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1. Allgemeine Einleitung



1. Allgemeine Einleitung

1.1. Antibiotika und Resistenzen

Gegen die heute gebrduchlichen Antibiotika entwickeln pathogene Bakterien in immer
groferem Umfang Resistenzen.[?] Wenn die zur Verfiigung stehenden Antibiotika ge-
gen die multiresistenten Bakterien versagen, findet sich die moderne Medizin haufig
in die «pra-antibiotische Ara« zuriickversetzt. Die Entwicklung neuer antibiotisch wir-
kender Substanzen ist daher von grofier Bedeutung fiir ein funktionierendes Gesund-
heitssystem.[3] Allerdings haben sich die meisten grofen Unternehmen in der letzten
Zeit aufgrund verschiedenster Uberlegungen!*! aus der Entwicklung neuer Antibiotika
zuriickgezogen, so dass in naher Zukunft Engpésse in der Versorgung mit effektiven An-
tibiotikatherapien zu erwarten sind. ’! Die Situation wird sich vermutlich durch alternde
Bevolkerungen in den Industrieldndern und durch die allgemeine Kostenexplosion im
Gesundheitswesen noch verschérfen.

Nach einem «Goldenen Zeitalter« der Antibiotika-Entwicklung in den 1940-1960er
Jahren herrschte tiber einen Zeitraum von ungefdhr 3—4 Jahrzehnten eine Innovations-
liicke in der Erforschung und Entwicklung neuer Antibiotikaklassen (Abbildung 1.1A).16]
Erst im Jahr 2000 wurde mit den Oxazolidinon Linezolid eine neue Klasse antibiotisch
wirksamer Molekiile eingefiihrt, gefolgt von dem Lipopeptid Daptomycin (2003) und
dem zur duBeren Anwendung zugelassenen Retapamulin (2007).[1]

Die wichtigsten in der Therapie verwendeten Antibiotika werden 21 unterschiedlichen
Strukturklassen zugeordnet.[® 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 zurtick, wobei die besonders erfolgreiche Klasse
der f-Lactam-Antibiotika die hochste Anzahl an therapeutisch wirksamen Verbindungen
aufweist.

Um der unaufhaltsamen Resistenzentwicklung bei Bakterien entgegenwirken zu kon-
nen, ist die permanente Entwicklung neuer Antibiotika notwendig. Bislang wurde vor-
rangig auf bereits erfolgreiche Strukturklassen zuriickgegriffen, die inkrementell mo-
difiziert als neue Antibiotika auf den Markt kamen (Abbildung 1.1B).1M Es stellt sich

allerdings die Frage, wie lange die Variation einiger weniger Hauptklassen zukiinftig
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Abb. 1.1. A) Neu zugelassene Antibiotika-Klassen geordnet nach dem Jahrzehnt ihrer Einfih-
rung. Die Cephalosporine, Carbapeneme und Monobactame gehdéren wie die in den
1940er Jahren eingefuhrten Penicilline zur Klasse der g-Lactame und gelten deshalb
nicht als komplett neue Antibiotikaklassen. B) Entwicklungsbeispiel eines Antibiotikums
auf Grundlage der Naturstoff-Leitstruktur Penicillin G.
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noch zu Verbindungen mit hoher antibiotischer Wirkung fiihren kann.

1.2. Naturstoffe als Antibiotika

Naturstoffe zeigen eine strukturelle Komplexitdt und Vielfalt, die von rein organisch-
synthetischen denovo Ansétzen nur schwer erreicht wird.[”] Die Erfahrungen der letzten
Jahre zeigen, dass es schwierig ist, die gdngigen Methoden zur Entwicklung kleiner
Molekiile »anderer» Indikationsgebiete wie z. B. rein Target-basierte Ansdtze bzw. kom-
binatorische Chemie auf die Entwicklung von antibiotisch wirksamen Molekiilen zu
tibertragen.[>8] Die viel diskutierten empirischen Regeln der medizinischen Chemie fiir
oral verfiigbare Wirksubstanzen (Lipinskis «rule of five» [y konnen nicht auf antibak-
terielle Naturstoffe angewandt werden. Antibiotisch wirksame Naturstoffe folgen einer
anderen Logik, da sie hdufig multivalent sind, im allgemeinen hydrophiler sind, mehrere
Targets adressieren, und das Passieren bakterieller Zellmembranen- und wénde beherr-

schen miissen. [1011]

Naturstoffe stellen Strukturen dar, die wahrend eines langen Evolutionsprozesses fiir
die Interaktion mit den zelluldren Zielstrukturen (Target(s)) optimiert wurden.[”1?l Man
geht davon aus, dass es im Laufe der Zeit hdutig zu einer Co-Evolution zwischen dem
Naturstoff und den Ziel-Makromolekiilen gekommen ist. Naturstoffe stellen daher «pri-
vilegierte« Strukturgeriiste dar, die als Leitverbindung als Ausgangspunkt fiir weitere
Modifizierungen dienen konnen. [1314]

Naturstoffe besitzen hédufig eine begrenzte chemische Stabilitdt oder schlechte Loslich-
keit, weil sie im Laufe der Evolution nach den Kriterien eines hoheren Selektionsvorteils
fiir den Produzentenstamm optimiert wurden und sich ihre Strukturen biosynthetisch
schnell an neue Bedingungen anpassen miissen. Daher verlangt die Entwicklung eines
Naturstoffs zum Medikament in den meisten Fillen einen chemischen Optimierungspro-
zess, in dessen Folge u. a. die Parameter Stabilitat, Loslichkeit, Spezifitdt und Toxizitét ver-
bessert, und denjenigen eines therapeutisch wirksamen Medikaments angepasst werden
(Abbildung 1.2). Dabei kann selbst die Aktivitit eines Naturstoffs durch Modifizierungen

noch verbessert werden.[!
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Abb. 1.2. Beispiele einiger semisynthetischer Antibiotika. Der Name des Ausgangs-Naturstoffs
ist jeweils in Klammern angegeben. Die gegentiber dem Naturstoff modifizierten Grup-
pen sind rot markiert.
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Zur Optimierung ist die Totalsynthese ab einer bestimmten Molekiilgréfie und Kom-
plexitat des Naturstoffs oft nicht praktikabel. Der {iberwiegende Teil der therapeutisch
genutzten Antibiotika, die auf Naturstoffe zurtickzufiihren sind, werden daher semisyn-
thetisch weiterentwickelt und produziert. Hierbei wird der Naturstoff zunédchst fermen-
tativ gewonnen und anschlieffend durch Semisynthese chemisch modifiziert.

Es wird angenommen, dass Naturstoffe auch zukiinftig wichtige neuartige Leitstruk-
turen bereitstellen werden, die die Grundlage fiir Medikamente bilden. !>l 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 konnen verfolgt werden, um eine bestimmte biologische Ak-
tivitdt eines Naturstoffs therapeutisch zu nutzen. Hierbei werden Substanzen generiert,
die sich in Abhingigkeit von der verwendeten Strategie in abgestufter Ahnlichkeit von

der Leitstruktur des Ausgangsnaturstoffs unterscheiden.

e Die Verwendung des Naturstoffs selbst als therapeutisch wirksame Substanz wird
besonders hdufig im Bereich der Antibiotika verfolgt (z. B. Penicillin G, Vancomy-
cin). In vielen Fillen besteht eine gewisse strukturelle Variabilitdt innerhalb der
Naturstofffamilie, so dass ihre Vertreter unterschiedlich starke biologischen Aktivi-
taten und pharmakologische Eigenschaften aufweisen konnen (vgl. Thiopeptide).
Die Entwicklung der Substanz beschrédnkt sich daher auf die Suche nach dem ge-

eigneten Naturstoff.

e Moderate Modifizierungen des Naturstoffs werden durch Strukturdekoration (scaf-
fold decoration) bzw. Semisynthese eingefiihrt (s.u.). Hierbei wird die Struktur des
Grundgeriists grofitenteils beibehalten, wahrend verschiedene Modifikationen v. a.
der Seitenketten vorgenommen werden. Strukturdekorationen werden meist semi-
synthetisch verfolgt, konnen theoretisch aber auch totalsynthetisch durchgefiihrt

werden.



1.4. Das Konzept der Semisynthese

e Die nichste Stufe der Abwandlung einer Naturstoff-Leitstruktur ist die Verdnde-
rung seines Grundgeriists. In diese Kategorie fallt z. B. das Konzept der Biologie-
orientierten Synthese (Biology oriented synthesis, BIOS).l'"7"11 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 h&ufig kombinatorische Ansédtze zum Einsatz.

e Als weiterer Schritt der Abstraktion von einer Naturstoff-Leitstruktur konnen

Fragment-orientierte Ansatze auf Basis von Naturstoffstrukturen angesehen wer-

den.[20]

e 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-

kiilstruktur durch geeignetes Screening vorangetrieben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Strategie der Semisynthese verfolgt, um zu Derivaten
der Naturstoffklasse der Thiopeptide zu gelangen. Die Semisynthese soll deshalb ndher

betrachtet werden.

1.4. Das Konzept der Semisynthese

Spatestens seit der Markteinfithrung des Aspirins stellt die Semisynthese eine etablier-
te Methode zur Erforschung der Eigenschaften und Wirkungsweise eines Naturstoffs
dar.?122] 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 Molekiilen bietet, die totalsynthetisch nur sehr miithsam
zu erreichen wéren. Hilfreich sind auch die Schnelligkeit der Entwicklung und die Plan-
barkeit der spédteren Produktion im grofsen Maf$stab. Allerdings kdonnen Variationen des
Grundgeriists nur eingeschrdankt durch Semisynthesen realisiert werden. Durch intelli-

gente Modifizierungen kann dieser Aspektjedoch in den Hintergrund gedrangt werden.
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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 Grundgeriist noch nicht vollendet ist, kann zusétzliche Flexibilitdt erreicht wer-

den.

Fiir die Semisynthese ergeben sich vielfidltige Anwendungen sowohl in der Grund-
lagenforschung als auch in der pharmazeutischen Industrie. Durch das gezielte An-
bringen von Reportergruppen konnen einerseits «Sonden» -Molekiile erhalten werden,
die die Aufklarung des Wirkmechanismus eines Naturstoffs voranbringen.!?3l Hierzu
zdhlen beispielsweise Fluoreszenzfarbstoffe, Affinitdtsgruppen (z. B. Biotin), photoaktive
Gruppen (photoaffiniy labeling), oder reaktive Gruppen (affinity labeling). Beispielsweise er-
moglicht die Funktionalisierung mit Aziden die Immobilisierung des Naturstoffs mittels
Kupfer-katalysierter Huisgen-Zykloaddition an Alkin-funktionalisierter fester Phase zur
Affinitdtschromatographie (Abbildung 1.3, Azithromycin-Derivat 2).[?4! Durch semisyn-
thetische Funktionalisierung von Molekiilen konnen Werkzeugverbindungen 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]



1.5. Die Klasse der Thiopeptide

Andererseits kann durch gezielte Modifizierung der funktionellen Gruppen des Natur-
stoffs ein besseres Verstandnis der Struktur-Wirkbeziehungen (structure-activity relation-
ship: SAR) und des Pharmacophors erhalten werden. Die chemische «Post-Evolution» zur
Optimierung pharmakokinetischer bzw. toxikologischer Eigenschaften des Naturstoffs

diirfte jedoch einen besonders hohen Stellenwert fiir die Semisynthese aufweisen. [°]

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 dhnlicher Grundstruktur und makrozyklischem Aufbau (Abbildung 1.4). Die meis-
ten Thiopeptide wurden aus Bakterien der Gattung Actinomyces isoliert.[?%?’] Innerhalb
dieser Gruppe ist Thiostrepton 3, das bereits 1954 beschrieben wurde!?®], 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).[° Die Thiopeptide der Serie a besitzen ein vollstindig reduzier-
tes Piperidin (Bsp. Sch-18640 6). Zur Serie b gehoren alle Thiopeptide, die ein zentrales
Dehydropiperidin (Bsp. Thiostrepton 3) aufweisen. Serie d Thiopeptide besitzen ein aro-
matisches Pyridin (Bsp. MicrococcinP; 7, GE2270 A 4), das bei Vertretern der Seriee
zusatzlich 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 zusdtzlichen B-Ring auf, der ebenfalls an den zentralen Heterozyklus
ankniipft. Die Thiopeptide Nosiheptid 5, Nocathiacin 8, Thiazomycin 9 und verwandte
Molekiile besitzen ebenfalls einen zweiten Makrozyklus, allerdings iiberbriickt er zwei
Reste des A-Rings, ohne auf den zentralen Heterozyklus zurtickzugreifen. Die makrozy-

klische Struktur des Thiostreptons 3 gilt als relativ rigide und weist eine wohldefinierte
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Abb. 1.4. Stukturen einiger wichtiger Vertreter der Thiopeptide: Thiostrepton 3 (Serie b),
GE2270A 4 (Seried), Nosiheptid 5 (Serie €), Sch-18640 6 (Serie a) und Micrococ-
cinP, 7 (Seried). Folgende Merkmale sind farblich gekennzeichnet: rot = zentraler
6-Ring-Heterozyklus, griin = Seitenkette, blau = A-Ring, schwarz = B-Ring.
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1.5. Die Klasse der Thiopeptide

Ry

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

Faltung auf, die beziiglich ihrer Komplexitidt mit kleinen Proteindoménen 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.[?] Alle bisher untersuchten Thiopeptide hemmen die bak-
terielle Translation durch Hemmung des prokaryotischen Ribosoms. Bisher wurden zwei
verschiedene Wirkmechanismen der Translationsinhibierung identifiziert: Thiostrepton 3
und dhnliche Thiopeptide binden an die GTPase-assoziierte Region des Ribosoms, wih-
rend GE2270 A 4 und dhnliche Vertreter an den Elongationsfaktor EF-Tu binden und den
EF-Tu-vermittelten Transport der Aminoacyl-tRNAs an das Ribosom unterbinden. [3%31]
Einige Thiopeptide zeigen ICso-Werte der bakteriellen Wachstumhemmung im sub-

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

Humanmedizin verwendet. Ein Grund hierfiir ist, dass Thiostrepton 3 eine zu geringe

11
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Abb. 1.6. Stukturen der Hydroxypyridin-Thiopeptide Nocathiacin | 8 und Thiazomycin 9.

Wasserloslichkeit aufweist. Auch die Bindestelle der Thiostrepton-dhnlichen Thiopeptide
an der GTPase-assoziierten Region des prokaryotischen Ribosoms wird bisher nicht als
Wirkort fiir therapeutische Antibiotika genutzt. Anwendung finden einige Thiopeptide
bisher nur in der Veterindrmedizin in Kombinationsprdparaten zur duflerlichen Anwen-
dung oder - historisch — als Futterzusatzstoffe in der Tierzucht. (323!

Das Pharmaunternehmen Merck (USA) veroffentlichte vor kurzem Untersuchungser-
gebnisse zum Thiopeptid Thiazomycin 9 (Abbildung 1.6). [34] Thiazomycin weist dhnlich
wie NocathiacinI 8 einen Aminozucker auf, der iiber eine glykosidische Bindung mit der
y-Hydroxygruppe eines B-Ring-Rests verkniipft ist. Bisher sind nur wenige Thiopeptiden
bekannt, die einen solchen Zuckerrest aufweisen. Hervorzuheben ist die besonders hohe
Wachstumsinhibierung des Thiopeptids gegen multi-resistente Gram-positive Stimme.
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 {iber die antibakteriellen Eigenschaften hinaus
biologische Wirkung auf verschiedene eukaryotische Zellen. So konnte gezeigt werden,

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

12
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inhibiert und in verschiedenen menschlichen Krebszelllinien das Zellwachstum hemmt

bzw. deren Apoptose einleitet.[353¢]

Weiterhin wurde gefunden, dass Thiostrepton im
Mausmodell immunsuppressive Wirkung zeigt.[¥”] Auch bei Zellen des Malariaerregers
Plasmodium falciparum wurde beobachtet, dass Thiostrepton eine wachstumshemmende
Wirkung ausiibt. 33 Genaue Kenntnisse iiber die Zielstrukturen des Thiostreptons in

eukaryotischen Zellen lagen jedoch zu Beginn dieser Arbeit nicht vor.

1.6. Zielsetzung

Die Thiopeptide stellen eine dufierst interessante Gruppe von Naturstoffen dar, die viel-
faltige biologische Wirkungen aufweisen. Einige Vertreter binden mit nanomolaren Affi-
nitdten an die GTPase-assoziierte Region des Ribosoms, die sich durch das enge Zusam-
menwirken der beiden Makromolekiilklassen 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 der Mehrheit alleinig die rRNA adressieren. [40] Bisher
sind wenige Beispiele von Molekiilen bekannt, die Protein/RNA-Komplexe an den Uber-
gangen der einzelnen Komponenten binden, und die Details ihrer Bindung sind wenig
erforscht. Die Thiopeptide konnen daher als interessante Modellverbindungen gelten,
deren Studium ein detaillierteres Verstandnis der ungewohnlichen Zielstrukturen erhof-
fen lasst. Dartiiber hinaus konnen die Thiopeptide als mogliche 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 L11/23SrRNA-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 Affinitdt zur GTPase-assoziierten Region des Ribosoms auf-

weist und beachtliche antibakterielle Wirkung zeigt. Es waren verschiedene Wirkungen
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des Thiostreptons auf eukaryotische Zellen bekannt, die jedoch nur unzureichend erklart
werden konnten. Thiostrepton galt daher als besonders interessanter Ansatzpunkt, um
die biologischen Eigenschaften der Thiopeptide ndher zu untersuchen. Das Thiopeptid
ist kommerziell verfiigbar, so dass es als ideales Modell-Thiopeptid auch fiir semisyn-
thetische Ansétze dienen konnte.

Im Zentrum der Arbeiten sollten zundchst semisynthetische Modifikationen des
Thiostrepton-Grundgeriists stehen. Es galt herauszufinden, welche semisynthetischen
Operationen durchfiihrbar sind, und wie diese optimiert werden konnen. Neben der
Erforschung der Modifikationen im Sinne von Struktur-Wirk-Beziehungen sollten die
gewonnenen chemischen Erkenntnisse in Synthesen von Thiostrepton- «Werkzeugver-
bindungen« miinden, mit deren Hilfe weitere zelluldren 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:

e Die Details der Thiopeptidbindung an die Protein/rRNA-Bindestelle am Ribo-
som waren nur unzureichend bekannt. Insbesondere fehlten quantitative Da-
ten der Bindungsaffinitdten verschiedener Thiopeptid-Naturstoffe. Deshalb sollten
Fluoreszenzfarbstoff-markierte Thiostreptonderivate synthetisiert werden, welche
die biochemische Bestimmung der Bindungsaffinitdten mittels Fluoreszenzpolari-

sation ermoglichen sollten (Kapitel 2, 3).

¢ Die Untersuchungen der Thiopeptid-Bindeaffinitdten sollten anschlieSend auf die
modifizierten Derivate des Thiostreptons ausgeweitet werden. Es sollte untersucht
werden, welche strukturellen Determinanten die Bindeeigenschaften der Thiopep-

tide beeinflussen (Kapitel 3).

e 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 Grundgeriists unter dem Gesichtspunkt einer

pharmokologischen Optimierung toleriert wiirden (Kapitel 3).
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e Essollte versucht werden, die unbekannten Zielkomponenten des Thiostreptons in
eukaryotischen Systemen zu identifizieren. Insbesondere die interessante Aktivitat

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

e 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).

e Wihrend dieser Arbeiten wurde die Biosynthese der Thiopeptide tiberraschend als
ribosomaler Syntheseweg aufgeklart (Kapitel 5). Es sollte gepriift werden, ob aus
den bisherigen Erkenntnissen Riickschliisse auf ungeklédrte Details des Biosynthe-
sewegs gezogen werden konnten. Insbesondere konnten bioinformatische Untersu-
chungen des Biosynthesclusters keine schliissige Erklarung fiir die ungewdohnliche

p-Konfiguration des Thiazolins liefern.

e Die Auswirkungen der einzelnen semisynthetischen Modifikationen auf die Kon-
formation der Molekiile und die Auswirkungen auf die biologischen Aktivitaten
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

«Der Derivatisierungschemiker nédhert sich
dem Zielmolekiil tiber ein ,Minenfeld” von

ungeschutzten funktionellen Gruppen.»

(Habich etal. 2006

2.1. Semisynthese als methodischer Zugang zur Klasse
der Thiopeptide

Ein moglicher Zugang zu den Thiopeptiden und deren Modifikationen besteht in der
Totalsynthese der Molekiile. Fiir einige der Thiopeptide konnten bereits Totalsynthe-
sen entwickelt werden (z. B. Thiostrepton[41'42], GE2270A 4344 Micrococcin[*)). In der
Arbeitsgruppe wurde parallel ein Synthesezugang zum Nosiheptid 5 erfolgreich voran-
getrieben.[0l Aufgrund der Grofe und Komplexitit der Molekiile weisen die arbeits-
aufwendigen Synthesen sehr viele Stufen auf, was in relativ geringen Gesamtausbeuten
resultiert.[?”! Fiir die ziigige Untersuchung und Weiterentwicklung von Thiopeptidde-
rivaten als pharmakologisch interessante Molekiile sind die meisten Totalsynthesen zu
aufwendig. Daher bietet sich die Semisynthese als mogliche Alternative an, um modifi-
zierte Thiopeptidderivate bereitzustellen.

Erfolgreiche Derivatisierungsstrategien wiirden ein tieferes strukturelles Verstand-
nis der Naturstoftklasse und ihrer Wirkmechanismen ermdglichen, woraus Struktur-
Wirkbeziehungen abgeleitet werden kénnten. Uber gezielte Modifizierungen wiirden
die pharmakologischen Eigenschaften der Naturstoffe verandert werden kénnen und
die Anwendungspotentiale der Naturstoftklasse als therapeutische Wirkstoffe aufgezeigt
werden. Besonders herausfordernd ist hierbei die Frage, ob sich die beachtlich hohe struk-
turelle Komplexitdt der Thiopeptide auf synthetisch leichter zugédngliche Verbindungen
reduzieren liefle, ohne hierbei an biologischer Aktivitadt einzubiiflen. Funktionstragende
Derivate wiirden vermutlich in der Aufklarung noch unbekannter zelluldrer Wirkmecha-

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 Grundgertist
berichtet. So konnte neben der Funktionalisierung des Hydroxypyridins und -indols 748l
auch Michael-Additionen an das Dehydroalanin der Seitenkette[*>*"1 und Modifikatio-
nen des terminalen Amids®?! vorgenommen werden. Manche der modifizierten No-
cathiacinderivate zeigten hohe antibakterielle Aktivititen bei gleichzeitig verbesserten
physikochemischen Eigenschaften. (5!

Der Naturstoff Thiostrepton 3 eignet sich ideal als Modellverbindung fiir semisyn-
thetische Studien der Thiopeptide. Einerseits ist Thiostrepton kommerziell verfiigbar,
andererseits ist Thiostrepton das bisher komplexeste Thiopeptid innerhalb dieser Fami-
lie, so dass sich die entwickelnden Methoden leicht in dhnlicher Weise auf die strukturell
einfacheren Mitglieder der Gruppe iibertragen lassen sollten. Interessanterweise waren
bis zum Beginn dieser Arbeit dazu keine Studien verdffentlicht worden. Im Folgenden
werden die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Derivatisierungsstrategien des
Thiostreptons beschrieben, geordnet nach den jeweiligen funktionellen Gruppen, die als

Ansatzpunkte innerhalb des Molekiils dienten.

2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine

2.2.1. Vorkommen der Dehydroaminoséuren

Die ungesittigten Dehydroaminosduren Dehydroalanin (Deala) und Dehydrobutyrin
(Dhb) sind charakteristische Strukturmerkmale der Thiopeptide (Schema 2.1). Beide
nichtproteinogenen Aminosduren zeichnen sich durch eine C-C-Doppelbindung zwi-
schen dem C% und dem CP-Atom aus. Wihrend Dehydroalanin biosynthetisch durch
Dehydratisierung aus Phospho-Serin gebildet werden kann, geht Dehydrobutyrin aus

[5455] Neben den Thiopeptiden weisen weitere Naturstoffklas-

Phospho-Threonin hervor.
sen Dehydroaminosduren als strukturelles Merkmal auf (Kapitel 2.2.4). An dieser Stelle
seien beispielhaft die Lantibiotika und die Gruppe der Microcystine genannt. Auf die Bio-
synthese von Dehydroaminosduren enthaltenden Naturstoffen wird in Kapitel 5 ndher

eingegangen.
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

Abb. 2.1. Struktur des Thiostreptons 3 als Ausgangspunkt der semisynthetischen Derivate. Die
Bezeichnungen der Aminosaurereste und die Nummerierung der Atome ist angegeben.
But: Dehydrobutyrin; Cys: Cystein (Thiazolin); Deala: Dehydroalanin; Pip: Dehydropi-
peridin; Q: Chinaldinséure; Thr: Threonin; Thstn: Thiostreptin.

©
OH 3 o
o oy O H,O / X y ©
HoN %N NER AN NS
OH H H
(X
10 .
X = OH; Serin
X = OPO3H,; Phosphoserin
0]
HoN X = O-glycosid; Glycoserin
| OH
X = SH; Cystein
Me
11 X = S-S-CH,CH(NH,)COOH; Cystin
X = SeO,H; oxidiertes Selenocystein

Schema 2.1 Struktur der nichtproteinogenen Dehydroaminosauren Dehydroalanin 10 und (2)-
Dehydrobutyrin 11 (links). Mechanismus der basenkatalysierten g-Eliminierung un-
ter Abspaltung der Abgangsgruppe X (rechts).
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Neben peptidischen Naturstoffen konnen auch Dehydroalanine in Proteinen auftreten.
Sie gehen wahrscheinlich durch nicht-enzymatische g-Eliminierung aus Serin- bzw. Cys-
tinresten hervor: Experimentell konnte schon vor langerer Zeit gezeigt werden, dass hohe
Temperaturen und alkalische Bedingungen die Eliminierung in vitro begiinstigen. ! Tat-
sdchlich werden regelméfiig in Alkali-behandelten Lebensmittelzubereitungen erhchte
Konzentrationen an Dehydroaminosauren gefunden.®”! Auch invivo scheinen in man-
chen Proteinen Dehydroalanine vorzukommen. Zur Zeit ist noch wenig dariiber be-
kannt, wie verbreitet die Umwandlung zu Dehydroalanin in Proteinen unter physiolo-
gischen Bedingungen ist. Kiirzlich konnte von Bar-Or etal. gezeigt werden, dass etwa
5% des gesamten humanen Serumalbumins (HSA) im Blut in vivo mit der Modifikati-
on Cys487 — Deala vorliegt.[8] Andere Cys-Reste waren nicht betroffen, und in parallel
untersuchten Blutproteinen konnten keine Deala-Reste gefunden werden, was auf ei-
ne gewisse Spezifitdt schlieflen ldsst. Cho etal. fanden, dass Glutathion Peroxidase 1
(GPx1) durch die Umwandlung des katalytisch aktiven Restes Selenocystein zu Dehy-
droalanin irreversibel inaktiviert wird.[®! Es wird angenommen, dass GPx-SeH durch
H,0; zu GPx-SeO,H oxidiert wird, so dass eine gute Abgangsgruppe entsteht, die leicht
zum Dehydroalanin eliminiert (syn-Eliminierung). Interessanterweise wird die Oxidati-
on von Selenocysteinderivaten zum Selenoxid haufig als Methode zur Installation von
Dehydroalaninen in der Synthese von Naturstoffen angewandt (Kapitel 2.2.3). Auch
bei Cystein konnte die vorhergehende Oxidation des Schwefelatoms zum Sulfoxid die
p-Eliminierung einleiten. Offensichtlich gibt es verschiedene Moglichkeiten, wie Dehy-
droaminosduren in Proteinen entstehen konnen. Ob die Modifikationen hauptsachlich
spontan entstehen und deshalb als Schdden der Proteine aufzufassen sind, oder ob sie
als regulédre posttranslationale Modifikationen von Proteinen zu betrachten sind, denen

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

2.2.2. Strukturstabilisierung durch Dehydroaminosauren

Die Dehydroaminosduren haben charakteristischen Einfluss auf die Riickgratkonforma-
tion von Peptiden. Der Ubergang vom gesittigten, tetraedrischen sp>-C-Atom zum tri-

gonalen sp?-hybridisiertem C-Atom und der Verkiirzung der C*~CF-Bindung induziert
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starke und spezifische sterische Effekte in der Riickgratkonformation. Kristallstrukturen
von Modellpeptiden zeigen, dass Dehydroalanin eine planare Konformation einnimmt,
mit ® und ¥-Torsionswinkeln, die einer trans-Orientierung entsprechen.[®%61 Tn den
vorhergehenden Aminosduren innerhalb der Modellpeptide induzierte Dehydroalanin
einen inversen y-Turn im Riickgrat, falls der vorhergehende Rest f-verzweigt ist. Zur
Zeit fehlen jedoch noch umfassende Untersuchungen zu den strukturellen Einfliissen

der Dehydroaminosduren auf die Konformation von Proteinen.

2.2.3. Chemische Reaktivitat der Dehydroaminoséuren

Dehydroalanin kann als Akzeptor in Michael-Additionsreaktionen fungieren, zeigt hier-
bei jedoch als kryptisches Enamin vergleichsweise schwache Reaktivitdt. Obwohl die
Michael-Addition allgemein eine vielseitige und niitzliche Reaktion in der organischen
Chemie darstellt, sind bisher nur wenige Arbeiten zur Michael-Addition von Nukleo-
philen an Dehydroaminosauren veroffentlicht worden. 92931 Vor kurzem konnte gezeigt
werden, dass Michael-Additionen von Thiolen bzw. Aminen an die Dehydroaminosduren
Deala oder Dhb in Wasser bzw. Wasser/Methanolgemischen eine vielfach hohere Reak-
tionsgeschwindigkeit aufweisen.!%4 Generell zeichnet sich die Reaktion durch folgende
Eigenschaften aus:
e Reaktionen mit Thiolen als Nukleophil verlaufen schneller als solche mit Aminen:
Dehydroalaninamid 12 reagierte beispielsweise mit 10 Aquiv. Methylamin zum Mi-
chaeladdukt 13 in 5h, wihrend das gleiche Dehydroalaninamid mit nur 3 Aquiv.

Isopropylthiol (Me,CHSH) bereits in 1h komplett umgesetzt wurde. ¢4

10 Aquiv. MeNH,

OH 3 Aquiv. EtzN OH
o] o]
me N Hz0, RT Me N
hig N g N
o] H o] H
NH
Me 13

5 h, 100%

12

3 Aquiv. Me,CHSH

o ~_OH 3 Aquiv. EtzN o OH
Me H N | H20. RT Me H
\n/ T})J\N \”/ \fk N
H
O (0]
1

N
1h, 97% H
M

12 Me e 14

22



2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine

e Dehydrobutyrin ist deutlich weniger reaktiv als Dehydroalanin: Die Umsetzung
von Dehydrobutyrinamid 15 mit Isopropylthiol (Me,CHSH) gelingt in hoher Aus-
beute nur durch Einsatz eines hohen Uberschusses an Thiol (50 Aquiv.) und langen

Reaktionszeiten. 64!
50 Aquiv. Me,CHSH

o OH 3 Aquiv. Etz;N o OH
on N /©/ MeOH/H,O 1:1, RT ve. N /\Q/
A ﬁu“ b ﬁu
o o)

72 h, 97%

15 Me)\Me

Stabilitat der Deala-Peptide

Im Vergleich zu anderen proteinogenen Aminosduren sind die Dehydroaminosduren
Dehydroalanin und Dehydrobutyrin als N-Acylenamine deutlich weniger stabil gegen
Behandlung mit starken Sduren. So konnten Chan et al. aufzeigen, dass die sdureindu-
zierte Spaltung (Hydrolyse) des Lantibiotikums Nisin durch die inherente Elektrophilie

der Deala-Reste nach dem in Schema 2.2 gezeigten Mechanismus ablaufen kann. 6!

HY OH-
(OH (o] (o)

i ) Jx HO_ i H
E)LHJHV ¥ )k T )L > il )LNH;)J\[(N?

+

Schema 2.2 Vorgeschlagener Mechanismus des séureinduzierten Deala-Peptid-Abbaus. %! An
das anfanglich reversibel gebildete Iminiumsalz kann Wasser addieren. Das instabi-
le tetraedrische a-Hydroxyalanyl-Intermediat zerfallt nachfolgend in ein Peptid-Amid
und ein Pyruvyl-Peptid-Derivat.

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

sl4142] 415 auch

ten Vorldaufern generiert. Sowohl in der Totalsynthese des Thiostrepton
in der des Argyrins[®! wurde beispielsweise Phenylselencystein®’l als Deala-Vorstufe
eingesetzt. Am Ende der Synthese wird das Selenid durch selektive Oxidation in das
entsprechende Selenoxid tiberfiihrt, welches dann durch syn-Eliminierung in das Dehy-

droalanin tberfiihrt wird (Schema 2.3).
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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 Uberfuhrt.

2.2.4. Biochemische Bedeutung der Dehydroaminosauren in

Naturstoffen

Dehydroaminosduren enthaltende Naturstoffe zeigen oft selektive kovalente Reaktivi-
tat mit Proteinen und sind daher unter den allgemein reaktiven Naturstoffen!®®l eine

Besonderheit.

Microcystine

Zur Gruppe der Microcystine (Abb. 2.2) gehoren zyklische Heptapeptide, die starke He-
patotoxine darstellen und von Cyanobakterien der Gattungen Nostoc, Oscillatoria, Anabae-
naund Microcystis gebildet werden.[®”] Mehr als 65 verschiedene Microcystine wurden bis
heute beschrieben, die grofiten Unterschiede treten an zwei variablen Aminosaurepositio-
nen auf. Die Microcystine sind Produkte kombinierter NRPS / Polyketidsynthetasen. [0l
Die toxische Wirkung der Microcystine beruht auf der Inhibierung der Serin / Threonin
Phosphatasen 1 (PP1) und 2A (PP2A), die an einer Reihe von zelluldren Funktionen wie
beispielsweise Glykogenmetabolismus, Apoptose oder Embryogenese beteiligt sind.[”!]
Microcystin LR 17 bindet mit subnanomolarer Affinitdt an PP1 und zeigt mannigfaltige
Interaktionen mit dem aktiven Zentrum des Enzyms in der Kristallstruktur.[”?l Nach
zundchst nichtkovalenter Bindung in der Bindungstasche des Enzyms bildet sich ein ko-

valentes Michael-Addukt zwischen der Thiolfunktion eines nichtkatalytischen Cysteins
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2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine
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dehydroalanin
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)TO
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Abb. 2.2. Dargestellt ist die Struktur des Microcystins LR 17, das ein N-Methyldehydroalanin auf-
weist. Variabilitdt innerhalb der Gruppe der Microcystine besteht u. a. an den Positionen

R! und R?. LR = Leucin / Arginin.

in der Ndhe des aktiven Zentrums (Cys273) und dem N-Methyldehydroalanin des Micro-
cystins aus (Schema 2.4, Abbildung 2.3).[”>74] Zur erfolgreichen Michael-Addition scheint
die vorherige nichtkovalente Bindung des Molekiils in der Bindetasche des Enzyms es-
sentiell zu sein, da denaturiertes Protein in Kontrollreaktionen nicht mit Microcystin
reagierte.[”] Dagegen bleibt die Wirkung auch auf Cys273-Mutanten erhalten, so dass

die kovalente Reaktion nicht fiir die Funktion entscheidend ist.

Lantibiotika

Zur Gruppe der Lantibiotika zdhlt man ribosomal synthetisierte, posttranslational mo-
difizierte antimikrobielle Peptide, die von Gram-positiven Bakterien hergestellt werden
und mehrere Wirkmechanismen aufzeigen.”>! Charakteristisch fiir die Lantibiotika sind
die Thioether-Aminosduren Lanthionin 18 (Lan) und Methyllanthionin 19 (Mlan) (Abbil-
dung 2.4). Biosynthetisch werden die Thioetheraminosduren durch einen zweistufigen
Prozess posttranslational gebildet: Die Ser-bzw. Thr-Reste der Vorlduferpeptide (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
p-Eliminierung des Phosphats zur Dehydroaminosdure. Nachfolgend werden durch eine

vermutlich stets nucleophile Addition der Thiolfunktion eines Cys-Restes auf die Dehy-
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Schema 2.4 Microcystin RL 17 bindet zunachst nichtkovalent im aktiven Zentrum des Enzyms
PP1. Nach ein paar Stunden bildet sich ein kovalentes Michael-Addukt zwischen
dem Cys273 des Enzyms und dem N-Methyldehydroalanin des Microcystins aus.

Abb. 2.3. Microcystin LR 17 gebunden an die Phosphatase PP1 (pdb:1fjm).["2l Das reaktive Cy-
stein (gelb) des Proteins bildet eine kovalente Bindung mit dem N-Methyldehydroalanin
des Microcystin aus.
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2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine
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Abb. 2.4. Strukturen der fur die Gruppe der Lanthionine charakteristischen Thioether-
Aminoséuren Lanthionin 18 (Lan) und Methyllanthionin 19 (Mlan). Man beachte die
p-/L-Konfiguration beider Di-Aminosauren.

droaminosdure eine Thioetherbriicke in einer Michael-artigen Reaktion gebildet. Dabei
entsteht aus der Addition eines Cysteins an ein Dehydroalanin die Thioether-Aminosdure
Lanthionin 18, wahrend Dehydrobutyrin mit einem Cystein zu Methyllanthionin 19 ver-
kntipft wird. Es fdllt auf, dass in Lantibiotika stets die L-/p-Alternanz der Stereochemie ge-
funden wird, rein basenkatalysiert aber immer Diastereomerengemische enstehen. Man
nimmt daher an, dass die Ringschliisse 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).15571 Vor kurzem konnte vom Enzym NisC, das die Zyklisierung der Thioether-
ringe in der Biosynthese des Lantibiotikums Nisin A 20 (Abbildung 2.5) katalysiert, eine
Kristallstruktur ermittelt werden. Darauthin wurde fiir die enzymkatalysierte Michael-
Addition folgender Mechanismus vorgeschlagen (Abbildung 2.5):[®! Die Thiolfunktion
des Cysteins wird zundchst deprotoniert und verdrangt ein gebundenes Wassermolekiil
vom Zn>"-Ion des aktiven Zentrums. Der folgende Angriff des Thiolats auf das f-Atom
des Dehydrobutyrins erzeugt ein Enolat-Intermediat, das stereoselektiv in der a-Position
protoniert wird, so dass die p-Konfiguration entsteht (anti-Addition).

Neben ihres Auftretens wihrend der Biosynthese weisen viele der bekannten Lanti-
biotika Dehydroaminosduren auf. Ein Beispiel hierfiir ist das gut untersuchte Nisin A 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 geklart werden.

Vor kurzem wurde mit Entdeckung der Labyrinthopeptide eine neue Klasse innerhalb

der Lantibiotika etabliert.!””] Die Labyrinthopeptide zeichnen sich durch carbazyklische
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Schema 2.5 Vorgeschlagener Mechanismus der NisC-katalysierten Zyklisierungsreaktion
(Michael-Addition) des B-Rings von Nisin unter Ausbildung eines Methyllantionins
(vgl. Abbildung fig:nisin). Das neu gebildete stereogene Zentrum besitzt die
p-Konfiguration in der a-Position. (Adaptiert nach van der Donk etal.[’®).
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Yy Me Ala
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20

Abb. 2.5. Die Struktur des Lantibiotikums Nisin A 20 enthélt neben den Thioetheraminoséuren
Lanthionin 18 und Methyllanthionin 19 die Dehydroaminosauren Dehydroalanin 10

(Deala) und Dehydrobutyrin 11 (Dhb). Die Bezeichnung der Thioether-verbrickten Rin-
ge A-E ist angegeben.
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2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine
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Abb. 2.6. Struktur der Triaminosaure Labionin 21 (Lab), die erstmals im Zusammenhang mit den
Labyrinthopeptiden beschrieben wurde. 7]

Verbriickungen aus, die zuséitzlich zu den bekannten Thioetherverbriickungen vorhan-
den sind. Die carbazyklischen Verbriickung tritt in der neuen Aminosdure Labionin 21
(Lab) auf, die der bekannten Thioether-Aminosdure Lanthionin 18 dhnelt. Im Gegensatz
zu Lanthionin 18 weist diese jedoch ein zentrales quartires C-Atom auf, das tiiber eine
zusétzliche Methylenbriicke mit einer weiteren Aminosdure verkniipft ist (Abbildung
2.6). Beziiglich der Biosynthese des Labionins wird eine aufiergewodhnliche 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 a-C-Atom stabilisiert und im néachsten Schritt als C-Nukleophil an

das verbleibende Dehydroalanin unter Ausbildung der Methylenbriicke addiert.[”®!

Thiopeptide

Die meisten Thiopeptide enthalten in ihrer Struktur eine oder mehrere der Dehydro-
aminosduren Dehydroalanin oder Dehydrobutyrin (vgl. Kapitel 1). Bisher wurden nach
unserem Wissen keine Untersuchungen beziiglich der Notwendigkeit der Dehydroami-
nosduren fiir 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 iiber eine Michael-Addition eines Cysteins an

ein Dehydroalanin in der Seitenkette des Thiostreptons 3.
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Deala-vermittelte kovalente Bindung der Thiopeptide an de n

Transkriptionsregulator TipA

TipA-Proteine (Thiostrepton induced proteins) wurden erstmals bei Streptomyces lividans be-
schrieben!”! und werden in diesen Bakterien in groem Umfang (bis 10 % der 16slichen
Proteine) induziert, wenn sie in Kontakt mit geringen Konzentrationen (10~ m) an Thiost-
repton 3 kommen!®l. Sie gehoren zur Familie der MerR-Regulatorproteine und vermit-
teln schwache Resistenz gegeniiber Thiostrepton 3. TipA-Proteine wurden bisher nur in
Nichtproduzenten beschrieben und kénnen neben Thiostrepton 3 auch durch verwandte
Thiopeptide (z.B. Micrococcin, Nosiheptid, Promoinducin) induziert werden. (8182 MerR-
Regulatorproteine sind bei Bakterien fiir die Transkriptionskontrolle von Proteinen des
MDR-Systems 83! (Multiple drug resistance) verantwortlich.3 Zu dem MDR-System ge-
horen 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 Doméne und einer C-terminalen Doméne. Wahrend
die N-terminale Doméne grofie Sequenzédhnlichkeit zwischen den verschiedenen Vertre-
tern der MerR-Familie aufweist, ist die C-terminale Domaéne als »Sensor« fiir die jeweilige

Gruppe von Effektormolekiilen spezifisch.

Das fiir die TipA-Proteine bei S. lividans codierende Gen tipA kann durch alternative in-
frame Translation die beiden Produkte TipAS (S fiir short: 144 Aminosduren) und TipAL (L
fiir long: 253 Aminosduren) ergeben. TipAS weist den C-terminalen Teil des Gesamtpro-
teins TipAL und beinhaltet eine Erkennungsdoméne fiir Thiostrepton 3. Der N-terminale
Teil des TipAL-Proteins hingegen zeigt grofie Ahnlichkeit mit den entsprechenden MerR-
Proteindomé&nen und ist fiir 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 einem molaren Uberschuss von etwa
Faktor 20 produziert. Dies ldsst eine Dampfung des regulatorischen Signals und eine

Entgiftungsfunktion fiir TipAS vermuten.
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2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine

Mit Hilfe von Massenspektrometrie konnte aufgezeigt werden, dass Thiostrepton 3
tiber einen Deala-Rest kovalent mit dem Cys214 der Proteine TipAS und TipAL in ei-
ner Michael-Additionsreaktion reagiert. Die Identitdt des Deala-Rests wurde nicht be-

stimmt. [8°]

Durch die Bindung des Thiostreptons an TipAS kommt es zu einer Konfor-
mationsdnderung im Protein, die mittels NMR nachgewiesen werden konnte (Vergleich
von apo-TipAS zu TipAS-Thiostrepton).[8¢ Hierbei kommt es zu einer vermehrten a-
Helixbildung im Linkerbereich des Proteins TipAL und zu einer erhohten Bindungsaffi-
nitdt des TipAL-Dimers an die Promotor-DNA (~ Faktor 10), was eine erhohte Transkrip-
tion durch die RNA-Polymerase induziert. 8]

Interessanterweise besitzt TipAS eine Globin-dhnliche Faltung, wie mittels NMR nach-
gewiesen werden konnte.® Anstelle des Porphyrin-Liganden der Globine (vgl. Ha-
moglobin) bindet bei TipAS ein Molekiil 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 Taschendffnung zeigt und dem umge-
benden wissrigen Medium zugénglich ist. Im Gegensatz hierzu ist das andere Cys207
des Proteins TipAS inmitten der Helices a2 /a3 verborgen und schlecht zuganglich. Es ist
davon auszugehen, dass Thiostrepton 3 in der hydrophoben Tasche des Proteins TipAS
(bzw. TipAL) bindet, und dass anschlieflend ein Deala-Rest der Seitenkette des Thiost-
reptons 3 mit dem reaktiven Cys214 unter Ausbildung einer Thioetherbriicke kovalent

reagiert.

Argyrin

Die zyklischen Octapeptide der Gruppe der Argyrine (Abbildung 2.7) wurden aus dem
Myxobakterium Archangium gephyra isoliert und zeigen antitumorale und immunsup-

n.[888] Neben einem Thiazolring, einem 4’-Methoxytryptophan

pressive Eigenschafte
und der Aminosédure 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).1°° Es konnte gezeigt
werden, dass die Proteasominhibierung durch Argyrin A 22 der Abbau des Tumorsup-

pressorproteins p27¢!1 verhindert wird. Bemerkenswerterweise ist die zellulire 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 Argyrin A 22. Die Funktion

des Dehydroalanins im Wirkmechanismus konnte bisher nicht aufgeklart werden.

2.2.5. Michael-Additionsreaktionen an Thiostrepton

Die Reaktivitdt der Dehydroalanine als Michael-Akzeptoren sollte sich gut fiir 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 Moglichkeiten der Michael-Addition (Abbildung 2.8). Dariiber hinaus koénnte
sich Cystein sowohl iiber die Thiolfunktion als auch iiber das Amin an Thiostrepton 3

addieren, also isomere Produkte ergeben.

Verkirzung der Thiostrepton-Seitenkette

Um eine selektive Reaktionsfithrung der Michael-Addition zu erméglichen, wurde nach
einer Losung gesucht, die Komplexitdt des Thiostreptons 3 beziiglich der Dehydroalanine
zu reduzieren ohne die Gesamtstruktur zu beeintrachtigen. Interessanterweise wurde
wihrend der Entwicklung der Totalsynthese des Thiostreptons 3 von Nicolaou et al.
eine Nebenreaktion beobachtet.!*?l Bei der Entschiitzung eines Fragments der Bis-Deala-

Thiostreptonseitenkette mit Diethylamin (Et,NH) trat eine Verkiirzungsreaktion des Bis-
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2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine

Abb. 2.8. Struktur des Thiostreptons 3. Die Position der drei Dehydroalanine (Deala) und des
Dehydrobutyrins (Dhb) ist angegeben.

Deala-Fragments auf, wobei das terminale Dehydroalanin abgespalten wurde.
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®
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Schema 2.6 Vorgeschlagener Mechanismus der Verkirzungsreaktion der Thiostrepton-
Seitenkette mittels Diethylamin (Et,NH). Modifiziert nach Literatur[42],

Der dazu vorgeschlagene Mechanismus ist in Schema 2.6 dargestellt. Das endstandige
Dehydroalanin tautomerisiert im Basischen zu Acylimin 25, das iiber einen nukleophilen
Angriff des Amins zum Intermediat 26 tiberfiihrt wird. Umlagerung fiihrt anschliefSend
zur Abspaltung des Iminiumions, wodurch das einfach verkiirzte Thiostreptonderivat 23

entsteht.
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Schema 2.7 Synthese des einfach verkirzten (23) und des zweifach verkirzten (27) Thiostrep-
tons aus Thiostrepton 3. Bedingungen: a) 10% Et,NH in CHCI3, 0°C— RT, 3h, 70%
23, 15% 27. b) 10-20% Et,NH in CHCI3, 0°C— RT, 56 h, 48 %.

Die beschriebene Verkiirzungsreaktion konnte unter leicht verdnderten Bedingungen
mit CHCl; als Losungsmittel und 10 % Diethylamin (Et,NH) auf das Gesamtmolekiil
Thiostrepton 3 tibertragen werden (Schema 2.7). Erfreulicherweise verlief die Reakti-
on ohne nennenswerte Nebenreaktionen. Als Hauptprodukt enstand das einfach ver-
kiirzte Thiostrepton 23 in guter Ausbeute (70 %). Die Reaktion konnte erfolgreich im
Gramm-Mafstab durchgefiihrt und die Produkte mittels Kieselgelchromatographie ge-
reinigt werden, so dass grofiere Mengen des einfach verkiirzten Thiostreptons 23 als
Ausgangsmaterial dargestellt werden konnten.

Die NMR-Spektren des einfach verkiirzten Thiostreptons 23 zeigen deutlich das Feh-
len der Signale des Dehydroalanins 3 (Deala3) (vgl. Abbildungen 2.10, 2.9). Die beiden
geminalen p-Protonen der Dehydroalanine bilden charakteristische Signalgruppen im
NMR aus. Jedes Proton erscheint im 'H-Spektrum als Signal-Dublett mit einer kleinen
Kopplungskonstante von 1.6 —2.2 Hz, wobei im gCOSY-Spektrum ein 2]-Spinsystem auf-
tritt, das sich leicht identifizieren lasst. 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 verkiirzten
Thiostreptons 23 fehlt eindeutig das Spinsystem des Deala3 (Abbildung 2.10).

