. B. Thiostrepton 3 , vgl. Abbil-
dung 2.18). B) Sesselkonformation des Piperidins (z. B. reduziertes Thiostrepton 61;
Thiopeptin A1a 60 ).

Abb. 2.18. Röntgenkristallstruktur des Thiostreptons 3 (PDB-Code: 1E9W). [105] Gut zu erkennen
ist die Halbsesselkonformation des zentralen Dehydropiperidins.
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des Piperidinrings definiert. Die Sesselkonformation maximiert die Zahl der äquatoria-

len Substituenten. Hierdurch ist die relative Stereochemie an den Positionen C5 und C6

die gleiche wie beim Dehydropiperidin des Thiostreptons 3. Die abolute Konfigurati-

on des Piperidinring kann in Übereinstimmung mit den bisher bekannten Piperidin-

Thiopeptiden zu 2R, 5R, 6R benannt werden.

Die Positionen C5 und C6 besitzen sowohl im Dehydro-, als auch im Piperidinring die

gleiche Konfiguration. Durch den Übergang von der Halbsessel zur Sesselkonformation,

der durch die Reduktion des Imins des Dehydropiperidins verursacht wird, kann davon

ausgegangenwerden, dass es nur zugeringfügingenÄnderungen inderKonformation an

diesen Positionen kommt. Da sowohlC5 als auchC6 in derAusbildung des Rückgrats der

bizyklischen Struktur beteiligt sind, sind nur geringe Änderungen durch die Reduktion

des Dehydropiperidins an der Gesamtkonformation des Moleküls zu erwarten.

Die NMR-Spektren des Thiostreptons 3 beinhalten einige charakteristische Verschie-

bungen, dieder rigidenKonformationundder räumlichenNähe einigerReste zueinander

geschuldet sind. Die ungewöhnlich niedrige Verschiebung des Thr1-β-Protons (Thr1-3)

bei 1.35 ppm ist mit seiner zentralen Position oberhalb des aromatischen Pyridinrings

der Chinaldinsäure (Q), d. h. in dessen abschirmenden Bereich, zu erklären (vgl. Abbil-

dung 2.18). [104] Der Abstand zwischen dem Thr1-β-Proton und dem Pyridinring beträgt

nur 2.36Å. Eine ähnliche Erklärung kann für die relativ hohe Verschiebung des α-Protons

desAlanins 2 (Ala2-2) bei 4.58 ppmgefundenwerden. Sie kommt dadurch zustande, dass

das Proton im entschirmenden Bereich des Carbonyls des Chinaldinsäureesters (Q) liegt

(vgl. Abbildung 2.18).Wäre dieKonformation des reduzierten Thiostreptons 61 sehr stark

von Thiostrepton 3 abweichend, sollten sich diese strukturellen Unterschiede besonders

in den Verschiebungen dieser beiden »Indikatorprotonen« niederschlagen. Jedoch liegt

die Verschiebung des Thr1-3 des reduzierten Thiostreptons 61 bei 1.37 ppm bzw. des

Ala2-2 bei 4.70 ppm, so wie auch die Verschiebungen aller anderer Protonen nur wenig

von denen des Naturstoffs Thiostrepton 3 abweichen. Zusammengenommen sind dies

starke Hinweise darauf, dass die Gesamtkonformation des reduzierten Thiostreptons 3

sich nur unwesentlich von Thiostrepton 3 unterscheidet. In NMR-Struktuberechnungen

konnten wir diesen Sachverhalt später bestätigen (vgl. 3.4.1).
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

Tab. 2.7. Reduktion des zentralen Dehydropiperidins zum Piperidin ausgehend von oxidierten
Thiostreptonderivaten.

Ausgangsverbindung Produkt Ausbeute
(Dehydropiperidin) (Piperidin) [%]a

oxidiertes Thiostrepton 57 64 32

einfach verkürztes
ox. Thiostrepton 58 65 30

zweifach verkürztes
ox. Thiostrepton 59 66 29

a Ausbeute nach präparativer HPLC-Aufreinigung.

In anfänglichen Studien zur Strukturbestimmung des Thiostreptons 3 in den 1960er

und 70er Jahren wurde die Reduktion der Dehydroaminosäuren des Thiostreptons mit-

tels Natriumborhydrid beschrieben. Hierbei konnten die Dehydroalanine nach Reduk-

tion als Alanine [106] und das Dehydrobutyrin als α-Aminobuttersäure [107] nachgewie-

sen werden. Unter den von uns eingesetzten Reaktionsbedingungen war das jeweilige

Hauptprodukt der Reduktionsreaktion jedoch das reduzierte Piperidin. Eine Ausnahme

stellt allerdings das zweifach verkürzte oxidierte Thiostrepton 63 dar. Es stellte sich im

Nachhinein heraus, dass auch die olefinische Funktion des Dehydrobutyrins reduziert

worden war. Es wird davon ausgegangen, dass die zweifache Reduktion durch Verwen-

den von 2.1Äquivalenten des Reduktionsmittels Natriumcyanoborhydrid (NaBH3CN)

verursacht wurde. Weitere Untersuchungen in diese Richtung wurden bisher noch nicht

verfolgt.

2.4.2. Reduktion des Dehydropiperidins der oxidierten

Thiostreptonderivate

Die Oxidation zum Thiazol und Reduktion zum Piperidin konnte leicht kombiniert wer-

den, um die Piperidin-Derivate 64–66 zu erhalten (Schema 2.16, Tabelle 2.7).
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Schema 2.16 Kombination von Oxidation und Reduktion: Reduktion des Dehydropiperidins zum
Piperidin ausgehend von oxidiertem Thiostrepton 57, oxidiertem einfach verkürz-
tem (58) und oxidiertem zweifach verkürztem (59) Thiostrepton. Bedingungen: a)
NaBH3CN, THF, RT, 15 h, 29–32 %.

2.5. Regioselektive Acylierung

UmweitereMöglichkeitender semisynthetischen Funktionalisierungdes Thiostreptons 3

auszuloten, wendeten wir uns den Hydroxygruppen des Moleküls zu. Thiostrepton 3

besitzt vier sekundäre Hydroxygruppen (Thstn-4-OH, Thr1-3-OH, Q-11-OH, Q-8-OH)

und eine tertiäre Hydroxygruppe (Thstn-3-OH), die für Acylierungsreaktionen in Frage

kämen. Bisher wurden keine Untersuchungen zur Reaktivität der Hydroxygruppen des

Thiostreptons 3 beschrieben.

Erste Vorversuche mit Essigsäureanhydrid verliefen viel versprechend, und mittels

LCMS konnte eine monoacetylierte Hauptkomponente in der Reaktionsmischung iden-

tifiziert werden. Die anschließende Optimierung der Reaktion von Thiostrepton 3 mit

Essigsäureanhydrid ergab, dass die besten Ergebnisse in trockenem Tetrahydrofuran

(THF) als Lösungsmittel unter Dimethylaminopyridin-(DMAP)-Katalyse und unter Zu-

satz von Triethylamin (Et3N) erhalten werden konnten. Die Reaktion führte nach Reini-

gung durch präparativeHPLC in 33%-iger Ausbeute zum einfach acetylierten Produkt 67

(Schema 2.17). NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigten, dass die sekundäre γ-
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Schema 2.17 Acetylierung der γ-Hydroxygruppe des Thiostreptinrests des Thiostreptons (Thstn-
4-OH). Es wird das monoacetylierte Produkt 67 erhalten. Bedingungen: a) Essig-
säureanhydrid, DMAP, Triethylamin, THF, RT, 33 %.

Hydroxygruppe des Thiostreptinrests (Thstn-4-OH) selektiv acetyliert wird. Es wurden

keine Hinweis dafür gefunden, dass andere Hydroxygruppen mit Essigsäureanhydrid

unter diesen Bedingungen in größerem Maßstab reagierten.

Die γ-Hydroxygruppe des Thiostreptinrests ist in der dreidimensionalen Struktur des

Thiostreptons 3 relativ gut zugänglich und erscheint wenig sterisch anspruchsvoll. Ver-

mutlich sind so auch Derivatisierungen mit anderen Säureresten leicht möglich. Inter-

essanterweise besitzen manche Thiopeptide wie beispielsweise die dem Nosiheptid ver-

wandten Nocathiacine genau an dieser Aminosäureposition im A-Ring glykosidische

Modifizierungen der γ-Hydroxygruppe (vgl. Kapitel 1). In Hinblick auf die biologische

Aktivität der acylierten Derivate stellt diese Position deshalb eine sehr interessante Pos-

tion dar, umweitere SAR-Untersuchungen (structure-activity relationship) durchführen zu

können.

2.6. Hydrolyse des B-Ring-Lactons

Thiopeptide der Serien a, b und c (Thiopeptide mit zentralem Piperidin-/Dehydropiperi-

dinring) [26] zeichnen sich durch das Vorhandensein eines B-Ring-Lactons aus, das den

Thr2-Rest des A-Rings mit dem zentralen Piperidinring verknüpft (Abbildung 2.1). Das
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Schema 2.18 Hydrolyse des B-Ring-Lactons ausgehend von Thiostrepton 3 bzw. einfach ver-
kürztem Thiostrepton 23. Für Thiostrepton 3 wurde das Epimergemisch 68 erhal-
ten, während für das einfach verkürzte Thiostrepton 23 die beiden Epimere ge-
trennt werden konnten (69a und 69b). Bedingungen: a) NaOMe, MeOH / CHCl3
(2:1) [MeOH / THF (8:3) für 23], 0 ◦C→ RT, 6–8 h, 11 % 68, 4 % 69a, 4 % 69b.

Thr2 ist hierbei über die β-Hydroxygruppe mit der Chinaldinsäure (Q) verestert. Um

ein eingehenderes Verständnis über den Einfluss des B-Rings auf die Gesamtkonforma-

tion des Thiostreptons 3 und davon abhängig auf die biologische Wirkung zu erlangen,

suchten wir nach Methoden das B-Ring-Lacton selektiv zu hydrolysieren. Dazu wurde

die aus der Kohlenhydratchemie bekannte Hydrolyse von Actetylschutzgruppen unter

Zemplén-Bedingungen [108] eingesetzt.

Die Hydrolyse des B-Ring-Lactons bei Thiostrepton 3 konnte mit Natriummethano-

lat in 11% Ausbeute nach 6 h realisiert werden (Schema 2.18). Die geringe Ausbeute

ist auf unvollständigen Umsatz zurückzuführen. Durch Zugabe von mehr Natrium-

methanolat wurden jedoch vermehrt Abbauprodukte beobachtet. Das zugehörige 1H-

NMR-Spektrum zeigte das Auftreten eines charakteristischen Methylester-Singuletts bei

δ= 3.77 ppm. Manche Protonen, die räumlich in der Nähe des hydrolisierten Lactons lie-

gen, erfuhren teilweise deutliche Verschiebungsänderungen: Das Proton 3 der Chinaldin-

säure (Q-3) wird beispielsweise um 0.46 ppm Tieffeld verschoben, während das Proton 5
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Abb. 2.19. Vergleich der 1H-NMR-Spektren des B-Ring-Lacton hydrolysierten Thiostreptons 68
mit Thiostrepton 3. Deutlich ist das Singulettsignal bei 3.77 ppm des enstandenen
Methylesters (-OMe) zu erkennen. Umliegende Protonen erfahren teilweise deutliche
Verschiebungsänderungen. Das Proton Q-3 wird z. B. um 0.46 ppm Tieffeld, das Pro-
ton Thz4-5 um 0.42 ppm Hochfeld verschoben.

desThiazolins 4 (Thz4-5) um0.42 ppmHochfeldverschobenauftritt (Abbildung2.19). Für

das einfach verkürzte Thiostrepton 23 konnte sogar eine Trennung der beiden Thiazolin-

Epimere durch präparative HPLC zu jeweils 4% Ausbeute (1:1) erreicht werden. Die

Bestimmung der absoluten Konfiguration des Thiazolins der beiden Epimere wird in

Kapitel 5 beschrieben.
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2.7. Synthese funktionstragender Derivate des Thiostreptons

2.7. Synthese funktionstragender Derivate des

Thiostreptons

In der Chemischen Biologie sind funktionstragende Derivate eines Naturstoffs sehr nütz-

lich, umdie biologischen Eigenschaften des Ausgangs-Naturstoffs näher zu untersuchen.

Beispielsweise können Naturstoffe mit fluoreszenten Reportergruppen ausgestattet wer-

den, diemikroskopischeoder auchbiophysikalischeUntersuchungen ermöglichen. [25,109]

Weiterhin können Naturstoffe mit Gruppen versehen werden, die hohe spezifische Bin-

dungsaffinität für ein bestimmtesMakromolekül (z.B. Antikörper) vermitteln. Diese Stra-

tegie kann zur Anreicherung eines Bindungspartners des Naturstoffs genutzt werden,

bzw. zur erleichterten Detektion des Naturstoffs in komplexer Matrix. Strukturell setzt

sich ein solches Naturstoffkonjugat üblicherweise aus dem Naturstoff selbst, einer funk-

tionalen Reportergruppe (Label), und einer Verbindungseinheit (Linker) zusammen, die

beide miteinander verknüpft. Die Reportergruppe und die Verbindungseinheit müssen

in der Art gewählt werden, dass sie nur einen geringen Einfluss auf die nativen bioche-

mischen Eigenschaften des Naturstoffs haben.

2.7.1. Fluoreszente Thiostreptonsonden

Der Zugang zu fluoreszentem Thiostrepton würde beispielsweise Mikroskopieuntersu-

chungen zur subzellulären Lokalisierung des Thiostreptons 3 ermöglichen, umAussagen

über den zellulären Wirkort treffen zu können. Darüberhinaus könnten mittels Fluo-

reszenzpolarisation biochemische Bindungsstudien an Makromolekülen durchgeführt

werden und der Einfluss von Modifikationen des Thiostreptongerüsts auf die Bindungs-

eigenschaften untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene fluoreszente Thiostreptonsonden

synthetisiert, die sich in der Art und Größe der Verbindungseinheit unterschieden. Der

Polyethylenglykol-Linker wurde zunächst gewählt, da er eine höhere Wasserlöslichkeit

vermittelt unddurch seine Flexibilität genügendDistanz zumBindemolekül ermöglichen

sollte. Beide Thiostreptonsonden enthalten Fluorescein als Reportergruppe. Die Anwen-

dung der fluoreszenten Thiostreptonsonden in biochemischen und biophysikalischen
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

Untersuchungen wird in den Kapiteln 3 und 4 beschrieben.

Synthese der PEG-Fluorescein-Thiostreptonsonde (74)

S-Tr-1-Mercaptopropionsäure 70 wurde mit Polyethylenglykoldiamin 71 (4,7,10-Trioxa-

1,13-tridecandiamin) gekuppelt und das Amid 72 mittels 5(6)-Fluoresceinisothiocyanat

(FITC) in den Thioharnstoff 73 überführt (Schema 2.19). Die Michael-Addition dieses

Fluorescein-Konjugats 73 an einfach verkürztes Thiostrepton 23 erfolgte unter den übli-

chen Bedingungen (vgl. Kapitel 2.2.5) nach in situ S-Tr-Entschützung mittels Trifluores-

sigsäure (TFA). Die PEG-Fluorescein-Thiostreptonsonde 74 wurde in 32%iger Ausbeute

erhalten.

Synthese der kurzen Fluorescein-Thiostreptonsonde (78)

Cysteamin 75 wurde S-trityliert und mit Fluoresceinisothiocyanat zu Thioharnstoff 77

umgesetzt (Schema 2.20). Die Michael-Addition dieses Fluorescein-Konjugats 77 an ein-

fach verkürztes Thiostrepton 23 erfolgte anschließend unter den üblichen Bedingungen

(vgl. Kapitel 2.2.5) nach in situ S-Tr-Entschützung mittels Trifluoressigsäure (TFA). Die

kurze Fluorescein-Thiostreptonsonde 78 wurde in 22%iger Ausbeute erhalten.

2.7.2. Biotin-Thiostreptonsonde

Ein Biotin-Konjugat des Thiostreptons würde es ermöglichen, Thiostrepton 3 auf statio-

närem Träger zu immobilisieren und die Bindungspartner des Naturstoffs anzureichern

und zu identifizieren (pull-down Experimente, Kapitel 2.7.2). [24] Hierbei könnte die starke

Affinität des Proteins Streptavidin an das Biotin genutzt werden. Darüber hinaus lie-

ße sich mittels Biotin-spezifischer Antikörper mikroskopische Anfärbungen von Zellen

realisieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Thiostreptonsonde synthetisiert, die anstelle

einer fluoreszenten Reportergruppe ein Biotin am PEG-Linker trägt. Der Linker wurde

bewusst gewählt, um ausreichend räumlichen Abstand zwischen dem Biotin-bindenden

Makromolekül unddenBindungspartnern des Thiostreptons zu ermöglichen.Außerdem
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Schema 2.19 Synthese der PEG-Fluorescein-Thiostreptonsonde 74. Bedingungen: a) HBTU, DI-
PEA, DMF, 0 ◦C→ RT, 14 h, 54 %. b) 5(6)-Fluoresceinisothiocyanat (FITC), DIPEA,
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Schema 2.20 Synthese der kurzen Fluorescein-Thiostreptonsonde 78. Bedingungen: a) Tr-Cl,
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Schema 2.21 Synthese der Biotin-Thiostreptonsonde 80. Bedingungen: a) Biotin-4-
Nitrophenylester, HOBt, DIPEA, DMF, RT, 8 h, 81 %. b) i. TFA, Et3SiH, RT,
20 min, quant.; ii. 23, TFE/H2O (4:1) pH 9, Et3N, RT, 16 h, 24 %.

erleichtert die Flexibilität des PEG-Linkers die Einstellung der optimalen Bindegeometrie

sowohl des Thisotreptons als auch des Biotins relativ zu den Makromolekülen. Die An-

wendung der Biotin-Thiostreptonsonde 80wird in Kapitel 4 beschrieben.

Synthese der Biotin-Thiostreptonsonde (80)

Amin 72 wurde mit (+)-Biotin-4-Nitrophenylester zum Biotin-PEG-Konjugat 79 acy-

liert (Schema 2.21). Die Michael-Addition an einfach verkürztes Thiostrepton 23 erfolg-

te anschließend unter den üblichen Bedingungen (vgl. Kapitel 2.2.5) nach in situ S-Tr-

Entschützung mittels Trifluoressigsäure (TFA). Die Biotin-Thiostreptonsonde 80 wurde

in 24%iger Ausbeute erhalten.
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3. Wirkort: Ribosom

3.1. Einleitung

Das Ribosom als Protein-synthetisierende Einheit stellt einen der wichtigsten Angriffs-

punkte der Antibiotika innerhalb der Zelle dar. Durch die großen Fortschritte der Struk-

turbiologie in den letzten Jahren, die die Untersuchung von großen ribosomalen Kom-

ponenten erst ermöglichten, sind heute die molekularen Details der Bindung wichtiger

Antibiotika an das prokaryotische Ribosom bekannt. [110] Neben ihrer Anwendung in der

Therapie werden Antibiotika häufig eingesetzt, um die Arbeitsweise des Ribosoms nä-

her zu verstehen, beispielsweise um das Ribosom für Strukturuntersuchungen in einem

bestimmt Zustand zu verriegeln. [111,112] Überraschend ist die Erkenntnis, dass die meis-

ten Antibiotika vorrangig mit rRNA-Komponenten des Ribosoms interagieren. [40] Trotz

der strukturellen Komplexität und Größe des Ribosoms können einige wenige Hotspots

ausgemacht werden, die bevorzugt als Bindestelle einer Vielzahl von Antibiotika ver-

schiedener Klassen dienen. Am häufigsten wird das «aktive Zentrum» des Ribosoms mit

seiner Deokodierstelle (decoding site) in der 30 S-Untereinheit und des Peptidytransferase-

Zentrums der 50 S-Untereinheit adressiert.

Die GTPase-assoziierte Region des Ribosoms

Eine weitere wichtige Region für die Funktionsfähigkeit des Ribosoms stellt die

Faktoren-Bindestelle dar, die auch als GTPase-assoziierte Region bezeichnet wird (Abbil-

dung 3.1). [113,114] Andieser Stelle binden verschiedene Translationsfaktorenwährend der

unterschiedlichen Phasen des Translationszyklus. Diemeisten Faktoren besitzenGTPase-

Aktivität, die durch dieWechselwirkungmit der Bindestelle amRibosom stimuliert wird.

Durch die GTP-Hydrolyse werden globale konformationelle Änderungen der Riboso-

menstruktur eingeleitet und der Translationszyklus synchronisiert. Interessanterweise

zeichnet sich die GTPase-assoziierte Region des Ribosoms durch einen besonders hohen

Anteil an ribosomalen Proteinen aus. Eine wichtige funktionale Einheit des Zentrums ist

die sog. Stalk Base, die die 23 S rRNAmit den Helices H43/H44 und das daran gebundene

ribosomale Protein L11 umfasst.
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Abb. 3.1. Strukturmodell des Ribosoms. A) Ansicht des Gesamt-70S-Ribosoms mit Position der
GTPase-assozierten Region. Hellgrau: große Untereinheit (50 S), dunkelgrau: kleine
Untereinheit (30 S), grün: GTPase-assoziierte Region, rot: P-site RNA, gold: A-site
RNA, violett: EF-Tu. B) Vergrößerte Ansicht der GTPase-assoziierten Region. Die Po-
sitionierung des L11-Proteins in Komplex mit der 23S rRNA und einem gebundenen
EF-Tu/tRNA-Komplex ist angegeben. Adaptiert nach Chu et al. [113].
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3. Wirkort: Ribosom

Die Bindung des Thiostreptons an das Ribosom

Einige Vertreter der Gruppe der Thiopeptide nutzen die Stalk Base des Ribosoms als

Bindestelle, wobei sie – für ribosomal bindende Antibiotika eher unüblich – sowohl

mit rRNA-, als auch mit Protein-Komponenten interagieren. [110] Am besten charakteri-

siert ist die Bindung des Thiostreptons 3 an die ribosomale Bindestelle (Abbildung 3.2).

Der Komplex aus L11-Protein/rRNA zeigt eine kooperative Bindung, die sich dadurch

auszeichnet, dass Thiostrepton weder freies L11-Protein [115], noch 23S rRNA bindet. [116]

Beide zusammen bilden jedoch eine Binderegion für Thiostrepton, an die das Thiopeptid

mit Dissoziationskonstanten im niedrigen nanomolaren Bereich bindet. Resistenzen ge-

gen Thiostrepton und verwandte Thiopeptide sind vor allem für die Nukleotide A1067

und A1095 (E. coli-Nummerierung) der 23 S rRNA beschrieben, mit denen Thiostrepton

in gebundenem Zustand besonders stark interagiert (Kapitel 3.5.1). [117] Die Region um

das Nukleotid A1067 der Stalk Base ist allgemein sehr wichtig für Bindungs- und Erken-

nungsaktivitäten des Ribosoms. [114] Hier binden beispielsweise die Translationfaktoren

EF-G oder EF-Tu, die komplexe dynamische Konformationsänderungen bewirken und

den Translationszyklus aufrecht erhalten. Eine Besonderheit der Thiopeptidbindung ver-

glichen mit üblichen Antibiotika besteht in der Größe und Komplexität der Moleküle.

Hieraus resultiert, dass die BindungdesMoleküls nicht in einer engenKavität desMakro-

moleküls stattfindet, sonderndass sie vielmehr als ein «Abtasten» einermakromoleularen

Oberfläche verstanden werden kann. Hinzu kommt die bereits erwähnte Besonderheit,

dass die Thiopeptide sowohl mit der rRNA, als auch mit Proteinkomponenten wechsel-

wirken.

Unterschiede zwischen Thiostrepton und Micrococcin in der Bindung ans

Ribosom

Zwischen den beiden Thiopeptiden Thiostrepton 3 und Micrococcin 7 wurden Unter-

schiede in den biochemischen Effekten, die eine Inhibierung des Ribosoms mit den bei-

den Molekülen nach sich ziehen, beschrieben: Thiostrepton 3 vermindert die Translati-

onsfaktor EF-G-katalysierte GTP-Hydrolyse und verhindert die Bewegung der tRNAs an

den A- und P-Stellen (PRE-state) zu den P- und E-Stellen (POST-state). [113,118] Im Unter-
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Abb. 3.2. Kristallstruktur des Thiostreptons 3 gebunden an die GTPase-assoziierte Region des
Deinococcus radiodurans Ribosoms bei 3–4 Å Auflösung (pdb:3df5). [30] L11-Protein
(cyan), 23 S rRNA (grau), Thiostrepton (blau). Die Position des wichtigen Nukleotids
A1067 ist angegeben.
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schied hierzu stimuliert Micrococcin die GTPase-Aktivität des EF-G. [119] Die Diskrepanz

in der Wirkung bei gleicher Bindestelle ist Gegenstand aktueller Untersuchungen. In

den letzten Jahren kristallisiert sich jedoch ein Grund für das unterschiedliche Verhalten

heraus. Es werden (mindestens) zwei verschiedene Bindemodi der Thiopeptide an die

Thiopeptid-Bindestelle postuliert, die Konsequenzen für die weitere Dynamik des Ribo-

soms haben. [30] Im Verlauf dieser Arbeit wurden von Fucini et al. Kristallstrukturen der

Bindung der Thiopeptide Thiostrepton 3, Nosiheptid 5 und Micrococcin 7 an die große

Untereinheit des Deinococcus radiodurans Ribosoms veröffentlicht (Abbildung 3.2). [30] Sie

lieferten neben einer grobenAuflösung der Thiopeptidbindung einige strukturelle Erklä-

rungsansätze für die beiden Bindemodi der Thiopeptide und deren Auswirkungen auf

das Ribosom.

EF-Tu als Zielkomponente des Thiopeptids GE2270

Während die «gängigen« Thiopeptide Thiostrepton 3, Nosiheptid 5, Micrococcin 7 und

Nocathiacin 8 an die GTPase-assoziierte Region des Ribosoms binden, gibt es eine zwei-

te Klasse Thiopeptide, die mit dem Elongationsfaktor EF-Tu wechselwirken. [26] Hierzu

gehören beispielsweise die Moleküle GE2270A 4 und Vertreter der Gruppe der Thiomu-

racine. [120,121] Beide bestehen aus einem 29-Atome großen Makrozyklus (Thiostrepton 3:

26 Atome (A-Ring)), der von einem zentralen Pyridinring (Serie d) geschlossen wird (Ab-

bildung 3.3). Der Elongationsfaktor EF-Tu ist eine essentielle Komponente der bakteriel-

len Proteinbiosynthese. EF-Tu besitzt GTPase-Aktivität und liefert im GTP-gebundenen

Zustand eine Aminosäure-tRNA zum Ribosom.

GE2270 4 bindet hauptsächlich an die Domäne 2 des Proteins EF-Tu, wobei die Seiten-

kette des Thiopeptids in einer Kavität-ähnlichen Region der Domäne 2 zu liegen kommt

(Abbildung 3.4). [120] Der Makrozyklus des Moleküls hingegen bindet an der Kontakt-

fläche zwischen den Domänen 1 und 2 des Proteins. Diese Region erfährt während des

Katalysezyklus der GTPase große strukturelle Umordnungen zwischen den Domänen.

GE2270A besetzt teilweise die Bindestelle der 3’-Aminoacylgruppe der tRNA amProtein,

so dass die Assoziation des Faktors mit der tRNA unterbunden wird. Darüber hinaus

beeinträchtigt GE2270A durch Binden in der Kontaktregion der Domänen die für den
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Abb. 3.3. Strukturen der Pyridin-Thiopeptide (Serie d) [26] GE2270A 4 und Thiomuracin A 81. Für
Thiomuracin wurde bisher keine stereochemische Zuordnung veröffentlicht. [121] Die für
die strukturelle Variabilität innerhalb der Familie verantwortlichen Positionen sind ge-
kennzeichnet.
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3. Wirkort: Ribosom

Abb. 3.4. Kristallstruktur des Thermus thermophilus GE2270A·EF-Tu·GDPNP-Komplexes bei
1.6 Å Auflösung (pdb:2c77). [120]

Katalysezyklus essentiellen Domänen-Bewegungen des Enzyms.

Das Molekül GE2270A knüpft 4–5 Wasserstoffbrückenbindungen zu EF-Tu, hierunter

fallen z. B. das Oxazolin der Seitenkette und die β-Hydroxylgruppe des Phenylserins.

Insgesamt bestehen enge Kontakte zwischen GE2270A und dem Protein, so dass die

durch das Binden des GE2270A für Wassermoleküle nicht mehr zugängliche Fläche (bu-

ried space) 1493–1935Å2 beträgt (je nachdem, ob als Substrat GDP bzw. GDPNP gebunden

ist). [120] Im Vergleich hierzu wechselwirkt beim Thiostrepton vor allem der A-Ring und

die Seitenkettemit der rRNAbzw. demProtein,während große Partien des B-Ringswahr-

scheinlich nicht mit dem makromolekularen Komplex interagieren (Abbildung 3.2). [30]

Darüber hinaus scheint die Seitenkette des Thiostreptons eine relativ große Oberfläche
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3.2. PICC: Proximity Induced Covalent Capture

auf dem L11-Protein abzutasten. Die für Wassermoleküle nicht mehr zugängliche Fläche

beträgt durch Binden des Thiostreptons nur 620Å2. [30] Allerdingsmuss beachtet werden,

dass die zum heutigen Zeitpunkt vorhandenen Kristallstrukturen der Thiostreptonbin-

dung keine detaillierten Aussagen über die atomaren Interaktionen erlauben, so dass ein

Vergleich der Bindungsparameter beider Moleküle sehr schwierig ist.

3.2. PICC: Proximity Induced Covalent Capture

Um nähere Informationen bezüglich der Bindungsgeometrie der Thiopeptide an das

ribosomale Target zu erhalten, wurde in der Arbeitsgruppe eine Variante des Covalent

Capture [122] entwickelt, die wir PICC (Proximity Induced Covalent Capture) nannten. [123]

Die Thiopeptide eignen sich aufgrund ihrer inherenten Michael-Additions-Reaktivität in

Form ihrer Dehydroalanine besonders für diese Methode. Wie in der Semisynthese der

Thiostrepton-Derivate ausgiebig ausgenutzt, reagieren die elektrophilenDehydroalanine

besonders leicht mit freien Thiolen (Kapitel 2). Die Bindung der Thiopeptide an ihre

ribosomale Bindungsstelle wird durch besonders hohe Affinitäten der kleinen Moleküle

an den dimeren Komplex charakterisiert, so dass wir die Methode des Covalent Capture

erfolgreich einsetzen konnten, obwohl zur erfolgreichen Bindung insgesamt ein ternärer

Komplex gebildet werden muss.

3.2.1. Konzept des PICC

Abbildung 3.5 zeigt das generelle Konzept des PICC am ternären Komplex aus L11-

Protein/23S-rRNA/Thioptid. In einem ersten Schritt bindet das kleineMolekül an die Bin-

destelle des vonProteinundRNAgebildetendimerenKomplexes.Aufdieser Stufe finden

eventuelle strukturelle Anpassungen bzw. Umordnungen statt, die eine höhere Affinität

des kleinen Moleküls zum Komplex bedingen (Induced Fit). [124,125] Ein bereits vorhande-

nes bzw. künstlich durchMutagenese eingebrachtes Thiol einer Cys-Seitenkette, das sich

in räumlicherNähe zueinemelektrophilenDehydroalanindes kleinenMoleküls befindet,

könnte im nächsten Schritt mit einemDehydroalanin in einerMichael-Additionsreaktion

reagieren. Anschließend kann das kovalente Additionsprodukt mittels proteinchemi-
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3. Wirkort: Ribosom

scher Methoden identifiziert werden (z. B. MALDI-MS, SDS-Gelelektrophorese).

Abb. 3.5. Konzept des PICC (proximity induced covalent capture). 1. Das Thiopeptid bindet an
den dimeren Komplex aus L11-Protein/RNA. 2. Kovalente Reaktion zwischen einem
Thiol des Proteins und dem Thiopeptid.

Durch Austausch einzelner Aminosäuren des L11-Proteins von Thermus thermophilus

gegen Cysteine mittels ortsspezifischer Mutagenese konnten die Reaktivitäten der

Cystein-Thiole in Abhängigkeit von der räumlichen Position auf der Proteinoberfläche

kartiert werden (Dr. Sascha Baumann). [126] Bei der Auswahl der zu mutierenden Ami-

nosäuren wurden Positionen in der Nähe der Thiopeptid-Bindungsregion ausgewählt,

die im Vergleich mit L11-Proteinen anderer Organismen nicht konserviert sind und de-

ren Mutation keine Resistenzen gegenüber Thiostrepton 3 vermittelt. Der Vergleich der

CD-Spektren der mutierten Proteine mit dem nativen Protein ergab, dass die globale

Gesamkonformation der Proteine durch den Austausch der untersuchten Aminosäuren

mit Cystein nicht veränderte.

3.2.2. Ergebnisse des PICC an der ribosomalen Bindestelle

Während Cysteinreste, die weit von der Thiopeptid-Bindungsstelle in der dreidimen-

sionalen Struktur des L11-Proteins entfernt positioniert sind, keine Reaktivitäten in der

PICC-Reaktion zeigten, erhielten wir für die untersuchten Thiopeptide charakteristische

Reaktivitätsmuster an einigen Aminosäurepositionen. Generell war die Reaktivität auf

Positionen beschränkt, die in räumlicher Nähe zu der vorgeschlagenen Bindestelle der

Thiopeptide liegen. Diese zeichnet sich durch ihre Nachbarschaft zu den rRNA-Basen

A1067 und A1095 aus. Thiostrepton 3 reagierte deutlich mit L11-Proteinmutanten, die

Cysteine an den Positionen G24, P25, Q29 und I34 aufwiesen (Abbildung 3.6, A: rot),

während schwache Reaktivität für die Postitionen A20 und H30 bestimmt wurde (Ab-

bildung 3.6, A: orange). Die PICC-Reaktionen des Nosiheptids 5 waren im Vergleich zu
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3.2. PICC: Proximity Induced Covalent Capture

Abb. 3.6. Darstellung der PICC-Reaktivitäten auf der Oberfläche des Protein/RNA-Komplexes.
pdb: 2jq7 [125] (Farbcode: rot = sehr reaktive Cys-Mutante, orange = schwach reaktiv,
gelb = unreaktiv, hellgrau = nicht getestet (Protein), dunkelgrau = rRNA, blau = wichtige
rRNA-Basen. A) Reaktivität des Thiostreptons 3; B) Reaktivität des einfach verkürzten
Thiostreptons 23; C) Reaktivität des Nosiheptids 5.

Thiostrepton 3 auf die beiden Positionen G24 und P25 begrenzt (Abbildung 3.6, C). Auch

die in der Seitenkette verkürzten Thiostreptonderivate 23 und 27 zeigten verminderte

PICC-Reaktivitäten. Während das einfach verkürzte Thiostrepton 23 an den Positionen

G24, P25 und Q29 reagierte (Abbildung 3.6, B), zeigte sich für das zweifach verkürzte

Thiostrepton 27, das keine Deala-Seitenkette aufweist, keine Reaktivität (nicht gezeigt).

Das Thiopeptid Mircrococcin 7war ebenfalls in unseren PICC-Experimenten nicht aktiv.

Wenn man annimmt, dass der sehr ähnliche Grundkörper (A-Ring) der untersuchten

Thiopeptide Thiostrepton 3 und Nosiheptid 5 in gleicher Position an den dimeren Kom-

plex bindet, spiegelt sich in der unterschiedlichenReaktivität derMoleküle die Länge und
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Anzahl der Dehydroalanine in der Seitenkette wieder. Die längere Seitenkette des Thiost-

reptons 3 kann im Vergleich zu Nosiheptid und den verkürzten Thiostrepton-Varianten

23 und 27 einen größere Proteinoberfläche «abtasten» , so dass eine PICC-Reaktion zu-

sätzlich an den Positionen Q29 und I34 auftritt. Auffällig ist, dass das Dehydroalanin des

B-Rings der Thiostreptonstruktur keine Reaktivität aufweist, da das zweifach verkürz-

te Thiostrepton 27 überhaupt keine PICC-Reaktion einging. Dies spricht für die hohe

strukturelle Selektivität der PICC-Reaktion.

Der Grund für die fehlende Reaktivität des Micrococcins 7 könnte einerseits mit dem

Vorhandensein eines Dehydrobutyrinrests anstelle der Dehydroalanine in der Seitenkette

erklärt werden, da das Dehydrobutyrin deutlich weniger reaktiv gegenüber Thiolen

ist (Kapitel 2). Allerdings scheint Micrococcin einen von Thiostrepton und Nosiheptid

abweichenden Bindemodus zu haben, so dass die Seitenkette nicht in räumliche Nähe

zu den mutierten Positionen des L11-Proteins kommt (Kapitel 3.1). Die bisher einzige

Kristallstruktur der BindungdesMicrococcins an das Ribosombesitzt eine relativ geringe

Auflösung (6–7Å), die eine genaue Zuordnung der Elektronendichte zu den Atomen des

Micrococcins erschwert. [30] Es wird jedoch vermutet, dass Micrococcin in der Art an das

Ribosom bindet, dass die Seitenkette am ehesten mit den Basen der RNA interagiert.

Bemerkenswert ist, dass für keines der getesteten Moleküle eine Reaktion an Position

V38C des L11-Proteins zu erkennen war. Ein Cys in dieser Position scheint also nicht

reaktiv zu sein. Bei den meisten Organismen liegt an dieser Position des L11-Proteins

ein Cystein vor. Das Ergebnis der PICC-Reaktion ist demnach als weitere Bestätigung

zu sehen, dass bei der Bindung der Thiopeptide am Ribosom keine kovalente Reaktion

stattfindet, wie dies beispielsweise bei dem Regulatorprotein TipAL der Fall ist (vgl.

Kapitel 2). Die hohe Spezifität der kovalenten Reaktivität allgemein spricht für eine

sehr definierte und kompakte Bindung der Thiopeptide in der Bindungsregion des L11-

Protein/23S-rRNA-Komplexes.

3.2.3. Diskussion

Zur detaillierten Interpretation der unterschiedlichenReaktivitäten der PICC-Reaktionen

auf der Oberfläche des Proteins ist das Vorhandensein einer dreidimensionalen Struk-
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3.2. PICC: Proximity Induced Covalent Capture

tur der Bindestelle notwendig. Die GTPase-assoziierte Region des Ribosoms mit dem

L11/23S-rRNA-Komplex scheint in Abhängigkeit von der jeweiligen Stufe innerhalb des

Elongationszyklus einer starken konformationellen Dynamik unterworfen zu sein. So-

wohl Strukturen aus NMR-Studien als auch Kristallstrukturen bilden jeweils nicht die

gesamte dynamische Geometrie der Bindungsregion wieder. Wahrscheinlich interagie-

ren die Thiopeptide bevorzugt mit bestimmten Konformationen und verhindern durch

ihre Bindung in der Schalterregion (Switch) die für den katalytischen Zyklus wichtigen

konformationellen Umordnungen innerhalb der Proteine / rRNA-Komplexe.

Zu dem Zeitpunkt unserer PICC-Untersuchungen war keine Kristallstruktur des ter-

nären Komplexes aus L11/23S-rRNA/Thiopeptid bekannt. Daher bedienten wir uns einer

Kristallstruktur des dimerenL11/23S-rRNA-Komplexes ohneThiostrepton [127] bzw. einer

NMR-Struktur des ternären Komplexes [125]. Aufgrund der relativ geschlossenen Geome-

trie des Spalts zwischen dem Protein und der rRNA dieser beiden Strukturen kamen

wir aufgrund der PICC-Ergebnisse zu dem Schluss, dass die Thiopeptide weit über die

rRNA-Basen hinaus (in Abbildung 3.6 nach unten) Kontakte ausbilden würden. Eine

leicht abweichende Aussage erhält man, wenn man die kürzlich veröffentlichte Kris-

tallstruktur des ternären Komplexes von Fucini et al. zur Interpretation der PICC-Daten

hinzuzieht, die eine weitere Öffnung des Spalts zwischen dem Protein und der rRNA

aufweist. In diesem Fall würden die Thiopeptide vor allem innerhalb der Spalte zwi-

schen dem Protein und der rRNA binden, wobei die Seitenkette Kontakte vor allem zur

Proteinoberfläche ausbildet (in Abbildung 3.6 nach oben). Diese revidierte Interpretation

der Bindung der Thiopeptide innerhalb der Spalte deckt sich weitgehendmit unseren Er-

gebnissen der Docking-Studien (Kapitel 3.4). Auch frühere Untersuchungen von Lentzen

et al.wiesen auf Bindung in der Spalte zwischen Protein und rRNAhin. [118] In diesemFall

kann es noch immer zu Kontakten zwischen dem gebundenen Thiostrepton 3 und den

rRNA-Basen A1067 und A1095 kommen, wie in biochemischen Experimenten gezeigt

werden konnte. [128]

In Kombination mit Strukturinformationen aus NMR-Studien bzw. Kristallstrukturen

erlaubt die PICC-Methode Experimente in Lösung, die unter physiologisch relevanten

Bedingungen durchgeführt werden können. Der Dynamik derMakromoleküle und einer

79



3. Wirkort: Ribosom

sich strukturell ändernden Bindungsregion wird dabei Rechnung getragen. Nur wenn

unter diesen physiologischen Bedingungen eine Bindung zustande kommt, wird man

Reaktivität in der PICC-Untersuchung feststellen. Die Methode des PICC kann des-

halb als ergänzende Methode betrachtet werden, die wichtige funktionale Informatio-

nen eines Bindungsvorgangs liefert. Wir konnten so zeigen, dass sich das Konzept des

Covalent Capture auch auf ternäre Komplexe und auf Komplexe, die aus Protein/RNA-

Makromolekülen bestehen, anwenden lässt.

3.3. Modifizierungen der Thiostrepton-Seitenkette

Die Ergebnisse der PICC-Studien weisen darauf hin, dass die Bindung des Thiostrep-

tons 3 und des Nosiheptids 5 an den Protein/RNA-Komplex vor allem über Kontakte der

makrozyklischen A-Ring-Struktur vermittelt wird. Für diese Annahme spricht, dass die

unterschiedlichen Reaktivitätsmuster auf der Proteinoberfläche mit der relativen Länge

der jeweiligen Seitenkette der untersuchten Moleküle in Einklang zu bringen sind, wenn

für den A-Ring eine ähnliche Positionierung angenommen wird.

Dieswürde bedeuten, dassModifizierungen der Seitenkette einen relativ geringen Ein-

fluss auf die Bindungsaffinität desMoleküls an die ribosomale Zielstruktur haben sollten.

In Kapitel 2 wurden Michael-Additionen von unterschiedlichen Thiolen an Thiostrep-

tonmoleküle beschrieben. Wir stellten die Frage, welche Konsequenzen die jeweilige

Modifizierung auf die Bindungseigenschaften der Derivate am Ribosom ausüben würde

und welchen Einfluss die Modifizierungen auf die antibiotische Wirkung der Moleküle

haben würden.

3.3.1. Quantifizierung der Bindungsaffinitäten mittels fluoreszenter

Thiostreptonsonde

Wie bereits in Kapitel 2.7.1 beschrieben, konnten wir mittels Michael-Addition an

das Dehydroalanin der Seitenkette des einfach verkürzten Thiostreptons 23 die PEG-

Fluorescein-Thiostreptonsonde 74 synthetisieren.Mithilfe dieser fluoreszenten Sonde ge-

lang es unsmittels Fluoreszenz-Anisotropiemessungen die Bindungsaffinität verschiede-
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ner Thiostreptonderivate an die ribosomale Bindungsstelle zu quantifizieren (Dr. Sascha

Baumann). Als rRNA wurde ein 58 nt langes rRNA-Fragment verwendet (E. coli Positio-

nen 1051–1109), das als Bindestelle der Thiopeptide die Helices H43/H44 der 23S rRNA

umfasst, während als L11-Protein dasWildtyp-Protein von Thermus thermophilus verwen-

det wurde. [126]

In ersten Versuchen untersuchten wir die Bindungsaffinität der PEG-Fluorescein-

Thiostreptonsonde 74 an den dimeren L11/23S-rRNA-Komplex mittels Fluoreszenz-

Anisotropiemessungen. Es zeigte sich, dass die Sonde 74 nur in äußerst geringem Um-

fang an die einzelnen Komponenten (L11 bzw. 23 S rRNA) bindet (KD > 10µm). Erst bei

Vorhandensein des dimere L11/23S-rRNA-Komplexes zeigte sie unter Ausbildung des

ternären Komplexes L11/23S-rRNA/74 starke Bindung mit einer Dissoziationskonstante

von KD = 140± 80 pm (Abbildung 3.7, A).

Die PEG-Fluorescein-Thiostreptonsonde 74 setztenwir anschließend dazu ein, die Bin-

dungsaffinität einiger Thiopeptide bzw. Thiostreptonderivate an den dimeren L11/23S-

rRNA-Komplex mittels Verdrängungstitrationen zu bestimmen (Abbildung 3.7, B). Hier-

bei verwendeten wir Fluoreszenzpolarisationsassays im 384-well-Format. Die erhaltenen

KD-Werte sind in Tabelle 3.1 aufgeführt.

Thiostrepton 3 zeigte sehr starke Bindungsaffinität zu dem L11/rRNA-Komplex und

wir bestimmten einen KD-Wert von 0.2 nm. Nosiheptid 5 bindet mit einem Faktor 2 stär-

ker, während Micrococcin 7 ungefähr 8-fach schlechter an den dimeren Komplex bindet.

Die Auswertung der Ergebnisse der Thiostreptonderivate ergab, dass die Modifikation

der Seitenkette in den meisten Fällen fast keinen Einfluss auf die Bindungseigenschaf-

ten der Moleküle ausübten. Sowohl sterisch anspruchsvolle Reste wie Thioglucose (32),

als auch bei physiologischem pH negativ (33) bzw. positiv (34) geladene Reste wurden

bestens toleriert und zeigten Verschlechterungen der Bindungsaffinität maximal um den

Faktor 2. Im Gegensatz dazu zeigte die lipophile Modifizierung mit der C8-Alkylkette

(30) eine geringfügig schlechtere Bindung um den Faktor 20. Auffällig war, dass das Dia-

stereomerenpaar 30 a/b gleicheAffinität zeigte. Demzufolge nimmt also die Stereochemie

des durch dieMichael-Addition entstehenden stereogenen Zentrums keinen Einfluss auf

die Bindung.
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3. Wirkort: Ribosom

Abb. 3.7. A) Fluoreszenz-Anisotropie-Titration der PEG-Fluorescein-Thiostreptonsonde 74
(5 nm) und L11-Protein (0.6µm). B) Verdrängungstitrationen der PEG-Fluorescein-
Thiostreptonsonde 74 vom Protein-RNA-Komplex (5 nm RNA, 0.6µm Protein) durch ver-
schiedene Thiostreptonderivate.
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3.3. Modifizierungen der Thiostrepton-Seitenkette

Tab. 3.1. Bindungsaffinitäten einiger Thiopeptide und semisynthetischer Thiostreptonderivate an
den L11/23S-rRNA-Komplex und ihre Wachstumsinhibierung bei S. aureus.

Verbindung Thiol KD MIC a MIC b Löslichkeit c

[nm] [µm] [µm] [µm]

Thiostrepton 3 – 0.20±0.05 0.0065 0.013 n. b.

Nosiheptid 5 – 0.11±0.02 0.00063 0.00063 n. b.

Micrococcin 7 – 1.73±0.90 0.34 0.42 n. b.

23 – 0.19±0.01 0.063 0.063 5

27 – 0.32±0.05 0.013 0.013 2

32
OHS OH

OH
OH

HO 0.22±0.06 2.0 2.0 110

30 a HS 3.59±1.20 0.30 0.30 1

30 b HS 5.41±2.03 3.2 3.2 1

28
AcHN

SH

OMe

O

0.32±0.08 0.67 0.41 n. b.

33
AcHN

SH

OH

O

0.32±0.04 3.2 1.6 n. b.

34 HS
N 0.44±0.11 0.37 0.37 17

a MSSA-Stamm ATCC 25923.
b MRSA-Stamm ATCC 43300.
c Löslichkeit in Puffer: 50 mm Natriumphosphat, pH 7.
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3.3.2. Untersuchungen zur antibiotischen Wirksamkeit

Um zu untersuchen welchen Einfluss die Modifikationen der Seitenkette des

Thiostrepton-Grundgerüsts auf die antibakterielle Aktivität ausübt, testeten wir die

Substanzen auf ihre Wachstumsinhibierung gegenüber Methicillin-empfindlichen Sta-

phylococcus aureus (MSSA) und Methicillin-resistenten S. aureus (MRSA) Stämmen und

bestimmten die jeweiligenMIC-Werte (minimum inhibitory concentration) (Tabelle 3.1). Für

alle getesteten Substanzenwurden nur kleineAbweichungen in derWachstumhemmung

zwischen den beiden S. aureus-Stämmen beobachtet. DieWachstumsinhibierung der drei

Naturstoffe Thiostrepton 3, Nosiheptid 5 und Micrococcin 7 spiegelte auffällig gut die

zuvor bestimmte Bindungsaffinität der jeweiligen Substanz an die ribosomale Zielstruk-

tur wieder. Während Thiostrepton 3 das Wachstum in nanomolaren Konzentrationen

(6.5–13 nm) hemmte, bestimmtenwir für Nosiheptid 5 eineWachstumsinhibierung schon

bei 0.63 nm. Micrococcin 7 zeigte hingegen, in Korrelation mit der relativ schwachen

Bindungsaffinität, einen MIC-Wert bei 340–420 nm.

Die Verkürzung der Seitenkette des Thiostreptons (23 bzw. 27) hatte keinen signifikan-

ten Einfluss auf das Potential der Substanzen, das Wachstum von S. aureus zu hemmen.

Auch dieses Ergebnis steht inKorrelationmit den gemessenen Bindungsaffinitäten der je-

weiligen Substanzen. Dies bestätigte die bisherige Vermutung, dass die Seitenkette nicht

zwingend notwendig für eine starke Bindung des Thiostreptons 3 an die ribosomale

Zielstruktur zu sein scheint.

Für die Thiostreptonderivate ergab sich ein uneinheitliches Bild zwischen Bindungsaf-

finität und antibiotischer Wachstumshemmung. Die Addukte der Thioglucose (32) bzw.

des N-Acetylcysteins (33) verloren gegenüber dem einfach verkürzten Thiostrepton 23

deutlich an Wirkung (Faktor 30), obwohl die in vitro Bindungsaffinität beider Moleküle

fast keinen Unterschied zeigte. Weniger stark ausgeprägt war der Rückgang der anti-

biotischen Effekte bei dem Addukt des N-Acetylcysteinmethylesters (28). Die stärkste

Hemmwirkung wurde von dem unter physiologischen Bedingungen positiv geladenen

tertiärenAmins 34 erhalten. Die Addition eines lipophilen C8-Thiols (30) resultierte eben-

falls in einerVerschlechterungderHemmwirkung. In diesemFall schiendie Stereochemie

einen Einfluss auf die Hemmwirkung zu haben (30a/30b).
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Bei allen getesteten Seitenkettenderivaten verzeichneten wir eine niedrigere antibio-

tische Wirkung als bei der Ausgangsverbindung. Es sollte jedoch berücksichtigt wer-

den, dass sich die Hemmwirkung der Thiostreptonderivate (0.7–5mgL−1) in vergleich-

barer Größenordnung mit gängigen Antibiotika wie z. B. Linezolid oder Vancomycin

(1–2mgL−1) [129] befinden.

Die geringe Wasserlöslichkeit des Thiostreptons 3 stellt einen wesentlichen Grund

dafür dar, dass es bisher nicht in der antibiotischen Therapie eingesetzt wird. Durch

Derivatisierung der Grundstruktur sollte es möglich sein, die Wasserlöslichkeit von

Thiostreptonderivaten zu erhöhen. Wir bestimmten die Wasserlöslichkeit einiger Thiost-

reptonderivate mittels HPLC. Erwartungsgemäß wurde die Löslichkeit durch lipophile

C8-Addukte (30) reduziert, während für das bei physiologischem pH positiv geladene

tertiäre Amin 34 eine 3–4 mal höhere Löslichkeit als bei der Ausgangsverbindung ein-

fach verkürztes Thiostrepton 23 bestimmt wurde. Die Addition eines Glucosederivats

(32) erhöhte die Löslichkeit sogar um den Faktor 20.

Zusammenfassend konntenwir zeigen, dass eine erfolgreiche Quantifizierung der Bin-

dungsaffinitäten einiger Thiopeptidnaturstoffe und semisynthetischer Derivate mit Hilfe

der fluoreszenten PEG-Thiostreptonsonde 74 durchführbar ist. Unsere ersten antibioti-

schenUntersuchungen zeigten, dass semisynthetische Thiostreptonderivate synthetisiert

werden können, die sowohl hohe Wirksamkeit als auch hohe Wasserlöslichkeit aufwei-

sen.

3.4. Modifizierungen des Thiostrepton-A-Rings

Bislang sind die atomaren Details der Bindung des Thiostreptons 3 an die ribosomale

Bindestelle nur unzureichend charakterisiert. Die vorhandene Kristallstruktur [30] des tri-

meren Komplexes L11/rRNA/Thiostrepton besitzt eine Auflösung von 3–4Å und klärt

daher nicht darüber auf, welche Hauptinteraktionen des Thiostreptons 3 mit der rRNA

bzw. dem L11-Protein auf atomarer Ebene bestehen. Die Untersuchung der Interaktionen

zwischen dem Thiopeptid und dem L11/rRNA-Komplex wird durch die Größe der Mo-

leküle und der strukturellen Dynamik, die diese Region innerhalb der Ribosomstruktur
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aufweist, erheblich erschwert. Die Kenntnis der atomaren Wechselwirkungen ist jedoch

für die Entwicklung eines SAR-Profils (structure activity relationship) bzw. für die For-

mulierung eines Pharmacophormodells der Thiopeptide von großer Bedeutung, um zu

optimierten Liganden zu gelangen.

Um die Interaktionen zwischen Thiostrepton 3 und seiner Bindestelle näher charakte-

risieren zu können suchten wir nach semisynthetischen Transformationen, die selektive

Modifikationen des Thiostrepton-Grundgerüsts ermöglichten. Der A-Ring des Thiost-

reptons scheint für die Ausbildung der Kontakte zum dimeren L11/rRNA-Komplex eine

besonders wichtige Rolle zu spielen. Neben den Ergebnissen der Kristallstruktur wurden

in NMR-Untersuchungen NOE-Kontakte v. a. zwischen den Resten Thz1, Thr1, But, Cys

und Thstn des A-Rings der Thiostreptonstruktur und dem L11/rRNA-Komplex beobach-

tet. [118,125]

Wie bereits in Kapitel 2 beschrieben, gelangen uns mehrere semisynthetische Trans-

formationen der A-Ringstruktur des Thiostreptons 3. So verfolgten wir erfolgreich die

Oxidation des Thiazolins zumThiazol, dieAcylierungdes Thiostreptin-4-OH, die Reduk-

tion des zentralen Dehydropiperidins zum Piperidin und die Isolierung des Thiazolin-

Epimers des Thiostreptons. In einer Kooperationmit der Gruppe um Prof.Dr. H. Schwal-

be an der Universität Frankfurt und Dr. Karl Kirschner am Fraunhofer-Institut für Algo-

rithmen und Wissenschaftliches Rechnen in Sankt Augustin untersuchten wir die Aus-

wirkungen dieser A-Ring Modifikationen auf die Struktur und Bindeeigenschaften der

Derivate.

3.4.1. Konformationsbestimmung mittels NMR

Zunächst wurde die Konformation der Derivate in freier ungebundener Form mittels

NOESY-NMR-Spektroskopie ermittelt (Dr. Hendrik Jonker). Für jede Verbindung konn-

ten ca. 150–200 NOE-Signale als Distanzbeschränkungen (distance restraints) in die Struk-

turberechnung mittels Molekulardynamik-Simulation einfließen.

Die Überlagerung der 20 energieärmsten Strukturen jeder Verbindung zeigte für jedes

Ensemble eine sehr rigide Struktur, deren Flexibilität bis auf diejenige der Seitenkette

eher beschränkt war (Abbildung 3.8). Die Abweichungen der Ensembles der einzelnen
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Verbindungen untereinander und gegenüber der Kristallstruktur des Thiostreptons 3

waren nicht sonderlich stark. Die größten Unterschiede zeigten sich auf die Reste des

A-Rings beschränkt (Thr1, But, Cys und Thstn).

Beim Thiazolin-Epimer 23b des einfach verkürzten Thiostreptons 23a zeigte sich bei

genauer Betrachtung, dass die Reste Cys und Thstn besonders starke strukturelle Ab-

weichungen gegenüber der Kristallstruktur [105] des Thiostreptons 3 und den übrigen

Verbindungen aufwiesen. Als Folge dieser strukturellen Veränderung des Thiazolins er-

fährt das benachbarte Thiazolin 2 (Thz2) eine Neigung von 22°.

Die Oxidation des Thiazolins zumThiazol (58) resultiert in einemflachen aromatischen

Ring. Die Auswirkung auf die Struktur des A-Rings ist in diesem Fall geringer als für

das Epimer 23b, aber deutlich vorhanden. Durch die Reduktion des Dehydropiperidins

zumPiperidin (61) erfährt der A-Ring nur sehr geringe Veränderungen, während größere

Unterschiede in der Positionierung des Thiazols 4 (Thz4) im Übergang zur Seitenkette

des Thiostreptons zu erkennen sind.

Aufgrund fehlenderNOE-Kontakte in der Seitenkette der Thiostreptonderivate konnte

die Struktur dieser Region nur unzureichendmittelsNMR-Strukturbestimmungdefiniert

werden. Quantenmechanische Berechnungen konnten die Torsionspotentiale der Dehy-

droalanine annähern (Dr. Karl Kirschner). Mit einer errechneten Energiebarriere von 7–8

kcal/mol in der Gasphase für die Rotation um die Enamin C–N-Bindung scheint die

Seitenkette sehr flexibel zu sein. Diese Beobachtung kannmit den Ergebnissen der PICC-

Untersuchung (s. o.) in Einklang gebracht werden. Die Seitenkette scheint durch ihre

Flexibilität eine größere Fläche des L11-Proteins bei der Bildung des ternären Komplexes

(Protein/rRNA/Thiostrepton) «abtasten« zu können.

3.4.2. Molekulare Docking -Studien

Um ein besseres Verständnis der Bindung des Thiostreptons 3 an den dimeren L11-

Protein/rRNA-Komplex zu erhalten wurden alle NMR-Strukturen eines Ensembles mo-

lekularenDocking-Berechnungenunterworfen (Dr.KarlKirschner).Als Bindestellewurde

die Kristallstruktur des trimeren L11/rRNA/Thiostrepton-Komplexes (3cf5) [30] herange-

zogen. Bei den Berechnungen war es wichtig, den Liganden einen gewissen Grad an
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3. Wirkort: Ribosom

Abb. 3.8. Überlagerung der 20 energieärmsten Strukturen der Molekulardynamik-Simulationen
der Verbindungen Thiostrepton 3 (grün), einfach verkürztes oxidiertes Thiostrepton 58
(rot), Epimer des einfach verkürzten Thiostreptons 23b (blau) und des reduzierten
Thiostreptons 61 (orange). Die Kristallstruktur des Thiostreptons 3 ist in schwarz dar-
gestellt (pdb: 1e9w). [105]
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struktureller Flexibilität während des Dockings zu erlauben, in dem sich die Reste und

die Seitenketten der Moleküle der Bindeumgebung anpassen konnten. Die besten Er-

gebnisse erhielten wir bemerkenswerterweise mit Scoring functions, die nicht speziell für

RNA-Bindungen ausgelegt waren. Dies deutete daraufhin, dass die Charakteristika der

Thiostreptonbindestelle eher »konventionellen» nicht-polaren Proteinrezeptoren ähneln

als polaren Ligand-RNA-Wechselwirkungen mit ionischen Wechselwirkungen.

Für jede Verbindung erhielten wir eine Struktur mit höchstem Score, die der Kristall-

struktur [30] des gebundenen Thiostreptons 3 sehr ähnlich war (Abbildung 3.9A). Das

Epimer 23b besaß in den Berechnungen den geringsten Score. Durch Analyse der größten

Cluster zeigte sich, dass das Epimer 23b in einigen Strukturergebnissenmit der Seitenket-

te in den Spalt zwischen L11 und rRNA ragte, d. h. um ca. 180° gegenüber den anderen

Lösungen gedreht war. Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass das Epimer 23b deutlich

schwächer an die Bindestelle zu binden scheint.