Neben dem einfach verkiirzten Thiostrepton 23 als Hauptprodukt entstand ein zusitz-

liches Nebenprodukt (15 %), das aufgrund seiner Molekiilmasse (MALDI bzw. LCMS) als
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Abb. 2.9. 1H-/gCOSY—NMR-Spektrum des Thiostreptons 3. Die Spinsysteme der drei Aminosau-
ren Dealal, Deala2 und Deala3 der geminalen s-Protonen sind angegeben.

weiter abgebautes Thiostrepton 27 identifiziert werden konnte. Weitergehende HRMS-
und NMR-Analytik nach Isolierung des Nebenprodukts bestétigte die Identitdt des zwei-
fach verkiirzten Thiostreptons 27 (Abbildung 2.11). In den NMR-Spektren ist nur noch
ein Dehydroalanin-Spinsystem (Dealal) vorhanden.

Zur Uberpriifung, ob ein sequentieller Abbau der Thiostrepton-Seitenkette moglich
war, wurde die Verkiirzungsreaktion mit isoliertem einfach verkiirztem Thiostrepton 23
durchgefiihrt (Schema 2.7). Tatsdchlich konnte das zweifach verkiirzte Thiostrepton 27
erhalten werden. Die zweite Verkiirzungsreaktion verldauft deutlich langsamer als die
erste. Um ausreichend hohen Umsatz des einfach verkiirzten Thiostreptons 23 zu errei-
chen, waren grofiere Mengen Diethylamin EtyNH (10-20 %) und langere Reaktionszeiten
(56 h) erforderlich (Aubeute: 48 %).

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

Erste Vorversuche zur Michael-Addition von monofunktionalen Thiolen an das ein-
fach verkiirzte Thiostrepton 23 verliefen vielversprechend. Die Reaktion mit r-N-

Acetylcysteinmethylester (1.2 Aquiv.) verlief selektiv ohne Bildung nennenswerter Ne-
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Abb. 2.10. 1H-/gCOSY—NMR-Spektrum des einfach verklrzten Thiostreptons 23. Die Spinsyste-
me der beiden Aminosauren Dealal und Deala2 der geminalen g-Protonen sind an-
gegeben. Das Spinsystem der Aminosaure Deala3 (vgl. Thiostrepton 3) ist nicht mehr
vorhanden.

benprodukte zum Michael-Addukt 28 (Schema 2.8). Isolieren der Hauptkomponente und
Analyse mittels LCMS und 2D-NMR ergab, dass das geschiitzte Cystein regioselektiv
zum Monoaddukt 28 an das verbleibende Dehydroalanin (Deala2) in der Thiostrepton-
Seitenkette addiert. Die besten Resultate erzielten wir in einem Losungsmittelgemisch
aus Trifluorethanol (TFE) / Puffer 2:1. Als Puffer wurde 50 mm Natriumphosphatpuffer
pHO9 verwendet. Zusétzlich konnte die Reaktion durch die Zugabe von Triethylamin
(Et3N) beschleunigt werden, so dass das Ausgangsmaterial schon nach wenigen Stunden
komplett umgesetzt wurde.

Die NMR-Spektren des Michael-Addukts 28 zeigen, dass die Signale der Deala2-g-
Protonen wie erwartet verschwinden (Abbildung 2.12). Durch die Michael-Addition ent-
steht an der Position des Deala2 ein neues Cystein mit @- und p-Protonen. Die neuen
p-Cys-Protonen treten als Multiplett bei einer Verschiebung von 6 =2.93-2.80 ppm auf.
Durch das benachbarte stereogene Zentrum werden die beiden neuen -Cys-Protonen
differenziert und zeigen unterschiedliche Verschiebungen. Allerdings tiberlagern sie sich

mit den beiden $-Cys-Protonen des N-Acetylcysteinmethylesters. Das gleiche gilt fiir die
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2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine
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Abb. 2.11. 1H-/gCOSY—NMR-Spektrum des zweifach verklrzten Thiostreptons 27. Das Spinsys-
tem der Aminosaure Dealal der geminalen p-Protonen ist angegeben. Die Spinsys-
teme der Aminosauren Deala2 und Deala3 (vgl. Thiostrepton 3) sind nicht mehr vor-
handen.

aCys-Protonen des neu gebildeten Cysteins und des N-Acetylcysteinmethylesters, die
sich ebenfalls {iberlagern. Diese beiden a-Cys-Protonen treten bei einer Verschiebung
von 6 =4.59 -4.50 ppm auf. Hinzu kommt, dass durch die Michael-Addition zwei Diaste-
reomere gebildet werden, die sich in ihrer Konfiguration am C*-Atom des neu gebildeten
Cysteins unterscheiden. Hierdurch kommt es zu einer weiteren Uberlagerung von unter-
schiedlichen Signalen sowohl in der Region der a-als auch der f-Cys-Protonen. Besonders
gut zu unterscheiden sind die beiden Diastereomere im Singulett-Signal des Methylesters
bei 3.55 ppm. Im 'H-Spektrum sind in diesem Bereich zwei Singuletts von ungefahr glei-
cher Intensitidt vorhanden, d. h. beide Diastereomere bilden sich in fast gleichem Umfang.
Ublicherweise waren die beiden Diastereomere nicht durch Kieselgel-Chromatographie
oder HPLC zu trennen.

Bei der Addition von Alkylthiolen (beispielsweise Cg-Kette, Michael-Addukt 30, vi-
de infra) wurde beobachtet, dass die beiden Diastereomere in analytischen HPLC-Laufen
leicht unterschiedliche Retentionszeiten aufwiesen. Nach aufwendigen Trennungslaufen

mittels praparativer HPLC konnten zur NMR-Analytik ausreichende Mengen der bei-
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

(@]
AcHN,
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Schema 2.8 Michael-Addition von L-N-Acetylcysteinmethylester an das einfach verkirzte Thiost-
repton 23 zum Additions-Produkt 28. Bedingungen: a) L.-N-Acetylcysteinmethylester,
EtsN, TFE/H,0 2:1, pH9, RT, 32 %.

den Diastereomere isoliert werden. Durch Koinjektion der beiden Diastereomere in der
analytischen HPLC und 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 verkiirzte Thiostrepton 23 mit dem Dehydroalanin 1 (Dea-
lal) im B-Ring und dem Dehydrobutyrin (Dhb) des A-Rings noch zwei weitere po-
tentielle Michael-Akzeptoren aufwies. Die Regioselektivitdt ist vermutlich der unter-
schiedlichen Reaktivitdt der Dehydroalanine an den verschiedenen Positionen in der
Struktur des Thiostreptons 3 geschuldet (videinfra). Gegeniiber den Vorversuchen zur
Michael-Addition an Thiostrepton 3 mit nicht geschiitztem Cystein wurde mit N-
Acetylcysteinmethylester ein monofunktionaler Michael-Donor gewdhlt, der keine wei-
tere nukleophile, Michael-reaktive Funktionalitdt (vgl. Amin des Cysteins) besitzt. Beide
Effekte zusammengenommen sind wahrscheinlich dafiir verantwortlich, dass die Um-
setzungen sehr selektiv verliefen, und dass vorrangig nur eine Hauptkomponente als

Produkt erhalten wurde.
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2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine
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Abb. 2.12. 1H-/gCOSY—NMR-Spektrum des Michael-Additionsprodukts 28 aus der Reaktion von
L-N-Acetylcysteinmethylester mit einfach verkirztem Thiostrepton 23. Das Spinsys-
tem der Deala2-B-Protonen ist nicht mehr vorhanden, da Deala2 an der Reaktion
teilnimmt (vgl. Abbildung 2.10). Die a- und -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

verkirztes Thiostrepton 23

Nach Optimierung der Reaktionsbedingungen zur Michael-Addition von Thiolen an
einfach verkiirztes Thiostrepton 23 wurde eine fokussierte Substanzbibliothek unter Va-
riation des Thiols synthetisiert (Schema 2.9, Tabelle 2.1). Hierbei kamen aliphatische
Alkylthiole in den Ketteldngen C4 —Cy4, ein Glucosederivat, zwei Cysteinverbindungen,
ein tertidres Amin und ein funktionalisiertes Polyethylenglykol zum Einsatz. Die Mono-
addukte konnten in guten Ausbeuten nach préaparativer HPLC (C4-Saule, MeCN/H,O-
Gradient) erhalten werden. Einzig bei den Addukten 30a/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 verklrztes Thiostrepton 23.

Verbindung  Thiol Ausbeute [%]?
29 HS™ " 42
30 ab HS™ TN 21b
2 T 20

HS
32 Hm;/OH 56

28 - 32

O
ACHN\_)J\OH

33 42
SH

|
34 Hs >N~ 26

0 o
35 HS/\)J\H/\/fO/\%/\HJ\Me 32

% Ausbeute nach praparativer HPLC-Aufreinigung.
b Nachfolgende Trennung der Isomere (a/b) filhrte zu einer
Ausbeute von jeweils 6 %.
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2.2. Funktionalisierung der Dehydroalanine

23

Schema 2.9 Allgemeines Schema zur Michael-Addition verschiedener Thiole R-SH an einfach
verkirztes Thiostrepton 23. Bedingungen: a) R-SH, EtsN, TFE/H,O 2:1, pH9, RT,
2-48h, 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 guten Ausbeuten erhalten werden (Tabelle 2.2). Die Michael-Addition
verlief in den Fillen, in denen zusétzlich ein freies Amin zur Verfiigung stand, ausschlief3-
lich tiber das nukleophilere Thiol, was durch NMR-Analytik bestitigt werden konnte.
Obwohl jeweils das Thiol im Uberschuss (2.2-5.0 Aquiv.) zugegeben wurde, bestand das
Hauptprodukt immer aus der regioselektiven Doppeladdition an die beiden Deala-Reste
(Deala2/3) der Seitenkette des Thiostreptons, wahrend das Dehydroalanin im B-Ring
(Dealal) keine Reaktivitit zeigte.

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

In Kapitel 2.3 wird die Oxidation des Thiazolins im A-Ring der Thiostreptonstruktur
zum Thiazol beschrieben. Das einfach verkiirzte, 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 verdnderte
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

Schema 2.10 Allgemeines Schema zur Michael-Addition verschiedener Thiole R-SH an Thiost-
repton 3. Bedingungen: a) R-SH, EtsN, TFE/H,0 2:1, pH9, RT, 24-53%.

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

Verbindung Thiol Ausbeute [%]2

36 HS™ >N 24

(0]
AcHN \.)J\OMe

37 ~an 47
o
AcHN \E)J\OH
38 . 53
0
H2N \:)J\OMe
39 . 31

o
FN \_)J\OH

40 44
SSH

% Ausbeute nach praparativer HPLC-Aufreinigung.
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2.3. Transformation des Thiazolins

58

Schema 2.11 Allgemeines Schema zur Michael-Addition verschiedener Thiole R-SH an das ein-
fach verkirzte oxidierte Thiostrepton 58. Bedingungen: a) R-SH, EtsN, TFE/H,O
2:1, pH9, RT, 27-71%.

Reaktivitdt des oxidierten Thiostrepton-Derivats gegeniiber der Sulfa-Michael-Addition

verglichen mit den zuvor verwendeten Michael-Donoren.

2.3. Transformation des Thiazolins

In der Gruppe der Thiopeptide fdllt auf, dass alle bisher beschriebenen Piperidin-
Thiopeptide im A-Ring ein p-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 einschrankt 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

vollstandig oxidiertes, aromatisches Thiazol 47.

o #
46 47
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

Tab. 2.3. Michael-Addukte verschiedener Thiole an einfach verkirztes oxidiertes Thiostrep-

ton 58.

Verbindung Thiol Ausbeute [%0]2
HS

41 /\© 71

42 HS™ " 51

43 s >S>OH 54

44 J\ 27
HS

45 HS 36

% Ausbeute nach praparativer 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 vollstindig oxidierten,
aromatischen Thiazole. Im Folgenden werden einige Thiazolin enthaltende Naturstoffe

vorgestellt.

Pyocheline

Die Gruppe der Pyocheline 48 und die verwandten Naturstoffe Yersiniabactin und Mica-
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 p-konfiguriert, obwohl sie biosynthetisch aus L-Cystein durch nichtribosoma-
le Peptidsynthese (NRPS) hervorgehen. (Vor kurzem wurden zusitzlich Pyocheline mit
r-Konfiguration beschrieben!??l). Die Thiazoline sind wesentlich an der Bindung des

Metallions beteiligt.
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2.3. Transformation des Thiazolins

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

Telomestatin

Telomestatin 50 ist ein selektiver Inhibitor des Enzyms Telomerase und wurde aus Bakte-
rien der Gattung Streptomyces anulatus isoliert (Abbildung 2.13 rechts).”®l Durch Binden
an G-Quadruplex DNA stabilisiert Telomestatin 50 diese Strukturen, wodurch die Zel-
le schliefllich Apoptose einleitet. Der ungewohnliche Makrozyklus besteht aus sieben

Oxazolringen und einem Thiazolinring.

2.3.2. Hydrolysestabilitat der Thiazoline

Thiazoline konnen durch saure Hydrolyse leicht gedffnet werden, wobei entweder ein N-
Acylcysteamin- oder ein S-Acylcysteamin-dhnliches Produkt entsteht. Ein moglicher Me-
chanismus ist in Schema 2.12 dargestellt.[%*?* Durch Protonierung des Imin-Stickstoffs
des Thiazolins 46 ensteht das Thiazolinsalz 51, dessen C=N-Kohlenstoffatom eine hohere
Elektrophilie aufweist und leicht von einem Molekiil Wasser angegriffen wird. Hier-
durch entsteht 2-Hydroxythiazolidin 52, das sich anschlieffend in N-Acylcysteamin 53
oder S-Acylcysteamin 54 spaltet.
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

R2 H* ®H RZ  H,0 H R?
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46 51 52 AN HzNjR
S

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 tiberfithren. Neben der zu erwartenden hoheren Stabilitat
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 Gesamtmolekiils
untersucht werden. Von Interesse war in diesem Zusammenhang besonders der Einfluss

dieser Modifizierung auf die biologische Aktivitdt der Molekiile.

Allgemeine Oxidationsreaktionen der Thiazoline zu Thiazo I

Thiazoline lassen sich unter Anwendung verschiedener Oxidationsmethoden in

%] Neben den Oxidationen mit tert-

die entsprechenden Thiazole {iberfiihren.!
Butylperoxybenzoat/Cu-Salzen®” oder MnO, / Benzol 8l wurde die Umwandlung zum
Thiazol mit Hilfe des Systems 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU)/BrCClj [99] pe-
schrieben. Diese Reaktion stellt eine sehr milde und selektive Methode dar, bei der

beispielsweise Allyl- und Benzylester- Funktionalitdten erhalten bleiben (Schema 2.13).
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2.3. Transformation des Thiazolins

NH3

Schema 2.14 Oxidation des Thiazolins zum Thiazol. Ausgehend von Thiostrepton 3, einfach (23)
bzw. zweifach verkirztem (27) Thiostreptonderivat. Bedingungen: a) BrCCls, DBU,
CH,Cl,, 0°C, 70-91 %.

o) o)
N OR? 2 N oR?  Rizwme, 3¢
R~ ﬁ 92-95% R | = NEN
s s Me

R2 = Bn, Allyl
55 56

Schema 2.13 Thiazolsynthese durch Oxidation von Thiazolin.[*®! Bedingungen: a) BrCCls, 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU), CH,Cl,, 0°C.

Oxidation innerhalb der Thiostreptonstruktur

Ermutigt durch den erfolgreichen Einsatz des Systems DBU/BrCCl; in peptidischer
Umgebung (1% testeten wir die Methode am Naturstoff Thiostrepton 3. Tatsichlich
konnte in ersten Testreaktionen oxidiertes Thiostrepton mittels LCMS und nachfolgend
durch NMR-Analytik nachgewiesen werden. Das 1H—NMR-Spek’crurn zeigt ein zusétzli-
ches Singulett-Signal des neuen Thiazols (Thz-neu-5) im charakteristischen Bereich der
Thiazol-Protonen bei 6 =7.87 ppm (Abbildung 2.14). Aufierdem fehlen die Signale der
a- und S-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) [%0]2
Thiostrepton 3 57 70
einfach verkirztes

Thiostrepton 23 58 91
zweifach verkurztes

Thiostrepton 27 59 79

7 Ausbeute nach praparativer HPLC-Aufreinigung.

oxidiert werden kann, sondern dass dies auch mit den Seitenketten-verkiirzten Derivaten
23 und 27 in guten Ausbeuten durchfiihrbar 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 verdnderte Reaktivitidt in Michael-Additionsreaktionen mit Thiolen an die
Dehydroalanine festgestellt werden.

In NMR-Titrationsexperimente fiel auf, dass das a-Proton des Thiazolins im Thiost-
repton 3 relativ leicht zu deprotonieren ist (Kapitel 5). Dies hat Konsequenzen fiir die
Leichtigkeit, mit der das Thiazolin zum Thiazol mittels des Systems DBU / BrCCl; oxidiert
werden kann. Wahrscheinlich ist das der Grund, dass die beschriebenen Oxidationsreak-
tionen derart problemlos bei dem komplexen Molekiil Thiostrepton 3 verlaufen kann. Die
relativ hohe Aziditdt des Thiazolinprotons spielt dariiber hinaus eine wichtige Rolle in

der Ausbildung der p-Konfiguration wihrend 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).[2%] In ihrer Gesamtstruktur sind diese Thiopeptide dem Thiost-
repton 3 sehr dhnlich. Zur Gruppe der sogenannten Thiopeptine (Abbildung 2.15, links)
gehoren Vertreter, die entweder ein Piperidin (»Serie a«) bzw. ein Dehydropiperidin (»Se-
rie b«) als zentrealen Heterozyklus aufweisen. Im Vergleich zu Thiostrepton 3 besitzen

sie dariiber hinaus anstelle des Isoleucins im B-Ring ein Valin, tragen im A-Ring an einer
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2.4. Transformation des Dehydropiperidins

Thiostrepton

Cys4 Cys5 [Cys5'

b e W |

oxidiertes Thiostrepton

B

Thz (neu)

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

Position ein Thioamid und weisen eine leicht verdnderte Seitenkette gegentiber Thio-
strepton 3 auf, wobei das terminale Dehydroalanin entweder als freie Sdure (-COOH)
oder als Methylester (-COOMe) vorliegt (ein um ein Deala-Rest verkiirztes Amid wurde
ebenfalls beschrieben).1901021 Das Thiopeptid Sch-18640 6 (Abbildung 2.15, rechts) ist
ebenfalls fast identisch mit Thiostrepton 3, unterscheidet sich von diesem jedoch durch
das vollstandig reduzierte Piperidin, durch ein Valin anstelle des Isoleucins und durch

eine Thioamidbindung im A-Ring.[10l
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

Abb. 2.15. Bisher bekannte Thiopeptide mit Piperidin als zentralem Heterozyklus. Gezeigt sind
die Strukturen von Thiopeptin A5 60 (links) und Sch-18640 6 (rechts). Die strukturel-
len Unterschiede gegenuber 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 vollstindig reduzierten Piperi-
din weitaus weniger stabil. Wir suchten deshalb nach Methoden, um das Dehydropiperi-
din des Thiostreptons 3 selektiv zum Piperidin zu reduzieren. Dies gelang mit NaBH3;CN
in wasserfreiem Tetrahydrofuran (THF). Ausgehend von den Thiostreptonderivaten 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 prépa-

rativer HPLC erhalten (Abbildung 2.15, Tabelle 2.5).

NMR-Analytik des reduzierten Thiostreptons 61

Die Auswertung der NMR-Spektren des reduzierten Thiostreptons 61 ergab insgesamt ei-
ne grole Ahnlichkeit 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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2.4. Transformation des Dehydropiperidins

3(n=2)
23 (n=1)
27 (n=0)

Schema 2.15 Reduktion des Dehydropiperidins zum Piperidin. Ausgehend von Thiostrep-
ton 3, einfach- (23) und zweifach verklrztem (27) Thiostrepton. Bedingungen: a)
NaBH3CN, THF, RT, 15h, 29-69 %.

Tab. 2.5. Reduktion des zentralen Dehydropiperidins zum Piperidin.

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

Thiostrepton 3 61 69

einfach verkurztes
Thiostrepton 23 62 30

zweifach verkirztes
Thiostrepton 27 63 29

7 Ausbeute nach praparativer HPLC-Aufreinigung.
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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, wahrend 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
geringfiigig um 0.1-0.3 ppm, wihrend die beiden Protonen an C3 (Pip-3) eine Verschie-
bungsidnderung von 1.1-1.3 ppm (Hochfeld) erfuhren. Im Vergleich zu den Piperidin-
Thiopeptiden Sch-18640 6 und Thiopeptin Aj, 60 erhielten wir speziell fiir den Piperidin-
ring sehr dhnliche Verschiebungen fiir das reduzierte Thiostrepton 61 (Tabelle 2.6).[102103]
Dies spricht fiir die strukturelle Gleichheit des Piperidinring des reduzierten Thiostrep-

tons 61 mit den zuvor beschriebenen Piperidin-Thiopeptiden.

=
3.0
3.5
4alde
3alde [40
3a/2 45
m\ T T T T T T T
46 4.2 3.8 3.4 3.0 2.6 2.2 1.8

Abb. 2.16. 1H-/gCOSY—NMR-Spektrum des reduzierten Thiostreptons 61. Angegeben ist das
Spinsystem des vollstandig gesattigten Piperidinrings. »a« bezeichnet axiale Proto-
nen, »e« steht flr aquatoriale Protonen.

Die Identitit des Piperidinrings erfuhr durch die Auswertung der 3C-Spektren wei-
tere Bestatigung. Wahrend 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 gesittigten Piperidinrings hinzu (58.2 ppm, gHSQC).

Diese 13C-Verschiebungen sind mit den veroffentlichten Daten des Thiopeptins Ay, 60
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2.4. Transformation des Dehydropiperidins

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

Dehydropiperidin Piperidin

Thiostrepton 3110412 5ch-18640 6119310 Thiopeptin Aj, 601192 ¢ red. Thiostrepton 619
Pip-2a — 4.14dd (2, 7) 4.46 obsc 4.34 brs
Pip-4a 2.35dt 1.58 m 213 m 1.99m
Pip-3a  ~3.00 obsc 211m 213 m 1.91m
Pip-3e  3.53dd (6, 19) 2.11m 2.37m 2.22 d (10)
Pip-4e 4.12 obsc 2.35m 4.16 dd (3, 8) 3.99 obsc
Pip-6a 5.35brs 4.46 brs 447 s 443 brs

7 aufgenommen in MeOD/CDCI3 1:4 (25°C).
b aufgenommen in CDCls.

¢ aufgenommen in CDCl3 (25°C).

4 aufgenommen in MeOD/CDCl3 1:4 (27°C).

(56.8 ppm) 192l bzw. des Sch-18640 6 (61.8 ppm) (1% vergleichbar.

Die chemischen Verschiebungen 6 der Protonen des Dehydropiperidins des Thiostrep-
tons 3 konnen aufgrund der benachbarten aromatischen Thiazole, deren Ringstrome das
effektive Magnetfeld lokal stark beeinflussen, uniibliche Werte annehmen. Die Verschie-
bungen sind stark von der genauen Position des Protons relativ zu den benachbarten
Thiazolen abhéngig. Deshalb werden die Verschiebungen von der Gesamtkonformation
des zentralen Heterozyklus beeinflusst. Ahnliche 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 sp>-hybridisierte Atome. Ahnlich dem Cyclohexen mit ebenfalls zwei sp*-
hybridisierten Atomen nimmt das Dehydropiperidin eine Halbsesselkonformation ein,
in der die Substituenten energetisch giinstige dquatoriale 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

53



2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

Abb. 2.17. Darstellung der unterschiedlichen Konformationen des zentralen Heterozyklus. A)
Halb-Sesselkonformation des Dehydropiperidins (z.B. Thiostrepton 3, vgl. Abbil-
dung 2.18). B) Sesselkonformation des Piperidins (z. B. reduziertes Thiostrepton 61;

Thiopeptin A1 60).

Dehydro-
piperidin

Quinaldin-
saure

Abb. 2.18. Rontgenkristallstruktur des Thiostreptons 3 (PDB-Code: 1E9W).[19%! Gut zu erkennen
ist die Halbsesselkonformation des zentralen Dehydropiperidins.
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2.4. Transformation des Dehydropiperidins

des Piperidinrings definiert. Die Sesselkonformation maximiert die Zahl der dquatoria-
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 Ubereinstimmung 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 Ubergang von der Halbsessel zur Sesselkonformation,
der durch die Reduktion des Imins des Dehydropiperidins verursacht wird, kann davon
ausgegangen werden, dass es nur zu geringfiigingen Anderungen in der Konformation an
diesen Positionen kommt. Da sowohl C5 als auch C6 in der Ausbildung des Riickgrats der
bizyklischen Struktur beteiligt sind, sind nur geringe Anderungen durch die Reduktion

des Dehydropiperidins an der Gesamtkonformation des Molekiils zu erwarten.

Die NMR-Spektren des Thiostreptons 3 beinhalten einige charakteristische Verschie-
bungen, die der rigiden Konformation und der rdumlichen Ndhe einiger Reste zueinander
geschuldet sind. Die ungewohnlich niedrige Verschiebung des Thrl-g-Protons (Thr1-3)
bei 1.35 ppm ist mit seiner zentralen Position oberhalb des aromatischen Pyridinrings
der Chinaldinsédure (Q), d. h. in dessen abschirmenden Bereich, zu erkldren (vgl. Abbil-
dung 2.18). [104] Der Abstand zwischen dem Thr1-f-Proton und dem Pyridinring betrédgt
nur 2.36 A. Eine ahnliche Erklarung kann fiir die relativ hohe Verschiebung des a-Protons
des Alanins 2 (Ala2-2) bei 4.58 ppm gefunden werden. Sie kommt dadurch zustande, dass
das Proton im entschirmenden Bereich des Carbonyls des Chinaldinsdureesters (Q) liegt
(vgl. Abbildung 2.18). Ware die Konformation 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 Thrl-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 spéater bestatigen (vgl. 3.4.1).

55



2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

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

Ausgangsverbindung Produkt  Ausbeute
(Dehydropiperidin) (Piperidin) [%0]2
oxidiertes Thiostrepton 57 64 32
einfach verkirztes

ox. Thiostrepton 58 65 30
zweifach verkirztes

oX. Thiostrepton 59 66 29

% Ausbeute nach praparativer HPLC-Aufreinigung.

In anfanglichen Studien zur Strukturbestimmung des Thiostreptons 3 in den 1960er
und 70er Jahren wurde die Reduktion der Dehydroaminosduren des Thiostreptons mit-
tels Natriumborhydrid beschrieben. Hierbei konnten die Dehydroalanine nach Reduk-
tion als Alanine!'®! und das Dehydrobutyrin als a-Aminobuttersdure!'%’! 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 verkiirzte 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 2.1 Aquivalenten 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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2.5. Regioselektive Acylierung

57 n=2)
58 (n=1)
59 (n=0)

Schema 2.16 Kombination von Oxidation und Reduktion: Reduktion des Dehydropiperidins zum
Piperidin ausgehend von oxidiertem Thiostrepton 57, oxidiertem einfach verkirz-
tem (58) und oxidiertem zweifach verkirztem (59) Thiostrepton. Bedingungen: a)
NaBH3CN, THF, RT, 15h, 29-32 %.

2.5. Regioselektive Acylierung

Um weitere Moglichkeiten der semisynthetischen Funktionalisierung des Thiostreptons 3
auszuloten, wendeten wir uns den Hydroxygruppen des Molekiils zu. Thiostrepton 3
besitzt vier sekunddre Hydroxygruppen (Thstn-4-OH, Thr1-3-OH, Q-11-OH, Q-8-OH)
und eine tertidre Hydroxygruppe (Thstn-3-OH), die fiir Acylierungsreaktionen in Frage
kdmen. Bisher wurden keine Untersuchungen zur Reaktivitdt der Hydroxygruppen des
Thiostreptons 3 beschrieben.

Erste Vorversuche mit Essigsdureanhydrid verliefen viel versprechend, und mittels
LCMS konnte eine monoacetylierte Hauptkomponente in der Reaktionsmischung iden-
tifiziert werden. Die anschliefSfende Optimierung der Reaktion von Thiostrepton 3 mit
Essigsdureanhydrid ergab, dass die besten Ergebnisse in trockenem Tetrahydrofuran
(THF) als Losungsmittel unter Dimethylaminopyridin-(DMAP)-Katalyse und unter Zu-
satz von Triethylamin (Et3N) erhalten werden konnten. Die Reaktion fiihrte nach Reini-
gung durch praparative HPLC in 33%-iger Ausbeute zum einfach acetylierten Produkt 67
(Schema 2.17). NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigten, dass die sekundére -
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2. Semisynthetische Derivatisierung des Thiostreptons

3

Schema 2.17 Acetylierung der y-Hydroxygruppe des Thiostreptinrests des Thiostreptons (Thstn-
4-OH). Es wird das monoacetylierte Produkt 67 erhalten. Bedingungen: a) Essig-
saureanhydrid, DMAP, Triethylamin, THF, RT, 33 %.

Hydroxygruppe des Thiostreptinrests (Thstn-4-OH) selektiv acetyliert wird. Es wurden
keine Hinweis dafiir gefunden, dass andere Hydroxygruppen mit Essigsdureanhydrid
unter diesen Bedingungen in grofierem Mafistab reagierten.

Die y-Hydroxygruppe des Thiostreptinrests ist in der dreidimensionalen Struktur des
Thiostreptons 3 relativ gut zugdnglich und erscheint wenig sterisch anspruchsvoll. Ver-
mutlich sind so auch Derivatisierungen mit anderen Sdureresten leicht moglich. Inter-
essanterweise besitzen manche Thiopeptide wie beispielsweise die dem Nosiheptid ver-
wandten Nocathiacine genau an dieser Aminosdureposition im A-Ring glykosidische
Modifizierungen der y-Hydroxygruppe (vgl. Kapitel 1). In Hinblick auf die biologische
Aktivitat der acylierten Derivate stellt diese Position deshalb eine sehr interessante Pos-
tion dar, um weitere SAR-Untersuchungen (structure-activity relationship) durchfiihren zu

konnen.

2.6. Hydrolyse des B-Ring-Lactons

Thiopeptide der Serien 4, b und ¢ (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 verkniipft (Abbildung 2.1). Das
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2.6. Hydrolyse des B-Ring-Lactons

3(n=2) a
23 (n=1)

68 (n=2),aS/aR
69a(n=1),as
69b (n=1), aR

Schema 2.18 Hydrolyse des B-Ring-Lactons ausgehend von Thiostrepton 3 bzw. einfach ver-
kirztem Thiostrepton 23. Fir Thiostrepton 3 wurde das Epimergemisch 68 erhal-
ten, wahrend fur das einfach verkirzte Thiostrepton 23 die beiden Epimere ge-
trennt werden konnten (69a und 69b). Bedingungen: a) NaOMe, MeOH/CHClI;
(2:1) [MeOH/THF (8:3) fuir 23], 0°C— RT, 6-8h, 11 % 68, 4% 69a, 4 % 69b.

Thr2 ist hierbei iiber die f-Hydroxygruppe mit der Chinaldinsdure (Q) verestert. Um
ein eingehenderes Verstandnis iiber den Einfluss des B-Rings auf die Gesamtkonforma-
tion des Thiostreptons 3 und davon abhidngig 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 % eingesetzt.

Die Hydrolyse des B-Ring-Lactons bei Thiostrepton 3 konnte mit Natriummethano-
lat in 11 % Ausbeute nach 6h realisiert werden (Schema 2.18). Die geringe Ausbeute
ist auf unvollstindigen Umsatz zuriickzufiihren. Durch Zugabe von mehr Natrium-
methanolat wurden jedoch vermehrt Abbauprodukte beobachtet. Das zugehdorige 'H-
NMR-Spektrum zeigte das Auftreten eines charakteristischen Methylester-Singuletts bei
0 =3.77 ppm. Manche Protonen, die rdumlich in der Ndhe des hydrolisierten Lactons lie-
gen, erfuhren teilweise deutliche Verschiebungsanderungen: Das Proton 3 der Chinaldin-

sdure (Q-3) wird beispielsweise um 0.46 ppm Tieffeld verschoben, wahrend das Proton 5
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Thiostrepton

Thz3-5
Sa

Q-3

B-Ring geodffnetes Thiostrepton
-OMe

Thz3-5

MW U

80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0

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

Verschiebungséanderungen. Das Proton Q-3 wird z. B. um 0.46 ppm Tieffeld, das Pro-
ton Thz4-5 um 0.42 ppm Hochfeld verschoben.

des Thiazolins 4 (Thz4-5) um 0.42 ppm Hochfeld verschoben auftritt (Abbildung 2.19). Fiir
das einfach verkiirzte Thiostrepton 23 konnte sogar eine Trennung der beiden Thiazolin-
Epimere durch praparative 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 niitz-
lich, um die biologischen Eigenschaften des Ausgangs-Naturstoffs ndher zu untersuchen.
Beispielsweise konnen Naturstoffe mit fluoreszenten Reportergruppen ausgestattet wer-
den, die mikroskopische oder auch biophysikalische Untersuchungen ermoglichen. [25:10°]
Weiterhin konnen Naturstoffe mit Gruppen versehen werden, die hohe spezifische Bin-
dungsaffinitat fiir ein bestimmtes Makromolekiil (z.B. Antikorper) 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 tiblicherweise aus dem Naturstoff selbst, einer funk-
tionalen Reportergruppe (Label), und einer Verbindungseinheit (Linker) zusammen, die
beide miteinander verkniipft. Die Reportergruppe und die Verbindungseinheit miissen

in der Art gewdhlt 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 wiirde beispielsweise Mikroskopieuntersu-
chungen zur subzelluldren Lokalisierung des Thiostreptons 3 ermoglichen, um Aussagen
iiber den zelluldren Wirkort treffen zu konnen. Dariiberhinaus kénnten mittels Fluo-
reszenzpolarisation biochemische Bindungsstudien an Makromolekiilen durchgefiihrt
werden und der Einfluss von Modifikationen des Thiostreptongeriists auf die Bindungs-
eigenschaften untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene fluoreszente Thiostreptonsonden
synthetisiert, die sich in der Art und Grofle der Verbindungseinheit unterschieden. Der
Polyethylenglykol-Linker wurde zundchst gewahlt, da er eine hohere Wasserloslichkeit
vermittelt und durch seine Flexibilitdt geniigend Distanz zum Bindemolekiil ermoglichen
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-Mercaptopropionsdure 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 tiberfiihrt (Schema 2.19). Die Michael-Addition dieses
Fluorescein-Konjugats 73 an einfach verkiirztes Thiostrepton 23 erfolgte unter den tibli-
chen Bedingungen (vgl. Kapitel 2.2.5) nach in situ S-Tr-Entschiitzung mittels Trifluores-
sigsdure (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 verkiirztes Thiostrepton 23 erfolgte anschlieflend unter den tiblichen Bedingungen
(vgl. Kapitel 2.2.5) nach insitu S-Tr-Entschiitzung mittels Trifluoressigsdure (TFA). Die

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

2.7.2. Biotin-Thiostreptonsonde

Ein Biotin-Konjugat des Thiostreptons wiirde es ermdoglichen, Thiostrepton 3 auf statio-
ndrem Trdger zu immobilisieren und die Bindungspartner des Naturstoffs anzureichern
und zu identifizieren (pull-down Experimente, Kapitel 2.7.2).124] Hierbei konnte die starke
Affinitdt des Proteins Streptavidin an das Biotin genutzt werden. Dariiber hinaus lie-
3e sich mittels Biotin-spezifischer Antikorper mikroskopische Anfarbungen von Zellen
realisieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Thiostreptonsonde synthetisiert, die anstelle
einer fluoreszenten Reportergruppe ein Biotin am PEG-Linker trdgt. Der Linker wurde
bewusst gewdhlt, um ausreichend rdumlichen Abstand zwischen dem Biotin-bindenden

Makromolekiil und den Bindungspartnern des Thiostreptons zu ermoglichen. Aufserdem
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Trs/\)J\OH + H2N /\/\60/\>3/\ NH2

70

[

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,
Aceton/CHCI3 (2:1), RT, 16 h, 45 %. c¢) i. 7 % TFA/CHClI3, Et3SiH, RT, 20 min, quant.;
ii. 23, TFE/H,0 (3:1) pH9, EtsN, RT, 16 h, 32 %.
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O °
a b OH
NH -~ NH, — — |
HS/\/ 2 Trs/\/ 2 O
N

Schema 2.20 Synthese der kurzen Fluorescein-Thiostreptonsonde 78. Bedingungen: a) Tr-Cl,
TFA, CHyCly, RT, 20h, 30%. b) 5(6)-Fluoresceinisothiocyanat (FITC), DIPEA,
Aceton/CHCI3 (9:5), RT, 42h, 70%. c) i. TFA, Et3SiH, RT, 20 min, quant.; ii. 23,
TFE/H,0 (4:1) pH9, EtsN, RT, 16 h, 22 %.
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(@] o) 0 H HN @]
TrS/\)kH/\/éO/\;g\NHz —2 TrS/\)kHMéO/\%\HWH
72 79

lb

s N/\/\éo/\%N NH
Lm " o
s H
NH»

Schema 2.21 Synthese der Biotin-Thiostreptonsonde 80. Bedingungen: a) Biotin-4-
Nitrophenylester, HOBt, DIPEA, DMF, RT, 8h, 81%. b) i. TFA, Et3SiH, RT,
20 min, quant.; ii. 23, TFE/H,0 (4:1) pH9, Et3N, RT, 16 h, 24 %.

erleichtert die Flexibilitdat des PEG-Linkers die Einstellung der optimalen Bindegeometrie
sowohl des Thisotreptons als auch des Biotins relativ zu den Makromolekiilen. Die An-

wendung der Biotin-Thiostreptonsonde 80 wird 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 verkiirztes Thiostrepton 23 erfolg-
te anschlieffend unter den tiblichen Bedingungen (vgl. Kapitel 2.2.5) nach insitu S-Tr-
Entschiitzung mittels Trifluoressigsdure (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 grofien Fortschritte der Struk-
turbiologie in den letzten Jahren, die die Untersuchung von grofien ribosomalen Kom-
ponenten erst ermoglichten, sind heute die molekularen Details der Bindung wichtiger
Antibiotika an das prokaryotische Ribosom bekannt.[11% Neben ihrer Anwendung in der
Therapie werden Antibiotika hdufig eingesetzt, um die Arbeitsweise des Ribosoms ni-
her zu verstehen, beispielsweise um das Ribosom fiir Strukturuntersuchungen in einem

H1L112] Jberraschend ist die Erkenntnis, dass die meis-

bestimmt Zustand zu verriegeln.
ten Antibiotika vorrangig mit rRNA-Komponenten des Ribosoms interagieren. %l Trotz
der strukturellen Komplexitit und Grofle des Ribosoms konnen einige wenige Hotspots
ausgemacht werden, die bevorzugt als Bindestelle einer Vielzahl von Antibiotika ver-
schiedener Klassen dienen. Am hédufigsten 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 fiir die Funktionsfiahigkeit des Ribosoms stellt die
Faktoren-Bindestelle dar, die auch als GTPase-assoziierte Region bezeichnet wird (Abbil-
dung 3.1).[113114] An dieser Stelle binden verschiedene Translationsfaktoren wéhrend der
unterschiedlichen Phasen des Translationszyklus. Die meisten Faktoren besitzen GTPase-
Aktivitat, die durch die Wechselwirkung mit der Bindestelle am Ribosom stimuliert wird.
Durch die GTP-Hydrolyse werden globale konformationelle Anderungen 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 TRNA mit den Helices H43/H44 und das daran gebundene

ribosomale Protein L11 umfasst.
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Grole
Untereinheit
(508)

Untereinheit

Abb. 3.1. Strukturmodell des Ribosoms. A) Ansicht des Gesamt-70S-Ribosoms mit Position der
GTPase-assozierten Region. Hellgrau: grof3e Untereinheit (50S), dunkelgrau: kleine
Untereinheit (30S), grin: GTPase-assoziierte Region, rot: P-site RNA, gold: A-site
RNA, violett: EF-Tu. B) VergrolRerte Ansicht der GTPase-assoziierten Region. Die Po-
sitionierung des L11-Proteins in Komplex mit der 23SrRNA und einem gebundenen
EF-Tu/tRNA-Komplex ist angegeben. Adaptiert nach Chu etal.[113l.
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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 — fiir ribosomal bindende Antibiotika eher uniiblich — sowohl

[110] Am besten charakteri-

mit rRNA-, als auch mit Protein-Komponenten interagieren.
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-Protein11®!, noch 23S rRNA bindet. [116]
Beide zusammen bilden jedoch eine Binderegion fiir Thiostrepton, an die das Thiopeptid
mit Dissoziationskonstanten im niedrigen nanomolaren Bereich bindet. Resistenzen ge-
gen Thiostrepton und verwandte Thiopeptide sind vor allem fiir 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).[1'7] Die Region um
das Nukleotid A1067 der Stalk Base ist allgemein sehr wichtig fiir Bindungs- und Erken-
nungsaktivititen des Ribosoms.[*] Hier binden beispielsweise die Translationfaktoren
EF-G oder EF-Tu, die komplexe dynamische Konformationsianderungen bewirken und
den Translationszyklus aufrecht erhalten. Eine Besonderheit der Thiopeptidbindung ver-
glichen mit tiblichen Antibiotika besteht in der Grofie und Komplexitdt der Molekiile.
Hieraus resultiert, dass die Bindung des Molekiils nicht in einer engen Kavitdt des Makro-
molekiils stattfindet, sondern dass sie vielmehr als ein «Abtasten» einer makromoleularen
Oberflache verstanden werden kann. Hinzu kommt die bereits erwdhnte 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 Molekiilen 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).[113118] Im Unter-
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3.1. Einleitung

Abb. 3.2. Kristallstruktur des Thiostreptons 3 gebunden an die GTPase-assoziierte Region des
Deinococcus radiodurans Ribosoms bei 3—4 A Auflssung (pdb:3df5).120 L11-Protein
(cyan), 23S rRNA (grau), Thiostrepton (blau). Die Position des wichtigen Nukleotids

A1067 ist angegeben.
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3. Wirkort: Ribosom

schied hierzu stimuliert Micrococcin die GTPase-Aktivitat des EF-G.["] Die Diskrepanz
in der Wirkung bei gleicher Bindestelle ist Gegenstand aktueller Untersuchungen. In
den letzten Jahren kristallisiert sich jedoch ein Grund fiir das unterschiedliche Verhalten
heraus. Es werden (mindestens) zwei verschiedene Bindemodi der Thiopeptide an die
Thiopeptid-Bindestelle postuliert, die Konsequenzen fiir die weitere Dynamik des Ribo-
soms haben.®l ITm Verlauf dieser Arbeit wurden von Fucini et al. Kristallstrukturen der
Bindung der Thiopeptide Thiostrepton 3, Nosiheptid 5 und Micrococcin 7 an die grofie
Untereinheit des Deinococcus radiodurans Ribosoms veroffentlicht (Abbildung 3.2). [30] sje
lieferten neben einer groben Auflosung der Thiopeptidbindung einige strukturelle Erkla-
rungsansitze fiir die beiden Bindemodi der Thiopeptide und deren Auswirkungen auf

das Ribosom.

EF-Tu als Zielkomponente des Thiopeptids GE2270

Wihrend die «gédngigen« Thiopeptide Thiostrepton 3, Nosiheptid 5, Micrococcin 7 und
Nocathiacin 8 an die GTPase-assoziierte Region des Ribosoms binden, gibt es eine zwei-

[26] Hierzu

te Klasse Thiopeptide, die mit dem Elongationsfaktor EF-Tu wechselwirken.
gehoren beispielsweise die Molekiile GE2270A 4 und Vertreter der Gruppe der Thiomu-
racine. 121211 Beide bestehen aus einem 29-Atome grofien 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-Aktivitat und liefert im GTP-gebundenen
Zustand eine Aminosdure-tRNA zum Ribosom.

GE2270 4 bindet hauptsédchlich an die Doméne 2 des Proteins EF-Tu, wobei die Seiten-
kette des Thiopeptids in einer Kavitdt-dhnlichen Region der Doméne 2 zu liegen kommt
(Abbildung 3.4).['201 Der Makrozyklus des Molekiils hingegen bindet an der Kontakt-
flache zwischen den Doménen 1 und 2 des Proteins. Diese Region erfahrt wiahrend des
Katalysezyklus der GTPase grofie strukturelle Umordnungen zwischen den Doménen.
GE2270A besetzt teilweise die Bindestelle der 3’-Aminoacylgruppe der tRNA am Protein,
so dass die Assoziation des Faktors mit der tRNA unterbunden wird. Dariiber hinaus

beeintrachtigt GE2270A durch Binden in der Kontaktregion der Doménen die fiir den
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3.1. Einleitung

Abb. 3.3. Strukturen der Pyridin-Thiopeptide (Serie d)[2%1 GE2270A 4 und Thiomuracin A 81. Fiir
Thiomuracin wurde bisher keine stereochemische Zuordnung veréffentlicht.[121] Die fiir
die strukturelle Variabilitdt innerhalb der Familie verantwortlichen Positionen sind ge-
kennzeichnet.
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3. Wirkort: Ribosom

Abb. 3.4. Kristallstruktur des Thermusthermophilus GE2270A-EF-Tu-GDPNP-Komplexes bei
1.6 A Auflésung (pdb:2¢77).[120]

Katalysezyklus essentiellen Domédnen-Bewegungen des Enzyms.

Das Molekiil GE2270A kniipft 4-5 Wasserstoffbriickenbindungen zu EF-Tu, hierunter
fallen z.B. das Oxazolin der Seitenkette und die -Hydroxylgruppe des Phenylserins.
Insgesamt bestehen enge Kontakte zwischen GE2270A und dem Protein, so dass die
durch das Binden des GE2270A fiir Wassermolekiile nicht mehr zugangliche Flache (bu-
ried space) 1493-1935 A2 betrigt (je nachdem, ob als Substrat GDP bzw. GDPNP gebunden
ist).[120] Tm Vergleich hierzu wechselwirkt beim Thiostrepton vor allem der A-Ring und
die Seitenkette mit der rRNA bzw. dem Protein, wiahrend grofse Partien des B-Rings wahr-
scheinlich nicht mit dem makromolekularen Komplex interagieren (Abbildung 3.2).[30l

Dartiber hinaus scheint die Seitenkette des Thiostreptons eine relativ grofie Oberflache
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3.2. PICC: Proximity Induced Covalent Capture

auf dem L11-Protein abzutasten. Die fiir Wassermolekiile nicht mehr zugéngliche Flache
betrdgt durch Binden des Thiostreptons nur 620 A2,[30] Allerdings muss beachtet werden,
dass die zum heutigen Zeitpunkt vorhandenen Kristallstrukturen der Thiostreptonbin-
dung keine detaillierten Aussagen iiber die atomaren Interaktionen erlauben, so dass ein

Vergleich der Bindungsparameter beider Molekiile sehr schwierig ist.

3.2. PICC: Proximity Induced Covalent Capture

Um néhere Informationen beziiglich der Bindungsgeometrie der Thiopeptide an das
ribosomale Target zu erhalten, wurde in der Arbeitsgruppe eine Variante des Covalent

Capturel12?] [123]

entwickelt, die wir PICC (Proximity Induced Covalent Capture) nannten.
Die Thiopeptide eignen sich aufgrund ihrer inherenten Michael-Additions-Reaktivitit in
Form ihrer Dehydroalanine besonders fiir diese Methode. Wie in der Semisynthese der
Thiostrepton-Derivate ausgiebig ausgenutzt, reagieren die elektrophilen Dehydroalanine
besonders leicht mit freien Thiolen (Kapitel 2). Die Bindung der Thiopeptide an ihre
ribosomale Bindungsstelle wird durch besonders hohe Affinitdten der kleinen Molekiile
an den dimeren Komplex charakterisiert, so dass wir die Methode des Covalent Capture

erfolgreich einsetzen konnten, obwohl zur erfolgreichen Bindung insgesamt ein ternérer

Komplex gebildet werden muss.

3.2.1. Konzept des PICC

Abbildung 3.5 zeigt das generelle Konzept des PICC am terndren Komplex aus L11-
Protein/23S-rRNA/Thioptid. In einem ersten Schritt bindet das kleine Molekiil an die Bin-
destelle des von Protein und RNA gebildeten dimeren Komplexes. Auf dieser Stufe finden
eventuelle strukturelle Anpassungen bzw. Umordnungen statt, die eine hohere Affinitét
des kleinen Molekiils zum Komplex bedingen (Induced Fit).[1?#125] Ein bereits vorhande-
nes bzw. kiinstlich durch Mutagenese eingebrachtes Thiol einer Cys-Seitenkette, das sich
in rdumlicher Ndhe zu einem elektrophilen Dehydroalanin des kleinen Molekiils befindet,
konnte im ndchsten Schritt mit einem Dehydroalanin in einer Michael-Additionsreaktion

reagieren. AnschliefSfend kann das kovalente Additionsprodukt mittels proteinchemi-
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3. Wirkort: Ribosom

scher Methoden identifiziert werden (z. B. MALDI-MS, SDS-Gelelektrophorese).

2.

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.

SH

Durch Austausch einzelner Aminosduren des L11-Proteins von Thermus thermophilus
gegen Cysteine mittels ortsspezifischer Mutagenese konnten die Reaktivitdten der
Cystein-Thiole in Abhédngigkeit von der raumlichen Position auf der Proteinoberfldche

[126] Bei der Auswahl der zu mutierenden Ami-

kartiert werden (Dr. Sascha Baumann).
nosduren wurden Positionen in der Ndhe der Thiopeptid-Bindungsregion ausgewahlt,
die im Vergleich mit L11-Proteinen anderer Organismen nicht konserviert sind und de-
ren Mutation keine Resistenzen gegeniiber 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 Aminosduren

mit Cystein nicht verdnderte.

3.2.2. Ergebnisse des PICC an der ribosomalen Bindestelle

Wihrend Cysteinreste, die weit von der Thiopeptid-Bindungsstelle in der dreidimen-
sionalen Struktur des L11-Proteins entfernt positioniert sind, keine Reaktivitdten in der
PICC-Reaktion zeigten, erhielten wir fiir die untersuchten Thiopeptide charakteristische
Reaktivitdtsmuster an einigen Aminosdurepositionen. Generell war die Reaktivitit auf
Positionen beschrankt, die in rdumlicher Ndhe 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 134 aufwiesen (Abbildung 3.6, A: rot),
wédhrend schwache Reaktivitat fiir 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-Reaktivitaten auf der Oberflache 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) Reaktivitat des Thiostreptons 3; B) Reaktivitat des einfach verkirzten
Thiostreptons 23; C) Reaktivitat des Nosiheptids 5.

Thiostrepton 3 auf die beiden Positionen G24 und P25 begrenzt (Abbildung 3.6, C). Auch
die in der Seitenkette verkiirzten Thiostreptonderivate 23 und 27 zeigten verminderte
PICC-Reaktivitidten. Wahrend das einfach verkiirzte Thiostrepton 23 an den Positionen
G24, P25 und Q29 reagierte (Abbildung 3.6, B), zeigte sich fiir das zweifach verkiirzte
Thiostrepton 27, das keine Deala-Seitenkette aufweist, keine Reaktivitit (nicht gezeigt).
Das Thiopeptid Mircrococcin 7 war ebenfalls in unseren PICC-Experimenten nicht aktiv.

Wenn man annimmt, dass der sehr dhnliche Grundkorper (A-Ring) der untersuchten
Thiopeptide Thiostrepton 3 und Nosiheptid 5 in gleicher Position an den dimeren Kom-
plexbindet, spiegelt sich in der unterschiedlichen Reaktivitdt der Molekiile die Lange und
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3. Wirkort: Ribosom

Anzahl der Dehydroalanine in der Seitenkette wieder. Die ldngere Seitenkette des Thiost-
reptons 3 kann im Vergleich zu Nosiheptid und den verkiirzten Thiostrepton-Varianten
23 und 27 einen grofiere Proteinoberfldche «abtasten» , so dass eine PICC-Reaktion zu-
sédtzlich an den Positionen Q29 und 134 auftritt. Auffallig ist, dass das Dehydroalanin des
B-Rings der Thiostreptonstruktur keine Reaktivitdt aufweist, da das zweifach verkiirz-
te Thiostrepton 27 tiberhaupt keine PICC-Reaktion einging. Dies spricht fiir die hohe
strukturelle Selektivitdt der PICC-Reaktion.

Der Grund fiir die fehlende Reaktivitdt des Micrococcins 7 konnte einerseits mit dem
Vorhandensein eines Dehydrobutyrinrests anstelle der Dehydroalanine in der Seitenkette
erkldart werden, da das Dehydrobutyrin deutlich weniger reaktiv gegeniiber Thiolen
ist (Kapitel 2). Allerdings scheint Micrococcin einen von Thiostrepton und Nosiheptid
abweichenden Bindemodus zu haben, so dass die Seitenkette nicht in raumliche Nahe
zu den mutierten Positionen des L11-Proteins kommt (Kapitel 3.1). Die bisher einzige
Kristallstruktur der Bindung des Micrococcins an das Ribosom besitzt eine relativ geringe
Auflosung (6-7 A), die eine genaue Zuordnung der Elektronendichte zu den Atomen des
Micrococcins erschwert.[3 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 fiir keines der getesteten Molekiile 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 Bestdtigung
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 Sperzifitit der kovalenten Reaktivitdt allgemein spricht fiir 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 unterschiedlichen Reaktivitaten der PICC-Reaktionen

auf der Oberflache 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
L11/235-rRNA-Komplex scheint in Abhédngigkeit 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 fiir den katalytischen Zyklus wichtigen

konformationellen Umordnungen innerhalb der Proteine /rRNA-Komplexe.

Zu dem Zeitpunkt unserer PICC-Untersuchungen war keine Kristallstruktur des ter-
ndaren Komplexes aus L11/235-rRNA/Thiopeptid bekannt. Daher bedienten wir uns einer
Kristallstruktur des dimeren 1.11/23S-rRN A-Komplexes ohne Thiostrepton[?”] bzw. einer
NMR-Struktur des ternaren Komplexes!!'?l. 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 iiber die
rRNA-Basen hinaus (in Abbildung 3.6 nach unten) Kontakte ausbilden wiirden. Eine
leicht abweichende Aussage erhdlt man, wenn man die kiirzlich veroffentlichte Kris-
tallstruktur des terndren Komplexes von Fucini et al. zur Interpretation der PICC-Daten
hinzuzieht, die eine weitere Offnung des Spalts zwischen dem Protein und der rRNA
aufweist. In diesem Fall wiirden die Thiopeptide vor allem innerhalb der Spalte zwi-
schen dem Protein und der rRNA binden, wobei die Seitenkette Kontakte vor allem zur
Proteinoberfldche ausbildet (in Abbildung 3.6 nach oben). Diese revidierte Interpretation
der Bindung der Thiopeptide innerhalb der Spalte deckt sich weitgehend mit unseren Er-
gebnissen der Docking-Studien (Kapitel 3.4). Auch frithere Untersuchungen von Lentzen

[118] 1 diesem Fall

et al. wiesen auf Bindung in der Spalte zwischen Protein und rRNA hin.
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 Losung, die unter physiologisch relevanten

Bedingungen durchgefiihrt werden konnen. Der Dynamik der Makromolekiile und einer
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sich strukturell &ndernden Bindungsregion wird dabei Rechnung getragen. Nur wenn
unter diesen physiologischen Bedingungen eine Bindung zustande kommt, wird man
Reaktivitdt in der PICC-Untersuchung feststellen. Die Methode des PICC kann des-
halb als ergdnzende Methode betrachtet werden, die wichtige funktionale Informatio-
nen eines Bindungsvorgangs liefert. Wir konnten so zeigen, dass sich das Konzept des
Covalent Capture auch auf terndre Komplexe und auf Komplexe, die aus Protein/RNA-

Makromolekiilen bestehen, anwenden ldsst.

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 tiber Kontakte der
makrozyklischen A-Ring-Struktur vermittelt wird. Fiir diese Annahme spricht, dass die
unterschiedlichen Reaktivitdtsmuster auf der Proteinoberfldche mit der relativen Lange
der jeweiligen Seitenkette der untersuchten Molekiile in Einklang zu bringen sind, wenn
tiir den A-Ring eine dhnliche Positionierung angenommen wird.

Dies wiirde bedeuten, dass Modifizierungen der Seitenkette einen relativ geringen Ein-
fluss auf die Bindungsaffinitdt des Molekiils an die ribosomale Zielstruktur haben sollten.
In Kapitel 2 wurden Michael-Additionen von unterschiedlichen Thiolen an Thiostrep-
tonmolekiile beschrieben. Wir stellten die Frage, welche Konsequenzen die jeweilige
Modifizierung auf die Bindungseigenschaften der Derivate am Ribosom ausiiben wiirde
und welchen Einfluss die Modifizierungen auf die antibiotische Wirkung der Molekiile

haben wiirden.

3.3.1. Quantifizierung der Bindungsaffinitdten mittels fluoreszenter

Thiostreptonsonde
Wie bereits in Kapitel 2.7.1 beschrieben, konnten wir mittels Michael-Addition an
das Dehydroalanin der Seitenkette des einfach verkiirzten Thiostreptons 23 die PEG-

Fluorescein-Thiostreptonsonde 74 synthetisieren. Mithilfe dieser fluoreszenten Sonde ge-

lang es uns mittels Fluoreszenz-Anisotropiemessungen die Bindungsaffinitit 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 23SrRNA
umfasst, wiahrend als L11-Protein das Wildtyp-Protein von Thermus thermophilus verwen-

det wurde. [126]

In ersten Versuchen untersuchten wir die Bindungsaffinitit der PEG-Fluorescein-
Thiostreptonsonde 74 an den dimeren L11/235-rRNA-Komplex mittels Fluoreszenz-
Anisotropiemessungen. Es zeigte sich, dass die Sonde 74 nur in dufierst geringem Um-
fang an die einzelnen Komponenten (L11 bzw. 23S rRNA) bindet (Kp > 10 pm). Erst bei
Vorhandensein des dimere L11/235-rRNA-Komplexes zeigte sie unter Ausbildung des
terndren Komplexes L11/235-rRNA/74 starke Bindung mit einer Dissoziationskonstante
von Kp = 140 + 80 pm (Abbildung 3.7, A).

Die PEG-Fluorescein-Thiostreptonsonde 74 setzten wir anschlieflend dazu ein, die Bin-
dungsaffinitit einiger Thiopeptide bzw. Thiostreptonderivate an den dimeren L.11/23S-
rRNA-Komplex mittels Verdrangungstitrationen zu bestimmen (Abbildung 3.7, B). Hier-
bei verwendeten wir Fluoreszenzpolarisationsassays im 384-well-Format. Die erhaltenen

Kp-Werte sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.

Thiostrepton 3 zeigte sehr starke Bindungsaffinitit zu dem L11/rRNA-Komplex und
wir bestimmten einen Kp-Wert von 0.2nm. Nosiheptid 5 bindet mit einem Faktor 2 stér-
ker, wahrend Micrococcin 7 ungeféhr 8-fach schlechter an den dimeren Komplex bindet.
Die Auswertung der Ergebnisse der Thiostreptonderivate ergab, dass die Modifikation
der Seitenkette in den meisten Féllen fast keinen Einfluss auf die Bindungseigenschaf-
ten der Molekiile ausiibten. 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 Bindungsaffinitit maximal um den
Faktor 2. Im Gegensatz dazu zeigte die lipophile Modifizierung mit der Cg-Alkylkette
(30) eine geringfiigig schlechtere Bindung um den Faktor 20. Auffillig war, dass das Dia-
stereomerenpaar 30 a/b gleiche Affinitit zeigte. Demzufolge nimmt also die Stereochemie
des durch die Michael-Addition entstehenden stereogenen Zentrums keinen Einfluss auf

die Bindung.
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Abb. 3.7. A) Fluoreszenz-Anisotropie-Titration der PEG-Fluorescein-Thiostreptonsonde 74
(5nm) und L11-Protein (0.6 um). B) Verdrangungstitrationen der PEG-Fluorescein-
Thiostreptonsonde 74 vom Protein-RNA-Komplex (5 nu RNA, 0.6 um Protein) durch ver-
schiedene Thiostreptonderivate.
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Tab. 3.1. Bindungsaffinitaten einiger Thiopeptide und semisynthetischer Thiostreptonderivate an

den L11/23S-rRNA-Komplex und ihre Wachstumsinhibierung bei S. aureus.

Verbindung Thiol Ko MIC 2 MICP  Léslichkeit®
[nw] [um] [um] [um]
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
HS o o
32 HO o OH 0.22+0.06 2.0 2.0 110
30 a HS” """~ 359+1.20 0.30 0.30 1
30b HS” """~ 541+203 3.2 3.2 1
O
AcHN \)J\OMe
28 : 0.32+0.08 0.67 0.41 n.b.
~
SH
O
AcHN \_)kOH
33 : 0.32+0.04 3.2 1.6 n.b.
~N
SH
|
34 Hs N 0.44+0.11 0.37 0.37 17

# MSSA-Stamm ATCC 25923.
b MRSA-Stamm ATCC 43300.
¢ Loslichkeit 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-Grundgeriists auf die antibakterielle Aktivitdt ausiibt, testeten wir die
Substanzen auf ihre Wachstumsinhibierung gegentiber Methicillin-empfindlichen Sta-
phylococcus aureus (MSSA) und Methicillin-resistenten S. aureus (MRSA) Stimmen und
bestimmten die jeweiligen MIC-Werte (minimum inhibitory concentration) (Tabelle 3.1). Fiir
alle getesteten Substanzen wurden nur kleine Abweichungen in der Wachstumhemmung
zwischen den beiden S. aureus-Stammen beobachtet. Die Wachstumsinhibierung der drei
Naturstoffe Thiostrepton 3, Nosiheptid 5 und Micrococcin 7 spiegelte auffillig gut die
zuvor bestimmte Bindungsaffinitit der jeweiligen Substanz an die ribosomale Zielstruk-
tur wieder. Wahrend Thiostrepton 3 das Wachstum in nanomolaren Konzentrationen
(6.5-13 nm) hemmte, bestimmten wir fiir Nosiheptid 5 eine Wachstumsinhibierung schon
bei 0.63nm. Micrococcin 7 zeigte hingegen, in Korrelation mit der relativ schwachen
Bindungsaffinitit, einen MIC-Wert bei 340-420 nm.

Die Verkiirzung 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 in Korrelation mit den gemessenen Bindungsaffinitdten der je-
weiligen Substanzen. Dies bestitigte die bisherige Vermutung, dass die Seitenkette nicht
zwingend notwendig fiir eine starke Bindung des Thiostreptons 3 an die ribosomale

Zielstruktur zu sein scheint.

Fiir die Thiostreptonderivate ergab sich ein uneinheitliches Bild zwischen Bindungsaf-
finitdt und antibiotischer Wachstumshemmung. Die Addukte der Thioglucose (32) bzw.
des N-Acetylcysteins (33) verloren gegeniiber dem einfach verkiirzten Thiostrepton 23
deutlich an Wirkung (Faktor 30), obwohl die in vitro Bindungsaffinitit beider Molekiile
fast keinen Unterschied zeigte. Weniger stark ausgeprdagt war der Riickgang der anti-
biotischen Effekte bei dem Addukt des N-Acetylcysteinmethylesters (28). Die starkste
Hemmwirkung wurde von dem unter physiologischen Bedingungen positiv geladenen
tertidren Amins 34 erhalten. Die Addition eines lipophilen Cg-Thiols (30) resultierte eben-
falls in einer Verschlechterung der Hemmwirkung. In diesem Fall schien die 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 berticksichtigt wer-
den, dass sich die Hemmwirkung der Thiostreptonderivate (0.7-5mgL™!) in vergleich-
barer Grofienordnung mit gdngigen Antibiotika wie z.B. Linezolid oder Vancomycin
(1-2 mgL‘l) [129] pefinden.

Die geringe Wasserloslichkeit des Thiostreptons 3 stellt einen wesentlichen Grund
dafiir dar, dass es bisher nicht in der antibiotischen Therapie eingesetzt wird. Durch
Derivatisierung der Grundstruktur sollte es moglich sein, die Wasserloslichkeit von
Thiostreptonderivaten zu erh6hen. Wir bestimmten die Wasserloslichkeit einiger Thiost-
reptonderivate mittels HPLC. Erwartungsgemafl wurde die Loslichkeit durch lipophile
Cg-Addukte (30) reduziert, wahrend fiir das bei physiologischem pH positiv geladene
tertidre Amin 34 eine 3—4 mal hohere Loslichkeit als bei der Ausgangsverbindung ein-
fach verkiirztes Thiostrepton 23 bestimmt wurde. Die Addition eines Glucosederivats
(32) erhohte die Loslichkeit sogar um den Faktor 20.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass eine erfolgreiche Quantifizierung der Bin-
dungsaffinitaten einiger Thiopeptidnaturstoffe und semisynthetischer Derivate mit Hilfe
der fluoreszenten PEG-Thiostreptonsonde 74 durchfiihrbar ist. Unsere ersten antibioti-
schen Untersuchungen zeigten, dass semisynthetische Thiostreptonderivate synthetisiert
werden konnen, die sowohl hohe Wirksamkeit als auch hohe Wasserloslichkeit 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 3! des tri-
meren Komplexes L11/rRNA/Thiostrepton besitzt eine Auflosung von 3-4 A und klart
daher nicht dartiiber 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 Grofie der Mo-

lekiile und der strukturellen Dynamik, die diese Region innerhalb der Ribosomstruktur
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aufweist, erheblich erschwert. Die Kenntnis der atomaren Wechselwirkungen ist jedoch
fur die Entwicklung eines SAR-Profils (structure activity relationship) bzw. fir die For-
mulierung eines Pharmacophormodells der Thiopeptide von grofier Bedeutung, um zu
optimierten Liganden zu gelangen.

Um die Interaktionen zwischen Thiostrepton 3 und seiner Bindestelle ndher charakte-
risieren zu kdnnen suchten wir nach semisynthetischen Transformationen, die selektive
Modifikationen des Thiostrepton-Grundgeriists ermdoglichten. Der A-Ring des Thiost-
reptons scheint fiir 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 zum Thiazol, die Acylierung des Thiostreptin-4-OH, die Reduk-
tion des zentralen Dehydropiperidins zum Piperidin und die Isolierung des Thiazolin-
Epimers des Thiostreptons. In einer Kooperation mit der Gruppe um Prof. Dr. H. Schwal-
be an der Universitdt Frankfurt und Dr. Karl Kirschner am Fraunhofer-Institut fiir 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

Zundchst wurde die Konformation der Derivate in freier ungebundener Form mittels
NOESY-NMR-Spektroskopie ermittelt (Dr. Hendrik Jonker). Fiir jede Verbindung konn-
ten ca. 150-200 NOE-Signale als Distanzbeschrankungen (distance restraints) in die Struk-
turberechnung mittels Molekulardynamik-Simulation einflief3en.

Die Uberlagerung der 20 energiedrmsten Strukturen jeder Verbindung zeigte fiir jedes
Ensemble eine sehr rigide Struktur, deren Flexibilitdt bis auf diejenige der Seitenkette

eher beschrankt war (Abbildung 3.8). Die Abweichungen der Ensembles der einzelnen
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Verbindungen untereinander und gegeniiber der Kristallstruktur des Thiostreptons 3
waren nicht sonderlich stark. Die grofsten Unterschiede zeigten sich auf die Reste des
A-Rings beschrankt (Thr1l, But, Cys und Thstn).

Beim Thiazolin-Epimer 23b des einfach verkiirzten Thiostreptons 23a zeigte sich bei
genauer Betrachtung, dass die Reste Cys und Thstn besonders starke strukturelle Ab-

1051 des Thiostreptons 3 und den {ibrigen

weichungen gegeniiber der Kristallstruktur!
Verbindungen aufwiesen. Als Folge dieser strukturellen Verdnderung des Thiazolins er-
tahrt das benachbarte Thiazolin 2 (Thz2) eine Neigung von 22°.

Die Oxidation des Thiazolins zum Thiazol (58) resultiert in einem flachen aromatischen
Ring. Die Auswirkung auf die Struktur des A-Rings ist in diesem Fall geringer als fiir
das Epimer 23b, aber deutlich vorhanden. Durch die Reduktion des Dehydropiperidins
zum Piperidin (61) erfahrt der A-Ring nur sehr geringe Verdnderungen, wahrend grofiere
Unterschiede in der Positionierung des Thiazols 4 (Thz4) im Ubergang zur Seitenkette
des Thiostreptons zu erkennen sind.

Aufgrund fehlender NOE-Kontakte in der Seitenkette der Thiostreptonderivate konnte
die Struktur dieser Region nur unzureichend mittels NMR-Strukturbestimmung definiert
werden. Quantenmechanische Berechnungen konnten die Torsionspotentiale der Dehy-
droalanine anndhern (Dr. Karl Kirschner). Mit einer errechneten Energiebarriere von 7-8
kcal/mol in der Gasphase fiir die Rotation um die Enamin C-N-Bindung scheint die
Seitenkette sehr flexibel zu sein. Diese Beobachtung kann mit den Ergebnissen der PICC-
Untersuchung (s.o.) in Einklang gebracht werden. Die Seitenkette scheint durch ihre
Flexibilitat eine grofiere Flache des L11-Proteins bei der Bildung des terndren Komplexes

(Protein/rRNA/Thiostrepton) «abtasten« zu kénnen.

3.4.2. Molekulare Docking -Studien

Um ein besseres Verstdndnis der Bindung des Thiostreptons 3 an den dimeren L11-
Protein/rRNA-Komplex zu erhalten wurden alle NMR-Strukturen eines Ensembles mo-
lekularen Docking-Berechnungen unterworfen (Dr. Karl Kirschner). Als Bindestelle wurde
die Kristallstruktur des trimeren L11/rRNA/Thiostrepton-Komplexes (3cf5)13%] herange-

zogen. Bei den Berechnungen war es wichtig, den Liganden einen gewissen Grad an
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Abb. 3.8. Uberlagerung der 20 energiearmsten Strukturen der Molekulardynamik-Simulationen
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der Verbindungen Thiostrepton 3 (griin), einfach verkirztes oxidiertes Thiostrepton 58
(rot), Epimer des einfach verklrzten Thiostreptons 23b (blau) und des reduzierten
Thiostreptons 61 (orange). Die Kristallstruktur des Thiostreptons 3 ist in schwarz dar-
gestellt (pdb: 1e9wy).10%]
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struktureller Flexibilitdt wahrend des Dockings zu erlauben, in dem sich die Reste und
die Seitenketten der Molekiile der Bindeumgebung anpassen konnten. Die besten Er-
gebnisse erhielten wir bemerkenswerterweise mit Scoring functions, die nicht speziell fiir
RNA-Bindungen ausgelegt waren. Dies deutete daraufhin, dass die Charakteristika der
Thiostreptonbindestelle eher »konventionellen» nicht-polaren Proteinrezeptoren dhneln
als polaren Ligand-RNA-Wechselwirkungen mit ionischen Wechselwirkungen.

Fiir jede Verbindung erhielten wir eine Struktur mit hochstem Score, die der Kristall-
struktur® des gebundenen Thiostreptons 3 sehr dhnlich war (Abbildung 3.9A). Das
Epimer 23b besafs in den Berechnungen den geringsten Score. Durch Analyse der grofsten
Cluster zeigte sich, dass das Epimer 23b in einigen Strukturergebnissen mit der Seitenket-
te in den Spalt zwischen L11 und rRNA ragte, d. h. um ca. 180° gegeniiber den anderen
Losungen gedreht war. Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass das Epimer 23b deutlich
schwiécher an die Bindestelle zu binden scheint.

Die Dockings der restlichen drei Verbindungen 3, 58 und 61 zeigten weitgehend tiber-
einstimmende Anordnungen. Die Hydroxylgruppen der Reste Thstn und Thrl bildeten
drei Wasserstoffbriicken zu A1067 aus, wahrend Thz1 in einer Stapel-Wechselwirkung
(stacking) mit A1095 eingebunden war. Das hochste Score wurde fiir das reduzierte Thiost-
repton 61 erhalten, fiir Thiostrepton 3 und das einfach verkiirzte oxidierte Thiostrepton 58

wurden sehr dhnliche Score-Werte erhalten.

3.4.3. Biochemische Evaluierungen

Um die erhaltenen Ergebnisse der Docking-Studien mit biochemischen Werten korre-
lieren zu konnen, 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 Kp dieser Ver-
bindungen sind in Tabelle 3.2 angegeben. Zusitzlich 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 Abhdngigkeit von der Stiarke der

Translationshemmung durch die zu untersuchende Verbindung eine bestimmte Menge
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Abb. 3.9. Ergebnisse der Docking-Berechnungen der Verbindungen Thiostrepton 3 (griin), ein-
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fach verkirztes oxidiertes Thiostrepton 58 (rot), Epimer des einfach verkirzten Thiost-
reptons 23b (blau) und des reduzierten Thiostreptons 61 (orange). L11-Protein (grau),
23SrRNA (gruin), Nucleobase A1067 (rot). A) Strukturen mit den jeweils besten
Docking Scores. B) Reprasentative Strukturen der jeweils grof3ten 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 (Kp) und der Translationshemmung (ICsp).

Verbindung Score® Score® Kp(L11/rRNA) [nMm] ICs0 [uM]
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 56+1.1 (0.63+0.08)°¢
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 getffnetes Thio.) n.b. n.b. 670 + 46 8.01+28
67 (Acetyliertes Thio.) n. b. n.b. 1.8+0.21 1.67+0.42

? Bester Docking-Score.

b Docking-Score des groRten Clusters.

; Epimerisiert zuriick in 23.

Autofluoreszenz der Verbindung.

GFP-Protein produziert, dessen Konzentration anschliefiend fluoreszenzspektroskopisch
bestimmt werden konnte. Die erhaltenen ICso-Werte der Translationsinhibierung sind

ebenfalls in Tabelle 3.2 aufgefiihrt.

Die biochemischen Daten zeigen, dass nur geringe Unterschiede in der Bindungsaf-
finitdt des Thiostreptons 3, des einfach verkiirzten Thiostreptons 23 und des oxidierten
einfach verkiirzten Thiostreptons 58 vorhanden sind (Tabelle 3.2). Dies spiegelt sich auch
in sehr dhnlichen ICsy-Werten der in vitro Translationsinhibition wieder. Wie bereits in den
Konformationsbestimmungen mittels NMR gezeigt (Kapitel 3.4.1), unterscheidet sich die
Konformation des A-Rings innerhalb der Gruppe dieser Verbindungen nur marginal. Die
berechneten Docking Scores des Thiostreptons 3 und des oxidierten einfach verkiirzten
Thiostreptons 58 zeigen ebenfalls nur geringe Unterschiede auf (das einfach verkiirzte

Thiostrepton 23 wurde in den Docking-Studien nicht untersucht).

Die vergleichsweise schlechten Docking Scores des L-Epimers des einfach verkiirzten
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Thiostreptons (23b) korrelieren mit der relativ niedrigen Bindungsaffinitdt des Mole-
kiils an den dimeren L11/rRNA-Komplex. Der Kp-Wert verschlechtert sich etwa um
den Faktor 30 gegeniiber dem p-Epimer (23). In dem gekoppelten Transkriptions-
Translationsassay erhielten wir allerdings einen 1Csp-Wert, der mit dem p-Epimer 23
vergleichbar war. In unabhédngigen Experimenten untersuchten wir deshalb die Stabi-
litat des p-Epimers 23 in E. coli-Lysaten. Mittels HPLC beobachteten wir, dass sich das
L-Epimer 23b unter den Bedingungen des Translationsassays zuriick in das p-Epimer 23
verwandelte (vgl. Kapitel 5.2). Daher konnte die Translationsinhibierung durch das -
Epimer 23b nicht mit Hilfe dieses Assays bestimmt werden. Nichtsdestotrotz erhielten
wir durch die Docking Scores und den Kp-Wert genug Hinweise dafiir, dass der A-Ring
bei der Epimerisierung des Thiazolins eine fiir die Bindung an den dimeren L11/rRNA-

Komplex ungiinstige Konformation annimmt.

Mit dem reduzierten Thiostrepton 61 erhielten wir die besten Scoring-Werte in den
Docking-Berechnungen. Damit einhergehend bestimmten wir fiir diese Verbindung aus
den Fluoreszenz-Anisotropiemessungen eine Dissoziationskonstante Kp, die mit der star-
ken Bindung des Nosiheptids 5 vergleichbar war. Gegeniiber der Ausgangsverbindung

Thiostrepton 3 ergab sich demnach eine Verbesserung des Kp-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-
serstoffbriicken zur Ribose des Nukleotids A1067 spielten. Um ihren Einfluss auf die
Bindungsaffinitdt zu untersuchen, synthetisierten wir acetyliertes Thiostrepton 61, das
einen Acetylrest an der sekunddren Hydroxylgruppe des Thstn-Rests aufwies (Kapi-
tel 2.5). Die Verbindung zeigte einen Anstieg der Dissoziationskonstante Kp um den
Faktor 9 und eine Verdopplung des IC5p-Werts der Translationsinhibierung (Tabelle 3.2).
Dies deutet darauf hin, dass im Fall von Thiostrepton 3 das Vorhandensein der Wasser-
stoffbriickenbindung zwischen Thstn-Rest und Nukleotid A1067 einen wichtigen Beitrag
tiir die hohe Bindungsaffinitidt darstellt. Bemerkenswerterweise ist die O-Methylierung
der 2’-Hydroxylgruppe des Nukleotids A1067 ein bekannter Resistenzmechanismus des
Thiostrepton-Produzentenstamms Streptomyces azureus.'13) Hierbei kommt es zu einer

Verminderung der Bindungsaffinitat um den Faktor 3000 (Kapitel 3.5).[117]
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Aus den Docking-Berechnungen folgte in Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus NMR-
Untersuchungen[125] und der Kristallstruktur®)], dass der Chinaldinsiurerest (Q) des
Thiostreptons 3 von der Protein/RNA-Bindestelle weg nach auflen weist und keine sub-
stantiellen Interaktionen mit den Bindepartnern ausbildet. Durch strukturellen Vergleich
mit Nosiheptid 5, das anstelle der B-Ring-Verkniipfung des Thiostreptons eine Indol-
verkniipfung aufweist, ansonsten aber einen sehr dhnlichen A-Ring besitzt, konnte die
Vermutung aufgestellt werden, dass der B-Ring (bzw. die Indolverbriickung des Nosi-
heptids) v. a. zur Stabilisierung der korrekten Konformation des A-Rings beitrédgt, der fiir
die Bindeinteraktionen mafigeblich verantwortlich zeichnet.

Um zu {iberpriifen welchen Einfluss der B-Ring des Thiostreptons 3 auf die Affini-
tat hat, untersuchten wir B-Ring-geoffnetes Thiostrepton 68, dessen Lacton hydrolysiert
worden war (Kapitel 2.6). Im Fluoreszenz-Polarisationsassay bestimmten wir eine Disso-
ziationskonstante Kp von 670nwm, d. h. eine Verschlechterung der Bindungsaffinitdt um

einen Faktor > 3000 gegeniiber 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 Bindungsaffinitdt korrelierten
sehr gut mit den experimentellen biochemischen Daten. Dies ist umso erstaunlicher,
da fiir die Strukturberechnungen nur eine Kristallstruktur mit relativ niedriger Auflo-
sung zur Verfiigung stand, die NMR-Strukturberechnung in organischen Losungsmit-
teln durchgefiihrt werden musste und eine Scoring-Funktion fiir Proteinwechselwirkun-
gen verwendet wurde. Die treffende Vorhersage der biochemischen Bindeeigenschaften
bedeutet im Umkehrschluss, dass das berechnete Grundgeriist bei der Bindung keine
grundlegende Anpassung an die Bindungsumgebung erfahrt.

Ubereinstimmend mit vorherigen Untersuchungen wurde so die allgemeine Binde-
geometrie mit Insertion des Dehydrobutyrinrests in die Spalte zwischen L11-Protein und

23S rRNA bestitigt.[30125] An der relativ starken Bindung mit dem Protein/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 Verdnderungen wie die Umwandlung des zentralen Dehydropiperidins in
ein Piperidin, oder die Epimerisierung des Thiazolins vom p- in das r-Epimer haben
starken Einfluss auf die Bindefdhigkeit 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 beitrdagt. Deshalb ist es moglich,
die Seitenkette zu verkiirzen, ohne signifikant an Affinitiat einzubtiifien. Dariiber hinaus
wird hierdurch verstandlich, dass weitere Modifizierungen der Seitenkette, beispielswei-

se durch Michael-Additionen, scheinbar leicht toleriert werden konnen.

Die Rolle des Thstn-Restes

Die Wasserstoftbriicke 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 (Seriena und
b: Siomycin, Thiopeptin und Sch18640)[?°! einen Thstn-Rest mit f-/y-Hydroxylgruppe
an genau dieser Stelle der Thiostrepton-Grundstruktur. Es ist auffillig, dass ebenso alle
zu diesem Zeitpunkt beschriebenen Thiopeptide mit zentralem Hydroxypyridin (Se-
riee, Abbildung 3.10) an vergleichbarer Position im A-Ring einen Rest tragen, der eine
y-Hydroxylgruppe aufweist (falls ein f-OH besteht, ist dieses mit einer Indolgruppe ver-
ethert). Die A-Ringe der beiden Seriena/b und e sind in ihrer Struktur sehr dhnlich, so
dass man eine vergleichbare Bindegeometrie am L11/rRNA-Komplex vermuten konnte.
Die Kristallstruktur zeigt fiir Thiostrepton und Nosiheptid 5 dhnliche Bindegeometrien,
auch wenn Nosiheptid eine gegeniiber dem Thiostrepton um ca. 15° gedrehte Struktur an

391 Durch die geringe Auflosung der Struktur bleiben

der gleichen Bindestelle aufweist.
jedoch genaue Details der atomaren Wechselwirkungen unsicher und die leicht gedrehte

Positionierung des Nosiheptids konnte ein Artefakt darstellen. Daher konnte vermutet
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werden, dass Nosiheptid in gleicher Art und Weise wie Thiostrepton eine Wasserstoft-

briicke zwischen der y-Hydroxylgruppe und dem Nukleotid A1067 ausbildet.

Die anderen Thiopeptide aus der Serie e mit zentralem Hydroxypyridin sind tiber
dieselbe y-Hydroxylgruppe glykosidisch mit einem Dimethylaminozuckerrest verbun-
den (z.B. NocathiacinI 8, Abbildung 3.10).[2l Besonders interessant ist diese Tatsache
im Zusammenhang mit den Ergebnissen unserer Docking-Studien, die «unterhalb« des
Thstn-Rests im gebundenen Thiostrepton 3 noch verfiigbaren Raum vermuten lassen. Die
Aminozucker der Aminoglykosid-Antibiotika sind dafiir bekannt, RNA sehr spezifisch

131-133] Bemerkens-

zu binden und vielféltige Interaktionen mit der RNA auszubilden.!
werterweise besitzt das Aminoglykosid Gentamicin C1A 82 einen Methylaminozucker,
der dem Dimethylaminozucker des Nocathiacins I 8 &hnelt (Abbildung 3.10, IIT). Mittels
Kristallstrukturen wurde gezeigt, dass dieser Zuckerrest bei Gentamicin C1A 82 Was-
serstoffbriickenbindungen u. a. zu Phosphatresten des RNA-Riickgrats ausbildet.[13413]
Nimmt man an, dass Nocathiacin I8 in vergleichbarer Geometrie wie Nosiheptid 5 an den
L11/rRNA-Komplex bindet (was durch die strukturelle Ahnlichkeit legitim erscheint), so
konnte vermutet werden, dass der Zuckerrest des Nocathiacins tatsachlich mit weiteren
Komponenten der RNA, z. B. mit dem Phosphatrest des Nukleotids A1067 wechselwirkt.
Ergdnzende Studien sind noétig, um die Bedeutung des Zuckerrests fiir die Bindung des
Nocathiacins 8 experimentell nachzuvollziehen. Vor kurzem konnte die Biosynthese des
Nocathiacins aufgekldrt und die fiir die Synthese des Zuckers verantwortlichen Gene
identifiziert werden.!3¢] Durch Deletionsmutationen wére demnach die Biosynthese des
Nocathiacin-Aglykons moglich, um den Einfluss des Zuckers auf die biologische Wir-

kung genauer zu untersuchen.

Das zur Serie d gehorige Pyridin-Thiopeptid Micrococcin 7 weist ebenfalls einen sehr
dhnlichen A-Ring auf, jedoch fehlt diesem Molekiil an der Position des Thstn-Restes des
Thiostreptons ein Rest mit Hydroxylgruppe(n). Stattdessen befindet sich hier ein Va-
lin. Aufierdem fehlt Micrococcin ein B-Ring oder eine vergleichbare Indolbriicke. Nach
unseren Erkenntnissen miisste der A-Ring durch diese fehlende Stabilisierung eine Kon-
formation einnehmen, die ungiinstig fiir die Bindung an den L11/rRNA-Komplex wire.

Aufierdem kann bei gleicher Bindegeometrie keine stabilisierende Wasserstoffbriicke zwi-
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Me
NH

Abb. 3.10. Strukturen der Hydroxypyridin-Thiopeptide (Serie e)26! Nosiheptid 5 und Nocathia-
cinl 8, des Aminoglykosids Gentamicins C1A 82 und des Pyridin-Thiopeptids Micro-
coccin 7 (Serie d). Die Position der y-Hydroxylgruppe des Nosiheptids 5 , die beiden
Methylaminozucker des Nocathiacins | 8 und des Gentamicins C1A 82 sind hervorge-
hoben. Nummerierung der Zuckerreste I-Ill.

96



3.5. Anwendungen der fluoreszenten Thiostrepton-Sonde

schen dem Valin-Rest (Thstn-Position) und der rRNA ausgebildet werden. Zusammen-
genommen miisste Micrococcin demnach relativ schlechte Bindeeigenschaften besitzen.
Tatsdchlich 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 Molekiil gegeniiber Thiostrepton um
ca. 180° gedreht zu sein scheint und vermutlich mit der Seitenkette in den Spalt zwi-
schen Protein und rRNA hineinragt. 3% Dies konnte die ungewohnlichen biochemischen

Eigenschaften von Micrococcin erklédren.

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-
affinitdt der Thiostreptonderivate an die ribosomale GTPase-assoziierte Region (Kapi-
tel 3.3.1) und in der Fluoreszenzmikrokopie zur Lokalisierung zelluldrer Zielstrukturen

ein (Kapitel 4.2.2).

Neben der Polyethylenglykol-Linker verbriickten Fluorescein-Sonde 74 synthetisierten
wir zusétzlich Fluorescein-Thiostreptonsonde 78, die nur {iber eine Ethaneinheit als Lin-
ker verfiigte (Abbildung 3.11). Sie zeichnete sich durch einen kiirzeren Syntheseweg, eine
leichtere Reinigung und durch eine verbesserte Lagerfahigkeit aus. In Verdrangungstitra-
tionen erhielten wir bei Verwendung der PEG-Fluorescein-Sonde 74 oder der Fluorescein-
Sonde 78 vergleichbare Ergebnisse. Fiir die kiirzere Fluorescein-Sonde 78 bestimmten
wir eine Dissoziationskonstante Kp von 0.33 nm an den dimeren L.11/235 rRNA-Komplex
((0.14nm fiir PEG-Fluorescein-Sonde 74). Dies bedeutete eine Verringerung der Affinitat
um ungefdhr die Halfte, jedoch lag der Kp noch immer im Bereich der Ausgangsverbin-

dung Thiostreptons 3 (0.20 nm).
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74 (n=0)
78 (n=1)

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 StTRNA untersucht (vgl. Kapitel 3.3.1). Hierbei konnte der Einfluss jeder einzelnen Mu-
tation auf die Bindungseigenschaften der Thiopeptide quantifiziert werden. Die Untersu-
chungen wurden von Dr. Sascha Baumann durchgefiihrt und sind in seiner Dissertation

ausfiihrlich beschrieben und werden an dieser Stelle nur kurz zusammengefasst. [117120]

Die bisher beschriebenen Resistenzmutationen gegen Thiopeptide umfassen das
L11-Protein und die rRNA (Nukleotide A1067 und A1095). Der Thiostrepton-
Produzentenstamm verfiigt dariiber hinaus iiber eine spezifische Methyltransferase,
die die 2'O-Methylierung des Nukleotids A1067 katalysiert, und den Stamm resistent

[130

gegeniiber Thiostrepton macht (vgl. Kapitel 3.4.3).113% Bisher waren die Beitrage 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 Kp-
Werte [nm] sind logarithmisch aufgetragen.

Fluorescein-Sonde 78 fiir die verschiedenen Mutationen erhalten werden konnten, ist in
Abbildung 3.12 dargestellt. Die 2’O-methylierte RNA (A1067) zeigte einen drastischen
Riickgang der Bindeaffinitat, wodurch die hohe Wirksamkeit der Methylierung in vitro be-
statigt wurde. Hohe Riickgidnge der Affinitdt wurden ebenfalls fiir die Mutanten A1067C
und A1067U verzeichnet, wiahrend A1067G fast keinen Einfluss auf die Affinitiat hatte.
Auch Mutationen des Nukleotids A1095 resultierten in einem Riickgang der Affinitat,
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
iiberraschenden Ergebnis, dass keine der Proteinmutationen signifikanten Einfluss auf
die Bindeeigenschaften von Thiostrepton oder Nosiheptid zeigte (Abbildung 3.12). Dies
konnte sowohl an dem isolierten L11/rRNA-Komplex als auch an 70 S Gesamt-Ribosomen
gezeigt werden. Nichtsdestotrotz konnte die Resistenzwirkung dieser L11-Mutationen
fiir 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 Bindungsaffinitdt 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 Flexibilitdt einschranken und die korrekte Wechselwirkung
mit den Translationsfaktoren unterbinden. Der Grund fiir die beobachtete Resistenzwir-
kung der Proteinmutationen bei uneingeschrankter Bindungsaffinitat konnte vermutlich
darin liegen, dass die Mutationen eine erhohte strukturelle Flexibilitdt des L11-Proteins
bewirken. Mit dessen Hilfe konnte die Blockade, die ansonsten durch das Binden der
bizyklischen Thiopeptide ausgelost wird, umgangen werden. Die Mutationen des L11-
Proteins wiirden nach diesem Modell die Bindung der bizyklischen Thiopeptid Thiost-
repton und Nosiheptid nicht a priori verhindern, sondern zusitzliche strukturelle Flexi-
bilitdat des L11-Proteins erzeugen, die das Ribosom »immun« gegen die Auswirkungen
der Thiopeptidbindung werden ldsst.

Fiir 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 Bindungsaffinitdt der bizyklischen Thiopep-
tide auf der einen und des monozyklischen Micrococcins auf der anderen Seite sprechen
fiir 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 Kp von ungefahr 10714
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Abb. 3.13. Struktur der Thiostrepton-PEG-Biotinsonde 80 und der «Negativkontrolle» S-tritylier-
tes Biotin-PEG-Konjugat 79.

10716 m.[1%7] Anwendung findet das System beispielsweise in der Affinititschromatogra-
phiel’¥”l und in der Identifizierung von Bindungspartnern im zelluliren Kontext durch

Affinitatsanreicherung (Pull-down-Assays).138-140]

3.6.1. Praparativer 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 zelluldren Bindepartner des Thiostreptons in einer Affinitdtsanreicherung zu
erhalten (Pull-down-Ansatz). Die Versuche wurden von Dr. Sascha Baumann durchge-
fithrt und sind in seiner Dissertation beschrieben.[1?l 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 vollstindig durch Vergleich mit isolierten
Ribosomen identifiziert werden. Fiir analytische Zwecke, d. h. fiir die massenspektrosko-
pische Identifizierung der Bindeproteine hitten die Ergebnisse ausgereicht. Allerdings
war die Bindung fiir eine praparative Nutzung der Pull-downs nicht spezifisch genug.[?4]
An dieser Stelle hitten Optimierungsschritte folgen miissen, z.B. die Anderung der

PEG-Verbindungseinheit (Linker). Die affinitdatschromatographische Isolierung von funk-
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tionalen Ribosomen konnte jedoch zur gleichen Zeit durch die Verwendung von Cystein-
modifizierten Affinititssaulen gelost werden, so dass die Strategie der Biotin-Pull-downs

zur praparativen Isolierung nicht weiter verfolgt wurde. [120]

3.6.2. Analytischer Ribosomen- Pull-down

Dartiber hinaus wurde versucht, mit Hilfe der Biotin-Thiostreptonsonde 80 bisher un-
bekannte zelluldre Zielkomponenten (targets) des Thiostreptons zu finden (Dr. Sascha
Baumann). Zu diesem Zweck wurden Pull-down-Experimente mit eukaryotischen Zell-
lysaten (Hela-Zellen) durchfiihrt.[26l In den SDS-Gelen konnten jedoch keine Protein-
banden ausfindig gemacht werden, die eine Identifizierung ermoglicht hatten. Aufgrund
unserer heutigen Kenntnis, dass Thiostrepton 3 auch das eukaryotische Proteasom bindet
(Kapitel 4), hatte man die Identifizierung von Proteasomuntereinheiten erwarten kon-
nen. Fiir die negativen Ergebnisse des Pull-down-Experiments konnten mehrere Griinde
verantwortlich sein. Evtl. ist die Bindungsaffinitdt der Biotin-Thiosteptonsonde 80 an die
Proteasomuntereinheiten zu gering (mikromolar, vgl. Kapitel 4), so dass keine spezifische
Bindung entdeckt werden konnte. Ebenso konnte die Biotinylierung der Seitenkette des

Thiostreptons die Bindeeigenschaften der Sonde an das Proteasom negativ beeinflussen.

3.6.3. Affinitats-Elektronenmikroskopie

Ein weiterer Verwendungszweck beinhaltet den Einsatz der Sonde in der Elektronenmi-
kroskopie. Spezifische Binderegionen des Thiostreptons innerhalb von Zellen oder Gewe-
ben konnen 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-geschiitzte PEG-Biotin 79 (Abbildung 3.13). Erste
Untersuchungen wurden bereits in der Gruppe um Priv.-Doz. Dr. Gabriele Pradel (Uni-

versitdt Wiirzburg) an Plasmodien-Praparaten durchgefiihrt.
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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 geschétzten 240 Mio. Malariaerkrankungen @ und 860 000 Todesféllen jahrlich stellt
Malaria noch immer eine der bedrohlichsten Infektionserkrankungen weltweit dar. Ins-
gesamt leben mehr als 3 Mrd. Menschen in Malaria gefdhrdeten Gebieten, die meisten
hiervon in drmeren Lindern. 85 % der Todesfélle sind bei Kindern unter 5 Jahren zu
vermelden. Malaria wird durch intrazelluldre einzellige Parasiten der Gattung Plasmodia
verursacht. Von den tiber 100 bekannten Arten sind vier als humanpathogen einzustufen:
P. falciparum, als getahrlichster Erreger der Malaria tropica, P. vivax, P. ovale und P. malariae.
Die meisten Malaria Erkrankungen (~ 95 %) gehen auf das Konto der Erreger P. falciparum
und P. vivax. Von einer fiinfte Art, der P. knowlesi, die vorrangig Affen befillt, ist bekannt,

dass sie ebenfalls Menschen infizieren kann.

Resistenzentwicklung

Mit dem vermehrten Einsatz von Antimalariamedikamenten ist es in der Vergangenheit
unabléssig zu Resistenzentwicklungen bei den Erregern gegen jegliche Art von Anti-
malariamittel gekommen. 4!l Die Artemisinine stellen zur Zeit die effektivste Waffe im
Kampf gegen Malaria dar (Kapitel 4.1.2). Von der WHO wird gegenwartig die sogenannte
Kombinationstherapie ” empfohlen, um einer Resistenzentwicklung vorzubeugen (Kapi-
tel 4.1.5). Diese Therapie kombiniert einen Artemisinin-basierten Wirkstoff mit einem

anderen Wirkstoff, der einen gédnzlich abweichenden Wirkmechanismus besitzt. Trotz

@ World Health Organization: World Malaria Report 2009.
b World Health Organization: Guidelines for the Treatment of Malaria, 2nd ed., 2010.
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der Gefahr der Resistenzentwicklung werden in einigen Landern Monotherapien mit Ar-
temisininen verabreicht. Erste Anzeichen von verminderter Empfindlichkeit gegentiber
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

141]

klinische Anwendung gekommen.['*1l Diese Tatsachen unterstreichen die Wichtigkeit,

weiter neue Antimalariawirkstoffe zu entwickeln.

Lebenszyklus der Plasmodien

Malaria wird durch die weiblichen Miicken der Gattung Anopheles iibertragen. Der Le-
benszyklus der Plasmodien beinhaltet einen Wirtswechsel, wobei der Mensch den Zwi-
schenwirt darstellt (Abbildung 4.1). Durch den Stich einer infizierten Miicke werden die
Plasmodien im Stadium der Sporozoiten (15-20) in die Blutbahn des Menschen tiber-
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 Riickfélle verursachen konnen.
Die Schizonten dringen in Erythrozyten ein und reifen tiber 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 konnen.
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 Miicke wahrend
ihrer Blutmahlzeit aufgenommen werden und sich im Darm der Miicke geschlechtlich
fortpflanzen. Es entstehen mehrere Tausend Sporozoiten, die in die Speicheldriisen der

Miicke wandern, um von dort beim néchsten Stich in das Blut des Menschen zu gelangen.
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Abb. 4.1. Schematische Darstellung des Lebenszyklus der Plasmodien. Es findet ein Wirtswech-
sel zwischen Miicke und Mensch statt. Die geschlechtliche Vermehrung geschieht aus-
schlieBlich in der Miicke. Modifiziert nach Schlitzer143,

4.1.2. Klinisch relevante Antimalariaverbindungen

Obwohl Malaria eine der ersten beschriebenen Infektionskrankheiten ist und fiir grofie
Teile der Welt noch immer ein grofses Gesundheitsproblem darstellt, gibt es nur wenige
Antimalariawirkstoffe, die sich zur Therapie und Prophylaxe eignen. Malaria war die ers-
te Krankheit, die mit einer isolierten Reinsubstanz behandelt wurde (Chinin). Sowohl die
Wirkmechanismen als auch die Resistenzmechanismen sind fiir viele Substanzen noch
nicht eingehend bekannt. Die heute eingesetzten Wirkstoffe konnen folgenden Substanz-

klassen zugeordnet werden:

4-Aminochinoline

Arylaminoalkohole

8-Aminochinoline

Artemisinine

Antifolate

Hemmstoffe der Atmungskette
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83 84

Abb. 4.2. Struktur der Naturstoffe Chinin 83 und des diastereomeren Chinidins 84 aus der Rinde
des Chinarindenbaums.

e Antibiotika

Der Naturstoff Chinin als Ausgangspunkt

Die Antimalariaeigenschaften der Rinde des siidamerikanischen 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 enthélt die Rinde das Diastereomer Chinidin 84. Bis in die 1940er Jahre
war Chinin der wichtigste und effektivste Antimalariawirkstoff, bis es durch synthetische
Substanzen abgelost wurde. Auch heute wird Chinin 83 noch héufig bei unkritischen Ma-
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 dhnlichen 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 grofiem
Umfang eingesetzt wurde, da es sehr effektiv gegen Malariaerreger wirkte und kosten-

glinstig 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 grofien Bedeutung und der schon langen Bekanntheit des Chloroquins 85
herrscht keine vollstindige Klarheit iiber den Wirkmechanismus dieser Antimalariasub-
stanz. FEinig ist man sich dartiber, dass die Verbindung den Stoffwechsel des Himoglo-
bins innerhalb des Parasiten stort. Die Erreger nehmen Hamoglobin 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 Himoglobins abgebaut, wobei die Aminosduren bzw. Peptide zur
Wiederverwertung im Parasitenstoffwechsel aus der Vakuole transportiert werden, wih-
rend das Eisenatom des Hams zu Fe(Ill) oxidiert wird, so dass Ferriprotoporphyrin IX
(FPIX) entsteht. FPIX stellt fiir den Parasiten in seiner freien Form eine toxische Verbin-
dung dar, die unter normalen Umstdnden aggregiert und die sichtbaren Malariapigmente
(Hamozoin) bildet.'*4] Der Grund fiir die Toxizitét 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 verldsst. Es akkumuliert deshalb in der Vakuole und weist hier eine
erhohte Konzentration gegeniiber dem Cytosol auf. Chloroquin 85 bildet einen Kom-
plex mit FPIX und verhindert auf diese Weise seine Aggregation zum Hdmozoin. Der
Chloroquin-FPIX-Komplex seinerseits interagiert wahrscheinlich mit einer noch zu iden-
tifizierenden Membranstruktur und 16st dadurch die Ausschiittung von Ca2+-Ionen aus,
so dass Transportvesikel, die Himoglobin zur Nahrungsvakuole transportieren, vorzei-

[145

tig fusionieren. ['431 Abweichende Theorien gehen davon aus, dass der Chloroquin-FPIX-

Komplex in das Cytosol gelangen kann, und dort die Aktivitdt verschiedener Enzyme

inhibiert. [146]

Durch den tiberméfiigen Einsatz des Chloroquins 85 als Antimalariawirkstoff sind bei

108



4.1. Einleitung

(Nahrungsvakuole)

-4— Fe(lllPIX -w-—Fe(ll)PIX

Fe(ll)PIX:
Chloroquin Hamoglobin
Hamozoin /
Yy l Arylamino-
alkohole
Chloroquin

Parasit

Erythrozyt

Abb. 4.4. Vorgeschlagener Wirkmechanismus des Chloroquins 85. Adaptiert nach Schlitzer!143!