Die Dockings der restlichen drei Verbindungen 3, 58 und 61 zeigten weitgehend über-

einstimmende Anordnungen. Die Hydroxylgruppen der Reste Thstn und Thr1 bildeten

drei Wasserstoffbrücken zu A1067 aus, während Thz1 in einer Stapel-Wechselwirkung

(stacking)mit A1095 eingebundenwar. Das höchste Scorewurde für das reduzierte Thiost-

repton 61 erhalten, für Thiostrepton 3unddas einfach verkürzte oxidierte Thiostrepton 58

wurden sehr ähnliche Score-Werte erhalten.

3.4.3. Biochemische Evaluierungen

Um die erhaltenen Ergebnisse der Docking-Studien mit biochemischen Werten korre-

lieren zu können, unterzogen wir alle A-Ring-modifizierten Verbindungen in gleicher

Art und Weise den bereits beschriebenen Fluoreszenz-Anisotropiemessungen (Dr. Sa-

scha Baumann, Kapitel 3.3.1). Die erhaltenen Dissoziationskonstanten KD dieser Ver-

bindungen sind in Tabelle 3.2 angegeben. Zusätzlich wurde von Dr. Sascha Baumann

ein in vitro Transkriptions-Translationsassay zur Quantifizierung der Translationshem-

mung der verschiedenen Verbindungen entwickelt. Durch Transkription und Translation

eines GFP-Reportergens in E. coli-Lysaten wurde in Abhängigkeit von der Stärke der

Translationshemmung durch die zu untersuchende Verbindung eine bestimmte Menge

89



3. Wirkort: Ribosom

Abb. 3.9. Ergebnisse der Docking-Berechnungen der Verbindungen Thiostrepton 3 (grün), ein-
fach verkürztes oxidiertes Thiostrepton 58 (rot), Epimer des einfach verkürzten Thiost-
reptons 23b (blau) und des reduzierten Thiostreptons 61 (orange). L11-Protein (grau),
23S rRNA (grün), Nucleobase A1067 (rot). A) Strukturen mit den jeweils besten
Docking Scores. B) Repräsentative Strukturen der jeweils größten Cluster. Das Epi-
mer 23b (blau) zeigt in B) eine abweichende Bindegeometrie.
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Tab. 3.2. Vergleich der Docking Scores und der biochemischen Daten der Dissoziationskonstan-
te (KD) und der Translationshemmung (IC50).

Verbindung Score a Score b KD(L11/rRNA) [nm] IC50 [µm]

3 (Thiostrepton) -8.41 -8.35 0.20±0.05 0.69±0.03

23 (einfach verk. Thio.) n. b. n. b. 0.20±0.05 0.80±0.18

58 (ox. einfach verk. Thio.) -8.54 -8.54 0.23±0.14 0.88±0.06

23b (Epimer einfach verk. Thio.) -8.30 -7.92 5.6± 1.1 (0.63±0.08) c

61 (reduziertes Thio.) -9.15 -8.71 0.10±0.05 n. b.

5 (Nosiheptid) n. b. n. b. 0.11±0.06 n. b. d

7 (Micrococcin) n. b. n. b. 1.7± 0.9 1.69±0.12

68 (B-Ring geöffnetes Thio.) n. b. n. b. 670±46 8.01±2.8

67 (Acetyliertes Thio.) n. b. n. b. 1.8±0.21 1.67±0.42

a Bester Docking-Score.
b Docking-Score des größten Clusters.
c Epimerisiert zurück in 23.
d Autofluoreszenz der Verbindung.

GFP-Protein produziert, dessenKonzentration anschließend fluoreszenzspektroskopisch

bestimmt werden konnte. Die erhaltenen IC50-Werte der Translationsinhibierung sind

ebenfalls in Tabelle 3.2 aufgeführt.

Die biochemischen Daten zeigen, dass nur geringe Unterschiede in der Bindungsaf-

finität des Thiostreptons 3, des einfach verkürzten Thiostreptons 23 und des oxidierten

einfach verkürzten Thiostreptons 58 vorhanden sind (Tabelle 3.2). Dies spiegelt sich auch

in sehr ähnlichen IC50-Wertender in vitroTranslationsinhibitionwieder.Wie bereits in den

Konformationsbestimmungenmittels NMR gezeigt (Kapitel 3.4.1), unterscheidet sich die

Konformation des A-Rings innerhalb der Gruppe dieser Verbindungen nurmarginal. Die

berechneten Docking Scores des Thiostreptons 3 und des oxidierten einfach verkürzten

Thiostreptons 58 zeigen ebenfalls nur geringe Unterschiede auf (das einfach verkürzte

Thiostrepton 23 wurde in den Docking-Studien nicht untersucht).

Die vergleichsweise schlechten Docking Scores des l-Epimers des einfach verkürzten
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Thiostreptons (23b) korrelieren mit der relativ niedrigen Bindungsaffinität des Mole-

küls an den dimeren L11/rRNA-Komplex. Der KD-Wert verschlechtert sich etwa um

den Faktor 30 gegenüber dem d-Epimer (23). In dem gekoppelten Transkriptions-

Translationsassay erhielten wir allerdings einen IC50-Wert, der mit dem d-Epimer 23

vergleichbar war. In unabhängigen Experimenten untersuchten wir deshalb die Stabi-

lität des d-Epimers 23 in E. coli-Lysaten. Mittels HPLC beobachteten wir, dass sich das

l-Epimer 23b unter den Bedingungen des Translationsassays zurück in das d-Epimer 23

verwandelte (vgl. Kapitel 5.2). Daher konnte die Translationsinhibierung durch das l-

Epimer 23b nicht mit Hilfe dieses Assays bestimmt werden. Nichtsdestotrotz erhielten

wir durch die Docking Scores und den KD-Wert genug Hinweise dafür, dass der A-Ring

bei der Epimerisierung des Thiazolins eine für die Bindung an den dimeren L11/rRNA-

Komplex ungünstige Konformation annimmt.

Mit dem reduzierten Thiostrepton 61 erhielten wir die besten Scoring-Werte in den

Docking-Berechnungen. Damit einhergehend bestimmten wir für diese Verbindung aus

denFluoreszenz-Anisotropiemessungen eineDissoziationskonstanteKD, diemit der star-

ken Bindung des Nosiheptids 5 vergleichbar war. Gegenüber der Ausgangsverbindung

Thiostrepton 3 ergab sich demnach eine Verbesserung des KD-Werts um den Faktor 2.

Aus den Docking-Studien folgte, dass die Hydroxylgruppen des Thstn-Rests der

Thiostrepton-Grundstruktur eine besonders wichtige Rolle in der Ausbildung von Was-

serstoffbrücken zur Ribose des Nukleotids A1067 spielten. Um ihren Einfluss auf die

Bindungsaffinität zu untersuchen, synthetisierten wir acetyliertes Thiostrepton 61, das

einen Acetylrest an der sekundären Hydroxylgruppe des Thstn-Rests aufwies (Kapi-

tel 2.5). Die Verbindung zeigte einen Anstieg der Dissoziationskonstante KD um den

Faktor 9 und eine Verdopplung des IC50-Werts der Translationsinhibierung (Tabelle 3.2).

Dies deutet darauf hin, dass im Fall von Thiostrepton 3 das Vorhandensein der Wasser-

stoffbrückenbindung zwischen Thstn-Rest undNukleotid A1067 einenwichtigen Beitrag

für die hohe Bindungsaffinität darstellt. Bemerkenswerterweise ist die O-Methylierung

der 2’-Hydroxylgruppe des Nukleotids A1067 ein bekannter Resistenzmechanismus des

Thiostrepton-Produzentenstamms Streptomyces azureus. [130] Hierbei kommt es zu einer

Verminderung der Bindungsaffinität um den Faktor 3000 (Kapitel 3.5). [117]
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Aus denDocking-Berechnungen folgte inÜbereinstimmungmit Ergebnissen ausNMR-

Untersuchungen [125] und der Kristallstruktur [30], dass der Chinaldinsäurerest (Q) des

Thiostreptons 3 von der Protein/RNA-Bindestelle weg nach außen weist und keine sub-

stantiellen Interaktionen mit den Bindepartnern ausbildet. Durch strukturellen Vergleich

mit Nosiheptid 5, das anstelle der B-Ring-Verknüpfung des Thiostreptons eine Indol-

verknüpfung aufweist, ansonsten aber einen sehr ähnlichen A-Ring besitzt, könnte die

Vermutung aufgestellt werden, dass der B-Ring (bzw. die Indolverbrückung des Nosi-

heptids) v. a. zur Stabilisierung der korrekten Konformation des A-Rings beiträgt, der für

die Bindeinteraktionen maßgeblich verantwortlich zeichnet.

Um zu überprüfen welchen Einfluss der B-Ring des Thiostreptons 3 auf die Affini-

tät hat, untersuchten wir B-Ring-geöffnetes Thiostrepton 68, dessen Lacton hydrolysiert

worden war (Kapitel 2.6). Im Fluoreszenz-Polarisationsassay bestimmten wir eine Disso-

ziationskonstante KD von 670 nm, d. h. eine Verschlechterung der Bindungsaffinität um

einen Faktor > 3 000 gegenüber Thiostrepton 3 selbst (Tabelle 3.2).

3.4.4. Diskussion

Durch den integrierten Ansatz von Semisynthese, NMR-Strukturbestimmung, in vitro

Docking-Studien und biochemischer Evaluierung konnten wir wichtige Strukturparame-

ter, die die Bindeeigenschaften des Thiostreptons 3 an die GTPase-Region des Ribosoms

beeinflussen, identifizieren. Die in silico-Vorhersagen der Bindungsaffinität korrelierten

sehr gut mit den experimentellen biochemischen Daten. Dies ist umso erstaunlicher,

da für die Strukturberechnungen nur eine Kristallstruktur mit relativ niedriger Auflö-

sung zur Verfügung stand, die NMR-Strukturberechnung in organischen Lösungsmit-

teln durchgeführt werden musste und eine Scoring-Funktion für Proteinwechselwirkun-

gen verwendet wurde. Die treffende Vorhersage der biochemischen Bindeeigenschaften

bedeutet im Umkehrschluss, dass das berechnete Grundgerüst bei der Bindung keine

grundlegende Anpassung an die Bindungsumgebung erfährt.

Übereinstimmend mit vorherigen Untersuchungen wurde so die allgemeine Binde-

geometrie mit Insertion des Dehydrobutyrinrests in die Spalte zwischen L11-Protein und

23S rRNAbestätigt. [30,125]Ander relativ starkenBindungmitdemProtein/RNA-Komplex
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sind v. a. die Reste des A-Rings der Thiostreptonstruktur beteiligt. Hierbei scheint die

korrekte Konformation des A-Rings eine sehr wichtige Rolle zu spielen. Selbst kleine

strukturelle Veränderungen wie die Umwandlung des zentralen Dehydropiperidins in

ein Piperidin, oder die Epimerisierung des Thiazolins vom d- in das l-Epimer haben

starken Einfluss auf die Bindefähigkeit der entsprechenden Derivate.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen decken sich mit unseren vorherigen Ergebnis-

sen zur Seitenkettenmodifikation (Kapitel 3.3). Die Docking-Studien ergaben, dass die

Seitenkette des Thiostreptons 3 nur in begrenztem Umfang zur starken Bindung des

Thiostreptons 3 an den dimeren Protein/RNA-Komplex beiträgt. Deshalb ist es möglich,

die Seitenkette zu verkürzen, ohne signifikant an Affinität einzubüßen. Darüber hinaus

wird hierdurch verständlich, dass weitereModifizierungen der Seitenkette, beispielswei-

se durch Michael-Additionen, scheinbar leicht toleriert werden können.

Die Rolle des Thstn-Restes

Die Wasserstoffbrücke zwischen dem Thiostrepton-Rest Thstn und der Ribose des Nu-

kleotids A1067 scheint eine wichtige Rolle in der Bindung des Thiostreptons zum

Protein/RNA-Komplex zu haben. Neben Thiostrepton 3 besitzen alle anderen bis heute

bekannten Thiopeptide mit zentralem Dehydropiperidin bzw. Piperidin (Serien a und

b: Siomycin, Thiopeptin und Sch18640) [26] einen Thstn-Rest mit β-/γ-Hydroxylgruppe

an genau dieser Stelle der Thiostrepton-Grundstruktur. Es ist auffällig, dass ebenso alle

zu diesem Zeitpunkt beschriebenen Thiopeptide mit zentralem Hydroxypyridin (Se-

rie e, Abbildung 3.10) an vergleichbarer Position im A-Ring einen Rest tragen, der eine

γ-Hydroxylgruppe aufweist (falls ein β-OH besteht, ist dieses mit einer Indolgruppe ver-

ethert). Die A-Ringe der beiden Serien a/b und e sind in ihrer Struktur sehr ähnlich, so

dass man eine vergleichbare Bindegeometrie am L11/rRNA-Komplex vermuten könnte.

Die Kristallstruktur zeigt für Thiostrepton und Nosiheptid 5 ähnliche Bindegeometrien,

auchwennNosiheptid eine gegenüber demThiostrepton um ca. 15° gedrehte Struktur an

der gleichen Bindestelle aufweist. [30] Durch die geringe Auflösung der Struktur bleiben

jedoch genaue Details der atomarenWechselwirkungen unsicher und die leicht gedrehte

Positionierung des Nosiheptids könnte ein Artefakt darstellen. Daher könnte vermutet
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werden, dass Nosiheptid in gleicher Art und Weise wie Thiostrepton eine Wasserstoff-

brücke zwischen der γ-Hydroxylgruppe und dem Nukleotid A1067 ausbildet.

Die anderen Thiopeptide aus der Serie e mit zentralem Hydroxypyridin sind über

dieselbe γ-Hydroxylgruppe glykosidisch mit einem Dimethylaminozuckerrest verbun-

den (z. B. Nocathiacin I 8, Abbildung 3.10). [26] Besonders interessant ist diese Tatsache

im Zusammenhang mit den Ergebnissen unserer Docking-Studien, die «unterhalb« des

Thstn-Rests imgebundenen Thiostrepton 3 noch verfügbarenRaumvermuten lassen. Die

Aminozucker der Aminoglykosid-Antibiotika sind dafür bekannt, RNA sehr spezifisch

zu binden und vielfältige Interaktionen mit der RNA auszubilden. [131–133] Bemerkens-

werterweise besitzt das Aminoglykosid GentamicinC1A 82 einen Methylaminozucker,

der dem Dimethylaminozucker des Nocathiacins I 8 ähnelt (Abbildung 3.10, III). Mittels

Kristallstrukturen wurde gezeigt, dass dieser Zuckerrest bei GentamicinC1A 82 Was-

serstoffbrückenbindungen u. a. zu Phosphatresten des RNA-Rückgrats ausbildet. [134,135]

Nimmtman an, dassNocathiacin I 8 in vergleichbarerGeometriewieNosiheptid 5 an den

L11/rRNA-Komplex bindet (was durch die strukturelle Ähnlichkeit legitim erscheint), so

könnte vermutet werden, dass der Zuckerrest des Nocathiacins tatsächlich mit weiteren

Komponenten der RNA, z. B. mit dem Phosphatrest des Nukleotids A1067 wechselwirkt.

Ergänzende Studien sind nötig, um die Bedeutung des Zuckerrests für die Bindung des

Nocathiacins 8 experimentell nachzuvollziehen. Vor kurzem konnte die Biosynthese des

Nocathiacins aufgeklärt und die für die Synthese des Zuckers verantwortlichen Gene

identifiziert werden. [136] Durch Deletionsmutationen wäre demnach die Biosynthese des

Nocathiacin-Aglykons möglich, um den Einfluss des Zuckers auf die biologische Wir-

kung genauer zu untersuchen.

Das zur Serie d gehörige Pyridin-Thiopeptid Micrococcin 7 weist ebenfalls einen sehr

ähnlichen A-Ring auf, jedoch fehlt diesem Molekül an der Position des Thstn-Restes des

Thiostreptons ein Rest mit Hydroxylgruppe(n). Stattdessen befindet sich hier ein Va-

lin. Außerdem fehlt Micrococcin ein B-Ring oder eine vergleichbare Indolbrücke. Nach

unseren Erkenntnissen müsste der A-Ring durch diese fehlende Stabilisierung eine Kon-

formation einnehmen, die ungünstig für die Bindung an den L11/rRNA-Komplex wäre.

Außerdemkannbei gleicherBindegeometrie keine stabilisierendeWasserstoffbrücke zwi-
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schen dem Valin-Rest (Thstn-Position) und der rRNA ausgebildet werden. Zusammen-

genommen müsste Micrococcin demnach relativ schlechte Bindeeigenschaften besitzen.

Tatsächlich zeigte Micrococcin 7 in unseren biochemischen Assays Werte, die mit acety-

liertem Thiostrepton 61 vergleichbar sind. Andere Studien legen nahe, dass Micrococcin

zwar an die gleiche Stelle wie Thiostrepton und Nosiheptid bindet, aber eine deutlich

abweichende Bindegeometrie aufweist, wobei das Molekül gegenüber Thiostrepton um

ca. 180° gedreht zu sein scheint und vermutlich mit der Seitenkette in den Spalt zwi-

schen Protein und rRNA hineinragt. [30] Dies könnte die ungewöhnlichen biochemischen

Eigenschaften von Micrococcin erklären.

3.5. Anwendungen der fluoreszenten

Thiostrepton-Sonde

Wie in vorhergehen Kapiteln bereits beschrieben, setzten wir die PEG-Fluorescein-

Thiostreptonsonde 74 (Abbildung 3.11) erfolgreich in Untersuchungen zur Bindungs-

affinität der Thiostreptonderivate an die ribosomale GTPase-assoziierte Region (Kapi-

tel 3.3.1) und in der Fluoreszenzmikrokopie zur Lokalisierung zellulärer Zielstrukturen

ein (Kapitel 4.2.2).

Neben der Polyethylenglykol-Linker verbrückten Fluorescein-Sonde 74 synthetisierten

wir zusätzlich Fluorescein-Thiostreptonsonde 78, die nur über eine Ethaneinheit als Lin-

ker verfügte (Abbildung 3.11). Sie zeichnete sich durch einen kürzeren Syntheseweg, eine

leichtere Reinigung und durch eine verbesserte Lagerfähigkeit aus. In Verdrängungstitra-

tionen erhieltenwir bei Verwendungder PEG-Fluorescein-Sonde 74 oder der Fluorescein-

Sonde 78 vergleichbare Ergebnisse. Für die kürzere Fluorescein-Sonde 78 bestimmten

wir eine Dissoziationskonstante KD von 0.33 nm an den dimeren L11/23S rRNA-Komplex

((0.14 nm für PEG-Fluorescein-Sonde 74). Dies bedeutete eine Verringerung der Affinität

um ungefähr die Hälfte, jedoch lag der KD noch immer im Bereich der Ausgangsverbin-

dung Thiostreptons 3 (0.20 nm).
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Abb. 3.11. Stukturen der beiden fluoreszenten Thiostreptonsonden 74 und 78.

3.5.1. Untersuchungen von Thiopeptid-Resistenzmutationen

Mit Hilfe der Fluorescein-Sonde 78 wurden unter Anwendung des Fluoreszenz-

Anisotropie-Assays verschiedene Resistenz-Mutationen des L11-Proteins bzw. der

23 S rRNAuntersucht (vgl. Kapitel 3.3.1). Hierbei konnte der Einfluss jeder einzelnenMu-

tation auf die Bindungseigenschaften der Thiopeptide quantifiziert werden. Die Untersu-

chungen wurden von Dr. Sascha Baumann durchgeführt und sind in seiner Dissertation

ausführlich beschrieben und werden an dieser Stelle nur kurz zusammengefasst. [117,126]

Die bisher beschriebenen Resistenzmutationen gegen Thiopeptide umfassen das

L11-Protein und die rRNA (Nukleotide A1067 und A1095). Der Thiostrepton-

Produzentenstamm verfügt darüber hinaus über eine spezifische Methyltransferase,

die die 2’O-Methylierung des Nukleotids A1067 katalysiert, und den Stamm resistent

gegenüber Thiostrepton macht (vgl. Kapitel 3.4.3). [130] Bisher waren die Beiträge der ein-

zelnen Mutationen zur Reistenzwirkung und die molekulare Grundlage nicht detailliert

bekannt.

Eine graphische Zusammenfassung der quantitativen Bindedaten, die mit Hilfe der
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Abb. 3.12. Bindedaten der Fluorescein-Sonde 78 an L11-Protein- und rRNA-Mutanten. Die KD-
Werte [nm] sind logarithmisch aufgetragen.

Fluorescein-Sonde 78 für die verschiedenen Mutationen erhalten werden konnten, ist in

Abbildung 3.12 dargestellt. Die 2’O-methylierte RNA (A1067) zeigte einen drastischen

RückgangderBindeaffinität,wodurchdie hoheWirksamkeit derMethylierung in vitrobe-

stätigt wurde. Hohe Rückgänge der Affinität wurden ebenfalls für die Mutanten A1067C

und A1067U verzeichnet, während A1067G fast keinen Einfluss auf die Affinität hatte.

Auch Mutationen des Nukleotids A1095 resultierten in einem Rückgang der Affinität,

allerdings weitaus geringerer als bei A1067. Mutationen der rRNA in direkter Nachbar-

schaft zu den Nukleotiden A1067/A1095 hatten keine starken Effekte. Die Ergebnisse

spiegeln die postulierten Hauptinteraktionspartner des Thiostreptons 3 auf rRNA-Ebene

wider.

Die Analyse von 14 verschiedenen Punktmutationen des L11-Proteins kam zu dem

überraschenden Ergebnis, dass keine der Proteinmutationen signifikanten Einfluss auf

die Bindeeigenschaften von Thiostrepton oder Nosiheptid zeigte (Abbildung 3.12). Dies

konnte sowohl andem isoliertenL11/rRNA-Komplex als auch an 70 SGesamt-Ribosomen

gezeigt werden. Nichtsdestotrotz konnte die Resistenzwirkung dieser L11-Mutationen

für Thiostrepton und Nosiheptid in vivo bei Bacillus subtilis beobachtet werden. Das be-

deutet, dass im Fall der Proteinmutationen die Resistenzwirkung nicht durch eine redu-
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zierte Bindungsaffinität verursacht werden kann, sondern dass andere Effekte eine Rolle

spielen.

Die bizyklischen Thiopeptide Thiostrepton und Nosiheptid bewirken eine funktionale

Blockade der GTPase-assoziierten Region des Ribosoms, indem sie durch Binden an den

L11/rRNA-Komplex dessen Flexibilität einschränken und die korrekte Wechselwirkung

mit den Translationsfaktoren unterbinden. Der Grund für die beobachtete Resistenzwir-

kung der Proteinmutationen bei uneingeschränkter Bindungsaffinität könnte vermutlich

darin liegen, dass die Mutationen eine erhöhte strukturelle Flexibilität des L11-Proteins

bewirken. Mit dessen Hilfe könnte die Blockade, die ansonsten durch das Binden der

bizyklischen Thiopeptide ausgelöst wird, umgangen werden. Die Mutationen des L11-

Proteins würden nach diesem Modell die Bindung der bizyklischen Thiopeptid Thiost-

repton und Nosiheptid nicht a priori verhindern, sondern zusätzliche strukturelle Flexi-

bilität des L11-Proteins erzeugen, die das Ribosom »immun« gegen die Auswirkungen

der Thiopeptidbindung werden lässt.

Für das monozyklische Thiopeptid Micrococcin 7 wurden hiervon abweichende Er-

gebnisse erhalten. Die L11-Proteinmutation P25C konnte die Bindung des Micrococ-

cins an den L11/rRNA-Komplex verhindern, was durch Titrationsexperimente mit der

Fluorescein-Sonde 78 untersucht wurde. Interessanterweise ist eben diese Mutation bei

dem Micrococcin-Produzentenstamm Bacillus cereus anzutreffen. Die unterschiedliche

Wirkung der Proteinmutation P25C auf die Bindungsaffinität der bizyklischen Thiopep-

tide auf der einen und des monozyklischen Micrococcins auf der anderen Seite sprechen

für die unterschiedlichen Bindemodi der Thiopeptide, wie bereits mehrfach postuliert

(Kapitel 3.1).

3.6. Anwendungen der Biotinylierten

Thiostrepton-Sonde

Wie bereits im Kapitel 2.7.2 beschrieben, gelang uns die Semisynthese des PEG-

biotinylierten Thiostreptons 80 (Abbildung 3.13). Biotin bindet sehr stark an die Pro-

teine Avidin bzw. Streptavidin mit Dissoziationskonstanten KD von ungefähr 10−14–

100



3.6. Anwendungen der Biotinylierten Thiostrepton-Sonde

N
H

O N
H

O

S
3

HN
S

N

H
N

O

O

SN

S

N
N

N

S S

N
NH

O

MeHO

O

NH

H

Me

Me O

H

H

Me
Me

HO OH

N
H

O

O
N

H
N

OH

Me

O

HN

O
H
N

Me

Me
H

O

N
H

HN Me

O

Me OH

H O

NH2

H

O

S

NH

HN
O

H

H

HN O N
H3

O

S

NH

HN
O

H

HO

TrS

80 79

Abb. 3.13. Struktur der Thiostrepton-PEG-Biotinsonde 80 und der «Negativkontrolle» S-tritylier-
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10−16m. [137] Anwendung findet das System beispielsweise in der Affinitätschromatogra-

phie [137] und in der Identifizierung von Bindungspartnern im zellulären Kontext durch

Affinitätsanreicherung (Pull-down-Assays). [138–140]

3.6.1. Präparativer Ribosomen- Pull-down

In mehreren Experimenten wurde versucht, die PEG-Biotin-Thiostreptonsonde 80 an

Streptavidin-funktionalisierte «Magnetic Beads« (Dynabeads, Invitrogen) zu immobilisie-

ren, um die zellulären Bindepartner des Thiostreptons in einer Affinitätsanreicherung zu

erhalten (Pull-down-Ansatz). Die Versuche wurden von Dr. Sascha Baumann durchge-

führt und sind in seiner Dissertation beschrieben. [126] An dieser Stelle werden deshalb

nur die wichtigsten Ergebnisse zusammengefasst.

In den SDS-Gelen der verschiedenen Pull-downs mit E. coli-Lysaten konnten die Kom-

ponenten des prokaryotischen Ribosoms fast vollständig durch Vergleich mit isolierten

Ribosomen identifiziert werden. Für analytische Zwecke, d. h. für die massenspektrosko-

pische Identifizierung der Bindeproteine hätten die Ergebnisse ausgereicht. Allerdings

war die Bindung für eine präparative Nutzung der Pull-downs nicht spezifisch genug. [24]

An dieser Stelle hätten Optimierungsschritte folgen müssen, z. B. die Änderung der

PEG-Verbindungseinheit (Linker). Die affinitätschromatographische Isolierung von funk-
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tionalen Ribosomen konnte jedoch zur gleichen Zeit durch die Verwendung von Cystein-

modifizierten Affinitätssäulen gelöst werden, so dass die Strategie der Biotin-Pull-downs

zur präparativen Isolierung nicht weiter verfolgt wurde. [126]

3.6.2. Analytischer Ribosomen- Pull-down

Darüber hinaus wurde versucht, mit Hilfe der Biotin-Thiostreptonsonde 80 bisher un-

bekannte zelluläre Zielkomponenten (targets) des Thiostreptons zu finden (Dr. Sascha

Baumann). Zu diesem Zweck wurden Pull-down-Experimente mit eukaryotischen Zell-

lysaten (Hela-Zellen) durchführt. [126] In den SDS-Gelen konnten jedoch keine Protein-

banden ausfindig gemacht werden, die eine Identifizierung ermöglicht hätten. Aufgrund

unserer heutigenKenntnis, dass Thiostrepton 3 auch das eukaryotische Proteasombindet

(Kapitel 4), hätte man die Identifizierung von Proteasomuntereinheiten erwarten kön-

nen. Für die negativen Ergebnisse des Pull-down-Experiments könnten mehrere Gründe

verantwortlich sein. Evtl. ist die Bindungsaffinität der Biotin-Thiosteptonsonde 80 an die

Proteasomuntereinheiten zu gering (mikromolar, vgl. Kapitel 4), so dass keine spezifische

Bindung entdeckt werden konnte. Ebenso könnte die Biotinylierung der Seitenkette des

Thiostreptons die Bindeeigenschaften der Sonde an das Proteasom negativ beeinflussen.

3.6.3. Affinitäts-Elektronenmikroskopie

Ein weiterer Verwendungszweck beinhaltet den Einsatz der Sonde in der Elektronenmi-

kroskopie. Spezifische Binderegionendes Thiostreptons innerhalb vonZellen oderGewe-

ben können visualisiert werden, indem die gebundene Biotin-Sonde mit (Strept)Avidin-

markierten Goldpartikeln zur Elektronenmikroskopie kenntlich gemacht wird. Als Ne-

gativkontrolle dient jeweils das S-Trityl-geschützte PEG-Biotin 79 (Abbildung 3.13). Erste

Untersuchungen wurden bereits in der Gruppe um Priv.-Doz. Dr. Gabriele Pradel (Uni-

versität Würzburg) an Plasmodien-Präparaten durchgeführt.
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«One sometimes finds what one is not

looking for.»

(Sir Alexander Fleming, 1881–1955)

4.1. Einleitung

4.1.1. Malaria

Mit geschätzten 240 Mio. Malariaerkrankungen a und 860 000 Todesfällen jährlich stellt

Malaria noch immer eine der bedrohlichsten Infektionserkrankungen weltweit dar. Ins-

gesamt leben mehr als 3 Mrd. Menschen in Malaria gefährdeten Gebieten, die meisten

hiervon in ärmeren Ländern. 85% der Todesfälle sind bei Kindern unter 5 Jahren zu

vermelden. Malaria wird durch intrazelluläre einzellige Parasiten der Gattung Plasmodia

verursacht. Von den über 100 bekanntenArten sind vier als humanpathogen einzustufen:

P. falciparum, als gefährlichster Erreger derMalaria tropica, P. vivax, P. ovale und P. malariae.

DiemeistenMalaria Erkrankungen (∼ 95%) gehen auf das Konto der Erreger P. falciparum

und P. vivax. Von einer fünfte Art, der P. knowlesi, die vorrangig Affen befällt, ist bekannt,

dass sie ebenfalls Menschen infizieren kann.

Resistenzentwicklung

Mit dem vermehrten Einsatz von Antimalariamedikamenten ist es in der Vergangenheit

unablässig zu Resistenzentwicklungen bei den Erregern gegen jegliche Art von Anti-

malariamittel gekommen. [141] Die Artemisinine stellen zur Zeit die effektivste Waffe im

Kampf gegenMalaria dar (Kapitel 4.1.2). Von derWHOwird gegenwärtig die sogenannte

Kombinationstherapie b empfohlen, um einer Resistenzentwicklung vorzubeugen (Kapi-

tel 4.1.5). Diese Therapie kombiniert einen Artemisinin-basierten Wirkstoff mit einem

anderen Wirkstoff, der einen gänzlich abweichenden Wirkmechanismus besitzt. Trotz
aWorld Health Organization: World Malaria Report 2009.
bWorld Health Organization: Guidelines for the Treatment of Malaria, 2nd ed., 2010.
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der Gefahr der Resistenzentwicklungwerden in einigen LändernMonotherapienmit Ar-

temisininen verabreicht. Erste Anzeichen von verminderter Empfindlichkeit gegenüber

dieser neuesten und zur Zeit effektivsten Klasse an Antimlariamitteln wurde vor kurzem

beobachtet. [142] Seit dem Jahr 1996 ist keine neue Klasse von Antimalariamitteln in die

klinische Anwendung gekommen. [141] Diese Tatsachen unterstreichen die Wichtigkeit,

weiter neue Antimalariawirkstoffe zu entwickeln.

Lebenszyklus der Plasmodien

Malaria wird durch die weiblichen Mücken der Gattung Anopheles übertragen. Der Le-

benszyklus der Plasmodien beinhaltet einen Wirtswechsel, wobei der Mensch den Zwi-

schenwirt darstellt (Abbildung 4.1). Durch den Stich einer infizierten Mücke werden die

Plasmodien im Stadium der Sporozoiten (15 – 20) in die Blutbahn des Menschen über-

tragen. Sie gelangen in die Leber und befallen hier zuerst Hepatozyten, in denen sie zu

Leberschizonten ausdifferenzieren und sich vermehren. Es entstehen 10 000 – 30 000 Me-

rozoiten, die nach ein bis zwei Wochen durch Aufplatzen des Schizonten in die Blutbahn

abgegeben werden. Bei P. vivax und P. ovale entstehen als Ruhestadien sog. Hypnozoiten

in der Leber, die auch noch nach Monaten bzw. Jahren Rückfälle verursachen können.

Die Schizonten dringen in Erythrozyten ein und reifen über das Ringstadium zu Tropho-

zoiten heran. Diese vermehren sich durch Teilung in (Blut-) Schizonten, die durch Auf-

platzen des Erythrozyten wieder 16 – 32 Merozoiten in die Blutbahn freisetzen können.

Die Schizonten befallen weitere Erythrozyten, wodurch ein neuer Erythrozyten-Zyklus

beginnt. Vom Befallen des Erythrozyten bis zum Freisetzen der Merozoiten vergehen bei

P. falciparum, P. vivax und P. ovale etwa zwei Tage (48 h). Einige wenige Merozoiten ver-

wandeln sich in Gametozyten, die im Blut zirkulieren, dann von einer Mücke während

ihrer Blutmahlzeit aufgenommen werden und sich im Darm der Mücke geschlechtlich

fortpflanzen. Es entstehen mehrere Tausend Sporozoiten, die in die Speicheldrüsen der

Mückewandern, umvon dort beim nächsten Stich in das Blut desMenschen zu gelangen.
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Abb. 4.1. Schematische Darstellung des Lebenszyklus der Plasmodien. Es findet ein Wirtswech-
sel zwischen Mücke und Mensch statt. Die geschlechtliche Vermehrung geschieht aus-
schließlich in der Mücke. Modifiziert nach Schlitzer [143].

4.1.2. Klinisch relevante Antimalariaverbindungen

Obwohl Malaria eine der ersten beschriebenen Infektionskrankheiten ist und für große

Teile der Welt noch immer ein großes Gesundheitsproblem darstellt, gibt es nur wenige

Antimalariawirkstoffe, die sich zur Therapie und Prophylaxe eignen.Malariawar die ers-

te Krankheit, die mit einer isolierten Reinsubstanz behandelt wurde (Chinin). Sowohl die

Wirkmechanismen als auch die Resistenzmechanismen sind für viele Substanzen noch

nicht eingehend bekannt. Die heute eingesetztenWirkstoffe können folgenden Substanz-

klassen zugeordnet werden:

• 4-Aminochinoline

• Arylaminoalkohole

• 8-Aminochinoline

• Artemisinine

• Antifolate

• Hemmstoffe der Atmungskette
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Abb. 4.2. Struktur der Naturstoffe Chinin 83 und des diastereomeren Chinidins 84 aus der Rinde
des Chinarindenbaums.

• Antibiotika

Der Naturstoff Chinin als Ausgangspunkt

Die Antimalariaeigenschaften der Rinde des südamerikanischen Chinarindenbaums

(Cinchona) waren lange Zeit bekannt. Anfang des 19. Jahrhunderts wurde das Alkalo-

id Chinin 83 erstmals durch Alkoholextraktion aus der Rinde isoliert (Abbildung 4.2).

Neben Chinin 83 enthält die Rinde das Diastereomer Chinidin 84. Bis in die 1940er Jahre

war Chinin derwichtigste und effektivste Antimalariawirkstoff, bis es durch synthetische

Substanzen abgelöst wurde. Auch heutewird Chinin 83 noch häufig bei unkritischenMa-

lariaerkrankungen eingesetzt. Anfang des 20. Jahrhunderts wurden zahlreiche Versuche

unternommen, synthetischen Zugang zu aktiven Substanzen zu finden, die sich von der

Grundstruktur des Chinins 83 ableiteten. Die Wirkweise des Chinins ist bisher nicht im

Detail verstanden. Man geht davon aus, dass Chinin einen sehr ähnlichen Wirkmecha-

nismus aufweist wie die verwandte Verbindung Chloroquin 85 (vide infra).

4-Aminochinoline

Gemeinsames Strukturmerkmal der Wirkstoffe innerhalb der Gruppe der 4-Aminochi-

noline ist neben der Aminogruppe in der 4-Position, die durch eine basische Seitenkette

funktionalisiert ist, der Chlorsubstituent in der 7-Position des Chinolinrings. Der wich-

tigste Vertreter der Aminochinoline ist das Chloroquin 85 (Abbildung 4.3), das in großem

Umfang eingesetzt wurde, da es sehr effektiv gegen Malariaerreger wirkte und kosten-

günstig zu synthetisieren war. Erst mit Aufkommen erster Resistenzen bei P. falciparum
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Abb. 4.3. Struktur der 4-Aminochinoline Chloroquin 85 und Amodiaquin 86.

in den 1960er Jahren sank der therapeutische Wert dieser Substanz.

Trotz seiner großen Bedeutung und der schon langen Bekanntheit des Chloroquins 85

herrscht keine vollständige Klarheit über den Wirkmechanismus dieser Antimalariasub-

stanz. Einig ist man sich darüber, dass die Verbindung den Stoffwechsel des Hämoglo-

bins innerhalb des Parasiten stört. Die Erreger nehmen Hämoglobin aus dem Cytosol

des Wirts-Erythrozyten auf und schleusen es in eine spezielle Vakuole, die sogenannte

Nahrungsvakuole (digestive vacuole, Abbildung 4.4). Dort angekommen wird die Prote-

inkomponente des Hämoglobins abgebaut, wobei die Aminosäuren bzw. Peptide zur

Wiederverwertung im Parasitenstoffwechsel aus der Vakuole transportiert werden, wäh-

rend das Eisenatom des Häms zu Fe(III) oxidiert wird, so dass Ferriprotoporphyrin IX

(FPIX) entsteht. FPIX stellt für den Parasiten in seiner freien Form eine toxische Verbin-

dungdar, die unter normalenUmständen aggregiert unddie sichtbarenMalariapigmente

(Hämozoin) bildet. [144] Der Grund für die Toxizität ist bishlang unklar. Der pH-Wert der

Nahrungvakuloe liegt bei etwa pH 5, so dass Chloroquin 85 als Dikation vorliegt und die

Vakuole nicht mehr verlässt. Es akkumuliert deshalb in der Vakuole und weist hier eine

erhöhte Konzentration gegenüber dem Cytosol auf. Chloroquin 85 bildet einen Kom-

plex mit FPIX und verhindert auf diese Weise seine Aggregation zum Hämozoin. Der

Chloroquin-FPIX-Komplex seinerseits interagiert wahrscheinlich mit einer noch zu iden-

tifizierenden Membranstruktur und löst dadurch die Ausschüttung von Ca2+-Ionen aus,

so dass Transportvesikel, die Hämoglobin zur Nahrungsvakuole transportieren, vorzei-

tig fusionieren. [145] Abweichende Theorien gehen davon aus, dass der Chloroquin-FPIX-

Komplex in das Cytosol gelangen kann, und dort die Aktivität verschiedener Enzyme

inhibiert. [146]

Durch den übermäßigen Einsatz des Chloroquins 85 als Antimalariawirkstoff sind bei
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Abb. 4.4. Vorgeschlagener Wirkmechanismus des Chloroquins 85. Adaptiert nach Schlitzer [143]

P. falciparumResistenzen gegen 4-Aminochinoline in vier unterschiedlichen Regionen der

Welt unabhängig voneinander entstanden. Die Verbreitungsgebiete resistenter Stämme

erstrecken sich heute beinahe auf das gesamte Verbreitungsgebiet der Malaria. Die Resis-

tenzwird von einer Punktmutation (K76T) des Chloroquin-Resistenz-Transporters (CRT)

bedingt, der sich in der Membran der Nahrungsvakuole befindet. [147] Seine eigentliche

physiologische Bedeutung ist noch unbekannt. Durch den Austausch des in der Seiten-

kette positiv geladenen Lysins gegen ein Threonin wird scheinbar die Abstoßung des

dikationischen Chloroquins 85 aufgehoben und der Transport der Substanz über die

Membran der Nahrungsvakuole hinaus ermöglicht. [148]

Ein weiteres wichtiges der 4-Aminochinolin ist das Amodiaquin 86 (Abbildung 4.3).

Diese vom Chloroquin abgeleitete Verbindung besitzt einen Phenylsubstituenten an der

4-Aminogruppe. Amodiaquin zeigt gegenüber leicht Chloroquin-resistenten Stämmen

nochWirkung, kann jedoch ebenfalls nichtmehr gegen hochgradigChloroquin-resistente

Erreger eingestzt werden. Bei präventiver Applikation über mehrere Wochen können

gefährliche Leberschäden als Nebeneffekt auftreten. Als preisgünstige Antimalariaver-

bindung wird Amodiaquin 86 heute noch in Entwicklungsländern, v. a. in der Kombina-
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Abb. 4.5. Struktur des Arylaminoalkohols Mefloquin 87 und des 8-Aminochinolins Primaquin 88.

tionstherapie, eingesetzt (Kapitel 4.1.5).

Arylaminoalkohole

Wichtigster Vertreter der Arylaminoalkohole ist das Mefloquin 87, welches sich struktu-

rell vom Chinin 83 ableitet. Es wird als erythro-Racemat eingesetzt und zeigt Aktivität

im nanomolaren Bereich gegen Chloroquin-resistente Stämme. Aufgrund des weitver-

breiteten Einsatzes v. a. in Asien haben sich in den letzten Jahren vermehrt Resistenzen

gegen Mefloquin 87 herausgebildet. Diese beruhen auf einer Zunahme der Wildtyp-

Kopien des MDR1-Transporters (MDR:multiple drug resistance), der sich in der Membran

der Nahrungsvakuole befindet und Substanzen aus dem Cytosol in die Vakuole trans-

portiert. Der Wirkmechanismus der Arylaminoalkohole ist nicht vollständig bekannt,

wahrscheinlich interagieren die Substanzen mit der selben (noch nicht identifizierten)

Membranzielstruktur der 4-Aminioquinoline. Allerdings kommt es hierbei zu einer inhi-

bierten Ca2+-Ausschüttung, so dass die Hämoglobin-Vesikel nicht mit der Nahrungsva-

kuole fusionieren können. Der prophylaktische Einsatz vonMefloquin 87 zeigt in 5 – 29%

der Fälle psychische Nebenwirkungen, wie beispielsweise Schlafstörungen, Depression

oder Panikattacken. Neuere Studien legen nahe, dass das (-)-Erythro-Diastereomer für

diese Nebenwirkungen verantwortlich sein könnte. [149] Das stereoisomerenreine (+)-

Mefloquin befindet sich deshalb z. Zt. in präklinischer Evaluierung.

8-Aminochinoline

Charakteristisch für die Wirkstoffe der 8-Aminochinoline sind die Aminoalkylkette in 8-

Position und die Methoxygruppe in der 6-Position. Der wichtigste Antimalariawirkstoff
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Abb. 4.6. Struktur des Artemisinins 89 und dessen Derivate Dihydroartemisinin 90, Arteme-
ther 91 und Artesunat 92.

dieser Gruppe ist das Primaquin 88 (Abbildung 4.5), das 1952 eingeführt wurde. Es un-

terscheidet sich von anderenWirkstoffen darin, dass es gegen alle Leberstadien der Plas-

modienwirksam ist. Eingesetzt wird es zur vollständigen Eliminierung der Hypnozoiten

(hepatische Dauerform) bei Infektionen mit P. vivax und P. ovale. Der Wirkmechanismus

der 8-Aminoquinoline ist noch nicht vollständig geklärt.

Artemisinine

Extrakte des einjährigen Beifußes (Artemisia annua) wurden schon in der traditionellen

chinesischen Medizin zur Behandlung von Fieber und Malaria verwendet. Im Jahr 1971

wurde hieraus der besonders aktive Antimalariawirkstoff Artemisinin 89 isoliert (Abbil-

dung 4.6). Strukturell handelt es sich um ein Sesquiterpenlacton, das sich durch eine auf-

fällige 1,2,4-Trioxan-Substruktur auszeichnet.DiesesEndoperoxid ist für dieAntimalaria-

Aktivität des Naturstoffs essentiell. Als Antimalaria-Wirkstoffe werden aber vor allem

semisynthetischeDerivate desArtemisinins 89verwendet, da derNaturstoff inwässrigen

Medien schlecht löslich ist. Durch Reduktion des Laktons gelangt man zum Halbacetal

Dihydroartemisinin 90, welches durch Methylierung in das Vollacetal «Artemether» 91

überführtwerden kann.Darüberhinaus erhältmandurchVeresterungmit Bernsteinsäure

das Artesunat 92, welches deutlich wasserlöslicher ist als der Naturstoff Artemisinin 89

und deshalb oral bzw. intravenös verabreicht werden kann.

Artemisinine wirken vorrangig gegen die Ringstadien der Erreger und stellen die am

schnellsten wirkenden und effektivsten Wirkstoffe dar, die zur Zeit bekannt sind. Der

Wirkmechanismus der Artemisinine wurde kontrovers diskutiert. Es scheint sich jedoch

herauszukristallisieren, dass das Endoperoxid imCytoplasmaFe(II)-katalysiert gespalten

111



4. Wirkort: Proteasom

O

Me

O

O
Me

H

Me

O
O

H

O

Me

H2C

O

O
Me

H

Me

O
HO

H

Fe(II) Reaktion
mit PfATP6

89 93

Abb. 4.7. Vorgeschlagener Wirkmechanismus der Artemisinine. Die Struktur eines möglichen re-
aktiven C-Radikals des Artemisinins 89 nach Fe(II)-katalysierter Reaktion ist gezeigt.

wird, und dass ein reaktives C-Radikal (z. B. 93) selektiv die ATP-abhängige Ca2+-Pumpe

PfATP6 des Endoplasmatischen Reticulums inhibiert (Abbildung 4.7). [150]

Antifolate

Während Folsäure (VitaminB9) vom Menschen ständig mit der Nahrung aufgenom-

men werden muss, besitzen viele Mikroorganismen wie z. B. Bakterien und Plasmodien

den kompletten Biosyntheseweg, um Folsäure aus einfachen Vorstufen aufzubauen. Die

beiden Schlüsselenzyme dieses Stoffwechselwegs Dihydropteroatsynthase (DHPS) und

Dihydrofolatreduktase (DHFR)werden schon seit langemals Zielstrukturen für verschie-

dene Antiinfektiva gegen Bakterien und Plasmodien genutzt (Abbildung 4.8). Die DHPS

fehlt bei Menschen gänzlich, während die bakterielle bzw. plasmodiale DHFR strukturell

hinreichend verschieden zur DHFR des Menschen ist. In der Therapie werden häufig

Inhibitoren beider Enzyme synergistisch angewandt. Die Kombination aus dem DHPS-

Inhibitor Sulfadoxin 94 und dem DHFR-Inhibitor Pyrimethamin 95 wird beispielsweise

zur Behandlung von Plasmodieninfektionen herangezogen. Für beide Inhibitoren sind

mittlerweile Resistenzen bekannt, die durch Punktmutationen in den jeweiligen Enzy-

men entstehen und eine verminderte Affinität des Enzyms zum Inhibitor bewirken.

4.1.3. Wirkung klassischer Antibiotika auf Plasmodien

Viele Antibiotika zeigen starke antiplasmodiale Wirkung. Diese Tatsache erscheint auf

den ersten Blick verwunderlich, da Antibiotika eigentlich spezifisch auf prokaryotische

(bakterielle) Strukturen einwirken. Der scheinbare Widerspruch kann dadurch erklärt
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Abb. 4.9. Struktur der Antifolate Sulfadoxin 94 (Dihydropteroatsynthase-Inhibitor) und Pyrimetha-
min 95 (Dihydrofolatreduktase-Inhibitor).
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werden, dass Plasmodien zwei Organellen besitzen, die prokaryoten-ähnlich sind. Dies

sind die Mitochondrien und die Apicoplasten. Während die Mitochondrien in nahezu

jeder eukaryotischen Zelle vorhanden sind und nach der Endosymbiontentheorie proka-

ryotischen Ursprungs sind, [151] ist die Identität des Apicoplasten erst seit 10 – 15 Jahren

bekannt. [152,153] Sein evolutiver Ursprung ist zur Zeit noch Gegenstand der aktuellen

Forschung. Obwohl die Mitochondrien als antibiotischer Wirkort bei Plasmodien disku-

tiert wurden, scheinen alle heute bekannten Antibiotika ihre Wirkung am Apicoplasten

zu entfalten. [143,154]

Der Apicoplast als Organell der Apicomplexa

Der Apicoplast ist ein charakteristisches Organell der Vertreter des Stamms (Phylum)

der Apicomplexa (früher auch Sporozoa: Sporentierchen). Zu den Apicomplexa gehören

mehrere tausend Arten einzelliger eukaryotischer Parasiten, unter ihnen die wichtigen

humanpathogenen Parasiten Plasmodium und Toxoplasma sowie die tierpathogenen, und

deshalb wirtschaftlich bedeutsamen, Eimeria (Erreger der Kokzidiose). [155] Das Organell

enthält ein eigenständiges 35-kb zirkuläres DNA-Molekül, repliziert sich durch Teilung

während der Zellteilung der Gesamtzelle und wird durch eine vierfache Membran vom

Cytosol abgegrenzt. Aufgrund dieser und anderer Eigenschaften wurde eine sekundäre

Endosymbiose alsUrsprungderApicoplasten postuliert, d. h. sie entstandenwahrschein-

lich nach Einverleibung eines Plastid-enthaltenden einzelligen Eukaryoten durch einen

zweitenEukaryoten. [156] BeidemPlastid-enthaltendenEukaryotenhandelte es sichwahr-

scheinlich um eine Rotalge. [157] Für die gesamte Gruppe der Apicomplexa scheint nur ein

einziger endosymbiotischer Vorgang stattgefunden zu haben. [158]

Das Apicoplastengenom ist den Chloroplastengenomen heutiger Pflanzen sehr ähn-

lich, wobei der Apicoplast die Funktion der Photosynthese verloren hat. Im Laufe der

Evolution wurden viele prokaryotische Gene in den Gast-Nukleus transferiert, ähnlich

wie es auch bei den Mitochondrien der Fall ist, so dass das heutige Apicoplasten-Genom

nur noch 35-kb an DNA enthält. Dieses reduzierte Genom codiert für ungefähr 30 Protei-

ne,währendbis zu 500weitere Proteine (≈ 10%des gesamtenProteoms) kern-codiert sind

und in den Apicoplasten importiert werden (NEAT-Proteine: nuclear-encoded apicoplast-
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targeted). Jede Zelle bei P. falciparum enthält nur einen Apicoplasten und einMitochondri-

on, die funktional und auch räumlich eng miteinander verzahnt sind. Beide Organellen

werden «mütterlicherseits» weitervererbt und sind für die Parasiten essentiell.

Die Funktionen des Apicoplasten

Die Funktionen des Apicoplasten sind Gegenstand aktueller Forschung. Es zeichnet sich

ab, dass sein Metabolismus sehr eng mit dem des Cytosols und des Mitochondrions

verzahnt ist. Ohne funktionierenden Apicoplasten sind die Parasiten nicht lebensfähig,

ein Befund, der noch nicht vollständig erklärt werden kann. Das Organell hat die Fä-

higkeit zur Photosynthese verloren, behielt aber einige charakteristische prokaryotische

Stoffwechselwege bei. Hierzu gehören beispielsweise die Häm-Biosynthese, die Typ II

Fettsäurebiosynthese und die Isoprenoidbiosynthese (Übersichtsartikel [155,159]).

Da ein funktionierender Apicoplast für das Überleben der Parasiten essentiell ist, bietet

er sich als Zielkomponente für die Entwicklung antiplasmodialer Verbindungen an. [160]

Durch die große Ähnlichkeit zu Prokaryoten könnten viele der etablierten antibakteriel-

len Antibiotika potentiell auch für einen Einsatz gegen die Parasiten in Frage kommen.

Besonders interessant in diesemZusammenhang ist, dass viele der potentiellen Zielstruk-

turen (targets) beimMenschen nicht vorhanden sind. Die weite Verbreitung und die nahe

Verwandtschaft der Apicoplasten innerhalb des Phylums der Apicomplexa, das eine große

Anzahl wichtiger Parasiten umfasst, lassen hoffen, dass antiplasmodiale Verbindungen,

die gegen den Apicoplasten entwickelt werden, auch gegen andere parasitäre Vertreter

der Apicomplexa einsetzbar sind.

Der delayed death Effekt

Schon in den 1950er Jahren wurde die Aktivität verschiedener Antibiotika gegen Plas-

modien untersucht. [161] Das Interesse an neuen Antimalariaverbindungen war jedoch

gering, weil damals noch effektive und kostengünstige Substanzen (z.B. Chloroquin 85)

zur Behandlung von Malaria zur Verfügung standen.

In späteren Untersuchungen zur Aktivität der Antibiotika gegen Apicomplexa-

Parasiten fiel auf, dass sich dieWirksamkeitmancher Substanzen gegen Toxoplasma gondii
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mit längeren Expositionszeiten drastisch erhöhte. [162,163] Dieser Effekt wird als delayed

death Effekt bezeichnet. Er ist dadurch definiert, dass zu Beginn relativ hohe Konzentra-

tionen des Antibiotikums nötig sind, um eine moderate Wachstumshemmung nach 48 h

zu erreichen, während im darauffolgenden asexuellen Zyklus eine ungefähr 10-fach hö-

here Sensitivität der mit dem Antibiotikum vorbehandelten Plasmodien zu beobachten

ist (IC50(48 h) ≥ 10 x IC50(96 h)). [154] Im ersten intrazellulären Zyklus werden typischer-

weise keine morphologischen Effekte der Antibiotika auf die Parasiten beobachtet. Erst

mit Erreichen des zweiten Zyklus, nachdem neue Wirtszellen besiedelt wurden, bleiben

die Parasiten auf der Stufe des Schizonten stehen und sterben ab. Der delayed death Effekt

kann sogar beobachtet werden, wenn das Antibiotikum ausschließlich während des ers-

ten Replikationszyklus (in den ersten 48 h) zugegen ist. [39] Auch in diesem Fall sterben

die Parasiten im nachfolgenden Replikationszyklus ab.

Wahrscheinlicher Mechanismus des delayed death

Es wird angenommen, dass Antibiotika, die einen charakteristischen delayed death Effekt

zeigen, mit der Proteintranslationsmaschinerie des Apicoplasten interferieren (Tabel-

le 4.1). [164]Nachdieser Theorie bewirkt die Inhibierungder RibosomendesApicoplasten,

dass das Organell die für den Import der kern-codierten Proteine notwendigen Proteine

mittels eigener Translationnichtmehr in genügenderMengeherstellen kann.Dadiemeis-

ten der Apicoplasten-Proteine vomZellkern codiert werden, und deshalb in das Organell

importiert werdenmüssen, wird der Apicoplast in seiner Funktionmassiv beeinträchtigt.

Dies führt letztendlich dazu, dass die Parasiten nicht mehr lebensfähig sind. Der Effekt

manifestiert sich jedoch nicht sofort, da die Apicoplasten vorerst durch ihre vorhandene

Proteinausstattung metabolisch funktional sind. Erst nach Weitergabe der translations-

gehemmtenApicoplasten andie nachfolgendeGeneration, die vermutlich einen erneuten

Import von Proteinen verlangt, kommt es zurAusbildung funktionsunfähigerApicoplas-

ten. Wahrscheinlich werden die metabolischen Fähigkeiten des Apicoplasten gerade bei

der Bildung der Tochter-Zellmembranen auf der Stufe der Schizonten benötigt, da dieser

für die Fettsäurebiosynthese verantwortlich ist.

Unterstützt wird diese Theorie des delayed death Effekts von Untersuchungen zur
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Abb. 4.10. Struktur des NEAT-Proteininhibitors 15-Deoxyspergualin 96, und der FAS-II-
Inhibitoren Triclosan 97, Cerulenin 98 und Thiolactomycin 99. Alle gezeigten Inhibi-
toren interferieren mit essentiellen Funktionen des Apicoplasten.

Wachstumshemmung durch das Immunsuppressivum Deoxyspergualin [165] (Abb. 4.10,

Tabelle 4.1). Es konnte gezeigt werden, dass das Polyamin 15-Deoxyspergualin 96 das

trafficking von NEAT-Proteinen, d. h. von Proteinen, die im Zellkern codiert sind und in

den Apicoplasten importiert werden, im niedrigen nanomolaren Bereich inhibiert. [166] In

Einklangmit der Hypothese, dass der delayed death Effekt durch eine Störung der Import-

machinerie des Apicoplasten verursacht wird, zeigt Deoxyspergualin 96 durch direkte

Inhibierung des Protein-trafficking einen charakteristischen delayed death Effekt nach 96 h.

Obwohl Deoxyspergualin 96 kein klassisches Antibiotikum ist, tritt ein vergleichbarer

delayed death Effekt ein, der ausschließlich auf das Blockieren des Proteinimports in den

Apicoplasten zurückzuführen ist.

Dass die anabolischen Funktionen des Apicoplasten essentiell für die Überlebensfähig-

keit der Plasmodien sind, und dass die Hemmung der Fettsäurebiosynthese einen direk-

ten Effekt auf das Plasmodien-Wachstum hat, wird durch Studien der prokaryotischen

FAS-II (fatty acid synthesis) Inhibitoren untermauert. [167] Die typischen FAS-II-Inhibitoren

Triclosan 97, Cerulenin 98 und Thiolactomycin 99 (Abb. 4.10) zeigen keinen delayed death

Effekt (Tabelle 4.1).

Bedeutung des delayed death Effekts für die Behandlung von Malaria

Aufgrund ihrer langsamenWirkungsweise sind Antibiotika nur bedingt für die Therapie

von Malariaerkrankungen geeignet. Im Vergleich zu zwei Tagen bei den klassischen An-
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Tab. 4.1. Wirkung ausgewählter Antibiotika auf das Wachstum der Plasmodien. (Modifiziert und
ergänzt nach [154]).

Verbindung Klasse / Merkmal Angriffspunkt Effekt Literatu r

Ciprofloxacin Fluorchinolon DNA-Gyrase delayed death (?)a [39,168]

Rifampicin Rifamycin RNA-Polymerase sofort (?)a [39,168,169]

Linezolid Oxazolidinon Ribosom kein Effekt [170]

Kanamycin Aminoglycosid Ribosom kein Effekt [171]

Clindamycin 102 Lincosamid Ribosom delayed death [39,168,169]

Azithromycin 101 Makrolid Ribosom delayed death [168,172]

Doxycyclin 100 Tetracyclin Ribosom delayed death [168,173]

Thiostrepton 3 Thiopeptid Ribosom / Proteasomb sofort [38,39]

Deoxyspergualin 96 Polyamin Hsp70: Protein-Import delayed death [166]

Triclosan 97 Chlorphenoxyphenol FAS-II sofort [167,169]

Cerulenin 98 Epoxid FAS-II sofort [167,169]

Thiolactomycin 99 Thiolacton FAS-II sofort [167]

a abweichende Ergebnisse in verschiedenen Studien. Angegeben ist der am häufigsten beobachtete
Effekt.

b vgl. Kapitel 4.2, 4.3.
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timalariasubstanzen dauert die Behandlung beim Einsatz von Antibiotika ungefähr vier

Tage. Dies kann insbesondere bei nicht-immunen Personen im Falle einer akuten Mala-

riaerkrankung lethal sein. Aus diesem Grund werden Antibiotika bei akuter Indikation

nur in Kombinationstherapien zusammen mit schnell wirkenden Substanzen eingesetzt

(Kapitel 4.1.5). Z. B. wird das zu den Tetracyclinen gehörigeAntibiotikumDoxycyclin 100

neben Mefloquin 87 als Einzelkomponente zur Prophylaxe von Malaria eingesetzt. [174]

Gegen Malaria inaktive Antibiotika

AntibiotikaderGruppeder β-Lactame (z. B. Penicilline) sind aufgrunddes fehlendenWir-

korts (Pepgidoglykanbiosynthese / Zellwandbiosynthese bei Bakterien) gegen Plasmodi-

en unwirksam. Daneben gibt es Antibiotika, die gegen das prokaryotische 70 S-Ribosom

gerichtet sind, aber dennoch keine Aktivität in Plasmodien aufweisen. Hierzu gehören

die Aminoglycoside Gentamicin und Kanamycin. [171] Auch das synthetische Linzolid,

das ebenfalls am prokaryotischen Ribosom angreift, ist nicht gegen Plasmodien aktiv. [170]

Wahrscheinlich ist die Struktur des bakteriellen Ribosoms an den Wirkorten dieser Anti-

biotika von den entsprechenden Strukturen in Plasmodien deutlich verschieden, so dass

keine Inhibitorwirkung auftritt.