P. falciparum Resistenzen gegen 4-Aminochinoline in vier unterschiedlichen Regionen der
Welt unabhédngig voneinander entstanden. Die Verbreitungsgebiete resistenter Staimme
erstrecken sich heute beinahe auf das gesamte Verbreitungsgebiet der Malaria. Die Resis-
tenz wird von einer Punktmutation (K76T) des Chloroquin-Resistenz-Transporters (CRT)

t.[147] Seine eigentliche

bedingt, der sich in der Membran der Nahrungsvakuole befinde
physiologische Bedeutung ist noch unbekannt. Durch den Austausch des in der Seiten-
kette positiv geladenen Lysins gegen ein Threonin wird scheinbar die Abstoffung des
dikationischen Chloroquins 85 aufgehoben und der Transport der Substanz iiber die

Membran der Nahrungsvakuole hinaus ermoglicht. [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 gegeniiber leicht Chloroquin-resistenten Staimmen
noch Wirkung, kann jedoch ebenfalls nicht mehr gegen hochgradig Chloroquin-resistente
Erreger eingestzt werden. Bei praventiver Applikation iiber mehrere Wochen kénnen
gefdhrliche Leberschdden als Nebeneffekt auftreten. Als preisgiinstige Antimalariaver-

bindung wird Amodiaquin 86 heute noch in Entwicklungsldandern, v. a. in der Kombina-
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MeO

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 Aktivitat
im nanomolaren Bereich gegen Chloroquin-resistente Staimme. 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 vollstindig bekannt,
wahrscheinlich interagieren die Substanzen mit der selben (noch nicht identifizierten)
Membranzielstruktur der 4-Aminioquinoline. Allerdings kommt es hierbei zu einer inhi-
bierten Ca2+-Aussch1'ittung, so dass die Hamoglobin-Vesikel nicht mit der Nahrungsva-
kuole fusionieren konnen. Der prophylaktische Einsatz von Mefloquin 87 zeigt in 5-29 %
der Félle psychische Nebenwirkungen, wie beispielsweise Schlafstorungen, Depression
oder Panikattacken. Neuere Studien legen nahe, dass das (-)-Erythro-Diastereomer fiir

[149]

diese Nebenwirkungen verantwortlich sein konnte. Das stereoisomerenreine (+)-

Mefloquin befindet sich deshalb z. Zt. in praklinischer Evaluierung.

8-Aminochinoline

Charakteristisch fiir 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 eingefiihrt wurde. Es un-
terscheidet sich von anderen Wirkstoffen darin, dass es gegen alle Leberstadien der Plas-
modien wirksam ist. Eingesetzt wird es zur vollstindigen Eliminierung der Hypnozoiten
(hepatische Dauerform) bei Infektionen mit P. vivax und P. ovale. Der Wirkmechanismus

der 8-Aminoquinoline ist noch nicht vollstindig geklart.

Artemisinine

Extrakte des einjahrigen Beifufles (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-
tallige 1,2,4-Trioxan-Substruktur auszeichnet. Dieses Endoperoxid ist fiir die Antimalaria-
Aktivitat des Naturstoffs essentiell. Als Antimalaria-Wirkstoffe werden aber vor allem
semisynthetische Derivate des Artemisinins 89 verwendet, da der Naturstoffin wéssrigen
Medien schlecht 16slich ist. Durch Reduktion des Laktons gelangt man zum Halbacetal
Dihydroartemisinin 90, welches durch Methylierung in das Vollacetal «Artemether» 91
tiberfiihrt werden kann. Dariiberhinaus erhélt man durch Veresterung mit Bernsteinsdure
das Artesunat 92, welches deutlich wasserldslicher ist als der Naturstoff Artemisinin 89
und deshalb oral bzw. intravenos 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 im Cytoplasma Fe(II)-katalysiert gespalten
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Fe) | L HO | H ] | »  Reaktion

mit PATP6

89 93

Abb. 4.7. Vorgeschlagener Wirkmechanismus der Artemisinine. Die Struktur eines mdglichen re-
aktiven C-Radikals des Artemisinins 89 nach Fe(ll)-katalysierter Reaktion ist gezeigt.

wird, und dass ein reaktives C-Radikal (z. B. 93) selektiv die ATP-abhidngige Ca2+-Pumpe
PfATP6 des Endoplasmatischen Reticulums inhibiert (Abbildung 4.7). (150]

Antifolate

Waéhrend Folsdure (VitaminBg) vom Menschen stindig mit der Nahrung aufgenom-
men werden muss, besitzen viele Mikroorganismen wie z. B. Bakterien und Plasmodien
den kompletten Biosyntheseweg, um Folsdure aus einfachen Vorstufen aufzubauen. Die
beiden Schliisselenzyme dieses Stoffwechselwegs Dihydropteroatsynthase (DHPS) und
Dihydrofolatreduktase (DHFR) werden schon seit langem als Zielstrukturen fiir verschie-
dene Antiinfektiva gegen Bakterien und Plasmodien genutzt (Abbildung 4.8). Die DHPS
tehlt bei Menschen génzlich, wihrend die bakterielle bzw. plasmodiale DHER strukturell
hinreichend verschieden zur DHFR des Menschen ist. In der Therapie werden haufig
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. Fiir beide Inhibitoren sind
mittlerweile Resistenzen bekannt, die durch Punktmutationen in den jeweiligen Enzy-

men entstehen und eine verminderte Affinitit 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 erklart
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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-dhnlich sind. Dies
sind die Mitochondrien und die Apicoplasten. Wahrend die Mitochondrien in nahezu
jeder eukaryotischen Zelle vorhanden sind und nach der Endosymbiontentheorie proka-
ryotischen Ursprungs sind,[!5!] ist die Identitit des Apicoplasten erst seit 10— 15 Jahren
bekannt.[152153] 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 (frither auch Sporozoa: Sporentierchen). Zu den Apicomplexa gehdren
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).'%°! Das Organell
enthilt ein eigenstdndiges 35-kb zirkuldres DNA-Molekiil, repliziert sich durch Teilung
wiahrend der Zellteilung der Gesamtzelle und wird durch eine vierfache Membran vom
Cytosol abgegrenzt. Aufgrund dieser und anderer Eigenschaften wurde eine sekundére
Endosymbiose als Ursprung der Apicoplasten postuliert, d. h. sie entstanden wahrschein-
lich nach Einverleibung eines Plastid-enthaltenden einzelligen Eukaryoten durch einen

n.[1%6] Bei dem Plastid-enthaltenden Eukaryoten handelte es sich wahr-

o.[157]

zweiten Eukaryote

scheinlich um eine Rotalg Fiir die gesamte Gruppe der Apicomplexa scheint nur ein

einziger endosymbiotischer Vorgang stattgefunden zu haben. 158l

Das Apicoplastengenom ist den Chloroplastengenomen heutiger Pflanzen sehr dhn-
lich, wobei der Apicoplast die Funktion der Photosynthese verloren hat. Im Laufe der
Evolution wurden viele prokaryotische Gene in den Gast-Nukleus transferiert, &hnlich
wie es auch bei den Mitochondrien der Fall ist, so dass das heutige Apicoplasten-Genom
nur noch 35-kb an DNA enthilt. Dieses reduzierte Genom codiert fiir ungefahr 30 Protei-

ne, wahrend bis zu 500 weitere Proteine (~ 10 % des gesamten Proteoms) kern-codiert sind

und in den Apicoplasten importiert werden (NEAT-Proteine: nuclear-encoded apicoplast-

114



4.1. Einleitung

targeted). Jede Zelle bei P. falciparum enthilt nur einen Apicoplasten und ein Mitochondri-
on, die funktional und auch rdumlich eng miteinander verzahnt sind. Beide Organellen

werden «miitterlicherseits» weitervererbt und sind fiir 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 lebensfdhig,
ein Befund, der noch nicht vollstindig erkldart werden kann. Das Organell hat die Fa-
higkeit zur Photosynthese verloren, behielt aber einige charakteristische prokaryotische
Stoffwechselwege bei. Hierzu gehoren beispielsweise die Him-Biosynthese, die Typ 1I
Fettsaurebiosynthese und die Isoprenoidbiosynthese (Ubersichtsartikel [155159]),

Da ein funktionierender Apicoplast fiir das Uberleben der Parasiten essentiell ist, bietet
er sich als Zielkomponente fiir die Entwicklung antiplasmodialer Verbindungen an. [1¢0]
Durch die grole Ahnlichkeit zu Prokaryoten konnten viele der etablierten antibakteriel-
len Antibiotika potentiell auch fiir einen Einsatz gegen die Parasiten in Frage kommen.
Besonders interessant in diesem Zusammenhang ist, dass viele der potentiellen Zielstruk-
turen (fargets) beim Menschen nicht vorhanden sind. Die weite Verbreitung und die nahe
Verwandtschaft der Apicoplasten innerhalb des Phylums der Apicomplexa, das eine grofie
Anzahl wichtiger Parasiten umfasst, lassen hoffen, dass antiplasmodiale Verbindungen,
die gegen den Apicoplasten entwickelt werden, auch gegen andere parasitdre Vertreter

der Apicomplexa einsetzbar sind.

Der delayed death Effekt

Schon in den 1950er Jahren wurde die Aktivitdt verschiedener Antibiotika gegen Plas-
modien untersucht.[1!l Das Interesse an neuen Antimalariaverbindungen war jedoch
gering, weil damals noch effektive und kostengiinstige Substanzen (z.B. Chloroquin 85)
zur Behandlung von Malaria zur Verfiigung standen.

In spdteren Untersuchungen zur Aktivitit der Antibiotika gegen Apicomplexa-

Parasiten fiel auf, dass sich die Wirksamkeit mancher Substanzen gegen Toxoplasma gondii
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mit ldngeren Expositionszeiten drastisch erhohte.!19%13] Dieser Effekt wird als delayed
death Effekt bezeichnet. Er ist dadurch definiert, dass zu Beginn relativ hohe Konzentra-
tionen des Antibiotikums notig sind, um eine moderate Wachstumshemmung nach 48 h
zu erreichen, wahrend im darauffolgenden asexuellen Zyklus eine ungefahr 10-fach ho-
here Sensitivitdt der mit dem Antibiotikum vorbehandelten Plasmodien zu beobachten
ist (IC50(48h) > 10 x IC50(96 h)).[1>*] Im ersten intrazelluldren 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 ausschliefilich wahrend des ers-

[3

ten Replikationszyklus (in den ersten 48 h) zugegen ist.[3*] Auch in diesem Fall sterben

die Parasiten im nachfolgenden Replikationszyklus ab.

Wabhrscheinlicher 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).14 Nach dieser Theorie bewirkt die Inhibierung der Ribosomen des Apicoplasten,
dass das Organell die fiir den Import der kern-codierten Proteine notwendigen Proteine
mittels eigener Translation nicht mehr in geniigender Menge herstellen kann. Da die meis-
ten der Apicoplasten-Proteine vom Zellkern codiert werden, und deshalb in das Organell
importiert werden miissen, wird der Apicoplast in seiner Funktion massiv beeintrachtigt.
Dies fiihrt letztendlich dazu, dass die Parasiten nicht mehr lebensfahig sind. Der Effekt
manifestiert sich jedoch nicht sofort, da die Apicoplasten vorerst durch ihre vorhandene
Proteinausstattung metabolisch funktional sind. Erst nach Weitergabe der translations-
gehemmten Apicoplasten an die nachfolgende Generation, die vermutlich einen erneuten
Import von Proteinen verlangt, kommt es zur Ausbildung funktionsunfahiger Apicoplas-
ten. Wahrscheinlich werden die metabolischen Fihigkeiten des Apicoplasten gerade bei
der Bildung der Tochter-Zellmembranen auf der Stufe der Schizonten benétigt, da dieser
fiir die Fettsdurebiosynthese verantwortlich ist.

Unterstiitzt 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!'®! (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

166] In

den Apicoplasten importiert werden, im niedrigen nanomolaren Bereich inhibiert.
Einklang mit der Hypothese, dass der delayed death Effekt durch eine Stérung 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 ausschliefilich auf das Blockieren des Proteinimports in den
Apicoplasten zurtickzufiihren ist.

Dass die anabolischen Funktionen des Apicoplasten essentiell fiir die Uberlebensfihig-
keit der Plasmodien sind, und dass die Hemmung der Fettsdurebiosynthese einen direk-
ten Effekt auf das Plasmodien-Wachstum hat, wird durch Studien der prokaryotischen
FAS-II (fatty acid synthesis) Inhibitoren untermauert. [’ 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 fur die Behandlung von Malaria

Aufgrund ihrer langsamen Wirkungsweise sind Antibiotika nur bedingt fiir die Therapie

von Malariaerkrankungen geeignet. Im Vergleich zu zwei Tagen bei den klassischen An-
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Tab. 4.1. Wirkung ausgewahlter Antibiotika auf das Wachstum der Plasmodien. (Modifiziert und
erganzt nach154]),

Verbindung Klasse / Merkmal Angriffspunkt Effekt Literatu r
Ciprofloxacin Fluorchinolon DNA-Gyrase delayed death (?)? [39,168]
Rifampicin Rifamycin RNA-Polymerase sofort (?)2 [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 / Proteasom?  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]

% abweichende Ergebnisse in verschiedenen Studien. Angegeben ist der am haufigsten beobachtete
Effekt.
b vgl. Kapitel 4.2, 4.3.
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timalariasubstanzen dauert die Behandlung beim Einsatz von Antibiotika ungefdhr 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 gehorige Antibiotikum Doxycyclin 100

neben Mefloquin 87 als Einzelkomponente zur Prophylaxe von Malaria eingesetzt.[174]

Gegen Malaria inaktive Antibiotika

Antibiotika der Gruppe der p-Lactame (z. B. Penicilline) sind aufgrund des fehlenden Wir-
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 Aktivitdt in Plasmodien aufweisen. Hierzu gehoren
die Aminoglycoside Gentamicin und Kanamycin.['”!]' Auch das synthetische Linzolid,
das ebenfalls am prokaryotischen Ribosom angreift, ist nicht gegen Plasmodien aktiv. [!7"]
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. Aktivitat 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
angehort. Durch Sequenzvergleich der GTPase-Doménen-Abschnitte (Basen 1051-1109,
E. coli-Nummerierung) der 23 S-rRNA aller drei Genome wurde eine starke Ahnlichkeit
der Apicoplasten-TRNA mit den dquivalenten eubakteriellen rRNAs festgestellt.[3817]
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 A1%7 und A19% der
bakteriellen 23 S-rRNA sind an der Bindung des Thiostreptons 3 an das Ribosom beteiligt
(Kapitel 3). Aufgrund dieser Ahnlicheit wurde postuliert, dass Thiostrepton 3 auch an

die Apicoplasten-rRNA binden kénnte, und infolgedessen die Apicoplasten-Translation

hemmen wiirde. Tatsdchlich konnte eine Wachstumsinhibierung von P. falciparum durch

119



4. Wirkort: Proteasom

Thiostrepton 3 mit einem ICs5 von 1.8 um!38 bzw. 3—5 um![”?l 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, wihrend es bei der Zellkern-codierten rRNA zu keiner Bindung
kommt.[175176] Diese Ergebnisse verfestigten die Annahme, dass Thiostrepton 3 die Trans-
lation speziell des Apicoplasten inhibiert. Interessanterweise fiithrt die Punktmutation
A1067U der Apicoplasten-rRNA dazu, dass Thiostrepton 3 nicht mehr bindet.!!7¢! Dies
stellt einen bekannten Resistenzmechanismus bei Bakterien dar (Kapitel 3). Die Terti-
arstruktur der rRNA scheint bei der Apicoplasten-rTRNA und der eubakteriellen rRNA
sehr dhnlich zu sein, obwohl nur ca. 60 %-Identitit zwischen den Sequenzen besteht.[17¢]
Hieraus ldsst sich die Sensitivitdt der Apicoplasten-Translation gegeniiber Thiostrepton 3

ableiten.

Uber den ersten funktionalen Nachweis, dass Thiostrepton 3 auf Ebene der

1771 Zunachst

Apicoplasten-Translation wirkt, berichteten Habib et al. im Jahr 2005.!
konnte gezeigt werden, dass die Translation des Apicoplasten bei P. falciparum aktiv ist.
Dazu wurde das Apicoplasten-codierte Protein EF-Tu (tufA) als Translationsprodukt mit-
tels spezifischer Antikorper durch Fluoreszenzmikroskopie im Apicoplasten lokalisiert
und nachgewiesen. Die hochsten Konzentrationen wurden dabei im Trophozoitenstadi-
um beobachtet. Zur Untersuchung des Einflusses von Thiostrepton 3 auf die Translation
des Apicoplasten wurden die Plasmodien mit 4 um Thiostrepton 3 {iber einen Zeitraum
von 24 h inkubiert. Es ergaben sich 45—-50 % niedrigere Konzentrationen an EF-Tu als bei

Wachsumsbedingungen ohne Thiostrepton 3. Bezeichnenderweise wurde 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 ausiibt. Beispielsweise konnte mit 4 um Thiost-

repton 3 eine Reduktion der Parasitimie schon nach 40h erzielt werden, zu einem Zeit-

177

punkt wenn die Parasiten den zweiten Infektionszyklus beginnen.[1””] Auferdem wurde

die Entwicklung im ersten Generationszyklus vom Trophozoiten zum Schizonten ver-

[177]

langsamt. 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
Ubertragungsrate von Parasiten durch Behandlung von mit P. berghei infizierten Mausen
mit Thiostrepton 3 um den Faktor 10 verringert werden. [178]

Obwohl aufgezeigt werden konnte, dass Thiostrepton 3 dhnlich wie andere gegen Ma-
laria aktive Antibiotika die Translation des Apicoplasten inhibiert, lassen sich die Effekte
des Thiostreptons 3 auf Plasmodien hiermit nicht vollstandig erkldren. Morphologisch
dhneln mit Thiostrepton 3 behandelte Plasmodienzellen eher solchen, die mit Substan-
zen in Kontakt waren, die in den Hdmoglobin-Verdau eingreifen. Zusammengenommen

scheinen demnach neben dem Apicoplasten als Wirkort des Thiostreptons 3 noch andere

Zielstrukturen eine Rolle zu spielen.

Antimalariaaktivitat der Thiopeptide Micrococcin, GE2270 und Amythiamycin A

Neben Thiostrepton 3 wurden auch andere Thiopeptide auf ihre Aktivitit gegen den
Malariaerreger P.falciparum hin untersucht. Fiir Microccocin 7 wurde eine auffallend
hohe Wachstumshemmung mit einem ICsp-Wert von 35nm berichtet, was einer 100-
fach niedrigeren Konzentration entspricht als der gleiche Wert fiir Thiostrepton 3.[17]
Ahnlich wie bei Thiostrepton 3 wurde diese hohe Aktivitit schon nach 48 h beobachtet
(kein delayed death).

Die Thiopeptide GE2270 A 4 und Amythiamycin A zeigten ebenfalls sehr hohe inhibi-
torische Aktivitat auf das Wachstum von P. falciparum mit ICsp-Werten von 300 nm bzw.
10nm. 18 Fir GE2270 A 4 konnte eine Bindung an den rekombinanten Elongationsfak-
tor EF-Tu (Gen tuf des Apicoplasten-Genoms) von P. falciparum durch mobility shift assays

biochemisch nachgewiesen werden. 18]

4.1.5. Kombinationstherapien

In der Therapie von Malariaerkrankungen werden hdufig zwei oder mehrere Wirkstoffe,
die verschiedene Wirkmechanismen aufweisen, simultan in sogenannten Kombinations-
therapien eingesetzt. [143154] Hierfiir gibt es zwei Hauptgriinde: 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. Die WHO 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 seiner Derivate. Die Artemisinine sorgen fiir eine schnelle Befreiung
von der Parasitdmie und ihrer Symptome, wobei die Erregerzahl um den Faktor 10 000
pro asexuellem Generationszyklus (48 h) reduziert wird. Gebrauchliche Kombinationen
sind beispielsweise Artesunat 92 + Amodiaquin 86, Artesunat 92 + Mefloquin 87 oder

Artesunat + Sulfadoxin 94 bzw. Pyrimethamin 95.

Antibiotika miissen in der Malariatherapie aufgrund des delayed death Effekts und der
daraus resultierenden verzogerten 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 gehort zur Gruppe der Tetracyclin-Antibiotika und
bindet an die 16 S-rTRNA der 30 S-Untereinheit des prokaryotischen Ribosoms in der
Néhe der Aminoacyl-Bindestelle (A site). Infolge der Bindung kommt es zur Translati-
onshemmung. Nach 48 h zeigte Doxycyclin 100 in Wachstumsassays von P. falciparum-

Laborstammen einen ICsp von 8 —15 pm, nach 144 h einen ICsp von 0.5 pm. [181]
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Das Antibiotikum Azithromycin 101 (Abbildung 4.11), das zur Gruppe der Makrolid-
Antibioka z&hlt, befindet sich als Kombinationstherapie zusammen mit Chloroquin 85
in klinischer Entwicklung (Phase III, Pfizer). Es bindet an die grofie 50 S-Untereinheit
prokaryotischer Ribosomen und blockiert den Austrittstunnel des wachsenden Peptids.
Als Monotherapie schiitzt 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.['82] ITn Wachstumsassays
wurden ICsp-Werte von 43 -66 um (72h) (183] ynd 20nm (120 h) 184 bestimmt. Synergis-
tische Effekte konnten in Kombination mit Chinin 83 in klinischen Studien festgestellt
werden. 18] Im Gegensatz zu Doxycyclin 100 kann Clindamycin 102 auch bei Schwan-
gerschaft und bei kleinen Kindern eingesetzt werden. Eine weitere Kombinationstherapie
besteht aus Clindamycin 102 und Artesunat 92.

Ein grofler 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 «schiitzt» in der Kombinationstherapie die andere Substanz vor Resisten-
zentwicklung, da durch die Kombination eine vollstindige Befreiung von den Parasiten
(clearance) erreicht wird, die durch die erste, schneller wirkende Substanz nicht getotet
wurden. Malariaerkrankungen gehen zudem oftmals mit 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
wirksamen Antibiotika hadufig 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.18] Die genauen Wirkmechanismen sind bisher nicht vollstindig aufgeklart,
jedoch scheinen die Inhibitoren die Regulation der Differenzierungsvorgange zu beein-

trachtigen, die mit dem Fortschreiten der Entwicklungsstadien einher gehen.!'8”] Mit
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den Proteasominhibitoren bietet sich eine gdnzlich neue Klasse von Wirkstoffen an, die

Potential in der Malariatherapie haben konnten.

4.1.7. Das Proteasom

Zur Uberlebensfihigkeit der Zellen ist es notwendig, dass sie einen ausbalancierter Prote-
inhaushalt aufrecht erhalten konnen (Homeostase). Hierzu zdhlt neben der regulierten
Synthese der Proteine auch der kontrollierte Abbau von funktionsunfihigen Proteinen,
die durch falsche Faltung der Proteine oder verschiedene Proteinschddigungen entste-
hen konnen. Dartiber hinaus muss die Lebensdauer von speziellen Regulationsproteinen,
die beispielsweise eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion oder der Genexpression
spielen, fiir die Dauer ihrer vorgesehenen Wirkung in der Zelle begrenzt werden. Zen-
traler Punkt des regulierten, nicht-lysosomalen Proteinabbaus ist sowohl bei Eukaryoten

188,1891 Wichtige Prozesse wie beispiels-

als auch bei machen Prokaryoten das Proteasom. !
weise Zellzykluskontrolle, Zelldifferenzierung, Apoptose, Antigenprozessierung, Prote-
inqualitatskontrolle oder Signaltransduktion werden durch die Funktion des Proteasoms
erst ermdglicht. In Eukaryoten tibernimmt das streng regulierte Ubiquitin- / Proteasom-
System die Funktion des kontrollierten Proteinabbaus.[1°") Die zum Abbau bestimmten
Proteine werden durch Ligation mit dem kleinen Protein Ubiquitin unter Ausbildung 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. [18¢]

4.1.8. Die Proteasomarchitektur

Der Gesamtkomplex des 26 S-Proteaoms besitzt ein Molekulargewicht von 2.5 MDa (Ab-
bildung 4.12). Die Notwendigkeit einer kontrollierten Proteaseaktivitdt 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
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Fassstruktur, deren Zugang durch weitere Proteine an den beiden Enden des Zylinders
beschriankt und reguliert ist. Das eukaryotische 20 S-Proteasom steht in enger strukturel-
ler Verwandtschaft zu regulierenden Proteasen bei Prokaryoten, die teilweise als weniger
komplexe, evolutive Vorlaufer des 20 S-Proteasoms angesehen werden konnen. 1881891 Th-
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
proteolytischen Makromolekiile assoziieren in ihrer physiologisch aktiven Form mit wei-
teren Proteinen, die den Zugang zum Innenraum des Zylinders regulieren. Haufig sind
diese Proteine ebenfalls aus einer zirkuldren Zusammenlagerung von gleichen bzw. dhn-
lichen Untereinheiten aufgebaut. Die Regulationsproteine zeigen ATPase-Aktivitdt und
sind evolutiv den Chaperonen verwandt, die unter ATP-Hydrolyse eine Entfaltung der
Substratproteine mittels Hindurchfadeln durch ihre zentrale Kavitdt bewirken. Viele die-
ser Proteine gehoren zur Familie der AAA+ ATPasen (ATPases associated with diverse cel-
lular activities). Im Zusammenspiel mit den zylinderférmigen, proteolytisch wirksamen
Untereinheiten erkennen die ATPasen ihre Substratproteine und entfalten diese unter
ATP-Hydrolyse, wobei die resultierende ungefaltete Polypeptidkette der inneren Kavi-
tat des proteolytischen Zylinders zugefiihrt wird, und sequentiell hydrolytisch in kurze
Peptide zerlegt wird. Bei Prokaryoten findet man beispielsweise das Protease-System
HsIUV (synonym auch ClpYQ genannt), das aus dem ATPase-Komplex HslU und dem

Peptidase-Komplex HslV zusammengesetzt ist.[11]

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 a- und f-Untereinheiten aufgebaut, die ihrerseits in leicht abgewandelter
Form (a1-7 und 1-7) vorliegen. Es ergibt sich die Gesamtstochiometrie a1_7f1-781-7a1-7
des 20 S-Zentralpartikels, wahrend man bei der 19 S-Kappe zwischen einer Basis- (base)
und einer Deckel- (lid) Komponente unterscheidet. Bei den eukaryotsiche Proteasomen ist
die 19 S-Basis durch sechs verschiedene AAA+ ATPase-Untereinheiten aufgebaut, die fiir

die Entfaltung und Translokation der Proteinsubstrate verwantwortlich sind, wahrend
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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-
fuhrt.

der 19S-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 tiber weite Teile
des evolutiven Stammbaums der Organismen hoch konservierte Proteinkomplexe dar-
stellen.!%2] Generell ist wéhrend 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
haufig um bis zu 50 % grofier, da sie Einschiibe homo- oder heteropolymer Wiederholun-
gen (meist aus den Aminosduren Asparagin, Lysin oder Glutaminsdure) niedriger Kom-
plexitat zwischen Proteindoménen besitzen.!3l Diese als low complexity regions (LCR)
bekannten Sequenzen bilden meist ungefaltete Bereiche und befinden sich hdufig auf
der Oberfldache der Proteine. In Plasmodien sind die Untereinheiten 1, 3 und 7 durch

194] Thre biologische Funktion ist bisher noch unbekannt

[195]

LCR-Einschiibe gekennzeichnet. !

— eine mogliche Umgehung des Wirtsimmunsystems wird diskutiert.
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NNy e ’\Q =

26S Proteasom 208

O AMP + PP

Ub+ATP
198

Proteolyse
Substrat-
Ubiquitin-Aktivierung Ubiquitinierung

Abb. 4.13. Schematische Darstellung des Ubiquitin- / Proteasom-Systems. Adaptiert nach Meus-
ser etal.[1%9

4.1.9. Das Ubiquitin-System

Das Ubiquitin-/Proteasom-System vermittelt den intrazelluldren Proteinabbau falsch ge-
falteter oder beschddigter Proteine sowie den Abbau regulatorischer Proteine, deren Ak-

tivitit zeitlich oder raumlich begrenzt werden muss. 1961971

Hierzu werden die Zielprote-
ine durch Konjugation mit einem oder mehreren Einheiten des kleinen Proteins Ubiquitin
markiert. Als Abbausignal fiir das Proteasom miissen mindestens vier Ubiquitinmolekiile
kettenartig mit dem Zielprotein konjugiert werden (Polyubiquitinierung). Die Konjugati-
on ist ein regulierter Vorgang, der iiber eine konsekutive Kaskade von drei verschiedenen
Enzymtypen (E1-E3) vermittelt wird (Abbildung 4.13). E1 stellen Ubiquitin-aktivierende
Enzyme dar, die Ubiquitin unter ATP-Hydrolyse iiber einen Thioester binden und da-
mit aktivieren. In einem zweiten Schritt tibertragt E1 das aktivierte Ubiquitin auf ein
Cystein eines E2 Ubiquitin-konjugierenden Enzyms in einer Transthioesterifikation. E3-
Enzyme transferieren schliefdlich das Ubiquitin auf einen Lysinrest des Zielproteins unter

Ausbildung einer Isopeptidbindung. 1981

Das Ubiquitin-System wurde zuerst alleinig in Zusammenhang mit dem proteasoma-
len Abbau in Verbindung gebracht. Mit der Zeit wurden jedoch eine zunehmende Anzahl
an zusédtzlichen 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
ThrlOy-Atom des N-terminalen Threonins reagiert mit der Peptidbindung des Sub-
strats.

4.1.10. Die Proteaseaktivitaten der einzelnen Untereinheiten

Eukaryotische Proteasomen besitzen drei verschiedene Arten katalytisch aktiver, pro-
teolytischer Zentren (Abbildung 4.14). Allesamt zdhlen sie zu den Threonin-Proteasen,
wobei jeweils die y-Hydroxylgruppe des N-terminalen Threonins nukleophil mit dem
Substrat reagiert (Schema 4.1). Die Untereinheit f; beherbergt die Caspase-dhnliche
Aktivitdat (Spaltung nach sauren Resten), B, die Trypsin-dhnliche Aktivitat (Spal-
tung nach basischen Resten) und S5 die Chymotrypsin-dhnliche Aktivitat (Spaltung
nach hydrophoben Resten). Die Caspase-dhnliche Aktivitdt wird teilweise auch als
Peptidylglutamylpeptidhydrolase-Aktivitdt bezeichnet (PGPH). Die Zentren wurden in
Anlehnung an die bekannten Proteasen nach ihren charakteristischen Substratspezifita-

ten benannt.

Strukturell wird die Substratspezifitdt mafigeblich von der S1-Tasche der jeweiligen
Untereinheit bestimmt, die den Aminosdurerest P1 des gebundenen Peptids beherbergt
(Abbildung 4.14).[2%%] P1 bezeichnet nach allgemeiner Protease-Nomenklatur den Ami-

nosdurerest vor (d.h. N-terminal) der zu hydrolysierenden Peptidbindung. Besonders
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Abb. 4.14. Struktur der Substratspezifitats-Taschen am Beispiel des S. cerevisiae 20S Pro-
teasoms. A) Lokalisierung der proteolytisch aktiven Zentren (rot) im Inneren des Pro-
teasoms (freigelegte Ansicht). Grun: a-Untereinheiten, blau: g-Untereinheiten. B) Ver-
grolRerte Ansicht der g;-Untereinheit. Das aktive Zentrum (rot) liegt in einer Spal-
te. C) Spezifitdts-S1-Taschen der jeweiligen Untereinheiten. Adaptiert nach Dohmen
etal.[189,

wichtig fiir die Substratspezifitit ist die Art der Aminosdure in Position 45 des Proteasoms
(Thermoplasma acidophilum Nummerierung). Die Eigenschaft der Caspase-dhnlichen p-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 Substratspezifititen auf experimentellen Daten mit
chromogenen Substraten basiert, reprasentiert diese Einteilung nicht zwangsldufig die
Spezifititen der physiologischen Substrate. Hinzu kommt, dass die aktiven Zentren nicht
besonders spezifisch fiir ihre Substrate sind. Insgesamt besitzt das eukaryotische Pro-
teasom sechs proteolytisch aktive Zentren (zweijeden Typs). In Zellen des Inmunsystems
werden die katalytisch aktiven Untereinheiten durch die spezielle Untereinheiten f1;, f2;

und fs; ersetzt, so dass eine leicht abweichende Substratspezifitit des Proteasoms resul-

129



4. Wirkort: Proteasom

tiert.[?l Das sog. Immunoproteasom produziert tendenziell kiirzere Peptide, die von

MHC-Klasse-I-Komplexen auf der Zelloberfliche den Immunzellen prasentiert werden.

4.1.11. Inhibitoren des Proteasoms

Aufgrund der zentralen Stellung des Ubiquitin-/ Proteasom-Systems im Proteinhaushalt
der Zelle haben Inhibitoren des Proteasoms grofie biologische Bedeutung.[?0>20%1 Das
Interesse an diesen Hemmstoffen begriindet 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, Spezifitiat oder Reversibilitat
nach sich ziehen. Man unterscheidet generell zwischen kovalenten und nicht-kovalenten
Inhibitoren des Proteasoms. Die meisten der bisher bekannten Inhibitoren besitzen reakti-
ve Gruppen, mit denen sie das N-terminale katalytische Threonin kovalent modifizieren.
Diese Inhibitoren gelten als mechanismusbasiert, da sie sich meist von Peptidsubstraten
ableiten und in vergleichbarer Art und Weise wie das Substrat von der y-Hydroxylgruppe
des N-terminalen Threonins nukleophil angegriffen werden. Neben synthetischen Mole-

kiilen sind auch einige Naturstoffe als Proteasominhibitoren bekannt.

e Synthetische Peptidaldehyde waren die ersten literaturbekannten Proteasominhi-
bitoren. Der Aldehyd reagiert dabei mit der y-Hydroxygruppe des Thrl unter Aus-
bildung eines Hemiacetals. Typischerweise gelangen die Peptidaldehyde schnell in
die Zellen, zeigen aber reversible Wirkung aufgrund der Hydrolyseempfindlichkeit
des Hemiacetals und der schnellen Metabolisierung des Aldehyds. Die Strukturen
des synthetischen Inhibitors MG132 103 (Z-LLL-al) und des Naturstoffs Fellutami-
de B 1042"] sind nachfolgend gezeigt.
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e Die synthetischen Vinylsulfone reagieren als Michael-Akzeptoren ebenfalls mit
der y-Hydroxygruppe des N-terminalen Threonins. Sie sind weniger reaktiv als
die entsprechenden Aldehyde, binden aber irreversibel im aktiven Zentrum des
Proteasoms.[?%] Die Struktur des MG132-verwandten Inhibitors NLVS 105 (Nip-

mg "y
0o IMe

LLL-vs) ist angegeben.

105

e Die synthetischen Peptidboronate zeigen deutlich hohere Aktivitit 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-
tat gegentiber harten Nukleophilen wie Sauerstoff. Das freie Elektronenpaar des
Thr1Oy 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.[2%!

[ﬁ P

106

e Der zu den Epoxyketonen zdhlende 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 Thr1Oy mit dem Carbonyl
des Epoxyketons ein Hemiacetal (vgl. Peptidaldehyde). AnschliefSend 6ffnet die
Amingruppe des Threonins das Epoxid, so dass ein stabiler Morpholinring ent-
steht.[2192111 Epoxomicin zeigt sehr hohe Selektivitit beziiglich des Proteasoms
gegeniiber anderen Proteasen. Dies wird darauf zuriickgefiihrt, 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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e Die Naturstoffe aus der Gruppe der makrozyklischen Vinylketone reagieren ver-

132

gleichbar mit den Vinylsulfonen in einer Michael-Additionsreaktion mit der y-
Hydroxygruppe des N-terminalen Threonins. Die verwandten Naturstoffe Syrin-
golin A 108 und Glidobactin A 109 wurden aus einem Pseudomonas syringae-Stamm

bzw. aus einem unbekannten Stamm der Ordnung Burkholderiales isoliert.[?!?]




4.1. Einleitung

e Das zur Gruppe der -Lactone gehorige Lactacystin 110 war der erste bekannte
Naturstoff, der als Proteasominhibitor identifiziert wurde.?!3] In wassriger Lo-

sung bei pH 8 hydrolysiert Lactacystin 110 zur biologisch aktiven Substanz clas-

to-Lactacystin-g-Lacton 111 (Omuralid), welche das reaktive f-Lacton enthalt.[?!4]

Clasto-Lactacystin reagiert selektiv mit der y-Hydroxygruppe des N-terminalen

Threonins der fs-Untereinheit des Proteasoms unter Ringoffnung des f-Lactons. 20!

Me
0 H
Oy_OH g o °
NHAC - NHAcCys Y

Me OH

110 111

Im Gegensatz zu allen anderen zuvor beschriebenen Proteasominhibitoren zdhlen die

nun folgenden Inhibitoren zu den nicht-kovalenten, reversiblen Inhibitoren.

e Das zyklische Peptid TMC-95A 112 und die verwandten Molekiile (TMC-95 B-D)
wurden aus dem Pilz Apiospora montagnei isoliert und blockieren alle drei proteo-
lytischen Aktivitdten des Proteasoms kompetitiv.[215216] Die Inhibitoren bilden im
aktiven Zentrums des Proteasoms ein enges Netzwerk aus Wasserstoffbriickenbin-

dungen mit konservierten Resten des Proteasoms aus. [?17]

e Das zyklische Peptid Argyrin 22 wurde aus dem Myxobakterium Archangi-

88891 Es konnten anti-Tumor Eigenschaften

um gephyra isoliert (vgl. Kapitel 2.2.4).
aufgezeigt werden, die iiber eine Stabilisierung des Proteins p27X/! durch Pro-

teasominhibition vermittelt werden.[?0?18] Argyrin 22 besitzt dhnliche hohe Akti-
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vitdt gegen das Proteasom wie Bortezomib 106 bzw. MG132 103. Kiirzlich 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. [21°]
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22

[220] wwird von verschiedenen Strep-

e Das makrozyklische Polyketid Kendomycin 113
tomyces-Arten produziert und besitzt sowohl starke antibiotische Aktivitdt gegen
Gram-positive und Gram-negative Bakterien, als auch zahlreiche Aktivitdten ge-
gen Sdugetierzellen. Von Miiller et al. konnte vor kurzem gezeigt werden, dass die
Wirkung von Kendomycin 113 auf eukaryotische Zellen zumindest teilweise durch

die Inhibition des Proteasoms erklirt werden kann. 2211

4.1.12. Untereinheiten-spezifische Proteasominhibitoren

Bisher ist wenig dariiber bekannt, welche genaue Funktionen die verschiedenen f-
Untereinheiten mit ihren unterschiedlichen Substratspezifitdten in der Zelle iiberneh-
men. 2% Mehrere Studien deuten darauf hin, dass die Chymotrypsin-dhnliche Aktivitat

(B5) den grofsten Beitrag zur Proteinhydrolyse liefert und besonders wichtig fiir ver-
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schiedene zelluldre Funktionen ist.[?22224] Allerdings kann die Peptidhydrolyse in Sau-

getierzellen erst komplett unterbunden werden, wenn f5 und mindestens eine weitere

2251 Géngige Inhibitoren zeigen bisher wenig Spezifi-

226]

Untereinheit gehemmt werden. |
tit beziiglich einer bestimmten Untereinheit.[??] Auch in der Therapie wird mit Bor-
tezomib 106 ein Proteasominhibitor verwendet, der recht unspezifisch ist und neben
der Bs-Untereinheit auch die f;-Untereinheiten inhibiert.[??®! Es stellt sich die Frage, ob
Untereinheiten-spezifische Wirkstoffe eine gezieltere Therapie mit weniger Nebenwir-
kungen ermoglichen wiirden. Es besteht daher ein grofier Bedarf an spezifischen Inhi-
bitoren und spezifischen Sondenmolekiilen, um die Erforschung der unterschiedlichen

Aktivititen des Proteasoms voranzutreiben.[22”]
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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 hemmende Wirkung 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 Universitidt Wiirzburg
durchgefiihrt). Hierzu wurden die Plasmodien mit den Substanzen inkubiert und ihre
Uberlebensrate nach 72 h mittels Malstat-Assay 228221 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 Aktivitdten gegen die Plasmodien aufwiesen. Weiterhin wurde beobachtet,
dass die Oxidation des Thiazolins zum Thiazol im A-Ring des Thiostreptons in einer er-
hohten Wachstumshemmung resultierte. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine kleine
fokussierte Bibliothek von Thiostreptonderivaten unter Anwendung der semisyntheti-
schen Modifikationen Verkiirzung der Seitenkette, Michael-Addition an Deala-Reste und
Oxidation des Thiazolins, und deren Kombinationen 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 fritheren Studien tiberein, die eben-
falls keinen delayed death effect Effekt fiir Thiostrepton 3 fanden.[®®% Der gemessene
ICs9-Wert fiir Thiostrepton 3 mit 10 +2.0 um lag in der gleichen Grofienordnung wie die
bisher verdffentlichten Werte (1.8 —4 um). Wie in Tabelle 4.2 gezeigt, verminderte die Ver-
kiirzung der Seitenkette des Thiostreptons 3 sukzessive die Aktivitdt der Derivate (23
und 27). Im Gegensatz dazu verbesserte die Oxidation des Thiazolins zum Thiazol die

inhibitorische Wirkung um den Faktor sechs (23 und 58). Als genereller Trend konnte be-
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4.2. Ergebnisse

Tab. 4.2. Biologische Aktivitat der Thiostreptonderivate: Wachstumsinhibierung des Malariapa-
rasiten Plasmodium falciparum. Angegeben sind die ICso-Werte nach 72 h Inkubations-

zeit.

Verbindung  Struktur 2 Heterozyklus X @  ICsq [pM]
3 Thiostrepton Thiazolin 10+2.0
23 einfach-verk. Thiostrepton Thiazolin 19+4.1
27 zweifach-verk. Thiostrepton Thiazolin 23+1.1
29 R= 2NN Thiazolin 1.3+05

= NS i i
30 R= X Thiazolin 4312
R= X
31 Thiazolin 34+10
R= A ~..NHAC
28 /\ Thiazolin inaktiv
COOMe
68 Thiostrepton, B-Ring hydrol. Thiazolin inaktiv
58 einfach-verk. Thiostrepton ox. Thiazol 3.1+0.3
44 R= EJ\ Thiazol 35+04
42 R= 2NN Thiazol 25+0.4
45 R= X Thiazol 1.2+0.4
43 R= A OH Thiazol 75+1.9
R= &
41 Thiazol 26+1.3

? Die Platzhalter X und R beziehen sich auf den Rest R bzw. den Heterozyklus X

in Abbildung 4.15.
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4. Wirkort: Proteasom

Abb. 4.15. Erklarung der in Tabelle 4.2 verwendeten Platzhalter R und X zur Kennzeichnung der
fokussierten Thiostreptonderivate-Bibliothek.

obachtet werden, dass die Modifizierung der Seitenkette des Thiostreptons mit lipophilen
Alkylresten mittlerer Lange (C4—Csg) einen verstarkenden Einfluss auf die antiplasmodia-
le Aktivitat 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 iiberpriifen, ob sich die Oxidation und die Lipophilie der Seitenkette syn-
ergistisch auf die Aktivitdt austiben wiirden. Ein solcher positiver Effekt konnte fiir das
Verbindungspaar 30/45 mit einer Verbesserung der Aktivitdit um den Faktor 2-3 ge-
funden werden, jedoch zeigt das Verbindungspaar 29/42 eine fast gleichbleibende bzw.
leicht abnehmende Aktivitdt um den Faktor zwei. Ein moglicher genereller synergisti-
scher Effekt miifite an dieser Stelle durch weitergehende Experimente validiert werden.
Auffallig war, dass polare Derivatisierungen am Thiostreptongrundgeriist eine deutliche
Verschlechterung bzw. Inaktivitdt der Substanzen (43 bzw. 28) bewirkten. Interessanter-
weise steht dieses Ergebnis im Gegensatz zu den gemessenen antibakteriellen Aktivitdten
der hydrophilen Derivatisierungen (Kapitel 3). Die antibakterielle Aktivitdt verringerte
sich eher bei Derivatierung mit lipophilen Alkylresten, wahrend hydrophile Derivati-
sierungen eine hohere Aktivitit aufwiesen. Es wurde weiterhin beobachtet, dass die
Hydrolyse des B-Ring-Lactons (vgl. Kapitel 5) das Molekiil vollstindig inaktiv werden
lief3 (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 konnten. 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 beeintrachtigen (Kapitel 4.1.3). Ande-
rerseits wurde ein abweichendes Wirkprofil der Derivate bei Plasmodien erhalten, das
kontrér zu ihrer Aktivitat bei Bakterien war.

Da es sich bei Plasmodien um eukaryotische Zellen handelt, wurde spekuliert, dass die
Aktivitat auch in anderen eukaryotischen Systemen zu beobachten wére. Wir entschlos-
sen uns deshalb, die Aktivitdtsuntersuchung der Thiostreptonderivate auf eukaryotische
Zellen allgemein auszuweiten. Fiir viele Untersuchungsmethoden bietet diese Herange-
hensweise den Vorteil, dass biochemisches Material leichter zu beschaffen und ungeféhr-
licher zu handhaben ist, als dies fiir Untersuchungen mit infektiosen Plasmodien der Fall
ware.

Die mikroskopische Untersuchung von subzelluldren Strukturen gestaltet sich in Plas-
modien aufgrund ihrer geringen Zellgrofie (1 -4 um @) als besonders schwierig. Verwen-
det wurden deshalb BSC-1-Zellen (Nierenepithelzellen der Athiopischen Griinmeerkatze
Chlorocebus aethiops), die sich durch mikroskopisch gut differenzierbare Zellstrukturen
auszeichnen (Die Zellmikroskopischen Untersuchungen wurden von Dr. Bernhard Ellin-
ger durchgefiihrt). Zur Aufklarung zelluldrer Zielstrukturen kleiner Molekiile werden
haufig fluoreszente Konjugate der zu untersuchenden Substanz in fluoreszenzmikro-
skopischen Untersuchungen eingesetzt.[21%°] 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 (10 um) eine charakteristische Anfarbung subzelluldrer Kompartimente, die

nach dem Waschen erhalten blieb. Die Anfarbung 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 (griin). B) Mit
MitoTracker markierte Zellen (rot). C) Uberlagerung von A und B: Kolokalisierung der
Thiostreptonsonde 74 mit Mitochondrien (gelb). D) Thiostreptonsonde 74-markierte
Zellen (griin). E) Anti-20 S-Proteasom immungefarbte Zellen (rot). F) Uberlagerung
von D und E: Kolokalisierung der Thiostreptonsonde 74 mit den 20 S-Proteasomen

(gelb).

ton 3 kompetitiv verdrangt werden. Einsatz des Fluorescein-Linker-Konstrukts 73 allein
zeigte keine spezifische Anfiarbung und wurde durch Waschen entfernt. Die Farbung
mit der PEG-Fluorescein-Thiostreptonsonde 74 konnte daher als spezifisch betrachtet

werden.

In Verteilung und Grofie konnte die Anfarbung am ehesten den Mitochondrien als Or-
ganellen zugeordnet werden. Die mitochondrialen 55 S-Ribosomen sind in ihrer Struk-
tur den bakteriellen 70S-Ribosomen sehr dhnlich. Tatsdchlich ergab die gleichzeitige
Applikation eines Mitochondrien-spezifischen Markers (Mitotracker Red, roter Kanal)
zusammen mit fluoreszenter Thiostreptonsonde 74 (griiner Kanal) eine ausgepragte Ko-
lokalisierung der organell-spezifischen Anfirbung, die in der Ubereinanderlagerung der

Rot- und Griinkanile als Gelbfarbung zu erkennen ist (Abbildung 4.16: A-C).