4.1.4. Aktivität der Thiopeptide gegen Plasmodien

Apicomplexa besitzen neben dem Zellkern-Genom ein zirkulares Apicoplasten-Genom

(35-kb) und ein lineares 6-kb extrachromosomales Genom, das dem Mitochondrium

angehört. Durch Sequenzvergleich der GTPase-Domänen-Abschnitte (Basen 1051–1109,

E. coli-Nummerierung) der 23 S-rRNA aller drei Genome wurde eine starke Ähnlichkeit

der Apicoplasten-rRNA mit den äquivalenten eubakteriellen rRNAs festgestellt. [38,175]

Insbesondere weist die Apicoplasten-rRNA an den Positionen 1067 und 1095 die Base

Adenin auf, wie es auch bei Bakterien der Fall ist. Die Positionen A1067 und A1095 der

bakteriellen 23 S-rRNA sind an der Bindung des Thiostreptons 3 an das Ribosom beteiligt

(Kapitel 3). Aufgrund dieser Ähnlicheit wurde postuliert, dass Thiostrepton 3 auch an

die Apicoplasten-rRNA binden könnte, und infolgedessen die Apicoplasten-Translation

hemmen würde. Tatsächlich konnte eine Wachstumsinhibierung von P. falciparum durch
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Thiostrepton 3mit einem IC50 von 1.8µm [38] bzw. 3 – 5µm [175] nachgewiesen werden.

In nachfolgenden biochemischen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Thiost-

repton 3 mit dem entsprechenden Fragment der Apicoplasten-rRNA interagiert und

an dieses bindet, während es bei der Zellkern-codierten rRNA zu keiner Bindung

kommt. [175,176]DieseErgebnisse verfestigtendieAnnahme, dassThiostrepton 3dieTrans-

lation speziell des Apicoplasten inhibiert. Interessanterweise führt die Punktmutation

A1067U der Apicoplasten-rRNA dazu, dass Thiostrepton 3 nicht mehr bindet. [176] Dies

stellt einen bekannten Resistenzmechanismus bei Bakterien dar (Kapitel 3). Die Terti-

ärstruktur der rRNA scheint bei der Apicoplasten-rRNA und der eubakteriellen rRNA

sehr ähnlich zu sein, obwohl nur ca. 60%-Identität zwischen den Sequenzen besteht. [176]

Hieraus lässt sich die Sensitivität der Apicoplasten-Translation gegenüber Thiostrepton 3

ableiten.

Über den ersten funktionalen Nachweis, dass Thiostrepton 3 auf Ebene der

Apicoplasten-Translation wirkt, berichteten Habib et al. im Jahr 2005. [177] Zunächst

konnte gezeigt werden, dass die Translation des Apicoplasten bei P. falciparum aktiv ist.

Dazuwurde das Apicoplasten-codierte Protein EF-Tu (tufA) als Translationsprodukt mit-

tels spezifischer Antikörper durch Fluoreszenzmikroskopie im Apicoplasten lokalisiert

und nachgewiesen. Die höchsten Konzentrationen wurden dabei im Trophozoitenstadi-

um beobachtet. Zur Untersuchung des Einflusses von Thiostrepton 3 auf die Translation

des Apicoplasten wurden die Plasmodien mit 4µm Thiostrepton 3 über einen Zeitraum

von 24 h inkubiert. Es ergaben sich 45 – 50% niedrigere Konzentrationen an EF-Tu als bei

Wachsumsbedingungen ohne Thiostrepton 3. Bezeichnenderweisewurde die Translation

von kern-codierten Proteinen hierbei nicht beeinflusst.

Eine wichtige Beobachtung ist, dass Thiostrepton 3 keinen klassischen delayed death

Effekt auf das Wachstum der Plasmodien ausübt. Beispielsweise konnte mit 4µm Thiost-

repton 3 eine Reduktion der Parasitämie schon nach 40 h erzielt werden, zu einem Zeit-

punkt wenn die Parasiten den zweiten Infektionszyklus beginnen. [177] Außerdemwurde

die Entwicklung im ersten Generationszyklus vom Trophozoiten zum Schizonten ver-

langsamt. [177] Auch andere Studien deuten darauf hin, dass Thiostrepton 3 wichtige

Entwicklungsschritte zwischen den einzelnen Parasitenstadien hemmt, beispielsweise
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bei der Entwicklung der Leberstadien bei der Erstinfektion oder in der Entwicklung der

geschlechtlichen Gametozyten in der Blutbahn. So konnte bemerkenswerterweise die

Übertragungsrate von Parasiten durch Behandlung von mit P. berghei infizierten Mäusen

mit Thiostrepton 3 um den Faktor 10 verringert werden. [178]

Obwohl aufgezeigt werden konnte, dass Thiostrepton 3 ähnlich wie andere gegen Ma-

laria aktive Antibiotika die Translation des Apicoplasten inhibiert, lassen sich die Effekte

des Thiostreptons 3 auf Plasmodien hiermit nicht vollständig erklären. Morphologisch

ähneln mit Thiostrepton 3 behandelte Plasmodienzellen eher solchen, die mit Substan-

zen in Kontakt waren, die in den Hämoglobin-Verdau eingreifen. Zusammengenommen

scheinen demnach neben demApicoplasten als Wirkort des Thiostreptons 3 noch andere

Zielstrukturen eine Rolle zu spielen.

Antimalariaaktivität der Thiopeptide Micrococcin, GE2270 und Amythiamycin A

Neben Thiostrepton 3 wurden auch andere Thiopeptide auf ihre Aktivität gegen den

Malariaerreger P. falciparum hin untersucht. Für Microccocin 7 wurde eine auffallend

hohe Wachstumshemmung mit einem IC50-Wert von 35 nm berichtet, was einer 100-

fach niedrigeren Konzentration entspricht als der gleiche Wert für Thiostrepton 3. [179]

Ähnlich wie bei Thiostrepton 3 wurde diese hohe Aktivität schon nach 48 h beobachtet

(kein delayed death).

Die Thiopeptide GE2270A 4 und AmythiamycinA zeigten ebenfalls sehr hohe inhibi-

torische Aktivität auf das Wachstum von P. falciparum mit IC50-Werten von 300 nm bzw.

10 nm. [180] Für GE2270 A 4 konnte eine Bindung an den rekombinanten Elongationsfak-

tor EF-Tu (Gen tuf des Apicoplasten-Genoms) von P. falciparum durchmobility shift assays

biochemisch nachgewiesen werden. [180]

4.1.5. Kombinationstherapien

In der Therapie von Malariaerkrankungen werden häufig zwei oder mehrere Wirkstoffe,

die verschiedeneWirkmechanismen aufweisen, simultan in sogenannten Kombinations-

therapien eingesetzt. [143,154] Hierfür gibt es zwei Hauptgründe: i) Eine Kombinationsthe-

rapie ist oftmals effektiver als die Monotherapie mit den einzelnen Komponenten. ii)Die
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Abb. 4.11. Struktur der Antibiotika Doxycyclin 100, Azithromycin 101 und Clindamycin 102.

Resistenzentwicklung wird verlangsamt. DieWHO empfiehlt daher zur Behandlung un-

komplizierter tropischer Malaria eine Arteminisin-basierte Kombinationstherapie (ACT:

artemisinin-based combination therapy). Bei dieser Kombination ist ein Bestandteil das Arte-

misinin 89 oder eines seinerDerivate. DieArtemisinine sorgen für eine schnelle Befreiung

von der Parasitämie und ihrer Symptome, wobei die Erregerzahl um den Faktor 10 000

pro asexuellem Generationszyklus (48 h) reduziert wird. Gebräuchliche Kombinationen

sind beispielsweise Artesunat 92 + Amodiaquin 86, Artesunat 92 + Mefloquin 87 oder

Artesunat + Sulfadoxin 94 bzw. Pyrimethamin 95.

Antibiotika müssen in der Malariatherapie aufgrund des delayed death Effekts und der

daraus resultierenden verzögerten Wirkung mit schnell wirkenden Antimalariasubstan-

zen kombiniert werden, vor allem wenn es sich um schwerwiegende Malariaerkran-

kungen handelt. Eine Ausnahme stellt die Applikation von Antibiotika zur Prophylaxe

gegen Malaria dar, bei der das Antibiotikum in Monotherapie eingesetzt werden kann

(z.B. Doxycyclin 100, Abbildung 4.11).

In der Kombinationstherapie wird das Antibiotikum Doxycyclin 100 beispielsweise

zusammen mit Chinin 83 oder Mefloquin 87 gegen schwerwiegende akute Malariain-

fektionen eingesetzt. Doxycyclin 100 gehört zur Gruppe der Tetracyclin-Antibiotika und

bindet an die 16 S-rRNA der 30 S-Untereinheit des prokaryotischen Ribosoms in der

Nähe der Aminoacyl-Bindestelle (A site). Infolge der Bindung kommt es zur Translati-

onshemmung. Nach 48 h zeigte Doxycyclin 100 in Wachstumsassays von P. falciparum-

Laborstämmen einen IC50 von 8 – 15µm, nach 144 h einen IC50 von 0.5µm. [181]
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Das Antibiotikum Azithromycin 101 (Abbildung 4.11), das zur Gruppe der Makrolid-

Antibioka zählt, befindet sich als Kombinationstherapie zusammen mit Chloroquin 85

in klinischer Entwicklung (Phase III, Pfizer). Es bindet an die große 50 S-Untereinheit

prokaryotischer Ribosomen und blockiert den Austrittstunnel des wachsenden Peptids.

Als Monotherapie schützt es vor P. vivax-Infektionen, jedoch ist die Wirkung als Einzel-

substanz gegen P. falciparum unzureichend.

Das Lincosamid-Antibiotikum Clindamycin 102 (Abbildung 4.11) bindet an die glei-

che Bindestelle am Ribosom wie auch Makrolid-Antibiotika und behindert die Substrat-

bindung an der Aminoacyl- und der Peptid-Bindungsstelle. [182] In Wachstumsassays

wurden IC50-Werte von 43 – 66µm (72 h) [183] und 20 nm (120 h) [184] bestimmt. Synergis-

tische Effekte konnten in Kombination mit Chinin 83 in klinischen Studien festgestellt

werden. [185] Im Gegensatz zu Doxycyclin 100 kann Clindamycin 102 auch bei Schwan-

gerschaft und bei kleinenKindern eingesetztwerden. EineweitereKombinationstherapie

besteht aus Clindamycin 102 und Artesunat 92.

Ein großer Vorteil des Einsatzes von Antibioka in der Malariatherapie ist, dass bis-

her noch kein Fall von Resistenz bei Apicomplexa-Parasiten bekannt geworden ist. Das

Antibiotikum «schützt» in der Kombinationstherapie die andere Substanz vor Resisten-

zentwicklung, da durch die Kombination eine vollständige Befreiung von den Parasiten

(clearance) erreicht wird, die durch die erste, schneller wirkende Substanz nicht getötet

wurden.Malariaerkrankungen gehen zudem oftmalsmit bakteriellen Infektionen einher,

so dass der kombinierte Einsatz eines klassischen Antimalariamittels mit einem Antibio-

tikum per se angezeigt ist. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass die gegen Plasmodien

wirksamenAntibiotika häufig seit Jahrzehnten zugelassene Substanzen darstellen, deren

Nebenwirkungen und Sicherheitsprofil bekannt sind.

4.1.6. Antimalariawirkung von Proteasominhibitoren

Interessanterweise zeigen einige Proteasominhibitoren Wirksamkeit gegen Plasmodium

falciparum. [186] Die genauen Wirkmechanismen sind bisher nicht vollständig aufgeklärt,

jedoch scheinen die Inhibitoren die Regulation der Differenzierungsvorgänge zu beein-

trächtigen, die mit dem Fortschreiten der Entwicklungsstadien einher gehen. [187] Mit
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den Proteasominhibitoren bietet sich eine gänzlich neue Klasse von Wirkstoffen an, die

Potential in der Malariatherapie haben könnten.

4.1.7. Das Proteasom

ZurÜberlebensfähigkeit der Zellen ist es notwendig, dass sie einen ausbalancierter Prote-

inhaushalt aufrecht erhalten können (Homeostase). Hierzu zählt neben der regulierten

Synthese der Proteine auch der kontrollierte Abbau von funktionsunfähigen Proteinen,

die durch falsche Faltung der Proteine oder verschiedene Proteinschädigungen entste-

hen können. Darüber hinausmuss die Lebensdauer von speziellen Regulationsproteinen,

die beispielsweise eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion oder der Genexpression

spielen, für die Dauer ihrer vorgesehenen Wirkung in der Zelle begrenzt werden. Zen-

traler Punkt des regulierten, nicht-lysosomalen Proteinabbaus ist sowohl bei Eukaryoten

als auch bei machen Prokaryoten das Proteasom. [188,189] Wichtige Prozesse wie beispiels-

weise Zellzykluskontrolle, Zelldifferenzierung, Apoptose, Antigenprozessierung, Prote-

inqualitätskontrolle oder Signaltransduktionwerden durch die Funktion des Proteasoms

erst ermöglicht. In Eukaryoten übernimmt das streng regulierte Ubiquitin- / Proteasom-

System die Funktion des kontrollierten Proteinabbaus. [190] Die zum Abbau bestimmten

Proteinewerdendurch Ligationmit demkleinen ProteinUbiquitin unterAusbildung von

Ubiquitinketten (Polyubiquitinierung) zum Proteinabbau markiert, vom Proteasom er-

kannt, und proteolytisch abgebaut (s. u.). An die Proteinfaltungs- und Abbaumachinerie

sind bei Plasmodien hohe Anforderungen gestellt, da sie mit hohen Temperaturwech-

seln bei den Wirten und einer hohen Mutationsrate aufgrund der Selektion durch das

Wirtsimmunsystem zurechtkommen muss. [186]

4.1.8. Die Proteasomarchitektur

Der Gesamtkomplex des 26 S-Proteaoms besitzt ein Molekulargewicht von 2.5MDa (Ab-

bildung 4.12). Die Notwendigkeit einer kontrollierten Proteaseaktivität des Proteasoms

spiegelt sich in der Architektur des Proteasoms wieder. Die proteolytisch aktiven Zen-

tren befinden sich von der Umgebung abgeschirmt an der Innenseite einer zylindrischen

124



4.1. Einleitung

Fassstruktur, deren Zugang durch weitere Proteine an den beiden Enden des Zylinders

beschränkt und reguliert ist. Das eukaryotische 20 S-Proteasom steht in enger strukturel-

ler Verwandtschaft zu regulierenden Proteasen bei Prokaryoten, die teilweise als weniger

komplexe, evolutiveVorläufer des 20 S-Proteasoms angesehenwerden können. [188,189] Ih-

nen ist gemeinsam, dass durch eine zylindrische Anordnung von gleichen (homo-) oder

leicht unterschiedlichen (hetero-) Untereinheiten ein Zylinder gebildet wird, dessen pro-

teolytisch wirksamen aktiven Zentren abgeschirmt im Inneren zu liegen kommen. Diese

proteolytischenMakromoleküle assoziieren in ihrer physiologisch aktiven Formmit wei-

teren Proteinen, die den Zugang zum Innenraum des Zylinders regulieren. Häufig sind

diese Proteine ebenfalls aus einer zirkulären Zusammenlagerung von gleichen bzw. ähn-

lichen Untereinheiten aufgebaut. Die Regulationsproteine zeigen ATPase-Aktivität und

sind evolutiv den Chaperonen verwandt, die unter ATP-Hydrolyse eine Entfaltung der

Substratproteine mittels Hindurchfädeln durch ihre zentrale Kavität bewirken. Viele die-

ser Proteine gehören zur Familie der AAA+ ATPasen (ATPases associated with diverse cel-

lular activities). Im Zusammenspiel mit den zylinderförmigen, proteolytisch wirksamen

Untereinheiten erkennen die ATPasen ihre Substratproteine und entfalten diese unter

ATP-Hydrolyse, wobei die resultierende ungefaltete Polypeptidkette der inneren Kavi-

tät des proteolytischen Zylinders zugeführt wird, und sequentiell hydrolytisch in kurze

Peptide zerlegt wird. Bei Prokaryoten findet man beispielsweise das Protease-System

HslUV (synonym auch ClpYQ genannt), das aus dem ATPase-Komplex HslU und dem

Peptidase-Komplex HslV zusammengesetzt ist. [191]

Das eukaryotische Protesom besteht strukturell aus dem 20 S-Zentralpartikel (core par-

ticle: CP) mit einem Molekulargewicht von etwa 700 kDa, das mit zwei regulatorischen

Komplexen, den 19 S-Kappen (caps), assoziiert vorliegt. Das Zentralpartikel ist aus ver-

schiedenen α- und β-Untereinheiten aufgebaut, die ihrerseits in leicht abgewandelter

Form (α1−7 und β1−7) vorliegen. Es ergibt sich die Gesamtstöchiometrie α1−7β1−7β1−7α1−7

des 20 S-Zentralpartikels, während man bei der 19 S-Kappe zwischen einer Basis- (base)

und einerDeckel- (lid) Komponente unterscheidet. Bei den eukaryotsiche Proteasomen ist

die 19 S-Basis durch sechs verschiedeneAAA+ATPase-Untereinheiten aufgebaut, die für

die Entfaltung und Translokation der Proteinsubstrate verwantwortlich sind, während
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Abb. 4.12. Schematische Darstellung der allgemeinen Proteasomarchitektur und der proteolyti-
schen Funktion. Das Substrat wird durch die 19 S-Untereinheit des Proteasoms er-
kannt, unter ATP-Hydrolyse entfaltet, und der proteolytischen 20 S-Untereinheit zuge-
führt.

der 19 S-Deckel aus einem Komplex aus mindestens acht nicht-ATPase-Untereinheiten

aufgebaut ist, die die Erkennung der Ubiquitin-Markierung vermitteln.

In genomweiten Sequenzvergleichen zeigte sich, dass die Proteasomen überweite Teile

des evolutiven Stammbaums der Organismen hoch konservierte Proteinkomplexe dar-

stellen. [192] Generell ist während der Entwicklungsgeschichte die Tendenz von weniger

komplexen zu sehr differenzierten und hoch regulierten Proteasomkomplexen zu erken-

nen. Im Vergleich zu ihren homologen Verwandten sind die Proteine der Plasmodien

häufig um bis zu 50% größer, da sie Einschübe homo- oder heteropolymerWiederholun-

gen (meist aus den Aminosäuren Asparagin, Lysin oder Glutaminsäure) niedriger Kom-

plexität zwischen Proteindomänen besitzen. [193] Diese als low complexity regions (LCR)

bekannten Sequenzen bilden meist ungefaltete Bereiche und befinden sich häufig auf

der Oberfläche der Proteine. In Plasmodien sind die Untereinheiten β1, β3 und β7 durch

LCR-Einschübe gekennzeichnet. [194] Ihre biologische Funktion ist bisher noch unbekannt

– eine mögliche Umgehung des Wirtsimmunsystems wird diskutiert. [195]
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Abb. 4.13. Schematische Darstellung des Ubiquitin- / Proteasom-Systems. Adaptiert nach Meus-
ser et al. [199]

4.1.9. Das Ubiquitin-System

Das Ubiquitin-/Proteasom-System vermittelt den intrazellulären Proteinabbau falsch ge-

falteter oder beschädigter Proteine sowie den Abbau regulatorischer Proteine, deren Ak-

tivität zeitlich oder räumlich begrenzt werdenmuss. [196,197] Hierzuwerden die Zielprote-

ine durchKonjugationmit einemodermehreren Einheiten des kleinen ProteinsUbiquitin

markiert. AlsAbbausignal für das Proteasommüssenmindestens vierUbiquitinmoleküle

kettenartigmit demZielprotein konjugiert werden (Polyubiquitinierung). Die Konjugati-

on ist ein regulierter Vorgang, der über eine konsekutive Kaskade von drei verschiedenen

Enzymtypen (E1 –E3) vermitteltwird (Abbildung 4.13). E1 stellenUbiquitin-aktivierende

Enzyme dar, die Ubiquitin unter ATP-Hydrolyse über einen Thioester binden und da-

mit aktivieren. In einem zweiten Schritt überträgt E1 das aktivierte Ubiquitin auf ein

Cystein eines E2 Ubiquitin-konjugierenden Enzyms in einer Transthioesterifikation. E3-

Enzyme transferieren schließlich das Ubiquitin auf einen Lysinrest des Zielproteins unter

Ausbildung einer Isopeptidbindung. [198]

Das Ubiquitin-System wurde zuerst alleinig in Zusammenhang mit dem proteasoma-

lenAbbau in Verbindung gebracht.Mit der Zeit wurden jedoch eine zunehmendeAnzahl

an zusätzlichen Funktionen der Ubiquitinierung entdeckt, die sich teilweise in der Art

der Konjugation voneinander unterscheiden. Die Ubiquitinierung spielt beispielsweise

eine Rolle in der Regulation des protein trafficking, der Assoziation von Signalkomplexen

und der Aktivierung oder Inaktivierung von Enzymen. [200–202]
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Schema 4.1 Schematische Darstellung des Proteasemechanismus des Proteasoms. Das
Thr1Oγ-Atom des N-terminalen Threonins reagiert mit der Peptidbindung des Sub-
strats.

4.1.10. Die Proteaseaktivitäten der einzelnen Untereinheiten

Eukaryotische Proteasomen besitzen drei verschiedene Arten katalytisch aktiver, pro-

teolytischer Zentren (Abbildung 4.14). Allesamt zählen sie zu den Threonin-Proteasen,

wobei jeweils die γ-Hydroxylgruppe des N-terminalen Threonins nukleophil mit dem

Substrat reagiert (Schema 4.1). Die Untereinheit β1 beherbergt die Caspase-ähnliche

Aktivität (Spaltung nach sauren Resten), β2 die Trypsin-ähnliche Aktivität (Spal-

tung nach basischen Resten) und β5 die Chymotrypsin-ähnliche Aktivität (Spaltung

nach hydrophoben Resten). Die Caspase-ähnliche Aktivität wird teilweise auch als

Peptidylglutamylpeptidhydrolase-Aktivität bezeichnet (PGPH). Die Zentren wurden in

Anlehnung an die bekannten Proteasen nach ihren charakteristischen Substratspezifitä-

ten benannt.

Strukturell wird die Substratspezifität maßgeblich von der S1-Tasche der jeweiligen

Untereinheit bestimmt, die den Aminosäurerest P1 des gebundenen Peptids beherbergt

(Abbildung 4.14). [203] P1 bezeichnet nach allgemeiner Protease-Nomenklatur den Ami-

nosäurerest vor (d. h. N-terminal) der zu hydrolysierenden Peptidbindung. Besonders
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Abb. 4.14. Struktur der Substratspezifitäts-Taschen am Beispiel des S. cerevisiae 20 S Pro-
teasoms. A) Lokalisierung der proteolytisch aktiven Zentren (rot) im Inneren des Pro-
teasoms (freigelegte Ansicht). Grün: α-Untereinheiten, blau: β-Untereinheiten. B) Ver-
größerte Ansicht der β1-Untereinheit. Das aktive Zentrum (rot) liegt in einer Spal-
te. C) Spezifitäts-S1-Taschen der jeweiligen Untereinheiten. Adaptiert nach Dohmen
et al. [189].

wichtig für die Substratspezifität ist dieArt derAminosäure in Position 45des Proteasoms

(Thermoplasma acidophilum Nummerierung). Die Eigenschaft der Caspase-ähnlichen β-1-

Untereinheit, v. a. nach sauren Resten zu schneiden, wird beispielsweise durch ein basi-

sches Arg an Position 45 vermittelt (Abbildung 4.14). [188,189]

Obwohl die Klassifizierung der Substratspezifitäten auf experimentellen Daten mit

chromogenen Substraten basiert, repräsentiert diese Einteilung nicht zwangsläufig die

Spezifitäten der physiologischen Substrate. Hinzu kommt, dass die aktiven Zentren nicht

besonders spezifisch für ihre Substrate sind. Insgesamt besitzt das eukaryotische Pro-

teasomsechs proteolytisch aktiveZentren (zwei jedenTyps). InZellendes Immunsystems

werden die katalytisch aktiven Untereinheiten durch die spezielle Untereinheiten β1i, β2i

und β5i ersetzt, so dass eine leicht abweichende Substratspezifität des Proteasoms resul-
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tiert. [204] Das sog. Immunoproteasom produziert tendenziell kürzere Peptide, die von

MHC-Klasse-I-Komplexen auf der Zelloberfläche den Immunzellen präsentiert werden.

4.1.11. Inhibitoren des Proteasoms

Aufgrund der zentralen Stellung des Ubiquitin-/ Proteasom-Systems im Proteinhaushalt

der Zelle haben Inhibitoren des Proteasoms große biologische Bedeutung. [205,206] Das

Interesse an diesen Hemmstoffen begründet sich sowohl in der therapeutischen Anwen-

dung als auch in ihrer Werkzeugfunktion, mit der das Proteasomsystem weiter erforscht

werden kann. Die Einteilung erfolgt nach chemischen bzw. strukturellen Gesichtspunk-

ten, die charakteristische Eigenschaften wie Bindemodus, Spezifität oder Reversibilität

nach sich ziehen. Man unterscheidet generell zwischen kovalenten und nicht-kovalenten

Inhibitoren des Proteasoms.Diemeisten der bisher bekannten Inhibitoren besitzen reakti-

ve Gruppen, mit denen sie dasN-terminale katalytische Threonin kovalent modifizieren.

Diese Inhibitoren gelten als mechanismusbasiert, da sie sich meist von Peptidsubstraten

ableiten und in vergleichbarerArt undWeisewie das Substrat vonderγ-Hydroxylgruppe

desN-terminalen Threonins nukleophil angegriffen werden. Neben synthetischen Mole-

külen sind auch einige Naturstoffe als Proteasominhibitoren bekannt.

• Synthetische Peptidaldehyde waren die ersten literaturbekannten Proteasominhi-

bitoren. Der Aldehyd reagiert dabei mit der γ-Hydroxygruppe des Thr1 unter Aus-

bildung eines Hemiacetals. Typischerweise gelangen die Peptidaldehyde schnell in

die Zellen, zeigen aber reversibleWirkung aufgrund derHydrolyseempfindlichkeit

des Hemiacetals und der schnellen Metabolisierung des Aldehyds. Die Strukturen

des synthetischen Inhibitors MG132 103 (Z-LLL-al) und des Naturstoffs Fellutami-

de B 104 [207] sind nachfolgend gezeigt.
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• Die synthetischen Vinylsulfone reagieren als Michael-Akzeptoren ebenfalls mit

der γ-Hydroxygruppe des N-terminalen Threonins. Sie sind weniger reaktiv als

die entsprechenden Aldehyde, binden aber irreversibel im aktiven Zentrum des

Proteasoms. [208] Die Struktur des MG132-verwandten Inhibitors NLVS 105 (Nip-

LLL-vs) ist angegeben.
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• Die synthetischen Peptidboronate zeigen deutlich höhere Aktivität gegen das Pro-

teasom als die entsprechenden Aldehyde und besitzen viel langsamere Dissozia-

tionsraten. Nach dem HSAB-Prinzip zeigt das Boratom der Boronate hohe Affini-

tät gegenüber harten Nukleophilen wie Sauerstoff. Das freie Elektronenpaar des

Thr1Oγ bildet eine kovalente Bindung zum Boratom aus. Unter physiologischen

Bedingungen sind die Boronate relativ stabil. Bortezomib 106 (Velcade®) ist zur

Therapie des progressiven multiplem Myeloms zugelassen und stellt bisher den

einzigen beim Menschen zugelassenen Proteasominhibitor dar. [209]
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• Der zu den Epoxyketonen zählende Naturstoff Epoxomicin 107 wurde aus ei-

nem Aktinomyzetenstamm isoliert und bildet mit dem N-terminalen Threonin des
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Proteasoms ein kovalentes Addukt unter Ausbildung eines Morpholinrings in ei-

nem zweistufigen Prozess. Im ersten Schritt bildet das Thr1Oγ mit dem Carbonyl

des Epoxyketons ein Hemiacetal (vgl. Peptidaldehyde). Anschließend öffnet die

Amingruppe des Threonins das Epoxid, so dass ein stabiler Morpholinring ent-

steht. [210,211] Epoxomicin zeigt sehr hohe Selektivität bezüglich des Proteasoms

gegenüber anderen Proteasen. Dies wird darauf zurückgeführt, dass zur Bildung

des stabilen Morpholinrings sowohl eine Hydroxy- als auch eine Aminogruppe

vorhanden sein muss, wie es nur beim N-terminalen Threonin der Proteasomun-

tereinheiten der Fall ist. Dieses Motiv ist bei anderen Proteasen extrem selten.
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• Die Naturstoffe aus der Gruppe der makrozyklischen Vinylketone reagieren ver-

gleichbar mit den Vinylsulfonen in einer Michael-Additionsreaktion mit der γ-

Hydroxygruppe des N-terminalen Threonins. Die verwandten Naturstoffe Syrin-

golin A 108 und Glidobactin A 109wurden aus einem Pseudomonas syringae-Stamm

bzw. aus einem unbekannten Stamm der Ordnung Burkholderiales isoliert. [212]
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• Das zur Gruppe der β-Lactone gehörige Lactacystin 110 war der erste bekannte

Naturstoff, der als Proteasominhibitor identifiziert wurde. [213] In wässriger Lö-

sung bei pH8 hydrolysiert Lactacystin 110 zur biologisch aktiven Substanz clas-

to-Lactacystin-β-Lacton 111 (Omuralid), welche das reaktive β-Lacton enthält. [214]

Clasto-Lactacystin reagiert selektiv mit der γ-Hydroxygruppe des N-terminalen

Threoninsderβ5-Untereinheit desProteasomsunterRingöffnungdesβ-Lactons. [203]

HN

O

Me

OH

S

O
NHAc

OHO

Me

Me OH

H HN

O

Me

Me

Me OH

O

O

H

pH 8

- NHAcCys

110 111

Im Gegensatz zu allen anderen zuvor beschriebenen Proteasominhibitoren zählen die

nun folgenden Inhibitoren zu den nicht-kovalenten, reversiblen Inhibitoren.

• Das zyklische Peptid TMC-95A 112 und die verwandten Moleküle (TMC-95B–D)

wurden aus dem Pilz Apiospora montagnei isoliert und blockieren alle drei proteo-

lytischen Aktivitäten des Proteasoms kompetitiv. [215,216] Die Inhibitoren bilden im

aktiven Zentrums des Proteasoms ein enges Netzwerk aus Wasserstoffbrückenbin-

dungen mit konservierten Resten des Proteasoms aus. [217]
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• Das zyklische Peptid Argyrin 22 wurde aus dem Myxobakterium Archangi-

umgephyra isoliert (vgl. Kapitel 2.2.4). [88,89] Es konnten anti-Tumor Eigenschaften

aufgezeigt werden, die über eine Stabilisierung des Proteins p27KIP1 durch Pro-

teasominhibition vermittelt werden. [90,218] Argyrin 22 besitzt ähnliche hohe Akti-
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vität gegen das Proteasom wie Bortezomib 106 bzw. MG132 103. Kürzlich wurde

in einer kombinierten NMR-Struktur-/Docking-Studie vorgeschlagen, dass Argy-

rin 22 die S1-Tasche der aktiven Zentren blockiert, und damit den Substratzugang

kompetitiv behindert. [219]
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• Das makrozyklische Polyketid Kendomycin 113 [220] wird von verschiedenen Strep-

tomyces-Arten produziert und besitzt sowohl starke antibiotische Aktivität gegen

Gram-positive und Gram-negative Bakterien, als auch zahlreiche Aktivitäten ge-

gen Säugetierzellen. Von Müller et al. konnte vor kurzem gezeigt werden, dass die

Wirkung von Kendomycin 113 auf eukaryotische Zellen zumindest teilweise durch

die Inhibition des Proteasoms erklärt werden kann. [221]
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4.1.12. Untereinheiten-spezifische Proteasominhibitoren

Bisher ist wenig darüber bekannt, welche genaue Funktionen die verschiedenen β-

Untereinheiten mit ihren unterschiedlichen Substratspezifitäten in der Zelle überneh-

men. [206] Mehrere Studien deuten darauf hin, dass die Chymotrypsin-ähnliche Aktivität

(β5) den größten Beitrag zur Proteinhydrolyse liefert und besonders wichtig für ver-
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schiedene zelluläre Funktionen ist. [222–224] Allerdings kann die Peptidhydrolyse in Säu-

getierzellen erst komplett unterbunden werden, wenn β5 und mindestens eine weitere

Untereinheit gehemmt werden. [225] Gängige Inhibitoren zeigen bisher wenig Spezifi-

tät bezüglich einer bestimmten Untereinheit. [226] Auch in der Therapie wird mit Bor-

tezomib 106 ein Proteasominhibitor verwendet, der recht unspezifisch ist und neben

der β5-Untereinheit auch die β1-Untereinheiten inhibiert. [225] Es stellt sich die Frage, ob

Untereinheiten-spezifische Wirkstoffe eine gezieltere Therapie mit weniger Nebenwir-

kungen ermöglichen würden. Es besteht daher ein großer Bedarf an spezifischen Inhi-

bitoren und spezifischen Sondenmolekülen, um die Erforschung der unterschiedlichen

Aktivitäten des Proteasoms voranzutreiben. [227]
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4.2. Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die Wirkungsuntersuchungen der Thiostreptonderivate auf

das Wachstum des Malaria-Erregers P. falciparum und die Proteasominhibition der Ver-

bindungen beschrieben.

4.2.1. Wachstumsinhibierung

In ersten Vorversuchen wurde die hemmendeWirkung der Thiostreptonderivate auf das

Wachstum von P. falciparum untersucht (alle biologischen Experimente mit Plasmodien

wurden in der Arbeitsgruppe von PD Dr. Gabriele Pradel an der Universität Würzburg

durchgeführt). Hierzu wurden die Plasmodien mit den Substanzen inkubiert und ihre

Überlebensrate nach 72 h mittels Malstat-Assay [228,229] bestimmt (Kapitel 8.7.6). Es zeig-

te sich, dass Thiostrepton 3 das Wachstum der Plasmodien im mikromolaren Bereich

hemmte, und dass besonders Michael-Addukte des Thiostreptons mit lipophilen Seiten-

ketten hohe Aktivitäten gegen die Plasmodien aufwiesen. Weiterhin wurde beobachtet,

dass die Oxidation des Thiazolins zum Thiazol im A-Ring des Thiostreptons in einer er-

höhten Wachstumshemmung resultierte. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine kleine

fokussierte Bibliothek von Thiostreptonderivaten unter Anwendung der semisyntheti-

schenModifikationen Verkürzung der Seitenkette, Michael-Addition anDeala-Reste und

Oxidationdes Thiazolins, undderenKombinationen synthetisiert (Abbildung 4.15, Tabel-

le 4.2, Kapitel 2). Die semisynthetischen Derivate wurden auf ihre Wachstuminhibierung

gegen P. falciparum hin untersucht.

Bei den Untersuchungen zur Wachstumsinhibierung wurde bemerkenswerterweise

kein delayed death effect beobachtet. Dies stimmt mit früheren Studien überein, die eben-

falls keinen delayed death effect Effekt für Thiostrepton 3 fanden. [38,39] Der gemessene

IC50-Wert für Thiostrepton 3 mit 10± 2.0µm lag in der gleichen Größenordnung wie die

bisher veröffentlichtenWerte (1.8 – 4µm). Wie in Tabelle 4.2 gezeigt, verminderte die Ver-

kürzung der Seitenkette des Thiostreptons 3 sukzessive die Aktivität der Derivate (23

und 27). Im Gegensatz dazu verbesserte die Oxidation des Thiazolins zum Thiazol die

inhibitorischeWirkung um den Faktor sechs (23 und 58). Als genereller Trend konnte be-
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Tab. 4.2. Biologische Aktivität der Thiostreptonderivate: Wachstumsinhibierung des Malariapa-
rasiten Plasmodium falciparum. Angegeben sind die IC50-Werte nach 72 h Inkubations-
zeit.

Verbindung Struktur a Heterozyklus X a IC50 [µm]

3 Thiostrepton Thiazolin 10±2.0

23 einfach-verk. Thiostrepton Thiazolin 19±4.1

27 zweifach-verk. Thiostrepton Thiazolin 23±1.1

29 R = Thiazolin 1.3±0.5

30 R = Thiazolin 4.3±1.2

31
R =

Thiazolin 34±10

28
R = NHAc

COOMe
Thiazolin inaktiv

68 Thiostrepton, B-Ring hydrol. Thiazolin inaktiv

58 einfach-verk. Thiostrepton ox. Thiazol 3.1±0.3

44 R = Thiazol 3.5±0.4

42 R = Thiazol 2.5±0.4

45 R = Thiazol 1.2±0.4

43 R = OH
Thiazol 7.5±1.9

41
R =

Thiazol 2.6±1.3

a Die Platzhalter X und R beziehen sich auf den Rest R bzw. den Heterozyklus X
in Abbildung 4.15.
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Abb. 4.15. Erklärung der in Tabelle 4.2 verwendeten Platzhalter R und X zur Kennzeichnung der
fokussierten Thiostreptonderivate-Bibliothek.

obachtetwerden, dass dieModifizierungder Seitenkette des Thiostreptonsmit lipophilen

Alkylresten mittlerer Länge (C4–C8) einen verstärkenden Einfluss auf die antiplasmodia-

le Aktivität besitzt (29 und 30). Hingegen zeigten lipophile Derivatisierungen mit den

sterisch anspruchsvolleren Resten Phenyl (41) und Isopropyl (44) eine Verminderung der

wachstumshemmenden Wirksamkeit.

Es galt zu überprüfen, ob sich die Oxidation und die Lipophilie der Seitenkette syn-

ergistisch auf die Aktivität ausüben würden. Ein solcher positiver Effekt konnte für das

Verbindungspaar 30/45 mit einer Verbesserung der Aktivität um den Faktor 2 – 3 ge-

funden werden, jedoch zeigt das Verbindungspaar 29/42 eine fast gleichbleibende bzw.

leicht abnehmende Aktivität um den Faktor zwei. Ein möglicher genereller synergisti-

scher Effekt müßte an dieser Stelle durch weitergehende Experimente validiert werden.

Auffällig war, dass polare Derivatisierungen am Thiostreptongrundgerüst eine deutliche

Verschlechterung bzw. Inaktivität der Substanzen (43 bzw. 28) bewirkten. Interessanter-

weise steht dieses Ergebnis imGegensatz zu den gemessenen antibakteriellenAktivitäten

der hydrophilen Derivatisierungen (Kapitel 3). Die antibakterielle Aktivität verringerte

sich eher bei Derivatierung mit lipophilen Alkylresten, während hydrophile Derivati-

sierungen eine höhere Aktivität aufwiesen. Es wurde weiterhin beobachtet, dass die

Hydrolyse des B-Ring-Lactons (vgl. Kapitel 5) das Molekül vollständig inaktiv werden

ließ (68). Es ist hervorzuheben, dass die Verbindungen 29 und 45 beide um den Faktor 10
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aktiver waren als der Naturstoff Thiostrepton 3 selbst.

4.2.2. Zellmikroskopische Untersuchungen

Die bisherigen Ergebnisse legten die Vermutung nahe, dass neben dem literaturbekann-

ten Wirkort Ribosom des Thiostreptons 3 noch weitere Zielstrukturen in Plasmodien

angesteuert werden könnten. Einerseits fehlte in den Plasmodien bei Behandlung mit

Thiostrepton 3 der charakteristische delayed death Effekt, der typischerweise bei Substan-

zen auftritt, die die Funktion des Apicoplasten beeinträchtigen (Kapitel 4.1.3). Ande-

rerseits wurde ein abweichendes Wirkprofil der Derivate bei Plasmodien erhalten, das

konträr zu ihrer Aktivität bei Bakterien war.

Da es sich bei Plasmodien um eukaryotische Zellen handelt, wurde spekuliert, dass die

Aktivität auch in anderen eukaryotischen Systemen zu beobachten wäre. Wir entschlos-

sen uns deshalb, die Aktivitätsuntersuchung der Thiostreptonderivate auf eukaryotische

Zellen allgemein auszuweiten. Für viele Untersuchungsmethoden bietet diese Herange-

hensweise den Vorteil, dass biochemisches Material leichter zu beschaffen und ungefähr-

licher zu handhaben ist, als dies für Untersuchungenmit infektiösen Plasmodien der Fall

wäre.

Die mikroskopische Untersuchung von subzellulären Strukturen gestaltet sich in Plas-

modien aufgrund ihrer geringen Zellgröße (1 – 4µm∅) als besonders schwierig. Verwen-

detwurden deshalb BSC-1-Zellen (Nierenepithelzellen der ÄthiopischenGrünmeerkatze

Chlorocebus aethiops), die sich durch mikroskopisch gut differenzierbare Zellstrukturen

auszeichnen (Die Zellmikroskopischen Untersuchungen wurden von Dr. Bernhard Ellin-

ger durchgeführt). Zur Aufklärung zellulärer Zielstrukturen kleiner Moleküle werden

häufig fluoreszente Konjugate der zu untersuchenden Substanz in fluoreszenzmikro-

skopischen Untersuchungen eingesetzt. [25,109] Zu zellmikroskopischen Untersuchungen

wurde die Fluorescein-konjugierte Thiostreptonsonde 74 herangezogen (Abbildung 2.19,

Kapitel 2.7.1).

Fixierte BSC-1-Zellen zeigten nach Behandlung mit der PEG-Fluorescein-Thiostrep-

tonsonde 74 (10µm) eine charakteristische Anfärbung subzellulärer Kompartimente, die

nach dem Waschen erhalten blieb. Die Anfärbung konnte mit unmarkiertem Thiostrep-
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Abb. 4.16. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung eukaryotischer BSC-1-Zellen mit fluores-
zenter Thiostreptonsonde 74. A) Thiostreptonsonde 74-markierte Zellen (grün). B) Mit
MitoTracker markierte Zellen (rot). C) Überlagerung von A und B: Kolokalisierung der
Thiostreptonsonde 74 mit Mitochondrien (gelb). D) Thiostreptonsonde 74-markierte
Zellen (grün). E) Anti-20 S-Proteasom immungefärbte Zellen (rot). F) Überlagerung
von D und E: Kolokalisierung der Thiostreptonsonde 74 mit den 20 S-Proteasomen
(gelb).

ton 3 kompetitiv verdrängt werden. Einsatz des Fluorescein-Linker-Konstrukts 73 allein

zeigte keine spezifische Anfärbung und wurde durch Waschen entfernt. Die Färbung

mit der PEG-Fluorescein-Thiostreptonsonde 74 konnte daher als spezifisch betrachtet

werden.

In Verteilung und Größe konnte die Anfärbung am ehesten den Mitochondrien als Or-

ganellen zugeordnet werden. Die mitochondrialen 55 S-Ribosomen sind in ihrer Struk-

tur den bakteriellen 70 S-Ribosomen sehr ähnlich. Tatsächlich ergab die gleichzeitige

Applikation eines Mitochondrien-spezifischen Markers (Mitotracker Red, roter Kanal)

zusammen mit fluoreszenter Thiostreptonsonde 74 (grüner Kanal) eine ausgeprägte Ko-

lokalisierung der organell-spezifischen Anfärbung, die in der Übereinanderlagerung der

Rot- und Grünkanäle als Gelbfärbung zu erkennen ist (Abbildung 4.16: A–C).

Neben der spezifischen Anfärbung der Mitochondrien wurden charakteristische An-
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färbungen des Cytosols und der Kernregion beobachtet. Dieses Anfärbungmuster konnte

zunächst keiner subzellulären Struktur zugeordnet werden. Besonders kernnahe Regio-

nen des Cytosols zeigten die Anfärbung, jedoch wurden endoplasmatische Strukturen

ausgeschlossen. In nachfolgenden Experimenten wurden verschiedene Marker bzw. An-

tikörper gegen subzelluläre Strukturen auf ihre Kolokalisierung mit der fluoreszenten

Thiostreptonsonde 74 hin untersucht. Mit anti-Proteasom Antikörpern (sekundärer An-

tikörper: anti-Kaninchen, Alexa55 markiert, Rotkanal) konnte dann eine spezifische An-

färbung erzielt werden, die mit der beobachteten zusätzlichen Anfärbung mittels der

Thiostreptonsonde 74 korrelierte (Abbildung 4.16: D–F).

4.2.3. Fluoreszenzpolarisationsmessungen

Zur näheren Charakterisierung des Proteasoms als möglichen Interaktionspartner des

Thiostreptons 3 und der semisynthetischen Thiostreptonderivate wurden Bindestudien

der fluoreszenten Thiostreptonsonde 74 an isolierten 20 S-Proteasomen mittels Fluores-

zenzpolarisation durchgeführt (Abbildung 4.17). Es zeigte sich, dass die Thiostreptonson-

de 74 mit einer Dissoziationskonstante von KD = 1.75± 0.35 µm an das 20 S-Proteasom

bindet. Dieses Ergebnis untermauerte unsere Annahme, dass das eukaryotische Pro-

teasommöglicherweise als zusätzlicher zellulärerWirkort des Thiostreptons 3 und seiner

Derivate zu betrachten ist.

4.2.4. Zytotoxizitätsunterschungen

Die Thiostreptonderivate, die wir auf anti-Malaria-Eigenschaften testeten, wurde zu-

sätzlich auf ihre Zytotoxizität gegenüber eukaryotischen MCF-7- und BSC-1-Zellen mit

Hilfe desWST-Zytotoxizitätstests hin untersucht (Kapitel 8.7.4). Für keine der Substanzen

wurde eine Zytotoxizität bis zu der getesteten Konzentration von 20µm beobachtet.

4.2.5. Proteasom-Inhibierungs-Assay

Um herauszufinden, ob das eukaryotische Proteasom funktional in seiner Eigen-

schaft als Protease durch Thiostrepton 3 oder seine Derivate inhibiert wird, wur-
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Abb. 4.17. (a) Struktur der fluoreszenten Thiostreptonsonde 74. (b) Fluoreszenzpolarisations-
messung zur Bestimmung der Dissoziationskonstante KD der Thiostreptonsonde 74.

de ein biochemischer Proteasom-Inhibierungs-Assay konzipiert. Hierbei wurden 20 S-

Proteasompräparationen aus humanen Erythrozyten verwendet, die keine regulatori-

sche Untereinheiten (11 S bzw. 19 S) besaßen. Der Assay beruhte auf der proteolytischen

Hydrolyse fluorogener, für das jeweilige aktive Zentrum spezifischer Substratpeptide.

Zur Bestimmung der Chymotrypsin- und Trypsin-ähnlichen Aktivitäten verwendeten

wir die SubstrateSuc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC bzw.Boc-Leu-Arg-Arg-AMC. Erste Ergebnis-

se zur BestimmungderCaspase-ähnlichenAktivitätmittels SubstratZ-Leu-Leu-Glu-AMC

zeigten, dass hierbei nur relativ geringe Umsatzraten bei vertretbaren Enzymmengen er-

zielt wurden. Dies erschwerte die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse erheblich. Wir

wendeten uns deshalb dem verbesserten Substrat Ac-Nle-Pro-Nle-Asp-AMC [230,231] zu

und konnten mit diesem ausreichend hohe Umsatzraten der Caspaseaktivität erreichen.

Weil homogene Proteasompräparationen desGesamtkomplexes (26 S) nur sehr schwie-

rig zu erhalten sind, wird in biochemischen Assays üblicherweise auf Fraktionen des

Regulator-freien 20 S-Proteasoms zurückgegriffen. Durch die (einheitliche) Aktivierung

der Proteasomaktivität mittels Detergenz in den biochemischen Assays werden ver-

gleichbare Reaktionsbedingungen geschaffen, die eine verlässliche Reproduzierbarkeit
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4.2. Ergebnisse

der Umsatzraten ermöglichen.

Erste Versuche ergaben, dass die Umsatzrate des 20 S-Proteasoms sehr stark davon

abhing, ob ein Detergenz im Reaktionspuffer zugegen war, in welcher Konzentration es

vorlag und umwelches Detergenz es sich handelte. In der Literatur wird häufig beschrie-

ben, dass Natriumdodecylsulfat (SDS) als Detergenz in Protesomassays Verwendung

findet. In unserem Fall stellte sich jedoch heraus, dass für unsere Zwecke das Detergenz

NP-40 in einer Endkonzentration von 0.001% am besten geeignet war, reproduzierbare

Ergebnisse zu erzielen. Zum Einfluss des Detergenz auf das Proteasom wird vermutet,

dass dieses das Proteasom in eine proteolytisch aktivere Konformation überführt. Unter

physiologischen Bedingungen kommt diese Rolle den Regulatoreinheiten (11 S bzw. 19 S)

des Proteasoms zu.

Die Proteasomaktivität wird zusätzlich von zweiwertigen Kationen wie Mg2+-Ionen

beeinflusst. Wir machten die Erfahrung, dass die Reproduzierbarkeit der Umsatzrate

durch Zugabe von 1mm EDTA in den Reaktionspuffer deutlich gesteigert werden konn-

te. Um sicher zu stellen, dass die hydrophoben Thiostreptonderivate während der Reak-

tion in Lösung verblieben, verwendeten wir Dimethylsulfoxid (DMSO) zum Lösen der

Substanzen in einer Endkonzentration von 10 vol-% DMSO.

Ein exemplarisches Zeit-Umsatz-Diagramm der gehemmten und ungehemmten Re-

aktion des 20 S-Proteasoms mit fluorogenem Substrat Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC zur Be-

stimmung der Chymotrypsin-ähnlichen Aktivität ist in Abbildung 4.18 angegeben. Erste

Screening-Ergebnisse zeigten, dass besonders die Caspase- und die Chymotrypsinak-

tivität des Proteasoms durch die Thiostreptonderivate inhibiert wird (Abbildung 4.19).

Deshalb konzentriertenwir uns in nachfolgendenMessungen auf diese beiden Substrats-

pezifitäten des Proteasoms.

Basierend auf den Ergebnissen der Wachstumshemmung wurden Substanzen ausge-

wählt, deren inhibitorische in vitro Aktivität auf das Proteasom mittels Proteasomassay

näher charakterisiert werden sollte. Aufgrund des relativ hohen Material- und Ar-

beitsaufwands zur Bestimmung der einzelnen IC50-Werte beschränkten wir uns dabei

auf die aussagekräftigsten Substanzen. Für jede getestete Substanz wurde durch halb-

logarithmischer Auftragung der normalisierten Umsatzrate gegen die Inhibitorkonzen-
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Abb. 4.18. Exemplarisches Zeit-Umsatz-Diagramm der Chymotrypsin-ähnlichen Aktivität einer
Proteasomreaktion mit fluorogenem Substrat. Neben dem 0 %-Wert (kein Enzym)
und 100 %-Wert (kein Inhibitor) sind die Reaktionsverläufe für drei verschiedene Kon-
zentrationen des Thiostreptons 3 und für die literaturbekannten Proteasominhibitoren
MG132 103 und Epoxomicin 107 angegeben. (Experimentelle Bedingungen: Kapi-
tel 8.7.7).
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4.2. Ergebnisse

Abb. 4.19. Screening-Ergebnisse der Proteasominhibition. Testierung der Substanzen auf ihre
Hemmwirkung der Chymotrypsin-, Caspase- und Trypsin-ähnlichen Aktivität (c = 1µm)
Thio. = Thiostrepton 3. epox. = Epoxomicin (c = 0.1µm).
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4. Wirkort: Proteasom

Abb. 4.20. Exemplarische Inhibitionskurven der Proteasomaktivität bei Zugabe von Thiostrep-
ton 3 (A) und Derivat 45 (B). Chymotrypsin-ähnliche Aktivität: links, Caspase-ähnliche
Aktivität: rechts.

tration ein Diagramm erstellt (beispielsweise Abbildung 4.20). Aus den Diagrammen

wurden die inhibitorischen IC50-Werte für jede Substanz und Substrataktivität bestimmt

(Tabelle 4.3).

Die Auswertung der Assay-Daten ergab, dass sich die IC50-Werte der Proteasominhibi-

tion bei beiden getestetenAktivitäten insgesamt im niedrigenMikro- bis Nanobereich für

Thiostrepton 3 und dessen Derivate bewegten. Interessanterweise gab es bei denmeisten

der getesteten Verbindungen einen deutlichen Unterschied zwischen der Caspase- und

der Chymotrypsinaktivität, wobei die Caspaseaktivität häufig einen um den Faktor 2 – 3

niedrigeren IC50-Wert besaß. Die meisten der bisher beschriebenen nichtpeptidischen

Inhibitoren hemmen hingegen die Chymotrypsinaktivität.
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4.2. Ergebnisse

Tab. 4.3. Ergebnisse des in vitro Proteasominhibierungs-Assays. Die ermittelten IC50 der Inhibi-
tion des 20 S-Proteasoms sind jeweils für die Chymotrypsin- und die Caspaseaktivität
angegeben.

Verbindung Struktur a Heterozyklus IC50 [µm] IC50 [µm]
X a Chymotrypsin Caspase

3 Thiostrepton Thiazolin 5.2±1.0 3.8±2.4

23 einfach-verk. Thiostrepton Thiazolin 4.5±1.1 inaktiv

27 zweifach-verk. Thiostrepton Thiazolin 1.9±0.1 inaktiv

29 R = Thiazolin 0.32±0.05 0.1±0.05

30 R = Thiazolin 0.2±0.05 0.2±0.05

28
R = NHAc

COOMe
Thiazolin 1.1±0.1 0.4±0.1

68 Thiostrepton, B-Ring hydrol. Thiazolin 15±1.6 48±38

58 einfach-verk. Thiostrepton ox. Thiazol 3.7±0.9 1.2±0.1

42 R = Thiazol 1.2±0.3 0.4±0.1

45 R = Thiazol 0.2±0.05 0.2±0.1

MG132 — —- 0.02±0.01 1.3±0.2

a Die Platzhalter X und R beziehen sich auf den Rest R bzw. den Heterozyklus X in Abbil-
dung 4.15.
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Einige der Derivate zeigten erfreulicherweise eine höhere inhibitorische Aktivität als

der Naturstoff Thiostrepton 3 selbst. Wie bereits in den Experimenten der Wachstumsin-

hibierung beobachtet, zeigten sich lipophile Derivate mit mittlerer Alkylkettenlänge als

besonders aktiv (30/45 und 29/42). Verbindung 29 war sogar bis zu 40-fach potenter als

Thiostrepton 3 selbst (4 µm / 5 µm für Thiostrepton gegenüber 0.1 µm / 0.3 µm für 29).

Die relativ niedrige Aktivität der Verbindung 68 mit hydrolysiertem B-Ring zeigt,

dass die intakte Struktur des Thiostrepton-Grundgerüsts für die inhibitorische Wirkung

essentiell zu sein scheint. Gleichzeitig ist dies ein Hinweis darauf, dass die Interaktion

des Thiostreptons 3 und dessen Derivate mit dem Proteasom vermutlich spezifischer

Natur ist und nicht aus allgemeiner Lipophilie resultiert.

Es fiel auf, dass die Chymotrypsinaktivität bei voller Dosis auf 10 – 20% reduziert

werden konnte, während die Caspaseaktivität nur auf 40 – 50% sank. Dieses Ergebnis

lässt partiell antagonistische oder allosterische Mechanismen wahrscheinlicher werden

als eine direkte Aktivität an den proteolytischen Zentren. Dafür spricht auch der enge

Eingangstunnel zum 20 S-Proteasom, der Makrozyklen wie Thiostrepton nur schlecht

passieren lassen sollte.

Der Vergleich der in vitro inhibitorischen Aktivitäten der oxidierten (Thiazol-) Deriva-

te mit den nativen (Thiazolin-) Verbindungen zeigt, dass in den meisten Fällen keine

wesentlichen Unterschiede zu verzeichnen waren. Dies steht im Gegensatz zu den bishe-

rigen Ergebnissen der Wachstumsinhibierung (Kapitel 4.2.1), die einen Aktivitätsvorteil

der oxidierten Derivate in Plasmodien auswiesen. Verantwortlich für die beobachteten

Unterschiede könnte eine höhere in vivo Stabilität der oxidierten Verbindungen oder eine

veränderte Zellaufnahme sein.

Die in dieser Arbeit ermittelten IC50-Werte des literaturbekannten Proteasominhibi-

torsMG132 103 (0.02± 0.01µmChymotrypsin-ähnlich, 1.3± 0.2µmCaspase-ähnlich) sind

mit veröffentlichten Werten (24 nm Chymotrypsin-ähnlich, 2.3µm Caspase-ähnlich) ver-

gleichbar. [232] Die Vergleichbarkeit der gewählten Assaybedingungen mir vorhergegan-

genen Arbeiten scheint daher gegeben.

Allgemein lässt sich zu denAktivitätsunterschieden der getesteten Derivate im bioche-

mischen Inhibierungs-Assay sagen, dass die beobachteten Trends der in vivoWachstums-
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inhibierung bei Plasmodien mit den in vitroAktivitätsdaten des biochemischen Proteaso-

massays korrelieren, was stark darauf hinweist, dass der Wirkmechanismus in vivo tat-

sächlich proteasombedingt ist. Ergebnisse unserer Kooperationspartner (PD Dr. Gabriele

Pradel, Universität Würzburg) zeigen deutlich, dass auch das Proteasom im Parasiten

gehemmt wird. Ob hier wirklich ein kausaler Zusammenhang besteht, müssen weiter

führende Arbeiten zeigen.
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4.3. Diskussion

Die Effekte des Thiostreptons 3 auf das Wachstum von Plasmodien konnten zuvor nicht

zufriedenstellend mit der alleinigen Wirkung auf die Funktionsfähigkeit des Apicoplas-

ten erklärt werden (Kapitel 4.1.4). Gegenstand dieser Untersuchungenwar deshalb, mög-

liche zusätzlicheZielstrukturen (targets) des Thiostreptons 3 in Zellen desMalariaerregers

P. falciparum im Speziellen, sowie in eukaryotischen Zellen im Allgemeinen, zu charakte-

risieren.

Bedeutung des Proteasoms für die eukaryotische Zelle

DasUbiquitin-/Proteasom-System ist für den intrazellulären Proteinabbau von fehlerhaft

gefalteten bzw. geschädigten Proteinen verantwortlich, sowie für den kontrollierten Ab-

bau regulatorischer Proteine, die wichtige Zellfunktionen wie Transkription, Zellzyklus-

kontrolle, Zelldifferenzierung, DNA-Reparatur, Immunantwort und Stressantwort steu-

ern. Darüberhinaus wird die Wichtigkeit der Ubiquitinierung nicht nur zur Markierung

desnicht-lysosomalenAbbausvonProteinen, sondern auch als allgemeineposttranslatio-

nale Modifikationen mit Involvierung in der Genexpression und dem Protein-trafficking

zunehmenddeutlicher.DieWichtigkeit einer funktionierendenProtein-Homöostasewird

dadurch unterstrichen, dass bei vielen pathologischen Zuständen wie beispielsweise

Krebs oder den neurodegenerativen Krankheiten Alzheimer und Parkinson Störungen

des Ubiquitin / Proteasom System eine große Rolle spielen. Für die therapeutische An-

wendung stellt das System einen vielversprechenden Ansatzpunkt zur Behandlung viel-

fältiger Krankheiten dar. Der erste therapeutisch zugelassene Proteasominhibitor Borte-

zomib 106 (Velcade®)wird zurTherapiedesprogressivenmultiplemMyelomseingesetzt.

Allerdings zeigt er teilweise toxische Eigenschaften.DerGrund,warumProteasominhibi-

toren trotz ihrer inherentenUnspezifität bezüglich normaler bzw. Tumorzellen überhaupt

in der Tumortherapie eingesetzt werden, ist, dass vor allem sich schnell teilende Zellen

empfindlich auf eine Proteasominhibition reagieren.

In allen untersuchten Vetretern des Phylums der Apicomplexa, zu denen auch

P. falciparum gehört, konnte die gesamte Proteinmaschinerie identifiziert werden, die
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für eine Ubitquitinierung der Proteine nötig ist (Ubiquitin, E1-, E2- und E3-Enzyme,

Deubiquitinasen). [233,234] Obwohl das Ubiquitin / Proteasom System ein vielverspre-

chendes Ziel in der Behandlung vonMalaria darstellt, sind bisher nur wenige Details zur

funktionalen Bedeutung dieses Systems bei Plasmodien bekannt.

Wirkung bekannter Proteasominhibitoren auf Plasmodien

Bisher wurden einige der Proteasominhibitoren auf ihre Wirksamkeit gegen den Mala-

riaerreger P. falciparum hin untersucht. Lactacystin 110 zeigt Wachstumsinhibierung im

niedrigen mikromolaren Bereich, als auch eine Hemmung der Entwicklung verschiede-

ner Stadien. [187] Der Proteasominhibitor MLN-273, der strukturell Bortezomib verwandt

ist, und ebenfalls eine Boronsäure darstellt, bewirkt ebenfalls eine Störung der Plasmo-

dienentwicklung, wobei die Erreger im frühen Erythrozyten-Ringstadiumverharren. [235]

Die Hemmung des Proteasoms zieht eine Akkumulierung von Polyubiquitin-markierten

Proteinen nach sich, die in der Zelle nicht mehr abgebaut werden. Für Bortezomib 106

selber konnten IC50-Werte der Wachstumsinhibierung im einstelligen nanomolaren Be-

reich bei P. falciparum bestimmt werden. [236] Auch hier zeigte sich, dass die Erreger im

Übergang zu anderen Stadien gehemmt werden. Der kovalente Proteasominhibitor Epo-

xomicin 107 bewirkte eine ähnliche Wachstumshemmung wie Chloroquin und Artesu-

nat. [186]

DieWachstumhemmung der Plasmodien durch Proteasominibitoren ist mit dem gene-

rellen Bild vereinbar, dass das Proteasom gerade in der Regulation von Differenzierungs-

vorgängen bei sich entwickelnden Zellen eine essentielle Rolle spielt. Interessanterweise

wirken die Proteasominhibitoren schon in Konzentrationen, die für die Wirtszellen nicht

toxisch zu sein scheinen, und zeigen Wirksamkeit auch gegen Chloroquin-resistente

Stämme. In allen untersuchten Fällen wurde kein delayed death Effekt bei der Behandlung

der Plasmodienmit Thiostrepton 3 beobachtet. Neuere Ergebnisse zeigen darüberhinaus,

dass auch die Entwicklung sexueller Stadien imWirt durch Epoxomicin 107 unterbunden

wird (gametocidal). [237] Dies ist insbesondere im Hinblick auf eine Übertragung der sexu-

ellen Stadien in die Mücke durch das Blutmahl und der anschließenden Übertragung in

einen anderen Wirt ein positiver Effekt.
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Das Proteasom kann fluoreszenzmikroskopisch als Wirkort iden tifiziert werden

Zur Lokalisierung der Zielstrukturen (targets) von Thiostrepton 3 in eukaryotischen Zel-

len nutzten wir Fluoreszenzmikroskopie von BSC-1-Zellen mit Fluorescein-markiertem

Thiostrepton 74. In der Literatur sind mehrere erfolgreiche Untersuchungen beschrie-

ben, in denen die Fluoreszenzmarkierung von Wirkmolekülen (small molecules) zur Auf-

klärung des zellulären Wirkorts beigetragen hat. [25,109] Tatsächlich konnten wir in fi-

xierten BSC-1-Zellen eine charakteristische organellartige Anfärbung der mit der fluo-

rezenten Thiostreptonsonde 74 beobachten. Mittels simultaner Anfärbung durch den

Mitochondrien-spezifischen Farbstoff MitoTracker konnten die angefärbten Organellen

eindeutig Mitochondrien zugeordnet werden.

Zu den bekannten Wirkungen des Thiostreptons 3 in eukaryotischen Zellen zählt die

Inhibierung der mitochondrialen Translation. [238] Hierbei unterscheiden sich die Hemm-

wirkungen auf die Translation von E. coli-Zellen und Rinder-Mitochondrien nur gerinfü-

gig, wiemitHilfe eines in vitro Translationssystems bestimmtwerden konnte (IC50-Werte:

0.48 bzw. 0.60µm). Auch andere Antibiotika wie z. B. Tetracyclin zeigen verleichbare

Hemmwirkung gegen die mitochondriale Translation. Der Grund für die Empfindlich-

keit der mitochondrialen Translationsmaschinerie für einige Antibiotika ist scheinbar in

der engen evolutiven Verwandtschaft der prokaryotischen Ribosomen und den (hieraus

hervorgegangenen) mitochondrialen Ribosomen zu suchen (Kapitel 4.1.3). Diese bedingt

einen relativ hohenGrad an struktureller und funktionaler Ähnlichkeit, die vonmanchen

Antibiotika adressiert wird. [239]

Von vorhergehenden Untersuchungen war bekannt, dass sich Thiostrepton 3 in der

Seitenkette weitgehend flexibel modifizieren lässt, ohne eine starke Beeinträchtigung

seiner Bindung an das prokaryotische Ribosom nach sich zu ziehen (Kapitel 3). Es ist

deshalb sehr wahrscheinlich, dass auch die fluoreszente Thiostreptonsonde 74 spezifisch

an die prokaryoten-ähnlichen,mitochondrialen Ribosomen in eukaryotischen Zellen bin-

det. Durch Negativkontrollen konnte die Spezifität der Bindung weiter belegt werden.

Der bekannteWirkort des Thiostreptons 3 in eukaryotischen Zellen (die mitochondrialen

Ribosomen) konnte demnach mit Hilfe der fluoreszenten Thiostreptonsonde 74 bestä-

tigt werden. Dies unterstreicht die Validität der Herangehensweise, Zielstrukturen eines
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Wirkstoffs mithilfe der Fluoreszenmikroskopie zu untersuchen.

Neben der mitochondrialen Anfärbung beobachteten wir noch weitere Anfärbungen

durch die fluoreszente Thiostreptonsonde 74 im Cytosol und im Zellkern. Diese zusätz-

lichen Anfärbungen konnten wir in Folgeuntersuchungen mit spezifischen Antikörper-

anfärbungen als Proteasom-spezifisch identifizieren.

Neben ihrer Lokalisierung im Cytosol ist bekannt, dass sich Proteasomenkomplexe

bei Eukaryoten auch in den Zellkernen befinden. [240,241] Die Proteasomen sind hier pro-

teolytisch aktiv [242] und scheinen in komplexer Art und Weise in der Regulation der

Transkription [243] und der DNA-Reparatur [201] involviert zu sein. Mehrere Untereinhei-

ten des Proteasoms tragen Kernlokalisierungssignale (nuclear localization signal: NLS),

die den selektiven Import der Proteine durch die Kernporen ermöglichen. [241,244,245]. Die

beobachtete Anfärbung der Regionen des Zellkerns mit der fluoreszenten Thiostrepton-

sonde 74 ist deshalb stimmig mit der Bindung am Proteasom innerhalb des Zellkerns zu

erklären.

Obwohl bisher keine Daten zur Lokalisierung der Proteasomenkomplexe im Zellkern

bei Plasmodien verfügbar sind, konnte interessanterweise gezeigt werden, dass die in ih-

rer Funktion den Proteasomen verwandte Caseinolytische Protease (Clp) bei Plasmodien

ein funktionales und notwendiges Kernlokalisierungssignal besitzt. [246] Allerdings sind

die Systeme zum Kernimport bei Apicomplexa noch wenig erforscht, so dass die zugehö-

rigen Kernlokalisierungssignale in den Proteasomuntereinheiten noch nicht identifiziert

werden konnten. DieModelle des allgemeinen eukaryotischen nuclear trafficking scheinen

nicht ohne weiteres auf Apicomplexa übertragbar zu sein. [247]

Charakterisierung des Proteasoms als Wirkort

Um die inhibitorische Wirkung des Thiostreptons 3 und der semisynthetischen Derivate

auf das 20 S-Proteasom näher zu untersuchen, wählten wir zwei verschiedene bioche-

mische Herangehensweisen. Einmal konnten wir mittels Fluoreszenzpolarisationsexpe-

rimenten zeigen, dass die fluoreszente Thiostreptonsonde 74 mit einem KD von 1.75µm

an isolierte Hefe-Protesomen bindet. Darüberhinaus zeigten unsere Proteasomassaysmit

fluorogenen Substratpeptiden an isolierten humanen Erythrozyten-Proteasomen, dass
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das 20 S-Proteasom funktional in seiner Wirkung als Protease durch Thiostreptons 3

und die Thiostreptonderivate gehemmt wird. Bei diesen biochemischen Untersuchun-

gen kann ebenfalls davon ausgegangen werden, dass die Aussagen zur Bindung und

funktionalen Inhibition des eukaryotischen Proteasoms auf plasmodiale Proteasomen

übertragen werden können.

Das Proteasom als valide Zielstruktur in Plasmodien

Als Eukaryoten besitzen Plasmodien 20 S-Proteasomen mit charakteristischen α- und

β-Untereinheiten. Die Existenz der Proteasomen in Plasmodien wurde erstmals indirekt

durch die Hemmung der Entwicklung von P. falciparum durch den spezifischen Proteaso-

minhibitor Lactacystin 110 aufgezeigt. [187] Später konnte das Gen der 20 S β-Untereinheit

(PfPB) [248] und der Regulatoreinheit S4 (PfS4) [249] des P. falciparum-Proteasoms cloniert

werden. Mit Verfügbarkeit der gesamten Genomsequenz [250] wurden bioinformatische

Vergleiche der verschiedenen Proteasomsysteme gezogen und Vermutungen über ihre

evolutive Verwandtschaft aufgestellt. [192] P. falciparum besitzt 14 Gene, die für sieben α-

und sieben β-Untereinheiten des Proteasoms codieren, so dass sich eine Proteasomarchi-

tektur mit α1−7β1−7β1−7α1−7 aus insgesamt 28 Untereinheiten ergibt.

Für die Untereinheiten β1, β3 und β7 konnten bei P. falciparum jeweils eine Region

niedriger Komplexität (low complexity region: LCR) identifiziert werden, die spezifisch

für Plasmodien sind und die die Untereinheiten im Vergleich zu homologen Struktu-

ren anderer Organismen um bis zu einem Drittel vergrößern (Kapitel 4.1.7). [194] Durch

Strukturvergleich mit homologen Untereinheiten aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae

wird vermutet, dass sich die Sequenzeinschübe in der dreidimensionalen Struktur an der

Außenseite des Proteasoms zwischen den α- und β-Ringen befinden.

Insgesamt betrachtet ist das 20 S-Proteasom ein über den Stammbaum der Arten hin-

weg stark konserviertes Protein, was sich in hohen Sequenzähnlichkeiten [192] und ver-

gleichbarer Empfindlichkeit gegenüber spezifischen Proteasominhibitoren manifestiert.

Beispielsweise inhibiert Lactacystin 110 das Proteasom vieler verschiedener Organismen:

Sowohl das Säugetier-Proteasom, [213] als auch das Proteasom der Bäckerhefe Saccharomy-

ces cerevisiae [251] und das des parasitären Protisten Trypanosoma cruzi [252] wird durch die
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WirkungvonLactacystin 110 inhibiert.Die große strukturelleÄhnlichkeit derP. falciparum

Proteasomen verglichenmit anderen eukaryotischen Proteasomen lässt sich biochemisch

auch damit verdeutlichen, dass viele anti-Proteasom-Antikörper gegen die α-Einheiten

auch gegen P. falciparum spezifische Antikörperwirkung zeigen. [194]

Obwohl die mikrokopischen Untersuchungen zunächst an BSC-1 Zellen Grüner Meer-

katzen (Chlorocebus aethiops) durchgeführt wurden, kann aufgrund des hohen Ähnlich-

keitsgrades der Proteasomen angenommen werden, dass sich die Ergebnisse der Thiost-

reptonsonde 74 in ähnlicherArt undWeise auch auf die 20 S-Proteasomen beiP. falciparum

übertragen lassen. FluoreszenmikroskopischeUntersuchungen an Plasmodien selbst ber-

gen erhebliche Schwierigkeiten, die den äußerst kleinen Abmessungen der submikrosko-

pischen Strukturen bei den Plasmodien geschuldet sind, so dass in den ersten Versuchen

zunächst die deutlich größeren Säugetier-Zellen herangezogen wurden.

Mittlerweile konnte im Labor von PD Dr. Gabriele Pradel (Univ. Würzburg) der funk-

tionale Beweis geführt werden, dass Thiostrepton 3 die Funktion des Ubitquitin / Pro-

teasom Systems in P. falciparum hemmt. Mittels spezifischer Antikörper gegen Polyubi-

quitinketten konnte in Western-Blots gezeigt werden, dass sich unter dem Einfluss des

Thiostreptons 3 polyubiquitinierte Proteine unterschiedlicher Größe in den Zellen an-

reichern. Diese Beobachtung kann mit einer Hemmung des proteolytischen Abbaus der

Polyubiquitin-markierten Proteine durch das plasmodiale Proteasom erklärt werden.

Weitere mögliche Zielstrukturen des Thiostreptons bei Plas modien

Neben den 20 S-Proteasomen besitzen Plasmodien einen weiteren Threonin-Peptidase-

Komplex. Es handelt sich um ein Homolog der prokaryotischen HslV-Protease [253],

die synonym auch als ClpQ bezeichnet wird (hsl: heat shock locus; clp: caseinolytic pro-

tease). [192,194,254]DasPlasmodien-Homologwird nachfolgendPfHslV genannt. Allgemein

wirdHslV/ClpQ als Vorläufer des 20 S-Proteasoms angesehen. [188,189] HslV bildet bei Pro-

karyoten einDodekamer und ist inAufbauundkatalytischer Funktionder β-Untereinheit

des 20 S-Proteasoms sehr ähnlich. Vergleichbar mit dem eukaryotischen Proteasom, das

in komplexer Art undWeise mit regulatorischen ATPase-Proteinen interagiert, sind auch

fürHslVProteine bekannt, die die ErkennungundAktivierungderProteinsubstrate über-
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nehmen. [255,256] Für HslV wird diese Rolle von HslU (synonym: ClpY) übernommen, das

zur Familie der AAA+ (ATPases associated with diverse cellular activities) Chaperone ge-

hört. [257]Der funktionaleHslUV-Komplex besteht insgesamt aus einemHslV-Dodekamer

als Proteaseeinheit und zwei HslU-Hexameren als ATPase-Einheiten an jedem Ende des

HslV-Zylinderkomplexes.

Obwohl für P. falciparum bisher keine biochemischen Strukturuntersuchungen der

PfHslUV-Proteine vorliegen, wird angenommen, dass PfHslV und PfHslU zusammen

einen proteasomähnlichen Komplex annehmen und eine Funktionseinheit bilden. [258]

PfHslV zeigt Chymotrypsin-, Caspase- und Threonin-Protease-ähnliche Aktivität, wie

durch die Hydrolyse der fluorogenen Substrate Suc-LLVY-AMC, Z-LLE-AMC und Z-

GGL-AMC gezeigt werden konnte. [254] (Es sei angemerkt, dass im Gegensatz hierzu die

bakterielleHslVdas Substrat Z-LLE-AMCnicht hydrolysiert, d.h. keineCaspase-ähnliche

Aktivität besitzt.) [255] Die katalytische Aktivität der PfHslV-Protease ist demnach den

20 S-Proteasomen, zumindest was die Hydrolyse der fluorogenen Substrate angeht, sehr

ähnlich. Die Ähnlichkeit wirdweiterhin dadurch untermauert, dass PfHslV durch die be-

kannten ProteasominhibitorenMG132 103 [259], NLVS 105 [260] und Lactacystin 110 [254] in-

hibiert wird. Während das 20 S-Proteasom in Plasmodien konstitutiv exprimiert ist, wird

die PfHslV-Protease besonders stark in den Enwicklungsstadien Schizont undTrophozoit

exprimiert. [194,254] PfHslV ist in diesen Stadien proteolytisch aktiv und ist vornehmlich

im Cytosol lokalisiert. [254]

Es könnte aufgrund der Substratspezifität der Protease und der Wirkung bekannter

Proteasominhibitoren vermutet werden, dass auch Thiostrepton 3 Aktivität gegenüber

dem PfHslV-Komplex aufweist. Nähere biochemische Untersuchungen sind notwen-

dig, um diesen Sachverhalt zu klären. Als Plasmodien-spezifische Zielstruktur, die beim

Menschen nicht vorkommt, wäre eine selektive Hemmung durch optimierbare Thiost-

reptonderivate besonders interessant.
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Hemmung proteasom-ähnlicher Proteinkomplexe durch nichtk ovalente

Inhibitoren

Die bakteriellen Proteine der Clp-Familie stellen Prototypen ATP-abhängiger, regulierter

Proteasen dar, zu denen auch das 20 S-Proteasom gehört. [261] ClpP assoziert als Serin-

Protease beispielsweise mit regulierenden und aktivierenden Clp-ATPasen der AAA+-

Familie (ClpX, ClpA in E. coli; ClpX, ClpC oder ClpE in B. subtilis). Der allgemeinen

Architektur regulierter Proteasen folgend, wird ein zylindrisches Zentralpartikel (core

particle) aus ClpP-Monomeren gebildet, das die proteolytische Aktivität im Innenraum

abschirmt. BeimClpP-Komplex ist dieserZylinder aus zweiHeptamer-Ringen aufgebaut.

ClpP ist bei Bakterien wichtiger Bestandteil der Proteinhomöostase.

Acyldepsipeptide (ADEP) sind wirksame Antibiotika gegen Gram-positive Bakterien,

die sich vom Naturstoff ADEP1 114 ableiten, und zur Gruppe der Enopeptine gehören

(Abbildung 4.21). [262] Der Wirkmechanismus dieser Klasse von Antibiotika beruht auf

der Deregulierung des bakteriellen ClpP-Proteasekomplexes. [263] Die Acyldepsipeptide

verhindern die Assoziation des Zentralpartikels bestehend aus ClpP-Monomeren mit

den regulierenden Clp-ATPasen und aktivieren die proteolytische Funktion der ClpP-

Untereinheiten. Hierdurch wird aus einer hoch regulierten Protease, die Proteine nur mit

Hilfe der assoziierten ATPasen abbauen kann, eine unregulierte Protease — mit fatalen

Folgen für die Physiologie der Bakterien. Eswird vermutet, dass v.a. flexible Proteine und

solche, die gerade als wachsende Kette während der Translation biosynthetisiert werden,

und noch ungefaltet sind, von der unregulierten ClpP abgebaut werden.

ADEP1 bindet in hydrophoben Kavitäten des ClpP-Proteasekomplexes, die durch je-

weils zwei benachbarte ClpP-Monomere gebildet werden, wobei in der Kristallstruktur

des Bacillus subtilis-ClpP-Komplexes alle 14 möglichen Bindestellen von ADEP1 besetzt

werden. [264] Die Kavitäten stellen die Interaktionsflächen des ClpP-Komplexes mit den

ATPasen ClpX bzw. ClpA dar. Neben dieser Konkurrenz um die Bindungskavitäten zwi-

schen ADEP1 und den ATPasen bewirkt die Bindung von ADEP1 an den ClpP-Komplex

eine konzertierte Drehbewegung aller Monomere in Richtung der Peripherie des Hept-

amerrings. Hierdurch wird der ClpP-Komplex von einem geschlossenen in einen ge-

öffneten Porenkomplex überführt, der ungefaltete Proteine unreguliert aufnehmen und
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Abb. 4.21. Struktur des Acyldepsipeptid-Antibiotikums ADEP1 114.

abbauen kann. Das aktive Zentrum hingegen erfährt bei Bindung des ADEP1 keine nen-

nenswerteKonformationsänderung, sodass ein allosterischerAktivierungsmechanismus

ausgeschlossen wird.

Auch vom 20 S-Proteasom ist bekannt, dass es bei der Aktivierung durch die Regu-

latoreinheiten des 11 S-Komplexes zu einer Porenöffnung des äußeren α-Rings kommt,

so dass der Zugang zum Inneren des proteolytisch aktiven Zylinders frei wird. [265,266]

Man kann vermuten, dass, ähnlich wie bei ClpP gezeigt, auch beim Proteasom hydro-

phobe Kavitäten zwischen den Monomeren vorhanden sind, die für niedermolekulare

Modulatoren zugänglich sind. Bisher sind jedoch keine strukturellen Details der Bin-

dung niedermolekularer Modulatoren am eukaryotischen 20 S-Proteasom bekannt. Der

Einfluss der niedermolekularenMoleküle, die in solchen hydrophobenKavitäten binden,

könnte allgemein betrachtet sowohl inhibitorischer als auch aktivierender Natur sein, da

vielfältige Effekte auf die Gesamtkonformation des Komplexes denkbar sind.

Für Thiostrepton 3 und seine Derivate ist allein aufgrund der bisherigen Ergebnisse

noch keine Aussage darüber zu treffen, ob ihre Bindestelle im aktiven Zentrum der kata-

lytischen Untereinheiten liegt, wie dies bei den nichtkovalenten Inhibitoren der Gruppe

der zyklischen TMC-95-Peptiden der Fall ist (Kapitel 4.1.11), oder ob Thiostrepton 3

bzw. die Derivate ähnlich den Acyldepsipeptiden bei der Protease ClpP in (hydropho-

ben) Kavitäten zwischen denMonomeren binden. Interessant in diesem Zusammenhang

ist jedoch, dass besonders die mit lipophilen Alkylketten derivatisierten Thiostrepton-

derivate hohe inhibitorische Aktivität aufwiesen, denn auch ADEP1 besitzt einen sehr

hydrophobenMolekülteilmit einer C8-Fettsäurekette, der von hydrophoben Seitenketten
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in der Kavität aufgenommen wird. Die Modulation des ClpP-Proteasekomplexes könnte

daher als Modell für die Interaktion der Thiostreptonderivate und der daraus folgenden

funktionalen Modulation des 20 S-Proteasoms dienen.

Wirkstoffe mit pleiotropen Effekten

Neben der Gruppe der zyklischen TMC-95-Peptide sind bisher nur wenige nicht-

kovalenten Inhibitorendes eukaryotischenProteasomsbeschriebenworden(Kapitel 4.1.11).

Allerdings wurde berichtet, dass mehrere bekannte Wirksubstanzen einen Einfluss auf

die Aktvitität des Proteasoms ausüben, d.h. dass sie neben ihres Hauptwirkmechanis-

mus zusätzlich das Proteasom als sekundäre Zielkomponente adressieren (pleiotrope

Effekte). Es ist jedoch nicht geklärt, ob diese Medikamente auch unter physiologischen

Bedingungen einen signifikanten Effekt auf das Proteasom in vivo ausüben. Eventu-

ell spielt dieser Einfluss auf das Proteasom aber im Gesamtbild der therapeutischen

Wirkung dieser Substanzen eine Rolle. Zu den Medikamenten, die die Aktivität des Pro-

teasoms modulieren, zählen u.a. folgende strukturell sehr unterschiedliche Wirkstoffe:

das Immunsuppresivum Cyclosporin, [267] der HIV-Proteaseinhibitor Ritonavir [268] und

der HMG-CoA-Reduktaseinhibitor Lovastatin. [269]

Wirkstoffe, die mehrere Zielstrukturen adressieren, d.h. pleiotrope Effekte in ihrerWir-

kung zeigen, sind besonders interessant in der Therapie von Infektionskrankheiten, da

sich die Wahrscheinlichkeit einer Resistenzentwicklung bei den Erregern reduziert. [270]

Vergleicht man die Wirkmechanismen heutiger Antibiotika, so kristallisiert sich als Bild

heraus, dass alle Antibiotika, die seit Jahrzehnten erfolgreich als Monotherapien ein-

gesetzt werden, auf Mechanismen beruhen, die sehr viel komplexer sind, als nur ein

einziges Wirkziel zu besitzen. [11,271] Entweder wirken diese erfolgreichen Antibiotika

parallel auf mehrere Zielstrukturen simultan, oder die Zielstruktur wird in den Zellen

von mehreren Genen codiert. Das Ergebnis ist, dass sich Resistenzen gegenüber einem

solchenWirkstoff nur sehr langsam entwickeln, und dass die entsprechendenAntibiotika

über mehere Jahrzehnte erfolgreich eingesetzt werden konnten.

Das über lange Zeit als gültig betrachtete Konzept des « ein Ziel – ein Wirkstoff » ist in

den letzten Jahren vermehrt hinterfragt worden. Es scheint sich die Ansicht durchzuset-
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zen, dassPolypharmakologie einewichtigeEigenschaft einer großenAnzahl erfolgreicher

Wirkstoffe ist, die in der Therapie eingesetzt werden. Diese Erkenntnis wirft wiederum

die Frage auf, wie (und ob überhaupt) dieser Aspekt der Komplexität in der rationa-

len Wirksoffsuche ausreichend berücksichtigt werden kann. [272] Naturstoffe erscheinen

in diesem Zusammenhang besonders interessant, da sie Strukturen darstellen, die über

lange Zeiträume im Laufe der Evolution stets der Komplexität multipler Zielstrukturen

unterworfen waren.

Thiostrepton als «dualer« Wirkstoff

Es wurde gezeigt, dass der Naturstoff Thiostrepton 3 neben der scheinbar primären Ziel-

struktur des prokaryotischen Ribosoms, welches im nanomolaren Bereich inhibiert wird,

auch das (eukaryotische) Proteasom als sekundäre Zielstruktur immikromolaren Bereich

ansteuert. Es ist bemerkenswert, dass auch für andere Naturstoffe eine sekundäre Aktivi-

tät gegen das Proteasom beobachtet wurde, etwa das Depsipeptid Cyclosporin [267] und

das Polyketid Lovastatin [269]. Es drängt sich die Frage auf, ob das Proteasom aufgrund

seiner Architektur für nichtspezifische Interaktionen mit kleinen lipophilen Molekülen

besonders empfänglich ist, welche dann die Aktvitität des Proteasoms modulieren. Wir

konnten jedoch zeigen, dass die Struktur der Thiostreptonderivate sehr wohl Einfluss

auf die Wirkung hat. Durch lipophile Derivatisierungen konnten wir eine höhere inhi-

bitorische Aktivität erreichen, während die Ringöffnung des B-Rings zu einem Verlust

der inhibitorischen Wirkung führte. Die Struktur des Naturstoffs Thiostrepton scheint

also für seine Wirkung gegenüber dem Proteasom wichtig zu sein. Demnach sollte ei-

ne spezifische Wechselwirkung vorliegen, die über eine rein unspezifische Modulierung

hinausgeht.

Funktion des Thiostreptons im Produzentenstamm

Falls die Struktur des Thiostreptons im Laufe der Evolution optimiert wurde, beide

Zielstrukturen zu adressieren, stellt sich die Frage nach dem Sinn bzw. dem Vorteil

für den Produzentenorganismus. In diesem Zusammenhang ist es bemerkenswert, dass

Vertreter der Ordnung Actinomycetetales zu den bisher einzigen bekannten Eubakteri-
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en zählen, die ein eukaryoten-ähnliches Proteasom aufweisen. [273] Gerade die Aktino-

myzeten (Gattung: Actinomyces) innerhalb dieser Ordnung sind als Produzenten eines

Großteils der bisher beschriebenen natürlichen Proteasominhibitoren bekannt. Zu die-

sen Inhibitoren gehören beispielsweise Epoxomicin 107 [274,275], TMC-95 112 [215,216] und

Lactacystin 110 [213,276]. Auch das peptidische β-Lacton BelactosinA [277] und das Poly-

ketid Kendomycin 113 [221] werden von Streptomyzeten (Actinomyces) produziert und

inhibieren das Proteasom.

Nach einer neueren Hypothese der allgemeinen Bedeutung der Antibiotika für den

Produzentenorganismus könnten viele der uns als Antibiotika bekannten Naturstoffe

auch der Kommunikation innerhalb bakterieller Konsortien zu dienen. [278,279] Zumin-

dest den bakteriostatischenNaturstoffen kommt in dieser erweiterten Sichtweise der An-

tibiotika eine entscheidende Funktion als Regulatoren oder Singalmolekülen hinzu. Die

Eigenschaft, die Biosynthese modulieren zu können, wird von den kleinen Molekülen in

niedriger Konzentration ausgeübt. Besonders die Antibiotika, die in die Translation bzw.

die Transkription eingreifen, können durch Binden an die entsprechenden Makromole-

küle der Biosynthese eine Modulation ihrer Aktivität erreichen. Es erscheint plausibel,

dass die Koordination des Stoffwechsels oder der Differenzierung beispielsweise inner-

halb von Bakterienkonsortien eine wichtige Rolle spielt, die von kleinen Molekülen mit

gesteuert wird.

Es erscheint demnach verständlich, dass verschiedene Actinomyceten Naturstoffe pro-

duzieren, die nicht nur modulierend auf die Biosynthese (Translation) wirken, sondern

auch das Proteasom in seiner Funktion als Dreh- und Angelpunkt der intrazellulären Re-

gulation adressiert. (Zur Funktion des Proteasoms in Aktinomyzeten ist noch sehr wenig

bekannt). Wenn Actinomyceten Proteasominhibitoren produzieren und selber Proteaso-

men besitzen, lässt sich vermuten, dass diese Inhibitoren entweder Autoinducer darstel-

len, die die Regulation des eigenen Proteasoms einer Zelle bewirken, oder aber durch

Abgabe in die Umgebung die Proteasomen der in Gemeinschaft lebenden Artgenossen

moduliert und evtl. synchronisiert. Weiterhin könnte man eine Wirkung auf andere Bak-

terienarten vermuten, die über die Bindung an den Thiostrepton- «Rezeptor» Ribosom

vermittelt wird. Thiostrepton 3 könnte sogar eukaryotischen Proteasomen gelten — die
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erforderliche Aktivität konnten wir in unseren Experimenten in vitro zeigen. Manche Ak-

tinomyzeten leben in enger symbiotischer Gemeinschaft mit eukaryotischen Pilzen, die

eine Interspezies-Kommunikation sinnvoll erscheinen lässt. Wie in Kapitel 2.2.4 bereits

beschrieben, deutet das Vorhandensein des Thiostrepton-spezifischen Rezeptorproteins

TipAL darauf hin, dass Thiostrepton 3 vielfältige biologische Funktionen wahrnimmt,

die über seine Funktion als Ribosomeninhibitor hinausgehen.

Zusammenfassende Bemerkungen

Wir konnten zeigen, dass Thiostrepton 3 neben der gut untersuchten Aktivität gegen das

prokaryotische Ribosom bei Eukaryoten auch das Proteasom ansteuert. Dieses Ergebnis

bietet eine mögliche Erklärung für viele der beobachteten Aktivitäten des Thiostreptons,

die nicht mit einer alleinigen Inhibition des Ribosoms in Einklang zu bringen sind. Die

von den klassischenAntibiotika abweichende Eigenschaft, keinen delayed death gegen den

Malariaerreger P. falciparum zu induzieren, kann mit der Aktivität gegen das Proteasom

erklärt werden. Darüberhinaus könnten sowohl die beobachteten immunsuppressiven

Eigenschaften [37] des Thiostreptons 3 und des verwandten Siomycins, als auch die Anti-

tumoreigenschaften [280] beider Moleküle durch eine Modulation des Proteasoms erklärt

werden.

Für den Einsatz in der Therapie gegen Malaria scheinen Thiostreptonderivate inter-

essante Eigenschaften zu besitzen. Sie zeigten in unserenVersuchen keine Zytotoxizität in

Säugetier-Zelllinien und haben durch ihren dualen Wirkmechanismus den Vorteil, dass

sich Resistenzen wahrscheinlich nur langsam ausbilden würden. Durch ihren direkten

Effekt auf das Proteasom wirken die Thiostreptonderivate im Vergleich zu anderen An-

tibiotika schneller, können durch ihre Wirkung gegen die Translation im Apicoplasten

aber zusätzlich die Eliminierung verbliebener Plasmodien im nächsten Generationszy-

klus voranbringen, wie dies in der Therapie üblicherweise durch die klassischen An-

tibiotika erreicht wird. Die Semisynthese stellt in diesem Zusammenhang eine valide

Methode dar, um die schon vorhandenen dualen Funktionen des Naturstoffs Thistrep-

tons zu modulieren, und beispielsweise die Eigenschaft der Proteasominhibition durch

lipophile Veränderungen für den Einsatz als Antimalaria-Wirkstoff zu verstärken.
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Ausblick: Mögliche Aktivitäten gegen weitere Krankheitse rreger

Diemeisten humanpathogenen einzelligen Parasiten durchlaufenwährend ihrer Lebens-

zyklenmehreremorphologisch starkvoneinander abweichendeStadien, die häufigWirts-

wechsel beinhalten können. Bei einigen der hierbei zugrundeliegenden Zelldifferenzie-

rungsvorgängen konnte eine Beteiligung der Proteasomen nachgewiesen werden. [281] Es

verwundert daher nicht, dass Proteasominhibitoren häufig zur Hemmung des Wachs-

tums oder der Entwicklung eingesetzt werden können.

Vertreter der Trypanosomen sind einzellige, geißeltragende, eukaryotische Parasiten,

die verschiedene Wirbeltiere befallen. Beim Menschen kann T. brucei beispielsweise die

Schlafkrankheit auslösen, während T. cruzi für die sogenannte Chagas-Krankheit verant-

wortlich ist. Der Proteasominhibitor Lactacystin 110 inhibiert das Wachstum von Trypa-

nosomen mit IC50-Werten im mykromolaren Bereich, [281] während Bortezomib 106 das

Wachstum sogar im nanomolaren Bereich hemmt [282]. Auch die Erreger der Leishmanio-

se (Leishmania spp.) zählen zu den geißeltragenden, eukaryotischen Protozoen. Sie leben

als obligat intrazelluläre Parasiten in Wirts-Makrophagen und vollziehen einen Wirts-

wechsel zwischen Insekt und Wirbeltier. Das Wachstum von L. mexicana konnte mittels

des Proteasominhibitors MG132 103 gehemmt werden. [283]

Die Zusammensetzung des Protozoen-Proteasoms gleicht der allgemeinenArchitektur

der eukaryotischen Proteasomen: Die charakteritischen α- und β-Ringe sind aus jeweils

unterschiedlichen α1−7 und β1−7 Untereinheiten aufgebaut. Das Proteasom der Archaeen

hingegen setzt sich aus Homomeren der beiden Untereinheiten zusammen. Obwohl die

strukturellen Unterschiede zwischen dem Proteasom von P. falciparum und Trypanoso-

men bzw. Leishmanien noch nicht im Detail bekannt sind, könnte man aufgrund der

hohen Sequenzähnlichkeit [192] der Proteasomen vermuten, dass die Thiostreptonderiva-

te auch bei den einzelligen Parasiten eine biologische Wirkung aufweisen könnten. Die

Tatsache, dass Plasmodien erfolgreich innerhalb der Wirtszelle adressiert werden kön-

nen, bestärkt die Hoffnung, dass dies auch bei den intrazellulären Parasiten der Fall sein

könnte. Trypanosomen und Leishmanien besitzen, ähnlich den Plasmodien, Homologe

der bakteriellen Threonin-Peptidase HslV. [192] Falls die Thiostreptonderivate (zusätz-

liche) Aktivität gegen diese Protease bei P. falciparum aufweisen, sind diese zellulären
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Zielstrukturen auch bei den einzelligen Parasiten vorhanden.

Aktivität gegen Mycobacterium tuberculosis ?

Mycobacterium tuberculosis ist einGram-positives BakteriumderOrdnungActinomycetales,

das als Erreger der Tuberkulose jährlich für ungefähr 1,8 Mio. Todesfälle c verantwortlich

ist. M. tuberculosis verfügt über ein eukaryoten-ähnliches Ubitquitin / Proteasom Sys-

tem, [284,285] das eine essentielle Rolle im Schutz des Bakteriums vor dem Angriff des

Wirtsimmunsystems mit Sticktoffmonoxid NO spielt. [286] Die Rolle des Ubiquitins wird

beiM. tuberculosis vermutlich von dem verwandten Protein Pup übernommen (Pup: pro-

karyotic ubiquitin-like protein). Das Proteasom gilt bei M. tuberculosis als vielversprechen-

der Ansatzpunkt, um den Tuberkuloseerreger gegen Angriffe des Immunsystems zu

sensibilisieren. M. tuberculosis scheint auf die detoxifizierende Aktivität des Proteasoms

besonders in den intrazellulären Ruhestadien angewiesen zu sein, [287] die sich durch

einen niedrigen Stoffwechsel auszeichnen und deshalb mit klassischen Antibiotika nur

sehr schwierig bekämpft werden können. Die Zellwand vonM. tuberculosis zeichnet sich

durch einen hohen Lipidgehalt aus und ist unter anderem aus charakteristischen langket-

tigen Fettsäuren (z.B. Mykolsäuren: C22–C90) aufgebaut. Die Bakterienzellen werden von

Makrophagen des Wirtes aufgenommen und verbleiben in den Phagosomen. Die starke,

lipophile Zellwand verleiht den Bakterien Schutz vor dem Immunsystem des Wirts.

Bei P. falciparum haben wir gezeigt, dass besonders die lipophilen Derivate des Thiost-

reptons starke in vivo Aktivität (Wachstumsinhibierung) zeigen. Bemerkenswert ist, dass

die Substanzen bei P. falciparum erst mehrere Lipidmembranen durchdringen müssen,

um zum Wirkort in den intrazellulären Plasmodien zu gelangen. Daher ließe sich spe-

kulieren, ob die Substanzen in ähnlicher Weise zu den intrazellulären M. tuberculosis

vordringen könnten, was durch die hohe Lipophilie der Bakterienzellwände begünstigt

werden sollte. Mit einem eukaryoten-ähnlichen Proteasom, das sich durch bekannte Pro-

teasominhibitoren hemmen lässt, [288,289] und einem prokaryotischen Translationssystem

wären potentielle Zielstrukturen in der Zelle vorhanden. In der Tat wurde Thiostrep-

ton 3 vor kurzem in einem Screening als potentieller Anti-Tuberkulose Wirkstoff identi-

cWorld Health Organization (2009): Global tuberculosis control: epidemiology, strategy, financing.
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fiziert. [290] Es konnte gezeigt werden, dass Thiostrepton das Wachstum intrazellulärer

M. tuberculosis-Bakterien mit einem IC50-Wert von 0.08µm (!) hemmt.
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5.1. Einleitung

Obwohl die Familie der Thiopeptide bereits seit mehr als 60 Jahren bekannt ist, konnten

die Details ihrer Biosynthese erst vor kurzem mit der Verfügbarkeit der Genomsequen-

zen der Produzentenstämme aufgeklärt werden (Übersichtsartikel: [291,292]). Erstaunli-

cherweise deckte die Identifizierung der Gencluster übereinstimmend einen ribosoma-

len Biosyntheseweg auf, während lange Zeit aufgrund der Größe und Komplexität der

Thiopeptide und der Vielzahl an Modifikationen ein nicht-ribosomaler Syntheseweg [293]

vermutet worden war.

Für die Biosynthese peptidischer Sekundärmetabolite existieren generell zwei un-

terschiedliche Stoffwechselwege — der ribosomale und der nicht-ribosomale. Für die

nicht-ribosomaleBiosynthese sinddie sogenanntennicht-ribosomalenPeptidsynthetasen

(NRPS) verantwortlich, modulare Multienzymkomplexe von häufig über 1 Mega Dalton

Molekulargewicht (vide infra). [294,295] In ihrem modularen Aufbau und ihrer prozessiven

Logik der Monomeraktivierung und Kettenverlängerung des an einen Cofaktor gebun-

denen Substrats ähneln sie den großen Proteinkomplexen der Polyketidsynthasen (PKS)

und Fettsäuresynthasen (FAS: fatty acid synthase). [296]

In fundamentalem Unterschied zu den nicht-ribosomalen Biosynthesen wird für die

ribosomalen Stoffwechselwege der peptidischen Sekundärmetabolite die ribosomale

Translationsmaschinerie zum Aufbau der Peptide genutzt. Ihre Sequenz ist genetisch

codiert. Die ribosomal synthetisierten Peptide können vielfältigeModifikationen aufwei-

sen, die erst post-translational nach Synthese des Präpeptids vonunabhängigenEnzymen

eingeführt werden (Kapitel 5.1.2). Modifikationen der nicht-ribosomalen Peptide wer-

den hingegen in den meisten Fällen schon während der Kettenverlängerung der Peptide

durch spezielle Enzymmodule, die in die NRPS-Komplexe strukturell und funktional

eingebunden sind, in das Substrat eingefügt (Kapitel 5.1.1).

Bekannte Beispiele für Naturstoffe, die einer nicht-ribosomalen Biosynthese entstam-

men, sind β-Lactamantibiotika wie die Penicilline, das Siderophor Yersiniabactin 118, das

Glykopeptid Vancomycin 115 und das Lipopeptid Daptomycin 116 (Abbildung 5.1). [296]

Auffällig ist, dass jedes der Peptide mehrere Modifikationen besitzt, die es von normalen

Peptiden unterscheidet. Hierzu gehören beispielsweise die folgenden, bereits während
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Abb. 5.1. Beispiele nicht-ribosomal biosynthetisierter Naturstoffe (NRPS). Die Strukturen des
Vancomycins 115, des Daptomycins 116, des Penicillins G 117 und des Yersiniabac-
tins 118 sind gezeigt.

der Kettenverlängerung durch Modulenzyme des NRPS-Komplexes eingefügten Modi-

fikationen: Heterozyklisierung (Yersiniabactin 118), Einbau nichtproteinogener Amino-

säuren (Vancomycin 115) und Epimerisierung (Daptomycin 116).

Zu den ribosomal synthetisierten Peptiden zählen unter anderemdie Familien der Lan-

tibiotika [297], der Microcine [298] und der Patellamide [299] (Abbildung 5.2). Diese Peptide

enthalten beispielsweise folgende post-translationale Modifikationen: Thioetheramino-

säuren und Dehydroaminosäuren (NisinA 20), Makrozyklisierung (Microcin J25 119),

Heterozyklisierung (PatellamidC 120).

Durch Kenntnis der Struktur und der Sequenzen der Thiopeptid-Gencluster können

mit bioinformatischenWerkzeugen neue Biosynthese-Gencluster in sequenzierten Orga-

nismen gefunden werden. In letzter Zeit sind viele neue Gencluster identifiziert worden,
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teilweise sogar bei Organismen die bisher nicht als Thiopeptidproduzenten bekannt

waren. [136,300–302] Auch ohne genaue Kenntnis der Genomsequenzen können neue Gen-

cluster mithilfe von «degenerierten« PCR-Primern (degenerate primer) ausgemacht wer-

den. [121] Die Suche nach neuen Genclustern lässt sich auf andere Naturstofffamilien

ribosomaler Peptide ausdehnen. [303] Eine interessante Frage ist, ob mithilfe dieser Tech-

niken in Zukunft gänzlich neue Naturstoffe gefunden werden können, vielleicht sogar

bei nicht kultivierbaren Mikroorganismen.

Ribosomal synthetisierte Peptide besitzen den Vorteil, dass ihre Sequenz direkt in der

genomischen DNA codiert ist. Dies bedeutet, dass sich durch site-directed mutagenesis re-

lativ leicht Analoga der Peptide herstellen lassen sollten und man die Spezifität bzw. die

Toleranz der Enzyme, die das Peptid nachfolgend post-translational modifizieren, unter-

suchen kann. Nicht nur im Hinblick auf ein detaillierteres Verständnis des Biosynthese-

wegs ist dies von Interesse, sondern vor allem liegt großes Potential in der Anwendung

dieser Technik, um zu neuen Eigenschaften und Funktionen der Naturstoffe zu gelan-

gen. Erste Studien wurden bereits erfolgreich in diese Richtung mittels zielgerichteter

Mutagenese (site-directed mutagenesis) unternommen. [304,305] Van der Donk et al. konn-

ten vor kurzem zeigen, dass Cyanobakterien der Gattung Prochlorococcus sehr tolerante

Lantipeptid-prozessierende Enzyme besitzen (LanM Homologe), die 29 verschiedene

natürliche LanA-Vorläuferpeptide akzeptieren. [306] Die zur Generierung von Substanz-

bibliotheken nötigen prozessierenden Enzyme scheinen also teilweise schon in der Natur

vorhanden zu sein, und sind dort auch evtl. für Strukturvariabilität bei den Substratpep-

tiden verantwortlich. Zur Erzeugung von Bibliotheken wäre es darüber hinaus denkbar,

durch den Einsatz optimierter acyl-tRNA-Synthetasen nicht-proteinogene Aminosäuren

in die Naturstoffe einzuführen, um die chemische und strukturelle Vielfalt noch weiter

zu erhöhen. [307]

Angesichts der Komplexität der Thiostreptonstruktur ist es erstaunlich, dass die-

se ausgehend von normalen ribosomalen Peptiden durch post-translationale Modifi-

kationen aufgebaut wird. Nur drei der insgesamt 17 Aminosäuren des Thiostrepton-

Vorläuferpeptids werden im Laufe der post-translationalen Prozessierung nicht modifi-

ziert. Obwohl die meisten Biosyntheseenzyme der Thiopeptide mittlerweile identifiziert
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5. Biosynthese des Thiostreptons

wurden, wissen wir bisher nur sehr wenig über die Reihenfolge der einzelnen Modi-

fikationsschritte und ihr Zusammenspiel. Die wohl spannendste Frage hierbei bleibt,

wie der zentrale Heterozyklus der Thiopeptide während der Prozessierung generiert

wird (s. u.). Vor kurzem berichteten Walsh et al., dass die Inaktivierung des Gens tclM

im Biosynthesecluster des Thiocillin-Produzentenstamms Bacillus cereus zur ausschließ-

lichen Produktion von azyklischen Vorläuferpeptiden führt, so dass das Enzym TclM

vermutlich für die Synthese des zentralen Heterozyklus verantwortlich ist. [308] Die ge-

nauen Details dieser enzymatischen Reaktion und der genaue Zeitpunkt innerhalb der

Biosynhtese bleiben jedoch weiterhin spekulativ.

5.1.1. Nicht-ribosomale Peptidsynthese

Die nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS), die für die nicht-ribosomale Pep-

tidsynthese zuständig sind, sind modular aufgebaute Multienzymkomplexe (Abbil-

dung 5.1). In ihrer Funktionsweise ähneln sie enzymatischen «Fließbändern» , an denen

das wachsende Peptid während der Synthese kovalent gebunden bleibt und von einem

Modul zum nächsten weitergereicht wird, so dass die Kette sukzessive verlängert wird.

Die einzelnen Module sind jeweils für eine bestimmte Aminosäure zuständig, wobei

jedes für die Erkennung und Aktivierung einer Aminosäure und anschließend deren

Kondensation zur Peptidbindung verantwortlich ist.

Das minimale NRPS-Modul besteht daher aus drei Hauptdomänen: Die A-Domäne

erkennt die Aminosäure und katalysiert ihre Adenylierung, wodurch diese für die Über-

tragung auf die Thiolgruppe des Cofaktors Phosphopanthetein der T-Domäne (auch

PCP: peptidyl carrier protein) aktiviert wird. Anschließend katalysiert die C-Domäne die

Verlängerung (Elongation) der Peptidkette durch Angriff des nukleophilen Amins der

T-Domänen-gebundenen Aminosäure des benachbarten Moduls an den Thioester der

wachsenden Peptidkette. Hierdurch verlängert sich die Peptidkette um eine Aminosäure

und befindet sich nun als Thioester gebunden an dem benachbarten Modul. Die mi-

nimale Modulstruktur wird daher mit C-A-T bezeichnet. Das Peptid wird ähnlich der

ribosomalen Synthese vom N- zum C-Terminus aufgebaut. Zur Freisetzung des Peptids

vom Enzymkomplex befindet sich im letzten Modul eine Thioesterase-Domäne (Te), die
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das Peptid hydrolytisch abspaltet.

Modifikationen

Viele der für die nicht-ribosomalen Peptide typischen Modifikationen werden von op-

tionalen Enzymdomänen in cis eingeführt, die mit den C-A-T-Domänen zusammen ein

Protein bilden, und ihre katalytische Aktivität eng mit der Funktion der anderen Domä-

nen verbunden ist. Im Folgenden werden einige der typischen Modifikationen und die

hierfür verantwortlichen Domänen aufgeführt.
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5. Biosynthese des Thiostreptons

1. Charakteristisch für nicht-ribosomale Peptide ist das Vorhandensein von d-

Aminosäuren. Die Substratpeptide werden während ihrer Synthese an den NRPS

von spezifischen Epimerase-Domänen (E) in die d-Konfiguration umgewandelt,

bevor die C-Domäne des darauf folgenden Moduls die Kondensationsreaktion zur

Peptidbindung katalysiert (Modulstruktur: C-A-T-E). Es wurden auch C-Domänen

beschrieben, die eine duale Funktion erfüllen, indem sie sowohl epimerisieren, als

auch (stereospezifisch) kondensieren.

2. Ebenfalls häufig findet man in nicht-ribosomalen Peptiden 5-Ring Heterozyklen.

Verantwortlich hierfür sind spezielle C-Domänen, die Zyklisierungsdomänen (Cy)

genannt werden (Modulstruktur: Cy-A-T). Diese Domänen bilden zuerst eine Pep-

tidbindung mit den Aminosäuren Cys, Ser oder Thr aus, die dann zum 5-Ring

zyklisiert wird und unter Abspaltung von Wasser in das entsprechende Thiazolin

bzw. Oxazolin überführt wird.

3. Domänen, die die Azoline (Thiazolin bzw. Oxazolin) in ihre entsprechenden Azole

oxidieren, werden Oxidase-Domänen (Ox) genannt (Modulstruktur: Cy-A-Ox-T).

4. N-Methylierung der α-Aminogruppen wird durch Methyltransferasedomä-

nen (MT) auf Stufe der Aminoacyl-S-T-Intermediate katalysiert, wobei S-

Adenosylmethionin (SAM) als Co-Substrat genutzt wird (Modulstruktur: C-A-

MT-T).

5. Die Thioesterasedomänen (TE) sind am Ende der Synthese für die Abspaltung

des fertigen Peptids von dem Emzymkomplex durch Hydrolyse des Thioesters

verantwortlich. Spezielle Thioesterasenkönnen eineMakrozyklisierungdesPeptids

bewirken, indem das Nukleophil der Thioesterhydrolyse ein Amin bzw. Hydroxyl

des Peptids darstellt, so dass ein Lactam bzw. Lacton entsteht.

6. DieMöglichkeit, nicht-proteinogene Aminosäuren in die Peptide einzubauen, stellt

im eigentlichen Sinne keine Modifikation des Peptidsubstrats dar. Es zeigt aber,

dass durch die NRPS chemische und strukturelle Variabilität in Form von abwei-

chenden Aminosäuren eingebracht werden kann, die nur durch die Spezifität der

Moduldomänenbestimmtwird.Die benötigten biosynthetischenEnzymezumAuf-

bau der nichtkanonischen Aminosäuren werden meist innerhalb des Genclusters
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in unmittelbarer Nähe zu den NRPS-Genen codiert.

7. Ebenfalls nicht als klassische Modifikation zu werten sind Hybrid-NRPS-PKS-

Systeme, die den Einbau von PKS-Monomeren (Acetyl- bzw. Propionyleinheiten)

und deren Modifikationen in das Peptid ermöglichen. [296]

Darüber hinaus gibt es eine Vielzahl von Enzymen, die nicht-ribosomale Peptide in

trans modifizieren, d. h. dass sie nicht Bestandteil der eigentlichen Modulproteine der

NRPS sind. [309] Die modifizierenden Enzyme assoziieren entweder mit dem NRPS-

Komplex und katalysieren die Reaktionen schon während des Aufbaus der Peptidkette,

oder sie üben ihre Funktion erst aus, nachdem das Peptid von der letzten T-Domäne ab-

gespalten wurde. Zu denmodifizierenden Enzymen gehören Reduktasen, die Thiazoline

zu Thiazolidinen reduzieren (in trans), Cytochrom-P450-ähnliche Monooxygenasen, die

oxidative Makrozyklisierungen katalysieren (in trans bei Vancomycin 115) [310,311] und

Glykosyltransferasen, die das Peptid-Aglykon mit speziellen Zuckerresten dekorieren

(wahrscheinlich als letzter Schritt, nach der Abspaltung).

Genorganisation und Größe der NRPS-Komplexe

Die Module und ihre Domänen werden häufig auf mehrere Proteine verteilt. Erst das

Zusammenspiel dieser Proteine bildet die funktionale Gesamt-NRPS. Zwischen den ein-

zelnen Proteinen wurden Verbindungsregionen (linker) identifiziert, die die «Kommuni-

kation»zwischen den aufeinander folgenden Modulen sowie eine ungestörte Weiterga-

be der Substrate zwischen den einzelnen Proteinen ermöglichen (COM: communication-

mediating domains). [312,313] Trotz Kenntnis der Verbindungsregionen sind bis heute nur

eine begrenzte Anzahl an erfolgreichen Umprogrammierungen der NRPS-Machinerie

gelungen. [314]

Zu den größten NRPS-Komplexen zählt die Synthetase des Phytotoxinpeptids Syrin-

gopeptin, das aus 22 Aminosäuren besteht und von Pseudomonas syringae produziert

wird. [315] Der NRPS-Komplex besitzt 22 Module, die auf drei Proteinen (SypA, SypB,

SypC) mit insgesamt 68 Domänen verteilt sind ein Gesamtmolekulargewicht von etwa

2.7MDa aufweisen. Das bakterielle 70 S Ribosom im Vergleich ist etwa 2.35MDa groß.

DieGene sypA–C zeigen zusammen eine Länge von etwa 74 kb und codieren für ca. 15 700
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Aminosäuren, die nur einen einzigen Sekundärmetabolit als Produkt synthetisieren. Es

muss davon ausgegangen werden, dass die nicht-ribosomalen Peptide eine enorme Be-

deutung für den Produzentenorganismus besitzen, die einen solchen Energieaufwand

für die Erstellung der NRPS-Komplexe rechtfertigt.

5.1.2. Ribosomale Peptidsynthese

Ribosomal synthetisierte Peptidnaturstoffe leiten sich von Vorläuferpeptiden (precursor

peptides) ab, die etwa 100Aminosäuren lang sind unddurch das Ribosom translatiertwer-

den (Abbildung 5.3). Nachfolgend werden sie post-translational durch mehrere Enzyme

modifiziert, wobei dasN-terminale Leitpeptid (leader peptide), das innerhalb einer Natur-

stofffamilie häufig eine konservierte Sequenz besitzt, vomVorläuferpeptid abgeschnitten

wird (Abbildung 5.3). Zurück bleibt die C-terminale Sequenz des reifen Strukturpeptids

(core peptide).

Die Leitsequenz kann verschiedene Funktionen übernehmen. V. a. scheint sie als Er-

kennungsmotiv für die post-translational modifizierenden Enzyme bzw. für Proteine

der Exportmaschinerie (z. B. ABC-Transporter) zu dienen. [316] Darüber hinaus werden

Chaperon-ähnliche Funktionen der Leitsequenz diskutiert. Das Leitpeptid könnte die

korrekte Faltung bzw. Stabilisierung des Peptids in cis unterstützen oder das Peptid

bis zur Sekretion in einer inaktiven (nicht-toxischen) Struktur halten. Diese Hypothesen

werden dadurch untermauert, dass die Hydrolyse der Leitsequenz vom fertigen Pep-

tid häufig mit dem Export aus der Zelle einhergeht. Die jeweilige Funktion scheint von

der Naturstofffamilie abhängig zu sein. In der Sequenz des Vorläuferpeptids können

besonders bei Eukaryoten noch zusätzliche N-terminale Signalpeptidsequenzen (signal

sequence) zur subzellulären Lokalisierung des Vorläuferpeptids und weitere C-terminale

Erkennungssequenzen (recognition sequence) vorhanden sein. [316]

Allgemein betrachtet sind die bekannten post-translationalen Modifikationen der ri-

bosomalen Peptide weniger divers und weniger zahlreich als diejenigen der nicht-

ribosomalen Peptide (vgl. Kapitel 5.1.1). Allerdings werden noch immer neue Modi-

fikationen entdeckt. Nachfolgend sind die wichtigsten Modifikationen der ribosomal

synthetisierten Peptide aufgeführt.
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Vorläuferpeptid

Leitpeptid StrukturpeptidSignal-
peptid

Erkennungs-
sequenz(en)

Abb. 5.3. Nomenklatur und Aufbau des Vorläuferpeptids der ribosomalen Peptide.

1. Die Gruppe der Lantibiotika beherbergt eine Vielzahl an Modifikationen. Charak-

teristisch sind die Thioetheraminosäuren (Lanthioninbrücken) Lanthionin 18 und

Methyllanthionin 19 (Abbildung 2.4, Kapitel 2.2.4)(Bsp. Nisin 20). Sie gehen durch

Michael-Addition eines Cysteinthiols an eine Dehydroaminosäure hervor (Sche-

ma 2.5).

2. Ebenfalls charakteristisch für die Gruppe der Lantibiotika sind die Dehydroamino-

säuren Dehydroalanin 10 und Dehydrobutyrin 11, die durch Dehydratisierung der

Aminosäuren Serin bzw. Threonin entstehen (Schema 2.1, Kapitel 2.2).

3. Eine Vielzahl weiterer Modifikationen wurden bei Peptiden aus der Gruppe der

Lantibiotika gefunden, jedoch ist ihre Verbreitung teilweise gering. Hierzu gehören

z. B. Hydroxylierungen von Aminosäurenseitenketten (z. B. Dihydroxyprolin, 3-

Hydroxyaspartat) und Halogenierungen (z. B. Chlortryptophan). Eine vollständige

Auflistung findet sich in einem aktuellen Übersichtsartikel: [75,297].

4. Die 5-Ring-Heterozyklen Thiazol und Oxazol bzw. die ensprechenden reduzierten

Varianten Thiazolin /Oxazolin sind weit verbreitet. Sie gehen aus Cys bzw. Ser /Thr

hervor (Bsp. PatellamidC 120).

5. Makrozyklisierung zum Lactam (Bsp. Microcin J25 119). Neben der Kopf-Schwanz-

Zyklisierung von N-/C-Terminus sind auch Verbrückungen von Seitenketten be-

kannt (ω-Amide, Bsp. MicroviridinB) [317].

6. Makrozyklisierung zum Lacton unter Verbrückungen von Seitenketten (ω-Ester,

Bsp. MicroviridinB) [317].

7. Die Lantibiotika Lactocin S und Lacticin 3147A1/A2 weisen d-Alanine auf. Sie ent-

stehen durch Umwandlung eines l-Serins des Vorläuferpeptids in ein Dehydroala-

nin, das darauf folgend stereoselektiv zum d-Alanin reduziert wird. [318,319] Diese

Reaktion wird durch das Enzym LtnJ katalysiert. [320]
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5. Biosynthese des Thiostreptons

Durch Veränderung des Strukturpeptids unter Beibehaltung der Sequenz des Leit-

peptids ist bei ausreichend toleranten post-translational modifizierenden Enzymen ei-

ne große Variabilität der Peptide möglich. Dies scheint von der Natur vielfach in der

Evolution genutzt worden zu sein, wie z. B. bei den Patellamiden (synonym Cyanob-

actine) [321,322] (Abbildung 5.2) oder bei einer großen, bisher wenig erforschten Gruppe

von Lantipeptiden [306], die von Cyanobakterien der Gattung Prochlorococcus produziert

werden (Lantipeptide ähneln in ihrer StrukturdenLantibiotika, zeigen abernicht notwen-

digerweise antibiotische Wirkung). Vermutlich stehen wir erst am Anfang, die Vielzahl

an ribosomalen Peptiden zu entdecken. Erste gezielte bioinformatische Untersuchun-

gen von Genomsequenzen verschiedenster Mikroorganismen liefern Hinweise auf weit

verbreitete Syntheseenzyme und bisher unbekannte Vorläuferpeptide. [303,323]

5.1.3. Allgemeine Biosynthese der Thiopeptide

Aufgrund der komplexen Struktur der Thiopeptide und der Vielzahl an Modifikationen

wurde lange Zeit ein NRPS-abhängiger Mechanismus ihrer Biosynthese als der plau-

sibelste Biosyntheseweg angenommen. Der für Peptide ungewöhnliche sechsgliedrige

zentrale Heterozyklus der Thiopeptide war schon früh Ausgangspunkt für Spekula-

tionen über seine biosynthetische Herkunft. Eine erste Hypothese zur Biosynthese des

Micrococcins wurde bereits 1978 von Bycroft und Gowland formuliert. [324] Sie vermute-

ten, dass der zentrale Pyridinring durch die «Interaktion von zwei Dehydroalaninen der

selben Peptidkette» entstünde. Diese Hypothese sollte sich als richtig erweisen, jedoch

dauerte es bis zur Aufdeckung des Genclusters noch fast drei Jahrzehnte. Floss und Mit-

arbeiter konnten mit Hilfe von Isotopenmarkierungen die Herkunft aller Aminosäuren

der Thiopeptide Thiostrepton 3 und Nosiheptid 5 aus proteinogenen Standardamino-

säuren des Primärmetabolismus aufdecken. [325–328] Die Enzyme, die für die Biosynthese

verantwortlich sind, entzogen sich jedoch hartnäckig ihrer Identifizierung.