Neben der spezifischen Anfarbung der Mitochondrien wurden charakteristische An-
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farbungen des Cytosols und der Kernregion beobachtet. Dieses Anfarbungmuster konnte
zundchst keiner subzelluldren Struktur zugeordnet werden. Besonders kernnahe Regio-
nen des Cytosols zeigten die Anfarbung, jedoch wurden endoplasmatische Strukturen
ausgeschlossen. In nachfolgenden Experimenten wurden verschiedene Marker bzw. An-
tikdrper gegen subzelluldre Strukturen auf ihre Kolokalisierung mit der fluoreszenten
Thiostreptonsonde 74 hin untersucht. Mit anti-Proteasom Antikorpern (sekundérer An-
tikorper: anti-Kaninchen, Alexa55 markiert, Rotkanal) konnte dann eine spezifische An-
tarbung erzielt werden, die mit der beobachteten zusatzlichen Anfarbung mittels der

Thiostreptonsonde 74 korrelierte (Abbildung 4.16: D-F).

4.2.3. Fluoreszenzpolarisationsmessungen

Zur ndheren Charakterisierung des Proteasoms als moglichen Interaktionspartner des
Thiostreptons 3 und der semisynthetischen Thiostreptonderivate wurden Bindestudien
der fluoreszenten Thiostreptonsonde 74 an isolierten 20 S-Proteasomen mittels Fluores-
zenzpolarisation durchgefiihrt (Abbildung 4.17). Es zeigte sich, dass die Thiostreptonson-
de 74 mit einer Dissoziationskonstante von Kp = 1.75+0.35 um an das 20 S-Proteasom
bindet. Dieses Ergebnis untermauerte unsere Annahme, dass das eukaryotische Pro-
teasom moglicherweise als zusatzlicher zelluldrer Wirkort des Thiostreptons 3 und seiner

Derivate zu betrachten ist.

4.2.4. Zytotoxizitatsunterschungen

Die Thiostreptonderivate, die wir auf anti-Malaria-Eigenschaften testeten, wurde zu-
satzlich auf ihre Zytotoxizitit gegeniiber eukaryotischen MCF-7- und BSC-1-Zellen mit
Hilfe des WST-Zytotoxizitédtstests hin untersucht (Kapitel 8.7.4). Fiir keine der Substanzen

wurde eine Zytotoxizitdt bis zu der getesteten Konzentration von 20 um 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 Kp der Thiostreptonsonde 74.

de ein biochemischer Proteasom-Inhibierungs-Assay konzipiert. Hierbei wurden 20S-
Proteasompréparationen aus humanen Erythrozyten verwendet, die keine regulatori-
sche Untereinheiten (11 S bzw. 19S) besafSen. Der Assay beruhte auf der proteolytischen
Hydrolyse fluorogener, fiir das jeweilige aktive Zentrum spezifischer Substratpeptide.
Zur Bestimmung der Chymotrypsin- und Trypsin-dhnlichen Aktivitdten verwendeten
wir die Substrate Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC bzw. Boc-Leu-Arg-Arg-AMC. Erste Ergebnis-
se zur Bestimmung der Caspase-dhnlichen Aktivitdt mittels Substrat Z-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 2302311 7y
und konnten mit diesem ausreichend hohe Umsatzraten der Caspaseaktivitit erreichen.
Weil homogene Proteasompréparationen des Gesamtkomplexes (26 S) nur sehr schwie-
rig zu erhalten sind, wird in biochemischen Assays tiblicherweise auf Fraktionen des
Regulator-freien 20 S-Proteasoms zuriickgegriffen. Durch die (einheitliche) Aktivierung
der Proteasomaktivitdt mittels Detergenz in den biochemischen Assays werden ver-

gleichbare Reaktionsbedingungen geschaffen, die eine verldssliche Reproduzierbarkeit
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der Umsatzraten ermoglichen.

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 um welches Detergenz es sich handelte. In der Literatur wird hédufig beschrie-
ben, dass Natriumdodecylsulfat (SDS) als Detergenz in Protesomassays Verwendung
findet. In unserem Fall stellte sich jedoch heraus, dass fiir 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 iiberfiihrt. Unter
physiologischen Bedingungen kommt diese Rolle den Regulatoreinheiten (11 Sbzw. 195)

des Proteasoms zu.

Die Proteasomaktivitiat wird zusitzlich von zweiwertigen Kationen wie Mg2+-Ionen
beeinflusst. Wir machten die Erfahrung, dass die Reproduzierbarkeit der Umsatzrate
durch Zugabe von 1 mm EDTA in den Reaktionspuffer deutlich gesteigert werden konn-
te. Um sicher zu stellen, dass die hydrophoben Thiostreptonderivate wéahrend der Reak-
tion in Losung verblieben, verwendeten wir Dimethylsulfoxid (DMSO) zum Losen 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-dhnlichen Aktivitét ist in Abbildung 4.18 angegeben. Erste
Screening-Ergebnisse zeigten, dass besonders die Caspase- und die Chymotrypsinak-
tivitat des Proteasoms durch die Thiostreptonderivate inhibiert wird (Abbildung 4.19).
Deshalb konzentrierten wir uns in nachfolgenden Messungen auf diese beiden Substrats-

pezifititen des Proteasoms.

Basierend auf den Ergebnissen der Wachstumshemmung wurden Substanzen ausge-
wdhlt, deren inhibitorische in vitro Aktivitat auf das Proteasom mittels Proteasomassay
ndher charakterisiert werden sollte. Aufgrund des relativ hohen Material- und Ar-
beitsaufwands zur Bestimmung der einzelnen ICsp-Werte beschriankten wir uns dabei
auf die aussagekriftigsten Substanzen. Fiir 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-ahnlichen Aktivitat einer
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Proteasomreaktion mit fluorogenem Substrat. Neben dem 0 %-Wert (kein Enzym)
und 100 %-Wert (kein Inhibitor) sind die Reaktionsverlaufe fir drei verschiedene Kon-
zentrationen des Thiostreptons 3 und fiir die literaturbekannten Proteasominhibitoren
MG132 103 und Epoxomicin 107 angegeben. (Experimentelle Bedingungen: Kapi-
tel 8.7.7).
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Abb. 4.19. Screening-Ergebnisse der Proteasominhibition. Testierung der Substanzen auf ihre
Hemmwirkung der Chymotrypsin-, Caspase- und Trypsin-ahnlichen Aktivitat (c =1 um)
Thio. = Thiostrepton 3. epox. = Epoxomicin (¢ =0.1 um).
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Abb. 4.20. Exemplarische Inhibitionskurven der Proteasomaktivitat bei Zugabe von Thiostrep-
ton 3 (A) und Derivat 45 (B). Chymotrypsin-dhnliche Aktivitat: links, Caspase-ahnliche
Aktivitat: rechts.

tration ein Diagramm erstellt (beispielsweise Abbildung 4.20). Aus den Diagrammen
wurden die inhibitorischen ICsy-Werte fiir jede Substanz und Substrataktivitat bestimmt
(Tabelle 4.3).

Die Auswertung der Assay-Daten ergab, dass sich die IC5y-Werte der Proteasominhibi-
tion bei beiden getesteten Aktivitaten insgesamt im niedrigen Mikro- bis Nanobereich fiir
Thiostrepton 3 und dessen Derivate bewegten. Interessanterweise gab es bei den meisten
der getesteten Verbindungen einen deutlichen Unterschied zwischen der Caspase- und
der Chymotrypsinaktivitit, wobei die Caspaseaktivitdt hdufig einen um den Faktor 2-3
niedrigeren ICsp-Wert besafs. Die meisten der bisher beschriebenen nichtpeptidischen

Inhibitoren hemmen hingegen die Chymotrypsinaktivitit.
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Tab. 4.3. Ergebnisse des invitro Proteasominhibierungs-Assays. Die ermittelten ICsg der Inhibi-
tion des 20 S-Proteasoms sind jeweils flr die Chymotrypsin- und die Caspaseaktivitat

angegeben.
Verbindung  Struktur 2 Heterozyklus ICs0 [uM]  ICs0 [um]
Xa Chymotrypsin  Caspase
3 Thiostrepton Thiazolin 52+10 3.8+24
23 einfach-verk. Thiostrepton Thiazolin 45+1.1 inaktiv
27 zweifach-verk. Thiostrepton Thiazolin 19+0.1 inaktiv
29 R= AN Thiazolin 0.32+0.05 0.1+0.05
= NN i i
30 R= % Thiazolin 0.2£0.05 0.2+0.05
R= ~.~NHAC
28 Thiazolin 1.1+01 04+0.1
COOMe
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= NN Thiazol 1203 04+0.1
= AN i
45 R= % Thiazol 02+0.05 02+0.1
MG132 — — 0.02+0.01 1.3+0.2

7 Die Platzhalter X und R beziehen sich auf den Rest R bzw. den Heterozyklus X in Abbil-
dung 4.15.

147



4. Wirkort: Proteasom

Einige der Derivate zeigten erfreulicherweise eine hohere inhibitorische Aktivitét als
der Naturstoff Thiostrepton 3 selbst. Wie bereits in den Experimenten der Wachstumsin-
hibierung beobachtet, zeigten sich lipophile Derivate mit mittlerer Alkylkettenldnge als
besonders aktiv (30/45 und 29/42). Verbindung 29 war sogar bis zu 40-fach potenter als
Thiostrepton 3 selbst (4 um /5 pum fiir Thiostrepton gegeniiber 0.1 um /0.3 um fiir 29).

Die relativ niedrige Aktivitit der Verbindung 68 mit hydrolysiertem B-Ring zeigt,
dass die intakte Struktur des Thiostrepton-Grundgeriists fiir 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 Chymotrypsinaktivitdt bei voller Dosis auf 10-20 % reduziert
werden konnte, wahrend die Caspaseaktivitdt nur auf 40—-50 % sank. Dieses Ergebnis
lasst partiell antagonistische oder allosterische Mechanismen wahrscheinlicher werden
als eine direkte Aktivitdt an den proteolytischen Zentren. Dafiir spricht auch der enge
Eingangstunnel zum 20 S-Proteasom, der Makrozyklen wie Thiostrepton nur schlecht

passieren lassen sollte.

Der Vergleich der in vitro inhibitorischen Aktivitdten der oxidierten (Thiazol-) Deriva-
te mit den nativen (Thiazolin-) Verbindungen zeigt, dass in den meisten Fillen keine
wesentlichen Unterschiede zu verzeichnen waren. Dies steht im Gegensatz zu den bishe-
rigen Ergebnissen der Wachstumsinhibierung (Kapitel 4.2.1), die einen Aktivitdtsvorteil
der oxidierten Derivate in Plasmodien auswiesen. Verantwortlich fiir die beobachteten
Unterschiede konnte eine hohere in vivo Stabilitdt der oxidierten Verbindungen oder eine
verdnderte Zellaufnahme sein.

Die in dieser Arbeit ermittelten ICso-Werte des literaturbekannten Proteasominhibi-
tors MG132103 (0.02 + 0.01 pm Chymotrypsin-dhnlich, 1.3 + 0.2 um Caspase-dhnlich) sind
mit veroffentlichten Werten (24 nm Chymotrypsin-dhnlich, 2.3 um Caspase-dhnlich) ver-
gleichbar. >3] Die Vergleichbarkeit der gewahlten Assaybedingungen mir vorhergegan-

genen Arbeiten scheint daher gegeben.

Allgemein ldsst sich zu den Aktivitdatsunterschieden der getesteten Derivate im bioche-

mischen Inhibierungs-Assay sagen, dass die beobachteten Trends der in vivo Wachstums-
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4.2. Ergebnisse

inhibierung bei Plasmodien mit den in vitro Aktivitdtsdaten des biochemischen Proteaso-
massays korrelieren, was stark darauf hinweist, dass der Wirkmechanismus in vivo tat-
sdchlich proteasombedingt ist. Ergebnisse unserer Kooperationspartner (PD Dr. Gabriele
Pradel, Universitdt Wiirzburg) zeigen deutlich, dass auch das Proteasom im Parasiten
gehemmt wird. Ob hier wirklich ein kausaler Zusammenhang besteht, miissen weiter

fiihrende 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 Funktionsfahigkeit des Apicoplas-
ten erkldrt werden (Kapitel 4.1.4). Gegenstand dieser Untersuchungen war deshalb, mog-
liche zusétzliche Zielstrukturen (targets) des Thiostreptons 3 in Zellen des Malariaerregers
P. falciparum im Speziellen, sowie in eukaryotischen Zellen im Allgemeinen, zu charakte-

risieren.

Bedeutung des Proteasoms fur die eukaryotische Zelle

Das Ubiquitin-/ Proteasom-System ist fiir den intrazelluldren Proteinabbau von fehlerhaft
gefalteten bzw. geschadigten Proteinen verantwortlich, sowie fiir den kontrollierten Ab-
bau regulatorischer Proteine, die wichtige Zellfunktionen wie Transkription, Zellzyklus-
kontrolle, Zelldifferenzierung, DNA-Reparatur, Immunantwort und Stressantwort steu-
ern. Dartiberhinaus wird die Wichtigkeit der Ubiquitinierung nicht nur zur Markierung
desnicht-lysosomalen Abbaus von Proteinen, sondern auch als allgemeine posttranslatio-
nale Modifikationen mit Involvierung in der Genexpression und dem Protein-trafficking
zunehmend deutlicher. Die Wichtigkeit einer funktionierenden Protein-Homdostase wird
dadurch unterstrichen, dass bei vielen pathologischen Zustinden wie beispielsweise
Krebs oder den neurodegenerativen Krankheiten Alzheimer und Parkinson Stérungen
des Ubiquitin / Proteasom System eine grofse Rolle spielen. Fiir die therapeutische An-
wendung stellt das System einen vielversprechenden Ansatzpunkt zur Behandlung viel-
faltiger Krankheiten dar. Der erste therapeutisch zugelassene Proteasominhibitor Borte-
zomib 106 (Velcade®) wird zur Therapie des progressiven multiplem Myeloms eingesetzt.
Allerdings zeigt er teilweise toxische Eigenschaften. Der Grund, warum Proteasominhibi-
toren trotz ihrer inherenten Unspezifitit beziiglich normaler bzw. Tumorzellen {iberhaupt
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 gehort, konnte die gesamte Proteinmaschinerie identifiziert werden, die
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4.3. Diskussion

fiir eine Ubitquitinierung der Proteine notig ist (Ubiquitin, E1-, E2- und E3-Enzyme,

2332341 Obwohl das Ubiquitin / Proteasom System ein vielverspre-

Deubiquitinasen).!
chendes Ziel in der Behandlung von Malaria 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-

187]

ner Stadien.[!%”] Der Proteasominhibitor MLN-273, der strukturell Bortezomib verwandt

ist, und ebenfalls eine Boronsdure darstellt, bewirkt ebenfalls eine Storung der Plasmo-
dienentwicklung, wobei die Erreger im frithen Erythrozyten-Ringstadium verharren. [235]
Die Hemmung des Proteasoms zieht eine Akkumulierung von Polyubiquitin-markierten
Proteinen nach sich, die in der Zelle nicht mehr abgebaut werden. Fiir Bortezomib 106
selber konnten ICsp-Werte der Wachstumsinhibierung im einstelligen nanomolaren Be-
reich bei P. falciparum bestimmt werden.[?%] Auch hier zeigte sich, dass die Erreger im
Ubergang zu anderen Stadien gehemmt werden. Der kovalente Proteasominhibitor Epo-
xomicin 107 bewirkte eine dhnliche Wachstumshemmung wie Chloroquin und Artesu-

nat. [186]

Die Wachstumhemmung der Plasmodien durch Proteasominibitoren ist mit dem gene-
rellen Bild vereinbar, dass das Proteasom gerade in der Regulation von Differenzierungs-
vorgdngen bei sich entwickelnden Zellen eine essentielle Rolle spielt. Interessanterweise
wirken die Proteasominhibitoren schon in Konzentrationen, die fiir die Wirtszellen nicht
toxisch zu sein scheinen, und zeigen Wirksamkeit auch gegen Chloroquin-resistente
Stamme. In allen untersuchten Fillen wurde kein delayed death Effekt bei der Behandlung
der Plasmodien mit Thiostrepton 3 beobachtet. Neuere Ergebnisse zeigen dariiberhinaus,
dass auch die Entwicklung sexueller Stadien im Wirt durch Epoxomicin 107 unterbunden
wird (gametocidal).[?>’] Dies ist insbesondere im Hinblick auf eine Ubertragung der sexu-
ellen Stadien in die Miicke durch das Blutmahl und der anschlieBenden Ubertragung in

einen anderen Wirt ein positiver Effekt.
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4. Wirkort: Proteasom

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 Wirkmolekiilen (small molecules) zur Auf-
klarung des zelluldren Wirkorts beigetragen hat.[?>1%] Tatsichlich konnten wir in fi-
xierten BSC-1-Zellen eine charakteristische organellartige Anfarbung der mit der fluo-
rezenten Thiostreptonsonde 74 beobachten. Mittels simultaner Anfarbung durch den
Mitochondrien-spezifischen Farbstoff MitoTracker konnten die angefdrbten Organellen

eindeutig Mitochondrien zugeordnet werden.

Zu den bekannten Wirkungen des Thiostreptons 3 in eukaryotischen Zellen zéhlt die
Inhibierung der mitochondrialen Translation. 238! Hierbei unterscheiden sich die Hemm-
wirkungen auf die Translation von E. coli-Zellen und Rinder-Mitochondrien nur gerinfii-
gig, wie mit Hilfe eines in vitro Translationssystems bestimmt werden konnte (ICso-Werte:
0.48 bzw. 0.60 um). Auch andere Antibiotika wie z.B. Tetracyclin zeigen verleichbare
Hemmwirkung gegen die mitochondriale Translation. Der Grund fiir die Empfindlich-
keit der mitochondrialen Translationsmaschinerie fiir 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 hohen Grad an struktureller und funktionaler Ahnlichkeit, die von manchen

Antibiotika adressiert wird.[23]

Von vorhergehenden Untersuchungen war bekannt, dass sich Thiostrepton 3 in der
Seitenkette weitgehend flexibel modifizieren ldsst, ohne eine starke Beeintrdchtigung
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-dhnlichen, mitochondrialen Ribosomen in eukaryotischen Zellen bin-
det. Durch Negativkontrollen konnte die Spezifitdt der Bindung weiter belegt werden.
Der bekannte Wirkort des Thiostreptons 3 in eukaryotischen Zellen (die mitochondrialen
Ribosomen) konnte demnach mit Hilfe der fluoreszenten Thiostreptonsonde 74 besta-

tigt werden. Dies unterstreicht die Validitdt der Herangehensweise, Zielstrukturen eines

152



4.3. Diskussion

Wirkstoffs mithilfe der Fluoreszenmikroskopie zu untersuchen.

Neben der mitochondrialen Anfarbung beobachteten wir noch weitere Anfarbungen
durch die fluoreszente Thiostreptonsonde 74 im Cytosol und im Zellkern. Diese zuséatz-
lichen Anfarbungen konnten wir in Folgeuntersuchungen mit spezifischen Antikorper-
anfarbungen als Proteasom-spezifisch identifizieren.

Neben ihrer Lokalisierung im Cytosol ist bekannt, dass sich Proteasomenkomplexe
bei Eukaryoten auch in den Zellkernen befinden.[?49241l Die Proteasomen sind hier pro-
teolytisch aktivi?*?l und scheinen in komplexer Art und Weise in der Regulation der
Transkription?*3l und der DNA-Reparatur?!l involviert zu sein. Mehrere Untereinhei-
ten des Proteasoms tragen Kernlokalisierungssignale (nuclear localization signal: NLS),
die den selektiven Import der Proteine durch die Kernporen ermoglichen. [241,244245] Dje
beobachtete Anfarbung der Regionen des Zellkerns mit der fluoreszenten Thiostrepton-
sonde 74 ist deshalb stimmig mit der Bindung am Proteasom innerhalb des Zellkerns zu
erkldren.

Obwohl bisher keine Daten zur Lokalisierung der Proteasomenkomplexe im Zellkern
bei Plasmodien verfiigbar sind, konnte interessanterweise gezeigt werden, dass die in ih-
rer Funktion den Proteasomen verwandte Caseinolytische Protease (Clp) bei Plasmodien

[246] Allerdings sind

ein funktionales und notwendiges Kernlokalisierungssignal besitzt.
die Systeme zum Kernimport bei Apicomplexa noch wenig erforscht, so dass die zugeho-
rigen Kernlokalisierungssignale in den Proteasomuntereinheiten noch nicht identifiziert
werden konnten. Die Modelle des allgemeinen eukaryotischen nuclear trafficking scheinen

nicht ohne weiteres auf Apicomplexa tibertragbar zu sein. 241

Charakterisierung des Proteasoms als Wirkort

Um die inhibitorische Wirkung des Thiostreptons 3 und der semisynthetischen Derivate
auf das 20 S-Proteasom ndher zu untersuchen, wihlten wir zwei verschiedene bioche-
mische Herangehensweisen. Einmal konnten wir mittels Fluoreszenzpolarisationsexpe-
rimenten zeigen, dass die fluoreszente Thiostreptonsonde 74 mit einem Kp von 1.75 um
an isolierte Hefe-Protesomen bindet. Dariiberhinaus zeigten unsere Proteasomassays mit

fluorogenen Substratpeptiden an isolierten humanen Erythrozyten-Proteasomen, dass
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4. Wirkort: Proteasom

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

tibertragen werden konnen.

Das Proteasom als valide Zielstruktur in Plasmodien

Als Eukaryoten besitzen Plasmodien 20 S-Proteasomen mit charakteristischen a- und
p-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.[18”] Spater konnte das Gen der 20S -Untereinheit
(PfPB)[248] und der Regulatoreinheit S4 (PfS4)[?4! des P. falciparum-Proteasoms cloniert
werden. Mit Verfiigbarkeit der gesamten Genomsequenz!®’! wurden bioinformatische
Vergleiche der verschiedenen Proteasomsysteme gezogen und Vermutungen iiber ihre

(1921 P falciparum besitzt 14 Gene, die fiir sieben a-

evolutive Verwandtschaft aufgestellt.
und sieben g-Untereinheiten des Proteasoms codieren, so dass sich eine Proteasomarchi-
tektur mit a1_7B1-yB1-7a1—7 aus insgesamt 28 Untereinheiten ergibt.

Fiir die Untereinheiten 1, f3 und py konnten bei P.falciparum jeweils eine Region
niedriger Komplexitit (low complexity region: LCR) identifiziert werden, die spezifisch
fiir Plasmodien sind und die die Untereinheiten im Vergleich zu homologen Struktu-
ren anderer Organismen um bis zu einem Drittel vergrofern (Kapitel 4.1.7).11%1 Durch
Strukturvergleich mit homologen Untereinheiten aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae
wird vermutet, dass sich die Sequenzeinschiibe in der dreidimensionalen Struktur an der
AufSenseite des Proteasoms zwischen den a- und g-Ringen befinden.

Insgesamt betrachtet ist das 20 S-Proteasom ein iiber den Stammbaum der Arten hin-

(1921 ynd ver-

weg stark konserviertes Protein, was sich in hohen Sequenzihnlichkeiten
gleichbarer Empfindlichkeit gegeniiber spezifischen Proteasominhibitoren manifestiert.
Beispielsweise inhibiert Lactacystin 110 das Proteasom vieler verschiedener Organismen:

213]

Sowohl das Saugetier-Proteasom, 213 als auch das Proteasom der Béckerhefe Saccharomy-

ces cerevisiae!®!l und das des parasitiren Protisten Trypanosoma cruzi?>?1 wird durch die
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Wirkung von Lactacystin 110 inhibiert. Die grof8e strukturelle Ahnlichkeit der P. falciparum
Proteasomen verglichen mit anderen eukaryotischen Proteasomen ldsst sich biochemisch
auch damit verdeutlichen, dass viele anti-Proteasom-Antikorper gegen die a-Einheiten
auch gegen P. falciparum spezifische Antikorperwirkung zeigen. [1%4]

Obwohl die mikrokopischen Untersuchungen zunéchst an BSC-1 Zellen Griiner Meer-
katzen (Chlorocebus aethiops) durchgefiihrt wurden, kann aufgrund des hohen Ahnlich-
keitsgrades der Proteasomen angenommen werden, dass sich die Ergebnisse der Thiost-
reptonsonde 74 in dhnlicher Art und Weise auch auf die 20 S-Proteasomen bei P. falciparum
tibertragen lassen. Fluoreszenmikroskopische Untersuchungen an Plasmodien selbst ber-
gen erhebliche Schwierigkeiten, die den dufserst kleinen Abmessungen der submikrosko-
pischen Strukturen bei den Plasmodien geschuldet sind, so dass in den ersten Versuchen
zundchst die deutlich grofleren Sdugetier-Zellen herangezogen wurden.

Mittlerweile konnte im Labor von PD Dr. Gabriele Pradel (Univ. Wiirzburg) der funk-
tionale Beweis gefiihrt werden, dass Thiostrepton 3 die Funktion des Ubitquitin / Pro-
teasom Systems in P. falciparum hemmt. Mittels spezifischer Antikorper gegen Polyubi-
quitinketten konnte in Western-Blots gezeigt werden, dass sich unter dem Einfluss des
Thiostreptons 3 polyubiquitinierte Proteine unterschiedlicher Grofie in den Zellen an-
reichern. Diese Beobachtung kann mit einer Hemmung des proteolytischen Abbaus der

Polyubiquitin-markierten Proteine durch das plasmodiale Proteasom erkldrt werden.

Weitere mogliche 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[?>%,
die synonym auch als ClpQ bezeichnet wird (hsl: heat shock locus; clp: caseinolytic pro-
tease). 1921942541 Das Plasmodien-Homolog wird nachfolgend PfHslV genannt. Allgemein
wird HslV/ClpQ als Vorldufer des 20 S-Proteasoms angesehen. [188,189] Hs]V bildet bei Pro-
karyoten ein Dodekamer und ist in Aufbau und katalytischer Funktion der g-Untereinheit
des 20 S-Proteasoms sehr dhnlich. Vergleichbar mit dem eukaryotischen Proteasom, das

in komplexer Art und Weise mit regulatorischen ATPase-Proteinen interagiert, sind auch

tiir HslV Proteine bekannt, die die Erkennung und Aktivierung der Proteinsubstrate tiber-
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nehmen. 12552561 Fiir HslV wird diese Rolle von HslU (synonym: ClpY) iibernommen, das
zur Familie der AAA+ (ATPases associated with diverse cellular activities) Chaperone ge-
hort.[%7] Der funktionale HslUV-Komplex besteht insgesamt aus einem HslV-Dodekamer
als Proteaseeinheit und zwei HslU-Hexameren als ATPase-Einheiten an jedem Ende des

HslV-Zylinderkomplexes.

Obwohl fiir P.falciparum bisher keine biochemischen Strukturuntersuchungen der
PfHsIUV-Proteine vorliegen, wird angenommen, dass PfHslV und PfHsIU zusammen
einen proteasoméhnlichen Komplex annehmen und eine Funktionseinheit bilden. 28l
PfHslV zeigt Chymotrypsin-, Caspase- und Threonin-Protease-dhnliche Aktivitdt, wie
durch die Hydrolyse der fluorogenen Substrate Suc-LLVY-AMC, Z-LLE-AMC und Z-
GGL-AMC gezeigt werden konnte.!?>4] (Es sei angemerkt, dass im Gegensatz hierzu die
bakterielle HslV das Substrat Z-LLE-AMC nicht hydrolysiert, d.h. keine Caspase-dhnliche
Aktivitat besitzt.)[?®! Die katalytische Aktivitit der PfHsIV-Protease ist demnach den
20 S-Proteasomen, zumindest was die Hydrolyse der fluorogenen Substrate angeht, sehr
dhnlich. Die Ahnlichkeit wird weiterhin dadurch untermauert, dass PfHslV durch die be-
kannten Proteasominhibitoren MG132 103[2%°, NLVS 105[2)] und Lactacystin 110124 in-
hibiert wird. Wahrend das 20 S-Proteasom in Plasmodien konstitutiv exprimiert ist, wird
die PfHslV-Protease besonders stark in den Enwicklungsstadien Schizont und Trophozoit

1942541 PfHsIV ist in diesen Stadien proteolytisch aktiv und ist vornehmlich

[254]

exprimiert. |

im Cytosol lokalisiert.

Es konnte aufgrund der Substratspezifitidt der Protease und der Wirkung bekannter
Proteasominhibitoren vermutet werden, dass auch Thiostrepton 3 Aktivitdt gegentiber
dem PfHsIV-Komplex aufweist. Ndhere biochemische Untersuchungen sind notwen-
dig, um diesen Sachverhalt zu kldaren. Als Plasmodien-spezifische Zielstruktur, die beim
Menschen nicht vorkommt, wire eine selektive Hemmung durch optimierbare Thiost-

reptonderivate besonders interessant.
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Hemmung proteasom-ahnlicher Proteinkomplexe durch nichtk ovalente

Inhibitoren

Die bakteriellen Proteine der Clp-Familie stellen Prototypen ATP-abhéngiger, regulierter

2611 ClpP assoziert als Serin-

Proteasen dar, zu denen auch das 20 S-Proteasom gehbrt.[
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 Aktivitdt im Innenraum
abschirmt. Beim ClpP-Komplex ist dieser Zylinder aus zwei Heptamer-Ringen aufgebaut.

ClpP ist bei Bakterien wichtiger Bestandteil der Proteinhomdostase.

Acyldepsipeptide (ADEP) sind wirksame Antibiotika gegen Gram-positive Bakterien,
die sich vom Naturstoff ADEP1 114 ableiten, und zur Gruppe der Enopeptine gehoren
(Abbildung 4.21).1262] Der Wirkmechanismus dieser Klasse von Antibiotika beruht auf
der Deregulierung des bakteriellen ClpP-Proteasekomplexes.[?%3] 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 fiir die Physiologie der Bakterien. Es wird vermutet, dass v.a. flexible Proteine und
solche, die gerade als wachsende Kette wahrend der Translation biosynthetisiert werden,

und noch ungefaltet sind, von der unregulierten ClpP abgebaut werden.

ADEP1 bindet in hydrophoben Kavitdten des ClpP-Proteasekomplexes, die durch je-
weils zwei benachbarte ClpP-Monomere gebildet werden, wobei in der Kristallstruktur
des Bacillus subtilis-ClpP-Komplexes alle 14 moglichen Bindestellen von ADEP1 besetzt
werden. 24! Die Kavititen stellen die Interaktionsflichen des ClpP-Komplexes mit den
ATPasen ClpX bzw. ClpA dar. Neben dieser Konkurrenz um die Bindungskavitdten 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-

offneten Porenkomplex {iiberfiihrt, 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 erfihrt bei Bindung des ADEP1 keine nen-
nenswerte Konformationsianderung, so dass ein allosterischer Aktivierungsmechanismus

ausgeschlossen wird.

Auch vom 20 S-Proteasom ist bekannt, dass es bei der Aktivierung durch die Regu-
latoreinheiten des 11 S-Komplexes zu einer Porendffnung des dufieren a-Rings kommt,
so dass der Zugang zum Inneren des proteolytisch aktiven Zylinders frei wird.[265:266]
Man kann vermuten, dass, dhnlich wie bei ClpP gezeigt, auch beim Proteasom hydro-
phobe Kavitdten zwischen den Monomeren vorhanden sind, die fiir niedermolekulare
Modulatoren zugénglich sind. Bisher sind jedoch keine strukturellen Details der Bin-
dung niedermolekularer Modulatoren am eukaryotischen 20 S-Proteasom bekannt. Der
Einfluss der niedermolekularen Molekiile, die in solchen hydrophoben Kavitidten binden,

konnte allgemein betrachtet sowohl inhibitorischer als auch aktivierender Natur sein, da

vielfaltige Effekte auf die Gesamtkonformation des Komplexes denkbar sind.

Fiir Thiostrepton 3 und seine Derivate ist allein aufgrund der bisherigen Ergebnisse
noch keine Aussage dartiber 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 dhnlich den Acyldepsipeptiden bei der Protease ClpP in (hydropho-
ben) Kavitdten zwischen den Monomeren binden. Interessant in diesem Zusammenhang
ist jedoch, dass besonders die mit lipophilen Alkylketten derivatisierten Thiostrepton-
derivate hohe inhibitorische Aktivitiat aufwiesen, denn auch ADEP1 besitzt einen sehr

hydrophoben Molekiilteil mit einer Cg-Fettsdurekette, der von hydrophoben Seitenketten
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in der Kavitidt aufgenommen wird. Die Modulation des ClpP-Proteasekomplexes konnte
daher als Modell fiir 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 Inhibitoren des eukaryotischen Proteasoms beschrieben worden(Kapitel 4.1.11).
Allerdings wurde berichtet, dass mehrere bekannte Wirksubstanzen einen Einfluss auf
die Aktvititdt des Proteasoms ausiiben, d.h. dass sie neben ihres Hauptwirkmechanis-
mus zusdtzlich das Proteasom als sekundidre Zielkomponente adressieren (pleiotrope
Effekte). Es ist jedoch nicht gekldrt, ob diese Medikamente auch unter physiologischen
Bedingungen einen signifikanten Effekt auf das Proteasom invivo ausiiben. Eventu-
ell spielt dieser Einfluss auf das Proteasom aber im Gesamtbild der therapeutischen
Wirkung dieser Substanzen eine Rolle. Zu den Medikamenten, die die Aktivitat des Pro-
teasoms modulieren, zdhlen u.a. folgende strukturell sehr unterschiedliche Wirkstoffe:
das Immunsuppresivum Cyclosporin,[2%7l der HIV-Proteaseinhibitor Ritonavir[28] und
der HMG-CoA-Reduktaseinhibitor Lovastatin. 26!

Wirkstoffe, die mehrere Zielstrukturen adressieren, d.h. pleiotrope Effekte in ihrer Wir-
kung zeigen, sind besonders interessant in der Therapie von Infektionskrankheiten, da
sich die Wahrscheinlichkeit einer Resistenzentwicklung bei den Erregern reduziert. 2”"]
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.[!?”1] 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 gegeniiber einem
solchen Wirkstoff nur sehr langsam entwickeln, und dass die entsprechenden Antibiotika
iiber mehere Jahrzehnte erfolgreich eingesetzt werden konnten.

Das tiiber lange Zeit als giiltig 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, dass Polypharmakologie eine wichtige Eigenschaft einer grofien Anzahl erfolgreicher
Wirkstoffe ist, die in der Therapie eingesetzt werden. Diese Erkenntnis wirft wiederum
die Frage auf, wie (und ob iiberhaupt) dieser Aspekt der Komplexitdt in der rationa-
len Wirksoffsuche ausreichend beriicksichtigt werden kann.[?”?l Naturstoffe erscheinen
in diesem Zusammenhang besonders interessant, da sie Strukturen darstellen, die tiber
lange Zeitraume im Laufe der Evolution stets der Komplexitat multipler Zielstrukturen

unterworfen waren.

Thiostrepton als «dualer« Wirkstoff

Es wurde gezeigt, dass der Naturstoff Thiostrepton 3 neben der scheinbar priméren Ziel-
struktur des prokaryotischen Ribosoms, welches im nanomolaren Bereich inhibiert wird,
auch das (eukaryotische) Proteasom als sekundére Zielstruktur im mikromolaren Bereich
ansteuert. Es ist bemerkenswert, dass auch fiir andere Naturstoffe eine sekundire Aktivi-

2671 und

tat gegen das Proteasom beobachtet wurde, etwa das Depsipeptid Cyclosporin!
das Polyketid Lovastatin[?®]. Es dréngt sich die Frage auf, ob das Proteasom aufgrund
seiner Architektur fiir nichtspezifische Interaktionen mit kleinen lipophilen Molekiilen
besonders empfanglich ist, welche dann die Aktvititdt 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 hohere inhi-
bitorische Aktivitdt erreichen, wéahrend die Ringoffnung des B-Rings zu einem Verlust
der inhibitorischen Wirkung fiihrte. Die Struktur des Naturstoffs Thiostrepton scheint
also fiir seine Wirkung gegeniiber dem Proteasom wichtig zu sein. Demnach sollte ei-

ne spezifische Wechselwirkung vorliegen, die tiber 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
fiir den Produzentenorganismus. In diesem Zusammenhang ist es bemerkenswert, dass

Vertreter der Ordnung Actinomycetetales zu den bisher einzigen bekannten Eubakteri-
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en zihlen, die ein eukaryoten-dhnliches Proteasom aufweisen.!?”3l Gerade die Aktino-
myzeten (Gattung: Actinomyces) innerhalb dieser Ordnung sind als Produzenten eines
Grofiteils der bisher beschriebenen natiirlichen Proteasominhibitoren bekannt. Zu die-
sen Inhibitoren gehoren beispielsweise Epoxomicin 1072742751, TMC-95 112[215216] ynd
Lactacystin 1102132761, Auch das peptidische -Lacton Belactosin A7l und das Poly-
ketid Kendomycin 1132211 werden von Streptomyzeten (Actinomyces) produziert und

inhibieren das Proteasom.

Nach einer neueren Hypothese der allgemeinen Bedeutung der Antibiotika fiir den
Produzentenorganismus konnten viele der uns als Antibiotika bekannten Naturstoffe
auch der Kommunikation innerhalb bakterieller Konsortien zu dienen.[?827°1 Zumin-
dest den bakteriostatischen Naturstoffen kommt in dieser erweiterten Sichtweise der An-
tibiotika eine entscheidende Funktion als Regulatoren oder Singalmolekiilen hinzu. Die
Eigenschaft, die Biosynthese modulieren zu konnen, wird von den kleinen Molekiilen in
niedriger Konzentration ausgeiibt. Besonders die Antibiotika, die in die Translation bzw.
die Transkription eingreifen, konnen durch Binden an die entsprechenden Makromole-
kiile der Biosynthese eine Modulation ihrer Aktivitat erreichen. Es erscheint plausibel,
dass die Koordination des Stoffwechsels oder der Differenzierung beispielsweise inner-
halb von Bakterienkonsortien eine wichtige Rolle spielt, die von kleinen Molekiilen mit

gesteuert wird.

Es erscheint demnach verstiandlich, 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 intrazelluldren Re-
gulation adressiert. (Zur Funktion des Proteasoms in Aktinomyzeten ist noch sehr wenig
bekannt). Wenn Actinomyceten Proteasominhibitoren produzieren und selber Proteaso-
men besitzen, lasst 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 konnte man eine Wirkung auf andere Bak-
terienarten vermuten, die iiber die Bindung an den Thiostrepton- «Rezeptor» Ribosom

vermittelt wird. Thiostrepton 3 konnte sogar eukaryotischen Proteasomen gelten — die
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erforderliche Aktivitdt 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 ldsst. Wie in Kapitel 2.2.4 bereits
beschrieben, deutet das Vorhandensein des Thiostrepton-spezifischen Rezeptorproteins
TipAL darauf hin, dass Thiostrepton 3 vielfdltige biologische Funktionen wahrnimmt,

die iiber seine Funktion als Ribosomeninhibitor hinausgehen.

Zusammenfassende Bemerkungen

Wir konnten zeigen, dass Thiostrepton 3 neben der gut untersuchten Aktivitit gegen das
prokaryotische Ribosom bei Eukaryoten auch das Proteasom ansteuert. Dieses Ergebnis
bietet eine mogliche Erkldrung fiir viele der beobachteten Aktivitdten des Thiostreptons,
die nicht mit einer alleinigen Inhibition des Ribosoms in Einklang zu bringen sind. Die
von den klassischen Antibiotika abweichende Eigenschaft, keinen delayed death gegen den
Malariaerreger P. falciparum zu induzieren, kann mit der Aktivitdt gegen das Proteasom
erkldrt werden. Dartiberhinaus konnten sowohl die beobachteten immunsuppressiven
Eigenschaften!®”] des Thiostreptons 3 und des verwandten Siomycins, als auch die Anti-
tumoreigenschaften 28] beider Molekiile durch eine Modulation des Proteasoms erklart
werden.

Fiir den Einsatz in der Therapie gegen Malaria scheinen Thiostreptonderivate inter-
essante Eigenschaften zu besitzen. Sie zeigten in unseren Versuchen keine Zytotoxizitét in
Saugetier-Zelllinien und haben durch ihren dualen Wirkmechanismus den Vorteil, dass
sich Resistenzen wahrscheinlich nur langsam ausbilden wiirden. Durch ihren direkten
Effekt auf das Proteasom wirken die Thiostreptonderivate im Vergleich zu anderen An-
tibiotika schneller, konnen durch ihre Wirkung gegen die Translation im Apicoplasten
aber zusétzlich die Eliminierung verbliebener Plasmodien im nidchsten Generationszy-
klus voranbringen, wie dies in der Therapie {iblicherweise 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 Verdnderungen fiir den Einsatz als Antimalaria-Wirkstoff zu verstarken.
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Ausblick: Mégliche Aktivitaten gegen weitere Krankheitse rreger

Die meisten humanpathogenen einzelligen Parasiten durchlaufen wéahrend ihrer Lebens-
zyklen mehrere morphologisch stark voneinander abweichende Stadien, die haufig Wirts-
wechsel beinhalten konnen. Bei einigen der hierbei zugrundeliegenden Zelldifferenzie-
rungsvorgangen konnte eine Beteiligung der Proteasomen nachgewiesen werden. 2811 Es
verwundert daher nicht, dass Proteasominhibitoren hdufig zur Hemmung des Wachs-

tums oder der Entwicklung eingesetzt werden kénnen.

Vertreter der Trypanosomen sind einzellige, geifieltragende, eukaryotische Parasiten,
die verschiedene Wirbeltiere befallen. Beim Menschen kann T. brucei beispielsweise die
Schlafkrankheit auslosen, wahrend T. cruzi fiir die sogenannte Chagas-Krankheit verant-
wortlich ist. Der Proteasominhibitor Lactacystin 110 inhibiert das Wachstum von Trypa-

281]

nosomen mit ICsp-Werten im mykromolaren Bereich, [ wihrend Bortezomib 106 das

Wachstum sogar im nanomolaren Bereich hemm(t!252]

. Auch die Erreger der Leishmanio-
se (Leishmania spp.) zahlen zu den geifleltragenden, eukaryotischen Protozoen. Sie leben
als obligat intrazelluldre 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 allgemeinen Architektur
der eukaryotischen Proteasomen: Die charakteritischen a- und f-Ringe sind aus jeweils
unterschiedlichen aj_y und f1_y 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, konnte man aufgrund der

t[192] der Proteasomen vermuten, dass die Thiostreptonderiva-

hohen Sequenzéhnlichkei
te auch bei den einzelligen Parasiten eine biologische Wirkung aufweisen kdnnten. Die
Tatsache, dass Plasmodien erfolgreich innerhalb der Wirtszelle adressiert werden kon-
nen, bestarkt die Hoffnung, dass dies auch bei den intrazelluldren Parasiten der Fall sein
konnte. Trypanosomen und Leishmanien besitzen, dhnlich den Plasmodien, Homologe
der bakteriellen Threonin-Peptidase HslV.['?] Falls die Thiostreptonderivate (zusétz-

liche) Aktivitdt gegen diese Protease bei P.falciparum aufweisen, sind diese zelluldren
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Zielstrukturen auch bei den einzelligen Parasiten vorhanden.

Aktivitat gegen Mycobacterium tuberculosis ?

Mycobacterium tuberculosis ist ein Gram-positives Bakterium der Ordnung Actinomycetales,
das als Erreger der Tuberkulose jahrlich fiir ungefahr 1,8 Mio. Todesfélle ¢ verantwortlich
ist. M. tuberculosis verfiigt tiber ein eukaryoten-dhnliches Ubitquitin / Proteasom Sys-
tem, 2842851 das eine essentielle Rolle im Schutz des Bakteriums vor dem Angriff des
Wirtsimmunsystems mit Sticktoffmonoxid NO spielt.[?%¢] Die Rolle des Ubiquitins wird
bei M. tuberculosis vermutlich von dem verwandten Protein Pup tibernommen (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 Aktivitdt des Proteasoms
besonders in den intrazelluliren Ruhestadien angewiesen zu sein,!?®”! die sich durch
einen niedrigen Stoffwechsel auszeichnen und deshalb mit klassischen Antibiotika nur
sehr schwierig bekdmpft werden konnen. Die Zellwand von M. tuberculosis zeichnet sich
durch einen hohen Lipidgehalt aus und ist unter anderem aus charakteristischen langket-
tigen Fettsduren (z.B. Mykolsduren: Cy;—Cyp) 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 Aktivitat (Wachstumsinhibierung) zeigen. Bemerkenswert ist, dass
die Substanzen bei P.falciparum erst mehrere Lipidmembranen durchdringen miissen,
um zum Wirkort in den intrazelluldren Plasmodien zu gelangen. Daher liefie sich spe-
kulieren, ob die Substanzen in dhnlicher Weise zu den intrazelluliren M. tuberculosis
vordringen konnten, was durch die hohe Lipophilie der Bakterienzellwdnde begiinstigt
werden sollte. Mit einem eukaryoten-dhnlichen Proteasom, das sich durch bekannte Pro-
teasominhibitoren hemmen lasst, 2832891 und einem prokaryotischen Translationssystem
waren potentielle Zielstrukturen in der Zelle vorhanden. In der Tat wurde Thiostrep-

ton 3 vor kurzem in einem Screening als potentieller Anti-Tuberkulose Wirkstoff identi-

¢ World Health Organization (2009): Global tuberculosis control: epidemiology, strategy, financing.
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fiziert.[?"l Es konnte gezeigt werden, dass Thiostrepton das Wachstum intrazellularer

M. tuberculosis-Bakterien mit einem ICsp-Wert von 0.08 um (!) hemmt.
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5. Biosynthese des Thiostreptons

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 Verfiigbarkeit der Genomsequen-

291,2921y  Erstaunli-

zen der Produzentenstimme aufgeklart werden (Ubersichtsartikel:!
cherweise deckte die Identifizierung der Gencluster tibereinstimmend einen ribosoma-
len Biosyntheseweg auf, wiahrend lange Zeit aufgrund der Grofie und Komplexitit der
Thiopeptide und der Vielzahl an Modifikationen ein nicht-ribosomaler Syntheseweg >3]
vermutet worden war.

Fiir die Biosynthese peptidischer Sekunddrmetabolite existieren generell zwei un-
terschiedliche Stoffwechselwege — der ribosomale und der nicht-ribosomale. Fiir die
nicht-ribosomale Biosynthese sind die sogenannten nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen
(NRPS) verantwortlich, modulare Multienzymkomplexe von hédufig tiber 1 Mega Dalton
Molekulargewicht (vide infra).[2°4?%] In jhrem modularen Aufbau und ihrer prozessiven
Logik der Monomeraktivierung und Kettenverlangerung des an einen Cofaktor gebun-
denen Substrats dhneln sie den grofSen Proteinkomplexen der Polyketidsynthasen (PKS)
und Fettsauresynthasen (FAS: fatty acid synthase).!>°]

In fundamentalem Unterschied zu den nicht-ribosomalen Biosynthesen wird fiir die
ribosomalen Stoffwechselwege der peptidischen Sekundarmetabolite die ribosomale
Translationsmaschinerie zum Aufbau der Peptide genutzt. Ihre Sequenz ist genetisch
codiert. Die ribosomal synthetisierten Peptide konnen vielfdltige Modifikationen aufwei-
sen, die erst post-translational nach Synthese des Priapeptids von unabhédngigen Enzymen
eingefiihrt werden (Kapitel 5.1.2). Modifikationen der nicht-ribosomalen Peptide wer-
den hingegen in den meisten Fillen schon wéhrend der Kettenverldngerung der Peptide
durch spezielle Enzymmodule, die in die NRPS-Komplexe strukturell und funktional
eingebunden sind, in das Substrat eingefiigt (Kapitel 5.1.1).

Bekannte Beispiele fiir Naturstoffe, die einer nicht-ribosomalen Biosynthese entstam-
men, sind $-Lactamantibiotika wie die Penicilline, das Siderophor Yersiniabactin 118, das
Glykopeptid Vancomycin 115 und das Lipopeptid Daptomycin 116 (Abbildung 5.1).[2%I

Auffallig ist, dass jedes der Peptide mehrere Modifikationen besitzt, die es von normalen

Peptiden unterscheidet. Hierzu gehoren beispielsweise die folgenden, bereits wahrend
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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 Kettenverldngerung durch Modulenzyme des NRPS-Komplexes eingeftigten Modi-
tikationen: Heterozyklisierung (Yersiniabactin 118), Einbau nichtproteinogener Amino-
sduren (Vancomycin 115) und Epimerisierung (Daptomycin 116).

Zu den ribosomal synthetisierten Peptiden zdhlen unter anderem die Familien der Lan-
tibiotika (2”1, der Microcine!?®8! und der Patellamide!?*] (Abbildung 5.2). Diese Peptide
enthalten beispielsweise folgende post-translationale Modifikationen: Thioetheramino-
sduren und Dehydroaminosduren (Nisin A 20), Makrozyklisierung (Microcin]25 119),
Heterozyklisierung (Patellamid C 120).