Die Suche nach den Biosyntheseenzymen der Thiopeptide enthielt einen neuen Schub

durch Untersuchungen zur Biosynthese der Patellamide (Cyanobactine). [299,331] Sie erga-

ben, dass die komplexen Heterozyklen enthaltenden Cyclopeptide aus post-translational

modifizierten, ribosomalen Vorläuferpeptiden hervorgehen. Die Verfügbarkeit von Ge-
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Abb. 5.4. Zusammenstellung verschiedener Thiopeptid-Gencluster. Die Namen der Cluster sind
jeweils angegeben (von oben nach unten). tsr : Thiostrepton, tcl: Thiocilline, tpd: Thio-
muracine, tpd: GE2270A. Schwarz: Strukturgen; grün: Dehydratase; blau: Cyclodehy-
dratase oder Dehydrogenase; orange: Modifizierungsenzym (Monooxygenase, Methyl-
transferase, Protease, Desaminase, Amidotransferase); farblos: weiteres/unbekanntes
offenes Leseraster. Für die identischen tsr-Gencluster wurden verschiedene Bezeich-
nungen und leicht voneinander abweichende Zuordnungen der Gene vorgeschlagen:
Liu et al. [329] (unten) und Kelly et al. [330] (oben).

nomsequenzen der Thiopeptid-Produzenten und effizienten bioinformatischen Werk-

zeugen ermöglichte dann die erstaunliche Entdeckung, dass auch die Thiopeptide

durch einen ribosomalen Mechanismus synthetisiert werden. Fast gleichzeitig veröf-

fentlichten vier Gruppen die Identifizierung der Biosynthese-Cluster für verschiede-

ne Thiopeptide. Die Biosynthese der Thiocilline /des Micococcins [300], des Thiostrep-

tons / Siomycins [329,330], und des GE2270A /des neu entdeckten Thiomuracins [121] konn-

ten entschlüsselt werden. Darauf aufbauend wurden die analogen Gencluster des Nosi-

heptids [301] und des Cyclothiazomycins [302] beschrieben.

Die Gencluster zeigen über Speziesgrenzen hinaus einen ähnlichen Aufbau, wobei

das Vorläuferpeptid von den Genen der modifizierenden Enzyme umgeben wird (Ab-

bildung 5.4). [291] Das Leitpeptid enthält 34 – 48 Aminosäuren, weist zwei konservierte

Leu-Reste auf und ist reich an Aspartat und Glutamat (Abbildung 5.5). [316] Die Struk-

turpeptide enthalten die für die Ausbildung des zentralen Pyridin bzw. Dehydropipe-

ridinrings notwendigen Ser-Reste an den entsprechenden Positionen (Ser5 / Ser14 bei

Thiostrepton 3, Schema 5.2).

In bisher allen Thiopeptid-Genclustern konnten die Gene von jeweils vier Proteinen
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5. Biosynthese des Thiostreptons

Abb. 5.5. Sequenzvergleich mehrerer Thiopeptid-Vorläuferpeptide. Adaptiert nach van der Donk
et al. [316].

ausgemacht werden, die hohe Sequenzähnlichkeit zu bereits bekannten modifizierenden

Enzymen ribosomaler Peptide aufweisen (tsrCDFH / tsrJKLMO). Zwei dieser Enzyme

codieren für LanB-homologe Dehydratasen [75], die ähnlich ihrer Aufgabe in der Biosyn-

these der Lantibiotika für die Bildung der Dehydroalanine und Dehydrobutyrine aus Ser

bzw. Thr verantwortlich sind.

Außerdem wurden Sequenzen gefunden, die einer PatD-homologen Cyclodehydra-

tase (vgl. Patellamide) [332] und einer McbC-homologen Dehydrogenase (vgl. Micro-

cin B17) [333] zuzuordnen sind. Diese beiden Enzyme katalysieren die Umwandlung der

Cys-Reste in die entsprechenden Thiazol(in)e. Die Gencluster nos (Nosiheptid), tpd (Thio-

muracin) und tcl (Thiocilline) beinhalten regulatorische Gene (nosP, tpdR und tclU/O), die

bei den Thiostrepton- und Siomycin-Clustern zu fehlen scheinen. Darüber hinaus be-

sitzt der tcl-Gencluster Gene, die wahrscheinlich für Efflux- und Resistenzmechanismen

verantwortlich sind.

Die Entdeckung der Biosynthese-Cluster der Thiopeptide erweiterte die Anzahl und

den Variantenreichtum der bisher bekannten post-translationalen Modifikationen ribo-

somaler Peptide beträchtlich. Neben den zuvor beschriebenen zentralenModifikationen,

die jedes Mitglied der Thiopeptide umfassen, wurden darüber hinaus weitere Enzyme

identifiziert, die biosynthetische Transformationen an den ribosomalen Peptiden durch-

führen und die nur bei manchen Vertretern der Thiopeptide anzutreffen sind. Hierzu
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5.1. Einleitung

zählen beispielsweise die Glykosylierung (Nocathiacin 8), Oxidationen von Alkylseiten-

ketten (Thiostrepton 3, Nosiheptid 5), sowie O- und S-Alkylierung (GE2270A 4).

5.1.4. Biosynthese des Thiostreptons

Die Biosynthese des Thiostreptons 3 geht von der ribosomalen Synthese des Vorläufer-

peptids 121 aus, das innerhalb des Genclusters tsr von dem Gen tsrH codiert wird (nach-

folgend wird die Bezeichnung der Gene nach Liu et al. [329] verwendet) (Abbildung 5.4).

Durch die Aktivität der Enzyme TsrJKS werden alle Ser- und Thr-Reste des Voräuferpep-

tids 121 zu den entsprechenden Dehydroaminosäuren Dehydroalanin bzw. Dehydrobu-

tyrin dehydratisiert, vergleichbar mit der Biosynthese der Lantibiotika [75] (Schema 5.2).

Sämtliche Cys-Reste des Vorläuferpeptids 121 werden wahrscheinlich durch die Enzy-

me TsrMO in die entsprechenden Thiazole (Cys6, 11, 13, 15) bzw. das Thiazolin (Cys9)

überführt, so dass ähnlich der Biosynthese desMicrocins B17 [333] das Vorläuferpeptid 122

erhalten wird. Allerdings ist die Reihenfolge der biosynthetischen Transformationen bis-

lang noch nicht bekannt, dargestellt wurde daher nur der plausibelste Fall.

Ausbilden des zentralen Heterozyklus

Durch Faltung des Vorläuferpeptids 122 zur Struktur 123 kommen die beiden Dehy-

droalanine der Postitionen 5 und 14 in räumliche Nähe zueinander, so dass eine intramo-

lekulare Reaktion statt finden kann, die das zentrale Piperidin (bzw. Pyridin) ausbildet.

Die Reaktion stellt damit den Schlüsselschritt zum Aufbau des charakteristischen ma-

krozyklischen Grundgerüsts der Familie der Thiopeptide dar. Das Strukturmotiv des

zentralen (Dehydro-) Pyridins /Piperidins ist in allen Vertretern der Thiopeptide vor-

handen. Formal findet eine intramolekulare Hetero-Diels-Alder-Reaktion zwischen den

beiden Dehydroalaninen und einer benachbarten Carboxylgruppe statt. Kürzlich berich-

teten Walsh et al., dass das Genprodukt TclM des Thiocillin-Produzenten B. cereus für die

enzymatische Diels-Alder-Reaktion verantwortlich sein könnte. [308] Der genaue Mecha-

nismus des beteiligten Enzyms sowie der Zeitpunkt des Ringschlusses innerhalb der

Biosynthesesequenz konnten bisher nicht aufgeklärt werden.
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183



5. Biosynthese des Thiostreptons

Man kann spekulieren, ob bereits die Faltung des Peptids zur günstigen Positionie-

rung der Reste zueinander Enzym-vermittelt stattfinden könnte. Die eigentliche Reak-

tion würde entweder konzertiert als Hetero-Diels-Alder-Reaktion ([4+2]-Cycloaddition)

ablaufen (Schema 5.3A), oder schrittweise als Säure-Base katalysierte Folge von 1,2- / 1,4-

Additionen (Schema 5.3 B). Bei letzterem Mechanismus würde das benachbarte Thiazol

als Elektronensenke fungieren können («vinyloge Umpolung« ). Durch Abspaltung eines

Wassermoleküls entsteht aus dem Dehydropiperidin 125 zunächst Dihydropyridin 126,

das in der Biosynthese des Thiostreptons 3 wahrscheinlich durch eine Zweielektronen-

Reduktion mittels NAD(P)H in das Dehydropiperidin 127 des Thiostreptons 3 überführt

wird. In der Biosynthese der Pyridin-Thiopeptide wird durch Eliminierung des Leitpep-

tids (R2 in Schema 5.3) das zentrale Pyridin 128 erhalten.

Besonderheit des B-Rings

Die Thiopeptide der Serien a / b [26] (Thiostrepton 3, Siomycin, Thiopeptin, Sch 18640 6)

besitzen als charakteristisches Strukturmerkmal den zweiten Makrozyklus (B-Ring). Er

besteht aus den vier N-terminalen Aminosäuren des Strukturpeptids (Ile1-Ala2-Deala3-

Ala4, Schema 5.2), die über den Chinaldinsäurerest (Q: quinaldic acid) mit dem Thr12

verestert sind, so dass sich ein Lacton ergibt.

Die Installation des B-Rings während der Biosynthese als charakteristisches Struk-

turmerkmal der a / b-Serie Thiopeptide besitzt gewisse Ähnlichkeit mit einem nicht-

ribosomalen Biosyntheseweg. Mit der Chinaldinsäure wird eine nicht-proteinogene Vor-

stufe (precursor) in das Molekül eingebunden, die zuvor über unabhängige Enzyme syn-

thetisiert wurde. Die Gene der hierfür notwendigen Enzyme befinden sich ebenfalls wie

alle anderen modifizierenden Enzyme innerhalb des Biosynthese-Genclusters. Durch die

Verknüpfung der Chinaldinsäure mit dem N-Terminus des Strukturpeptids und dem

Schließen des B-Ring-Makrozyklus zum Lacton stellt der Einbau eine wichtige Modifi-

kation des Rückgrats des Thiostreptons dar. Die Modifikation gleicht damit dem Ein-

bau eines nicht-proteinogenen Vorläufers in die wachsende Peptidkette während einer

NRPS-Synthese. Letztendlich wird durch diesen »Kunstgriff» eine Variation des Grund-

gerüsts erreicht, die für ribosomale Peptide zunächst ungewöhnlich erscheint. Auch
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mechanistisch tritt eine weitere Ähnlichkeit zu nicht-ribosomalen Peptidsynthesen auf:

Die Chinaldinsäure reagiert wahrscheinlich als AMP-Derivat (s. u.) mit dem γ-OH des

Threonins – ganz ähnlich den reaktiven AMP-Aminosäure-Vorstufen, die die Substrate

der NRPS bilden.

Synthese des Chinaldinsäure-Vorläufers

Die Biosynthese der Chinaldinsäure geht von l-Tryptophan 129 aus (Schema 5.4). In

einer von S-Adenosylmethionin (SAM) abhängigen Reaktion wird Tryptophan 129 zu-

nächst zu 2-Methyltryptophan 130 methyliert. [326] Diese Reaktion wird vermutlich von

der radikalischen, SAM-abhängigen Methyltransferase TsrT katalysiert. [330] Die Pyri-

doxalphosphat (PLP) abhängige Aminotransferase TsrA ist anschließend für die Um-

wandlung des 2-Methyltryptophans 130 in die α-Ketosäure 131 verantwortlich. [330] Für

die nachfolgenden Schritte bis zur Chinaldinsäure 134 sind die beteiligten Enzyme noch

nicht hinreichend bekannt. Ein vorgeschlagener Mechanismus für die Erweiterung des

Pyrrolrings des Indols ist in Schema 5.4 dargestellt und verläuft wahrscheinlich über

das Diketon 132. [328] In einer nachfolgenden Reduktion wird das Keton 133 vermutlich

mittels NAD(P)H zur Chinaldinsäure 134 reduziert.

Die Chinaldinsäure 134 konnte als frei vorkommender Vorläufermetabolit der Bio-
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5. Biosynthese des Thiostreptons

synthese im Produzentenorganismus nachgewiesen werden. [334] Zur Aktivierung der

Chinaldinsäure 134 als Baustein der Biosynthese des Thiostreptons 3 wird sie vermut-

lich durch das Enzym TsrQ [330] zum AMP-Anhydrid adenyliert, so dass nachfolgend

der Ester mit der β-Hydroxygruppe des Thr12 gebildet werden kann. [334] Anschließende

Epoxidierung, vermutlich durch die Cytochrom P450 Enzyme TsrP oder TsrR [330], liefert

das AMP-Anhydrid 135, welches unter Ringöffnung des Epoxids mit dem N-terminalen

Amin des Ile1 reagieren kann, so dass der B-Ring geschlossen wird (Schema 5.2). [334]

Die Reihenfolge der beiden letzten Schritte und des Einbaus in das Gesamtmolekül zum

Thiostrepton 3 ist noch nicht bekannt.

Weitere Modifikationen

Zwei weitere Modifikationen finden im Peptidrückgrat statt, vermutlich auf Stufe des

Vorläuferpeptids 123 oder 124 (Abbildung 5.2). Zum einen wird die C-terminale Car-

boxylgruppe wahrscheinlich durch das Enzym Amidotransferase TsrC unter Übertra-

gung eine Aminogruppe von Glutamin amidiert. Durch Inaktivierung des Gens konnte

gezeigt werden, dass ein entsprechender Metabolit des Thiostreptons 3 mit Carboxy-

anstelle des Amid-Terminus angereichert wird, wobei die Fähigkeit zur Produktion von

Thiostrepton 3 verloren geht. [291] Zum anderen wird der Ile-Rests 10 dihydroxyliert,

wahrscheinlich durch das CytochromP450 ähnliche Genprodukt TsrP.

5.1.5. d-Konfiguration des Thiazolins der Thiostreptonstruktur

Alle Strukturen der (Dehydro-) Piperidin-Thiopeptide (Serien a / b) [26] besitzen ein ein-

ziges Thiazolin als Bestandteil des makrozyklischen A-Rings, das ausschließlich die d-

Konfiguration aufweist (Abbildung 5.6). Die anderen Thiopeptide haben ein vollständig

oxidiertes Thiazol an dieser Position. Aufgrund der nicht-ribosomalen Biosynthese der

Thiopeptide stammen alle Aminosäuren von proteinogenen l-Aminosäuren ab. Die vor-

handenenModifikationen an der Struktur der Thiopeptide können deshalb nur nach der

ribosomalen Synthese eingefügt werden (Kapitel 5.1.4). Es stellte sich deshalb die Frage,

wie es zu der ungewöhnlichen d-Konfiguration des Thiazolins während der Biosynthese

kommt, anwelcher Stelle siewährend der Biosynthese eingefügtwird, bzw.welche struk-
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turellen Bedingungen zu ihrer Bildung führen. Darüber hinaus interessierte uns, welche

Konsequenzen die Konfiguration auf die dreidimensionale Struktur des Moleküls und

auf seine biologische Aktivität ausübt.
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5.2. Ergebnisse

Nachfolgend sind die im Rahmen dieser Arbeit unternommenen Untersuchungen zur

d-Konfiguration des Thiazolins der Thiostreptonstruktur dargestellt, deren Ergebnisse

Implikationen für die Biosynthese des Thiostreptons 3 haben.

5.2.1. Identifizierung eines Isomers des verkürzten Thiostreptons

In derVerkürzungsreaktiondes Thiostreptons 3 zuden einfach- und zweifach-verkürzten

Derivaten 23 bzw. 27 (Kapitel 2.2.5) konnte in analytischen HPLC-Läufen der Reaktions-

mischung eine unbekannte Nebenkomponente (2.5%) ausgemacht werden, die weder

demAusgangsmaterial, noch den bekannten Produkten zugeordnet werden konnte (Ab-

bildung 5.7). Die Verbindung zeigte eine deutlich kürzere Retentionszeit tR von 12.1min

und konnte mittels LCMS als ein Isomer (23b) des einfach-verkürzten Thiostreptons 23

identifiziert werden ([C69H83N18O17S5+H+] ber.: 1595.48, gef.: 1595.45). Aufgrund der

deutlich unterschiedlichen Retentionszeiten tR wurde eine abweichende Struktur der

Verbindung vom bekannten einfach-verkürzten Thiostrepton 23 angenommen.

Zur eingehenden Charakterisierung mussten ausreichende Mengen der Verbin-

dung isoliert werden. Durch mehrere aufeinander folgende Reinigungsschritte (Silica-

Chromatographie /präparative HPLC) konnten größere Mengen (8mg, 0.7%) in reiner

Form erhalten werden, wobei die Verkürzungsreaktion im Gramm-Maßstab durchge-

führt werden musste. Mittels hochauflösender Massenspektrometrie (HRMS) konnte die

Identität derVerbindung 23b als Isomerdes einfach-verkürztenThiostreptons 23bestätigt

werden.

5.2.2. pH-abhängige Isomerumwandlung

Zunächst untersuchten wir, ob und unter welchen Bedingungen die beiden Isome-

re 23/23b ineinander überführt werden konnten. Mittels HPLC-Analytik konnte beob-

achtet werden, dass basische THF/H2O-Pufferösungen die Umwandlung der beiden Iso-

mere beschleunigte: Bei pH12 wurde beobachtet, dass sich 63% des Nebenisomers 23b

in 24 Stunden zurück in das Hauptisomer 23 umwandelte, während keine nennenswer-
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Abb. 5.7. Analytischer HPLC-Lauf der Reaktionsmischung der Verkürzungsreaktion (UV-Spur,
214 nm). Die Signale des Thiostreptons 3, der einfach- und zweifach-verkürzten Deriva-
te des Thiostreptons (23 bzw. 27) und des Epimers des einfach-verkürzten Thiostrep-
tons (23b) sind gekennzeichnet. HPLC-Bedingungen: C4 Säule, CH3CN/H2O-Gradient:
10% CH3CN für 1 min; 10 – 70% CH3CN in 16 min; 100% CH3CN für 2 min.

te Rücktransformation in Pufferlösungen der pH-Werte 4, 7 oder 9 festgestellt werden

konnte. In nicht-wässrigen Medien (DBU-THF bzw. CHCl3-Et2NH) fand eine vollständi-

ge Transformation des Nebenisomers 23b in das stabilere Hauptisomer 23 schon nach ca.

1 Stunde statt.

Interessanterweise ergab die Inkubation des Nebenisomers 23b in einem physiolo-

gischen Puffer, der divalente Ionen enthielt (10mmMgCl, 100mmKCl, 10mmMOPS),

bereits 12% Rücktransformation nach 24 Stunden bei einem fast neutralem pH-Wert von

7.5. Die Inkubation des Nebenisomers 23b in einem bakteriellen E. coli-Zellextrakt ergab

sogar 30% Rücktransformation zum Hauptisomer 23 nach 24 Stunden.

DieErgebnissedeutetendarauf hin, dassdie zwei unterschiedlichenFormendes Isome-

renpaars 23 /b leicht durch basische Bedingungen ineinander umzuwandeln sind, wobei

dasHauptisomer 23 die stabilere Formdarstellt. Unter physiologischen Bedingungenmit

hohen Konzentrationen an Salzen und Makromolekülen scheint die Umwandlung trotz

des fast neutralen pH-Werts relativ schnell abzulaufen.
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5. Biosynthese des Thiostreptons

Abb. 5.8. 1H-NMR-Spektrum der Thiazolinregion des d-Isomers 23 nach Behandlung mit HNEt2
in CDCl3-MeOH-d4. Die Signale, die vom H–D-Austausch beeinflusst werden, sind
durch ein [*] gekennzeichnet.

5.2.3. NMR-Strukturuntersuchung des Isomers

Die 1H-NMR-Spektren des Nebenisomers 23bwiesen in denmeisten Regionen des Spek-

trums ein sehr ähnliches Signalmuster vergleichbar mit dem einfach verkürzten Thiost-

repton 23 (Hauptisomer) auf. Allerdings zeigten sich deutliche Unterschiede in den che-

mischen Verschiebungen δ der Signale der Thiazolinprotonen, der beiden Threonine, des

Thiostreptins und des Dehydropiperidins. In den zweidimensionalen gCOSY-Spektren

zeigte sich, dass die 3J-Konnektivitäten der Signale gleich blieben. Dies bedeutete, dass

die beiden Isomere die gleiche Konstitution aufwiesen.

Beide Erkenntnisse zusammen genommen – die gleiche strukturelle Konstituti-

on der beiden Isomere und die basenkatalysierte Isomerenumwandlung deuteten

auf Stereoisomerie als Unterschied zwischen den beiden Isomeren hin. In H–D-

Austauschexperimenten zeigte sich, dass unter basischenBedingungen (Et2NHinCDCl3-

MeOH-d4) neben den NH-Protonen nur das α-Proton des Thiazolins (4.81 ppm) mit dem

deuterierten Lösungsmittel austauscht (Abbildung 5.8). Infolge desH–D-Austauschs ver-

einfachte sich das Spinmuster der β-Protonen zu Dubletts. Hieraus ergab sich die An-

nahme, dass bei der vorher beobachteten Isomerenumwandlung im Basischen genau

diese Position des α-Protons deprotoniert wird und bei der Reprotonierung epimerisiert

(Schema 5.5). Das stereogene Zentrum der α-Position des Thiazolins war demnach für

die beobachtete Stereoisomerie verantwortlich.

Zweidimensionale NOESY-Experimente bestätigten diese Annahme. Die NOESY-

Spektren der Thiazolin-Region (α/β-Protonen) wiesen Unterschiede in den Intensitäten
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Schema 5.5 Basenkatalysierte Epimerisierung des Thiazolins der Thiostreptonstruktur.

der Kreuzsignale auf (Abbildung 5.9). Bei jedem der beiden Isomere zeigten die Kreuzsi-

gnale des α-Protons mit einem bestimmten der beiden β-Protonen eine besonders hohe

Intensität, während die Intensität des Kreuzsignals mit dem anderen β-Proton deutlich

geringer ausfiel. Die Intensität von Kreuzsignalen in NOESY-Spektren ist generell in-

vers proportional zur räumlichen Distanz der beiden Protonen, d.h. dass Protonen, die

kurze Distanzen zueinander haben, relativ intensive Kreuzsignale aufweisen. Das beob-

achtete Muster der Kreuzsignal-Intensitäten war bei den beiden Stereoisomeren genau

gegensätzlich, was mit der unterschiedlichen Geometrie der Stereoisomere vereinbar ist.

Jeweils eins der beiden β-Protonen besitzt eine kürzere Distanz zu dem α-Proton. Bei der

anderen Konfiguration handelt es sich hierbei um genau das andere β-Proton. Aufgrund

von Vergleichen der NMR-Spektren der Isomere mit «normalem» Thiostrepton 3, wel-

ches ein d-konfiguriertes Thiazolin aufweist, konnte das Hauptisomer 23 als ebenfalls

d-konfiguriert identifiziert werden.
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5. Biosynthese des Thiostreptons

Abb. 5.9. 1H-NMR- und NOESY-Spektren der Thiazolinregion beider Isomere. Das Spinsystem
der Thiazolin α- und β-Protonen ist angegeben. A: l-Isomer 23b; B: d-Isomer 23.

192



5.2. Ergebnisse

Abb. 5.10. H–D-Austauschkinetik des Thiostreptons 3 in d8THF-D2O (4:1) bei pH 12.

5.2.4. H-D-Austauschkinetik des Thiostreptons

Umdie Epimerisierungsneigung des α-Protons des Thiazolins näher zu charakterisieren,

wurden H–D-Austauschkinetiken von Thiostrepton 3 in THF-d8 /D2O bei pH12 aufge-

nommen. Über einen Zeitraum von insgesamt 120 Stunden wurden hierfür zu verschie-

denenZeitpunkten 1H-NMR-Spektren gemessen.DerDeuteriumaustausch konnte durch

langsames Verschwinden des zum α-Proton gehörenden Signals (5.1 ppm) verfolgt wer-

den (vgl. Abbildung 5.8). Die Intensität des Signals verringerte sich über die Zeit nach

einem scheinbar biexponentiellen Abfall, wobei eine Halbwertszeit von ungefähr 12 h

bestimmt wurde.

5.2.5. Einfluss des B-Rings der Thiostreptonstruktur auf die

Konfiguration des Thiazolins

Wie in Kapitel 2.6 beschrieben, konnte die selektive Hydrolyse des B-Ring-Lactons der

Thiostreptonstruktur unter Zemplén-Bedingungen erreicht werden. Bei der Hydrolyse

des einfach verkürzten Thiostreptons 23 wurde eine 1:1-Mischung der beiden Thiazoli-

nepimere 69a/69b erhalten. Versetzte man die isolierten Isomere mit DBU /THF, konnte

eine Umwandlung in das jeweils andere Isomer beobachtet werden, wobei sich schon
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5. Biosynthese des Thiostreptons

nach einer Stunde ein Verhältnis von ca. 4:3 ausbildete. Im Gegensatz dazu tritt bei un-

verändertem Grundgerüst mit geschlossenem B-Ring ein Verhältnis von ungefähr 1:39

(l-Thiazolin : d-Thiazolin) auf. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass ein intakter

B-Ring maßgeblich für die d-Konfiguration des Thiazolins verantwortlich ist.
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5.3. Diskussion

Thiostrepton 3 und verwandte Thiopeptide besitzen aufgrund der beiden Makrozyklen

(A- und B-Ring) und der Vielzahl an modifizierten Aminosäuren eine rigide dreidimen-

sionale Struktur, die in ihrer Komplexität und Ausgestaltung trotz der relativ geringen

Größe des Moleküls am ehesten an kleine Proteine oder Proteindomänen erinnert. Al-

le bisher beschriebenen Thiopeptide mit zusätzlichem B-Ring (Thiostrepton, Siomycin,

Sch18640) tragen ausnahmslos ein d-konfiguriertes Thiazolin im A-Ring, während ande-

re Thiopeptide an äquivalenter Position üblicherweise ein vollständig oxidiertes Thiazol

(z.B. Nosiheptid, Nocathiacin, Micrococcin, Thiocillin) oder ein Oxazolin (z.B. Bernina-

mycin, Sulfomycin) besitzen. [26] Die d-Konfiguration des Thiazolins wirft die Frage nach

dem biosynthetischen Ursprung auf, da die Peptide ribosomal synthetisiert werden und

deshalb aus l-Aminosäuren hervorgehen müssen.

Das l-Epimer der Thiostreptonstruktur lässt sich isolieren und kann spektroskopisch

charakterisiert werden. Es kann sehr leicht basenkatalysiert in die thermodynamisch be-

vorzugte «natürliche»d-Konfigurationüberführtwerden.Die hierzunötigeC–H-Acidität

des α-Protons des Thiazolins konnte in H–D-Austauschexperimenten demonstriert wer-

den. Dieser Befund liefert auch eine eindrückliche Erklärung dafür, warumdie Oxidation

mittels DBU /BrCCl3 (Kapitel 2.3.3), diemechanistisch über dieDeprotonierung des Thia-

zolins in der α-Position verläuft, relativ selektiv bei Thiostrepton 3 und seinen Derivaten

durchführbar ist.

Liegt der B-Ring geöffnet vor (nach Hydrolyse des Lactons), fehlt die thermodynami-

sche Präferenz der d-Konfiguration, denn die Epimere liegen ungefähr als 1:1-Mischung

vor, wobei sie ineinander überführt werden können. Das bedeutet, dass der B-Ring of-

fensichtlich eine konformationelle Spannung auf den A-Ring ausübt, wodurch die d-

Konfiguration des Thiazolins bevorzugt wird.

Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass in der Biosynthese nicht notwendigerweise

ein Enzym für die Umwandlung des l-Thiazolins in das d-Thiazolin verantwortlich

sein muss. Es könnte sich also um eine Produkt-gesteuerte Epimerisierung handeln.

Diese Vermutungwird weiterhin dadurch unterstützt, dass bisher kein ORF (open reading

frame) innerhalb der untersuchten Biosynthesecluster ausgemacht werden konnte, der
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für eine postulierte Epimerase codieren könnte. [291] Es kann spekuliert werden, dass

die zelluläre Umgebung, in der Thiostrepton 3 biosynthetisiert wird, dazu ausreichen

könnte das Thiazolin katalytisch zu epimerisieren. Hierbei könnte auch ein Kontakt

mit basischen Resten an Proteinen in spezifischer oder unspezifischer Art beteiligt sein.

Nähere Untersuchungen sind nötig, um diesen Sachverhalt eindeutig zu klären.

Walsh et al. beschrieben vor kurzem einen ähnlichen Epimerisierungsmechanismus für

Thiazoline in der NRPS-Biosynthese der Pyocheline 48 (Kapitel 2.3.1), der auf der Stufe

des Thioether-gebundenen Thiazolins des Moduls PchE basenkatalysiert stattfindet. [335]

Auch in diesem Fall entsteht durch die Deprotonierung ein α-C Carbanion, welches ste-

risch zufällig durch Lösungsmittelprotonen reprotoniert wird. In dem darauf folgenden

Schritt wird jedoch nur das d-Thiazolin selektiert und weiter prozessiert. Die Epimerisie-

rungsdomäne hat hier nur die Funktion die Gleichgewichtseinstellung zu katalysieren.

Ein Fall der «spontanen» Epimerisierung wurde von Jaspars et al. für die Biosynthese

der Patellamide postuliert (vgl. PatellamidC, Abbildung 5.2). [336] Bisher konnte kein

Enzym innerhalb desGenclusters der Patellamide identifiziertwerden, das als Epimerase

fungieren würde. Mithilfe von Molecular Modeling Untersuchungen konnte die Gruppe

zeigen, dass die Epimerisierung vermutlich spontan stattfindet und aus der Struktur des

makrozyklisierten Peptids resultiert. Ein ähnlicher Fall der «konformationsgetriebenen«

Epimerisierung wurde von Wipf et et al. für das makrozyklische Peptid Lissoclinamid 7

beobachtet. [337]

Ein interessanter Aspekt ist die Betrachtung der Reihenfolge der biosynthetischen

Schritte. Bisher ist nur wenig über die Reihenfolge der post-translationalen Modifikatio-

nenbekannt, es könnte jedochdieVermutungaufgestelltwerden,dassdieEpimerisierung

desA-Ring-Thiazolins imThiostrepton 3 eine nachfolgende enzymatischeOxidation zum

Thiazol verhindert. Dies würde bedeuten, dass die Oxidation erst sehr spät stattfindet,

vielleicht sogar erst nach Ausbildung des B-Rings.
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5.4. Zusammenfassung

Diesen Daten zufolge epimerisiert das A-Ring-Thiazolin des Thiostreptons durch die

hohe C-H-Acidität des α-Protons sehr leicht. Weiterhin ergibt die ungewöhnliche d-

Konfiguration des Thiazolins offenbar eine thermodynamisch deutlich bevorzugte Kon-

formation des Gesamtmoleküls. Diese Eigenschaft wird scheinbar strukturell durch den

charakteristischen B-Ring der Thiostreptonstruktur hervorgerufen. Für die Biosynthese

bedeutet die leichte Epimerisierung, dass nicht notwendigerweise eine Epimerase als

Enzym involviert sein muss. Es liegt nahe anzunehmen, dass es sich um einen Fall von

Produkt-gesteuerte Epimerisierung handelt. [338] Genauemechanistische Fragenmüssen Ge-

genstand zukünftiger Arbeiten sein.
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6.1. Einleitung

6.1.1. Positronen-Emissions-Tomographie

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) gehört zu den wichtigsten bildgebenden

Verfahren der Nuklearmedizin. [339] Die in der PET verwendeten Radionuklide emittie-

ren durch β+-Zerfall Positronen (e+), deren Zerfallsprodukte detektiert werden können.

Durch Einbau der Radionuklide in biologisch aktive Substanzen erhält man sog. Tra-

cer-Moleküle, die zur PET-Untersuchung in den Organismus eingebracht werden. Die

Verteilung der Radionuklide im Organismus ist deshalb von der Art des Tracer-Moleküls

abhängig.

Das durch β+-Zerfall des Radionuklids emittierte Positron (e+) wechselwirkt nach kur-

zer Diffusionsstrecke mit einem Elektron (e−) in der Nähe und erleidet Paarvernichtung

(Annihilation, Schema 6.1). Aus diesemProzess gehen zwei γ-Photonenmit einer Energie

von 511 keVhervor, die in einemWinkel vongenau 180° zueinander abstrahlenunddurch

gleichzeitige Detektion (Koinzidenz) an gegenüberliegenden Detektoren nachgewiesen

werden können. Durch die zeitliche und räumliche Verteilung der registrierten Zerfall-

sereignisse kann der Ort der Paarvernichtung und demnach die des ursprünglichen

Radionuklids bzw. des Tracer-Moleküls im dreidimensionalen Raum ermittelt werden.

Auf diese Weise kann im Gewebe eine räumliche Auflösung von etwa 1–5mm erreicht

werden. [340]

Neben 11C, 13N, 15O, 82Rb und 68Ga ist ein besonders wichtiges Radionuklid in der

klinischen Anwendung das radioaktive Isotop 18F des Fluors. Durch β+-Zerfall geht das
18F-Atom in ein 18O-Atom über, wobei ein Positron (e+) und ein Elektron-Neutrino (νe)

emittiert werden (Gleichung 6.1).

18F −→ 18O+ e+ + νe (6.1)

Die Halbwertszeit t1/2 des 18F beträgt nur etwa 110min, so dass das radioaktive Iso-

top 18F meist direkt am Ort der Untersuchung mit Hilfe eines Zyklotrons hergestellt

wird und durch chemische Synthese in ein Tracer-Molekül eingebracht wird. Der am

meisten verwendete Tracer stellt die 2-[18F]-Fluor-2-desoxy-d-glucose 136 dar (FDG, Ab-
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Schema 6.1 Prinzip der Positronen-Emissions-Tomographie (PET). Durch β+-Zerfall des 18F ent-
steht ein Positron e+ und ein Elektron-Neutrino νe. Nach Paarvernichtung (Annihilati-
on) des Positrons e+ mit einem Elektron e− werden zwei Photonen γ erzeugt, die
gleichzeitig detektiert werden.
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Abb. 6.1. Beispiele typischer Tracer-Moleküle. Gezeigt sind die Strukturen der [18F]-Fluordes-
oxyglukose 136 (links) und des Imidazobenzodiazepin-Derivats [11C]-Fumazenil 137
(rechts).

bildung 6.1), die genauwieGlukose von denZellen aufgenommenund anO6 phosphory-

liert wird. [341] Eine weitere Metabolisierung des Fluordesoxyglucose-6-Phosphats findet

nicht statt, so dass sich der Tracer in den Zellen anreichert. Krebszellen sind für ihre ho-

he Glukoseaufnahme bekannt, weshalb sich die PET-Technologie unter Anwendung der

[18F]-Fluordesoxyglukose 136 besonders zur Früherkennung von Tumoren eignet. Dar-

über hinaus sind viele weitere diagnostische Anwendungen beschrieben worden. [339]

Zum Beispiel wird das Imidazobenzodiazepin-Derivat [11C]-Fumazenil 137 zur Visuali-

sierung der Verteilung von GABAA-Rezeptoren (GABA: γ-Aminobuttersäure) im Gehirn

als Tracer verwendet. [342]
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Abb. 6.2. Struktur der Somatostatine SRIF-14 138 und SRIF-28 139.

6.1.2. Somatostatin-Rezeptor-Liganden

Die Somatostatine (SRIF) sind regulatorische Cyclopeptid-Hormone, die v. a. als Neuro-

transmitter imGehirn agieren. [343] Es existieren die beiden biologisch relevanten Somato-

statine SRIF-14 138und SRIF-28 139, die sich in derAnzahl ihrerAminosäuren unterschei-

den (14 bzw. 28), wobei SRIF-14 die verkürzte Formdes SRIF-28 darstellt (Abbildung 6.2).

Sie zeigen inhibitorische Aktivität u. a. auf die Insulin-, Glucagon- und Calcitoninsekre-

tion. Die Rezeptoren der Somatostatine gehören zur Gruppe der G-Protein gekoppelten

Rezeptoren und werden in fünf Untergruppen unterteilt (sst1−5). Von den meisten Tu-

morzellen werden bestimmte Somatostatin-Rezeptoren überexprimiert, was sie zu inter-

essanten Zielstrukturen für die Entwicklung von spezifischen Tracer-Molekülen werden

lässt. [344] Im Organismus liegt die Halbwertszeit der Somatostatine bei wenigen Minu-

ten, da sie schnell enzymatisch hydrolysiert werden. Deshalb wurden biologisch akti-

ve, synthetische Somatostatin-Analoga entwickelt, die eine erhöhte Lebensdauer in vivo

gewährleisten. Beispielsweise ist das zyklische Oktapepitd Octreotid 140 (1d-Phe-2Cys-
3Phe-4d-Trp-5Lys-6Thr-7Cys-8Thr-ol, Sandostatin, Novartis, Abbildung 6.3) in vivo stabi-

ler als die nativen Somatostatine, da es keine der Somatostatin-typischen Spaltstellen für

hydrolytische Enzyme aufweist. [345,346]
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Abb. 6.3. Strukturen des Octreotids 140 (links) und des Octreotid-Analogon-Konjugats DOTA-
1
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177Lu. (DOTA: 1,4,7,10-Tetra-azacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsäure).

6.1.3. Octreotid-Analoga in Diagnostik und Therapie

Für Diagnostik und Radiotherapie wurden bereits einige Octreotid-Analoga entwickelt,

die erfolgreich eingesetzt werden. [347] Durch Konjugationmit Chelatliganden, die stabile

Komplexe mit radioaktivenMetallen ausbilden, können diese Moleküle in der Radiothe-

rapie eingesetzt werden, um Tumore selektiv zu zerstören. Ein Beispiel ist das Konjugat

DOTA-d-Phe1-Tyr3-Octreotat 141 (Abbildung 6.3), das aus demChelator DOTA (1,4,7,10-

tetra-azacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsäure) und dem Peptid 1
d-Phe-3Tyr-Octreotat be-

steht, welches imVergleich zumOctreotidC-terminal eine freie Carboxyfunktion am 8Thr

besitzt und ein 3Tyr anstelle des 3Phe aufweist. Das Konjugat komplexiert 177Lutetium,

zeigt Spezifität vorrangig für sst2-Rezeptoren und konnte im Tiermodell erfolgreich zur

Tumorbehandlung eingesetzt werden. [348]

6.1.4. Synthesestrategien der 18F-Tracer -Moleküle

An den Gesamtprozess der Synthese, Isolierung, Analytik und Formulierung der Tra-

cer-Moleküle werden aufgrund der kurzen Halbwertszeiten der Isotope, der geringen

zur Verfügung stehenden Substanzmengen und ihrer potentiellen Gefahr aufgrund der
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Schema 6.2 Synthese des [18F]-Setoperons 142 durch direkte aromatische nucleophile Substi-
tution mit 18F-. Bedingungen: a) K222 / [18F]-KF, 180◦C, 15 min.

Radioaktivität besondere Anforderungen gestellt. [349] Man ist bestrebt, die Prozesse wei-

testgehend zu automatisieren und bevorzugt deshalb zuverlässige und robuste Synthese-

und Reinigungsstrategien.

Die Synthese der 18F-Tracer-Moleküle beginnt meist vor Ort mit der Generierung von
18F−-Ionen durch Beschuss von [18O]H2Omit Protonen, die in einem Zyklotron generiert

werden. Generell unterscheiden sich nachfolgend die Strategien der Synthese kleiner

Tracer-Moleküle (small molecules) von denen der größeren Biomoleküle.

Synthese kleiner 18F-Tracer -Moleküle

Bei den kleinen Molekülen kommen am häufigsten nucleophile Substitutionsreaktionen

direkt mit den 18F−-Ionen zum Einsatz, die häufig unter harschen Reaktionsbedingun-

gen durchgeführt werden müssen. Um zu verhindern, dass das Fluoridion aufgrund

der Solvatisierung in wässriger Umgebung als schlechtes Nucleophil auftritt, werden

die meisten Reaktionen in polaren nicht-protischen Lösungsmitteln (z. B. DMF, DMSO,

Acetonitril) durchgeführt, wobei als Phasentransferreagenz Kryptofix-2.2.2 (K222) der

Reaktion beigesetzt wird. [350] Dieser Azacryptand bildet einen starken Komplex mit Ka-

liumionen und sorgt dafür, dass das Fluoridion weniger solvatisiert vorliegt und daher

eine hohe Nucleophilie aufweist. Neben aliphatischen Substitutionenmit 18F− (SN2) wer-

den besonders häufig aromatische nucleophile Substitutionsreaktionen an aktivierten

Aromaten durchgeführt. [339] Ein Beispiel einer aromatischen nucleophilen Substituti-

onsreaktion ist die Synthese des [18F]-Setoperons 142 aus dem entsprechenden Nitro-

Vorläufermolekül 143 (Schema 6.2). [351]
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Schema 6.3 Mehrstufige, indirekte 18F-Markierung von Peptiden / Proteinen mittels N-
Succinimidyl-4-[18F]fluorbenzoat 147 als prosthetische Gruppe. A: Synthese
des N-Succinimidyl-4-[18F]fluorbenzoats 147. B: Chemoselektive Ligation mit
einem primären Amin einer Lys-Seitenkette des Peptids / Proteins. Bedingungen: a)
K222 / [18F]-KF, 90 ◦C, 10 min. b) 1 M HCl, 100 ◦C, 5 min. c) 1. Me4NOH / MeOH, 2.
O-(N-Succinimidyl)-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumtetrafluorborat. Gesamtausbeute
34–38 % in 68 min (automatisierte Synthese). [352]

Synthese 18F-markierter Biomoleküle als Tracer

Zur Synthese 18F-markierter Biomoleküle (Peptide, Proteine, Oligonucleotide) müssen

andere Strategien bemüht werden, da die komplexen Moleküle die harschen Reakti-

onsbedingungen einer direkten nucleophilen Substitution nicht tolerieren würden. [349]

Es kommen deshalb indirekte Markierungsreaktionen zum Einsatz, die eine mehrstu-

fige Synthese verlangen. Man bedient sich meist radioaktiver Markierungsreagenzien,

die chemoselektiv unter milden Bedingungen in das Biomolekül eingebracht werden

können. Häufig wird der Aktivester N-Succinimidyl-4-[18]fluorbenzoat 147 eingesetzt,

der unter milden Reaktionsbedingungen an Lys-Seitenketten des Peptids bzw. Proteins

acyliert werden kann (Schema 6.3). [349] Trotz optimierter Reaktionsbedingungen und

automatisierter Synthese werden insgesamt 3 Stufen (68min) zur Markierung und Syn-

these der prosthetischenGruppe benötigt, bevor das Peptid bzw. Proteinmarkiertwerden

kann. [352] Darüber hinaus erfolgt die Markierung nicht regioselektiv.

In den letzten Jahren wurde daher nach neuen radioaktiven Markierungsreagenzien
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geforscht, die sich zur Markierung von Peptiden bzw. Proteinen eignen. [339,349] Ein gra-

vierenderNachteil ist in denmeisten Fällen, dassmehrere Stufen zur Synthese notwendig

sind, die einen hohen Zeitaufwand und komplizierte Handhabungmit sich bringen, und

dass die radioaktive Markierung sehr früh in der Reaktionssequenz eingebracht wird.

Darüber hinaus kann die Konjugation mit den Biomolekülen in vielen Fällen nicht re-

gioselektiv durchgeführt werden, weil häufig mehrere funktionelle Gruppen vorhanden

sind. Ein weiterer kritischer Punkt ist, dass nicht in allen Fällen bekannt ist, wie sich

die unnatürliche prosthetische Gruppe auf die biologische Funktion des Biomoleküls

auswirkt.

Aufgrund der wachsenden Bedeutung von biologisch aktiven Peptiden bzw. von Pro-

teinen in bildgebendenUntersuchungen ist die Entwicklung vonpraktikablen und robus-

ten Markierungsreaktionen von großem Interesse. Ideal wären Methoden, die in einem

Ein-Stufen-Prozess selektiv und in hoher Ausbeute zu den markierten Biomolekülen

führen würden. Die weitere Entwicklung der Positronen-Emissions-Tomographie wird

vermutlich entscheidend von der Verfügbarkeit geeigneter chemischer Methoden zur

radioaktiven Markierung abhängig sein. [353]

6.1.5. Organosilicium basierte Fluoridakzeptoren

Eine viel versprechende Methode zur 18F-Markierung von Biomolekülen stellt die Iso-

topenaustauschreaktion 19F → 18F an Organosilicium basierten Akzeptoren dar (SiFA:

silicon-based fluoride acceptor). [354,355] Der Akzeptor kann bereits vor der radioaktiven

Markierung an das Biomolekül gebunden werden, während die eigentliche radioaktive

Markierung in einer Stufe durch eine Isotopenaustauschreaktionmit 18F−-Ionen realisiert

wird (Abbildung 6.4). Als besonders günstig haben sich Di-tert-butylphenylfluorsilan

(tBu2PhSiF) basierte Akzeptoren erwiesen, da sie eine hohe Hydrolyse-Stabilität unter

physiologischen Bedingungen aufweisen und gute Isotopenaustauscheigenschaften be-

sitzen. [354–356]

Es konnte gezeigt werden, dass die Isotopenaustauschreaktion selektiv und unter mil-

den Bedingungen am Akzeptor-Peptid-Konjugat des Tyr3-Octreotats 149 durchgeführt

werden kann (Schema 6.4). [354] Der Organosilicium-Akzeptor wurde hierbei in ersten
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Schema 6.4 Direkte 18F-Markierung des SiFA-Akzeptor-Peptid-Konjugats Tyr3-Octreotat 149
durch Isotopenaustausch. Bedingungen: a) K222 / [18F]-KF, RT, 10–15 min. [354]

Versuchsreihen als Aldehyd an dasHydroxylamin-funktionalisierte Peptid über die Aus-

bildungs eines Oxims an das Tyr3-Octreotat gebunden.

Ein wichtiger Vorteil dieser SiFA-basierten Strategie liegt darin, dass das radioaktive
18F in einem Schritt selektiv und untermilden Bedingungen in das Biomolekül eingeführt

werden kann. Hierbei wurden keine Nebenreaktionen beobachtet, so dass anschließend

keine aufwendigen Reinigungsschritte durchgeführt werden müssen.

6.1.6. Syntheseziel

ZurWeiterentwicklungder SiFA-basierten Strategie sollte inKooperationmit derArbeits-

gruppe von Prof. Dr. Klaus Jurkschat die Akzeptorgruppe Di-tert-butylphenylfluorsilan

in ein Phenylalaninderivat (SiFA-Phe) eingebaut werden, so dass der Akzeptor über

native Peptidbindungen in biologisch relevante Peptide eingebracht werden kann (Ab-

bildung 6.4). Es galt zu testen, ob der Isotopenaustausch zur radioaktiven Markie-

rung mittels 18F−-Ionen im Peptid möglich ist, ob eine ausreichend hohe Hydrolyse-

stabilität der Si–F-Bindung erreicht wird und ob die biologische Aktivität des Peptids

durch das Phenylalaninderivat beeinträchtigt wird. Als SiFA-Modellpeptide wurden

Tyr3-Octreotatderivate gewählt, die aufgrund ihrer hohen klinischen Relevanz in der

Diagnostik Somatostatin-Rezeptor-positiver Tumore direkt untersucht werden könnten.
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6.2. Ergebnisse und Diskussion

6.2.1. Design des SiFA-Octreotat-Peptids

Aus zahlreichen Untersuchungen der letzten 15 Jahre konnte ein allgemeines

Pharmacophor-Modell desOctreotids 140 abgeleitet werden. [357,358] Das zyklische Peptid

bildet eine Typ-II’ β-Schleife aus, die für die notwendige Orientierung der Aminosäuren-

seitenketten nach außen verantwortlich ist. Als essentielle Reste, die für eine selektive

Bindung an die Somatostatinrezeptoren sst2/3/5 notwendig sind, wurden das 1
d-Phe

und die beiden Reste 4
d-Trp und 5Lys identifiziert (Octreotid-Nummerierung). [358] Die

besondere Konformation des Peptids wird durch die Disulfidbrücke und durch die bei-

den d-konfigurierten Aminosäuren bestimmt. Dieses Pharmacophor-Modell weist den

Aminosäuren am N-Terminus eine untergeordnete Rolle zu. Besonders im Vergleich

zum DOTA-1d-Phe-3Tyr-Octreotat-Konjugat 141 (Abbildung 6.3) zeigt sich, dass die N-

terminale Region des Peptids auch größere sterische Gruppen (DOTA) toleriert, ohne die

biologische Aktivität zu beeinträchtigen. [359]

Gegenüber dem nativen Phenylalanin besitzt SiFA-Phenylalanin 150 aufgrund der

beiden tert-Butylgruppen einen deutlich höheren sterischen Anspruch (Abbildung 6.4,

links). Wir wählten deshalb denN-Terminus des 3Tyr-Octreotats als Position zum Einbau

des SiFA-Phenylalanins 150 (Abbildung 6.4, rechts). Um die Wasserlöslichkeit des SiFA-
3Tyr-Octreotats 151 zu erhöhen platzierten wir zusätzlich einen Serinrest zwischen dem

SiFA-Phe und dem d-Phe der Position 1.

6.2.2. Synthese des ( S)-SiFA-Phenylalanins

Die Synthese des (S)-SiFA-N-Boc-Phenylalanins 157 wurde von Dr. Lyuba Iovkova Be-

rends in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klaus Jurkschat (TU Dortmund) durchge-

führt. Ausgehend von dem bereits beschriebenen SiFA-Benzaldehyd 152 [360] wurde das

Olefin 154 in einer Horner-Wathsworth-Emmons-Reaktion mit Phosphonsäureester 153

erhalten (Schema 6.5). Stereoselektive Hydrierung mit H2 unter Katalyse eines chira-

len Rh(I)-Komplexes ergab SiFA-(S)-N-Cbz-Phenylalaninmethylester 155 in 98% ee und

quantitativer Ausbeute. Gleichzeitige Entschützung der Amino- und Carboxyfunktion
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zum SiFA-(S)-Phenylalanin 156wurde durch Erhitzen von 155 in konzentriertemHBr er-

reicht. Zum Einsatz des SiFA-Phenylalanins in der Festphasen-Peptidsynthese wurde die

Aminosäure 156 mittels (t-BuOCO)2O in die Boc-geschützte Aminosäure 157 überführt.

6.2.3. Synthese des SiFA-Octreotat-Peptids

Es sollte eine flexible Synthesestrategie des Octreotat-Peptids entwickelt werden, mit

der die Kupplung des (S)-SiFA-N-Boc-Phenylalanins 157 an das harzgebundene Peptid

untersuchtwerden sollte.DieOxidationder beidenCystein-Thiole zum intramolekularen

Disulfids sollte im Gegensatz zur literaturbekannten Synthese eines Tyr3-Octreotats [361]

möglichst ohne Thallium(III)-trifluoracetat durchgeführt werden.

Das 9-merVorläuferpeptid 158wurdemittels automatisierter Festphasenpeptidsynthe-

se an Polystyrolharz in Fmoc-Strategie synthetisiert (Schema 6.6). Um möglichst wenig

der aufwendig zu synthetisierenden SiFA-Aminosäure in der Peptidsynthese verwenden

zumüssen, wurden die nachfolgenden Schrittemanuell durchgeführt. Nach Entschützen

derN-terminalen Fmoc-Schutzgruppe des Peptids 158mit Piperidin folgte die Kupplung

des SiFA-Phenylalanins 157 (1.8Äquiv.)mittelsHBTU, sodassdas harzgebundene 10-mer

Peptid 159 erhalten wurde.
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Beim Abspalten und Entschützen des harzgebundenen 10-mer Peptids 159 mit

95% TFA wurde zunächst das Peptid 160 als Hauptprodukt erhalten, das nach Spaltung

der Boc-Gruppe am Indolring des Tryptophans noch die recht stabile Carbaminsäure

trug (Schema 6.7). [362] Die Carbaminsäure konnte durch Lösen des Peptids 160 in Me-

thanol /Wasser (1:1) und Erwärmen auf 40 ◦C unter Zugabe einer katalytischen Menge

Trifluoressigsäure vollständig hydrolysiert werden.

Die Knüpfung der intramolekularen Disulfidbrücke gelang durch Oxidation des Pep-

tids 151 in einer leicht basischen Methanollösung unter Sauerstoffatmosphäre in 72 h.

Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Methanollösung ausreichend verdünnt war

(0.3m) um der Bildung intermolekularer Disulfide vorzubeugen. Insgesamt wurden

102mg des SiFA-Octreotat-Peptids 151 in einer Gesamtausbeute von 19% erhalten (Ab-

bildung 6.5, vollst. Charakterisierung s. Kapitel 8.7.7).

6.2.4. Radiochemische Evaluierung des SiFA-Octreotat-Peptids

Erste Versuche zur 18F-Markierung des SiFA-Octreotat Peptids 151 ergaben eine akzep-

table radiochemische Ausbeute (radiochemical yield, RCY) von 34% (Dr. Björn Wängler,

Klinik und Poliklinik für Nuklearmedizin, LMU München). Zur Zeit wird das Peptid

in Hinblick auf seine Eignung als Radio-Tracer in Tierexperimenten evaluiert. Hierbei

steht die Untersuchung der Hydrolysestabilität der Si–F-Bindung in vivo und die Unter-

suchung der Spezifität des markierten Peptids für Somatostatin-Rezeptor exprimierende

Tumore im Vordergrund.
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Abb. 6.5. LCMS-Analyse des SiFA-Octreotat-Peptids 151 bei 254 nm (Channel A) und 280 nm
(Channel C).
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Zusammenfassung

Die Thiopeptid-Naturstoffe sind eine Gruppe von strukturell komplexen, makrozykli-

schen Peptiden, die sehr hohe Wirkung gegen Gram-positive Bakterien aufweisen. Die

potentesten Vertreter stellen sub-nanomolare Hemmstoffe der GTPase-assoziierten Regi-

on des Ribosoms dar. Diese Region ist für die dynamische Interaktion des Ribosoms mit

verschiedenen Proteinfaktoren während des Translationszyklus essentiell, so dass ihre

Inhibierung zum Abbruch des Translationsvorgangs und Absterben der Bakterien führt.

Die Thiopeptidbindestelle der GTPase-assoziierten Region zeichnet sich strukturell und

funktional durch das enge Zusammenwirken von Protein- und RNA-Komponenten aus.

Die Thiopeptide wechselwirken hier kooperativ mit dem L11-Protein und mit der 23 S

rRNA. Mit dieser Eigenschaft stellen sie eine Besonderheit unter den antibakteriellen

Hemmstoffen dar. Bislang sind nur wenige Beispiele von Inhibitoren bekannt, die gleich-

zeitig mit Protein- als auch mit RNA-Komponenten wechselwirken. Die Bindestelle der

GTPase-assoziierten Region des Ribosoms wird bislang von keinem therapeutisch einge-

setzten Antibiotikum ausgenutzt. Ein detaillierteres Verständnis der Bindeeigenschaften

kann daher zur Entwicklung von neuen ribosomalen Wirkstoffen beitragen.

Semisynthetische Modifizierungen des Thiostreptons

Semisynthetische Modifizierungen des Thiopeptid-Grundgerüsts bieten eine hervorra-

gende Möglichkeit, die strukturellen Bindungseigenschaften der Thiopeptide näher zu

untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden stellvertretend semisynthetische Modi-

fizierungen des Thiostreptons 3 untersucht, die auch zum Patent angemeldet werden

konnten. [363] Dabei wurden verschiedene Thiostreptonderivate synthetisiert, die durch

Modifizierungen unterschiedlicher Funktionalitäten des Thiostrepton-Grundgerüsts er-

halten wurden (Abbildung 7.1).

Einerseits wurden abbauende Modifizierungen durchgeführt, die die Seitenkette ver-

kürzten, andererseits wurden dekorierende Modifizierungen bearbeitet, die die Reak-

tivitäten funktioneller Gruppen ausnutzten, um neue Gruppen einzufügen (Michael-

Addition, Acylierung). Durch Reduktion des zentralen Heterozyklus und die Oxidation
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Abb. 7.1. Semisynthetische Modifizierungen des Thiostrepton-Grundgerüsts.

bzw. Epimerisierung des A-Ring-Thiazolins wurde das Gerüst modifiziert. Selektive Hy-

drolyse des Lactons öffnete den B-Ring, so dass dessen Einfluss auf die Struktur zum

ersten Mal untersucht werden konnte.

Die gewonnenen Erkenntnisse über die chemische Reaktivität des Thiostreptons

wurden dann für die Synthese von funktionstragenden Thiostreptonderivaten ge-

nutzt, die teilweise patentiert wurden. [364] Neben den Fluoreszenzfarbstoff-markierten

Thiostrepton-Sonden 74 und 78 wurde die biotinylierte Thiostrepton-Sonde 80 synthe-

tisiert. Die fluoreszenten Thiostrepton-Sonden dienten in Folge einerseits der Quanti-

fizierung von Bindungsaffinitäten der Thiopeptide bzw. der Derivate an die GTPase-

assoziierte Region und zur Untersuchung der Resistenzwirkung verschiedener Mutatio-

nen des L11-Proteins bzw. der 23 S rRNA (Dr. Sascha Baumann). Andererseits waren die

Thiostrepton-Sonden in Fluoreszenzmikroskopie-Untersuchungen zur Aufklärung der

Zielstrukturen des Thiostreptons in Zellen besonders nützlich (Dr. Bernhard Ellinger).
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Hemmung des Ribosoms [116,117,123]

Durch vergleichende Untersuchungen mittels Fluoreszenz-Polarisationsassay wur-

den wichtige Erkenntnisse über die strukturellen Parameter der Bindung an den

Protein/RNA-Komplex erhalten (Dr. Sascha Baumann). Wir konnten so finden, dass

Modifizierungen der Seitenkette nur geringen Einfluss auf die in vitro Bindeeigenschaf-

ten der Derivate haben, so dass sich Modifizierungen dieser Position dazu eignen, die

physikochemischen Eigenschaften der Moleküle zu verbessern. Neben den biochemi-

schen in vitro Untersuchungen wurden die Derivate auf ihre bakterielle Wachstumshem-

mung hin untersucht (Dr. Bernhard Ellinger). Hieraus folgten die Erkenntnisse, dass

beispielsweise Modifizierungen der Seitenkette durch positiv geladene Gruppen sehr

gute antibakterielle Wirksamkeit vermitteln, während die Addition von Thioglucose

scheinbar die Aufnahme des Derivats in die Zellen verhindert.

Darüber hinaus wurden NMR-Strukturen wichtiger Gerüst-Derivate bestimmt und

der Einfluss der verschiedenen Modifizierungen auf die Bindungseigenschaften mittels

Docking-Berechnungen untersucht (Dr. Hendrik Jonker, Dr. Karl Kirschner). Es konnte

gezeigt werden, dass die Gerüst-Modifizierungen teilweise einen deutlichen Einfluss

auf die Bindeeigenschaften der Moleküle ausüben, wobei die beobachteten Strukturver-

änderungen eher moderat waren. Diese Ergebnisse unterstreichen die Wichtigkeit der

A-Ring-Konformation für die hochaffine Bindung der Thiopeptide an den Protein/RNA-

Komplex und die starke Formabhängigkeit der molekularen Erkennung.

Antimalariawirkung des Thiostreptons [365]

Thiostrepton weist Aktivität gegen den Malariaerreger Plasmodium falciparum auf.

Unsere neuartigen semisynthetischen Thiostreptonderivate zeigten Plasmodien-

Wachstumshemmung in niedrigen mikromolaren Konzentrationen und waren bis zu

10 x aktiver als Thiostrepton selbst. Interessanterweise zeigten sich besonders lipophile

Derivate als sehr aktiv, deren antibakterielle Wirksamkeit vergleichsweise gering war.

Phänotypische Untersuchungen legten einen neuartigen Wirkmechanismus in Plasmo-

dien nahe. Fluoreszenzmikroskopische Experimente mit den fluoreszenten Thiostrep-

tonsonden und Kolokalisierung mit Antikörpern legten nahe, dass Thiostrepton im
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Eukaryoten an das Proteasom bindet. In Folge konnte ich die inhibitorischeWirkung der

Thiostreptonderivate auf die Proteaseaktivität des Proteasoms in enzymatischen Assays

mit fluorogenen Substraten spezifisch nachweisen. Interessanterweise wird die Caspa-

seaktivität des Proteasoms um ungefähr eine Größenordnung stärker inhibiert als die

Chymotrypsinaktivität. Damit konnte zum ersten Mal die Zielstruktur der Thiopeptide

in Plasmodien identifiziert und das Antimalaria-Wirkprofil schlüssig erklärt werden.

Biosynthese des Thiostreptons [338]

Erst seit kurzer Zeit wurde klar, dass die Biosynthese der Thiopeptide über die ribo-

somale Synthese eines linearen Vorläuferpeptids verläuft, gefolgt von umfangreichen

post-translationalen Modifikationen. Alle Aminosäurereste des Thiostreptons stammen

daher aus proteinogenen l-Aminosäuren, das einzige Thiazolin im A-Ring des Thiost-

reptons ist jedoch d-konfiguriert. Wir konnten zeigen, dass das α-Proton des Thiazolins

sehr leicht deprotoniert werden und in die d-Konfiguration überführt werden kann, die

für Thiostrepton thermodynamisch bevorzugt ist. Die Umwandlung der Epimere wurde

mittels NMR- und HPLC-Kinetiken charakterisiert. Meine Ergebnisse legen nahe, dass

die Epimerisierung nicht auf Aminosäureebene, sondern am Gerüst erfolgen kann und

keiner «klassischen» Aminosäure-Epimerase bedarf. Bislang wurde keine Epimerase im

Biosynthesecluster des Thiostreptons gefunden.
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8. Experimenteller Teil

8.1. Methoden

8.1.1. Geräte und Verfahren

NMR-Spektroskopie: Die 1H- und 13C-Spektren wurden mit einemMercury 400 (Vari-

an), einem Avance DRX 500 (Bruker) oder einem Inova 600 (Varian) gemessen. Für die 19F-

und 29Si-Spektrenwurde das Inova 600 verwendet. Die Restprotonen der deuterierten Lö-

sungsmittel dienten als interner Standard (CDCl3: δH = 7.26 ppm, δC = 77.2 ppm; CD3OD:

δH = 3.31 ppm, δC = 49.0 ppm; DMSO-d6: δH = 2.50 ppm, δC = 39.5 ppm). Die chemischen

Verschiebungen (δ) sind in parts per million (ppm), und die Kopplungskonstanten in Hz

angegeben. Die Signalmultiplizitäten wurden folgendermaßen bezeichnet: s (Singulett),

d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett), dd (Doppeldublett), m (Multiplett) und br s (breites

Singulett).

Massenspektrometrie: Die LCMS-Spektren wurdenmit einer LCQ Advantage ESIAn-

lage (Finnigan) aufgenommen. Vorsäule: VP 50/21 Nucleodur C18 Gravity 5µm, Haupt-

säule: 125/4 Nucleodur C18 Gravity 3µm bzw. 125/4 Nucleodur C4 Gravity 5µm, (Macherey

& Nagel). Es wurden zwei verschiedene Gradienten mit einer Flussrate von 1mL/min

verwendet. Die Detektion erfolgte über Messung der UV-Absorption bei 210, 254, 280

und 350 nm.

Methode I: H2O / 0.1%HCO2H (A) undMeCN / 0.1%HCO2H (B): 10% B für 1 min; 10%

bis 100% B in 9min; 100% B für 2min.

Methode II: H2O / 0.1% HCO2H (A) undMeOH / 5% THF / 0.1% HCO2H (B): 10% B für

1 min; 10% bis 100% B in 9min; 100% B für 2min.

MALDI-TOF-Spektren wurden mittels einer Voyager DE™Pro Biospectrometry Worksta-

tion der Firma PerSeptive Biosystems aufgenommen. Als Matrix diente 2,5-Dihydroxy-

benzoesäure (DHB).

Hochaufgelöste (HRMS)-Spektren wurden auf einer LTQ Orbitrap (Thermo Scientific) ge-

messen, gekoppelt an ein Accela HPLC-System (HPLC Säule 50/1 Hypersil GOLD 1.9µm).

Als Ionisierungsmethode kam Elektrospray-Ionisierung (ESI) zum Einsatz.
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8.1. Methoden

Schmelzpunktbestimmung: Es wurde eine Schmelzpunktapparatur B-450 der Firma

Büchi verwendet. Die angegebenen Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

Peptidsyntheseroboter: Der verwendete Mikrowellen-Peptidsyntheseroboter Liberty

stammte von der Firma CEM.

Fluoreszenz-Plattenleser: Die biochemischen Proteasominhibitionsassays wurden

auf einem Tecan Infinite M200 Plattenleser durchgeführt. Zum Einsatz kamen 384-well

Mikrotiterplatten (Optiplate 384 T, Black Opaque) der Firma PerkinElmer.

Rotations-Vakuumkonzentrator: Zum Einengen kleiner Flüssigkeitsmengen wurde

ein Rotations-Vakuumkonzentrator (“Speed-Vac”) RVC-2-25 der Firma Christmit Kühlfal-

le CT02-50 und Membran-VakuumpumpeMZ2C der Firma Vacuubrand verwendet.

Thermomixer: Zum temperierten Schütteln von Eppendorfreaktionsgefäßen wurde

ein Thermomixer comfort der Firma Eppendorf eingesetzt.

8.1.2. Chromatographie

Dünnschichtchromatographie: Die Dünnschichtchromatographie wurde auf be-

schichteten Aluminium-Platten der Firma Merck (Kieselgel 60, F254) durchgeführt. Die

Detektion erfolgte mittels UV-Licht (254 bzw. 366 nm) oder durch Anfärben mit KMnO4-

Lösung (1.6 g KMnO4, 10 g K2CO3, 2.5mL 5%-ige NaOH-Lösung, 200mL Wasser) und

nachfolgendem Erhitzen.

Säulenchromatographie: EswurdeKieselgel der FirmaAcros (Partikelgröße 35-70µm)

als stationäre Phase verwendet. In der Regel wurde ein Überdruck von 0.3-0.5 bar ange-

legt.

Analytische HPLC: Es wurde eine HPLC-Anlage der Firma Varian verwendet: Pumpe

ProStar 230, Autosampler ProStar 410, Säulenwechsler Reodyne LabPRO, UV/Vis-Detektor

ProStar 335. Als Trennsäulen kamen zumEinsatz:CC125/4Nucleodur C18Gravity 3µm,EC
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125/4 Nucleodur C18 Isis 3µmund CC 125/4 Nucleodur C4 Gravity 3µm. Die Lösungsmittel

wurden als „HPLC gradient grade” von Fischer Scientific oder Acros bezogen.

Methode A: C4-Säule, CH3CN/H2O-Gradient: 10% CH3CN für 1min; 10% bis 70%

CH3CN in 16min; 100% CH3CN für 2min.

Methode B: C4-Säule, CH3CN/H2O-Gradient: 10% CH3CN für 1min; 10% bis 95%

CH3CN in 10min; 95% CH3CN für 3min. Konstant 5% Laufmittel C: 2% TFA in H2O.

Präparative HPLC: Die präparative HPLC-Anlage war ebenfalls von der FirmaVarian,

bestehend aus Pumpe ProStar 215, UV/Vis-Detektor ProStar 340 und Fraktionssammler

ProStar 701. Als Trennsäulen kamen zum Einsatz: VP 250/21 Nucleodur C18 Gravity 5µm,

VP 250/16Nucleodur C18 Gravity 5µm,VP 250/21Nucleodur C4 Gravity 5µmundVP 250/16

Nucleodur C4 Gravity 5µm. Die Lösungsmittel wurden als „HPLC gradient grade” von

Fischer Scientific oder Acros bezogen.

8.1.3. Reagenzien, Lösungsmittel, Harze

Alle Reagenzien und Lösungsmittel wurden von den FirmenABCR,Acros, Biosolve, Fluka,

Iris Biotech, Novabiochem oder Sigma-Aldrich erhalten und ohne weitere Aufreinigung

eingesetzt. Wasserfreies Dichlormethan wurde durch Destillation über Calciumhydrid

erhalten.

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Thiostrepton stammte von Calbiotech bzw.

Fermentek.

Polystyrolharz: Es wurde 2-Chlortritylchloridpolystyrolharz (Copolymer 1% DVB,

50–100 mesh, 1.55mmol/g) der Firma Iris Biotech für die Peptidsynthesen verwendet.

8.1.4. Biochemische Materialien

Für die biochemischen Arbeiten wurden humane 20 S Proteasom-Präparationen (aus

Erythrocyten) der Firma Biomol verwendet. Weiterhin kamen die fluorogenen Substrate

Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (Biomol), Ac-Nle-Pro-Nle-Asp-AMC (Bachem) und Boc-Leu-

Arg-Arg-AMC (Biomol) zum Einsatz. Die Proteasominhibitoren Epoxomicin und MG132
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8.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften

wurden von Calbiochem bzw. Sigma-Aldrich bezogen. Hochreines Wasser wurde mittels

einer milliQ Advantage (Millipore) Anlage bereitgestellt.

8.1.5. Pufferlösungen

Reaktionspuffer des Proteasomassays: 20mm Tris-HCl, 1mm EDTA, pH7.5

NMR-Titrationspuffer: 50mm Na2CO3 in D2O, pH 12.0

Löslichkeitspuffer: 50mm Natriumphosphat, pH7.0

Michael-Additionspuffer: 50mm Natriumphosphat, pH9.0

8.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften

Sulfa-Michael -Addition (AV1): Der Michael-Akzeptor wurde in TFE gelöst (15mm)

und mit Natriumphosphat-Puffer (50mm, pH9) im Verhältnis 2:1 (TFE/Puffer) versetzt.

Nach Einrichten einer Ar-Schutzgasatmosphäre wurden 1.2 Äquiv. des entsprechenden

Thiols bei RT hinzugegeben, gefolgt von 5.0 Äquiv. Et3N. Die Reaktionsmischung wurde

bis zum vollständigen Umsatz bei RT gerührt (2–48 h).

Thiazolinoxidation (AV2): Die zu oxidierendeVerbindungwurde inwasserfreiemTHF

gelöst (15mm) und bei 0 ◦C langsam mit 2.0 Äquiv. CBrCl3 und 1.1 Äquiv. DBU versetzt.

Nach 1 h wurde das Kühlbad entfernt und die Reaktion bei RT bis zum vollständigen

Umsatz gerührt (2–3 h).

Dehydropiperidinreduktion (AV3): Die zu reduzierende Verbindung wurde in was-

serfreiem THF gelöst (15mm) und bei -15 ◦C langsam mit 1.1 Äquiv. NaBH3CN versetzt.

Nach 1 h wurde das Kühlbad entfernt und die Reaktion bei RT bis zum vollständigen

Umsatz gerührt (10–20 h).

Beladung der ersten Aminosäure am 2-Chlortritylharz (AV4): Die Fmoc-geschützte,

getrocknete Aminosäure (1.8Äquiv.) wurde in wasserfreiem Dichlormethan (0.19m) un-

ter Zugabe von DIPEA (4.0Äquiv.) gelöst, und zu dem vorgequollenen Harz (1.0Äquiv.)
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im Festphasenreaktor mit Fritte gegeben. Nach 2 h Schütteln bei RT wurde das Harz 3x

mit (DCM/MeOH/DIPEA 17:2:1), 3x DMF und 3x DCM gewaschen (jeweils ca. 20mL)

und im Hochvakuum getrocknet.

Fmoc-Beladungsbestimmung des Harzes (AV5): Eine kleine Menge des zu bestim-

menden Harzes (2–3mg) wurde in einen 10mL-Messkolben eingewogen, mit Piperidin /

DMF (4:1, 10mL) versetzt, und für 30min geschüttelt. Aus dem Überstand wurden 3mL

entnommen, in eine UV-Küvette überführt, und die Extinktion bei 301 nm bestimmt. Als

Referenz diente die Piperidin / DMF -Lösung ohne Harz. Aus dem Lambert-Beerschen

Gesetz (8.1) (E = Extinktion, c = Konzentration [mmol/ml], d = Schichtdicke [cm], ǫ301 =

7800 [ml/mmol*cm]) folgt die Beladung B des Harzes aus der Formel (8.2) (B = Harzbe-

ladung [mmol/g], m =Masse des Harzes [mg], V = Volumen [mL]).

E = ǫ ∗ c ∗ d (8.1)

B =
c ∗V ∗ 1000

m
=

E

m
∗ 1.282 (8.2)

Automatisierte Peptidsynthese (AV6): In der automatisierten Peptidsynthese mittels

Mikrowellen-Peptidsyntheseroboter (Liberty, CEM) wurden folgende Lösungen verwen-

det:

Fmoc-Aminosäure: 0.2m in DMF

Aktivator: 0.5m HBTU in DMF

Base: 2.0m DIPEA in NMP

Fmoc-Entschützung: 20% Piperidin in DMF

Lösungsmittel: DMF

Es wurden die Standard-Geräteparameter für die Peptidsynthese verwendet. Nachfol-

gend ist eine Übersicht über die wichtigsten Parameter der einzelnen Schritte für eine

typische Harzmenge von 0.5mmol aufgeführt. Alle Kupplungenwurden standardmäßig

als Einfachkupplungen durchgeführt, und die Peptide per Hand vom Harz abgespalten.
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8.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften

Kupplung: 5.0Äquiv. Fmoc-Aminosäure, 5.0Äquiv. Aktivator, 5.0Äquiv. Base,

25W Leistung (initial), max. 75 ◦C, 300 s.

Cys-Kupplung: 120 s ohne Mikrowelle, 240 s bei 25W Leistung (initial), max. 50 ◦C.

Fmoc-Abspaltung: 1) 35W Leistung, max. 75 ◦C, 30 s.

2) 35W Leistung, max. 75 ◦C, 180 s.

Testabspaltung (AV7): Einige Harzkügelchen wurden mit 0.5mL TFA (bzw. 0.5mL

TFA/TES/H2O 98:1:1) versetzt und für 15min bei RT geschüttelt. Der Überstand wurde

abgenommen, in ein Eppendorfreaktionsgefäß überführt und im Luftstrom eingetrock-

net. Der Rückstand wurde in Acetonitril aufgenommen, die Lösung filtriert und mittels

LCMS analysiert.
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8. Experimenteller Teil

8.3. Thiostreptonderivate

Ausgehend von der Grundstruktur des Thiostreptons 3 (Abbildung 8.1) werden im Fol-

genden die semisynthetischen Synthesen der Thiostreptonderivate beschrieben. Die Be-

zeichnungen der verschiedenen Reste innerhalb der Thiostreptonstruktur, die v.a. in den

NMR-Zuordnungen Verwendungen finden, sind in der nachfolgenden Abbildung ange-

geben.
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Abb. 8.1. Struktur des Thiostreptons 3 als Ausgangspunkt der semisynthetischen Modifikationen.
Die verwendete Bezeichnung der Aminosäurereste und die Nummerierung der Atome
ist angegeben. But: Dehydrobutyrin; Cys: Cystein (Thiazolin); Deala: Dehydroalanin;
Pip: Dehydropiperidin; Q: Chinaldinsäure; Thr: Threonin; Thstn: Thiostreptin.
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8.3. Thiostreptonderivate

8.3.1. Verkürzungsreaktionen

Verkürzungsreaktion ausgehend von Thiostrepton 3
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Thiostrepton 3 (1.0 g, 0.601mmol) wurde unter Rühren in CHCl3 (50mL) gelöst und

tropfenweise mit HNEt2 (5mL) bei 0 ◦C versetzt. Nach 10min wurde die Reaktion bei

RT für 3 hweitergerührt. Nach Entfernen des Lösungsmittels und Kieselgelchromatogra-

phie (2–5% MeOH in CHCl3) wurden 671mg (0.420mmol, 70%) des einfach verkürzten

Thiostreptons 23 als farbloser Feststoff und 138mg (0.090mmol, 15%) des zweifach ver-

kürzten Thiostreptons 27 (Analytik vide infra) als farbloser Feststoff erhalten.

Analytik des einfach verkürzten Thiostreptons (23)

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.39 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 8.07min; für [C69H82N18O17S5+H+] ber.: 1595.5, gef.:

1595.4.

HPLC: Methode A: tR = 14.1min.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.12 (s, 1H, Thz4-5), 8.10 (s, 1H, Thz2-5), 8.00

(s, 1H, Thz1-5), 7.40 (s, 1H, Thz3-5), 7.14 (s, 1H, Q-3), 6.73 (d, J = 10.1 Hz, 1H, Q-5),

6.46 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Deala2-3), 6.25 – 6.15 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (q, J = 7.1
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Hz, 1H, But-3), 5.67 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Deala1-3), 5.61 – 5.59 (m, 1H, Thr2-2), 5.57

(s, 1H, Thstn2), 5.48 (d, J = 1.6 Hz, 1H, Deala2-3’), 5.18 (s, 1H, Deala1-3’), 5.16 –

5.12 (m, 2H, Q-11/Pip-6), 4.81 (dd, J = 12.9, 8.9 Hz, 1H, Cys-4), 4.60 – 4.52 (m, 1H,

Ala2-2), 4.28 – 4.23 (m, 2H, Thr1-2/Q-8), 3.93 – 3.86 (m, 1H, Pip-4), 3.68 – 3.60 (m,

2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.51 – 3.43 (m, 2H, Cys-5/Q-7), 3.36 – 3.25 (m, 1H, Pip-3), 3.00

(dd, J = 13.0, 11.4 Hz, 1H, Cys-5’), 2.80 (d, J = 4.3 Hz, 1H, Ile-2), 2.78 – 2.71 (m, 1H,

Pip-3’), 2.13 (t, J = 12.9 Hz, 1H, Pip-4’), 1.79 – 1.71 (m, 1H, Ile-3), 1.55 (d, J = 6.6

Hz, 3H, Thr2-Me), 1.45 (d, J = 7.1 Hz, 3H, But-Me), 1.42 – 1.37 (m, 1H, Thr1-3), 1.26

(d, J = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.21 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.13 (d, J = 6.4 Hz,

4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.03 – 0.97 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn3-Me), 0.95 – 0.86 (m, 1H,

Ile-4’), 0.83 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.72 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.65 (d, J

= 6.2 Hz, 3H, Thr1-Me).

13C-NMR: 125.7MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 173.2, 171.9, 170.0, 169.6, 168.6, 168.2, 166.2,

165.4, 162.8, 162.1, 161.9, 161.7, 160.6, 159.5, 157.1, 154.4, 153.3, 149.9, 146.2, 143.4,

133.1, 132.6, 131.0, 129.9, 128.3, 127.4, 127.1, 125.4, 124.9, 123.0, 122.1, 118.1, 103.7,

102.9, 78.8, 71.9, 67.5, 67.1, 66.3, 65.5, 64.3, 64.0, 59.0, 57.4, 55.7, 55.6, 52.9, 51.8, 51.7,

38.3, 34.7, 24.4, 22.5, 18.8, 18.7, 18.6, 17.8, 15.8, 15.5, 15.3, 11.3.

HRMS (ESI): für [C69H82N18O17S5+H+] ber.: 1595.478, gef.: 1595.482.

Verkürzungsreaktion ausgehend von einfach verkürztem Thi ostrepton 23
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8.3. Thiostreptonderivate

Einfach verkürztes Thiostrepton 23 (100mg, 0.063mmol)wurdeunter Rühren inCHCl3

(4.5mL) gelöst und tropfenweise mit HNEt2 (0.5mL) bei 0 ◦C versetzt. Nach 10min wur-

de die Reaktion bei RT weitergerührt. Nach 29 h wurde nochmals HNEt2 (0.5mL) hin-

zugegeben, und die Reaktionsmischung für weitere 27 h gerührt. Nach Entfernen des

Lösungsmittels und Kieselgelchromatographie (2–5% MeOH in CHCl3) wurden 46mg

(0.030mmol, 48%) des zweifach verkürzten Thiostreptons 27 als farbloser Feststoff erhal-

ten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.28 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 7.86min; für [C66H79N17O16S5+H+] ber.: 1526.46, gef.:

1526.46.

HPLC: Methode A: tR = 13.5min.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.12 (s, 1H, Thz4-5), 8.09 (s, 1H, Thz2-5), 8.01

(s, 1H, Thz1-5), 7.40 (s, 1H, Thz3-5), 7.14 (s, 1H, Q-3), 6.72 (d, J = 10.2 Hz, 1H,

Q-5), 6.29 – 6.13 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (q, J = 6.9 Hz, 1H, But-3), 5.67 (d, J =

2.2 Hz, 1H, Deala1-3), 5.60 (s, 1H, Thr2-2), 5.58 (s, 1H, Thstn-2), 5.22 – 5.10 (m, 3H,

Deala1-3’/Pip-6/Q-11), 4.81 (dd, J = 12.9, 8.8 Hz, 1H, Cys-4), 4.56 (q, J = 6.6 Hz, 1H,

Ala2-2), 4.31 – 4.19 (m, 2H, Thr1-2/Q-8), 3.90 (dd, J = 13.0, 6.0 Hz, 1H, Pip-4), 3.68

– 3.62 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.48 – 3.43 (m, 2H, Cys-5/Q-7), 3.24 – 3.20 (m, 1H,

Pip-3), 3.00 (dd, J = 13.0 Hz, 11.4, 1H, Cys-5’), 2.81 (d, J = 4.3 Hz, 1H, Ile-2), 2.78 –

2.68 (m, 1H, Pip-3’), 2.19 – 2.09 (m, 1H, Pip-4’), 1.80 – 1.71 (m, 1H, Ile-3), 1.55 (d, J =

6.6 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.45 (d, J = 7.1 Hz, 3H, But-Me), 1.42 – 1.39 (m, 1H, Thr1-3),

1.26 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.22 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.13 (d, J = 6.4

Hz, 4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.03 – 0.97 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn3-Me), 0.95 – 0.88 (m,

1H, Ile-4’), 0.84 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.72 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.64

(d, J = 6.2 Hz, 3H, Thr1-Me).

13C-NMR: 125.7MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 173.6, 173.2, 171.9, 170.1, 169.6, 168.8, 168.2,

165.4, 163.4, 162.8, 162.1, 162.0, 161.8, 161.6, 160.6, 157.0, 154.4, 153.4, 149.9, 149.6,
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149.5, 146.2, 143.4, 132.6, 132.1, 130.0, 128.3, 127.6, 127.1, 125.4, 124.8, 123.0, 122.2,

118.1, 103.0, 78.8, 71.9, 67.5, 67.2, 66.3, 65.3, 64.3, 64.0, 57.4, 55.7, 55.6, 52.9, 51.8, 49.3,

49.0, 34.7, 24.2, 22.5, 18.9, 18.8, 18.7, 18.0, 15.8, 15.5, 15.2, 11.3.

HRMS (ESI): für [C66H79N17O16S5+H+] ber.: 1526.457, gef.: 1526.461.

8.3.2. Sulfa -Michael-Additionen an einfach verkürztes

Thiostrepton 23

Einfach verkürztes Thiostrepton + 1-Butanthiol (29)
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Einfachverkürztes Thiostrepton 23 (50mg, 0.031mmol)wurdemit 1-Butanthiol (4.4µL,

0.041mmol, 1.3Äquiv.) nachAV1 zum entsprechendenMichael-Addukt umgesetzt. Nach

Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels präparativer HPLC (C4 Säu-

le, CH3CN/H2O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Michael-

Addukt 29 (22mg, 0.013mmol, 42%) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.42 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 8.77/8.99min; für [C73H92N18O17S6+H+] ber.: 1685.5, gef.:

1685.2
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1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.12 (s, 1H, Thz4-5), 8.08 (s, 2H, Thz2-5), 8.01

(s, 1H, Thz1-5), 7.41 (s, 1H, Thz3-5), 7.15 (s, 1H, Q-3), 6.74 (d, J = 10.0 Hz, 1H, Q-5),

6.23 (dd, J = 10.2, 5.2 Hz, 1H, Q-6), 6.18 (d, J = 5.8 Hz, 1H, Thr2-3), 6.07 (q, J = 6.7

Hz, 1H, But-3), 5.68 (s, 1H, Deala1-3), 5.63 – 5.54 (m, 2H, Thr2-2/ Thstn2), 5.22 –

5.10 (m, 3H, Q-11/Pip-6/Deala1-3’), 4.82 (dd, J = 12.2, 9.6 Hz, 1H, Cys-4), 4.62 – 4.51

(m, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 4.30 – 4.20 (m, 2H, Thr1-2/Q-8), 3.65 (d, J = 6.3 Hz, 2H,

Ala1-2/Thstn-4), 3.53 – 3.43 (m, 2H, Cys-5/Q-7), 3.01 (t, J = 12.3 Hz, 1H, Cys-5’), 2.91

– 2.85 (m, 2H, beta-Cys), 2.82 (s, 1H, Ile-2), 2.47 (t, J = 7.5 Hz, 2H, 1-H2), 2.13 (d, J =

13.0 Hz, 1H, Pip-4’), 1.77 (br s, 1H, Ile-3), 1.56 (d, J = 6.3 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.50 –

1.38 (m, 6H, But-Me/Thr1-3/2-H2), 1.31 – 1.19 (m, 9H, Ala2-Me/Q-11-Me/Ile-4/3-H2),

1.13 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Thstn-5), 1.05 – 0.96 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn3-Me), 0.96 – 0.89

(m, 1H, Ile-4’), 0.84 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.78 – 0.70 (m, 6H, Ile-4-Me/4-H3),

0.65 (d, J = 5.5 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C73H92N18O17S6+H+] ber.: 1685.528, gef.: 1685.529.

Einfach verkürztes Thiostrepton + 1-Hexadecanthiol (31)
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Einfach verkürztes Thiostrepton 23 (60mg, 0.038mmol) wurde mit 1-Hexadecanthiol

(15µL, 0.049mmol, 1.3Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umge-

setzt. Nach Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels präparativer HPLC
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(C4 Säule, CH3CN/H2O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Mi-

chael-Addukt 31 (14mg, 0.008mmol, 20%) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.48 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 10.53min; für [C85H116N18O17S6+H+] ber.: 1853.72, gef.:

1853.28.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.09 (s, 1H, Thz4-5), 8.05 (s, 1H, Thz2-5), 7.99

(s, 1H, Thz1-5), 7.38 (s, 1H, Thz3-5), 7.12 (s, 1H, Q-3), 6.70 (d, J = 10.2 Hz, 1H, Q-5),

6.21 (dd, J = 9.3, 5.5 Hz, 1H, Q-6), 6.15 (d, J = 6.9 Hz, 1H, Thr2-3), 6.03 (d, J = 7.1 Hz,

1H, But-3), 5.65 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Deala1-3), 5.60 – 5.53 (m, 2H, Thr2-2/ Thstn2),

5.18 – 5.09 (m, 3H, Q-11/Pip-6/Deala1-3’), 4.79 (dd, J = 12.8, 9.1 Hz, 1H, Cys-4), 4.58

– 4.51 (m, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 4.22 (dd, J = 7.5, 3.5 Hz, 1H, Thr1-2), 4.19 (s, 1H,

Q-8), 3.88 (dd, J = 13.5, 5.9 Hz, 1H, Pip-4), 3.62 (q, J = 6.2 Hz, 2H, Ala1-2/Thstn-4),

3.47 – 3.40 (m, 2H, Cys-5/Q-7), 3.23 (d, J = 17.2 Hz, 1H, Pip-3), 2.98 (dd, J = 12.8,

11.7 Hz, 1H, Cys-5’), 2.86 – 2.81 (m, 2H, beta-Cys), 2.78 (d, J = 4.3 Hz, 1H, Ile-2),

2.75 – 2.71 (m, 1H, Pip-3’), 2.45 – 2.38 (m, 2H, 1-H2), 2.17 – 2.06 (m, 1H, Pip-4’),

1.80 – 1.70 (m, 1H, Ile-3), 1.53 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.41 (d, J = 7.1 Hz, 4H,

But-Me/Thr1-3), 1.39 – 1.35 (m, 2H, 2-H2), 1.24 (d, J = 6.3 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.19

(d, J = 6.7 Hz, 3H, Q-11-Me/Ile-4), 1.17 – 1.13 (m, 2H, 3-H2), 1.10 (d, J = 6.4 Hz, 3H,

Thstn-4-Me), 1.04 (s, 24H, 4-H2, 5-H2, 6-H2, 7-H2, 8-H2, 9-H2, 10-H2, 11-H2, 12-H2,

13-H2, 14-H2, 15-H2), 0.99 – 0.94 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn3-Me), 0.93 – 0.84 (m, 1H,

Ile-4’), 0.82 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.71 – 0.63 (m, 6H, Ile-4-Me/16-H3), 0.60 (d,

J = 6.1 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C85H116N18O17S6+H+] ber.: 1853.716, gef.: 1853.716.
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Einfach verkürztes Thiostrepton + Glc-SH (32)
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Einfach verkürztes Thiostrepton 23 (50mg, 0.031mmol) wurde mit dem Natriumsalz

der 1-Thio-β-d-Glukose (8.2mg, 0.038mmol, 1.2Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden

Michael-Addukt umgesetzt. Nach Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mit-

tels präparativer HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) wurde nach Lyophilisieren der entspre-

chenden Fraktionen Michael-Addukt 32 (31mg, 0.017mmol, 56%) als farbloser Feststoff

erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.48 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 7.81min; für [C75H94N18O22S6+H+] ber.: 1791.52, gef.:

1792.31.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.13 (s, 1H, Thz4-5), 8.09 (s, 1H, Thz2-5), 8.02

(s, 1H, Thz1-5), 7.41 (s, 1H, Thz3-5), 7.16 (s, 1H, Q-3), 6.74 (d, J = 10.1 Hz, 1H, Q-5),

6.27 – 6.15 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.07 (q, J = 7.0 Hz, 1H, But-3), 5.69 (s, 1H, Deala1-3),

5.64 – 5.56 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.22 – 5.12 (m, 3H, Deala1-3’/Pip-6/Q-11), 4.83

(dd, J = 12.9, 8.9 Hz, 1H, Cys-4), 4.78 – 4.72 (m, 1H, alpha-Cys), 4.61 – 4.53 (m, 1H,

Ala2-2), 4.37 (d, J = 9.7 Hz, 1H, Glc-1), 4.29 – 4.22 (m, 2H, Thr1-2/Q-8), 3.82 – 3.72

(m, 1H, Glc-6), 3.67 – 3.62 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.58 – 3.51 (m, 2H, Glc-4/Glc-6’),
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3.50 – 3.44 (m, 2H, Cys-5/Q-7), 3.31 – 3.20 (m, 4H, Pip-3/Glc-2/Glc-3/Glc-5), 3.09 –

2.86 (m, 3H, Cys5’/beta-Cys), 2.82 (d, J = 4.1 Hz, 1H, Ile-2), 2.13 (d, J = 13.4 Hz, 1H,

Pip-4’), 1.83 – 1.72 (m, 1H, Ile-3), 1.57 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.46 (d, J = 7.0

Hz, 3H, But-Me), 1.44 – 1.41 (m, 1H, Thr1-3), 1.28 (m, 3H, Ala2-Me), 1.23 (d, J =

6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.14 (d, J = 6.4 Hz, 4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.05 – 0.98 (m, 6H,

Ala1-Me/Thstn3-Me), 0.96 – 0.89 (m, 1H, Ile-4’), 0.85 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me),

0.73 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.66 (d, J = 6.1 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C75H94N18O22S6+H+] ber.: 1791.519, gef.: 1791.520.

Einfach verkürztes Thiostrepton + NAcCysOMe (28)
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Einfach verkürztes Thiostrepton 23 (17mg, 0.011mmol) wurde mit N-Acetyl-Cystein-

methylester (3.8mg, 0.021, 2.0Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt

umgesetzt. Nach Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels präparativer

HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktio-

nen Michael-Addukt 28 (6mg, 0.003mmol, 32%) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.48 (CHCl3/MeOH 9:1).
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LCMS (ESI): Methode I: tR = 8.02min; für [C75H93N19O20S6+H+] ber.: 1772.5, gef.:

1772.5.

HPLC: Methode A: tR = 12.5min.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD4:1; δ= 8.08 (s, 1H, Thz4-5), 8.04 (s, 1H, Thz2-5), 7.98 (s,

1H, Thz1-5), 7.38 (s, 1H, Thz3-5), 7.11 (s, 1H, Q-3), 6.69 (d, J = 10.0 Hz, 1H, Q-5), 6.23

– 6.11 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.03 (q, J = 7.5 Hz, 1H, But-3), 5.64 (s, 1H, Deala1-3), 5.59

– 5.53 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.15 (s, 1H, Deala1-3’), 5.14 – 5.08 (m, 2H, Pip-6/Q-11),

4.79 (dd, J = 12.3, 9.1 Hz, 1H, Cys-4), 4.59 (q, J = 6.5 Hz, 1H, alpha-Cys), 4.56 –

4.50 (m, 2H, alpha-Cys’/Ala2-2), 4.24 – 4.18 (m, 2H, Thr1-2/Q-8), 3.91 – 3.83 (m, 1H,

Pip-4), 3.65 – 3.58 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.55 (s, 3H, -OMe), 3.47 – 3.39 (m, 2H,

Cys-5/Q-7), 3.27 – 3.18 (m, 1H, Pip-3), 3.02 – 2.94 (m, 1H, Cys-5’), 2.93 – 2.80 (m, 4H,

beta-Cys), 2.77 (d, J = 4.3 Hz, 2H, Ile-2/Pip-3’), 2.17 – 2.06 (m, 1H, Pip-4’), 1.84 (s, 3H,

Ac), 1.76 – 1.70 (m, 1H, Ile-3), 1.52 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.41 (d, J = 7.1 Hz,

4H, But-Me/Thr1-3), 1.26 – 1.20 (m, 3H, Ala2-Me), 1.18 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me),

1.10 (d, J = 6.3 Hz, 4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 0.99 – 0.94 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn3-Me),

0.92 – 0.84 (m, 1H, Ile-4’), 0.81 (d, J = 7.0 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.68 (t, J = 7.3 Hz, 3H,

Ile-4-Me), 0.60 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C75H93N19O20S6+H+] ber.: 1772.524, gef.: 1772.525.
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Einfach verkürztes Thiostrepton + NAcCysOH (33)
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Einfach verkürztes Thiostrepton 23 (50mg, 0.031mmol) wurde mit N-Acetyl-Cystein-

methylester (7.7mg, 0.047mmol, 1.5Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-

Addukt umgesetzt. Nach Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels prä-

parativer HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O)wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden

FraktionenMichael-Addukt 33 (23mg, 0.013mmol, 42%) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.48 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 8.35min; für [C74H91N19O20S6+H+] ber.: 1758.5, gef.:

1758.1.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.12 (s, 1H, Thz4-5), 8.08 (s, 1H, Thz2-5), 8.01

(s, 1H, Thz1-5), 7.41 (s, 1H, Thz3-5), 7.15 (s, 1H, Q-3), 6.73 (d, J = 10.2 Hz, 1H, Q-5),

6.28 – 6.15 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (q, J = 7.1 Hz, 1H, But-3), 5.68 (d, J = 1.8 Hz, 1H,

Deala1-3), 5.64 – 5.55 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.18 (s, 1H, Deala1-3’), 5.17 – 5.13 (m,

2H, Pip-6/Q-11), 4.82 (dd, J = 13.0, 9.0 Hz, 1H, Cys-4), 4.70 – 4.61 (m, 1H, alpha-Cys),

4.61 – 4.52 (m, 2H, alpha-Cys’/Ala2-2), 4.29 – 4.22 (m, 2H, Thr1-2/Q-8), 3.92 – 3.86

(m, 1H, Pip-4), 3.68 – 3.61 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.52 – 3.44 (m, 2H, Cys-5/Q-7),
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3.05 – 3.00 (m, 2H, beta-Cys), 2.93 – 2.83 (m, 3H, beta-Cys’/Cys-5’), 2.81 (d, J = 4.2

Hz, 2H, Ile-2/Pip-3’), 2.16 – 2.09 (m, 1H, Pip-4’), 1.89 (s, 3H, Ac), 1.81 – 1.72 (m, 1H,

Ile-3), 1.56 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.45 (d, J = 7.1 Hz, 3H, But-Me), 1.43 – 1.39

(m, 1H, Thr1-3), 1.31 – 1.25 (m, 3H, Ala2-Me), 1.23 (d, J = 5.9 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.14

(d, J = 6.4 Hz, 4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.03 – 0.97 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn3-Me), 0.92

(m, 1H, Ile-4’), 0.85 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.72 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me),

0.65 (d, J = 6.1 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C74H91N19O20S6+H+] ber.: 1758.508, gef.: 1758.509.

Einfach verkürztes Thiostrepton + 2-(Dimethylamino)ethan thiol (34)
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Einfach verkürztes Thiostrepton 23 (50mg, 0.031mmol) wurde mit 2-(Dimethyl-

amino)ethanthiol (5.3mg, 0.038mmol, 1.2Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Mi-

chael-Addukt umgesetzt. Nach Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels

präparativer HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) wurde nach Lyophilisieren der entspre-

chenden Fraktionen Michael-Addukt 34 (14mg, 0.008mmol, 26%) als farbloser Feststoff

erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.48 (CHCl3/MeOH 9:1).
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LCMS (ESI): Methode I: tR = 7.00min; für [C73H93N19O17S6+H+] ber.: 1700.5, gef.:

1700.3.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD4:1; δ= 8.13 (s, 1H, Thz4-5), 8.08 (s, 1H, Thz2-5), 8.02 (s,

1H, Thz1-5), 7.42 (s, 1H, Thz3-5), 7.16 (s, 1H, Q-3), 6.74 (d, J = 10.2 Hz, 1H, Q-5), 6.28

– 6.16 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.07 (q, J = 7.1 Hz, 1H, But-3), 5.69 (s, 1H, Deala1-3), 5.65

– 5.57 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.19 (s, 1H, Deala1-3’), 5.18 – 5.13 (m, 2H, Pip-6/Q-11),

4.83 (dd, J = 13.0 Hz, 8.9, 1H, Cys-4), 4.68 (t, J = 6.6 Hz, 1H, alpha-Cys), 4.61 – 4.52

(m, 1H, Ala2-2), 4.30 – 4.22 (m, 2H, Thr1-2/Q-8), 3.67 – 3.61 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4),

3.47 (s, 2H, Cys-5/Q-7), 3.27 (d, J = 17.2 Hz, 1H, Pip-3), 3.06 – 2.98 (m, 1H, Cys-5’),

2.98 – 2.91 (m, 1H, beta-Cys), 2.88 – 2.79 (m, 4H, beta-Cys/Ile-2/1-H2), 2.76 (d, J =

4.6 Hz, 3H, Pip-3’/2-H2), 2.42 (d, J = 5.5 Hz, 6H, NMe), 2.21 – 2.08 (m, 1H, Pip4’),

1.82 – 1.73 (m, 1H, Ile-3), 1.57 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.46 (d, J = 7.1 Hz, 3H,

But-Me), 1.43 – 1.40 (m, 1H, Thr1-3), 1.31 – 1.26 (m, 3H, Ala2-Me), 1.23 (d, J = 6.6

Hz, 3H, Q-11-Me), 1.14 (d, J = 6.4 Hz, 4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.04 – 1.01 (m, 6H,

Ala1-Me/Thstn3-Me), 0.98 – 0.89 (m, 1H, Ile-4’), 0.85 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me),

0.73 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.65 (d, J = 6.2 Hz, 3H, Thr1-Me).

13C-NMR: 125.7MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 173.4, 173.2, 172.2, 171.9, 170.1, 169.6, 168.8,

168.7, 168.5, 166.3, 165.4, 162.8, 162.1, 162.0, 161.9, 161.7, 161.6, 161.2, 161.1, 160.6,

157.1, 154.4, 153.4, 145.0, 149.9, 149.2, 146.2, 143.4, 132.6, 132.1, 130.0, 128.3, 127.1,

123.1, 117.3, 115.0, 103.0, 78.8, 71.9, 67.6, 67.3, 66.3, 65.4, 64.4, 64.0, 58.9, 57.4, 56.7,

55.7, 55.6, 55.5, 52.9, 51.8, 51.5, 51.5, 49.3, 42.4, 38.3, 34.9, 34.7, 29.0, 25.6, 24.2, 22.5,

18.9, 18.8, 18.7, 18.1, 15.8, 15.5, 15.2, 11.3.

HRMS (ESI): für [C73H93N19O17S6+H+] ber.: 1700.539, gef.: 1700.541.

240



8.3. Thiostreptonderivate

Einfach verkürztes Thiostrepton + 1-Octanthiol (30a/b)
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Einfach verkürztes Thiostrepton 23 (108mg, 0.068mmol) wurde mit 1-Octanthiol

(17µL, 0.101mmol, 1.5Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umge-

setzt. Nach Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels präparativer HPLC

(C4 Säule, CH3CN/H2O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen ein

IsomerengemischdesMichael-Addukts 30 (25mg, 0.014mmol, 21%) als farbloser Feststoff

erhalten. Nach wiederholter HPLC-Reinigung konnten jeweils 6% der beiden Isomere

isoliert werden (30 a/b).

Isomer 30a:

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.48 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 10.49min; für [C77H101N18O17S6+H+] ber.: 1741.6, gef.:

1741.1.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.12 (s, 1H, Thz4-5), 8.08 (s, 1H, Thz2-5), 8.02

(s, 1H, Thz1-5), 7.41 (s, 1H, Thz3-5), 7.15 (s, 1H, Q-3), 6.73 (d, J = 10.1 Hz, 1H,

Q-5), 6.27 – 6.15 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (q, J = 7.0 Hz, 1H, But-3), 5.68 (d, J =

2.0 Hz, 1H, Deala1-3), 5.61 – 5.57 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.19 (s, 1H, Deala1-3’),
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8. Experimenteller Teil

5.17 – 5.13 (m, 2H, Pip-6/Q-11), 4.82 (dd, J = 12.0, 8.5 Hz, 1H, Cys-4), 4.61 – 4.54

(m, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 4.26 (dd, J = 7.5, 3.9 Hz, 1H, Thr1-2), 4.24 – 4.21 (m, 1H,

Q-8), 3.94 – 3.87 (m, 1H, Pip-4), 3.68 – 3.59 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.49 – 3.43 (m,

2H, Cys-5/Q-7), 3.36 – 3.33 (m, 1H, Pip-3), 3.04 – 2.98 (m, 1H, Cys-5’), 2.87 (d, J =

6.9 Hz, 2H, beta-Cys), 2.85 – 2.79 (m, 1H, Ile-2), 2.79 – 2.71 (m, 1H, Pip-3’), 2.51 –

2.44 (m, 2H, 1-H2), 2.20 – 2.09 (m, 1H, Pip-4’), 1.80 – 1.74 (m, 1H, Ile-3), 1.56 (d, J =

6.7 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.48 – 1.41 (m, 6H, But-Me/Thr1-3/2-H2), 1.31 – 1.25 (m, 5H,

Ala2-Me/3-H2), 1.23 (d, J = 6.7 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.18 – 1.07 (m, 12H, Ile-4/Thstn-4-

Me/4-H2/5-H2/6-H2/7-H2), 1.03 – 0.96 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn3-Me), 0.96 – 0.88 (m,

1H, Ile-4’), 0.85 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.71 (m, 6H, Ile-4-Me/8-H3), 0.64 (d, J

= 6.3 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C77H101N18O17S6+H+] ber.: 1741.591, gef.: 1741.592.

Isomer 30b:

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.48 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 10.96min; für [C77H101N18O17S6+H+] ber.: 1741.6, gef.:

1741.1.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.12 (s, 1H, Thz4-5), 8.08 (s, 1H, Thz2-5), 8.02

(s, 1H, Thz1-5), 7.41 (s, 1H, Thz3-5), 7.15 (s, 1H, Q-3), 6.73 (d, J = 10.1 Hz, 1H, Q-5),

6.27 – 6.16 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (q, J = 7.1 Hz, 1H, But-3), 5.68 (d, J = 2.3 Hz,

1H, Deala1-3), 5.64 – 5.56 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.18 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Deala1-3’),

5.17 – 5.13 (m, J = 6.5 Hz, 2H, Pip-6/Q-11), 4.82 (dd, J = 12.9 Hz, 9.0, 1H, Cys-4),

4.61 – 4.53 (m, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 4.25 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Thr1-2/Q8), 3.94 – 3.88

(m, 1H, Pip-4), 3.68 – 3.61 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.52 – 3.44 (m, 2H, Cys-5/Q-7),

3.26 (dd, J = 18.3, 5.1 Hz, 1H, Pip-3), 3.05 – 2.97 (m, 1H, Cys-5’), 2.87 (d, J = 6.5

Hz, 2H, beta-Cys), 2.81 (d, J = 4.1 Hz, 1H, Ile-2), 2.79 – 2.71 (m, 1H, Pip-3’), 2.52 –

2.40 (m, 2H, 1-H2), 2.19 – 2.09 (m, 1H, Pip-4’), 1.81 – 1.73 (m, 1H, Ile-3), 1.56 (d, J =
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6.5 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.49 – 1.39 (m, 6H, But-Me/Thr1-3/2-H2), 1.27 (d, J = 6.6 Hz,

3H, Ala2-Me), 1.23 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.20 – 1.17 (m, 2H, 3-H2), 1.14 (d,

J = 6.4 Hz, 4H, Ile-4/Thstn-4-Me), 1.11 – 1.06 (m, 8H, 4-H2/5-H2/6-H2/7-H2), 1.04 –

0.98 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn3-Me), 0.97 – 0.88 (m, 1H, Ile-4’), 0.85 (d, J = 6.9 Hz, 3H,

Ile-3-Me), 0.76 – 0.67 (m, 6H, Ile-4-Me/8-H3), 0.65 (d, J = 6.2 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C77H101N18O17S6+H+] ber.: 1741.591, gef.: 1741.592.

N-3-(2-(2-(3-aminopropoxy)ethoxy)ethoxy)propyl- β-(tritylthio)propionamid (72)
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72

Zu einer Lösung von S-Tr-1-Mercaptopropionsäure (697mg, 2.0mmol) und HBTU

(1.52 g, 4.0mmol, 2.0Äquiv.) in DMF (20mL)wurdeDIPEA (349µL, 2.0mmol, 1.0Äquiv.)

bei 0◦C hinzugegeben. Nach 10min wurde die Reaktionsmischung langsam zu ei-

ner Lösung aus 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (4.38mL, 20mmol, 10Äquiv.) in

CH2Cl2 (20mL) getropft und 14 h bei RT gerührt. Nach Entfernen der flüchtigen Bestand-

teile im Vakuum wurde der Überstand in Ethylacetat (100mL) aufgenommen und mit

gesättigter NaHCO3-Lösung (60ml) gewaschen. Die wässrige Phase wurde mit Ethyla-

cetat (3 x 30mL) extrahiert, die vereinigten organischen Extrakte mit gesättigter NaCl-

Lösung gewaschen, mit Na2SO4 getrocknet, filtriert und im Vakuum eingeengt. Nach

Kieselgelchromatographie (CH2Cl2/MeOH95:5) wurdeAmin 72 als farbloses Öl (601mg,

1.09mmol, 54%) erhalten.

DC: R f = 0.28 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 6.98min; für [C32H42N2O4S+H+] ber.: 551.3, gef.: 551.1.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3; δ = 7.41 – 7.37 (m, 6H, Tr), 7.31 – 7.25 (m, 6H, Tr), 7.24

– 7.18 (m, 3H, Tr), 3.73 (t, J = 5.2 Hz, 2H, OCH2CH2CH2NH2), 3.66 – 3.51 (m,

8H, 2x OCH2CH2O), 3.41 (t, J = 5.4 Hz, 2H, NHCH2CH2CH2O), 3.24 – 3.14

(m, 4H, CONHCH2/CH2NH2), 2.44 (t, J = 7.1 Hz, 2H, SCH2), 2.11 (t, J = 7.1
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Hz, 2H, SCH2CH2), 1.93 – 1.85 (m, 2H, OCH2CH2CH2NH2), 1.69 – 1.61 (m, 2H,

NHCH2CH2CH2O).

13C-NMR: 100.6MHz, CDCl3; δ = 172.8 (CONH), 144.8 (Tr), 129.7 (Tr), 128.1 (Tr),

126.9 (Tr), 71.1 (OCH2CH2CH2NH2), 70.4, 69.6, 69.5, 69.3 (2x OCH2CH2O), 68.0

(CONHCH2CH2CH2O), 67.0 (Tr), 41.7 (OCH2CH2CH2NH2), 36.7 (CONHCH2), 35.3

(SCH2CH2), 29.6(CONHCH2CH2), 27.7 (SCH2CH2), 25.8 (OCH2CH2CH2NH2).

HRMS (ESI): für [C32H42N2O4S+H+] ber.: 551.294, gef.: 551.293.

N-(2-oxo-7,10,13-trioxa-3-azahexadecan-16-yl)-3-(tri tylthio)propanamid (162)
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Amin 72 (200mg, 0.363mmol) wurde in Dichlormethan (30mL) gelöst und unter Rüh-

ren mit Et3N (100µL, 0.726mmol, 2 Äqiv.), Essigsäureanhydrid (138µL, 1.452mmol,

4 Äquiv.) gefolgt von Dimethylaminopyridin (13mg, 0.109mmol, 0.3 Äquiv.) versetzt.

Nach vollständigem Reaktionsumsatz (22 h) wurde die Reaktionsmischung mit 5%-iger

Zitronensäure (20 mL) gewaschen, und die wässrige Phase mit Dichlormethan zweifach

extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden mit MgSO4 getrocknet und im

Vakuum eingeengt. Nach Kieselgelchromatographie des Rückstands (5–7%MeOH in Di-

chlormethan) wurde das acetylierte Produkt 162 (119mg, 0.201mmol, 55%) als farbloses

Öl erhalten.

DC: R f = 0.56 (CH2Cl2/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 9.65min; für [C34H44N2O5S1+H+] ber.: 593.3, gef. 592.9.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 7.43 – 7.38 (m, 6H, Tr), 7.30 – 7.26 (m, 4H, Tr),

7.26 – 7.23 (m, 2H, Tr), 7.23 – 7.16 (m, 3H, Tr), 6.30 (s, 1H, NH(CO)CH3), 6.05 (s,

1H, (CO)NHCH2), 3.63 – 3.49 (m, 12H, (CO)NHCH2CH2CH2OCH2CH2OCH2CH2-

OCH2CH2CH2NH(CO)CH3), 3.35 – 3.25 (m, 4H, (CO)NHCH2 / CH2NH(CO)CH3),
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2.47 (t, J = 7.4Hz, 2H, SCH2), 2.08 (t, J = 7.4Hz, 2H, SCH2CH2), 1.92 (s, 3H, Ac-CH3),

1.78 – 1.69 (m, 4H, (CO)NHCH2CH2 / OCH2CH2CH2NH(CO)CH3).

Einfach verkürztes Thiostrepton + PEG-NHAc (35)
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S-Trityl-geschütztes PEG-NHAc 162 (22mg, 0.037mmol, 1.2Äquiv.) wurde in CHCl3

(3mL) gelöst und mit Et3SiH (6µL, 0.037mmol, 1.2Äquiv.) versetzt. Nach Zugabe von

TFA (240µL) wurde die Reaktionsmischung für 20min gerührt, die flüchtigen Bestand-

teile wurden im Vakuum entfernt und mit Toluol (3 x 3mL) eingeengt. Der Rückstand

wurde in TFE (6mL) und Natriumphosphatpuffer (2mL, 50mm, pH9) gelöst. Einfach

verkürztes Thiostrepton 23 (50mg, 0.031mmol, 1.0Äquiv.) wurde hinzugefügt, gefolgt

von Et3N(44µL, 0.313mmol, 10Äquiv.). Die Reaktionsmischung wurde für 16 h bei

RT in einer Ar-Atmosphäre gerührt, im Vakuum konzentriert, und mittels präparativer

HPLC (C4, CH3CN/H2O) gereinigt. Das PEG-Thiostreptonaddukt 35 konnte als farbloser

Feststoff (23mg, 0.010mmol, 32%) erhalten werden.
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Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.13 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 7.16min; für [C84H112N20O22S6+H+] ber.: 1945.67, gef.

1945.03.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.11 (s, 1H, Thz4-5), 8.07 (s, 1H, Thz2-5), 8.01

(s, 1H, Thz1-5), 7.40 (s, 1H, Thz3-5), 7.14 (s, 1H, Q-3), 6.72 (d, J = 10.1 Hz, 1H, Q-5),

6.26 – 6.14 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.05 (q, J = 7.0 Hz, 1H, But-3), 5.67 (s, 1H, Deala1-3),

5.62 – 5.55 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-2), 5.20 – 5.11 (m, 3H, Deala1-3’/Q-11/Pip-6), 4.81

(dd, J = 12.9, 9.0 Hz, 1H, Cys-4), 4.68 – 4.61 (m, 1H, alpha-Cys), 4.56 (t, J = 6.4 Hz,

1H, Ala2-2), 4.28 – 4.20 (m, 2H, Q-8/Thr1-2), 3.89 (d, J = 13.3 Hz, 1H, Pip-4), 3.67 –

3.60 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.51 – 3.40 (m, 10H, Cys-5/Q-7/7-H2/8-H2/9-H2/10-H2),

3.39 – 3.32 (m, 4H, 6-H2/11-H2), 3.14 – 3.06 (m, 4H, 4-H2/13-H2), 3.04 – 2.95 (m, 1H,

Cys-5’), 2.90 – 2.66 (m, 6H, beta-Cys/Ile-2/1-H2/Pip-3’), 2.43 – 2.26 (m, 2H, 2-H2), 2.17

– 2.08 (m, 1H, Pip-4’), 1.76 (s, 4H, Ac-Me/Ile-3), 1.65 – 1.52 (m, 7H, 5-H2/12-H2/Thr2-

Me), 1.44 (d, J = 7.0 Hz, 4H, Thr1-3/But-Me), 1.26 (dd, J = 6.4, 3.0 Hz, 3H, Ala2-Me),

1.22 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.13 (d, J = 6.4 Hz, 4H, Ile-4/Thstn-4-Me), 1.03 –

0.97 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn-3-Me), 0.96 – 0.88 (m, 1H, Ile-4’), 0.84 (d, J = 6.9 Hz, 3H,

Ile-3-Me), 0.71 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-5), 0.64 (d, J = 6.1 Hz, 3H, Thr-1-Me).

HRMS (ESI): für [C84H112N20O22S6+2H+] ber.: 973.336, gef. 973.338.
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8.3.3. Mehrfach- Sulfa -Michael-Additionen an Thiostrepton

Thiostrepton + 2 NAcCysOMe (37)

Thiostrepton 3 (100mg, 0.060mmol) wurde mit l-N-Acetyl-Cysteinmethylester (53mg,

0.300, 5.0Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umgesetzt. Nach Ent-

fernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels präparativer HPLC (C4 Säu-

le, CH3CN/H2O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Michael-

Addukt 37 (57mg, 0.028mmol, 47%) als farbloser Feststoff erhalten.

TFE/H2O pH 9, NEt3
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Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.19 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 7.97min; für [C84H107N21O24S7+2H+] ber.: 1009,8, gef.

1009.8.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.15 (s, 1H, Thz4-5), 8.12 (s, 1H, Thz2-5), 8.04

(s, 1H, Thz1-5), 7.43 (s, 1H, Thz3-5), 7.18 (s, 1H, Q-3), 6.76 (d, J = 10.2 Hz, 1H, Q-5),

6.32 – 6.18 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.09 (q, J = 7.0 Hz, 1H, But-3), 5.71 (d, J = 1.9 Hz,

1H, Deala1-3), 5.63 (t, J = 9.0 Hz, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.19 (d, J = 9.6 Hz, 3H, Deala1-

3’/Q-11/Pip-6), 4.84 (dd, J = 13.0, 8.9 Hz, 1H, Cys-4), 4.76 – 4.41 (m, 5H, Ala2-2/4x

alpha-Cys), 4.29 (m, 2H, Thr1-2/Q-8), 3.71 – 3.65 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.64 – 3.59
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(m, 6H, 2x OMe), 3.53 – 3.47 (m, 1H, Cys-5), 3.28 (d, J = 17.8 Hz, 1H, Pip-3), 3.07

– 3.00 (m, 1H, Cys-5’), 2.84 (m, 10H, Ile-2/Pip-3’/4x beta-Cys), 2.17 (m, 1H, Pip-4),

1.92 (m, 6H, 2x Ac-Me), 1.83 – 1.75 (m, 1H, Ile-3), 1.59 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Thr2-Me),

1.48 (d, J = 7.1 Hz, 3H, But-Me), 1.45 – 1.41 (m, 1H, Thr1-3), 1.32 – 1.27 (m, 3H,

Ala2-Me), 1.25 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.21 (d, J = 8.5 Hz, 1H, Ile-4), 1.17 (d, J

= 6.4 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.07 – 1.00 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn-3-Me), 0.99 – 0.91 (m,

1H, Ile-4’), 0.87 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.75 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.68

(d, J = 6.2 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C84H107N21O24S7+H+] ber.: 2018.592, gef.: 2018.591.

Thiostrepton + 2 NAcCysOH (38)

TFE/H2O pH 9, NEt3
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Thiostrepton 3 (50mg, 0.030mmol) wurde mit l-N-Acetyl-Cystein (15mg, 0.090mmol,

3.0Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umgesetzt. Nach Ent-

fernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels präparativer HPLC (C4 Säu-

le, CH3CN/H2O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Michael-

Addukt 38 (32mg, 0.016mmol, 53%) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.07 (CHCl3/MeOH 9:1 + 2% Ameisensäure).
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8.3. Thiostreptonderivate

LCMS (ESI): Methode I: tR = 7.94min; für [C82H103N21O24S7+H+] ber.: 1990.6, gef.:

1990.1.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.12 (s, 1H, Thz4-5), 8.09 (dd, J = 5.3, 2.0 Hz,

1H, Thz2-5), 8.01 (s, 1H, Thz1-5), 7.40 (s, 1H, Thz3-5), 7.15 (s, 1H, Q-3), 6.73 (d, J

= 10.2 Hz, 1H, Q-5), 6.26 – 6.16 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (q, J = 7.0 Hz, 1H, But-

3), 5.67 (s, 1H, Deala1-3), 5.64 – 5.57 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.21 – 5.12 (m, 3H,

Deala1-3’/Q-11/Pip-6), 4.82 (dd, J = 12.7, 8.7 Hz, 1H, Cys-4), 4.74 – 4.64 (m, 1H, 1x

alpha-Cys), 4.57 (d, J = 6.9 Hz, 1H, Ala2-2), 4.51 – 4.39 (m, 3H, 3x alpha-Cys), 4.29

– 4.24 (m, 2H, Thr1-2/Q-8), 3.69 – 3.61 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.52 – 3.44 (m, 2H,

Cys-5/Q-7), 3.05 – 2.83 (m, 9H, Cys-5’/4x beta-Cys), 2.81 (d, J = 4.5 Hz, 1H, Ile-2), 2.78

– 2.70 (m, 1H, Pip-3), 2.14 (t, J = 12.8 Hz, 1H, Pip-4’), 1.92 – 1.84 (m, 6H, 2x Ac-Me),

1.79 – 1.69 (m, 1H, Ile-3), 1.57 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.46 (d, J = 7.0 Hz, 3H,

But-Me), 1.39 (br s, 1H, Thr1-3), 1.28 (dd, J = 6.2, 3.1 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.22 (d, J

= 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.18 – 1.11 (m, 4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.05 – 0.97 (m, 6H,

Ala1-Me/Thstn-3-Me), 0.97 – 0.88 (m, 1H, Ile-4’), 0.84 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me),

0.73 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.67 (d, J = 6.1 Hz, 3H, Thr-1-Me).

HRMS (ESI): für [C82H103N21O24S7+H+] ber.: 1990.560, gef.: 1990.560.

Thiostrepton + 2 CysOMe (39)

ss195

TFE/H2O pH 9, NEt3
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8. Experimenteller Teil

Thiostrepton 3 (50mg, 0.030mmol) wurde mit l-Cysteinmethylester (13mg,

0.075mmol, 2.5Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umgesetzt.