Durch Kenntnis der Struktur und der Sequenzen der Thiopeptid-Gencluster konnen
mit bioinformatischen Werkzeugen neue Biosynthese-Gencluster in sequenzierten Orga-

nismen gefunden werden. In letzter Zeit sind viele neue Gencluster identifiziert worden,
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Abb. 5.2. Beispiele ribosomal synthetisierter Naturstoffe. Die Strukturen des Lantibiotikums Ni-
sin A 20, des Microcins J25 119 und des Patellamids C 120 sind gezeigt.
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teilweise sogar bei Organismen die bisher nicht als Thiopeptidproduzenten bekannt

136,300-3021 Aych ohne genaue Kenntnis der Genomsequenzen kénnen neue Gen-

waren. |
cluster mithilfe von «degenerierten« PCR-Primern (degenerate primer) ausgemacht wer-
den.[1?1l Die Suche nach neuen Genclustern lisst sich auf andere Naturstofffamilien
ribosomaler Peptide ausdehnen. [303] Eine interessante Frage ist, ob mithilfe dieser Tech-
niken in Zukunft gdnzlich neue Naturstoffe gefunden werden konnen, 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 Spezifitit bzw. die
Toleranz der Enzyme, die das Peptid nachfolgend post-translational modifizieren, unter-
suchen kann. Nicht nur im Hinblick auf ein detaillierteres Verstandnis des Biosynthese-
wegs ist dies von Interesse, sondern vor allem liegt grofies 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

304,305] yan der Donk etal. konn-

Mutagenese (site-directed mutagenesis) unternommen. |
ten vor kurzem zeigen, dass Cyanobakterien der Gattung Prochlorococcus sehr tolerante
Lantipeptid-prozessierende Enzyme besitzen (LanM Homologe), die 29 verschiedene

natiirliche LanA-Vorlauferpeptide akzeptieren. (3]

Die zur Generierung von Substanz-
bibliotheken nétigen prozessierenden Enzyme scheinen also teilweise schon in der Natur
vorhanden zu sein, und sind dort auch evtl. fiir Strukturvariabilitidt bei den Substratpep-
tiden verantwortlich. Zur Erzeugung von Bibliotheken wire es dariiber hinaus denkbar,
durch den Einsatz optimierter acyl-tRNA-Synthetasen nicht-proteinogene Aminosduren
in die Naturstoffe einzufiihren, um die chemische und strukturelle Vielfalt noch weiter

zu erhohen. 397

Angesichts der Komplexitdt 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 Aminosduren des Thiostrepton-
Vorlduferpeptids werden im Laufe der post-translationalen Prozessierung nicht modifi-

ziert. Obwohl die meisten Biosyntheseenzyme der Thiopeptide mittlerweile identifiziert
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wurden, wissen wir bisher nur sehr wenig tiber die Reihenfolge der einzelnen Modi-
fikationsschritte und ihr Zusammenspiel. Die wohl spannendste Frage hierbei bleibt,
wie der zentrale Heterozyklus der Thiopeptide wahrend der Prozessierung generiert
wird (s.u.). Vor kurzem berichteten Walsh etal., dass die Inaktivierung des Gens tcIM
im Biosynthesecluster des Thiocillin-Produzentenstamms Bacillus cereus zur ausschlief3-
lichen Produktion von azyklischen Vorlduferpeptiden fiihrt, so dass das Enzym TcIM
vermutlich fiir die Synthese des zentralen Heterozyklus verantwortlich ist.’%! 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 fiir die nicht-ribosomale Pep-
tidsynthese zustdndig sind, sind modular aufgebaute Multienzymkomplexe (Abbil-
dung 5.1). In ihrer Funktionsweise dhneln sie enzymatischen «Fliebandern», an denen
das wachsende Peptid wihrend der Synthese kovalent gebunden bleibt und von einem
Modul zum nédchsten weitergereicht wird, so dass die Kette sukzessive verlangert wird.
Die einzelnen Module sind jeweils fiir eine bestimmte Aminosdure zustiandig, wobei
jedes fiir die Erkennung und Aktivierung einer Aminosdure und anschlieflend deren
Kondensation zur Peptidbindung verantwortlich ist.

Das minimale NRPS-Modul besteht daher aus drei Hauptdomé&nen: Die A-Doméne
erkennt die Aminosaure und katalysiert ihre Adenylierung, wodurch diese fiir die Uber-
tragung auf die Thiolgruppe des Cofaktors Phosphopanthetein der T-Doméne (auch
PCP: peptidyl carrier protein) aktiviert wird. Anschlieffend katalysiert die C-Doméne die
Verldngerung (Elongation) der Peptidkette durch Angriff des nukleophilen Amins der
T-Doménen-gebundenen Aminosdure des benachbarten Moduls an den Thioester der
wachsenden Peptidkette. Hierdurch verldngert sich die Peptidkette um eine Aminosdure
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 dhnlich der
ribosomalen Synthese vom N- zum C-Terminus aufgebaut. Zur Freisetzung des Peptids

vom Enzymkomplex befindet sich im letzten Modul eine Thioesterase-Domaéne (Te), die
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Schema 5.1 Aktivitdten eines minimalen Moduls (C-A-T) einer nicht-ribosomalen Peptidsyn-
thetase (NRPS). A: Erkennung und Aktivierung der Aminosaure. B: Ausbildung
der Peptidbindung. a) Adenylierung einer Aminosaure unter ATP-Verbrauch zur
Aminosaure-AMP (A-Doméne). b) Acylierung des Phosphopantheteinrests (—SH)
der T-Domé&ne durch Aminosaure-AMP (A-Domaéne). c) Kondensation zur Peptidbin-
dung (C-Domaéne).

das Peptid hydrolytisch abspaltet.

Modifikationen

Viele der fiir die nicht-ribosomalen Peptide typischen Modifikationen werden von op-
tionalen Enzymdomaénen in cis eingefiihrt, die mit den C-A-T-Domé&nen zusammen ein
Protein bilden, und ihre katalytische Aktivitdt eng mit der Funktion der anderen Doma-
nen verbunden ist. Im Folgenden werden einige der typischen Modifikationen und die

hierfiir verantwortlichen Doménen aufgefiihrt.
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174

. Charakteristisch fiir nicht-ribosomale Peptide ist das Vorhandensein von b-

Aminosduren. Die Substratpeptide werden wihrend ihrer Synthese an den NRPS
von spezifischen Epimerase-Doménen (E) in die p-Konfiguration umgewandelt,
bevor die C-Doméne des darauf folgenden Moduls die Kondensationsreaktion zur
Peptidbindung katalysiert (Modulstruktur: C-A-T-E). Es wurden auch C-Domé&nen
beschrieben, die eine duale Funktion erfiillen, indem sie sowohl epimerisieren, als
auch (stereospezifisch) kondensieren.

Ebenfalls hdufig findet man in nicht-ribosomalen Peptiden 5-Ring Heterozyklen.
Verantwortlich hierfiir sind spezielle C-Doménen, die Zyklisierungsdoménen (Cy)
genannt werden (Modulstruktur: Cy-A-T). Diese Doménen bilden zuerst eine Pep-
tidbindung mit den Aminosduren Cys, Ser oder Thr aus, die dann zum 5-Ring
zyklisiert wird und unter Abspaltung von Wasser in das entsprechende Thiazolin
bzw. Oxazolin tiberfiihrt wird.

Domaénen, die die Azoline (Thiazolin bzw. Oxazolin) in ihre entsprechenden Azole
oxidieren, werden Oxidase-Doménen (Ox) genannt (Modulstruktur: Cy-A-Ox-T).
N-Methylierung der a-Aminogruppen wird durch Methyltransferasedoma-
nen (MT) auf Stufe der Aminoacyl-S-T-Intermediate katalysiert, wobei S-
Adenosylmethionin (SAM) als Co-Substrat genutzt wird (Modulstruktur: C-A-
MT-T).

Die Thioesterasedoménen (TE) sind am Ende der Synthese fiir die Abspaltung
des fertigen Peptids von dem Emzymkomplex durch Hydrolyse des Thioesters
verantwortlich. Spezielle Thioesterasen konnen eine Makrozyklisierung des Peptids
bewirken, indem das Nukleophil der Thioesterhydrolyse ein Amin bzw. Hydroxyl
des Peptids darstellt, so dass ein Lactam bzw. Lacton entsteht.

Die Moglichkeit, nicht-proteinogene Aminosauren in die Peptide einzubauen, stellt
im eigentlichen Sinne keine Modifikation des Peptidsubstrats dar. Es zeigt aber,
dass durch die NRPS chemische und strukturelle Variabilitdt in Form von abwei-
chenden Aminosduren eingebracht werden kann, die nur durch die Spezifitdt der
Moduldoménen bestimmt wird. Die benétigten biosynthetischen Enzyme zum Auf-

bau der nichtkanonischen Aminosduren werden meist innerhalb des Genclusters
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in unmittelbarer Ndhe 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 ermoglichen. (2]

Dariiber 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.3%! Die modifizierenden Enzyme assoziieren entweder mit dem NRPS-
Komplex und katalysieren die Reaktionen schon wéahrend des Aufbaus der Peptidkette,
oder sie iiben ihre Funktion erst aus, nachdem das Peptid von der letzten T-Doméne ab-
gespalten wurde. Zu den modifizierenden Enzymen gehoren Reduktasen, die Thiazoline
zu Thiazolidinen reduzieren (in trans), Cytochrom-P450-dhnliche Monooxygenasen, die
oxidative Makrozyklisierungen katalysieren (in trans bei Vancomycin 115) [310,311] ynd
Glykosyltransferasen, die das Peptid-Aglykon mit speziellen Zuckerresten dekorieren

(wahrscheinlich als letzter Schritt, nach der Abspaltung).

Genorganisation und Grof3e der NRPS-Komplexe

Die Module und ihre Domédnen werden hdufig 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 ungestorte Weiterga-
be der Substrate zwischen den einzelnen Proteinen ermoglichen (COM: communication-

312,313]

mediating domains).! Trotz Kenntnis der Verbindungsregionen sind bis heute nur

eine begrenzte Anzahl an erfolgreichen Umprogrammierungen der NRPS-Machinerie
gelungen. 314l

Zu den grofiten NRPS-Komplexen zéhlt die Synthetase des Phytotoxinpeptids Syrin-
gopeptin, das aus 22 Aminosduren besteht und von Pseudomonas syringae produziert
wird.[31] Der NRPS-Komplex besitzt 22 Module, die auf drei Proteinen (SypA, SypB,
SypC) mit insgesamt 68 Doménen verteilt sind ein Gesamtmolekulargewicht von etwa

2.7 MDa aufweisen. Das bakterielle 70S Ribosom im Vergleich ist etwa 2.35MDa grofs.

Die Gene sypA—C zeigen zusammen eine Lange von etwa 74 kb und codieren fiir ca. 15700
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Aminosduren, die nur einen einzigen Sekunddrmetabolit als Produkt synthetisieren. Es
muss davon ausgegangen werden, dass die nicht-ribosomalen Peptide eine enorme Be-
deutung fiir den Produzentenorganismus besitzen, die einen solchen Energieaufwand

tiir die Erstellung der NRPS-Komplexe rechtfertigt.

5.1.2. Ribosomale Peptidsynthese

Ribosomal synthetisierte Peptidnaturstoffe leiten sich von Vorlduferpeptiden (precursor
peptides) ab, die etwa 100 Aminosduren lang sind und durch das Ribosom translatiert wer-
den (Abbildung 5.3). Nachfolgend werden sie post-translational durch mehrere Enzyme
modifiziert, wobei das N-terminale Leitpeptid (leader peptide), das innerhalb einer Natur-
stofffamilie hdufig eine konservierte Sequenz besitzt, vom Vorlduferpeptid abgeschnitten
wird (Abbildung 5.3). Zurtick bleibt die C-terminale Sequenz des reifen Strukturpeptids
(core peptide).

Die Leitsequenz kann verschiedene Funktionen iibernehmen. V. a. scheint sie als Er-
kennungsmotiv fiir die post-translational modifizierenden Enzyme bzw. fiir Proteine

[316] Dariiber hinaus werden

der Exportmaschinerie (z. B. ABC-Transporter) zu dienen.
Chaperon-dhnliche Funktionen der Leitsequenz diskutiert. Das Leitpeptid konnte die
korrekte Faltung bzw. Stabilisierung des Peptids in cis unterstiitzen 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 haufig mit dem Export aus der Zelle einhergeht. Die jeweilige Funktion scheint von
der Naturstofffamilie abhdngig zu sein. In der Sequenz des Vorlduferpeptids konnen
besonders bei Eukaryoten noch zusétzliche N-terminale Signalpeptidsequenzen (signal
sequence) zur subzelluldren Lokalisierung des Vorlduferpeptids und weitere C-terminale
Erkennungssequenzen (recognition sequence) vorhanden sein. [31€]

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 aufgefiihrt.
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Signal-
peptid

Erkennungs-

Leitpeptid Strukturpeptid sequenz(en)

Vorlauferpeptid

Abb. 5.3. Nomenklatur und Aufbau des Vorlauferpeptids der ribosomalen Peptide.

. Die Gruppe der Lantibiotika beherbergt eine Vielzahl an Modifikationen. Charak-
teristisch sind die Thioetheraminosaduren (Lanthioninbriicken) Lanthionin 18 und
Methyllanthionin 19 (Abbildung 2.4, Kapitel 2.2.4)(Bsp. Nisin 20). Sie gehen durch
Michael-Addition eines Cysteinthiols an eine Dehydroaminosdure hervor (Sche-
ma 2.5).

. Ebenfalls charakteristisch fiir die Gruppe der Lantibiotika sind die Dehydroamino-
sduren Dehydroalanin 10 und Dehydrobutyrin 11, die durch Dehydratisierung der
Aminosduren Serin bzw. Threonin entstehen (Schema 2.1, Kapitel 2.2).

. Eine Vielzahl weiterer Modifikationen wurden bei Peptiden aus der Gruppe der
Lantibiotika gefunden, jedoch ist ihre Verbreitung teilweise gering. Hierzu gehoren
z.B. Hydroxylierungen von Aminosdurenseitenketten (z.B. Dihydroxyprolin, 3-
Hydroxyaspartat) und Halogenierungen (z. B. Chlortryptophan). Eine vollstandige
Auflistung findet sich in einem aktuellen Ubersichtsartikel: [752%7],

. 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. Patellamid C 120).

. Makrozyklisierung zum Lactam (Bsp. Microcin J25 119). Neben der Kopf-Schwanz-
Zyklisierung von N-/C-Terminus sind auch Verbriickungen von Seitenketten be-
kannt (w-Amide, Bsp. Microviridin B) 3171,

. Makrozyklisierung zum Lacton unter Verbriickungen von Seitenketten (w-Ester,
Bsp. Microviridin B)3171.

. Die Lantibiotika Lactocin S und Lacticin 3147 A1/A2 weisen p-Alanine auf. Sie ent-
stehen durch Umwandlung eines L-Serins des Vorlduferpeptids in ein Dehydroala-

nin, das darauf folgend stereoselektiv zum p-Alanin reduziert wird. [318319] Djege

Reaktion wird durch das Enzym Ltn] katalysiert.[32]
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Durch Verdnderung des Strukturpeptids unter Beibehaltung der Sequenz des Leit-
peptids ist bei ausreichend toleranten post-translational modifizierenden Enzymen ei-
ne grofle Variabilitdt der Peptide moglich. Dies scheint von der Natur vielfach in der
Evolution genutzt worden zu sein, wie z.B. bei den Patellamiden (synonym Cyanob-
actine) 13213221 (Abbildung 5.2) oder bei einer grofen, bisher wenig erforschten Gruppe
von Lantipeptiden[3%], die von Cyanobakterien der Gattung Prochlorococcus produziert
werden (Lantipeptide dhneln in ihrer Struktur den Lantibiotika, zeigen aber nicht 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 Vorlauferpeptide. 303323]

5.1.3. Allgemeine Biosynthese der Thiopeptide

Aufgrund der komplexen Struktur der Thiopeptide und der Vielzahl an Modifikationen
wurde lange Zeit ein NRPS-abhédngiger Mechanismus ihrer Biosynthese als der plau-
sibelste Biosyntheseweg angenommen. Der fiir Peptide ungewdthnliche sechsgliedrige
zentrale Heterozyklus der Thiopeptide war schon frith Ausgangspunkt fiir Spekula-
tionen tiber seine biosynthetische Herkunft. Eine erste Hypothese zur Biosynthese des

324] Gje vermute-

Micrococcins wurde bereits 1978 von Bycroft und Gowland formuliert. !
ten, dass der zentrale Pyridinring durch die «Interaktion von zwei Dehydroalaninen der
selben Peptidkette» entstiinde. 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 Aminosduren
der Thiopeptide Thiostrepton 3 und Nosiheptid 5 aus proteinogenen Standardamino-

sduren des Priméarmetabolismus aufdecken. [325-328]

Die Enzyme, die fiir die Biosynthese
verantwortlich sind, entzogen sich jedoch hartnickig ihrer Identifizierung.
Die Suche nach den Biosyntheseenzymen der Thiopeptide enthielt einen neuen Schub

299,331] Gje erga-

durch Untersuchungen zur Biosynthese der Patellamide (Cyanobactine).!
ben, dass die komplexen Heterozyklen enthaltenden Cyclopeptide aus post-translational

modifizierten, ribosomalen Vorlduferpeptiden hervorgehen. Die Verfiigbarkeit 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; grin: Dehydratase; blau: Cyclodehy-
dratase oder Dehydrogenase; orange: Modifizierungsenzym (Monooxygenase, Methyl-
transferase, Protease, Desaminase, Amidotransferase); farblos: weiteres/unbekanntes
offenes Leseraster. Fir die identischen tsr-Gencluster wurden verschiedene Bezeich-
nungen und leicht voneinander abweichende Zuordnungen der Gene vorgeschlagen:
Liu etal.[329 (unten) und Kelly etal.[33% (oben).

nomsequenzen der Thiopeptid-Produzenten und effizienten bioinformatischen Werk-
zeugen ermoglichte dann die erstaunliche Entdeckung, dass auch die Thiopeptide
durch einen ribosomalen Mechanismus synthetisiert werden. Fast gleichzeitig verof-
fentlichten vier Gruppen die Identifizierung der Biosynthese-Cluster fiir verschiede-
ne Thiopeptide. Die Biosynthese der Thiocilline/des Micococcins®®l, des Thiostrep-
tons /Siomycins [329,330] ynd des GE2270A / des neu entdeckten Thiomuracins!*?! konn-
ten entschliisselt werden. Darauf aufbauend wurden die analogen Gencluster des Nosi-

heptids™ und des Cyclothiazomycins > beschrieben.

Die Gencluster zeigen iiber Speziesgrenzen hinaus einen dhnlichen Aufbau, wobei
das Vorlduferpeptid von den Genen der modifizierenden Enzyme umgeben wird (Ab-
bildung 5.4).1°! Das Leitpeptid enthalt 34 -48 Aminosauren, weist zwei konservierte
Leu-Reste auf und ist reich an Aspartat und Glutamat (Abbildung 5.5).31¢ Die Struk-
turpeptide enthalten die fiir 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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Abb. 5.5. Sequenzvergleich mehrerer Thiopeptid-Vorlauferpeptide. Adaptiert nach van der Donk
etal.[316],

ausgemacht werden, die hohe Sequenzihnlichkeit zu bereits bekannten modifizierenden
Enzymen ribosomaler Peptide aufweisen (tsrCDFH /tstrJKLMO). Zwei dieser Enzyme
codieren fiir LanB-homologe Dehydratasen ("], die ahnlich ihrer Aufgabe in der Biosyn-
these der Lantibiotika fiir die Bildung der Dehydroalanine und Dehydrobutyrine aus Ser
bzw. Thr verantwortlich sind.

Auflerdem wurden Sequenzen gefunden, die einer PatD-homologen Cyclodehydra-

tase (vgl. Patellamide) [332]

und einer McbC-homologen Dehydrogenase (vgl. Micro-
cin B17)133%] 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 tcIU/O), die
bei den Thiostrepton- und Siomycin-Clustern zu fehlen scheinen. Dariiber hinaus be-
sitzt der fcl-Gencluster Gene, die wahrscheinlich fiir 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 betrachtlich. Neben den zuvor beschriebenen zentralen Modifikationen,
die jedes Mitglied der Thiopeptide umfassen, wurden dariiber hinaus weitere Enzyme
identifiziert, die biosynthetische Transformationen an den ribosomalen Peptiden durch-

fithren und die nur bei manchen Vertretern der Thiopeptide anzutreffen sind. Hierzu
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zdhlen 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 Vorldufer-
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.[?° verwendet) (Abbildung 5.4).
Durch die Aktivitat der Enzyme TsrJKS werden alle Ser- und Thr-Reste des Vorduferpep-
tids 121 zu den entsprechenden Dehydroaminosduren Dehydroalanin bzw. Dehydrobu-
tyrin dehydratisiert, vergleichbar mit der Biosynthese der Lantibiotika!”! (Schema 5.2).
Samtliche Cys-Reste des Vorlduferpeptids 121 werden wahrscheinlich durch die Enzy-
me TsrMO in die entsprechenden Thiazole (Cys6, 11, 13, 15) bzw. das Thiazolin (Cys9)
tiberfiihrt, so dass dhnlich der Biosynthese des Microcins B17133%! das Vorlauferpeptid 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 Vorlduferpeptids 122 zur Struktur 123 kommen die beiden Dehy-
droalanine der Postitionen 5 und 14 in rdumliche Nihe zueinander, so dass eine intramo-
lekulare Reaktion statt finden kann, die das zentrale Piperidin (bzw. Pyridin) ausbildet.
Die Reaktion stellt damit den Schliisselschritt zum Aufbau des charakteristischen ma-
krozyklischen Grundgeriists 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. Kiirzlich berich-
teten Walsh et al., dass das Genprodukt TcIM des Thiocillin-Produzenten B. cereus fiir die
enzymatische Diels-Alder-Reaktion verantwortlich sein konnte.!3%! Der genaue Mecha-
nismus des beteiligten Enzyms sowie der Zeitpunkt des Ringschlusses innerhalb der

Biosynthesesequenz konnten bisher nicht aufgekladrt werden.
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5.1. Einleitung

A D Pyridin s
: ')‘3 5
. |\ s |
RN 5
RS !
_______ 128
A /
(-R?NH,).! N—i‘L
! o\
N s
oo ReHNASEN
Rl R3
126

127

Dehydropiperidin

Schema 5.3 Mdgliche Mechanismen der Bildung des zentralen Heterozyklus der Thiopepti-
de. A) Konzertierte [4+2]-Cycloaddition; B) Enzymkatalysierte Folge von 1,2-/1,4-
Additionen; C) 2e~-Reduktion (NAD(P)H) zum Dehydropiperidin des Thiostrep-
tons 3; D) Eliminierung des Leitpeptids (RZNHZ) fuhrt zum Pyridin. Enz =Enzym.
(Modifiziert nach Kelly etal.[?°1 und van der Donk et al.[308]).
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5. Biosynthese des Thiostreptons

Man kann spekulieren, ob bereits die Faltung des Peptids zur giinstigen Positionie-
rung der Reste zueinander Enzym-vermittelt stattfinden konnte. Die eigentliche Reak-
tion wiirde entweder konzertiert als Hetero-Diels-Alder-Reaktion ([4+2]-Cycloaddition)
ablaufen (Schema 5.3 A), oder schrittweise als Sdure-Base katalysierte Folge von 1,2-/1,4-
Additionen (Schema 5.3 B). Bei letzterem Mechanismus wiirde das benachbarte Thiazol
als Elektronensenke fungieren konnen («vinyloge Umpolung« ). Durch Abspaltung eines
Wassermolekiils entsteht aus dem Dehydropiperidin 125 zunédchst 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 tiberfiihrt
wird. In der Biosynthese der Pyridin-Thiopeptide wird durch Eliminierung des Leitpep-
tids (R? in Schema 5.3) das zentrale Pyridin 128 erhalten.

Besonderheit des B-Rings

Die Thiopeptide der Serien a/b?®! (Thiostrepton 3, Siomycin, Thiopeptin, Sch 18640 6)
besitzen als charakteristisches Strukturmerkmal den zweiten Makrozyklus (B-Ring). Er
besteht aus den vier N-terminalen Aminosduren des Strukturpeptids (Ilel-Ala2-Deala3-
Ala4, Schema 5.2), die tiber den Chinaldinsdaurerest (Q: quinaldic acid) mit dem Thr12
verestert sind, so dass sich ein Lacton ergibt.

Die Installation des B-Rings wahrend der Biosynthese als charakteristisches Struk-
turmerkmal der a/b-Serie Thiopeptide besitzt gewisse Ahnlichkeit mit einem nicht-
ribosomalen Biosyntheseweg. Mit der Chinaldinsdure wird eine nicht-proteinogene Vor-
stufe (precursor) in das Molekiil eingebunden, die zuvor iiber unabhingige Enzyme syn-
thetisiert wurde. Die Gene der hierfiir notwendigen Enzyme befinden sich ebenfalls wie
alle anderen modifizierenden Enzyme innerhalb des Biosynthese-Genclusters. Durch die
Verkniipfung der Chinaldinsdure mit dem N-Terminus des Strukturpeptids und dem
Schliefien des B-Ring-Makrozyklus zum Lacton stellt der Einbau eine wichtige Modifi-
kation des Riickgrats des Thiostreptons dar. Die Modifikation gleicht damit dem Ein-
bau eines nicht-proteinogenen Vorldufers in die wachsende Peptidkette wédhrend einer
NRPS-Synthese. Letztendlich wird durch diesen »Kunstgriff> eine Variation des Grund-

geriists erreicht, die fiir ribosomale Peptide zundchst ungewohnlich erscheint. Auch
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5.1. Einleitung

NH; NH 0 o)
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Schema 5.4 Vorgeschlagene Biosynthese des Chinaldinsaurerests bei Thiostrepton 3. SAM = S-
Adenosylmethionin; AMP = Adenosinmonophosphat (= Adenylat).

mechanistisch tritt eine weitere Ahnlichkeit zu nicht-ribosomalen Peptidsynthesen auf:
Die Chinaldinsdure reagiert wahrscheinlich als AMP-Derivat (s.u.) mit dem y-OH des
Threonins — ganz dhnlich den reaktiven AMP-Aminosdure-Vorstufen, die die Substrate
der NRPS bilden.

Synthese des Chinaldinsaure-Vorlaufers

Die Biosynthese der Chinaldinsdure geht von L-Tryptophan 129 aus (Schema 5.4). In
einer von S-Adenosylmethionin (SAM) abhdngigen Reaktion wird Tryptophan 129 zu-
nichst zu 2-Methyltryptophan 130 methyliert.[32¢ Diese Reaktion wird vermutlich von
der radikalischen, SAM-abhingigen Methyltransferase TsrT katalysiert.[33 Die Pyri-
doxalphosphat (PLP) abhdngige Aminotransferase TsrA ist anschlieffend fiir die Um-
wandlung des 2-Methyltryptophans 130 in die a-Ketosaure 131 verantwortlich. 33 Fiir
die nachfolgenden Schritte bis zur Chinaldinsdure 134 sind die beteiligten Enzyme noch
nicht hinreichend bekannt. Ein vorgeschlagener Mechanismus fiir die Erweiterung des
Pyrrolrings des Indols ist in Schema 5.4 dargestellt und verldauft wahrscheinlich tiber
das Diketon 132.13%] In einer nachfolgenden Reduktion wird das Keton 133 vermutlich
mittels NAD(P)H zur Chinaldinsdure 134 reduziert.

Die Chinaldinsidure 134 konnte als frei vorkommender Vorlaufermetabolit der Bio-
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5. Biosynthese des Thiostreptons

synthese im Produzentenorganismus nachgewiesen werden. (334

Zur Aktivierung der
Chinaldinsdure 134 als Baustein der Biosynthese des Thiostreptons 3 wird sie vermut-
lich durch das Enzym TsrQ[%3% zum AMP-Anhydrid adenyliert, so dass nachfolgend
der Ester mit der f-Hydroxygruppe des Thr12 gebildet werden kann. 334l Anschliefende
Epoxidierung, vermutlich durch die Cytochrom P450 Enzyme TsrP oder TsrR[*%0, liefert
das AMP-Anhydrid 135, welches unter Ringoffnung des Epoxids mit dem N-terminalen
Amin des Ilel reagieren kann, so dass der B-Ring geschlossen wird (Schema 5.2).334

Die Reihenfolge der beiden letzten Schritte und des Einbaus in das Gesamtmolekiil zum

Thiostrepton 3 ist noch nicht bekannt.

Weitere Modifikationen

Zwei weitere Modifikationen finden im Peptidriickgrat statt, vermutlich auf Stufe des
Vorlduferpeptids 123 oder 124 (Abbildung 5.2). Zum einen wird die C-terminale Car-
boxylgruppe wahrscheinlich durch das Enzym Amidotransferase TsrC unter Ubertra-
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 Fahigkeit zur Produktion von
Thiostrepton 3 verloren geht.[*!l Zum anderen wird der Tle-Rests 10 dihydroxyliert,
wahrscheinlich durch das Cytochrom P450 dhnliche Genprodukt TsrP.

5.1.5. p-Konfiguration des Thiazolins der Thiostreptonstruktur

Alle Strukturen der (Dehydro-) Piperidin-Thiopeptide (Serien a/b)[?®! besitzen ein ein-
ziges Thiazolin als Bestandteil des makrozyklischen A-Rings, das ausschliefdlich die p-
Konfiguration aufweist (Abbildung 5.6). Die anderen Thiopeptide haben ein vollstandig
oxidiertes Thiazol an dieser Position. Aufgrund der nicht-ribosomalen Biosynthese der
Thiopeptide stammen alle Aminosduren von proteinogenen L-Aminosduren ab. Die vor-
handenen Modifikationen an der Struktur der Thiopeptide konnen deshalb nur nach der
ribosomalen Synthese eingefiigt werden (Kapitel 5.1.4). Es stellte sich deshalb die Frage,
wie es zu der ungewohnlichen p-Konfiguration des Thiazolins wihrend der Biosynthese

kommt, an welcher Stelle sie widhrend der Biosynthese eingefiigt wird, bzw. welche struk-
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5.1. Einleitung

Abb. 5.6. Struktur des Thiostreptons 3. Die Position des p-Thiazolins ist angegeben.

turellen Bedingungen zu ihrer Bildung fiihren. Dartiber hinaus interessierte uns, welche
Konsequenzen die Konfiguration auf die dreidimensionale Struktur des Molekiils und

auf seine biologische Aktivitat austibt.
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5. Biosynthese des Thiostreptons

5.2. Ergebnisse

Nachfolgend sind die im Rahmen dieser Arbeit unternommenen Untersuchungen zur
p-Konfiguration des Thiazolins der Thiostreptonstruktur dargestellt, deren Ergebnisse

Implikationen fiir die Biosynthese des Thiostreptons 3 haben.

5.2.1. ldentifizierung eines Isomers des verklrzten Thiostreptons

In der Verkiirzungsreaktion des Thiostreptons 3 zu den einfach- und zweifach-verkiirzten
Derivaten 23 bzw. 27 (Kapitel 2.2.5) konnte in analytischen HPLC-Laufen der Reaktions-
mischung eine unbekannte Nebenkomponente (2.5 %) ausgemacht werden, die weder
dem Ausgangsmaterial, noch den bekannten Produkten zugeordnet werden konnte (Ab-
bildung 5.7). Die Verbindung zeigte eine deutlich kiirzere Retentionszeit g von 12.1 min
und konnte mittels LCMS als ein Isomer (23b) des einfach-verkiirzten Thiostreptons 23
identifiziert werden ([CooHgsN15O017S5+H ] ber.: 1595.48, gef.: 1595.45). Aufgrund der
deutlich unterschiedlichen Retentionszeiten tg wurde eine abweichende Struktur der
Verbindung vom bekannten einfach-verkiirzten Thiostrepton 23 angenommen.

Zur eingehenden Charakterisierung mussten ausreichende Mengen der Verbin-
dung isoliert werden. Durch mehrere aufeinander folgende Reinigungsschritte (Silica-
Chromatographie/ praparative HPLC) konnten grofiere Mengen (8 mg, 0.7%) in reiner
Form erhalten werden, wobei die Verkiirzungsreaktion im Gramm-Mafistab durchge-
tithrt werden musste. Mittels hochauflosender Massenspektrometrie (HRMS) konnte die
Identitdt der Verbindung 23b als Isomer des einfach-verkiirzten Thiostreptons 23 bestéatigt

werden.

5.2.2. pH-abh&ngige Isomerumwandlung

Zunidchst untersuchten wir, ob und unter welchen Bedingungen die beiden Isome-
re 23/23b ineinander tiberfithrt werden konnten. Mittels HPLC-Analytik konnte beob-
achtet werden, dass basische THF/H,O-Pufferésungen die Umwandlung der beiden Iso-
mere beschleunigte: Bei pH 12 wurde beobachtet, dass sich 63 % des Nebenisomers 23b

in 24 Stunden zuriick in das Hauptisomer 23 umwandelte, wahrend keine nennenswer-
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Abb. 5.7. Analytischer HPLC-Lauf der Reaktionsmischung der Verkirzungsreaktion (UV-Spur,
214 nm). Die Signale des Thiostreptons 3, der einfach- und zweifach-verkirzten Deriva-
te des Thiostreptons (23 bzw. 27) und des Epimers des einfach-verkirzten Thiostrep-

tons (23b) sind gekennzeichnet. HPLC-Bedingungen: C4 Saule, CH3CN/H,O-Gradient:
10% CH3CN fiir 1 min; 10—70% CH3CN in 16 min; 100% CH3CN fir 2 min.

te Riicktransformation in Pufferlosungen der pH-Werte 4, 7 oder 9 festgestellt werden
konnte. In nicht-wissrigen Medien (DBU-THF bzw. CHCl3-Et,NH) fand eine vollstandi-
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 (10 mm MgCl, 100 mm KCl, 10 mm MOPS),
bereits 12 % Riicktransformation 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 % Riicktransformation zum Hauptisomer 23 nach 24 Stunden.

Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die zwei unterschiedlichen Formen des Isome-
renpaars 23 /b leicht durch basische Bedingungen ineinander umzuwandeln sind, wobei
das Hauptisomer 23 die stabilere Form darstellt. Unter physiologischen Bedingungen mit
hohen Konzentrationen an Salzen und Makromolekiilen scheint die Umwandlung trotz

des fast neutralen pH-Werts relativ schnell abzulaufen.

189



5. Biosynthese des Thiostreptons

a
LN

50 48 48 47 46 45 44 43 4Z 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29

Abb. 5.8. lH—NMR—Spektrum der Thiazolinregion des p-Isomers 23 nach Behandlung mit HNEt,
in CDCI3-MeOH-d,. 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 23b wiesen in den meisten Regionen des Spek-
trums ein sehr dhnliches Signalmuster vergleichbar mit dem einfach verkiirzten Thiost-
repton 23 (Hauptisomer) auf. Allerdings zeigten sich deutliche Unterschiede in den che-
mischen Verschiebungen 6 der Signale der Thiazolinprotonen, der beiden Threonine, des
Thiostreptins und des Dehydropiperidins. In den zweidimensionalen gCOSY-Spektren
zeigte sich, dass die ®J-Konnektivititen 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 basischen Bedingungen (Et,NH in CDCl;3-
MeOH-d,4) neben den NH-Protonen nur das a-Proton des Thiazolins (4.81 ppm) mit dem
deuterierten Losungsmittel austauscht (Abbildung 5.8). Infolge des H-D-Austauschs ver-
einfachte sich das Spinmuster der p-Protonen zu Dubletts. Hieraus ergab sich die An-
nahme, dass bei der vorher beobachteten Isomerenumwandlung im Basischen genau
diese Position des a-Protons deprotoniert wird und bei der Reprotonierung epimerisiert
(Schema 5.5). Das stereogene Zentrum der a-Position des Thiazolins war demnach fiir

die beobachtete Stereoisomerie verantwortlich.

Zweidimensionale NOESY-Experimente bestdtigten diese Annahme. Die NOESY-

Spektren der Thiazolin-Region (a/f-Protonen) wiesen Unterschiede in den Intensitdten
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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 a-Protons mit einem bestimmten der beiden f-Protonen eine besonders hohe
Intensitdt, wahrend die Intensitidt des Kreuzsignals mit dem anderen f-Proton deutlich
geringer ausfiel. Die Intensitdt von Kreuzsignalen in NOESY-Spektren ist generell in-
vers proportional zur rdumlichen Distanz der beiden Protonen, d.h. dass Protonen, die
kurze Distanzen zueinander haben, relativ intensive Kreuzsignale aufweisen. Das beob-
achtete Muster der Kreuzsignal-Intensitdten war bei den beiden Stereoisomeren genau
gegensatzlich, was mit der unterschiedlichen Geometrie der Stereoisomere vereinbar ist.
Jeweils eins der beiden S-Protonen besitzt eine kiirzere Distanz zu dem a-Proton. Bei der
anderen Konfiguration handelt es sich hierbei um genau das andere p-Proton. Aufgrund
von Vergleichen der NMR-Spektren der Isomere mit «normalem» Thiostrepton 3, wel-
ches ein p-konfiguriertes Thiazolin aufweist, konnte das Hauptisomer 23 als ebenfalls

p-konfiguriert identifiziert werden.
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Abb. 5.9. *H-NMR- und NOESY-Spektren der Thiazolinregion beider Isomere. Das Spinsystem
der Thiazolin a- und g-Protonen ist angegeben. A: L-Isomer 23b; B: p-Isomer 23.
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Abb. 5.10. H-D-Austauschkinetik des Thiostreptons 3 in dgTHF-D,0O (4:1) bei pH 12.

5.2.4. H-D-Austauschkinetik des Thiostreptons

Um die Epimerisierungsneigung des a-Protons des Thiazolins ndher zu charakterisieren,
wurden H-D-Austauschkinetiken von Thiostrepton 3 in THF-dg/D,O bei pH 12 aufge-
nommen. Uber einen Zeitraum von insgesamt 120 Stunden wurden hierfiir zu verschie-
denen Zeitpunkten 1H—NMR—Spek’cren gemessen. Der Deuteriumaustausch konnte durch
langsames Verschwinden des zum a-Proton gehorenden Signals (5.1 ppm) verfolgt wer-
den (vgl. Abbildung 5.8). Die Intensitédt des Signals verringerte sich iiber die Zeit nach
einem scheinbar biexponentiellen Abfall, wobei eine Halbwertszeit von ungefdhr 12h

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 verkiirzten 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 Verhéltnis von ca. 4:3 ausbildete. Im Gegensatz dazu tritt bei un-
verdndertem Grundgeriist mit geschlossenem B-Ring ein Verhiltnis von ungefdhr 1:39
(t-Thiazolin : p-Thiazolin) auf. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass ein intakter

B-Ring mafigeblich fiir die p-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 Aminosduren eine rigide dreidimen-
sionale Struktur, die in ihrer Komplexitdt und Ausgestaltung trotz der relativ geringen
Grofle des Molekiils am ehesten an kleine Proteine oder Proteindoménen erinnert. Al-
le bisher beschriebenen Thiopeptide mit zusétzlichem B-Ring (Thiostrepton, Siomycin,
Sch18640) tragen ausnahmslos ein p-konfiguriertes Thiazolin im A-Ring, wahrend ande-
re Thiopeptide an dquivalenter Position iiblicherweise ein vollstandig oxidiertes Thiazol
(z.B. Nosiheptid, Nocathiacin, Micrococcin, Thiocillin) oder ein Oxazolin (z.B. Bernina-
mycin, Sulfomycin) besitzen. [26] Die p-Konfiguration des Thiazolins wirft die Frage nach
dem biosynthetischen Ursprung auf, da die Peptide ribosomal synthetisiert werden und
deshalb aus L-Aminosduren hervorgehen miissen.

Das r-Epimer der Thiostreptonstruktur ldsst sich isolieren und kann spektroskopisch
charakterisiert werden. Es kann sehr leicht basenkatalysiert in die thermodynamisch be-
vorzugte «natiirliche» p-Konfiguration tiberfiihrt werden. Die hierzu nétige C—H-Aciditét
des a-Protons des Thiazolins konnte in H-D-Austauschexperimenten demonstriert wer-
den. Dieser Befund liefert auch eine eindrtickliche Erklarung dafiir, warum die Oxidation
mittels DBU/BrCCl; (Kapitel 2.3.3), die mechanistisch tiber die Deprotonierung des Thia-
zolins in der a-Position verlduft, relativ selektiv bei Thiostrepton 3 und seinen Derivaten
durchfiihrbar ist.

Liegt der B-Ring geoffnet vor (nach Hydrolyse des Lactons), fehlt die thermodynami-
sche Praferenz der p-Konfiguration, denn die Epimere liegen ungefahr als 1:1-Mischung
vor, wobei sie ineinander tiberfiihrt werden kénnen. Das bedeutet, dass der B-Ring of-
fensichtlich eine konformationelle Spannung auf den A-Ring ausiibt, wodurch die p-
Konfiguration des Thiazolins bevorzugt wird.

Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass in der Biosynthese nicht notwendigerweise
ein Enzym fiir die Umwandlung des r-Thiazolins in das p-Thiazolin verantwortlich
sein muss. Es konnte sich also um eine Produkt-gesteuerte Epimerisierung handeln.
Diese Vermutung wird weiterhin dadurch untersttitzt, dass bisher kein ORF (open reading

frame) innerhalb der untersuchten Biosynthesecluster ausgemacht werden konnte, der
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211 Es kann spekuliert werden, dass

fiir eine postulierte Epimerase codieren konnte.!
die zelluldre Umgebung, in der Thiostrepton 3 biosynthetisiert wird, dazu ausreichen
konnte das Thiazolin katalytisch zu epimerisieren. Hierbei konnte auch ein Kontakt
mit basischen Resten an Proteinen in spezifischer oder unspezifischer Art beteiligt sein.

Néhere Untersuchungen sind notig, um diesen Sachverhalt eindeutig zu klaren.

Walsh et al. beschrieben vor kurzem einen dhnlichen Epimerisierungsmechanismus fiir
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. 3]
Auch in diesem Fall entsteht durch die Deprotonierung ein a-C Carbanion, welches ste-
risch zuféllig durch Losungsmittelprotonen reprotoniert wird. In dem darauf folgenden
Schritt wird jedoch nur das p-Thiazolin selektiert und weiter prozessiert. Die Epimerisie-

rungsdoméne hat hier nur die Funktion die Gleichgewichtseinstellung zu katalysieren.

Ein Fall der «spontanen» Epimerisierung wurde von Jaspars et al. fiir die Biosynthese
der Patellamide postuliert (vgl. Patellamid C, Abbildung 5.2).133¢! Bisher konnte kein
Enzym innerhalb des Genclusters der Patellamide identifiziert werden, das als Epimerase
fungieren wiirde. Mithilfe von Molecular Modeling Untersuchungen konnte die Gruppe
zeigen, dass die Epimerisierung vermutlich spontan stattfindet und aus der Struktur des
makrozyklisierten Peptids resultiert. Ein dhnlicher Fall der «konformationsgetriebenen«
Epimerisierung wurde von Wipf et et al. fiir das makrozyklische Peptid Lissoclinamid 7

beobachtet.[3%7]

Ein interessanter Aspekt ist die Betrachtung der Reihenfolge der biosynthetischen
Schritte. Bisher ist nur wenig {iber die Reihenfolge der post-translationalen Modifikatio-
nen bekannt, es konnte jedoch die Vermutung aufgestellt werden, dass die Epimerisierung
des A-Ring-Thiazolins im Thiostrepton 3 eine nachfolgende enzymatische Oxidation zum
Thiazol verhindert. Dies wiirde bedeuten, dass die Oxidation erst sehr spit 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-Aciditdt des a-Protons sehr leicht. Weiterhin ergibt die ungewdhnliche b-
Konfiguration des Thiazolins offenbar eine thermodynamisch deutlich bevorzugte Kon-
formation des Gesamtmolekiils. Diese Eigenschaft wird scheinbar strukturell durch den
charakteristischen B-Ring der Thiostreptonstruktur hervorgerufen. Fiir 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] Genaue mechanistische Fragen miissen Ge-

genstand zukiinftiger Arbeiten sein.
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6. Sonstige wissenschaftliche Projekte

6.1. Einleitung

6.1.1. Positronen-Emissions-Tomographie

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) gehort zu den wichtigsten bildgebenden
Verfahren der Nuklearmedizin.[**! Die in der PET verwendeten Radionuklide emittie-
ren durch BT -Zerfall Positronen (e™), deren Zerfallsprodukte detektiert werden kénnen.
Durch Einbau der Radionuklide in biologisch aktive Substanzen erhilt man sog. Tra-
cer-Molekiile, die zur PET-Untersuchung in den Organismus eingebracht werden. Die
Verteilung der Radionuklide im Organismus ist deshalb von der Art des Tracer-Molekiils
abhingig.

Das durch g+-Zerfall des Radionuklids emittierte Positron (e™) wechselwirkt nach kur-
zer Diffusionsstrecke mit einem Elektron (¢7) in der Ndhe und erleidet Paarvernichtung
(Annihilation, Schema 6.1). Aus diesem Prozess gehen zwei y-Photonen mit einer Energie
von 511 keV hervor, die in einem Winkel von genau 180° zueinander abstrahlen und durch
gleichzeitige Detektion (Koinzidenz) an gegeniiberliegenden Detektoren nachgewiesen
werden konnen. Durch die zeitliche und rdumliche Verteilung der registrierten Zerfall-
sereignisse kann der Ort der Paarvernichtung und demnach die des urspriinglichen
Radionuklids bzw. des Tracer-Molekiils im dreidimensionalen Raum ermittelt werden.
Auf diese Weise kann im Gewebe eine rdaumliche Auflosung von etwa 1-5mm erreicht
werden. [340]

Neben 1C, 13N, 150, 82Rb und %Ga ist ein besonders wichtiges Radionuklid in der
klinischen Anwendung das radioaktive Isotop '®F des Fluors. Durch p*-Zerfall geht das
I8F-Atom in ein ®O-Atom tiber, wobei ein Positron (e*) und ein Elektron-Neutrino (v,)

emittiert werden (Gleichung 6.1).

B 5 BOo et +v, (6.1)

Die Halbwertszeit t; ,, des '8F betragt nur etwa 110 min, so dass das radioaktive Iso-
top '8F meist direkt am Ort der Untersuchung mit Hilfe eines Zyklotrons hergestellt
wird und durch chemische Synthese in ein Tracer-Molekiil eingebracht wird. Der am

meisten verwendete Tracer stellt die 2-['8F]-Fluor-2-desoxy-p-glucose 136 dar (FDG, Ab-
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Detektion

Schema 6.1 Prinzip der Positronen-Emissions-Tomographie (PET). Durch g*-Zerfall des '8F ent-
steht ein Positron e™ und ein Elektron-Neutrino v.. Nach Paarvernichtung (Annihilati-
on) des Positrons ¢t mit einem Elektron e~ werden zwei Photonen y erzeugt, die
gleichzeitig detektiert werden.

136 137

Abb. 6.1. Beispiele typischer Tracer-Molekile. Gezeigt sind die Strukturen der [18F]-Fluordes-
oxyglukose 136 (links) und des Imidazobenzodiazepin-Derivats [11C]-Fumazenil 137
(rechts).

bildung 6.1), die genau wie Glukose von den Zellen aufgenommen und an O° phosphory-
liert wird.[34!l Eine weitere Metabolisierung des Fluordesoxyglucose-6-Phosphats findet
nicht statt, so dass sich der Tracer in den Zellen anreichert. Krebszellen sind fiir ihre ho-
he Glukoseaufnahme bekannt, weshalb sich die PET-Technologie unter Anwendung der
['8F]-Fluordesoxyglukose 136 besonders zur Fritherkennung von Tumoren eignet. Dar-
tiber hinaus sind viele weitere diagnostische Anwendungen beschrieben worden. 3]
Zum Beispiel wird das Imidazobenzodiazepin-Derivat ['1C]-Fumazenil 137 zur Visuali-
sierung der Verteilung von GABA 4-Rezeptoren (GABA: y-Aminobuttersdure) 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 im Gehirn agieren.[343! Es existieren die beiden biologisch relevanten Somato-
statine SRIF-14 138 und SRIF-28 139, die sich in der Anzahl ihrer Aminosduren unterschei-
den (14 bzw. 28), wobei SRIF-14 die verkiirzte Form des SRIF-28 darstellt (Abbildung 6.2).
Sie zeigen inhibitorische Aktivitdt u.a. auf die Insulin-, Glucagon- und Calcitoninsekre-
tion. Die Rezeptoren der Somatostatine gehoren zur Gruppe der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren und werden in fiinf Untergruppen unterteilt (sst;_s). Von den meisten Tu-
morzellen werden bestimmte Somatostatin-Rezeptoren iiberexprimiert, was sie zu inter-
essanten Zielstrukturen fiir die Entwicklung von spezifischen Tracer-Molekiilen werden

t.13%] Im Organismus liegt die Halbwertszeit der Somatostatine bei wenigen Minu-

lass
ten, da sie schnell enzymatisch hydrolysiert werden. Deshalb wurden biologisch akti-
ve, synthetische Somatostatin-Analoga entwickelt, die eine erhthte Lebensdauer in vivo
gewihrleisten. Beispielsweise ist das zyklische Oktapepitd Octreotid 140 (p-Phe-?Cys-
3Phe-*p-Trp-°Lys-®Thr-’Cys-8Thr-ol, Sandostatin, Novartis, Abbildung 6.3) in vivo stabi-
ler als die nativen Somatostatine, da es keine der Somatostatin-typischen Spaltstellen fiir

hydrolytische Enzyme aufweist. [345346]
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Abb. 6.3. Strukturen des Octreotids 140 (links) und des Octreotid-Analogon-Konjugats DOTA-
1r>—Phe—3Tyr—Octreotat 141 (rechts). Der Chelator DOTA komplexiert z. B. radioaktives
1, (DOTA: 1,4,7,10-Tetra-azacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure).

6.1.3. Octreotid-Analoga in Diagnostik und Therapie

Fiir Diagnostik und Radiotherapie wurden bereits einige Octreotid-Analoga entwickelt,
die erfolgreich eingesetzt werden. 371 Durch Konjugation mit Chelatliganden, die stabile
Komplexe mit radioaktiven Metallen ausbilden, konnen diese Molekiile in der Radiothe-
rapie eingesetzt werden, um Tumore selektiv zu zerstoren. Ein Beispiel ist das Konjugat
DOTA-D-Phe1-Tyr3-Octreotat 141 (Abbildung 6.3), das aus dem Chelator DOTA (1,4,7,10-
tetra-azacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsiure) und dem Peptid 1D-Phe-3Tyr-Oc’areotat be-
steht, welches im Vergleich zum Octreotid C-terminal eine freie Carboxyfunktion am 8Thr
besitzt und ein 3Tyr anstelle des 3Phe aufweist. Das Konjugat komplexiert 17/ Lutetium,
zeigt Spezifitat vorrangig fiir ssty-Rezeptoren und konnte im Tiermodell erfolgreich zur

Tumorbehandlung eingesetzt werden. [348]

6.1.4. Synthesestrategien der BE_Tracer -Molekiile

An den Gesamtprozess der Synthese, Isolierung, Analytik und Formulierung der Tra-
cer-Molekiile werden aufgrund der kurzen Halbwertszeiten der Isotope, der geringen

zur Verfiigung 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 *8F". Bedingungen: a) K222/[18F]—KF, 180°C, 15 min.

Radioaktivitdt besondere Anforderungen gestellt.[3¥9] Man ist bestrebt, die Prozesse wei-
testgehend zu automatisieren und bevorzugt deshalb zuverldssige und robuste Synthese-

und Reinigungsstrategien.

Die Synthese der '8F-Tracer-Molekiile beginnt meist vor Ort mit der Generierung von
18F~Tonen durch Beschuss von ['®O]H,O mit Protonen, die in einem Zyklotron generiert
werden. Generell unterscheiden sich nachfolgend die Strategien der Synthese kleiner

Tracer-Molekiile (small molecules) von denen der grofieren Biomolekiile.

Synthese kleiner 18E_Tracer -Molekile

Bei den kleinen Molekiilen kommen am haufigsten nucleophile Substitutionsreaktionen
direkt mit den F~-Ionen zum Einsatz, die haufig unter harschen Reaktionsbedingun-
gen durchgefiihrt werden miissen. Um zu verhindern, dass das Fluoridion aufgrund
der Solvatisierung in wéssriger Umgebung als schlechtes Nucleophil auftritt, werden
die meisten Reaktionen in polaren nicht-protischen Losungsmitteln (z. B. DMF, DMSO,
Acetonitril) durchgefiihrt, wobei als Phasentransferreagenz Kryptofix-2.2.2 (Ky22) der
Reaktion beigesetzt wird.[3*] Dieser Azacryptand bildet einen starken Komplex mit Ka-
liumionen und sorgt dafiir, dass das Fluoridion weniger solvatisiert vorliegt und daher
eine hohe Nucleophilie aufweist. Neben aliphatischen Substitutionen mit I8F- (Sn2) wer-
den besonders hdufig aromatische nucleophile Substitutionsreaktionen an aktivierten
Aromaten durchgefiihrt.[3 Ein Beispiel einer aromatischen nucleophilen Substituti-
onsreaktion ist die Synthese des ['®F]-Setoperons 142 aus dem entsprechenden Nitro-

Vorldufermolekiil 143 (Schema 6.2).[3°1]
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Schema 6.3 Mehrstufige, indirekte 18F-Markierung von Peptiden/Proteinen mittels N-
Succinimidyl—4—[18F]quorbenzoat 147 als prosthetische Gruppe. A:. Synthese
des N—Succinimidyl—4—[18F]fluorbenzoats 147. B: Chemoselektive Ligation mit
einem primaren Amin einer Lys-Seitenkette des Peptids/Proteins. Bedingungen: a)
Kazo / [*®F]-KF, 90°C, 10 min. b) 1M HCI, 100°C, 5min. c) 1. Me,NOH/MeOH, 2.
O-(N-Succinimidyl)-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumtetrafluorborat. Gesamtausbeute
34-38 % in 68 min (automatisierte Synthese). 357

o O
O—N —_—
O

147

Synthese 18 markierter Biomolekile als  Tracer

Zur Synthese B F_markierter Biomolekiile (Peptide, Proteine, Oligonucleotide) miissen
andere Strategien bemiiht werden, da die komplexen Molekiile die harschen Reakti-
onsbedingungen einer direkten nucleophilen Substitution nicht tolerieren wiirden. 3]
Es kommen deshalb indirekte Markierungsreaktionen zum Einsatz, die eine mehrstu-
tige Synthese verlangen. Man bedient sich meist radioaktiver Markierungsreagenzien,
die chemoselektiv unter milden Bedingungen in das Biomolekiil eingebracht werden
konnen. Haufig wird der Aktivester N-Succinimidyl-4-['8]fluorbenzoat 147 eingesetzt,
der unter milden Reaktionsbedingungen an Lys-Seitenketten des Peptids bzw. Proteins
acyliert werden kann (Schema 6.3).13%1 Trotz optimierter Reaktionsbedingungen und
automatisierter Synthese werden insgesamt 3 Stufen (68 min) zur Markierung und Syn-
these der prosthetischen Gruppe benétigt, bevor das Peptid bzw. Protein markiert werden

kann.¥%2] Dartiber 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. [33934]

Fin gra-
vierender Nachteil ist in den meisten Fallen, dass mehrere Stufen zur Synthese notwendig
sind, die einen hohen Zeitaufwand und komplizierte Handhabung mit sich bringen, und
dass die radioaktive Markierung sehr friih in der Reaktionssequenz eingebracht wird.
Dartiber hinaus kann die Konjugation mit den Biomolekiilen in vielen Féllen nicht re-
gioselektiv durchgefiihrt werden, weil hdufig mehrere funktionelle Gruppen vorhanden
sind. Ein weiterer kritischer Punkt ist, dass nicht in allen Fillen bekannt ist, wie sich
die unnatiirliche prosthetische Gruppe auf die biologische Funktion des Biomolekiils
auswirkt.

Aufgrund der wachsenden Bedeutung von biologisch aktiven Peptiden bzw. von Pro-
teinen in bildgebenden Untersuchungen ist die Entwicklung von praktikablen und robus-
ten Markierungsreaktionen von grofiem Interesse. Ideal waren Methoden, die in einem
Ein-Stufen-Prozess selektiv und in hoher Ausbeute zu den markierten Biomolekiilen
fithren wiirden. Die weitere Entwicklung der Positronen-Emissions-Tomographie wird
vermutlich entscheidend von der Verfiigbarkeit geeigneter chemischer Methoden zur

radioaktiven Markierung abhéngig sein.[3%!

6.1.5. Organosilicium basierte Fluoridakzeptoren

Eine viel versprechende Methode zur '®F-Markierung von Biomolekiilen stellt die Iso-
topenaustauschreaktion °F — !8F an Organosilicium basierten Akzeptoren dar (SiFA:
silicon-based fluoride acceptor).[3%+3%1 Der Akzeptor kann bereits vor der radioaktiven
Markierung an das Biomolekiil gebunden werden, wahrend die eigentliche radioaktive
Markierung in einer Stufe durch eine Isotopenaustauschreaktion mit '8F~-Ionen realisiert
wird (Abbildung 6.4). Als besonders giinstig haben sich Di-tert-butylphenylfluorsilan
(tBupPhSiF) basierte Akzeptoren erwiesen, da sie eine hohe Hydrolyse-Stabilitdt 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 durchgefiihrt

werden kann (Schema 6.4).3%*] Der Organosilicium-Akzeptor wurde hierbei in ersten
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149 [**F1L49

Schema 6.4 Direkte 18F—Markierung des SiFA-Akzeptor-Peptid-Konjugats Tyr3—Octreotat 149
durch Isotopenaustausch. Bedingungen: a) Kyp, /[X2F]-KF, RT, 10—15 min. 354

Versuchsreihen als Aldehyd an das Hydroxylamin-funktionalisierte Peptid tiber die Aus-
bildungs eines Oxims an das Tyr>-Octreotat gebunden.

Ein wichtiger Vorteil dieser SiFA-basierten Strategie liegt darin, dass das radioaktive
I8F in einem Schritt selektiv und unter milden Bedingungen in das Biomolekiil eingefiihrt
werden kann. Hierbei wurden keine Nebenreaktionen beobachtet, so dass anschliefSend

keine aufwendigen Reinigungsschritte durchgefiihrt werden miissen.

6.1.6. Syntheseziel

Zur Weiterentwicklung der SiFA-basierten Strategie sollte in Kooperation mit der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Klaus Jurkschat die Akzeptorgruppe Di-tert-butylphenylfluorsilan
in ein Phenylalaninderivat (SiFA-Phe) eingebaut werden, so dass der Akzeptor tiber
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 ®F~-Ionen im Peptid moglich ist, ob eine ausreichend hohe Hydrolyse-
stabilitdt der Si-F-Bindung erreicht wird und ob die biologische Aktivitdt des Peptids
durch das Phenylalaninderivat beeintrachtigt wird. Als SiFA-Modellpeptide wurden
Tyr3-Octreotatderivate gewihlt, die aufgrund ihrer hohen klinischen Relevanz in der

Diagnostik Somatostatin-Rezeptor-positiver Tumore direkt untersucht werden konnten.
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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 des Octreotids 140 abgeleitet werden. 357358 Das zyklische Peptid
bildet eine Typ-II" f-Schleife aus, die fiir die notwendige Orientierung der Aminosauren-
seitenketten nach aufsen verantwortlich ist. Als essentielle Reste, die fiir eine selektive
Bindung an die Somatostatinrezeptoren sst /3,5 notwendig sind, wurden das !p-Phe
und die beiden Reste *p-Trp und °Lys identifiziert (Octreotid-Nummerierung). 35! Die
besondere Konformation des Peptids wird durch die Disulfidbriicke und durch die bei-
den p-konfigurierten Aminosduren bestimmt. Dieses Pharmacophor-Modell weist den
Aminosduren am N-Terminus eine untergeordnete Rolle zu. Besonders im Vergleich
zum DOTA-!p-Phe-*Tyr-Octreotat-Konjugat 141 (Abbildung 6.3) zeigt sich, dass die N-
terminale Region des Peptids auch grofiere sterische Gruppen (DOTA) toleriert, ohne die
biologische Aktivitit zu beeintrachtigen. 3]

Gegentiber dem nativen Phenylalanin besitzt SiFA-Phenylalanin 150 aufgrund der
beiden tert-Butylgruppen einen deutlich hoheren sterischen Anspruch (Abbildung 6.4,
links). Wir wéhlten deshalb den N-Terminus des 3Tyr-Octreotats als Position zum Einbau
des SiFA-Phenylalanins 150 (Abbildung 6.4, rechts). Um die Wasserloslichkeit des SiFA-
3Tyr-Octreotats 151 zu erhohen platzierten wir zusétzlich einen Serinrest zwischen dem

SiFA-Phe und dem p-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-
fithrt. Ausgehend von dem bereits beschriebenen SiFA-Benzaldehyd 152[3%01 wurde das
Olefin 154 in einer Horner-Wathsworth-Emmons-Reaktion mit Phosphonsdureester 153
erhalten (Schema 6.5). Stereoselektive Hydrierung mit Hy unter Katalyse eines chira-
len Rh(I)-Komplexes ergab SiFA-(S)-N-Cbz-Phenylalaninmethylester 155 in 98 % ee und

quantitativer Ausbeute. Gleichzeitige Entschiitzung der Amino- und Carboxyfunktion
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Abb. 6.4. Struktur des (S)-SiFA-Phenylalanins 150 (links) und des SiFA-STyr-Octreotats 151
(rechts).

zum SiFA-(S)-Phenylalanin 156 wurde durch Erhitzen von 155 in konzentriertem HBr er-
reicht. Zum Einsatz des SiFA-Phenylalanins in der Festphasen-Peptidsynthese wurde die
Aminosdure 156 mittels (t-BuOCO),0 in die Boc-geschiitzte Aminosdure 157 tiberfiihrt.

6.2.3. Synthese des SiFA-Octreotat-Peptids

Es sollte eine flexible Synthesestrategie des Octreotat-Peptids entwickelt werden, mit
der die Kupplung des (S5)-SiFA-N-Boc-Phenylalanins 157 an das harzgebundene Peptid
untersucht werden sollte. Die Oxidation der beiden Cystein-Thiole zum intramolekularen
Disulfids sollte im Gegensatz zur literaturbekannten Synthese eines Tyr>-Octreotats[3¢1]
moglichst ohne Thallium(IIl)-trifluoracetat durchgefiihrt werden.

Das 9-mer Vorlduferpeptid 158 wurde mittels automatisierter Festphasenpeptidsynthe-
se an Polystyrolharz in Fmoc-Strategie synthetisiert (Schema 6.6). Um moglichst wenig
der aufwendig zu synthetisierenden SiFA-Aminosdure in der Peptidsynthese verwenden
zu miissen, wurden die nachfolgenden Schritte manuell durchgefiihrt. Nach Entschiitzen
der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe des Peptids 158 mit Piperidin folgte die Kupplung
des SiFA-Phenylalanins 157 (1.8 Aquiv.) mittels HBTU, so dass das harzgebundene 10-mer

Peptid 159 erhalten wurde.
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Schema 6.5 Synthese des (S)-SiFA-N-Boc-Phenylalanins 157 (Dr. Lyuba lovkova Berends).
Bedingungen: a) (x)-Methyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-(dimethoxyphosphinyl)-
acetat 153, Tetramethylguanidin, THF, -78°C, 64%. b) H,, 1,2-Bis[(2R,5R)-
diethylphospholanolbenzolcyclooctadien]rhodium(l)-triflat, CH>Cl,, quant., RT. ¢)
conc. HBr, 110°C. d) (t-BuOCO),0, NEtz.
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Schema 6.6 Synthese des SiFA-Octreotat-Peptids 151, Teil 1: Bedingungen: a) 1. 20 % Piperi-
din/DMF, 30 min. 2. Boc-SiFA-Phe 157, HBTU, DIPEA, 20h.
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6.2. Ergebnisse und Diskussion

Beim Abspalten und Entschiitzen des harzgebundenen 10-mer Peptids 159 mit
95 % TFA wurde zunéchst das Peptid 160 als Hauptprodukt erhalten, das nach Spaltung
der Boc-Gruppe am Indolring des Tryptophans noch die recht stabile Carbaminsdure
trug (Schema 6.7).1362] Die Carbaminséure konnte durch Losen des Peptids 160 in Me-
thanol/ Wasser (1:1) und Erwdrmen auf 40 °C unter Zugabe einer katalytischen Menge
Trifluoressigsdure vollstandig hydrolysiert werden.

Die Kniipfung der intramolekularen Disulfidbriicke gelang durch Oxidation des Pep-
tids 151 in einer leicht basischen Methanollosung unter Sauerstoffatmosphére in 72 h.
Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Methanollosung ausreichend verdiinnt war
(0.3m) um der Bildung intermolekularer Disulfide vorzubeugen. Insgesamt wurden
102 mg 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 '8F-Markierung des SiFA-Octreotat Peptids 151 ergaben eine akzep-
table radiochemische Ausbeute (radiochemical yield, RCY) von 34 % (Dr. Bjorn Wangler,
Klinik und Poliklinik fiir Nuklearmedizin, LMU Miinchen). Zur Zeit wird das Peptid
in Hinblick auf seine Eignung als Radio-Tracer in Tierexperimenten evaluiert. Hierbei
steht die Untersuchung der Hydrolysestabilitdt der Si—-F-Bindung in vivo und die Unter-
suchung der Spezifitdt des markierten Peptids fiir Somatostatin-Rezeptor exprimierende

Tumore im Vordergrund.
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6. Sonstige wissenschaftliche Projekte
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Schema 6.7 Synthese des SiFA-Octreotat-Peptids 151, Teil 2. Bedingungen: a) 95% TFA,
2.5%H,0, 2.5% Et3SiH, 1h. b) katal. TFA, MeOH/H,0 (1:1), 40°C 1.5h. c) O,-
Atm., DIPEA, MeOH, 72 h. Gesamtausbeute Peptid 151: 19 %.
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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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7. Zusammenfassung

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 fiir die dynamische Interaktion des Ribosoms mit
verschiedenen Proteinfaktoren wahrend des Translationszyklus essentiell, so dass ihre
Inhibierung zum Abbruch des Translationsvorgangs und Absterben der Bakterien fiihrt.
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 23S
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 Verstandnis der Bindeeigenschaften

kann daher zur Entwicklung von neuen ribosomalen Wirkstoffen beitragen.

Semisynthetische Modifizierungen des Thiostreptons

Semisynthetische Modifizierungen des Thiopeptid-Grundgeriists bieten eine hervorra-
gende Moglichkeit, die strukturellen Bindungseigenschaften der Thiopeptide ndher zu
untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden stellvertretend semisynthetische Modi-
fizierungen des Thiostreptons 3 untersucht, die auch zum Patent angemeldet werden
konnten.[3%% Dabei wurden verschiedene Thiostreptonderivate synthetisiert, die durch
Modifizierungen unterschiedlicher Funktionalitdten des Thiostrepton-Grundgeriists er-
halten wurden (Abbildung 7.1).

Einerseits wurden abbauende Modifizierungen durchgefiihrt, die die Seitenkette ver-
kiirzten, andererseits wurden dekorierende Modifizierungen bearbeitet, die die Reak-
tivititen funktioneller Gruppen ausnutzten, um neue Gruppen einzufiigen (Michael-

Addition, Acylierung). Durch Reduktion des zentralen Heterozyklus und die Oxidation
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Reduktion

Epimerisierung

Oxidation

H \ e ) "
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Acylierung |:> HO

Ring6ffnung

Abb. 7.1. Semisynthetische Modifizierungen des Thiostrepton-Grundgerists.

bzw. Epimerisierung des A-Ring-Thiazolins wurde das Geriist modifiziert. Selektive Hy-
drolyse des Lactons dffnete den B-Ring, so dass dessen Einfluss auf die Struktur zum

ersten Mal untersucht werden konnte.

Die gewonnenen Erkenntnisse iiber die chemische Reaktivitit des Thiostreptons
wurden dann fiir die Synthese von funktionstragenden Thiostreptonderivaten ge-
nutzt, die teilweise patentiert wurden. [364] Nleben 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 Bindungsaffinititen 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 Aufkldrung der

Zielstrukturen des Thiostreptons in Zellen besonders niitzlich (Dr. Bernhard Ellinger).
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7. Zusammenfassung

Hemmung des Ribosoms [116:117,123]

Durch vergleichende Untersuchungen mittels Fluoreszenz-Polarisationsassay wur-
den wichtige Erkenntnisse iiber 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 Molekiile 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, wahrend die Addition von Thioglucose
scheinbar die Aufnahme des Derivats in die Zellen verhindert.

Dariiber hinaus wurden NMR-Strukturen wichtiger Geriist-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 Geriist-Modifizierungen teilweise einen deutlichen Einfluss
auf die Bindeeigenschaften der Molekiile ausiiben, wobei die beobachteten Strukturver-
dnderungen eher moderat waren. Diese Ergebnisse unterstreichen die Wichtigkeit der
A-Ring-Konformation fiir die hochaffine Bindung der Thiopeptide an den Protein/RNA-

Komplex und die starke Formabhdngigkeit der molekularen Erkennung.

Antimalariawirkung des Thiostreptons  [36°]

Thiostrepton weist Aktivitdit gegen den Malariaerreger Plasmodium falciparum auf.
Unsere neuartigen semisynthetischen Thiostreptonderivate zeigten Plasmodien-
Wachstumshemmung in niedrigen mikromolaren Konzentrationen und waren bis zu
10x aktiver als Thiostrepton selbst. Interessanterweise zeigten sich besonders lipophile
Derivate als sehr aktiv, deren antibakterielle Wirksamkeit vergleichsweise gering war.
Phénotypische Untersuchungen legten einen neuartigen Wirkmechanismus in Plasmo-
dien nahe. Fluoreszenzmikroskopische Experimente mit den fluoreszenten Thiostrep-

tonsonden und Kolokalisierung mit Antikorpern legten nahe, dass Thiostrepton im
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Eukaryoten an das Proteasom bindet. In Folge konnte ich die inhibitorische Wirkung der
Thiostreptonderivate auf die Proteaseaktivitdt des Proteasoms in enzymatischen Assays
mit fluorogenen Substraten spezifisch nachweisen. Interessanterweise wird die Caspa-
seaktivitidt des Proteasoms um ungefdhr eine Grofsenordnung stdrker inhibiert als die
Chymotrypsinaktivitdat. Damit konnte zum ersten Mal die Zielstruktur der Thiopeptide

in Plasmodien identifiziert und das Antimalaria-Wirkprofil schliissig erklart werden.

Biosynthese des Thiostreptons  [338]

Erst seit kurzer Zeit wurde klar, dass die Biosynthese der Thiopeptide iiber die ribo-
somale Synthese eines linearen Vorlduferpeptids verlduft, gefolgt von umfangreichen
post-translationalen Modifikationen. Alle Aminosdurereste des Thiostreptons stammen
daher aus proteinogenen L-Aminosduren, das einzige Thiazolin im A-Ring des Thiost-
reptons ist jedoch p-konfiguriert. Wir konnten zeigen, dass das a-Proton des Thiazolins
sehr leicht deprotoniert werden und in die p-Konfiguration tiberfiihrt werden kann, die
fiir Thiostrepton thermodynamisch bevorzugt ist. Die Umwandlung der Epimere wurde
mittels NMR- und HPLC-Kinetiken charakterisiert. Meine Ergebnisse legen nahe, dass
die Epimerisierung nicht auf Aminosdureebene, sondern am Geriist erfolgen kann und
keiner «klassischen» Aminosdure-Epimerase bedarf. Bislang wurde keine Epimerase im

Biosynthesecluster des Thiostreptons gefunden.
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8. Experimenteller Teil

8.1. Methoden

8.1.1. Gerate und Verfahren

NMR-Spektroskopie: ~ Die 'H- und 13C-Spek’aren wurden mit einem Mercury 400 (Vari-
an), einem Avance DRX 500 (Bruker) oder einem Inova 600 (Varian) gemessen. Fiir die Y.
und 29Si-Spektren wurde das Inova 600 verwendet. Die Restprotonen der deuterierten Lo-
sungsmittel dienten als interner Standard (CDCl3: 6y = 7.26 ppm, 6¢ = 77.2 ppm; CD30OD:
O = 3.31ppm, 6¢ = 49.0 ppm; DMSO-d¢: 6y = 2.50 ppm, 6¢ = 39.5 ppm). Die chemischen
Verschiebungen (0) sind in parts per million (ppm), und die Kopplungskonstanten in Hz
angegeben. Die Signalmultiplizititen wurden folgendermafien bezeichnet: s (Singulett),
d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett), dd (Doppeldublett), m (Multiplett) und br s (breites
Singulett).

Massenspektrometrie:  Die LCMS-Spektren wurden mit einer LCQ Advantage ESI An-
lage (Finnigan) aufgenommen. Vorsdule: VP 50/21 Nucleodur C18 Gravity 5um, Haupt-
sdule: 125/4 Nucleodur C18 Gravity 3 um bzw. 125/4 Nucleodur C4 Gravity 5 um, (Macherey
& Nagel). Es wurden zwei verschiedene Gradienten mit einer Flussrate von 1 mL/min
verwendet. Die Detektion erfolgte iiber Messung der UV-Absorption bei 210, 254, 280
und 350 nm.

Methode I: H,O /0.1 % HCO,H (A) und MeCN /0.1 % HCO,H (B): 10 % B fiir 1 min; 10 %
bis 100 % B in 9 min; 100 % B fiir 2 min.

Methode II: H,O/ 0.1 % HCO,H (A) und MeOH / 5 % THF / 0.1 % HCO,H (B): 10 % B fiir
1 min; 10 % bis 100 % B in 9 min; 100 % B fiir 2 min.

MALDI-TOF-Spektren wurden mittels einer Voyager DE™Pro Biospectrometry Worksta-
tion der Firma PerSeptive Biosystems aufgenommen. Als Matrix diente 2,5-Dihydroxy-
benzoesdure (DHB).

Hochaufgeloste (HRMS)-Spektren wurden auf einer LTQ Orbitrap (Thermo Scientific) ge-
messen, gekoppelt an ein Accela HPLC-System (HPLC Saule 50/1 Hypersil GOLD 1.9 um).

Als Ionisierungsmethode kam Elektrospray-lonisierung (ESI) zum Einsatz.
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8.1. Methoden

Schmelzpunktbestimmung: Es wurde eine Schmelzpunktapparatur B-450 der Firma

Biichi 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 durchgefiihrt. Zum FEinsatz kamen 384-well

Mikrotiterplatten (Optiplate 384 T, Black Opaque) der Firma PerkinElmer.

Rotations-Vakuumkonzentrator: Zum Einengen kleiner Fliissigkeitsmengen wurde
ein Rotations-Vakuumkonzentrator (“Speed-Vac”) RVC-2-25 der Firma Christ mit Kiihlfal-
le CT02-50 und Membran-Vakuumpumpe MZ2C der Firma Vacuubrand verwendet.

Thermomixer:  Zum temperierten Schiitteln von Eppendorfreaktionsgefdfien wurde

ein Thermomixer comfort der Firma Eppendorf eingesetzt.

8.1.2. Chromatographie

Diinnschichtchromatographie: Die Diinnschichtchromatographie wurde auf be-
schichteten Aluminium-Platten der Firma Merck (Kieselgel 60, Fys4) durchgefiihrt. Die
Detektion erfolgte mittels UV-Licht (254 bzw. 366 nm) oder durch Anfarben mit KMnOy-
Losung (1.6 g KMnOy, 10g K,CO3, 2.5 mL 5 %-ige NaOH-Losung, 200 mL Wasser) und

nachfolgendem Erhitzen.

Saulenchromatographie: Es wurde Kieselgel der Firma Acros (Partikelgrofie 35-70 pm)
als stationdre Phase verwendet. In der Regel wurde ein Uberdruck 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, Saulenwechsler Reodyne LabPRO, UV/Vis-Detektor
ProStar 335. Als Trennsdulen kamen zum Einsatz: CC 125/4 Nucleodur C18 Gravity 3 um, EC
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8. Experimenteller Teil

125/4 Nucleodur C18 Isis 3 ym und CC 125/4 Nucleodur C4 Gravity 3 pm. Die Losungsmittel
wurden als ,HPLC gradient grade” von Fischer Scientific oder Acros bezogen.

Methode A: C4-Sdule, CH3CN/H,O-Gradient: 10 % CH3CN fir 1min; 10 % bis 70 %
CH3CN in 16 min; 100 % CH3CN fiir 2 min.

Methode B: C4-Sdule, CH3CN/H,O-Gradient: 10% CH3CN fir 1min; 10% bis 95 %
CHj3CN in 10 min; 95 % CH3CN fiir 3 min. Konstant 5 % Laufmittel C: 2 % TFA in H,O.

Praparative HPLC:  Die praparative HPLC-Anlage war ebenfalls von der Firma Varian,
bestehend aus Pumpe ProStar 215, UV/Vis-Detektor ProStar 340 und Fraktionssammler
ProStar 701. Als Trennsdulen kamen zum Einsatz: VP 250/21 Nucleodur C18 Gravity 5 um,
VP 250/16 Nucleodur C18 Gravity 5 um, VP 250/21 Nucleodur C4 Gravity 5 ym und VP 250/16
Nucleodur C4 Gravity 5 um. Die Losungsmittel wurden als ,,HPLC gradient grade” von

Fischer Scientific oder Acros bezogen.

8.1.3. Reagenzien, Losungsmittel, Harze

Alle Reagenzien und Losungsmittel wurden von den Firmen ABCR, Acros, Biosolve, Fluka,
Iris Biotech, Novabiochem oder Sigma-Aldrich erhalten und ohne weitere Aufreinigung
eingesetzt. Wasserfreies Dichlormethan wurde durch Destillation tiber 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, 1.55 mmol/g) der Firma Iris Biotech fiir die Peptidsynthesen verwendet.

8.1.4. Biochemische Materialien

Fiir die biochemischen Arbeiten wurden humane 20S Proteasom-Prédparationen (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. Pufferldsungen

Reaktionspuffer des Proteasomassays: 20 mm Tris-HCl, 1 mm EDTA, pH7.5
NMR-Titrationspuffer: 50 mm Na,COj3 in D,O, pH 12.0
Loslichkeitspuffer: 50 mm Natriumphosphat, pH7.0
Michael-Additionspuffer: 50 mm Natriumphosphat, pH 9.0

8.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften

Sulfa-Michael -Addition (AV1):  Der Michael-Akzeptor wurde in TFE gelost (15 mm)
und mit Natriumphosphat-Puffer (50 mm, pH9) im Verhéltnis 2:1 (TFE/Puffer) versetzt.
Nach Einrichten einer Ar-Schutzgasatmosphére wurden 1.2 Aquiv. des entsprechenden
Thiols bei RT hinzugegeben, gefolgt von 5.0 Aquiv. Et;N. Die Reaktionsmischung wurde
bis zum vollstandigen Umsatz bei RT gertihrt (2-48 h).

Thiazolinoxidation (AV2): Die zu oxidierende Verbindung wurde in wasserfreiem THF
gelost (15mm) und bei 0 °C langsam mit 2.0 Aquiv. CBrClz und 1.1 Aquiv. DBU versetzt.
Nach 1h wurde das Kiihlbad entfernt und die Reaktion bei RT bis zum vollstandigen
Umsatz geriihrt (2-3 h).

Dehydropiperidinreduktion (AV3): Die zu reduzierende Verbindung wurde in was-
serfreiem THF gelost (15 mm) und bei -15 °C langsam mit 1.1 Aquiv. NaBH3CN versetzt.
Nach 1h wurde das Kiihlbad entfernt und die Reaktion bei RT bis zum vollstandigen
Umsatz geriihrt (10-20h).

Beladung der ersten Aminosaure am 2-Chlortritylharz (AV4): Die Fmoc-geschiitzte,

getrocknete Aminosdure (1.8 Aquiv.) wurde in wasserfreiem Dichlormethan (0.19 m) un-

ter Zugabe von DIPEA (4.0 Aquiv.) gelost, und zu dem vorgequollenen Harz (1.0 Aquiv.)
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im Festphasenreaktor mit Fritte gegeben. Nach 2 h Schiitteln 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 (2-3 mg) wurde in einen 10 mL-Messkolben eingewogen, mit Piperidin /
DMF (4:1, 10 mL) versetzt, und fiir 30 min geschiittelt. Aus dem Uberstand wurden 3 mL
entnommen, in eine UV-Kiivette tiberfiihrt, und die Extinktion bei 301 nm bestimmt. Als
Referenz diente die Piperidin / DMF -Losung ohne Harz. Aus dem Lambert-Beerschen
Gesetz (8.1) (E = Extinktion, ¢ = Konzentration [mmol/ml], d = Schichtdicke [cm], €301 =
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=e€xc+d (8.1)

V1 E
g ¢ V1000 _E ey 8.2)

m m
Automatisierte Peptidsynthese (AV6): In der automatisierten Peptidsynthese mittels
Mikrowellen-Peptidsyntheseroboter (Liberty, CEM) wurden folgende Losungen verwen-

det:

Fmoc-Aminosdure:  0.2m in DMF
Aktivator: 0.5m HBTU in DMF
Base: 2.0m DIPEA in NMP
Fmoc-Entschiitzung: 20 % Piperidin in DMF
Losungsmittel: DMF

Es wurden die Standard-Gerédteparameter fiir die Peptidsynthese verwendet. Nachfol-
gend ist eine Ubersicht iiber die wichtigsten Parameter der einzelnen Schritte fiir eine
typische Harzmenge von 0.5 mmol aufgefiihrt. Alle Kupplungen wurden standardmafiig

als Einfachkupplungen durchgefiihrt, und die Peptide per Hand vom Harz abgespalten.
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Kupplung: 5.0 Aquiv. Fmoc-Aminosédure, 5.0 Aquiv. Aktivator, 5.0 Aquiv. Base,
25W Leistung (initial), max. 75 °C, 300s.
Cys-Kupplung: 120 s ohne Mikrowelle, 240 s bei 25 W Leistung (initial), max. 50 °C.
Fmoc-Abspaltung: 1) 35 W Leistung, max. 75 °C, 30s.
2) 35 W Leistung, max. 75°C, 180s.

Testabspaltung (AV7):  Einige Harzkiigelchen wurden mit 0.5 mL TFA (bzw. 0.5 mL
TFA/TES/H,0 98:1:1) versetzt und fiir 15min bei RT geschiittelt. Der Uberstand wurde
abgenommen, in ein Eppendorfreaktionsgefafs tiberfiihrt und im Luftstrom eingetrock-

net. Der Riickstand wurde in Acetonitril aufgenommen, die Losung filtriert und mittels

LCMS analysiert.
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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.

N

Ir=

N
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:gzo

Z

I

N

3
e
| D
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e
I
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3
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Abb. 8.1. Struktur des Thiostreptons 3 als Ausgangspunkt der semisynthetischen Maodifikationen.
Die verwendete Bezeichnung der Aminoséaurereste und die Nummerierung der Atome
ist angegeben. But: Dehydrobutyrin; Cys: Cystein (Thiazolin); Deala: Dehydroalanin;
Pip: Dehydropiperidin; Q: Chinaldinsédure; Thr: Threonin; Thstn: Thiostreptin.
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8.3. Thiostreptonderivate

8.3.1. Verklrzungsreaktionen

Verkirzungsreaktion ausgehend von Thiostrepton 3

HO,,, Me

10% HNEt, in CHCl3

23:n=127:n=0

Thiostrepton 3 (1.0 g, 0.601 mmol) wurde unter Riihren in CHCl3 (50mL) gelost und
tropfenweise mit HNEt, (5mL) bei 0 °C versetzt. Nach 10 min wurde die Reaktion bei
RT fiir 3 h weitergeriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels und Kieselgelchromatogra-
phie (2-5 % MeOH in CHCl3) wurden 671 mg (0.420 mmol, 70 %) des einfach verkiirzten
Thiostreptons 23 als farbloser Feststoff und 138 mg (0.090 mmol, 15 %) des zweifach ver-
kiirzten Thiostreptons 27 (Analytik vide infra) als farbloser Feststoff erhalten.

Analytik des einfach verkirzten Thiostreptons (23)
Schmp.: Ty: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.39 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 8.07min; fiir [Ce9HgpN158017S5-+H™] ber.: 1595.5, gef.:
1595.4.

HPLC: Methode A: tg = 14.1 min.

TH-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.1 Hz, 1H, Q-5),
6.46 (d, ] = 1.7 Hz, 1H, Deala2-3), 6.25 - 6.15 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (q, ] = 7.1
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Hz, 1H, But-3), 5.67 (d, ] = 2.1 Hz, 1H, Dealal-3), 5.61 — 5.59 (m, 1H, Thr2-2), 5.57
(s, 1H, Thstn2), 5.48 (d, | = 1.6 Hz, 1H, Deala2-3"), 5.18 (s, 1H, Dealal-3’), 5.16 —
5.12 (m, 2H, Q-11/Pip-6), 4.81 (dd, ] = 12.9, 8.9 Hz, 1H, Cys-4), 4.60 — 4.52 (m, 1H,
Ala2-2), 428 — 4.23 (m, 2H, Thr1-2/Q-8), 3.93 - 3.86 (m, 1H, Pip-4), 3.68 — 3.60 (m,
2H, Alal-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, ] = 4.3 Hz, 1H, Ile-2), 2.78 - 2.71 (m, 1H,
Pip-3’), 2.13 (t, ] = 12.9 Hz, 1H, Pip-4’), 1.79 — 1.71 (m, 1H, Ile-3), 1.55 (d, ] = 6.6
Hz, 3H, Thr2-Me), 1.45 (d, ] = 7.1 Hz, 3H, But-Me), 1.42 - 1.37 (m, 1H, Thr1-3), 1.26
(d, ] = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.21 (d, | = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.13 (d, | = 6.4 Hz,
4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.03 — 0.97 (m, 6H, Alal-Me/Thstn3-Me), 0.95 — 0.86 (m, 1H,
Ile-4"), 0.83 (d, ] = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.72 (t, | = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.65 (d, |
= 6.2 Hz, 3H, Thr1-Me).

13C-NMR: 125.7 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 =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): fiir [CeoHgpN18017S5+H™] ber.: 1595.478, gef.: 1595.482.

Verkirzungsreaktion ausgehend von einfach verkirztem Thi ostrepton 23
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8.3. Thiostreptonderivate

Einfach verkiirztes Thiostrepton 23 (100 mg, 0.063 mmol) wurde unter Riithren in CHCl3
(4.5mL) gelost und tropfenweise mit HNEt, (0.5mL) bei 0 °C versetzt. Nach 10 min wur-
de die Reaktion bei RT weitergeriihrt. Nach 29 h wurde nochmals HNEt, (0.5mL) hin-
zugegeben, und die Reaktionsmischung fiir weitere 27h geriihrt. Nach Entfernen des
Losungsmittels und Kieselgelchromatographie (2-5 % MeOH in CHCl3) wurden 46 mg
(0.030 mmol, 48 %) des zweifach verkiirzten Thiostreptons 27 als farbloser Feststoff erhal-

ten.

Schmp.: T > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.28 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 7.86 min; fiir [Ce¢H79N17016S5+HT] ber.: 1526.46, gef.:
1526.46.

HPLC: Methode A: tg = 13.5min.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.2 Hz, 1H,
Q-5), 6.29 - 6.13 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (q, ] = 6.9 Hz, 1H, But-3), 5.67 (d, | =
2.2 Hz, 1H, Dealal-3), 5.60 (s, 1H, Thr2-2), 5.58 (s, 1H, Thstn-2), 5.22 - 5.10 (m, 3H,
Dealal-3'/Pip-6/Q-11), 4.81 (dd, ] = 12.9, 8.8 Hz, 1H, Cys-4), 4.56 (q, ] = 6.6 Hz, 1H,
Ala2-2), 4.31 - 4.19 (m, 2H, Thr1-2/Q-8), 3.90 (dd, | = 13.0, 6.0 Hz, 1H, Pip-4), 3.68
—3.62 (m, 2H, Alal-2/Thstn-4), 3.48 — 3.43 (m, 2H, Cys-5/Q-7), 3.24 - 3.20 (m, 1H,
Pip-3), 3.00 (dd, ] = 13.0 Hz, 11.4, 1H, Cys-5’), 2.81 (d, ] = 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, ] =
6.6 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.45 (d, ] = 7.1 Hz, 3H, But-Me), 1.42 — 1.39 (m, 1H, Thr1-3),
1.26 (d, | = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.22 (d, | = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.13 (d, ] = 6.4
Hz, 4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.03 — 0.97 (m, 6H, Alal-Me/Thstn3-Me), 0.95 — 0.88 (m,
1H, Ile-4"), 0.84 (d, | = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.72 (t, | = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.64
(d, ] = 6.2 Hz, 3H, Thr1-Me).

13C-NMR: 125.7 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 =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): fiir [CegH79N17016S5+H™] ber.: 1526.457, gef.: 1526.461.

8.3.2. Sulfa-Michael-Additionen an einfach verklrztes

Thiostrepton 23

Einfach verkurztes Thiostrepton + 1-Butanthiol (29)

29

Einfach verkiirztes Thiostrepton 23 (50 mg, 0.031 mmol) wurde mit 1-Butanthiol (4.4 pL,
0.041 mmol, 1.3 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umgesetzt. Nach
Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels praparativer HPLC (C4 Sau-
le, CH3CN/H,0O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Michael-
Addukt 29 (22 mg, 0.013 mmol, 42 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Ty,: > 240°C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.42 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methodel: tg = 8.77/8.99 min; fiir [C73Hy9yN13017S¢+H" ] ber.: 1685.5, gef.:
1685.2
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'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.0 Hz, 1H, Q-5),
6.23 (dd, ] =10.2, 5.2 Hz, 1H, Q-6), 6.18 (d, ] = 5.8 Hz, 1H, Thr2-3), 6.07 (q, | = 6.7
Hz, 1H, But-3), 5.68 (s, 1H, Dealal-3), 5.63 — 5.54 (m, 2H, Thr2-2/ Thstn2), 5.22 —
5.10 (m, 3H, Q-11/Pip-6/Dealal-3’), 4.82 (dd, ] = 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, | = 6.3 Hz, 2H,
Alal-2/Thstn-4), 3.53 - 3.43 (m, 2H, Cys-5/Q-7), 3.01 (t, ] = 12.3 Hz, 1H, Cys-5’), 2.91
—2.85 (m, 2H, beta-Cys), 2.82 (s, 1H, Ile-2), 2.47 (t, ] = 7.5 Hz, 2H, 1-H»), 2.13 (d, | =
13.0 Hz, 1H, Pip-4"), 1.77 (br s, 1H, Ile-3), 1.56 (d, | = 6.3 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.50 —
1.38 (m, 6H, But-Me/Thr1-3/2-H>), 1.31 - 1.19 (m, 9H, Ala2-Me/Q-11-Me/lle-4/3-H5),
1.13 (d, ] = 6.4 Hz, 3H, Thstn-5), 1.05-0.96 (m, 6H, Alal-Me/Thstn3-Me), 0.96 — 0.89
(m, 1H, Tle-4"), 0.84 (d, ] = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.78 — 0.70 (m, 6H, Ile-4-Me/4-H3),
0.65 (d, ] = 5.5 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ES|)Z fiir [C73H92N18017S6+H+] ber.: 1685.528, gef.: 1685.529.

Einfach verkirztes Thiostrepton + 1-Hexadecanthiol (31)

HS

23
TFE/H,0 pH 9, NEtg

20%

31

Einfach verkiirztes Thiostrepton 23 (60 mg, 0.038 mmol) wurde mit 1-Hexadecanthiol
(15uL, 0.049 mmol, 1.3 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umge-

setzt. Nach Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels praparativer HPLC
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(C4 Saule, CH3CN/H,O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Mi-
chael-Addukt 31 (14 mg, 0.008 mmol, 20 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: T: > 240 °C (Zersetzung).

DC: Ry = 0.48 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: g = 10.53 min; fiir [CgsH116N18017S¢+H ] ber.: 1853.72, gef.:
1853.28.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.2 Hz, 1H, Q-5),
6.21(dd, ] =9.3,5.5 Hz, 1H, Q-6), 6.15(d, ] = 6.9 Hz, 1H, Thr2-3), 6.03 (d, ] = 7.1 Hz,
1H, But-3), 5.65 (d, ] = 1.9 Hz, 1H, Dealal-3), 5.60 — 5.53 (m, 2H, Thr2-2/ Thstn2),
5.18 -5.09 (m, 3H, Q-11/Pip-6/Dealal-3’), 4.79 (dd, ] = 12.8, 9.1 Hz, 1H, Cys-4), 4.58
—4.51 (m, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 422 (dd, ] = 7.5, 3.5 Hz, 1H, Thr1-2), 4.19 (s, 1H,
Q-8),3.88 (dd, ] = 13.5, 5.9 Hz, 1H, Pip-4), 3.62 (q, ] = 6.2 Hz, 2H, Alal-2/Thstn-4),
3.47 - 3.40 (m, 2H, Cys-5/Q-7), 3.23 (d, ] = 17.2 Hz, 1H, Pip-3), 2.98 (dd, | = 12.8,
11.7 Hz, 1H, Cys-5"), 2.86 — 2.81 (m, 2H, beta-Cys), 2.78 (d, ] = 4.3 Hz, 1H, Ile-2),
2.75 - 2.71 (m, 1H, Pip-3’), 2.45 — 2.38 (m, 2H, 1-H»), 2.17 — 2.06 (m, 1H, Pip-4’),
1.80 - 1.70 (m, 1H, Ile-3), 1.53 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.41 (d, | = 7.1 Hz, 4H,
But-Me/Thr1-3), 1.39 — 1.35 (m, 2H, 2-H,), 1.24 (d, | = 6.3 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.19
(d, ] =6.7 Hz, 3H, Q-11-Me/lle-4), 1.17 - 1.13 (m, 2H, 3-Hj), 1.10 (d, ] = 6.4 Hz, 3H,
Thstn-4-Me), 1.04 (s, 24H, 4-H;, 5-H,, 6-H», 7-Hj, 8-H,, 9-Hj, 10-H,, 11-H,, 12-H,,
13-Hj, 14-H;, 15-H3), 0.99 — 0.94 (m, 6H, Alal-Me/Thstn3-Me), 0.93 — 0.84 (m, 1H,
lle-4"),0.82 (d, ] = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.71 — 0.63 (m, 6H, Ile-4-Me/16-H3), 0.60 (d,
] = 6.1 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): fiir [CgsH116N18017S¢+H "] ber.: 1853.716, gef.: 1853.716.
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Einfach verkirztes Thiostrepton + Glc-SH (32)

OH
HS 0
HmH
OH :
23
TFE/H,0 pH9, NEt;  © N~ H S o H )
56% HN. A Dme Mo OH HN™ “Me
S H
H N N
HOA_A0H S ‘ o
Me X H
Me Me
Me
Me OH
32

Einfach verkiirztes Thiostrepton 23 (50 mg, 0.031 mmol) wurde mit dem Natriumsalz
der 1-Thio-B-p-Glukose (8.2 mg, 0.038 mmol, 1.2 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden
Michael-Addukt umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mit-
tels praparativer HPLC (C4 Sdaule, CH3CN/H;0) wurde nach Lyophilisieren der entspre-
chenden Fraktionen Michael-Addukt 32 (31 mg, 0.017 mmol, 56 %) als farbloser Feststoff

erhalten.

Schmp.: Tj;: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.48 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 7.81 min; fiir [C75H94N1802256+H+] ber.: 1791.52, gef.:
1792.31.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.1 Hz, 1H, Q-5),
6.27 - 6.15 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.07 (q, ] = 7.0 Hz, 1H, But-3), 5.69 (s, 1H, Dealal-3),
5.64 — 5.56 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.22 — 5.12 (m, 3H, Dealal-3’/Pip-6/Q-11), 4.83
(dd, ] =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, ] = 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, Alal-2/Thstn-4), 3.58 — 3.51 (m, 2H, Glc-4/Glc-6"),

235



8. Experimenteller Teil

3.50 — 3.44 (m, 2H, Cys-5/Q-7), 3.31 — 3.20 (m, 4H, Pip-3/Glc-2/Glc-3/Gle-5), 3.09 —
2.86 (m, 3H, Cys5’/beta-Cys), 2.82 (d, | = 4.1 Hz, 1H, Tle-2), 2.13 (d, ] = 13.4 Hz, 1H,
Pip-4’), 1.83 — 1.72 (m, 1H, Ile-3), 1.57 (d, | = 6.5 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.46 (d, ] = 7.0
Hz, 3H, But-Me), 1.44 — 1.41 (m, 1H, Thr1-3), 1.28 (m, 3H, Ala2-Me), 1.23 (d, ] =
6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.14 (d, ] = 6.4 Hz, 4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.05 — 0.98 (m, 6H,
Alal-Me/Thstn3-Me), 0.96 — 0.89 (m, 1H, Ile-4’), 0.85 (d, ] = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me),
0.73 (t, ] = 7.3 Hz, 3H, Tle-4-Me), 0.66 (d, ] = 6.1 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): fiir [C75HosN1802S¢+H"] ber.: 1791.519, gef.: 1791.520.

Einfach verkirztes Thiostrepton + NAcCysOMe (28)

(@]
AcHN,,
'EJ\OMe
S

H

23
TFE/H,0 pH 9, NEts

32%

28

Einfach verkiirztes Thiostrepton 23 (17 mg, 0.011 mmol) wurde mit N-Acetyl-Cystein-
methylester (3.8 mg, 0.021, 2.0 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt
umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels praparativer
HPLC (C4 Saule, CH3CN/H,0) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktio-
nen Michael-Addukt 28 (6 mg, 0.003 mmol, 32 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tj,: > 240 °C (Zersetzung).

DC: Ry = 0.48 (CHCl;/MeOH 9:1).
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LCMS (ESI): Methode I: tg = 8.02min; fiir [C75Hg3N19020S¢+H"] ber.: 1772.5, gef.:
1772.5.

HPLC: Methode A: tg = 12.5min.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 =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, | = 10.0 Hz, 1H, Q-5), 6.23
-6.11 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.03 (q, ] = 7.5 Hz, 1H, But-3), 5.64 (s, 1H, Dealal-3), 5.59
—5.53 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.15 (s, 1H, Dealal-3"), 5.14 - 5.08 (m, 2H, Pip-6/Q-11),
4.79 (dd, | = 12.3, 9.1 Hz, 1H, Cys-4), 459 (q, ] = 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, Alal-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, ] = 4.3 Hz, 2H, lle-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, | = 6.5 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.41 (d, ] = 7.1 Hz,
4H, But-Me/Thr1-3), 1.26 — 1.20 (m, 3H, Ala2-Me), 1.18 (d, | = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me),
1.10 (d, | = 6.3 Hz, 4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 0.99 — 0.94 (m, 6H, Alal-Me/Thstn3-Me),
0.92 - 0.84 (m, 1H, Tle-4"), 0.81 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.68 (t, ] = 7.3 Hz, 3H,
[le-4-Me), 0.60 (d, | = 6.4 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): fiir [C75HosN19020S6+H ] ber.: 1772.524, gef.: 1772.525.
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Einfach verkirztes Thiostrepton + NAcCysOH (33)
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Me S .
Me Me'
Me
Me OH
33

Einfach verkiirztes Thiostrepton 23 (50 mg, 0.031 mmol) wurde mit N-Acetyl-Cystein-

methylester (7.7mg, 0.047mmol, 1.5 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-

Addukt umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels pra-
parativer HPLC (C4 Sdule, CH3CN/H,O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden
Fraktionen Michael-Addukt 33 (23 mg, 0.013 mmol, 42 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Ty: > 240 °C (Zersetzung).