Nach Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels präparativer HPLC (C4

Säule, CH3CN/H2O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Micha-

el-Addukt 39 (18mg, 0.009mmol, 31%) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.06 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 6.08min; für [C80H103N21O22S7+H+] ber.: 1934.6, gef.:

1934.1.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.09 (s, 1H, Thz4-5), 8.07 – 8.04 (m, 1H, Thz2-

5), 7.99 (s, 1H, Thz1-5), 7.39 (s, 1H, Thz3-5), 7.12 (s, 1H, Q-3), 6.70 (d, J = 10.2 Hz,

1H, Q-5), 6.25 – 6.11 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.03 (q, J = 6.4 Hz, 1H, But-3), 5.65 (d,

J = 1.7 Hz, 1H, Deala1-3), 5.60 – 5.53 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.18 – 5.09 (m, 3H,

Deala1-3’/Q-11/Pip-6), 4.79 (dd, J = 12.5, 9.1 Hz, 1H, Cys-4), 4.70 – 4.58 (m, 2H,

2x beta-Cys), 4.57 – 4.50 (m, 1H, Ala2-2), 4.47 – 4.41 (m, 2H, 2x beta-Cys), 4.25 –

4.18 (m, 2H, Thr1-2/Q-8), 3.88 (dd, J = 12.7, 5.1 Hz, 1H, Pip-4), 3.66 – 3.53 (m, 8H,

Ala1-2/Thstn-4/2x OMe), 3.48 – 3.40 (m, 2H, Cys-5/Q-7), 3.22 (d, J = 18.8 Hz, 1H,

Pip-3), 2.98 (dd, J = 12.6, 11.7 Hz, 1H, Cys-5’), 2.78 (d, J = 3.3 Hz, 10H, Ile-2/Pip-3’/4x

beta-Cys), 2.12 (dd, J = 16.6, 11.0 Hz, 1H, Pip-4’), 1.78 – 1.69 (m, 1H, Ile-3), 1.53

(d, J = 6.6 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.42 (d, J = 7.1 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3), 1.23 (dd, J

= 6.4, 2.9 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.19 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.10 (d, J = 6.4 Hz,

4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.00 – 0.94 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn-3-Me), 0.92 – 0.85 (m, 1H,

Ile-4’), 0.81 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.69 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.61 (d, J

= 6.7 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C80H103N21O22S7+H+] ber.: 1934.570, gef.: 1934.570.
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8.3. Thiostreptonderivate

Thiostrepton + 2 Cys (40)

TFE/H2O pH 9, NEt3
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Thiostrepton 3 (100mg, 0.060mmol) wurde mit l-Cystein x HCl x H2O (32mg,

0.180mmol, 3.0Äquiv.) nachAV1 zum entsprechendenMichael-Addukt umgesetzt. Nach

Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels präparativer HPLC (C4 Säu-

le, CH3CN/H2O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Michael-

Addukt 40 (51mg, 0.027mmol, 44%) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.19 (EtOAc / [EtOAc/AcOH/MeOH/H2O 3/3/3/2] 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 6.87min; für [C78H99N21O22S7+H+] ber.: 1906.5, gef.:

1906.1.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.10 (s, 2H), 8.00 (s, 1H), 7.39 (s, 1H), 7.11 (s,

1H), 6.71 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Q-5), 6.20 (s, 2H), 6.04 (d, J = 4.5 Hz, 1H, But-3), 5.74 –

5.53 (m, 3H), 5.13 (s, 3H), 4.80 (t, J = 10.3 Hz, 1H, Cys-4), 4.55 (s, 5H), 3.87 (s, 1H,

Pip-4), 3.63 (s, 2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.44 (s, 2H, Q-7/Cys-5), 2.98 (s, 1H, Cys-5’), 2.84

– 2.68 (m, 10H, beta-Cys/Ile-2/Pip-3), 2.20 – 2.06 (m, 1H, Ile-3), 1.72 (s, 1H, Thr2-Me),

1.53 (s, 3H, But-Me), 1.43 (s, 3H), 1.29 – 0.88 (m, 17H), 0.81 (d, J = 5.7 Hz, 3H,

Ile-3-Me), 0.74 – 0.55 (m, 6H).

HRMS (ESI): für [C78H99N21O22S7+H+] ber.: 1906.539, gef.: 1906.539.
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Thiostrepton + 2 Octanthiol (36)

TFE/H2O pH 9, NEt3
24%
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Thiostrepton 3 (50mg, 0.030mmol) wurde mit 1-Octanthiol (11µL, 0.066mmol,

2.2Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umgesetzt. Nach Ent-

fernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels präparativer HPLC (C4 Säu-

le, CH3CN/H2O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Michael-

Addukt 36 (14mg, 0.007mmol, 24%) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.19 (EtOAc / [EtOAc/AcOH/MeOH/H2O 3/3/3/2] 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 12.77/13.27min; für [C88H121N19O18S7+H+] ber.: 1956.7,

gef.: 1956.3.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.08 (s, 1H, Thz4-5), 8.03 (s, 1H, Thz2-5), 7.98

(s, 1H, Thz1-5), 7.38 (s, 1H, Thz3-5), 7.11 (s, 1H, Q-3), 6.69 (d, J = 10.0 Hz, 1H, Q-5),

6.20 (dd, J = 9.8, 5.7 Hz, 1H, Q-6), 6.17 – 6.11 (m, 1H, Thr2-3), 6.03 (q, J = 7.0 Hz,

1H, But-3), 5.64 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Deala1-3), 5.59 – 5.52 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2),

5.18 – 5.10 (m, 3H, Deala1-3’/Q-11/Pip-6), 4.78 (dd, J = 13.0, 9.3 Hz, 1H, Cys-4), 4.57
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8.3. Thiostreptonderivate

– 4.45 (m, 2H, Ala2-2/alpha-Cys), 4.40 – 4.34 (m, 1H, alpha-Cys), 4.21 (dd, J = 7.5,

3.6 Hz, 1H, Thr1-2), 4.18 (s, 1H, Q-8), 3.88 (dd, J = 12.9, 6.2 Hz, 1H, Pip-4), 3.65 –

3.58 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.47 – 3.39 (m, 2H, Q-7/Cys-5), 3.22 (d, J = 15.1 Hz, 1H,

Pip-3), 2.98 (t, J = 12.1 Hz, 1H, Cys-5’), 2.93 – 2.79 (m, 2H, beta-Cys), 2.77 (d, J = 4.2

Hz, 1H, Ile-2), 2.72 – 2.65 (m, 3H, beta-Cys/Pip-3’), 2.42 (t, J = 7.5 Hz, 2H, 1x 1-H2),

2.39 – 2.33 (m, 2H, 1x 1-H2), 2.17 – 2.05 (m, 1H, Pip-4’), 1.79 – 1.69 (m, 1H, Ile-3),

1.52 (d, J = 5.2 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.41 (d, J = 7.3 Hz, 6H, But-Me/Thr1-Me/1x 2-H2),

1.38 – 1.33 (m, 2H, 1x 2-H2), 1.23 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.19 (d, J = 6.4 Hz,

3H, Q-11-Me), 1.16 – 1.13 (m, 4H, 2x 3-H2), 1.11 – 1.00 (m, 20H, Thstn-4-Me/Ile-4/2x

4-H2/5-H2/6-H2/7-H2), 0.98 – 0.93 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn-3-Me), 0.92 – 0.84 (m, 1H,

Ile-4’), 0.81 (d, J = 6.8 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.70 – 0.62 (m, 9H, Ile-4-Me/2x 8-H3), 0.59

(d, J = 5.9 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C88H121N19O18S7+H+] ber.: 1956.725, gef.: 1956.725.

8.3.4. Synthese der Thiostrepton-Fluoreszenzsonden

N-(1-(5’-fluoresceinylamino)-1-thiono-6,9,12-trioxa-2 -azapentadecan-15-yl)- β-(tri-

tylthio)propionamid

(73)
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Amin 72 (280mg, 0.508mmol) wurde in Aceton/CHCl3 (60mL, 2:1) gelöst, und 5(6)-

Fluoresceinisothiocyanat (218mg, 0.559mmol, 1.1Äquiv.) wurde, gefolgt von DIPEA

(89µL, 0.508mmol, 1.0 Äquiv.), unter Rühren hinzugegeben. Nach 16 h wurde die Re-

aktionsmischung eingeengt und mittels Kieselgelchromatographie (Ethylacetat, 5–10%

MeOH) gereinigt. Das S-Trityl-geschützte Thiol 73 konnte als orange-gelber Feststoff

(214mg, 0.228mmol, 45%) erhalten werden.
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8. Experimenteller Teil

Schmp.: Tm: > 230 ◦C Zersetzung.

DC: R f = 0.51 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 9.86min; für [C53H53N3O9S2+H+] ber.: 940.3, gef.: 939.8.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3; δ = 7.86 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Fl), 7.71 (dd, J = 4.4, 2.1 Hz, 1H,

Fl), 7.21 – 7.14 (m, 6H, Tr), 7.06 (t, J = 7.4 Hz, 7H, Tr/Fl), 7.02 – 6.95 (m, 3H, Tr),

6.91 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Fl), 6.52 (d, J = 2.4 Hz, 2H, Fl), 6.49 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Fl),

6.35 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 2H, Fl), 3.55 (s, 2H, OCH2CH2CH2NH(CS)NH), 3.45 – 3.32

(m, 10H, OCH2CH2OCH2CH2OCH2CH2CH2NH(CS)NH), 3.29 (t, J = 6.1 Hz, 2H,

(CO)NHCH2CH2), 3.06 – 2.98 (m, 2H, (CO)NHCH2CH2), 2.23 (t, J = 7.3 Hz, 2H,

SCH2), 1.94 (t, J = 7.2 Hz, 2H, SCH2CH2), 1.75 – 1.68 (m, 2H, CH2CH2NH(CS)NH),

1.55 – 1.48 (m, 2H, (CO)NHCH2CH2CH2).

13C-NMR: 100.6MHz, CDCl3; δ = 172.6 (CONH), 144.9 (Tr), 129.6 (Tr), 129.3, 127.8 (Tr),

126.7 (Tr), 102.6, 78.2, 77.9, 77.6, 70.4, 70.3, 70.1, 70.0, 68.9, 66.7 (Tr), 60.6, 48.8, 48.6,

48.4, 48.2, 48.0, 47.8, 47.6, 36.8, 35.0 (SCH2CH2), 29.1, 28.7, 27.9 (SCH2CH2), 13.6.

HRMS (ESI): für [C53H53N3O9S2+H+] ber.: 940.330, gef.: 940.330.
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PEG-Fluorescein-Thiostreptonsonde (74)

1. TFA/TES
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32%

2.
23 73

74

S-Trityl-geschütztes PEG-Fluoresceinkonjugat 73 (32mg, 0.034mmol, 1.1Äquiv.) wur-

de in CHCl3 (3mL) gelöst und mit Et3SiH (5µL, 0.034mmol, 1.1Äquiv.) versetzt. Nach

ZugabevonTFA(240µL)wurdedieReaktionsmischung für 20mingerührt, dieflüchtigen

Bestandteile wurden im Vakuum entfernt und mehrfach mit Toluol (3 x 3mL) eingeengt.

Der Rückstand wurde in TFE (6mL) und Natriumphosphatpuffer (2mL, 50mm, pH9)

gelöst. Einfach verkürztes Thiostrepton 23 (50mg, 0.031mmol, 1.0Äquiv.) wurde hinzu-

gefügt, gefolgt von Et3N(44µL, 0.313mmol, 10Äquiv.). Die Reaktionsmischung wurde

für 16 h bei RT in einerAr-Atmosphäre gerührt, imVakuumkonzentriert, undmittels prä-

parativer HPLC (C4, CH3CN/H2O) gereinigt. Die PEG-Fluorescein-Thiostreptonsonde 74

wurde als gelber Feststoff (23mg, 0.010mmol, 32%) erhalten werden.
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8. Experimenteller Teil

Schmp.: Tm: > 230 ◦C Zersetzung.

DC: R f = 0.36 (CHCl3/MeOH 17:3).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 8.41min; für [C103H121N21O26S7+2H+] ber.: 1146.9, gef.:

1147.1.

HPLC: Methode A: tR = 7.2min.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.13 (s, 1H, Thz4-5), 8.08 (s, 1H, Thz2-5), 8.02

(s, 1H, Thz1-5), 7.72 (s, 1H, Fl), 7.66 – 7.59 (m, 1H, Fl), 7.41 (s, 1H, Thz3-5), 7.15 (s,

1H, Q-3), 7.02 – 6.92 (m, 2H, Fl), 6.74 (d, J = 9.8 Hz, 1H, Q-5), 6.48 – 6.41 (m, 5H, Fl),

6.26 – 6.17 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.07 (q, J = 6.7 Hz, 1H, But-3), 5.68 (s, 1H, Deala1-3),

5.62 – 5.58 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-2), 5.20 – 5.13 (m, 3H, Deala1-3’/Pip-6/Q-11), 4.82

(dd, J = 12.8, 9.0 Hz, 1H, Cys-4), 4.66 – 4.61 (m, 1H, alpha-Cys), 4.58 – 4.54 (m, 1H,

Ala2-2), 4.28 – 4.23 (m, 2H, Thr1-2/Q8), 3.69 – 3.57 (m, 4H, Ala1-2/Thstn4/11-H2),

3.46 (br s, 10H, 7-H2/8-H2/9-H2/Q-7/Cys-5), 3.42 – 3.38 (m, 2H, 13-H2’), 3.36 – 3.30

(m, 2H, 5-H2), 3.26 – 3.21 (m, 1H, Pip-3), 3.10 – 3.03 (m, 2H, 4-H2), 3.00 (t, J = 11.7

Hz, 1H, Cys-5’), 2.85 – 2.78 (m, 3H, beta-Cys/Ile-2), 2.77 – 2.73 (m, 1H, Pip-3’), 2.72

– 2.66 (m, 2H, 1-H2), 2.34 – 2.26 (m, 2H, 2-H2), 2.19 – 2.09 (m, 1H, Pip-4’), 1.82 – 1.73

(m, 3H, Ile-3/12-H2’), 1.56 (d, J = 6.8 Hz, 5H, Thr2-Me/6-H2), 1.46 (d, J = 7.2 Hz, 3H,

But-Me), 1.43 – 1.39 (m, 1H, Thr1-3), 1.29 – 1.25 (m, 3H, Ala2-Me), 1.23 (d, J = 6.6

Hz, 3H, Q-11-Me), 1.14 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.10 – 1.06 (m, 1H, Ile4), 1.04

– 0.98 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn3-Me), 0.96 (d, J = 6.6 Hz, 1H, Ile4’), 0.85 (d, J = 6.9 Hz,

3H, Ile3-Me), 0.73 (t, J = 7.4 Hz, 3H, Ile4-Me), 0.65 (d, J = 6.8 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C103H121N21O26S7+H+] ber.: 2292.691, gef.: 2292.688.

2-(Tritylthio)ethanamin (76)

[366]

HS
NH2 TrS

NH2

30%

Tr-Cl, TFA

76
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Tritylchlorid (2.45 g, 8.80mmol, 1Äquiv.) wurde zu einer Lösung von Cystamin xHCl

(1.00 g, 8.80mmol) und TFA (1.3mL, 17.60mmol, 2Äquiv.) in CH2Cl2 (40mL) gegeben.

Die Reaktionsmischung wurde über 20 h bei RT gerührt und mit 1m-NaOH-Lösung

(25ml) vorsichtig neutralisiert. CH2Cl2 (70mL) wurde zugegeben, die Phasen getrennt,

die organische Phase mit gesättigter NaCl-Lösung (20mL) gewaschen und mit Na2SO4

getrocknet. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der nichtflüchtige Rück-

stand in Diethylether (20mL) aufgenommen. Nach Zugabe von n-Pentan kristallisierte

das Trityl-geschütze Amin 76 als farbloser Feststoff aus (854mg, 2.673mmol, 30%).

Schmp.: Tm: 86–91 ◦C.

DC: R f = 0.19 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 7.01min; für [C85H116N18O17S6+H+] ber.: 320.5, gef. 319.6.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3; δ = 7.38 – 7.33 (m, 6H, Tr), 7.24 – 7.22 (m, 3H, Tr), 7.20 – 7.17

(m, 3H, Tr), 7.16 – 7.11 (m, 3H, Tr), 2.51 (t, J = 6.5 Hz, 2H, SCH2CH2N), 2.25 (t, J =

6.5 Hz, 2H, SCH2CH2N).

2-(Tritylthio)ethanamin-Fluorescein-Konjugat (77)

70%

FITC, DIPEA
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2-(Tritylthio)ethanamin 76 (300mg, 0.939mmol) wurde mit Fluoresceinisothiocya-

nat (402mg, 1.033mmol, 1.1Äquiv.) und DIPEA (327µL, 1.878mmol, 2Äquiv.) in

Aceton/CHCl3 (9:5) über 42 h bei RT gerührt. Nach Entfernen der flüchtigen Bestand-

teile im Vakuum konnte das Konjugat nach Kieselgelchromatographie (8% MeOH in

Ethylacetat) als orangeroter Feststoff (464mg, 0.655mmol, 70%) isoliert werden.

Schmp.: Tm: 160–167 ◦C.
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DC: R f = 0.66 (Ethylacetat/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 10.52min; für [C42H32N2O5S2+H+] ber.: 709.2, gef.: 708.9.

HPLC: tR = 16.32min (Methode A(MP)).

1H-NMR: 400MHz, MeOD; δ = 8.12 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Fl), 7.73 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H,

Fl), 7.45 – 7.38 (m, 6H, Tr), 7.34 – 7.17 (m, 10H, Tr/Fl), 7.12 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Fl), 6.68

(m, 3H, Fl), 6.53 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 2H, Fl), 3.52 (t, J = 6.7 Hz, 2H, SCH2CH2N),

2.54 (t, J = 6.8 Hz, 2H, SCH2CH2N).

HRMS (ESI): für [C42H32N2O5S2+H+] ber.: 709.1825, gef.: 709.1828.

Fluorescein-Thiostreptonsonde (78)
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2-(Tritylthio)ethanamin-Fluorescein-Konjugat 77 (90mg, 0.127mmol, 2.0Äquiv.) wur-

demit einerMischung aus TFA (1.5mL) undEt3SiH (30µL, 0.140mmol, 2.2Äquiv.) bei RT

behandelt und bis zur vollständigen Umsetzung (DC-Kontrolle, 20min). Die flüchtigen

Bestandteile wurden im Vakuum entfernt und der Rückstand mehrfach mit Toluol (4 x

2mL) eingeengt. Der Rückstandwurde in TFE (4mL) undNatriumphosphatpuffer (1mL,

50mm, pH9) gelöst. Einfach verkürztes Thiostrepton 23 (100mg, 0.063mmol, 1.0Äquiv.)
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8.3. Thiostreptonderivate

wurde zugegeben, gefolgt von Et3N(88µL, 0.635mmol, 10Äquiv.). Die Reaktionsmi-

schung wurde für 16 h bei RT in einer Ar-Atmosphäre gerührt, dann im Vakuum kon-

zentriert und mittels präparativer HPLC (C4, CH3CN/H2O) gereinigt. Die Fluorescein-

Thiostreptonsonde 78wurde als gelber Feststoff (29mg, 0.014mmol, 22%) erhalten.

Schmp.: Tm: > 230 ◦C Zersetzung.

DC: R f = 0.10 (Ethylacetat/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 8.19min; für [C92H100N20O22S7+2H+] ber.: 1031.3 gef.:

1031.9.

HPLC: Methode B: Zwei Diastereomere, tR = 7.4/7.5min.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.12 (s, 1H, Thz4-5), 8.05 (s, 1H, Thz2-5), 8.03

(s, 1H, Thz1-5), 7.99 (s, 1H, Fl), 7.72 – 7.62 (m, 1H, Fl), 7.38 (s, 1H, Thz3-5), 7.36 (s,

1H, Fl), 7.14 (s, 1H, Q-3), 6.96 (s, 1H, Fl), 6.72 (d, J = 10.1 Hz, 1H, Q-5), 6.55 – 6.46 (m,

3H, Fl), 6.39 – 6.32 (m, 2H, Fl), 6.26 – 6.15 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.05 (q, J = 7.2 Hz,

1H, But-3), 5.67 (s, 1H, Deala1-3), 5.63 – 5.56 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-2), 5.19 – 5.11 (m,

3H, Deala1-3’/Pip-6/Q-11), 4.81 (dd, J = 12.6, 9.5 Hz, 1H, Cys-4), 4.69 – 4.64 (m, 1H,

alpha-Cys), 4.58 – 4.51 (m, 1H, Ala2-2), 4.29 – 4.20 (m, 2H, Thr1-2/Q-7), 3.90 – 3.82

(m, 1H, Pip-4), 3.76 – 3.67 (m, 2H, SCH2CH2N), 3.67 – 3.60 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4),

3.50 – 3.42 (m, 2H, Cys-5/Q-7), 3.01 – 2.95 (m, 2H, Cys-5’/beta-Cys), 2.93 – 2.86 (m,

1H, beta-Cys’), 2.84 – 2.78 (m, 3H, Ile2/SCH2CH2N), 2.76 – 2.67 (m, 1H, Pip-3’), 2.18

– 2.07 (m, 1H, Pip-4’), 1.76 (brs, 1H, Ile-3), 1.60 – 1.50 (m, 3H, Thr2-Me), 1.50 – 1.39

(m, 3H, But-Me), 1.39 – 1.33 (m, 1H, Thr1-3), 1.31 – 1.18 (m, 6H, Ala2-Me/Q-11-Me),

1.16 – 1.13 (m, 3H, Thstn-4-Me), 1.09 – 1.06 (m, 1H, Ile-4), 1.05 – 0.94 (m, 6H, Ala1-

Me/Thstn-3-Me), 0.94 – 0.89 (m, 1H, Ile-4’), 0.84 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.71 (d,

J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.64 (d, J = 6.0 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C92H100N20O22S7+2H+] ber.: 1031.276, gef.: 1031.276.
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8.3.5. Synthese des Biotin-Thiostrepton-Addukts

Biotin-PEG-Konjugat (79)
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PEG-Amin 72 (227mg, 0.412mmol) wurde in wasserfreiem DMF (10mL) gelöst, und

unter Rühren mit (+)-Biotin-4-Nitrophenylester (226mg, 0.618mmol, 1.5Äquiv.), HOBt

(38mg, 0.247mmol, 0.6Äquiv.) und DIPEA (72µL, 0.412mg, 1.0Äquiv.) bei RT versetzt.

Die Reaktionsmischung wurde für 8 h in einer Ar-Atmosphäre gerührt, im Vakuum

konzentriert, und mittels Kieselgelchromatographie (5–10% MeOH in DCM) gereinigt.

Das Biotin-PEG-Konjugat 79 konnte als gelblich gefärbtes Öl (259mg, 0.333mmol, 81%)

erhalten werden.

DC: R f = 0.26 (CHCl3/MeOH/AcOH 9:1:0.1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 9.18min; für [C42H56N4O6S2+H+] ber.: 777.4, gef. 776.9.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 7.39 (d, J = 7.6 Hz, 6H, Tr), 7.28 (d, J = 7.4 Hz,

6H, Tr), 7.21 (t, J = 7.2 Hz, 3H, Tr), 4.48 (dd, J = 7.2, 5.2 Hz, 1H, 26-H), 4.29 (dd, J

= 7.5, 4.5 Hz, 1H, 28-H), 3.64 – 3.48 (m, 12H, 15-H2/9-H2/10-H2/12-H2/13-H2/7-H2),

3.30 – 3.22 (m, 4H, 5-H2/17-H2), 3.15 (dt, J = 8.8, 5.9 Hz, 1H, 24-H), 2.93 – 2.87 (m, 1H,

25-HA), 2.72 (d, J = 12.8 Hz, 1H, 25-HB), 2.45 (t, J = 7.3 Hz, 2H, 2-H2), 2.20 – 2.11 (m,

4H, 3-H2/20-H2), 1.78 – 1.71 (m, 4H, 6-H2/16-H2), 1.71 – 1.57 (m, 4H, 21-H2/23-H2),

1.43 (dd, J = 15.3, 7.7 Hz, 2H, 22-H2).

13C-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 177.9 (C-19), 175.8 (C-4), 168.0 (C-27), 148.6

(3x Tr), 133.4 (6x Tr), 131.9 (6x Tr), 130.6 (3x Tr), 73-74 (C-7/C-9/C-10/C-12/C-13/C-

15), 70.5 (Tr), 65.8 (C-28), 64.0 (C-26), 59.4 (C-24), 44.1 (C-25), 41.1 (C-5/C-17), 39.3

(C-3/C-20), 32.8 (C-16/C-6), 32.3 (C-22), 31.6 (C-2), 29.4 (C-21/C-23).

HRMS (ESI): für [C42H56N4O6S2+H+] ber.: 777.371, gef. 777.371.
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Thiostrepton-Biotin-Konjugat (80)
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S-Trityl-Biotin-PEG-Konjugat 79 (29mg, 0.038mmol, 1.2Äquiv.) wurde in CHCl3

(3mL) gelöst und mit Et3SiH (7µL, 0.034mmol, 1.1Äquiv.) versetzt. Nach Zugabe von

TFA (240µL)wurde die Reaktionsmischung für 20min gerührt, die flüchtigen Bestandtei-

le im Vakuum entfernt und der Rückstandmehrmals mit Toluol (3 x 3mL) eingeengt. Der

Rückstand wurde in TFE (4mL) und Natriumphosphatpuffer (1mL, 50mm, pH9) gelöst.

Einfach verkürztes Thiostrepton 23 (50mg, 0.031mmol, 1.0Äquiv.) wurde hinzugefügt,

gefolgt von Et3N(22µL, 0.157mmol, 5.0Äquiv.). Die Reaktionsmischung wurde für 16 h

bei RT in einer Ar-Atmosphäre gerührt, im Vakuum konzentriert, und mittels präparati-

ver HPLC (C4, CH3CN/H2O) gereinigt. Das Thiostrepton-Biotin-Konjugat 80 wurde als

farbloser Feststoff (16mg, 0.008mmol, 24%) erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.04 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 8.14min; für [C92H125N22O23S7+2H+] ber.: 1065,4, gef.

1065.5.
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1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.12 (s, 1H, Thz4-5), 8.08 (s, 1H, Thz2-5), 8.01

(s, 1H, Thz1-5), 7.41 (s, 1H, Thz3-5), 7.15 (s, 1H, Q-3), 6.73 (d, J = 10.2 Hz, 1H, Q-5),

6.28 – 6.13 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (d, J = 7.1 Hz, 1H, But-3), 5.68 (s, 1H, Deala1-3),

5.64 – 5.56 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-2), 5.19 (s, 1H, Deala1-3’), 5.15 (s, 2H, Q-11/Pip-6),

4.82 (dd, J = 12.6, 9.4 Hz, 1H, Cys-4), 4.66 (q, J = 7.0 Hz, 1H, alpha-Cys), 4.60 – 4.52

(m, 1H, Ala2-2), 4.33 (dd, J = 7.4, 4.8 Hz, 1H, 26-H), 4.29 – 4.21 (m, 2H, Thr1-2/Q-8),

4.14 (dd, J = 7.8, 4.5 Hz, 1H, 28-H), 3.90 – 3.87 (m, 1H, Pip-4), 3.69 – 3.59 (m, 2H,

Ala1-2/Thstn-4), 3.52 – 3.34 (m, 14H, 7-H2/9-H2/10-H2/12-H2/13-H2/15-H2/Cys-5/Q-

7), 3.15 – 3.07 (m, 4H, 5-H2/17-H2), 3.05 – 2.95 (m, 2H, Cys-5/24-H), 2.92 – 2.66 (m,

7H, beta-Cys/beta-Cys’/Ile-2/Pip-3/25-HA/2-H2), 2.56 (d, J = 12.7 Hz, 1H, 25-HB),

2.44 – 2.27 (m, 2H, 3-H2), 2.20 – 2.08 (m, 1H, Pip-4’), 2.01 (t, J = 7.2 Hz, 2H, 20-H2),

1.81 – 1.70 (m, 1H, Ile-3), 1.61 (d, J = 6.1 Hz, 4H, 6-H2/16-H2), 1.56 (d, J = 6.5 Hz, 3H,

Thr2-Me), 1.53 – 1.47 (m, 4H, 21-H2/23-H2), 1.45 (d, J = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3),

1.27 (d, J = 6.8 Hz, 5H, Ala2-Me/22-H2), 1.22 (d, J = 6.5 Hz, 4H, Q-11-Me/Ile-4), 1.14

(d, J = 6.4 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.04 – 0.97 (m, 6H, Ala-1-Me/Thstn-3-Me), 0.95 –

0.88 (m, 1H, Ile-4’), 0.84 (d, J = 6.8 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.72 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me),

0.65 (d, J = 6.1 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C92H124N22O23S7+2H+] ber.: 1065.371, gef. 1065.371.
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8.3.6. Oxidation des Thiazolins von Thiostreptonderivaten

Oxidiertes Thiostrepton (57)
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Thiostrepton 3 (100mg, 0.060mmol) wurde mit BrCCl3 (12µL, 0.120mmol, 2.0 Äquiv.)

und DBU (10µL, 0.066mmol, 1.1 Äquiv.) nach AV2 in das entsprechende Thiazol-

Derivat überführt. Nach Kieselgelchromatographie (4–6% MeOH in CHCl3) wurden

70mg (0.042mmol, 70%) des oxidierten Thiostreptons 57 erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.29 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 7.95min; für [C72H83N19O18S5+H+] ber.: 1662.5, gef.

1662.8.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.12 (s, 1H, Thz4-5), 8.10 (s, 1H, Thz2-5), 8.04

(s, 1H, Thz1-5), 7.87 (s, 1H, Thz-neu-5), 7.39 (s, 1H, Thz3-5), 7.16 (s, 1H, Q-3), 6.73

(d, J = 10.1 Hz, 1H, Q-5), 6.53 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Deala2-3), 6.36 (d, J = 1.7 Hz, 1H,

Deala3-3), 6.23 (dd, J = 9.6, 4.6 Hz, 1H, Q-6), 6.20 – 6.10 (m, 2H, Thr2-3/But-3), 5.68

(dd, J = 9.7, 4.7 Hz, 3H, Thr2-2/Thstn-2/Deala1-3), 5.53 (s, 1H, Deala3-3’), 5.46 (s, 1H,

Deala2-3’), 5.17 (dd, J = 8.5, 5.4 Hz, 3H, Pip-6/Q-11/Deala1-3’), 4.63 – 4.53 (m, 1H,

Ala2-2), 4.38 (dd, J = 7.8, 3.7 Hz, 1H, Thr1-2), 4.25 (s, 1H, Q-8), 3.74 – 3.67 (m, 1H,

Thstn-4), 3.66 – 3.61 (m, 1H, Ala1-2), 3.45 (dd, J = 5.7, 2.0 Hz, 1H, Q-7), 2.81 (d, J =
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4.3 Hz, 1H, Ile-2), 2.79 – 2.74 (m, 1H, Pip-3), 2.14 (t, J = 12.8 Hz, 1H, Pip-4), 1.79 –

1.69 (m, 1H, Ile-3), 1.54 (d, J = 6.5 Hz, 4H, Thr2-Me/Thr1-3), 1.50 (d, J = 7.0 Hz, 3H,

But-Me), 1.28 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.23 (d, J = 6.8 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.20

– 1.14 (m, 1H, Ile-4), 1.12 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.04 (s, 3H, Thstn-3-Me),

1.01 (d, J = 6.7 Hz, 3H, Ala1-Me), 0.98 – 0.88 (m, 1H, Ile-4’), 0.86 – 0.79 (m, 6H,

Ile-3-Me/Thr1-Me), 0.72 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): für [C72H83N19O18S5+2H+] ber.: 831.7456, gef.: 831.7465.

Einfach verkürztes oxidiertes Thiostrepton (58)
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Einfach verkürztes Thiostrepton 23 (391mg, 0.245mmol) wurde mit BrCCl3 (49µL,

0.490mmol, 2.0 Äquiv.) und DBU (41µL, 0.270mmol, 1.1 Äquiv.) nach AV2 in das ent-

sprechende Thiazol-Derivat überführt. Nach Kieselgelchromatographie (4–6%MeOH in

CHCl3) wurden 357mg (0.224mmol, 91%) des einfach verkürzten, oxidierten Thiostrep-

tons 58 erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.36 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 7.90min; für [C69H80N18O17S5+H+] ber.: 1595.5, gef.

1593.1.
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1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.11 (s, 2H, Thz4-5/Thz2-5), 8.05 (s, 1H, Thz1-

5), 7.87 (s, 1H, Thz-neu-5), 7.39 (s, 1H, , Thz3-5), 7.17 (s, 1H, Q-3), 6.74 (d, J = 10.1

Hz, 1H, Q-5), 6.48 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Deala2-3), 6.23 (dd, J = 9.9, 4.6 Hz, 1H, Q-6),

6.20 – 6.11 (m, 2H, Thr2-3/But-3), 5.70 – 5.67 (m, 3H, Deala1-3/Thr2-2/Thstn2), 5.48

(d, J = 1.6 Hz, 1H, Deala2-3’), 5.21 – 5.14 (m, 3H, Deala1-3’/Q-11/Pip-6), 4.58 (q, J

= 6.5 Hz, 1H, Ala2-2), 4.39 (d, J = 3.8 Hz, 1H, Thr1-2), 4.26 (br s, 1H, Q-8), 3.71 (q,

J = 6.5 Hz, 1H, Ala1-2), 3.63 (q, J = 6.8 Hz, 1H, Thstn-4), 3.46 (dd, J = 5.8, 2.1 Hz,

1H, Q-7), 3.31 (dd, J = 19.7, 6.1 Hz, 1H, Pip-3), 2.81 (d, J = 4.4 Hz, 1H, Ile-2), 2.79 –

2.72 (m, 1H, Pip-3’), 2.19 – 2.09 (m, 1H, Pip-4’), 1.75 (br s, 1H, Ile-3), 1.55 (d, J = 6.6

Hz, 3H, Thr2-Me), 1.51 (d, J = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3), 1.28 (d, J = 6.7 Hz, 3H,

Ala2-Me), 1.24 (d, J = 6.7 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.21 – 1.15 (m, 1H, Ile-4), 1.12 (d, J =

6.4 Hz, 3H, Ala1-Me), 1.05 (s, 3H, Thstn-3-Me), 1.02 (d, J = 6.7 Hz, 3H, Thstn-4-Me),

0.94 (d, J = 9.6 Hz, 1H, Ile-4’), 0.87 – 0.80 (m, 6H, Ile-3-Me/Thr1-Me), 0.73 (t, J = 7.3

Hz, 3H, Ile-4-Me).

13C-NMR: 125.8MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 11.4 (Ile-5), 14.7 (But-Me), 15.7 (Ile-3-Me),

16.3 (Thstn-5), 18.1 (Thstn-3-Me), 18.7 (Thr2-Me), 18.9 (Thr1-Me), 19.0 (Ala2-Me),

19.0 (Ala1-Me), 23.0 (Q-Me), 24.6 (Pip-3), 25.1 (Ile-4), 29.4 (Pip-4), 38.6 (Ile-3), 49.3

(Ala1-2), 52.2 (Ala2-2), 53.5 (Thstn-2), 55.6 (Thr2-2), 55.7 (Thr1-2), 57.6 (Pip-5), 59.4

(Q-7), 64.2 (Pip-6), 64.4 (Q-11), 66.2 (Ile-2), 66.8 (Thr1-3), 67.1 (Q-8), 67.8 (Thstn-4),

72.4 (Thr2-3), 77.5 (Thstn-3), 102.4 (Deala1-3), 103.8 (Deala2-3), 117.6 (Thz3-5), 122.3

(Q-3), 123.3 (Q-5), 124.7 (Cys-5), 124.9 (Thz2-5), 125.2 (Thz1-5), 127.2 (Q-10), 127.3

(But-3), 127.5 (Thz4-5), 128.0 (But-2), 130.0 (Q-6), 132.3 (Deala1-2), 133.4 (Deala2-2),

146.5 (Thz1-4), 148.7 (Cys-4), 150.1 (Thz2-4), 150.3 (Thz4-4), 153.6 (Q-4), 154.5 (Q-9),

157.5 (Thz3-4), 159.7 (Thz4-CO), 160.9 (Q-CO), 161.6 (Cys-CO), 161.8 (Thz1-CO),

161.9 (Pip-2), 162.2 (Thz2-CO), 163.2 (Deala1-CO), 166.2 (Deala2-CO), 166.4 (Thz2-

2), 166.7 (Thr1-CO), 167.2 (Cys-2), 168.4 (Thz4-2), 168.5 (Ala1-CO), 169.8 (Thz1-2),

170.2 (Thz3-2), 173.2 (Ala2-CO), 174.3 (Ile-CO).

HRMS (ESI): für [C69H80N18O17S5+2H+] ber.: 797.2349, gef.: 797.2357.
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8. Experimenteller Teil

Zweifach verkürztes oxidiertes Thiostrepton (59)
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Zweifach verkürztes Thiostrepton 27 (42mg, 0.028mmol) wurde mit BrCCl3 (5µL,

0.055mmol, 2.0 Äquiv.) und DBU (5µL, 0.030mmol, 1.1Äquiv.) nach AV2 in das ent-

sprechende Thiazol-Derivat überführt. Nach Kieselgelchromatographie (4–6%MeOH in

CHCl3) wurden 33mg (0.022mmol, 79%) des zweifach verkürzten, oxidierten Thiostrep-

tons 58 erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.36 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 8.76min; für [C66H77N17O16S5+H+] ber.: 1524.44, gef.:

1524.14.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.09 (s, 1H, Thz4-5), 8.07 (s, 1H, Thz2-5), 8.04

(s, 1H, Thz1-5), 7.86 (s, 1H, Thz-neu-5), 7.38 (s, 1H, Thz3-5), 7.16 (s, 1H, Q-3), 6.72

(d, J = 10.1 Hz, 1H, Q-5), 6.23 (ddd, J = 10.0, 5.8, 0.8 Hz, 1H, Q-6), 6.20 – 6.10 (m,

2H, Thr2-3/But-3), 5.71 – 5.64 (m, 3H, Thr2-2/Thstn-2/Deala1-3), 5.20 – 5.13 (m, 3H,

Pip-6/Q-11/Deala1-3’), 4.62 – 4.54 (m, 1H, Ala2-2), 4.38 (dd, J = 7.8, 3.7 Hz, 1H,

Thr1-2), 4.24 (s, 1H, Q-8), 3.90 (dd, J = 13.6, 6.8 Hz, 1H, Pip-4), 3.45 (dd, J = 5.8, 2.1

Hz, 1H, ,Q-7), 3.24 – 3.20 (m, 1H, Pip-3), 2.80 (d, J = 4.3 Hz, 1H, Ile-2), 2.77 – 2.68

(m, 1H, Pip-3’), 2.19 – 2.09 (m, 1H, Pip-4’), 1.79 – 1.70 (m, 1H, Ile-3), 1.54 (d, J = 6.5
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8.3. Thiostreptonderivate

Hz, 3H, Thr2-Me), 1.49 (d, J = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3), 1.27 (d, J = 6.5 Hz, 3H,

Ala2-Me), 1.23 – 1.21 (m, 3H, Q-11-Me), 1.21 – 1.13 (m, 1H, Thr1-3), 1.11 (d, J = 6.4

Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.04 (s, 3H, Thstn-3-Me), 1.01 (d, J = 6.8 Hz, 3H, Ala1-Me),

0.96 – 0.86 (m, 1H, Ile-4), 0.82 (dd, J = 12.4, 6.6 Hz, 6H, Ile-3-Me/Thr1-Me), 0.75 –

0.68 (m, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): für [C66H77N17O16S5+H+] ber.: 1524.441, gef.: 1524.442.

8.3.7. Sulfa-Michael -Additionen an einfach verkürztes oxidiertes

Thiostrepton

Einfach verkürztes oxidiertes Thiostrepton + Benzylmercap tan (41)
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Einfach verkürztes oxidiertes Thiostrepton 58 (63mg, 0.039mmol) wurde mit Ben-

zylmercaptan (5.6µL, 0.047, 1.2Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt

umgesetzt. Nach Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels präparativer

HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) wurde nach lyophilisieren der entsprechenden Fraktio-

nen dasMichael-Addukts 41 (48mg, 0.028mmol, 71%) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.57 (CHCl3/MeOH 9:1).
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LCMS (ESI): Methode II: tR = 10.47min; für [C76H88N18O17S6+H+] ber.: 1717.5, gef.:

1717.0.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.10 (s, 1H, Thz4-5), 8.09 (s, 1H, Thz2-5), 8.05

(s, 1H, Thz1-5), 7.87 (s, 1H, Thz-neu-5), 7.39 (s, 1H, Thz3-5), 7.22 – 7.04 (m, 6H,

Q-3/H-arom.), 6.73 (d, J = 10.0 Hz, 1H, Q-5), 6.23 (dd, J = 9.8, 5.4 Hz, 1H, Q-6), 6.20

– 6.10 (m, 2H, Thr2-3/But-3), 5.73 – 5.65 (m, 3H, Deala1-3/Thstn2/Thr2-2), 5.22 – 5.13

(m, 3H, Deala1-3’/Pip-6/Q-11), 4.65 – 4.53 (m, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 4.39 (dd, J =

7.9, 3.7 Hz, 1H, Thr1-2), 4.26 (s, 1H, Q-8), 3.71 (d, J = 6.4 Hz, 1H, Ala1-2), 3.67 – 3.61

(m, 3H, Thstn-4/1-H2), 3.46 (d, J = 5.7 Hz, 1H, Q-7), 2.84 – 2.80 (m, 1H, Ile-2), 2.78

(d, J = 6.4 Hz, 2H, beta-Cys), 2.17 – 2.09 (m, 1H, Pip-4’), 1.74 (brs, 1H, Ile-3), 1.55 (d,

J = 6.3 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.51 (d, J = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3), 1.28 (d, J = 6.6

Hz, 3H, Ala2-Me), 1.24 (d, J = 6.5 Hz, 4H, Q-11-Me/Ile-4), 1.12 (d, J = 6.4 Hz, 3H,

Ala1-Me), 1.06 – 0.99 (m, 6H, Thstn-3-Me/Thstn-4-Me), 0.98 – 0.88 (m, 1H, Ile-4’),

0.83 (m, 6H, Thr1-Me/Ile-3-Me), 0.73 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): für [C76H88N18O17S6+H+] ber.: 1717.497, gef.: 1717.498.

Einfach verkürztes oxidiertes Thiostrepton + 1-Butanthiol (42)
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8.3. Thiostreptonderivate

Einfach verkürztes oxidiertes Thiostrepton 58 (63mg, 0.039mmol) wurde mit 1-

Butanthiol (5.1µL, 0.047, 1.2Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt

umgesetzt. Nach Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels präparativer

HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktio-

nen dasMichael-Addukts 42 (34mg, 0.020mmol, 51%) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.36 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode II: tR = 10.54min; für [C73H90N18O17S6+H+] ber.: 1683.51, gef.:

1683.19.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.09 (s, 1H, Thz4-5), 8.08 (s, 1H, Thz2-5), 8.04

(s, 1H, Thz1-5), 7.87 (s, 1H, Thz-neu-5), 7.39 (s, 1H, Thz3-5), 7.16 (s, 1H, Q-3), 6.73

(d, J = 10.2 Hz, 1H, Q-5), 6.23 (dd, J = 10.4, 5.2 Hz, 1H, Q-6), 6.20 – 6.11 (m,

2H, Thr2-3/But-3), 5.72 – 5.65 (m, 3H, Deala1-3/Thr2-2/Thstn2), 5.21 – 5.13 (m, 3H,

Deala1-3’/Q-11/Pip-6), 4.62 – 4.54 (m, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 4.38 (dd, J = 7.9, 3.7

Hz, 1H, Thr1-2), 4.27 (s, 1H, Q-8), 3.70 (q, J = 6.5 Hz, 1H, Ala1-2), 3.67 – 3.60 (m, 1H,

Thstn-4), 3.45 (dd, J = 5.7, 2.0 Hz, 1H, Q-7), 3.26 – 3.21 (m, 1H, Pip-3), 2.90 – 2.85 (m,

2H, beta-Cys), 2.81 (d, J = 4.5 Hz, 1H, Ile-2), 2.76 – 2.71 (m, 1H, Pip-3’), 2.50 – 2.43 (m,

2H, 1-H2), 2.12 (d, J = 13.1Hz, 1H, Pip-4’), 1.72 (brs, 1H, Ile-3), 1.55 (d, J = 6.5Hz, 3H,

Thr2-Me), 1.50 (d, J = 7.0 Hz, 3H, But-Me), 1.47 – 1.38 (m, 3H, Thr1-3/2-H2), 1.28 (d, J

= 6.5 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.26 – 1.20 (m, 5H, Q-11-Me/3-H2), 1.20 – 1.15 (m, 1H, Ile-4),

1.12 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Ala-1-Me), 1.06 – 1.00 (m, 6H, Thstn-3-Me/Thstn-4-Me), 0.99

– 0.89 (m, 1H, Ile-4’), 0.83 (d, J = 6.8 Hz, 6H, Thr1-Me/Ile-3-Me), 0.77 – 0.69 (m, 6H,

Ile-4-Me/4-H3).

HRMS (ESI): für [C73H90N18O17S6+H+] ber.: 1683.513, gef.: 1683.514.
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Einfach verkürztes oxidiertes Thiostrepton + 4-Mercapto-1 -butanol (43)
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Einfach verkürztes oxidiertes Thiostrepton 58 (63mg, 0.039mmol) wurde mit 4-

Mercapto-1-butanol (4.9µL, 0.047mmol, 1.2Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Mi-

chael-Addukt umgesetzt. Nach Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels

präparativerHPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O)wurde nach Lyophilisieren der entsprechen-

den Fraktionen das Michael-Addukt 43 (36mg, 0.021mmol, 54%) als farbloser Feststoff

erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.26 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode II: tR = 9.78min; für [C73H90N18O18S6+H+] ber.: 1699.5, gef.:

1699.2.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.10 (s, 1H, Thz4-5), 8.07 (s, 1H, Thz2-5), 8.04

(s, 1H, Thz1-5), 7.87 (s, 1H, Thz-neu-5), 7.39 (s, 1H, Thz3-5), 7.16 (s, 1H, Q-3), 6.73

(d, J = 10.1 Hz, 1H, Q-5), 6.23 (dd, J = 10.4, 5.1 Hz, 1H, Q-6), 6.19 – 6.10 (m,

2H, Thr2-3/But-3), 5.72 – 5.65 (m, 3H, Deala1-3/Thr2-2/Thstn2), 5.21 – 5.13 (m, 3H,

Deala1-3’/Q-11/Pip-6), 4.63 – 4.56 (m, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 4.38 (dd, J = 7.9, 3.7

Hz, 1H, Thr1-2), 4.27 (s, 1H, Q-8), 3.70 (d, J = 6.2 Hz, 1H, Ala1-2), 3.67 – 3.60 (m,
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8.3. Thiostreptonderivate

1H, Thstn-4), 3.47 – 3.40 (m, 3H, Q-7/4-H2), 3.26 – 3.22 (m, 1H, Pip-3), 2.90 – 2.85

(m, 2H, beta-Cys), 2.81 (d, J = 4.6 Hz, 1H, Ile-2), 2.76 – 2.69 (m, 1H, Pip-3’), 2.54 –

2.47 (m, 2H, 1-H2), 2.13 (d, J = 13.3 Hz, 1H, Pip-4’), 1.72 (br s, 1H, Ile-3), 1.55 (d,

J = 6.5 Hz, 5H, Thr2-Me/2-H2), 1.50 (d, J = 7.0 Hz, 5H, But-Me/3-H2), 1.48 – 1.43

(m, 1H, Thr1-3), 1.28 (dd, J = 6.5, 2.0 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.23 (d, J = 6.6 Hz, 3H,

Q-11-Me), 1.21 – 1.15 (m, 1H, Ile-4), 1.12 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Ala1-Me), 1.06 – 0.99

(m, 6H, Thstn3-Me/Thstn4-Me), 0.98 – 0.89 (m, 1H, Ile-4’), 0.83 (d, J = 6.8 Hz, 6H,

Ile-3-Me/Thr1-Me), 0.73 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): für [C73H90N18O18S6+H+] ber.: 1699.508, gef.: 1699.508.

Einfach verkürztes oxidiertes Thiostrepton + 2-Propanthiol (44)
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Einfach verkürztes, oxidiertes Thiostrepton 58 (70mg, 0.044mmol) wurde mit 2-

Propanthiol (4.9µL, 0.053mmol, 1.2Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-

Addukt umgesetzt. Nach Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels prä-

parativer HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O)wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden

Fraktionen dasMichael-Addukt 44 (20mg, 0.012mmol, 27%) als farbloser Feststoff erhal-

ten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).
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DC: R f = 0.32 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode II: tR = 10.32min; für [C72H88N18O17S6+H+] ber.: 1669.5, gef.:

1669.2.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.06 (s, 1H, Thz4-5), 8.05 (s, 1H, Thz2-5), 8.00

(s, 1H, Thz1-5), 7.85 (s, 1H, Thz-neu-5), 7.36 (s, 1H, Thz3-5), 7.11 (s, 1H, Q-3), 6.70

(d, J = 10.2 Hz, 1H, Q-5), 6.19 (dd, J = 10.2, 5.5 Hz, 1H, Q-6), 6.16 – 6.09 (m, 2H,

Thr2-3/But-3), 5.69 (s, 1H, Deala1-3), 5.67 – 5.62 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.19 (s, 1H,

Deala1-3’), 5.17 – 5.11 (m, J = 6.9 Hz, 2H, Q-11/Pip-6), 4.61 – 4.52 (m, 2H, alpha-

Cys/Ala2-2), 4.35 (dd, J = 7.9, 3.6 Hz, 1H, Thr1-2), 4.28 (s, 1H, Q-8), 3.88 (d, J =

13.5 Hz, 1H, Pip4), 3.67 (q, J = 6.5 Hz, 1H, Ala1-2), 3.65 – 3.57 (m, 1H, Thstn-4),

3.42 (dd, J = 5.8, 1.9 Hz, 1H, Q-7), 3.22 – 3.18 (m, 1H, Pip-3), 2.94 – 2.80 (m, 3H,

beta-Cys/1), 2.78 (d, J = 4.7 Hz, 1H, Ile-2), 2.74 – 2.67 (m, 1H, Pip-3’), 2.16 – 2.07 (m,

1H, Pip-4’), 1.66 (br s, 1H, Ile-3), 1.52 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Thr-2-Me), 1.47 (d, J = 7.1

Hz, 3H, But-Me), 1.44 – 1.38 (m, 1H, Thr1-3), 1.25 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.19

(d, J = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.17 – 1.14 (m, 1H, Ile-4), 1.11 (dd, J = 6.7, 2.0 Hz, 9H,

2-H3/2’-H3/beta-Cys), 1.03 – 0.96 (m, 6H, Thstn4-Me/Thstn3-Me), 0.96 – 0.88 (m, 1H,

Ile-4’), 0.83 (d, J = 6.2 Hz, 3H, Thr1-Me), 0.79 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.70 (t, J

= 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): für [C72H88N18O17S6+H+] ber.: 1669.497, gef.: 1669.498.
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Einfach verkürztes, oxidiertes Thiostrepton + 1-Octanthio l (45)
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Einfach verkürztes, oxidiertes Thiostrepton 58 (100mg, 0.063mmol) wurde mit 1-

Octanthiol (16µL, 0.094mmol, 1.5Äquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-

Addukt umgesetzt. Nach Entfernen des Lösungsmittels i.V. und Reinigung mittels prä-

parativer HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O)wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden

Fraktionen dasMichael-Addukt 45 (39mg, 0.022mmol, 36%) als farbloser Feststoff erhal-

ten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.38 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I:ZweiDiastereomere, tR = 10.82/11.06min; für [C77H98N18O17S6+H+]

ber.: 1739.6, gef.: 1739.3.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD4:1; δ= 8.09 (s, 1H, Thz4-5), 8.07 (s, 1H, Thz2-5), 8.04 (s,

1H, Thz1-5), 7.86 (s, 1H, Thz-neu-5), 7.39 (s, 1H, Thz3-5), 7.16 (s, 1H, Q-3), 6.73 (d, J =

10.0Hz, 1H, Q-5), 6.23 (dd, J = 9.4, 5.4Hz, 1H,Q-6), 6.19 – 6.10 (m, 2H, Thr2-3/But-3),

5.72 – 5.63 (m, 3H, Deala1-3/Thr2-2/Thstn2), 5.22 – 5.12 (m, 3H, Deala1-3’/Q-11/Pip-

6), 4.58 (t, J = 6.3 Hz, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 4.38 (dd, J = 7.8, 3.7 Hz, 1H, Thr1-2),

4.25 (s, 1H, Q-8), 3.91 (d, J = 13.1 Hz, 1H, Pip4), 3.70 (q, J = 6.4 Hz, 1H, Ala1-2), 3.66

– 3.58 (m, 1H, Thstn-4), 3.45 (dd, J = 5.4, 1.9 Hz, 1H, Q-7), 2.87 (dd, J = 6.3, 2.8 Hz,
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2H), 2.81 (d, J = 4.4 Hz, 1H, Ile-2), 2.49 – 2.42 (m, 2H, 1-H2), 2.12 (dd, J = 13.2, 3.4

Hz, 1H, Pip-4), 1.79 – 1.68 (m, 1H, Ile-3), 1.54 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Thr1-Me), 1.50 (d,

J = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-Me), 1.46 – 1.37 (m, 2H, 2-H2), 1.28 (d, J = 5.6 Hz, 3H,

Ala2-Me), 1.23 (d, J = 6.6 Hz, 5H, Q-11-Me/3-H2), 1.16 (s, 12H, Thstn4-Me/Ile-4/4-

H2/5-H2/6-H2/7-H2), 1.06 – 0.98 (m, 6H, Thstn3-Me/Ala1-Me), 0.92 (m, 1H, Ile-4’),

0.87 – 0.77 (m, 6H, Ile-3-Me/Thr1-Me), 0.75 – 0.61 (m, 6H, Ile-4-Me/8-H3).

HRMS (ESI): für [C77H98N18O17S6+H+] ber.: 1739.575, gef.: 1739.576.

8.3.8. Reduktion des Dehydro-Piperidins der Thiostreptonstruktur

Reduziertes Thiostrepton (61)
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Thiostrepton 3 (200mg, 0.120mmol) wurde mit NaBH3CN (8.3mg, 0.132mmol, 1.1

Äquiv.) nach AV3 in das entsprechende Piperidin-Derivat überführt. Nach präparati-

ver HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) wurden 139mg (0.083mmol, 69%) des reduzierten

Thiostreptons 61 erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.28 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 8.62min; für [C72H87N19O18S5+H+] ber.: 1666,5, gef.:

1666.3.
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1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.10 (s, 1H, Thz4-5), 8.01 (s, 1H, Thz2-5), 7.99

(s, 1H, Thz1-5), 7.33 (s, 1H, Thz3-5), 7.14 (s, J = 4.3 Hz, 1H, Q-3), 6.73 (d, J = 10.0 Hz,

1H, Q-5), 6.47 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Deala2-3), 6.30 (d, J = 1.5 Hz, 1H, Deala3-3), 6.27

(dd, J = 13.9, 7.0 Hz, 1H, Thr2-3), 6.24 – 6.19 (m, 1H, Q-6), 6.05 (q, J = 7.1 Hz, 1H,

But-3), 5.67 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Deala1-3), 5.64 – 5.56 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-2), 5.47 (s,

1H, Deala3-3’), 5.43 (s, 1H, Deala2-3’), 5.20 (s, 1H, Deala1-3’), 5.16 (q, J = 6.5 Hz, 1H,

Q-11), 4.81 (dd, J = 12.4, 9.4 Hz, 1H, Cys-4), 4.70 (p, J = 6.6 Hz, 1H, Ala2-2), 4.36 (s,

1H, Pip-6), 4.31 – 4.22 (m, 3H, Q-8/Pip-2/Thr1-2), 3.70 – 3.62 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4),

3.51 – 3.43 (m, 2H, Cys-5/Q-7), 2.99 (d, J = 12.2 Hz, 1H, Cys-5’), 2.81 (d, J = 4.4 Hz,

1H, Ile-2), 2.22 (d, J = 10.2 Hz, 1H, Pip-3), 2.03 – 1.94 (m, 1H, Pip-4’), 1.94 – 1.88 (m,

1H, Pip-3’), 1.77 – 1.69 (m, 1H, Ile-3), 1.58 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Thr2-3), 1.46 (d, J =

7.0 Hz, 3H, But-Me), 1.39 – 1.35 (m, 1H, Thr1-3), 1.33 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me),

1.21 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Q11-Me), 1.19 – 1.17 (m, 1H, Ile-4), 1.15 (d, J = 6.4 Hz, 3H,

Thstn-4-Me), 1.03 (d, J = 6.7 Hz, 3H, Ala1-Me), 0.99 (s, 3H, Thstn-3-Me), 0.97 – 0.92

(m, 1H, Ile-4’), 0.83 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.73 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-5), 0.68

(d, J = 6.1 Hz, 3H, Thr1-Me).

13C-NMR: 125.8MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 125.1 (Thz1-5), 55.9 (Thr1-2), 66.8 (Thr1-3),

19.4 (Th1-Me), 15.7 (But-Me), 35.3 (Cys-5), 79.0 (Cys-4), 132.4 (But-3), 53.3 (Thstn-2),

17.5 (Thstn-3-Me), 67.6 (Thstn-4), 16.1 (Thstn-5), 125.1 (Thz2-5), 118.6 (Thz3-5), 55.9

(Thr2-2), 72.0 (Thr2-3), 18.9 (Thr2-Me), 64.4 (Q-11), 23.0 (Q-Me), 122.3 (Q-3), 123.4

(Q-5), 130.0 (Q-6), 59.5 (Q-7), 67.1 (Q-8), 66.4 (Ile-2), 38.7 (Ile-3), 11.4 (Ile-5), 15.8 (Ile-

3-Me), 25.2 (Ile-4), 25.0 (Ile-4), 49.2 (Ala1-2), 19.1 (Ala1-Me), 102.2 (Deala1-3), 52.3

(Ala2-2), 19.1 (Ala2-Me), 58.2 (Pip-2), 28.4 (Pip-3), 33.5 (Pip-4), 62.1 (Pip-6), 124.6

(Thz4-5), 104.0 (Deala2-3), 104.1 (Deala3-3).

HRMS (ESI): für [C72H87N19O18S5+2H+] ber.: 833.7613, gef.: 833.7618.

275



8. Experimenteller Teil

Einfach verkürztes reduziertes Thiostrepton (62)
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Einfach verkürztes Thiostrepton 23 (100mg, 0.063mmol)wurdemitNaBH3CN (4.3mg,

0.069mmol, 1.1 Äquiv.) nach AV3 in das entsprechende Piperidin-Derivat überführt.

Nach präparativer HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) wurden 30mg (0.019mmol, 30%) des

einfach verkürzten, reduzierten Thiostreptons 61 erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.30 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 8.53min; für [C69H84N18O17S5+H+] ber.: 1597.5, gef.

1597.2.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.10 (s, 1H, Thz4-5), 7.99 (s, 1H, Thz2-5), 7.96

(s, 1H, Thz1-5), 7.32 (s, 1H, Thz3-5), 7.15 (s, 1H, Q-3), 6.73 (d, J = 10.0 Hz, 1H, Q-5),

6.39 (s, 1H, Deala1-2), 6.31 – 6.19 (m, 2H, Thr2-3/Q-6), 6.05 (q, J = 7.1 Hz, 1H, But-3),

5.68 (s, 1H, Deala1-3), 5.66 – 5.55 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-2), 5.44 (s, 1H, Deala2-3’),

5.19 (s, 1H, Deala1-3’), 5.15 (q, J = 6.2 Hz, 1H, Q-11), 4.81 (dd, J = 12.3, 9.7 Hz, 1H,

Cys-4), 4.68 (q, J = 6.4 Hz, 1H, Ala2-2), 4.34 (s, 1H, Pip-6), 4.28 – 4.21 (m, 3H, Thr1-

2/Pip-2/Q-8), 3.70 – 3.61 (m, 2H, Thstn-4/Ala1-2), 3.52 – 3.42 (m, 2H, Q-7/Cys-5), 3.00

(t, J = 12.1 Hz, 1H, Cys-5’), 2.81 (s, 1H, Ile-2), 2.21 (d, J = 13.7 Hz, 1H, Pip-3), 2.04 –

1.91 (m, 1H, Pip-4’), 1.90 – 1.85 (m, 1H, Pip-3’), 1.79 – 1.70 (m, 1H, Ile-3), 1.58 (d, J
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8.3. Thiostreptonderivate

= 6.5 Hz, 3H, Thr2-3), 1.45 (d, J = 7.0 Hz, 3H, But-Me), 1.41 – 1.36 (m, 1H, Thr1-3),

1.31 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.23 – 1.19 (m, 3H, Q-11-Me), 1.14 (d, J = 6.4 Hz,

4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.03 (d, J = 6.7 Hz, 3H, Ala1-Me), 0.99 (s, J = 11.3 Hz, 3H,

Thstn-3-Me), 0.95 – 0.88 (m, 1H, Ile-4’), 0.84 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.72 (t, J =

7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.65 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): für [C69H84N18O17S5+H+] ber.: 1597.494, gef.: 1597.495.

Zweifach verkürztes zweifach reduziertes Thiostrepton (6 3)
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Einfach verkürztes Thiostrepton 27 (55mg, 0.036mmol) wurde mit NaBH3CN (4.8mg,

0.069mmol, 2.1 Äquiv.) nach AV3 in das entsprechende Piperidin-Derivat überführt.

Nach präparativer HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) wurden 16mg (0.010mmol, 29%) des

zweifach verkürzten, zweifach-reduzierten Thiostreptons 63 erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.29 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 7.82min; für [C66H83N17O16S5+H+] ber.: 1530.5, gef.

1530.2.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.10 (s, 1H, Thz4-5), 7.96 (d, J = 1.1 Hz, 2H,

Thz2-5/Thz1-5), 7.29 (s, 1H, Thz3-5), 7.13 (s, 1H, Q-3), 6.71 (d, J = 10.1 Hz, 1H, Q-5),
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6.29 – 6.17 (m, 2H, Thr2-3/Q-6), 5.67 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Deala1-3), 5.60 (d, J = 8.8

Hz, 1H, Thr2-2), 5.56 (d, J = 9.8 Hz, 1H, Thstn2), 5.18 (s, 1H, Deala1-3’), 5.12 (q, J =

6.2 Hz, 1H, Q-11), 4.80 (t, J = 10.6 Hz, 1H, Cys-4), 4.77 – 4.72 (m, 1H, But-2), 4.70 –

4.61 (m, 1H, Ala2-2), 4.25 – 4.17 (m, J = 9.4 Hz, 2H, Q8/Pip-6), 4.13 (dd, J = 7.5, 3.5

Hz, 1H, Thr1-2), 3.96 – 3.88 (m, 1H, Pip-4), 3.69 – 3.59 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.52

(dd, J = 11.3, 9.4 Hz, 1H, Cys-5), 3.44 (dd, J = 5.8, 2.1 Hz, 1H, Q-7), 3.11 (t, J = 11.8

Hz, 1H, Cys-5’), 2.80 (d, J = 4.4 Hz, 1H, Ile-2), 2.16 (dd, J = 13.2, 3.0 Hz, 1H, Pip-3),

2.03 – 1.92 (m, 1H, Pip-4’), 1.91 – 1.84 (m, 1H, Pip-3’), 1.80 – 1.68 (m, 1H, Ile-3), 1.66

– 1.59 (m, 1H, But-3), 1.56 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.46 – 1.40 (m, 1H, Thr1-3),

1.36 (dd, J = 14.4, 7.2 Hz, 1H, But-3’), 1.29 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.20 (d, J =

6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.12 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.09 – 1.05 (m, 1H, Ile-4),

1.01 (d, J = 6.7 Hz, 3H, Ala1-Me), 0.99 (s, 3H, Thstn-3-Me), 0.95 – 0.87 (m, 1H, Ile-4’),

0.83 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.71 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.61 (t, J = 7.3 Hz,

3H, But-Me), 0.57 (d, J = 6.2 Hz, 3H, Thr-1-Me).

HRMS (ESI): für [C66H83N17O16S5+H+] ber.: 1530.488, gef.: 1530.489.

8.3.9. Kombinierte Oxidation / Reduktion

Oxidiertes reduziertes Thiostrepton (64)
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8.3. Thiostreptonderivate

Oxidiertes Thiostrepton 57 (100mg, 0.060mmol) wurde mit NaBH3CN (4mg,

0.066mmol, 1.1 Äquiv.) nach AV3 in das entsprechende Piperidin-Derivat überführt.

Nach präparativer HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) wurden 35mg (0.021mmol, 32%) des

oxidierten, reduzierten Thiostreptons 64 erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.30 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 8.29min; für [C72H85N19O18S5+H+] ber.: 1664.50, gef.

1664.24.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.10 (s, 1H, Thz4-5), 8.05 (s, 1H, Thz2-5), 8.03

(s, 1H, Thz1-5), 7.88 (s, 1H, Thz-neu-5), 7.34 (s, 1H, Thz3-5), 7.18 (s, 1H, Q-3), 6.75

(d, J = 10.1 Hz, 1H, Q-5), 6.49 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Deala3-3), 6.34 (d, J = 1.7 Hz, 1H,

Deala2-3), 6.30 – 6.22 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-2), 6.16 (q, J = 7.0 Hz, 1H, But-3), 5.73 –

5.70 (m, 2H,Deala1-3/Thr2-2), 5.69 (s, 1HThstn-2), 5.49 (d, J = 1.8Hz, 1H,Deala2-3’),

5.45 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Deala3-3’), 5.22 (s, 1H, Deala1-3’), 5.18 (dd, J = 13.1, 6.5 Hz,

1H, Q-11), 4.73 (p, J = 6.4 Hz, 1H, Ala2-2), 4.42 – 4.37 (m, 2H, Pip-6/Thr1-2), 4.29 (d,

J = 10.9 Hz, 2H, Q-8/Pip-2), 4.00 (d, J = 9.6 Hz, 1H, Pip-4), 3.73 (q, J = 6.3 Hz, 1H,

Thstn-4), 3.69 – 3.63 (m, 1H, Ala1-2), 3.47 (dd, J = 5.7, 1.9 Hz, 1H, Q-7), 2.83 (d, J =

4.5 Hz, 1H, Ile-2), 2.24 (d, J = 11.0 Hz, 1H, Pip-3), 2.05 – 1.90 (m, 2H, Pip-4’/Pip-3’),

1.79 – 1.69 (m, 1H, Ile-3), 1.59 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Thr2-3), 1.53 (d, J = 7.1 Hz, 3H,

But-Me), 1.51 – 1.46 (m, 1H, Thr1-3), 1.36 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.25 (d, J =

6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.23 – 1.17 (m, 1H, Ile-4), 1.15 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Thstn-4-Me),

1.06 (d, J = 7.0 Hz, 6H, Thstn-3-Me/Ala1-Me), 1.02 – 0.92 (m, 1H, Ile-4’), 0.89 – 0.83

(m, 6H, Ile-3-Me/Thr1-Me), 0.75 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): für [C72H85N19O18S5+2H+] ber.: 832.7535, gef.: 832.7540.
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Oxidiertes, reduziertes, einfach verkürztes Thiostrepto n (65)
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Oxidiertes, einfach verkürztes Thiostrepton 58 (100mg, 0.063mmol) wurde mit

NaBH3CN (4mg, 0.069mmol, 1.1 Äquiv.) nach AV3 in das entsprechende Piperidin-

Derivat überführt. Nach präparativer HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) wurden 30mg

(0.019mmol, 30%) des oxidierten, reduzierten Thiostreptons 65 erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.28 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 8.27min; für [C69H82N18O17S5+H+] ber.: 1595.5, gef.:

1595.3.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD4:1; δ= 8.06 (s, 1H, Thz4-5), 8.00 (s, 1H, Thz2-5), 7.95 (s,

1H, Thz1-5), 7.84 (s, 1H, Thz-neu-5), 7.29 (s, 1H, Thz3-5), 7.14 (s, 1H, Q-3), 6.71 (d, J =

9.9 Hz, 1H, Q-5), 6.37 (d, J = 1.3 Hz, 1H, Deala2-3), 6.26 – 6.19 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-

2), 6.12 (d, J = 7.0 Hz, 1H, But-3), 5.69 – 5.65 (m, 3H, Deala1-3/Thr2-2/Thstn-2), 5.44

(d, J = 1.0 Hz, 1H, Deala2-3’), 5.19 (s, 1H, Deala1-3’), 5.14 (dd, J = 13.1, 6.5 Hz, 1H,

Q-11), 4.72 – 4.66 (m, 1H, Ala2-2), 4.36 – 4.33 (m, 2H, Pip-6/Thr1-2), 4.25 (s, 1H, Q-8),

4.22 (dd, J = 11.5, 3.1 Hz, 1H, Pip-2), 3.93 (d, J = 13.2 Hz, 1H, Pip-4), 3.68 (dd, J =

12.9, 6.4 Hz, 1H, Thstn-4), 3.63 (dd, J = 13.5, 6.7 Hz, 1H, Ala1-2), 3.43 (dd, J = 5.5, 1.6

Hz, 1H, Q-7), 2.79 (d, J = 4.5 Hz, 1H, Ile-2), 2.19 (dd, J = 13.2, 3.0 Hz, 1H, Pip-3), 1.98
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8.3. Thiostreptonderivate

– 1.92 (m, 1H, Pip-4’), 1.88 – 1.79 (m, 1H, Pip-3’), 1.74 – 1.67 (m, 1H, Ile-3), 1.55 (d,

J = 6.5 Hz, 3H, Thr2-3), 1.48 (d, J = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3), 1.30 (d, J = 6.6 Hz,

3H, Ala2-Me), 1.21 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.19 – 1.12 (m, 1H, Ile-4), 1.10 (d, J

= 6.4 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.03 – 0.99 (m, 6H, Thstn-3-Me/Ala1-Me), 0.96 – 0.88 (m,

J = 13.7, 9.2, 7.3 Hz, 1H, Ile-4’), 0.81 (d, J = 6.8 Hz, 6H, Thr1-Me/Ile-3-Me), 0.71 (t, J

= 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): für [C69H82N18O17S5+H+] ber.: 1595.478, gef.: 1595.479.

Oxidiertes reduziertes zweifach verkürztes Thiostrepton (66)
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Oxidiertes, zweifach verkürztes Thiostrepton 59 (100mg, 0.066mmol) wurde mit

NaBH3CN (16mg, 0.264mmol, 4.0 Äquiv.) nach AV3 in das entsprechende Piperidin-

Derivat überführt. Nach präparativer HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) wurden 29mg

(0.019mmol, 29%) des oxidierten, reduzierten Thiostreptons 66 erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.31 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 8.07min; für [C66H80N17O16S5+H+] ber.: 1526.5, gef.:

1527.3.
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1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.04 (s, 1H, Thz4-5), 7.99 (s, 1H, Thz2-5), 7.94

(s, 1H, Thz1-5), 7.83 (s, 1H, Thz-neu-5), 7.29 (s, 1H, Thz3-5), 7.12 (s, 1H, Q-3), 6.69 (d,

J = 9.6 Hz, 1H, Q-5), 6.22 – 6.15 (m, 2H, Thr2-3/Q-6), 6.11 (q, J = 7.0, 1H, But-3), 5.65

(d, J = 3.5 Hz, 2H, Thr2-2/Deala1-3), 5.63 (s, 1H, Thstn-2), 5.17 (s, 1H, Deala1-3’),

5.13 (dd, J = 12.9, 6.4 Hz, 1H, Q-11), 4.66 (dd, J = 13.1, 6.5 Hz, 1H, Ala2-2), 4.34 (s,

1H, Pip-6), 4.32 (d, J = 3.4 Hz, 1H, Thr1-2), 4.24 (s, 1H, Q-8), 3.94 (d, J = 13.1 Hz, 1H,

Pip-4), 3.67 (dd, J = 12.9, 6.4 Hz, 1H, Thstn-4), 3.62 (dd, J = 13.5, 6.7 Hz, 1H, Ala-1-2),

3.41 (d, J = 5.5 Hz, 1H, Q-7), 2.77 (d, J = 4.3 Hz, 1H, Ile-2), 2.14 (dd, J = 12.8, 2.4 Hz,

1H, Pip-3), 1.94 (t, J = 13.2 Hz, 1H, Pip-4’), 1.88 – 1.79 (m, 1H- Pip-3’), 1.71 – 1.64 (m,

1H, Ile-3), 1.52 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Thr2-3), 1.47 (d, J = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3),

1.27 (d, J = 6.5Hz, 3H,Ala2-Me), 1.19 (d, J = 6.4Hz, 3H,Q-11-Me), 1.17 – 1.11 (m, 1H,

Ile-4), 1.09 (d, J = 6.2 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.02 – 0.97 (m, 6H, Ala1-Me/Thstn-3-Me),

0.95 – 0.87 (m, 1H, Ile-4’), 0.81 – 0.76 (m, 6H, Ile-3-Me/Thr1-Me), 0.69 (t, J = 7.3 Hz,

3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): für [C66H80N17O16S5+H+] ber.: 1526.457, gef.: 1526.458.

8.3.10. Regioselektive Acylierung

Mono-acetyliertes Thiostrepton 67
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8.3. Thiostreptonderivate

Zu einer Lösung aus Thiostrepton 3 (50mg, 0.030mmol) in wasserfreiem THF (10mL)

wurde Essigsäureanhydrid (6.3µL, 0.066mmol, 2.2Äquiv.), gefolgt von Triethylamin

(9.2µL, 0.066mmol, 2.2Äquiv.) undDimethylaminopyridin (DMAP) (1.1mg, 0.009mmol,

0.3Äquiv.) unter Rühren bei RT hinzugegeben. Nach 13 h wurden die flüchtigen Be-

standteile im Vakuum entfernt und das Produkt mittels präparativer HPLC (C4 Säule,

CH3CN/H2O) gereinigt. Es wurden 17mg des acetylierten Thiostreptons 67 (0.010mmol,

33%) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.31 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tR = 9.54min; [C74H87N19O19S5+H+] ber.: 1706.5, gef.: 1706.1.

HPLC: Methode A: tR = 15.5min.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.14 (s, 1H, Thz4-5), 8.13 (s, 1H, Thz2-5), 8.02

(s, 1H, Thz1-5), 7.40 (s, 1H, Thz3-5), 7.15 (s, 1H, Q-3), 6.75 (d, J = 10.1 Hz, 1H, Q-5),

6.55 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Deala3-3), 6.38 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Deala2-3), 6.27 – 6.19 (m,

2H, Q-6/Thr2-3), 6.07 (q, J = 6.8 Hz, 1H, But-3), 5.68 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Deala1-3),

5.66 – 5.61 (m, 1H, Thr2-2), 5.55 – 5.50 (m, 2H, Deala2-3’/Thstn-2), 5.46 (d, J = 2.3 Hz,

1H, Deala3-3’), 5.20 (s, 1H, Deala1-3’), 5.18 – 5.13 (m, 2H, Q-11/Pip-6), 4.90 (q, J = 6.2

Hz, 1H, Thstn-4), 4.81 – 4.72 (m, 1H, Cys-4), 4.63 – 4.56 (m, 1H, Ala2-2), 4.31 – 4.25

(m, 2H, Thr1-2/Q-8), 3.66 (q, J = 6.7 Hz, 1H, Ala1-2), 3.49 – 3.40 (m, 2H, Q-7/Cys-5),

3.33 (d, J = 18.3 Hz, 1H, Pip-3), 3.06 (t, J = 12.0 Hz, 1H, Cys-5), 2.82 (d, J = 4.4 Hz, 1H,

Ile-2), 2.79 – 2.75 (m, 1H, Pip-3’), 2.21 – 2.11 (m, 1H, Pip-4’), 1.96 (s, 3H, Ac-Me), 1.74

(br s, 1H, Ile-3), 1.57 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.45 (d, J = 8.2 Hz, 3H, But-Me),

1.41 – 1.38 (m, 1H, Thr1-3), 1.29 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.23 (d, J = 6.5 Hz,

4H, Q-11-Me/Ile-4), 1.20 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.13 (s, 3H, Thstn-3-Me),

1.03 (d, J = 6.7 Hz, 3H, Ala1-Me), 0.99 – 0.91 (m, 1H, Ile-4’), 0.85 (d, J = 6.8 Hz, 3H,

Ile-3-Me), 0.74 (t, J = 7.4 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.68 (d, J = 6.1 Hz, 3H, Thr1-Me).

13C-NMR: 100.6MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ= 11.6 (Ile-4-Me), 14.1 (Thstn-4-Me), 15.4 (But-

Me), 15.8 (Ile-3-Me), 18.9 (Thr2-3-Me), 19.1 (Thr1-Me), 19.2 (Ala1-3), 19.4 (Ala2-3),
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20.0 (Thstn-3-Me), 21.0 (Ac-Me), 22.7 (Q-11-Me), 24.5 (Ile-4), 24.9 (Pip-3), 29.2 (Pip-4),

34.1 (Cys-5), 38.5 (Ile-3), 49.4 (Ala1-2), 51.9 (Thstn-2), 51.9 (Ala2-2), 55.8 (Thr2-2) 55.8

(Thr1-2), 57.9 (Pip-5) 59.0 (Q-7), 64.2 (Pip-6), 64.3 (Q-11), 65.6 (Ile-2), 66.3 (Thr1-3),

67.6 (Q-8), 69.8 (Thstn-4), 72.2 (Thr2-3), 76.1 (Thstn-3), 79.1 (Cys-4), 103.1 (Deala1-

3), 103.4 (Deala3-3), 104.5 (Deala2-3), 118.6 (Thz3-5), 122.4 (Q-3), 123.1 (Q-5), 124.9

(Thz1-5), 125.7 (Thz2-5), 127.5 (Q-2), 127.7 (Thz4-5), 130.2 (Q-6), 132.5 (Deala1-2),

132.9 (But-3), 133.0 (But-2), 133.1 (Deala2-2), 134.4 (Deala3-2), 146.5 (Thz1-4), 150.1

(Thz4-4), 154.2 (Q-4), 157.4 (Thz3-4), 161.2 (Q-CO), 162.0 (Thz1-CO), 162.4 (Deala3-

CO), 162.4 (Pip-2), 164.0 (Deala1-CO), 165.7 (Thr1-CO), 166.3 (Deala2-CO), 167.0

(Thz2-2), 168.6 (Thr4-2), 169.2 (Ala1-CO), 169.2 (Cys-2), 169.3 (Q-9), 170.0 (Thz1-2),

170.4 (Thz3-2), 170.5 (Thz3-2), 171.0 (Cys-CO), 171.1 (Ac-CO), 173.6 (Ala2-CO), 174.0

(Ile-CO).

HRMS (ESI): für [C74H87N19O19S5+2H+] ber.: 853.759, gef.: 853.760.

8.3.11. Hydrolyse des B-Ring-Lactons

B-Ring-geöffnetes Thiostrepton (68)
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Thiostrepton 3 (200mg, 0.120mmol)wurde inwasserfreiemMeOH /CHCl3 (2:1, 10mL)

gelöst und bei 0 ◦C mit NaOMe-Lösung (1m in MeOH, 40µL, 0.33Äquiv.) versetzt. Die
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8.3. Thiostreptonderivate

Reaktionsmischung wurde für 6 h bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurden im Va-

kuum entfernt und der Rückstand mittels Kieselgelchromatographie (5–10% MeOH in

CHCl3) und anschließend mittels präparativer HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) gereinigt.

Nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen konnte das im B-Ring geöffnete

Thiostrepton 68 (Diastereomerengemisch) als farbloser Feststoff erhalten werden (23mg,

0.014mmol, 11%).

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.28 (CHCl3/MeOH 9:1).

HPLC: Methode A: tR = 11.3min.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.10 (s, 1H, Thz4-5), 8.01 (s, 1H, Thz2-5), 7.98

(s, 1H, Thz1-5), 7.82 (s, 1H, Thz3-5), 6.68 (s, 1H, Q-3), 6.54 (d, J = 10.3 Hz, 1H, Q-5),

6.43 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Deala2-3), 6.24 (d, J = 1.6 Hz, 1H, Deala3-3), 6.18 (q, J = 6.4

Hz, 1H, But-3), 5.95 (d, J = 10.1 Hz, 1H, Q-6), 5.65 (s, 1H), 5.49 (d, J = 1.6 Hz, 1H,

Deala3-3’), 5.43 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Deala2-3’), 5.41 – 5.36 (m, 1H), 5.35 – 5.29 (m, 2H,

Deala1-3), 4.97 (t, J = 9.0 Hz, 1H, Cys-4), 4.89 – 4.81 (m, 1H, Ala2-2), 4.79 – 4.75 (m,

2H, Pip-6), 4.62 (d, J = 11.5 Hz, 1H, Q-8), 4.32 – 4.27 (m, 2H, Thr1-2), 3.77 (s, 3H,

OMe), 3.61 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 3.51 – 3.37 (m, 3H, Q-7/Cys-5/Pip-4), 3.24 (dd, J = 11.4,

8.5 Hz, 1H, Cys-5’), 3.21 – 3.15 (m, 2H, Ile-2/Pip-3), 2.75 – 2.67 (m, 1H, Pip-3’), 2.26

(t, J = 12.3 Hz, 1H, Pip-4’), 1.75 – 1.66 (m, 1H, Ile-3), 1.50 (d, J = 7.0 Hz, 3H, But-Me),

1.35 – 1.28 (m, 1H, Ile-4), 1.25 (d, J = 7.1 Hz, 3H), 1.23 – 1.17 (m, 6H, Ala2-Me), 1.11

(d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.07 (d, J = 6.0 Hz, 3H), 1.00 (d, J = 6.5 Hz, 4H, Ile-4’), 0.88 (s,

3H, Thstn-3-Me), 0.80 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.70 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): für [C73H89N19O19S5+2H+] ber.: 848.7671, gef.: 848.7672.

285



8. Experimenteller Teil

B-Ring-geöffnetes verkürztes Thiostrepton, Epimere (69a / 69b)
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Verkürztes Thiostrepton 23 (150mg, 0.09mmol) wurde in wasserfreiem MeOH / THF

(8:3, 11mL) gelöst und bei 0 ◦CmitNaOMe-Lösung (1m inMeOH, 60µL, 0.67Äquiv.) ver-

setzt. Die Reaktionsmischung wurde für 8 h bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wurden

im Vakuum entfernt und der Rückstand durch Kieselgelchromatographie (5–10%MeOH

in CHCl3) und präparative HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) gereinigt. Nach Lyophilisie-

ren der Reinfraktionen konnten die beiden Epimere des B-Ring-geöffneten, verkürzten

Thiostreptons 69a (7mg, 0.004mmol, 4%) und 69b (6mg, 0.004mmol, 4%) als farblose

Feststoffe erhalten werden.

Epimer 69a.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.16 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode II: tR = 7.96min; für [C70H86N18O18S5+H+] ber.: 1627.5, gef.:

1627.2.

HPLC: Methode A: tR = 10.9min.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.06 (s, 1H), 8.02 (s, 1H), 8.02 (s, 1H), 6.84 (s,

1H), 6.66 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 6.43 (s, 1H), 6.07 (s, 1H), 6.03 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 5.53
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(s, 1H), 5.49 (s, 2H), 5.46 – 5.41 (m, 1H), 5.29 (s, 1H), 4.98 – 4.85 (m, 3H), 4.77 (d, J =

11.7 Hz, 1H), 4.17 – 4.11 (m, J = 7.1 Hz, 3H), 3.85 – 3.81 (m, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.66

(dd, J = 12.5, 6.1 Hz, 3H), 3.52 – 3.47 (m, 1H), 3.36 – 3.25 (m, 1H), 2.92 – 2.85 (m, 1H),

2.77 (s, 1H), 1.85 – 1.75 (m, 2H), 1.61 (t, J = 8.7 Hz, 3H), 1.46 – 1.37 (m, 3H), 1.31 (d, J

= 7.2 Hz, 3H), 1.29 – 1.22 (m, 6H), 1.22 – 1.15 (m, 1H), 1.09 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.04

(d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.88 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.78 (s, 3H).

HRMS (ESI): für [C70H86N18O18S5+H+] ber.: 1627.504, gef.: 1627.505.

Epimer 69b.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.18 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode II: tR = 8.13min; für [C70H86N18O18S5+H+] ber.: 1627.5, gef.:

1627.2.

HPLC: Methode A: tR = 11.2min.

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.07 (s, 1H), 8.01 (s, 2H), 7.81 (s, 1H), 6.72 (s,

1H), 6.67 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 6.42 (s, 1H), 6.18 (s, 1H), 6.03 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 5.72

– 5.64 (m, 1H), 5.48 (d, J = 1.3 Hz, 2H), 5.45 – 5.40 (m, 1H), 5.25 (s, 1H), 4.90 (q, J =

6.4 Hz, 2H), 4.85 – 4.79 (m, 1H), 4.75 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 4.40 (s, 1H), 4.36 – 4.31 (m,

1H), 4.20 – 4.13 (m, 4H), 3.84 – 3.81 (m, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.62 – 3.53 (m, 3H), 3.46 –

3.39 (m, 3H), 2.92 – 2.85 (m, 1H), 1.84 – 1.76 (m, 1H), 1.67 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.46 –

1.39 (m, J = 6.6 Hz, 2H), 1.29 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.27 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 1.25 – 1.21

(m, 3H), 1.20 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.12 – 1.07 (m, 3H), 1.04 (d, J = 5.8 Hz, 3H), 0.86 (d,

J = 6.9 Hz, 3H), 0.77 (dd, J = 9.3, 5.4 Hz, 3H).

HRMS (ESI): für [C70H86N18O18S5+H+] ber.: 1627.504, gef.: 1627.505.
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8.3.12. Epimerisierung des Thiazolins

l-Epimer des verkürzten Thiostreptons (23b)
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Thiostrepton 3 (1.0 g, 0.601mmol) wurde unter Rühren in CHCl3 (50mL) gelöst und

bei 0 ◦C tropfenweise mit HNEt2 (5mL) versetzt. Nach 10min wurde die Reaktion bei

RT für 3 h weitergerührt. Nach Entfernen der Lösungsmittels und Kieselgelchromatogra-

phie (2–5% MeOH in CHCl3) wurden 671mg (0.420mmol, 70%) des einfach verkürzten

Thiostreptons 23 als farbloser Feststoff erhalten (s.o.).

Das l-Epimer (α R) 23b konnte durch präparative HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O) der

Mischfraktionen rein isoliert werden (8mg, 0.005mmol, 0.7%).

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.31 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode II: tR = 7.06min; für [C69H83N18O17S5+H+] ber.: 1595.5, gef.:

1595.5.

HPLC: tR = 12.1min (C4 Säule, CH3CN/H2O-Gradient: 10% CH3CN für 1 min; 10% bis

70% CH3CN in 16min; 100% CH3CN für 2min).

1H-NMR: 400MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 8.09 (s, 2H, Thz4-5/Thz2-5), 8.06 (s, 1H, Thz1-

5), 7.40 (s, 1H, Thz3-5), 7.13 (s, 1H, Q-3), 6.71 (d, J = 10.2 Hz, 1H, Q-5), 6.47 (d, J =

1.7 Hz, 1H, Deala2-3), 6.27 – 6.16 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.09 (d, J = 6.7 Hz, 1H, But-3),
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5.72 – 5.66 (m, 2H, Thstn-2/Deala1-3), 5.49 (d, J = 1.6 Hz, 1H, Deala2-3’), 5.37 (d,

J = 8.5 Hz, 1H, Thr2-2), 5.26 (s, 1H, Pip-6), 5.18 (s, 1H, Deala1-3’), 5.14 (d, J = 6.5

Hz, 1H, Q-11), 4.64 (dd, J = 13.4, 8.7 Hz, 1H, Cys-4), 4.59 – 4.55 (m, 1H, Ala2-2),

4.31 (dd, J = 7.7, 4.0 Hz, 1H, Thr1-2), 4.18 (s, 1H, Q-8), 3.88 (d, J = 14.0 Hz, 1H,

Pip-4), 3.69 – 3.59 (m, 2H, Ala1-2/Thstn-4), 3.47 (dd, J = 5.6, 2.1 Hz, 1H, Q-7), 3.42

(dd, J = 11.2, 8.7 Hz, 1H, Cys-5), 3.15 – 3.09 (m, 1H, Cys-5’), 2.80 (d, J = 4.7 Hz, 1H,

Ile-2), 2.78 – 2.71 (m, 1H, Pip-3), 2.12 (dd, J = 13.0, 9.0 Hz, 1H, Pip-4’), 1.97 – 1.87

(m, 1H, Thr1-3), 1.73 – 1.63 (m, 1H, Ile-3), 1.55 (d, J = 7.0 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.52 (d,

J = 6.5 Hz, 3H, But-Me), 1.27 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.24 (d, J = 6.6 Hz, 3H,

Q-11-Me), 1.20 – 1.13 (m, 1H, Ile-4), 1.07 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Ala1-Me), 1.04 – 0.98

(m, 6H, Thstn-3-Me/Thstn-4-Me), 0.97 – 0.88 (m, 1H, Ile-4’), 0.83 (d, J = 6.9 Hz, 3H,

Ile-3-Me), 0.72 (t, J = 7.4 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.58 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Thr1-Me).

13C-NMR: 125.8MHz, CDCl3/MeOD 4:1; δ = 11.6 (Ile-5), 14.0 (But-Me), 15.8 (Ile-3-Me),

16.6 (Thstn-5), 18.5 (Thr1-Me), 18.8 (Thr2-Me), 18.9 (Ala2-Me), 19.0 (Ala1-Me), 20.1

(Thstn-3-Me), 23.0 (Q-Me), 24.8 (Pip-3), 24.9 (Ile-4), 29.8 (Pip-4), 35.5 (Cys-5), 38.6

(Ile-3), 49.3 (Ala1-2), 52.2 (Ala2-2), 54.8 (Thstn-2), 55.3 (Thr2-2), 55.5 (Thr1-2), 58.1

(Pip-5), 59.2 (Q-7), 64.2 (Pip-6), 64.6 (Q-11), 66.1 (Ile-2), 66.4 (Thr1-3), 67.4 (Q-8), 69.3

(Thstn-4), 72.8 (Thr2-3), 76.4 (Thstn-3), 79.5 (Cys-4), 102.4 (Deala1-3), 103.8 (Deala2-

3), 117.6 (Thz3-5), 122.2 (Q-3), 123.3 (Q-5), 124.6 (Thz2-5), 125.3 (Thz1-5), 127.0

(Q-10), 127.6 (Thz4-5), 129.0 (But-2), 129.9 (Q-6), 132.3 (Deala1-2), 133.3 (Deala2-2),

135.4 (But-3), 146.2 (Thz1-4), 149.7 (Thz2-4), 150.2 (Thz4-4), 153.5 (Q-4), 154.4 (Q-

9), 157.5 (Thz3-4), 159.6 (Thz4-CO), 160.9 (Q-CO), 161.6 (Thz1-CO), 161.8 (Pip-2),

162.0 (Thz2-CO), 163.0 (Deala1-CO), 166.1 (Deala2-CO), 167.0 (Thz2-2), 168.2 (Thz4-

2), 168.5 (Ala1-CO), 168.7 (Thr1-CO), 168.8 (Cys-2), 170.0 (Thz3-2), 170.1 (Thz1-2),

171.3 (Cys-CO), 173.0 (Ala2-CO), 173.9 (Ile-CO).

HRMS (ESI): für [C69H83N18O17S5+H+] ber.: 1595.478, gef.: 1595.479.
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8.4. H/D-Austauschkinetik: Thiostrepton

10mg Thiostrepton 3 wurden in 500µL THF-d8 gelöst und mit 95µL Puffer (50mm

Na2CO3 in D2O, pH12) versetzt. Die 1H-Spektren wurden auf einem Varian 400MHz

Spektrometer nach vorgegebenen Zeitintervallen automatisch aufgenommen (Program-

mierung eines arrays mit preacquisition delay). Die Rohdaten wurden prozessiert und das

jeweils zumα-Proton des Thiazolins gehörige Signal (bei 5.1 ppm) für jedes aufgenomme-

ne Spektrum integriert.DieWertewurden auf nicht-austauschendeProtonennormalisiert

und gegen die Zeit aufgetragen. An die Daten konnte ein Modell eines biexponentiellen

Abfalls nach der Gleichung (8.3) angepasst werden.

y = A1 ∗ e
(−x/t1) +A2 ∗ e

(−x/t2) + y0 (8.3)

8.5. Löslichkeitsuntersuchungen

Für Löslichkeitsuntersuchungen wurden 4mm Trifluorethanol-Lösungen der zu testen-

den Substanzen mit definierten Konzentrationen (4mm) hergestellt, jeweils 20µL in ein

Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und in der Speed-Vac bei RT eingedampft. Anschlie-

ßend wurden 150µL Pufferlösung (50mm Natriumphosphat, pH7) hinzupipettiert. Die

Reaktionsgefäße wurden bei 37 ◦C im Thermomixer über einen Zeitraum von 15 h ge-

schüttelt (1000 rpm) und nachfolgend zentrifugiert. Jeweils 60µL des Überstands wur-

den in HPLC-Probengefäße überführt und mit 10µL Trifluorethanol versetzt, welches

0.25mg/mL5(6)-Nitrobenzimidazol (CAS 94-52-0) als Standard enthielt. Für jedenHPLC-

Lauf wurde ein Volumen von 15µL direkt in die analytische HPLC injiziert. Die Flächen

der entsprechenden HPLC-Peaks wurden integriert und die Werte jeweils auf die Höhe

des internen Standard-Peaks normiert.

Zur Bestimmung einer Eichgeraden wurde eine 1mg/mL-Lösung von Thiostrepton 3

in Trifluorethanol hergestellt und die Konzentration UV-spektrometrisch bei 280 nm (ǫ280

= 0.027 cm−1 µm−1) überprüft. Die Lösung wurde eingeengt und der unlösliche Nie-

derschlag in einem entsprechenden Volumen Trifluorethanol (mit internem Standard)

wieder aufgenommen, so dass die vorgegebene Konzentration erreicht wurde. Anschlie-
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ßendwurde eineVerdünnungsreihe erstellt,wobei für jedenVerdünnungsschritt die selbe

Standard-Lösung in TFE verwendet wurde. Insgesamt acht Verdünnungslösungen wur-

den auf diese Weise angesetzt, die mittels analytischer HPLC direkt analysiert wurden

(15µL pro Lauf). Die Flächen der entsprechenden HPLC-Signale wurden integriert und

dieWerte jeweils auf dieHöhe des internen Standard-Signals normiert. NachAuftragung

der Konzentration gegen die Fläche konnte eine Eichgerade durch dieMesspunkte gelegt

werden, die zur Quantifizierung der Konzentrationen der Thiostreptonderivate aus der

Löslichkeitsuntersuchung benutzt wurde.

8.6. Octreotat-Peptid

Octreotat-Analogon (151)
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151

2-Chlortritylharz (2.0 g, 1.55mmol/g) wurde nach AV4 mit Fmoc-Thr(OtBu)-OH be-

laden. Die Beladungsbestimmung nach AV5 lieferte einen Wert von 0.650mmol/g

Harz. Das 9-mer Vorläuferpeptid wurde mittels automatisierter Festphasenpeptidsyn-

these nach AV6 an dem Fmoc-Thr(OtBu)-beladenen 2-Chlortritylharz (0.369mmol,

568mg) synthetisiert. Als Schutzgruppenstrategie wurde Fmoc/t-Bu gewählt und HBTU

als Kupplungsreagenz verwendet. Nach manueller Entschützung der N-terminalen

Fmoc-Schutzgruppe mittels 20% Piperidin in DMF (8 + 22min) wurde die finale
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Boc-geschützte l-SiFA-Aminosäure (383mg, 0.9mmol, 1.8Äquiv.) mit HBTU (455mg,

1.2mmol, 2.4Äquiv.) und DIPEA (248µL, 1.5mmol, 3.0Äquiv.) an das harzgebunde-

ne Peptid gekuppelt (0.5m HBTU in DMF, 20 h Reaktionszeit). Das Abspalten der

Aminosäure-Schutzgruppen und das Abspalten des 10-mer Peptids vom Harz wurde

durch Behandlung des Harzes mit 7mL Abspaltlösung (95% TFA, 2.5% H2O, 2.5% Trie-

thylsilan) über 1 h durchgeführt. Der überwiegende Teil der Trifluoressigsäure wurde

am Rotationsverdampfer entfernt und das Peptid mit kaltem MTBE (0 ◦C) ausgefällt,

abzentrifugiert und nach Abheben des Überstands getrocknet. Zur vollständigen Spal-

tung der aus der Boc-Gruppe resultierenden stabilen Carbaminsäure des Tryptophans

wurde das Rohpeptid in Methanol/H2O (1:1) gelöst und mit Trifluoressigsäure (250µL)

für 1.5 h bei 40 ◦C versetzt. Die flüchtigen Bestandteile wurden am Rotationsverdampfer

entfernt und das Rohpeptid zum farblosen Pulver (445mg) gefriergetrocknet. Zur Oxi-

dation der beiden Thiole des Peptids zum intramolekularen Disulfid wurde das Peptid

in Methanollösung (0.3m) mit DIPEA (10.0Äquiv.) in einer gesättigten Sauerstoffatmo-

sphäre über 72 h behandelt. Nach präparativer HPLC (C4 Säule, CH3CN/H2O/0.1% TFA)

und Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen wurden 102mg (0.071mmol, 19%)

des 10-mer Peptids 151 als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tm: > 240 ◦C (Zersetzung).

DC: R f = 0.03 (CHCl3/MeOH 9:1 + 2% Ameisensäure).

LCMS (ESI): Methode II: tR = 7.05min; für [C69H95N12O15S2F1Si1+H+] ber.: 1443.6,

gef.: 1443.4.

1H-NMR: 600MHz, DMSO-d6; δ = 10.80 (s, 1H, Thr4-Ar1-NH), 8.98 (d, J = 7.8 Hz, 1H,

Cys2-NH), 8.77 (d, J = 4.8 Hz, 1H, Trp4-NH), 8.69 (d, J = 6.3 Hz, 1H, Ser-NH), 8.58 –

8.52 (m, 2H, Tyr3-NH/Cys7-NH), 8.35 – 8.28 (m, 2H, Lys5-NH/Thr8-NH), 8.17 – 8.00

(m, 3H, Phe1-NH/F-Phe-NH2), 7.78 – 7.63 (m, 2H, Lys5-NH2), 7.59 (d, J = 9.1Hz, 1H,

Thr6-NH), 7.47 (d, J = 7.8 Hz, 2H, F-Phe-Ar2), 7.42 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Trp4-Ar5), 7.33

(d, J = 7.7 Hz, 3H, F-Phe-Ar3/Trp4-Ar8), 7.29 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Phe1-Ar2), 7.20 –

7.15 (m, 2H, Phe1-Ar3), 7.07 (d, J = 7.5 Hz, 1H, Trp-Ar7), 7.05 (s, 1H, Trp4-Ar2), 7.00

(t, J = 7.4Hz, 1H, Trp4-Ar6), 6.91 (d, J = 8.4Hz, 2H, Tyr3-Ar2), 6.64 (d, J = 8.2Hz, 2H,
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Tyr3-Ar3), 5.34 (d, J = 10.5 Hz, 1H, Cys7-α), 5.29 (d, J = 9.7 Hz, 1H, Cys2-α), 4.87 (dd,

J = 10.7, 3.8 Hz, 1H, Phe1-α), 4.59 – 4.51 (m, 2H, Tyr3-α/Thr6-α), 4.39 – 4.34 (m, 1H,

Ser-α), 4.34 – 4.30 (m, 1H, Thr8-β), 4.22 (d, J = 2.8 Hz, 1H, Thr8-α), 4.19 (dd, J = 9.5,

6.0 Hz, 1H, Trp4-α), 4.13 – 4.07 (m, 1H, F-Phe-α), 4.00 – 3.92 (m, 2H, Lys5-α/Thr6-β),

3.34 (d, J = 7.2 Hz, 1H, Ser-β), 3.19 (d, J = 10.2 Hz, 2H, Ser-β’/Phe1-β), 3.15 (dd, J =

14.4, 3.0 Hz, 2H, F-Phe-β’/Tyr3-β), 3.01 (dd, J = 13.9, 9.9 Hz, 1H, Trp4-β), 2.94 – 2.72

(m, 8H, Cys2-β/Cys2-β’/Cys7-β/F-Phe-β/F-Phe-β’/Cys7-β’/Tyr3-β’/Phe1-β’), 2.68 (dd,

J = 14.0, 5.4 Hz, 1H, Trp4-β’), 2.58 – 2.52 (m, 2H, Lys5-ǫ/Lys5-ǫ’), 1.73 – 1.65 (m, 1H,

Lys5-β), 1.28 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Lys5-δ/Lys5-δ’), 1.24 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Thr8-Me),

1.21 – 1.17 (m, 1H, Lys5-β’), 1.07 (d, J = 6.3 Hz, 3H, Thr6-Me), 1.00 (d, J = 8.7 Hz,

18H, F-Phe-tBu), 0.72 – 0.56 (m, 2H, Lys5-γ/Lys5-γ’).

13C-NMR: 150.8MHz, DMSO-d6; δ = 172.6 (Trp4-CO), 172.0 (Lys5-CO), 171.3 (Thr6-CO),

169.0 (Ser-CO), 156.5 (Tyr3-Ar4), 136.6 (Trp4-Ar9), 134.5 (F-Phe-Ar2), 130.5 (Tyr3-

Ar2), 130.2 (Phe1-Ar2), 130.1 (Phe1-Ar1), 129.5 (F-Phe-Ar3), 127.6 (Trp4-Ar4), 126.9

(Phe1-Ar3), 124.3 (Trp4-Ar2), 121.6 (Trp4-Ar7), 119.1 (Trp4-Ar6), 118.8 (Trp4-Ar5),

115.6 (Tyr3-Ar3), 111.9 (Trp4-Ar8), 109.6 (Trp4-Ar3), 67.9 (Thr6-β), 66.8 (Thr8-β), 62.4

(Ser-β), 58.9 (Thr8-α), 58.8 (Thr6-α), 56.3 (Ser-α), 56.0 (Trp4-α), 54.8 (Tyr3-α), 54.0

(Phe1-α), 53.7 (F-Phe-α), 53.1 (Cys2-α), 53.0 (Lys5-α), 52.4 (Cys7-α), 45.7 (Cys7-β),

45.6 (Cys2-β), 40.0 (Phe1-β), 39.1 (Lys5-ǫ), 37.6 (F-Phe-β), 37.6 (Tyr3-β), 31.0 (Lys5-β),

27.8 (F-Phe-tBu-Me), 27.1 (Lys5-δ), 26.5 (Trp4-β), 22.4 (Lys5-γ), 20.9 (Thr8-Me), 20.3

(F-Phe-tBu-quat.), 20.1 (Thr6-Me).

19F-NMR: 282.4MHz, DMSO-d6; δ = −186.6 (s, J(19F-29Si) = 297.9 Hz).

29Si-NMR: 59.6MHz, DMSO-d6; δ = 14.5 (d, J(19F-29Si) = 297.6 Hz).

HRMS (ESI): für [C69H95N12O15S2F1Si1+H+] ber.: 1443.631, gef.: 1443.632.
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8.7. Biologische Testierungen

8.7.1. Bakterielle Wachstumshemmung

Die antibakterielleAktivität derVerbindungenwurde vonDr. Bernhard EllingermitHilfe

derMikrodilutionsmethode nachDIN-Norm 58940 bestimmt. Als Bakterienstämmewur-

den Staphylococcus aureus ATCC 25923 und ATCC 43300 verwendet. Ein Müller/Hinton

Medium (Fleischinfusion 2.0mg/mL, Caseinhydrolysat 17.5 mg/mL, Stärke 1.5mg/mL)

mit 2% NaCl wurde hierzu mit fünf unabhängigen Kolonien der zu testenden Bakterien

beimpft. Die Bakterien wurden nach Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase

auf 1x106 bis 5x106 koloniebildende Einheiten pro mL verdünnt und für den Test genutzt

(DIN 58940-81). Die Testierung wurde in 96-well-Platten mit zwei Antibiotika (Tetracy-

clin 1.0mg/L; Ampicillin 0.26mg/L) als Kontrollen durchgeführt, das Gesamtvolumen

pro Kavität betrug 100µL. Die zu testenden Verbindungen wurden in Trifluorethanol ge-

löst zugegeben. Die Endkonzentration an Trifluorethanol betrug 1Vol.-%; bis zu 5Vol.-%

wurden in unabhängigen Tests als tolerierbar eingestuft. Die Bakterien wurden über 24 h

mit diffusionsoffenen System DuetzAbdeckungen bei 37 ◦Cmit 180 U/min kultiviert. An-

schließend wurde dasWachstum der Bakterien über die optische Dichte (OD) bei 543 nm

bzw. 575 nm bestimmt. Als Kontrolle diente das Wachstum der Bakterien bei 1Vol.-%

Trifluorethanol. Alle Messungen wurden in Triplikaten durchgeführt.

8.7.2. Polarisations-Assays

Polarisations-Assay mit ribosomalem Komplex

Der Polaristions-Assay wurde von Dr. Sascha Baumann entwickelt und ist in seiner Dis-

sertation näher beschrieben. [126] Der Assay beruht auf der Quantifizierung der Aniso-

tropieänderung der Fluoreszenzpolarisation in Abhängigkeit von der Konzentration an

gebundener / freier fluoreszenter Thiostreptonsonde 74 (bzw. 78). InVorversuchen konnte

die Dissoziationskonstante KD der Thiostreptonsonden vom binären Protein L11 / rRNA-

Komplex zu 0.14 nm (für 74) bestimmt werden. (Anmerkung: Die Bindung der Sonden

an RNA bzw. Protein allein kann vernachlässigt werden, wie experimentell gefunden
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wurde). Eine typische Verdrängungstitration zur Bestimmung der Bindekonstante ei-

nes Analyten wurde mit 5 nm RNA, 0.6µm L11-Protein und 5nm Thiostreptonsonde (74

bzw. 78) durchgeführt. Durch Zugabe verschiedener Konzentrationen an (aktivem) Ana-

lyt wurde die Sonde vom ternären Komplex Sonde /RNA /L11-Protein verdrängt und

die resultierende Abnahme des Polarisationssignals quantifiziert (Tecan Safire II, Perkin

Elmer, Anregung: 470 nm, Emission: 520 nm, Emissionsbandbreite: 5 nm, 50 Scans pro Ka-

vität, 22 ◦C). Durch Auftragen der Anisotropieänderung gegen die Analytkonzentration

konnten sigmoidale Kurven erhalten werden, die mittels Hill-Gleichung gefittet und in

IC50-Werte (bzw. apparente KD-Werte) umgewandelt wurden.

Polaristaions-Assay mit 20 S-Proteasom

In analoger Weise wurde der Polarisations-Assay zur Bestimmung der Affinität der fluo-

reszenten Thiostreptonsonde 74 zum 20 S-Proteasom von Dr. Sascha Baumann durchge-

führt. Hierzu wurde eine konstante Konzentration der Sonde 74 (1µm) mit variierenden

Konzentrationen an 20 S-Proteasom (ausHefezellen; Spende vonDr.Markus Kaiser, Che-

mical Genomics Center derMPG,Dortmund) titriert. Der Bindepuffer besaß folgende Zu-

sammensetzung: 10mmMOPS, 100mmKCl, 10mmMgCl2, 10% Glukose, pH7.5. Nach

12-stündiger Equilibrierung bei 4 ◦C wurde die Fluoreszenzpolarisation wie oben be-

schrieben gemessen und die Dissoziationskonstante KD bestimmt. Kontrollexperimente

wurden mit dem S-Trityl-geschützten PEG-Fluoresceinkonjugat 73 (ohne Thiostrepton-

struktur) durchgeführt.

8.7.3. Gekoppelter in vitro

Transkriptions-Translations-Inhibitions-Assay

Der gekoppelte in vitro Transkriptions-Translations-Inhibitions-Assay wurde von Dr. Sa-

scha Baumann entwickelt und zur Testierung der Thiostreptonderivate herangezogen.

Eine genaue Beschreibung des Assays findet sich in der Dissertation von Dr. Sascha

Baumann. [126] Der Assay beruht auf dem kommerziellen Kit RTS 100 E. coli HY (Fir-

ma Roche) mit einem T7-basierten in vitro Transkriptions-Translationssystem. Zur De-
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tektion der Proteintranslation bzw. zur Quantifizierung der Inhibierung wurde die Ex-

pression des grün fluoreszierenden Proteins (GFP) gewählt, das in den Kit-eigenen T7-

Promotor-kontrollierten Vektor (pIVEX2.3d) kloniert wurde. Der Assay wurde im 384-

well-Plattenformat durchgeführt und durch Zugabe des GFP-Vektors zu vorgelegtem

Translationspuffer /Analyt /Translationsmix gestartet. Die Inkubation der Reaktionsmi-

schungen erfolgte für 1.5 h bei 30 ◦C und anschließend bei 4 ◦C über Nacht, um die

vollständige Ausbildung des GFP-Fluorophors zu erlauben. Durch Auslesen der GFP-

Fluoreszenzmittels Plattenlesegerät InfiniteM200 (Firma Tecan) (Anregung 395 nm, Emis-

sion 504 nm) konnten sigmoidale Kurven bei Auftragung der normierten Messwerte als

Funktion der Analytkonzentration erhalten werden, die zur Bestimmung der mittleren

inhibitorischen Konzentrationen (IC50) herangezogen wurden.

8.7.4. Cytotoxizitätsuntersuchung

DieCytotoxizitätsuntersuchungenwurdenvonDr. BernhardEllinger durchgeführt.Hier-

zu wurden MCF-7 und HT-29 Zellen in einer Konzentration von 4000 Zellen pro Kavität

auf 96-well-Platten (mit durchsichtigem, flachem Boden) ausgesät und über einen Zeit-

raum von drei Tagen in einem Gesamtvolumen von 200µL in Gegenwart der Verbin-

dungen (gelöst in DMSO, Kontrolle: nur DMSO) inkubiert. Zur Bestimmung der Überle-

bensratewurden jeweils 10µLWST-Reagenz (4-[3-(4-Iodphenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-

tetrazol]-1,3-benzoldisulfonat, Firma Roche) hinzugefügt, und die Absorption bei 440 nm

mithilfe eines Spektrophotometers gemessen. Die Überlebensrate wurde durch Setzen

der Positivkontrolle auf 100% und der Negativkontrolle auf 0% normalisiert.

Zellkultur zur Cytotoxizität und zur Fluoreszenzmikrosko pie: MCF-7- (DSMZ-Nr.:

ACC115) und BSC-1- Zellen (ATCC-Nr.: CCL-26) wurden in DMEM Medium (Firma

PAA) aufgezogen, das mit 10 vol.-% Fetal Calf Serum (Firma Invitrogen), 1Gew.-% nicht-

essentieller Aminosäuren (Firma Sigma Aldrich), 1Gew.-% Pyruvat (Firma Sigma Aldrich)

und 1Gew.-% Penicillin / Streptomycin (Firma Sigma Aldrich) ergänzt wurde. HT-29-

Zellen (DSMZ-Nr.: ACC299) wurden in Mc Coy’s Medium (Firma Gibco) aufgezogen,

das 10Vol.-% Fetal Calf Serum enthielt. Alle Zellen wurden bei 37 ◦C und 5Vol.-% CO2-

296



8.7. Biologische Testierungen

Atmosphäre in 75 cm2 Zellkulturflaschen (Firma Nunc) aufgezogen und zweimal pro

Woche bei 80% Konflueszenz durch Waschen mit PBS und Dissoziieren mit 1.5mL

Trypsin/EDTA-Lösung (Firma Gibco) gesplittet.

8.7.5. Fluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie wurde vonDr. Bernhard Ellinger durchgeführt. Auf-

grund ihrer gut sichtbaren intrazellulären Strukturen wurden BSC-1 Zellen verwendet.

Zur Visualisierung der Mitochondrien (Rotkanal) wurden die Zellen vor der Fixierung

mit 150 nmMitotracker Red (Firma Invitrogen) über einen Zeitraum von 30min inkubiert.

Anschließend wurden die Zellen zweimal mit PBS (50mm Na2HPO4, 150mm NaCl,

pH7.4) gewaschen und über einen Zeitraum von 20min bei 4 ◦C fixiert (100mm K-

Pipes, 10mm EGTA, 1mmMgCl2, 0.1Vol.-% Tween20, 3.7Gew.-% Formaldehyd, pH6.8).

Die Zellen wurden nachfolgend dreimal für jeweils 5min mit TBS-T gewaschen (10mm

Tris-HCl, 1Vol.-% Tween20, pH7.4) und mit 2% BSA in TBS-T geblockt. Die Fluorescein-

markierten Thiostreptonsonden 74 bzw. 77 (Endkonzentration 10m) wurden im Grün-

kanal observiert. Polyklonaler anti-20 S Proteasom Core Subunit Antikörper (Kaninchen,

Calbiochem), Endverdünnung 1:500, und die Fluorescein-Thiostrepton-Sonden 74 bzw.

77 wurden in 2Gew.-% BSA in TBS-T verdünnt, auf die geblockten Zellen gebracht,

und für 1 h in der Dunkelheit inkubiert. Anschließend wurden die Zellen dreimal für

jeweils 5min gewaschen (TBS-T) und über einen Zeitraum von 1h in der Dunkelheit

mit dem sekundären anti-Kaninchen Antikörper (Alexa555 markiert, Firma Invitrogen)

bei einer Endkonzentration von 1:500 inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit

TBS-T für jeweils 10min gewaschen, und mit AquaPolyMoung (Firma Polysciences) auf

Mikroskopie-Objektträgern fixiert. Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie wurde auf ei-

nem Leica DM IBRE Mikroskop (Firma Leica Microsystems) durchgeführt.

8.7.6. Plasmodien Wachstumshemmung

Die Untersuchungen zur Wachstumshemmung des humanen Malariaerregers Plasmodi-

um falciparumwurden imLabor vonPDDr.Gabriele Pradel amZentrum für Infektionsfor-
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schungderUniversitätWürzburgdurchgeführt.Die untersuchtenVerbindungenwurden

in Konzentrationen zwischen 1 nm und 100µm getestet. Hierzu wurden synchronisierte

Ringstadien des P. falciparum Stammes 3D7 bei einer Parasitämie von 1% auf 96-well-

Platten in Gegenwart der Test-Verbindungen (gelöst in DMSO, Endkonzentration DMSO

war 0.5 vol-%) ausplattiert. Als Negativkontrolle diente die Inkubation der Parasiten bei

0.5Vol-% DMSO. Die Parasiten wurden in Triplikaten über einen Zeitraum von 72 h in

vitro inkubiert, [367] und ihre Überlebensrate anschließend mittels Malstat-Assay [228,229]

quantifiziert. Dieser beruht auf der Aktivitätsmessung des Plasmodien-spezifischen En-

zyms Lactat Dehydrogenase. Jede Verbindung wurde unabhängig 3–5 mal untersucht,

und die entsprechenden IC50-Werte und Standardabweichungen wurden für jede Ver-

bindung berechnet.

8.7.7. Proteasom-Inhibierungs-Assay

Die enzymatische Proteaseaktivität des Proteasoms kann durch Hydrolyse spezifi-

scher fluorogener Peptidsubstrate bestimmt werden. In dieser Arbeit wurden 7-Amino-

4-methylcoumarin (AMC) markierte Substrate verwendet, mit denen der Reaktions-

verlauf fluoreszenzspektroskopisch verfolgt werden kann. [230] Zur Bestimmung der

chymotrypsin-, caspase- und trypsin-ähnlichen Aktivitäten des Proteasoms wurden die

Substrate Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, Ac-Nle-Pro-Nle-Asp-AMC bzw. Boc-Leu-Arg-

Arg-AMC verwendet.

Die Messungen wurden in 384-Mikrotiterplatten durchgeführt, wobei das Reaktions-

volumen in jeder Kavität 50µL betrug. Die Fluoreszenz wurde bei einer Wellenlänge

von 360 nm angeregt, und die Emission bei 460 nm detektiert. Die einzelnen Reaktionen

enthielten 1µg/ml 20 S Proteasom (aus humanen Erythrocyten, Calbiochem), 50µm fluoro-

genes Substrat, 0.001Vol-%NP-40 (Detergenz) und 10Vol-%DMSO inMesspuffer (20mm

Tris-HCl, 1mm EDTA, pH7.5).

Das Proteasom wurde in Gegenwart von Detergenz und DMSO mit den Inhibitoren

(0.15 nm–20µm) für 15min bei 37 ◦C prä-inkubiert, und die Reaktion wurde durch Zu-

gabe des entsprechenden fluorogenen Substrats gestartet. Über einen Zeitraum von 5h

wurden alle 5min ein Messpunkt aufgenommen, wobei die Temperatur konstant bei
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37 ◦C gehalten wurde. Die Umsatzraten konnten durch Ermittlung der Steigung im li-

nearen Bereich der Fluoreszenz- / Zeit-Kurve bestimmt und auf die Kontrollen (ohne

Inhibitor) normalisiert werden. Die IC50-Werte wurden durch halb-logarithmische Auf-

tragung der normalisierten Umsatzrate gegen die Inhibitorkonzentration mittels Hill-Fit

bestimmt. Alle Messungen wurden mindestens in Triplikaten durchgeführt, wobei die

experimentellen Fehler durch Standardabweichung angegeben wurden.
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Abkürzungsverzeichnis

AAA+ ATPases associated with diverse cellular activities

ABC-Transporter ATP binding cassette - Transporter
Ac Acetyl
ACT Artemisinin-based combination therapy

ADEP Acyldepsipeptid
AMC 7-Amino-4-methylcoumarin
AMP Adenosinmonophosphat
Äquiv. Äquivalent
ATCC American type culture collection

BIOS Biology-oriented synthesis

Boc tert-Butyloxycarbonyl
BSA Bovine Serum Albumin

CDI Carbonyldiimidazol
Clp Caseinolytische Protease
COM Communication mediating domains

δ Chemische Verschiebung
DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en
DC Dünnschichtchromatographie
deala Dehydroalanin
Dhb Dehydrobutyrin
DHB 2,5-Dihydroxybenzoesäure
DHFR Dihydrofolatreduktase
DHPS Dihydropteroatsynthase
DIPEA Diisopropylethylamin
DMAP Dimethylaminopyridin
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMF N,N-Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
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DOTA 1,4,7,10-Tetra-azacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsäure
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
DVB Divinylbenzol
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
ee Enantiomeric excess

EGTA Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsäure
ESI Elektrospray-Ionisierung
FAS Fatty acid synthase

Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl
GABA γ-Aminobuttersäure
gCOSY Gradient-selected correlation spectroscopy

ges. gesättigt
GFP Grün-fluoreszierendes Protein
GPx1 Glutathion Peroxidase 1
h Stunde
HBTU N,N,N’,N’-Tetramethyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl)uroniumhexafluorophosphat
HMBC Heteronuclear multiple bond correlation

HOBt 1-Hydroxy-7-aza-benzotriazol
HPLC High pressure liquid chromatography

HRMS High resolution mass spectrometry

HSA Humanes Serumalbumin
HSAB Hard and soft acids and bases

Hsl Heat shock locus

HSQC Heteronuclear single quantum coherence

HV Hochvakuum
IC50 mittlere inhibitorische Konzentration
i.V. im Vakuum
kb Kilobasen
konz. konzentriert
Lab Labionin
Lan Lanthionin
LCMS Gekoppelte liquid chromatography - mass spectrometry

LCR Low complexity regions

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption Ionization

MDR Multiple drug resistance
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Me Methyl
MIC Minimum inhibitory concentration

min Minute
Mlan Methyllanthionin
MRSA Meticillin-resistant Staphylococcus aureus

MS Massenspektroskopie
MSSA Meticillin-sensitive Staphylococcus aureus

n. b. nicht bestimmt
NEAT Nucleus-encoded apicoplast-targeted

Nle Norleucin
NLS Nuclear localization signal

NMR Nuclear magnetic resonance

NOESY Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy

NP-40 Nonoxinol 40: nichtionisches Nonylphenolethoxylat-Tensid
NRPS Nichtribosomale Peptidsynthetase
OD Optische Dichte
ORF Open reading frame

ox. oxidiert
PBS Phosphate buffered saline

PCP Peptidyl carrier protein

PEG Polyethylenglykol
PET Positronen-Emissions-Tomographie
PGPH Peptidylglutamylpeptidhydrolase-Aktivität
PICC Proximity induced covalent capture

PKS Polyketidsynthase
PLP Pyridoxalphosphat
PP1 Serin /Threonin Phosphatase 1
PP2A Serin /Threonin Phosphatase 2A
ppm parts per million

Pup Prokaryotic ubiquitin-like protein

Q Chinaldinsäure
red. reduziert
R f Retentionsfaktor
RNAP RNA-Polymerase
Rt Retentionszeit
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rRNA ribosomale RNA
RT Raumtemperatur
SAM S-Adenosylmethionin
SAR Structure-activity relationship

SDS Sodium dodecyl sulfate

SiFA Silicon-based fluoride acceptor

SRIF Somatostatin
sst Somatostatin-Rezeptor
Suc Succinyl-
t Zeit
T Temperatur
Tip Thiostrepton induced proteins

TBS-T Tris-HCl + Tween
TFA Trifluoressigsäure
THF Tetrahydrofuran
TOF Time of flight

Tr Trityl-
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tzl Thiazol
U Umdrehungen

Darüber hinaus verwendeteAbkürzungen sind IUPAC- bzw. SI-konform.DieAminosäu-
ren wurden nach dem international üblichen Ein- bzw. Dreibuchstaben-Code abgekürzt
(IUPAC-IUB Comission of Biochemical Nomenclature, Pure Appl. Chem. 1982, 54, 1517
und 1525).
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