DC: Ry = 0.48 (CHCl;/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 8.35min; fur [C74H91N1902086+H+] ber.: 1758.5, gef.:

1758.1.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.2 Hz, 1H, Q-5),
6.28 - 6.15 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (q, ] =7.1 Hz, 1H, But-3),5.68 (d, ] = 1.8 Hz, 1H,
Dealal-3), 5.64 — 5.55 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.18 (s, 1H, Dealal-3"), 5.17 — 5.13 (m,
2H, Pip-6/Q-11),4.82 (dd, ] =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, Alal-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, ] = 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, ] = 6.6 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.45 (d, | = 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, ] = 5.9 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.14
(d, ] = 6.4 Hz, 4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.03 — 0.97 (m, 6H, Alal-Me/Thstn3-Me), 0.92
(m, 1H, Tle-4"), 0.85 (d, | = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.72 (t, | = 7.3 Hz, 3H, lle-4-Me),
0.65 (d, ] = 6.1 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ES|)Z fiir [C74H91N1902()S6+H+] ber.: 1758.508, gef.: 1758.509.

Einfach verkirztes Thiostrepton + 2-(Dimethylamino)ethan thiol (34)

Me
N
HS” ™>"""Me

TFE/H,0 pH 9, NEts
26%

34

Einfach verkiirztes Thiostrepton 23 (50mg, 0.031 mmol) wurde mit 2-(Dimethyl-
amino)ethanthiol (5.3 mg, 0.038 mmol, 1.2 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Mi-
chael-Addukt umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels
praparativer HPLC (C4 Saule, CH3CN/H,O) wurde nach Lyophilisieren der entspre-
chenden Fraktionen Michael-Addukt 34 (14 mg, 0.008 mmol, 26 %) als farbloser Feststoff

erhalten.

Schmp.: Tj: > 240 °C (Zersetzung).

DC: Ry = 0.48 (CHCl;/MeOH 9:1).
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LCMS (ESI): Methode I: tg = 7.00 min; fiir [C73Hg3N19017S¢+H"] ber.: 1700.5, gef.:

1700.3.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; § = 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, ] = 10.2 Hz, 1H, Q-5), 6.28
—-6.16 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.07 (q, ] = 7.1 Hz, 1H, But-3), 5.69 (s, 1H, Dealal-3), 5.65
—5.57 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.19 (s, 1H, Dealal-3"), 5.18 - 5.13 (m, 2H, Pip-6/Q-11),
4.83 (dd, ] = 13.0 Hz, 8.9, 1H, Cys-4), 4.68 (t, ] = 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, ] = 17.2 Hz, 1H, Pip-3), 3.06 — 2.98 (m, 1H, Cys-5’),
298 - 291 (m, 1H, beta-Cys), 2.88 — 2.79 (m, 4H, beta-Cys/Ile-2/1-H;), 2.76 (d, | =
4.6 Hz, 3H, Pip-3'/2-Hj), 2.42 (d, ] = 5.5 Hz, 6H, NMe), 2.21 - 2.08 (m, 1H, Pip4’),
1.82 - 1.73 (m, 1H, Ile-3), 1.57 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.46 (d, | = 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, | = 6.6
Hz, 3H, Q-11-Me), 1.14 (d, | = 6.4 Hz, 4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.04 — 1.01 (m, 6H,
Alal-Me/Thstn3-Me), 0.98 — 0.89 (m, 1H, Ile-4"), 0.85 (d, ] = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me),
0.73 (t, ] = 7.3 Hz, 3H, lle-4-Me), 0.65 (d, | = 6.2 Hz, 3H, Thr1-Me).

13C-NMR: 125.7 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 =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 (ES|) fiir [C73H93N19017S6—|—H+] ber.: 1700539, gef.: 1700.541.
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Einfach verkirztes Thiostrepton + 1-Octanthiol (30a/b)

23
TFE/H,0 pH 9, NEty

Me

30 a/b

Einfach verkiirztes Thiostrepton 23 (108 mg, 0.068 mmol) wurde mit 1-Octanthiol
(17 uL, 0.101 mmol, 1.5 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umge-
setzt. Nach Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels praparativer HPLC
(C4 Saule, CH3CN/H,0) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen ein
Isomerengemisch des Michael-Addukts 30 (25 mg, 0.014 mmol, 21 %) als farbloser Feststoff
erhalten. Nach wiederholter HPLC-Reinigung konnten jeweils 6 % der beiden Isomere

isoliert werden (30 a/b).

Isomer 30a:

Schmp.: Tj: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.48 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 10.49 min; fiir [C77H101N18017S¢+H™] ber.: 1741.6, gef.:
1741.1.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.1 Hz, 1H,
Q-5), 6.27 — 6.15 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (q, ] = 7.0 Hz, 1H, But-3), 5.68 (d, | =
2.0 Hz, 1H, Dealal-3), 5.61 — 5.57 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.19 (s, 1H, Dealal-3’),
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5.17 - 5.13 (m, 2H, Pip-6/Q-11), 4.82 (dd, | = 12.0, 8.5 Hz, 1H, Cys-4), 4.61 — 4.54
(m, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 4.26 (dd, | = 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, Alal-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, | =
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-Hy), 2.20 — 2.09 (m, 1H, Pip-4’), 1.80 — 1.74 (m, 1H, Ile-3), 1.56 (d, ] =
6.7 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.48 — 1.41 (m, 6H, But-Me/Thr1-3/2-H,), 1.31 — 1.25 (m, 5H,
Ala2-Me/3-Hy), 1.23 (d, ] = 6.7 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.18 — 1.07 (m, 12H, Ile-4/Thstn-4-
Me/4-H,/5-Hy/6-Hy/7-Hy), 1.03 — 0.96 (m, 6H, Alal-Me/Thstn3-Me), 0.96 — 0.88 (m,
1H, Tle-4"), 0.85 (d, ] = 6.9 Hz, 3H, Tle-3-Me), 0.71 (m, 6H, Tle-4-Me/8-Hj), 0.64 (d, |
= 6.3 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): fiir [C77H101N15017S¢-+H ] ber.: 1741.591, gef.: 1741.592.

Isomer 30b:

Schmp.: T: > 240 °C (Zersetzung).

DC: Ry = 0.48 (CHCl;/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 10.96 min; fiir [C77H101N18017S¢+HT] ber.: 1741.6, gef.:

1741.1.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 8.12 (s, 1H, Thz4-5), 8.08 (s, 1H, Thz2-5), 8.02

242

(s, 1H, Thz1-5), 7.41 (s, 1H, Thz3-5), 7.15 (s, 1H, Q-3), 6.73 (d, ] = 10.1 Hz, 1H, Q-5),
6.27 - 6.16 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (q, ] = 7.1 Hz, 1H, But-3), 5.68 (d, | = 2.3 Hz,
1H, Dealal-3), 5.64 — 5.56 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.18 (d, ] = 1.7 Hz, 1H, Dealal-3"),
5.17 - 5.13 (m, | = 6.5 Hz, 2H, Pip-6/Q-11), 4.82 (dd, ] = 12.9 Hz, 9.0, 1H, Cys-4),
4.61—4.53 (m, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 4.25 (d, | = 7.9 Hz, 2H, Thr1-2/Q8), 3.94 — 3.88
(m, 1H, Pip-4), 3.68 — 3.61 (m, 2H, Alal-2/Thstn-4), 3.52 — 3.44 (m, 2H, Cys-5/Q-7),
3.26 (dd, | = 18.3, 5.1 Hz, 1H, Pip-3), 3.05 — 2.97 (m, 1H, Cys-5'), 2.87 (d, ] = 6.5
Hz, 2H, beta-Cys), 2.81 (d, | = 4.1 Hz, 1H, Ile-2), 2.79 — 2.71 (m, 1H, Pip-3"), 2.52 —
2.40 (m, 2H, 1-Hy), 2.19 - 2.09 (m, 1H, Pip-4), 1.81 - 1.73 (m, 1H, Ile-3), 1.56 (d, | =
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6.5 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.49 — 1.39 (m, 6H, But-Me/Thr1-3/2-H,), 1.27 (d, ] = 6.6 Hz,
3H, Ala2-Me), 1.23 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.20 — 1.17 (m, 2H, 3-H), 1.14 (d,
] = 6.4 Hz, 4H, Tle-4/Thstn-4-Me), 1.11 — 1.06 (m, 8H, 4-H,/5-Hy/6-Hy/7-Hy), 1.04 —
0.98 (m, 6H, Alal-Me/Thstn3-Me), 0.97 — 0.88 (m, 1H, Ile-4"), 0.85 (d, ] = 6.9 Hz, 3H,
Tle-3-Me), 0.76 — 0.67 (m, 6H, Tle-4-Me/8-H3), 0.65 (d, | = 6.2 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ES|) fir [C77H101N18017S6+H+] ber.: 1741591, gef.: 1741.592.

N-3-(2-(2-(3-aminopropoxy)ethoxy)ethoxy)propyl-  g-(tritylthio)propionamid (72)
o} o)

/\)j\ HBTU, DIPEA
+ H N/\/\eo/\>/\NH - > /\)J\ /\/\< /\%/\
TrS OH 2 3 2 54% TrS H (@) 3 NH

72

Zu einer Losung von S-Tr-1-Mercaptopropionsdure (697 mg, 2.0 mmol) und HBTU
(1.52 g, 4.0 mmol, 2.0 Aquiv.) in DMF (20 mL) wurde DIPEA (349 pL, 2.0 mmol, 1.0 Aquiv.)
bei 0°C hinzugegeben. Nach 10min wurde die Reaktionsmischung langsam zu ei-
ner Losung aus 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (4.38 mL, 20 mmol, 10 Aquiv.) in
CH,Cl, (20 mL) getropft und 14 h bei RT geriihrt. Nach Entfernen der fltichtigen Bestand-
teile im Vakuum wurde der Uberstand in Ethylacetat (100 mL) aufgenommen und mit
gesittigter NaHCOs-Losung (60 ml) gewaschen. Die wéssrige Phase wurde mit Ethyla-
cetat (3 x 30mL) extrahiert, die vereinigten organischen Extrakte mit gesattigter NaCl-
Losung gewaschen, mit Nap,SOy4 getrocknet, filtriert und im Vakuum eingeengt. Nach
Kieselgelchromatographie (CH,Cl,/MeOH 95:5) wurde Amin 72 als farbloses Ol (601 mg,
1.09 mmol, 54 %) erhalten.

DC: Ry = 0.28 (CHCl3/MeOH 9:1).
LCMS (ESI): Methode I: tg = 6.98 min; fiir [C3;H4pN,O4S+H™] ber.: 551.3, gef.: 551.1.

'H-NMR: 400MHz, CDCls; & = 7.41 — 7.37 (m, 6H, Tr), 7.31 — 7.25 (m, 6H, Tr), 7.24
- 7.18 (m, 3H, Tr), 3.73 (t, ] = 5.2 Hz, 2H, OCH,CH,CH,NH,), 3.66 — 3.51 (m,
8H, 2x OCH,CH,0), 341 (t, | = 5.4 Hz, 2H, NHCH,CH,CH,0), 324 — 3.14
(m, 4H, CONHCH,/CH,NHy), 2.44 (t, ] = 7.1 Hz, 2H, SCHy), 211 (¢, ] = 7.1
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Hz, 2H, SCH,CHy), 1.93 - 1.85 (m, 2H, OCH,CH,CH,NH,), 1.69 - 1.61 (m, 2H,
NHCH,CH,CH,0).

13C-NMR: 100.6MHz, CDCls; 6 = 172.8 (CONH), 144.8 (Tr), 129.7 (Tr), 128.1 (Tr),
126.9 (Tr), 71.1 (OCH,CH,CH,NH,), 70.4, 69.6, 69.5, 69.3 (2x OCH,CH,O), 68.0
(CONHCH,CH,CH,0), 67.0 (Tr), 41.7 (OCH,CH,CH,NH,), 36.7 (CONHCH}), 35.3
(SCH,CH,), 29.6(CONHCH,CH,), 27.7 (SCH,CH,), 25.8 (OCH,CH,CH,NHy).

HRMS (ESI): fiir [C3pH4pNO4S+H™] ber.: 551.294, gef.: 551.293.

N-(2-ox0-7,10,13-trioxa-3-azahexadecan-16-yl)-3-(tri  tylthio)propanamid (162)

i L iy
/\/U\ Ac,0O
s N/\/JQO/\>ANH s N/\/\éo/\>/\N Me
' H 2 2 55% H 2 H
72

162

Amin 72 (200 mg, 0.363 mmol) wurde in Dichlormethan (30 mL) gel6st und unter Riih-
ren mit Et3N (100 uL, 0.726 mmol, 2 Aqiv.), Essigsdureanhydrid (138 uL, 1.452mmol,
4 Aquiv.) gefolgt von Dimethylaminopyridin (13 mg, 0.109 mmol, 0.3 Aquiv.) versetzt.
Nach vollstindigem Reaktionsumsatz (22 h) wurde die Reaktionsmischung mit 5%-iger
Zitronensdure (20 mL) gewaschen, und die wéssrige Phase mit Dichlormethan zweifach
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden mit MgSO, getrocknet und im
Vakuum eingeengt. Nach Kieselgelchromatographie des Riickstands (5-7% MeOH in Di-
chlormethan) wurde das acetylierte Produkt 162 (119 mg, 0.201 mmol, 55%) als farbloses
Ol erhalten.

DC: Ry = 0.56 (CH,Cl,/MeOH 9:1).
LCMS (ESI): Methode I: tg = 9.65 min; fiir [C34H44N»O5S1+H™] ber.: 593.3, gef. 592.9.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; § = 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)CHj3), 6.05 (s,
1H, (CO)NHCHy,), 3.63 — 3.49 (m, 12H, (CO)NHCH,CH,CH,OCH,CH,OCH,CHo-
OCH,CH,CH,NH(CO)CHj), 3.35 — 3.25 (m, 4H, (CO)NHCH, / CH,NH(CO)CHj),
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247 (t, [ =7.4 Hz,2H, SCHy), 2.08 (t, | = 7.4 Hz, 2H, SCH,CH,), 1.92 (s, 3H, Ac-CHs),
1.78 = 1.69 (m, 4H, (CO)NHCH,CH, / OCH,CH,CH,NH(CO)CH3).

Einfach verkirztes Thiostrepton + PEG-NHACc (35)

1. 162, TFA/TES

32%

23
2. TFE/H,0 pH 9, NEts |

S-Trityl-geschiitztes PEG-NHAc 162 (22 mg, 0.037 mmol, 1.2 Aquiv.) wurde in CHCl,
(3mL) gelst und mit Et3SiH (6 uL, 0.037 mmol, 1.2 Aquiv.) versetzt. Nach Zugabe von
TFA (240 pL) wurde die Reaktionsmischung fiir 20 min geriihrt, die fliichtigen Bestand-
teile wurden im Vakuum entfernt und mit Toluol (3 x 3mL) eingeengt. Der Riickstand
wurde in TFE (6 mL) und Natriumphosphatpuffer (2mL, 50 mm, pH9) gelost. Einfach
verkiirztes Thiostrepton 23 (50 mg, 0.031 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde hinzugefiigt, gefolgt
von Et3N (44 uL, 0.313mmol, 10 Aquiv.). Die Reaktionsmischung wurde fiir 16h bei
RT in einer Ar-Atmosphire geriihrt, im Vakuum konzentriert, und mittels praparativer
HPLC (C4, CH3CN/H,O) gereinigt. Das PEG-Thiostreptonaddukt 35 konnte als farbloser
Feststoff (23 mg, 0.010 mmol, 32 %) erhalten werden.
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>>N Benennung der Atome (NMR)

S\)\fo o o
BCys

1 4 6 7 10 11 13
aCys 2 H 5 8 9 12 H
0~ "NH,

e

Schmp.: Tj: > 240 °C (Zersetzung).

DC: Rs = 0.13 (CHCl;/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 7.16 min; fiir [Cg4H110N2002S¢+H ] ber.: 1945.67, gef.

1945.03.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.1 Hz, 1H, Q-5),
6.26 — 6.14 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.05 (q, ] = 7.0 Hz, 1H, But-3), 5.67 (s, 1H, Dealal-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, | = 6.4 Hz,
1H, Ala2-2), 4.28 — 4.20 (m, 2H, Q-8/Thr1-2), 3.89 (d, ] = 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-H,/8-H,/9-H,/10-Hy,),
3.39 - 3.32 (m, 4H, 6-Hy/11-Hy), 3.14 — 3.06 (m, 4H, 4-H,/13-H,), 3.04 — 2.95 (m, 1H,
Cys-5'),2.90 — 2.66 (m, 6H, beta-Cys/Ile-2/1-Hy/Pip-3'), 2.43 - 2.26 (m, 2H, 2-H,), 2.17
~2.08 (m, 1H, Pip-4'), 1.76 (s, 4H, Ac-Me/lle-3), 1.65 — 1.52 (m, 7H, 5-Hp/12-Hy/Thr2-
Me), 144 (d, ] = 7.0 Hz, 4H, Thr1-3/But-Me), 1.26 (dd, ] = 6.4, 3.0 Hz, 3H, Ala2-Me),
1.22 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.13 (d, ] = 6.4 Hz, 4H, Tle-4/Thstn-4-Me), 1.03 —
0.97 (m, 6H, Alal-Me/Thstn-3-Me), 0.96 — 0.88 (m, 1H, Tle-4"), 0.84 (d, ] = 6.9 Hz, 3H,
Tle-3-Me), 0.71 (t, ] = 7.3 Hz, 3H, Ile-5), 0.64 (d, ] = 6.1 Hz, 3H, Thr-1-Me).

HRMS (ES|) fiir [C84H112N2002286—|—2H+] ber.: 973336, gef 973.338.
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8.3.3. Mehrfach- Sulfa -Michael-Additionen an Thiostrepton
Thiostrepton + 2 NAcCysOMe (37)

Thiostrepton 3 (100 mg, 0.060 mmol) wurde mit 1-N-Acetyl-Cysteinmethylester (53 mg,
0.300, 5.0 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umgesetzt. Nach Ent-
fernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels praparativer HPLC (C4 Sau-
le, CH3CN/H;0O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Michael-
Addukt 37 (57 mg, 0.028 mmol, 47 %) als farbloser Feststoff erhalten.

(6]
AcHN,,
'[KOMe
S

H

TFE/H,0 pH 9, NEts
47 %

Schmp.: Tj: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.19 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 7.97 min; fiir [Cg4Hy07N21024S7+2H™] ber.: 1009,8, gef.
1009.8.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.2 Hz, 1H, Q-5),
6.32 - 6.18 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.09 (q, ] = 7.0 Hz, 1H, But-3), 5.71 (d, ] = 1.9 Hz,
1H, Dealal-3),5.63 (t, ] =9.0 Hz, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.19 (d, ] = 9.6 Hz, 3H, Dealal-
3’/Q-11/Pip-6), 4.84 (dd, | = 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, Alal-2/Thstn-4), 3.64 — 3.59
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8. Experimenteller Teil

(m, 6H, 2x OMe), 3.53 — 3.47 (m, 1H, Cys-5), 3.28 (d, ] = 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, | = 6.5 Hz, 3H, Thr2-Me),
1.48 (d, | = 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, ] = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.21 (d, ] = 8.5 Hz, 1H, lle-4), 1.17 (d, |
= 6.4 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.07 - 1.00 (m, 6H, Alal-Me/Thstn-3-Me), 0.99 — 0.91 (m,
1H, Ile-4"), 0.87 (d, | = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.75 (t, | = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.68
(d, ] = 6.2 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ES|) fiir [C84H107N21024S7—|—H+] ber.: 2018592, gef.: 2018.591.

Thiostrepton + 2 NAcCysOH (38)

(0]

AcHN.,
o

SH

TFE/H,0 pH 9, NEt3
53%

Thiostrepton 3 (50 mg, 0.030 mmol) wurde mit L-N-Acetyl-Cystein (15 mg, 0.090 mmol,
3.0Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umgesetzt. Nach Ent-
fernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels praparativer HPLC (C4 Sau-
le, CH3CN/H,O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Michael-
Addukt 38 (32mg, 0.016 mmol, 53 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tj: > 240 °C (Zersetzung).

DC: Ry = 0.07 (CHCl3/MeOH 9:1 + 2 % Ameisenséure).
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8.3. Thiostreptonderivate

LCMS (ESI): Methode I: fg = 7.94min; fiir [CgyH103N21024S7+H™] ber.: 1990.6, gef.:
1990.1.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; § = 8.12 (s, 1H, Thz4-5), 8.09 (dd, ] = 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, |
= 10.2 Hz, 1H, Q-5), 6.26 — 6.16 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (q, ] = 7.0 Hz, 1H, But-
3), 5.67 (s, 1H, Dealal-3), 5.64 — 5.57 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.21 — 5.12 (m, 3H,
Dealal-3'/Q-11/Pip-6), 4.82 (dd, ] = 12.7, 8.7 Hz, 1H, Cys-4), 4.74 — 4.64 (m, 1H, 1x
alpha-Cys), 4.57 (d, ] = 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, Alal-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, | =4.5 Hz, 1H, Ile-2),2.78
-2.70 (m, 1H, Pip-3), 2.14 (t, ] = 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, ] = 6.5 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.46 (d, | = 7.0 Hz, 3H,
But-Me), 1.39 (br s, 1H, Thr1-3), 1.28 (dd, | = 6.2, 3.1 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.22 (d, |
= 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.18 — 1.11 (m, 4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.05 — 0.97 (m, 6H,
Alal-Me/Thstn-3-Me), 0.97 — 0.88 (m, 1H, Ile-4"), 0.84 (d, | = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me),
0.73 (t, ] = 7.3 Hz, 3H, lle-4-Me), 0.67 (d, | = 6.1 Hz, 3H, Thr-1-Me).

HRMS (ES|)Z fr [C82H103N21024S7+H+] ber.: 1990.560, gef.: 1990.560.

Thiostrepton + 2 CysOMe (39)

(6]
HoN,
2 "EJ\OMe
S

H

TFE/H,0 pH 9, NEt3
31%
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Thiostrepton 3 (50mg, 0.030mmol) wurde mit r-Cysteinmethylester (13mg,
0.075mmol, 2.5 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umgesetzt.
Nach Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels praparativer HPLC (C4
Saule, CH3CN/H,0) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Micha-
el-Addukt 39 (18 mg, 0.009 mmol, 31 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Ty,: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.06 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 6.08 min; fiir [C80H103N2102287+H+] ber.: 1934.6, gef.:
1934.1.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.2 Hz,
1H, Q-5), 6.25 - 6.11 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.03 (q, | = 6.4 Hz, 1H, But-3), 5.65 (d,
J = 1.7 Hz, 1H, Dealal-3), 5.60 — 5.53 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.18 — 5.09 (m, 3H,
Dealal-3'/Q-11/Pip-6), 4.79 (dd, | = 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, ] = 12.7, 5.1 Hz, 1H, Pip-4), 3.66 — 3.53 (m, 8H,
Alal-2/Thstn-4/2x OMe), 3.48 — 3.40 (m, 2H, Cys-5/Q-7), 3.22 (d, ] = 18.8 Hz, 1H,
Pip-3),2.98 (dd, ] =12.6,11.7 Hz, 1H, Cys-5’), 2.78 (d, | = 3.3 Hz, 10H, Ile-2/Pip-3'/4x
beta-Cys), 2.12 (dd, | = 16.6, 11.0 Hz, 1H, Pip-4’), 1.78 — 1.69 (m, 1H, Ile-3), 1.53
(d, ] = 6.6 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.42 (d, ] = 7.1 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3), 1.23 (dd, |
=6.4,29 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.19 (d, ] = 6.5 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.10 (d, | = 6.4 Hz,
4H, Thstn-4-Me/Ile-4), 1.00 — 0.94 (m, 6H, Alal-Me/Thstn-3-Me), 0.92 — 0.85 (m, 1H,
lle-4"), 0.81 (d, ] = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.69 (t, | = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.61 (d, |
= 6.7 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ES|) fiir [C80H103N2102287—|—H+] ber.: 1934570, gef.: 1934.570.
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Thiostrepton + 2 Cys (40)

O
HoN,
S

H

TFE/H,0 pH 9, NEt3
44 %

Thiostrepton 3 (100mg, 0.060 mmol) wurde mit L-Cystein x HCl x H,O (32mg,
0.180 mmol, 3.0 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umgesetzt. Nach
Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels praparativer HPLC (C4 Sau-
le, CH3CN/H;0O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Michael-
Addukt 40 (51 mg, 0.027 mmol, 44 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: T: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.19 (EtOAc/ [EtOAc/AcOH/MeOH/H,O 3/3/3/2] 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 6.87 min; fiir [C7gHg9N1O2S;+H™] ber.: 1906.5, gef.:
1906.1.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 8.10 (s, 2H), 8.00 (s, 1H), 7.39 (s, 1H), 7.11 (s,
1H), 6.71 (d, ] = 8.3 Hz, 1H, Q-5), 6.20 (s, 2H), 6.04 (d, ] = 4.5 Hz, 1H, But-3), 5.74 -
5.53 (m, 3H), 5.13 (s, 3H), 4.80 (t, ] = 10.3 Hz, 1H, Cys-4), 4.55 (s, 5H), 3.87 (s, 1H,
Pip-4), 3.63 (s, 2H, Alal-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, | = 5.7 Hz, 3H,
I[le-3-Me), 0.74 — 0.55 (m, 6H).

HRMS (ESI): fiir [C7gHg9N2 O2,S;+H™] ber.: 1906.539, gef.: 1906.539.
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Thiostrepton + 2 Octanthiol (36)

TFE/H,0 pH 9, NEts
24%

Thiostrepton 3 (50mg, 0.030mmol) wurde mit 1-Octanthiol (11 pL, 0.066 mmol,
2.2 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt umgesetzt. Nach Ent-
fernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels praparativer HPLC (C4 Sau-
le, CH3CN/H,O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen Michael-
Addukt 36 (14 mg, 0.007 mmol, 24 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: T,: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.19 (EtOAc/ [EtOAc/AcOH/MeOH/H,O 3/3/3/2] 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 12.77/13.27 min; fiir [CggH121N10018S7+H™] ber.: 1956.7,
gef.: 1956.3.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.0 Hz, 1H, Q-5),
6.20 (dd, ] = 9.8, 5.7 Hz, 1H, Q-6), 6.17 — 6.11 (m, 1H, Thr2-3), 6.03 (q, ] = 7.0 Hz,
1H, But-3), 5.64 (d, | = 1.8 Hz, 1H, Dealal-3), 5.59 — 5.52 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2),
5.18 = 5.10 (m, 3H, Dealal-3'/Q-11/Pip-6), 4.78 (dd, | = 13.0, 9.3 Hz, 1H, Cys-4), 4.57
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— 4.45 (m, 2H, Ala2-2/alpha-Cys), 4.40 — 4.34 (m, 1H, alpha-Cys), 4.21 (dd, ] = 7.5,
3.6 Hz, 1H, Thr1-2), 4.18 (s, 1H, Q-8), 3.88 (dd, | = 12.9, 6.2 Hz, 1H, Pip-4), 3.65 —
3.58 (m, 2H, Alal-2/Thstn-4), 3.47 - 3.39 (m, 2H, Q-7/Cys-5),3.22 (d, ] =15.1 Hz, 1H,
Pip-3),2.98 (t, ] = 12.1 Hz, 1H, Cys-5"), 2.93 - 2.79 (m, 2H, beta-Cys), 2.77 (d, ] = 4.2
Hz, 1H, Ile-2), 2.72 — 2.65 (m, 3H, beta-Cys/Pip-3’), 2.42 (t, ] = 7.5 Hz, 2H, 1x 1-H»),
2.39 - 2.33 (m, 2H, 1x 1-Hy), 2.17 - 2.05 (m, 1H, Pip-4’), 1.79 — 1.69 (m, 1H, Ile-3),
1.52 (d, ] =5.2 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.41 (d, | = 7.3 Hz, 6H, But-Me/Thr1-Me/1x 2-H,),
1.38 — 1.33 (m, 2H, 1x 2-H»), 1.23 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.19 (d, | = 6.4 Hz,
3H, Q-11-Me), 1.16 — 1.13 (m, 4H, 2x 3-H;), 1.11 - 1.00 (m, 20H, Thstn-4-Me/Ile-4/2x
4-H,/5-H,/6-Hy/7-H»), 0.98 — 0.93 (m, 6H, Alal-Me/Thstn-3-Me), 0.92 — 0.84 (m, 1H,
Ile-4"), 0.81 (d, | = 6.8 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.70 — 0.62 (m, 9H, Ile-4-Me/2x 8-Hj3), 0.59
(d, ] =5.9 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ES|)Z fur [C88H121N1901857—|—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)- S-(tri-

tylthio)propionamid

(73)

e S
FITC, DIPEA L I O o
72 45% ™S H/\/JQO/\%AN N

Amin 72 (280 mg, 0.508 mmol) wurde in Aceton/CHCI; (60mL, 2:1) gelost, und 5(6)-

Fluoresceinisothiocyanat (218 mg, 0.559 mmol, 1.1 Aquiv.) wurde, gefolgt von DIPEA

(89 uL, 0.508 mmol, 1.0 Aquiv.), unter Rithren hinzugegeben. Nach 16 h wurde die Re-

aktionsmischung eingeengt und mittels Kieselgelchromatographie (Ethylacetat, 5-10%

MeOH) gereinigt. Das S-Trityl-geschiitzte Thiol 73 konnte als orange-gelber Feststoff
(214 mg, 0.228 mmol, 45 %) erhalten werden.
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Schmp.: Tj,: > 230°C Zersetzung.

DC: Ry = 0.51 (CHCl;/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 9.86 min; fiir [C53Hs53N309S,+H™] ber.: 940.3, gef.: 939.8.

'H-NMR: 400MHz, CDCls; 6 = 7.86 (d, ] = 1.9 Hz, 1H, F1), 7.71 (dd, ] = 4.4, 2.1 Hz, 1H,
Fl), 7.21 - 7.14 (m, 6H, Tr), 7.06 (t, ] = 7.4 Hz, 7H, Tr/Fl), 7.02 - 6.95 (m, 3H, Tr),
6.91 (d, ] = 8.3 Hz, 1H, Fl), 6.52 (d, | = 2.4 Hz, 2H, Fl), 6.49 (d, | = 8.6 Hz, 1H, Fl),
6.35 (dd, ] = 8.6, 2.3 Hz, 2H, Fl), 3.55 (s, 2H, OCH,CH,CH,NH(CS)NH), 3.45 - 3.32
(m, 10H, OCH,CH,OCH,CH,OCH,CH,CH,NH(CS)NH), 3.29 (t, | = 6.1 Hz, 2H,
(CO)NHCH,CHy), 3.06 — 2.98 (m, 2H, (CO)NHCH,CHy), 2.23 (t, | = 7.3 Hz, 2H,
SCHy), 1.94 (t, ] = 7.2 Hz, 2H, SCH,CHy), 1.75 - 1.68 (m, 2H, CH,CH,NH(CS)NH),
1.55 - 1.48 (m, 2H, (CO)NHCH,CH,CHp).

13C-NMR: 100.6 MHz, CDCl; § = 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 (SCH>CH,), 29.1, 28.7, 27.9 (SCH,CH,), 13.6.

HRMS (ESI): fiir [C53H53N300S,+H™] ber.: 940.330, gef.: 940.330.
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PEG-Fluorescein-Thiostreptonsonde (74)

23 1. TEAITES
2.73, TFE/H,0 pH 9, NEtg |

32%

S-Trityl-geschiitztes PEG-Fluoresceinkonjugat 73 (32 mg, 0.034 mmol, 1.1 Aquiv.) wur-
de in CHCI3 (3mL) geldst und mit Et3SiH (5 uL, 0.034 mmol, 1.1 Aquiv.) versetzt. Nach
Zugabe von TFA (240 uL) wurde die Reaktionsmischung fiir 20 min geriihrt, die fliichtigen
Bestandteile wurden im Vakuum entfernt und mehrfach mit Toluol (3 x 3 mL) eingeengt.
Der Riickstand wurde in TFE (6 mL) und Natriumphosphatpuffer (2mL, 50 mm, pH9)
gelost. Binfach verkiirztes Thiostrepton 23 (50 mg, 0.031 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde hinzu-
gefiigt, gefolgt von Et3N (44 uL, 0.313 mmol, 10 Aquiv.). Die Reaktionsmischung wurde
fiir 16 hbei RT in einer Ar-Atmosphaére geriihrt, im Vakuum konzentriert, und mittels pra-
parativer HPLC (C4, CH3CN/H;0O) gereinigt. Die PEG-Fluorescein-Thiostreptonsonde 74
wurde als gelber Feststoff (23 mg, 0.010 mmol, 32 %) erhalten werden.

o
>:N Benennung der Atome (NMR)
S _ o
BCys 1 4 6 7 10 11 13
S/\)J\N/\/\O/\/O\/\O/\/\NJ\
aCys 2 H 5 8 9 12 H
07 "NH,
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Schmp.: Tj,: > 230°C Zersetzung.

DC: Ry = 0.36 (CHCl3/MeOH 17:3).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 8.41 min; fir [C103H121N21026S7+2H"] ber.: 1146.9, gef.:

1147.1.

HPLC: Methode A: tg = 7.2 min.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 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, ] = 6.7 Hz, 1H, But-3), 5.68 (s, 1H, Dealal-3),
5.62 — 5.58 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-2), 5.20 — 5.13 (m, 3H, Dealal-3’/Pip-6/Q-11), 4.82
(dd, ] =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, Alal-2/Thstn4/11-H>),
3.46 (br s, 10H, 7-H,/8-H,/9-H,/Q-7/Cys-5), 3.42 — 3.38 (m, 2H, 13-Hj"), 3.36 — 3.30
(m, 2H, 5-Hj), 3.26 — 3.21 (m, 1H, Pip-3), 3.10 - 3.03 (m, 2H, 4-H>), 3.00 (t, ] = 11.7
Hz, 1H, Cys-5), 2.85 - 2.78 (m, 3H, beta-Cys/lle-2), 2.77 — 2.73 (m, 1H, Pip-3’), 2.72
—-2.66 (m, 2H, 1-H»), 2.34 - 2.26 (m, 2H, 2-H3), 2.19 -2.09 (m, 1H, Pip-4’), 1.82 -1.73
(m, 3H, Ile-3/12-H,"), 1.56 (d, | = 6.8 Hz, 5H, Thr2-Me/6-H,), 1.46 (d, | = 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, | = 6.6
Hz, 3H, Q-11-Me), 1.14 (d, | = 6.5 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.10 - 1.06 (m, 1H, Ile4), 1.04
-0.98 (m, 6H, Ala1l-Me/Thstn3-Me), 0.96 (d, ] = 6.6 Hz, 1H, Ile4"), 0.85 (d, ] = 6.9 Hz,
3H, lle3-Me), 0.73 (t, ] = 7.4 Hz, 3H, [le4-Me), 0.65 (d, | = 6.8 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ES|) fir [C103H121N21026S7—|—H+] ber.: 2292691, gef.: 2292.688.

2-(Tritylthio)ethanamin (76)

[366]
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Tr-Cl, TFA

NH NH
Hs™ > 2 Trs” N2

76

30%
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Tritylchlorid (2.45 g, 8.80 mmol, 1 Aquiv.) wurde zu einer Lésung von Cystamin x HCI
(1.00 g, 8.80 mmol) und TFA (1.3 mL, 17.60 mmol, 2 Aquiv.) in CH,Cl, (40mL) gegeben.
Die Reaktionsmischung wurde iiber 20h bei RT geriihrt und mit 1mM-NaOH-Losung
(25ml) vorsichtig neutralisiert. CH,Cl, (70 mL) wurde zugegeben, die Phasen getrennt,
die organische Phase mit gesittigter NaCl-Losung (20 mL) gewaschen und mit Nay;SOy
getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der nichtfliichtige Riick-
stand in Diethylether (20 mL) aufgenommen. Nach Zugabe von n-Pentan kristallisierte

das Trityl-geschiitze Amin 76 als farbloser Feststoff aus (854 mg, 2.673 mmol, 30%).
Schmp.: T,:86-91°C.

DC: Ry = 0.19 (CHCI3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): MethodeI: fg = 7.01 min; fiir [CgsH116N18017S6+H™ ] ber.: 320.5, gef. 319.6.

'H-NMR: 400 MHz, CDCls; 6 = 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, ] = 6.5 Hz, 2H, SCH,CH,N), 2.25 (t, | =
6.5 Hz, 2H, SCH,CH,N).

2-(Tritylthio)ethanamin-Fluorescein-Konjugat (77)

FITC, DIPEA

TrS )J\
70% TN

H

NH
Trs” 2

76

2-(Tritylthio)ethanamin 76 (300mg, 0.939 mmol) wurde mit Fluoresceinisothiocya-
nat (402mg, 1.033mmol, 1.1 Aquiv.) und DIPEA (327 uL, 1.878 mmol, ZAquiV.) in
Aceton/CHCl3 (9:5) tiber 42h bei RT geriihrt. Nach Entfernen der fliichtigen Bestand-
teile im Vakuum konnte das Konjugat nach Kieselgelchromatographie (8 % MeOH in
Ethylacetat) als orangeroter Feststoff (464 mg, 0.655 mmol, 70 %) isoliert werden.

Schmp.: T,:160-167 °C.
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DC: Ry = 0.66 (Ethylacetat/MeOH 9:1).
LCMS (ESI): Methode I: tg = 10.52 min; fiir [C4oH3,N»O5S,+H™] ber.: 709.2, gef.: 708.9.
HPLC: tg = 16.32min (Methode A(MP)).

'H-NMR: 400 MHz, MeOD; § = 8.12 (d, ] = 1.8 Hz, 1H, Fl), 7.73 (dd, ] = 8.3, 2.1 Hz, 1H,
Fl), 7.45 - 7.38 (m, 6H, Tr), 7.34 - 7.17 (m, 10H, Tt/Fl), 7.12 (d, ] = 8.3 Hz, 1H, Fl), 6.68
(m, 3H, Fl), 6.53 (dd, | = 8.7, 2.5 Hz, 2H, Fl), 3.52 (t, | = 6.7 Hz, 2H, SCH,CH,N),
2.54 (t, ] = 6.8 Hz, 2H, SCH,CH)N).

HRMS (ESI): fiir [C4pH3N205S,+H™] ber.: 709.1825, gef.: 709.1828.

Fluorescein-Thiostreptonsonde (78)

HO
23 1. TFAITES o
2.77, TFE/H,0 pH 9, NEt3 O OH
22% s
0
0

78

2-(Tritylthio)ethanamin-Fluorescein-Konjugat 77 (90 mg, 0.127 mmol, 2.0 Aquiv.) wur-
de mit einer Mischung aus TFA (1.5 mL) und Et3SiH (30 pL, 0.140 mmol, 2.2 Aquiv.) bei RT
behandelt und bis zur vollstaindigen Umsetzung (DC-Kontrolle, 20 min). Die fltichtigen
Bestandteile wurden im Vakuum entfernt und der Riickstand mehrfach mit Toluol (4 x
2mlL) eingeengt. Der Riickstand wurde in TFE (4 mL) und Natriumphosphatpuffer (1 mL,
50 mm, pH9) gelost. Einfach verkiirztes Thiostrepton 23 (100 mg, 0.063 mmol, 1.0 Aquiv.)
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wurde zugegeben, gefolgt von Et3N (88 uL, 0.635 mmol, 10 Aquiv.). Die Reaktionsmi-
schung wurde fiir 16 h bei RT in einer Ar-Atmosphére geriihrt, dann im Vakuum kon-
zentriert und mittels préparativer HPLC (C4, CH3CN/H,O) gereinigt. Die Fluorescein-
Thiostreptonsonde 78 wurde als gelber Feststoff (29 mg, 0.014 mmol, 22 %) erhalten.

Schmp.: Ty: > 230 °C Zersetzung.
DC: Ry = 0.10 (Ethylacetat/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 8.19 min; fiir [CoyHy00N2002S7+2H™] ber.: 1031.3 gef.:
1031.9.

HPLC: Methode B: Zwei Diastereomere, tg = 7.4/7.5 min.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, F1), 7.14 (s, 1H, Q-3), 6.96 (s, 1H, Fl), 6.72 (d, ] = 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, ] = 7.2 Hz,
1H, But-3), 5.67 (s, 1H, Dealal-3), 5.63 — 5.56 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-2), 5.19 - 5.11 (m,
3H, Dealal-3'/Pip-6/Q-11), 4.81 (dd, | = 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, SCH,CH,N), 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, 11e2/SCH,CHN), 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, Alal-
Me/Thstn-3-Me), 0.94 — 0.89 (m, 1H, Ile-4"), 0.84 (d, | = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.71 (d,
] =7.3 Hz, 3H, lle-4-Me), 0.64 (d, | = 6.0 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): fiir [CopH100N20022S7+2H"] ber.: 1031.276, gef.: 1031.276.
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8.3.5. Synthese des Biotin-Thiostrepton-Addukts

Biotin-PEG-Konjugat (79)

Biotin-ONp, HOBt o] o) o
DIPEA ’ /Z\)J\ 5. 198 o B 11 21 23 H’,HN\‘\//N
72 ——— 7s N0 TN T TN & _NH
81% 3§ 6 10 12 16§ 20 22 24 2607
S H
25
79

PEG-Amin 72 (227 mg, 0.412 mmol) wurde in wasserfreiem DMF (10mL) gelost, und
unter Rithren mit (+)-Biotin-4-Nitrophenylester (226 mg, 0.618 mmol, 1.5 Aquiv.), HOBt
(38 mg, 0.247 mmol, 0.6 Aquiv.) und DIPEA (72 uL, 0.412mg, 1.0 Aquiv.) bei RT versetzt.
Die Reaktionsmischung wurde fiir 8h in einer Ar-Atmosphére geriihrt, im Vakuum
konzentriert, und mittels Kieselgelchromatographie (5-10% MeOH in DCM) gereinigt.
Das Biotin-PEG-Konjugat 79 konnte als gelblich gefirbtes Ol (259 mg, 0.333 mmol, 81 %)

erhalten werden.

DC: Ry = 0.26 (CHCl3/MeOH/AcOH 9:1:0.1).
LCMS (ESI): Methode I: tg = 9.18 min; fiir [C4oH56N4OS2+H™] ber.: 777.4, gef. 776.9.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 7.39 (d, ] = 7.6 Hz, 6H, Tr), 7.28 (d, ] = 7.4 Hz,
6H, Tr), 7.21 (t, ] = 7.2 Hz, 3H, Tr), 448 (dd, ] = 7.2, 5.2 Hz, 1H, 26-H), 4.29 (dd, |
= 7.5, 4.5 Hz, 1H, 28-H), 3.64 — 3.48 (m, 12H, 15-Hy/9-H,/10-Hy/12-Hy/13-Hy/7-Hy),
3.30-3.22 (m, 4H, 5-Hy/17-Hy), 3.15 (dt, ] = 8.8, 5.9 Hz, 1H, 24-H), 2.93 - 2.87 (m, 1H,
25-Hy), 2.72 (d, ] = 12.8 Hz, 1H, 25-Hg), 2.45 (t, ] = 7.3 Hz, 2H, 2-Hy), 2.20 - 2.11 (m,
4H, 3-Hy/20-Hy), 1.78 — 1.71 (m, 4H, 6-Hy/16-Hy), 1.71 — 1.57 (m, 4H, 21-Hy/23-H,),
143 (dd, ] = 15.3, 7.7 Hz, 2H, 22-H,).

13C-NMR: 400 MHz, CDCly/MeOD 4:1; 6 = 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): fiir [C4HseN4OgSo+H "] ber.: 777.371, gef. 777.371.
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Thiostrepton-Biotin-Konjugat (80)

1. TFA/TES, 79

2. TFE/H,0 pH 9, NEt3
24 %

) |

(@]
H, HN
' '\;(H
S—/"H

S-Trityl-Biotin-PEG-Konjugat 79 (29mg, 0.038 mmol, 1.2 Aquiv.) wurde in CHCly
(3mL) geldst und mit Et3SiH (7 pL, 0.034 mmol, 1.1 Aquiv.) versetzt. Nach Zugabe von
TFA (240 uL) wurde die Reaktionsmischung fiir 20 min geriihrt, die fliichtigen Bestandtei-
le im Vakuum entfernt und der Riickstand mehrmals mit Toluol (3 x 3 mL) eingeengt. Der
Riickstand wurde in TFE (4 mL) und Natriumphosphatpuffer (1 mL, 50 mwm, pH9) gelost.
Einfach verkiirztes Thiostrepton 23 (50 mg, 0.031 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde hinzugefiigt,
gefolgt von EtzN (22 uL, 0.157 mmol, 5.0 Aquiv.). Die Reaktionsmischung wurde fiir 16 h
bei RT in einer Ar-Atmosphdre gertihrt, im Vakuum konzentriert, und mittels praparati-
ver HPLC (C4, CH3CN/H,O) gereinigt. Das Thiostrepton-Biotin-Konjugat 80 wurde als
farbloser Feststoff (16 mg, 0.008 mmol, 24 %) erhalten.

Schmp.: T > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.04 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 8.14 min; fiir [CoyHy25N2023S7+2H™] ber.: 10654, gef.
1065.5.
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'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.2 Hz, 1H, Q-5),
6.28 — 6.13 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.06 (d, ] = 7.1 Hz, 1H, But-3), 5.68 (s, 1H, Dealal-3),
5.64 — 5.56 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-2), 5.19 (s, 1H, Dealal-3"), 5.15 (s, 2H, Q-11/Pip-6),
4.82 (dd, ] =12.6,9.4 Hz, 1H, Cys-4), 4.66 (q, ] = 7.0 Hz, 1H, alpha-Cys), 4.60 — 4.52
(m, 1H, Ala2-2),4.33 (dd, ] =7.4,4.8 Hz, 1H, 26-H), 4.29 — 4.21 (m, 2H, Thr1-2/Q-8),
414 (dd, | = 7.8, 4.5 Hz, 1H, 28-H), 3.90 - 3.87 (m, 1H, Pip-4), 3.69 — 3.59 (m, 2H,
Alal-2/Thstn-4), 3.52 — 3.34 (m, 14H, 7-H»/9-H»/10-H3/12-H,/13-H,/15-H,/Cys-5/Q-
7), 3.15 - 3.07 (m, 4H, 5-H»/17-H>), 3.05 — 2.95 (m, 2H, Cys-5/24-H), 2.92 — 2.66 (m,
7H, beta-Cys/beta-Cys’/lle-2/Pip-3/25-H4/2-Hy), 2.56 (d, ] = 12.7 Hz, 1H, 25-Hp),
2.44 - 227 (m, 2H, 3-Hjy), 2.20 - 2.08 (m, 1H, Pip-4"), 2.01 (t, | = 7.2 Hz, 2H, 20-H>),
1.81-1.70 (m, 1H, Ile-3), 1.61 (d, ] = 6.1 Hz, 4H, 6-H/16-H>), 1.56 (d, ] = 6.5 Hz, 3H,
Thr2-Me), 1.53 — 1.47 (m, 4H, 21-Hy/23-H5), 1.45 (d, | = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3),
1.27 (d, ] = 6.8 Hz, 5H, Ala2-Me/22-H,), 1.22 (d, | = 6.5 Hz, 4H, Q-11-Me/lle-4), 1.14
(d, ] = 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, ] = 6.8 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.72 (t, ] = 7.3 Hz, 3H, lle-4-Me),
0.65 (d, ] = 6.1 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ES|) fiir [C92H124N22023S7—|—2H+] ber.: 1065371, gef 1065.371.
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8.3.6. Oxidation des Thiazolins von Thiostreptonderivaten

Oxidiertes Thiostrepton (57)

BrCCls, DBU

70 %

Thiostrepton 3 (100 mg, 0.060 mmol) wurde mit BrCCls (12 uL, 0.120 mmol, 2.0 Aquiv.)
und DBU (10 uL, 0.066 mmol, 1.1 Aquiv.) nach AV2 in das entsprechende Thiazol-
Derivat tiberfiithrt. Nach Kieselgelchromatographie (4-6 % MeOH in CHCl3) wurden
70mg (0.042 mmol, 70 %) des oxidierten Thiostreptons 57 erhalten.

Schmp.: T > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.29 (CHCl;/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode L: tg = 7.95min; fiir [C7HgzN19O18S5+H™] ber.: 1662.5, gef.
1662.8.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.1 Hz, 1H, Q-5), 6.53 (d, ] = 2.2 Hz, 1H, Deala2-3), 6.36 (d, ] = 1.7 Hz, 1H,
Deala3-3), 6.23 (dd, ] = 9.6, 4.6 Hz, 1H, Q-6), 6.20 — 6.10 (m, 2H, Thr2-3/But-3), 5.68
(dd, ] =9.7,4.7 Hz, 3H, Thr2-2/Thstn-2/Dealal-3), 5.53 (s, 1H, Deala3-3"), 5.46 (s, 1H,
Deala2-3"), 5.17 (dd, ] = 8.5, 5.4 Hz, 3H, Pip-6/Q-11/Dealal-3"), 4.63 — 4.53 (m, 1H,
Ala2-2),4.38 (dd, | = 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, Alal-2),3.45 (dd, ] =5.7,2.0 Hz, 1H, Q-7),2.81 (d, | =
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4.3 Hz, 1H, Ile-2), 2.79 — 2.74 (m, 1H, Pip-3), 2.14 (t, ] = 12.8 Hz, 1H, Pip-4), 1.79 -
1.69 (m, 1H, Ile-3), 1.54 (d, | = 6.5 Hz, 4H, Thr2-Me/Thr1-3), 1.50 (d, ] = 7.0 Hz, 3H,
But-Me), 1.28 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.23 (d, | = 6.8 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.20
~1.14 (m, 1H, Tle-4), 1.12 (d, ] = 6.4 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.04 (s, 3H, Thstn-3-Me),
1.01 (d, ] = 6.7 Hz, 3H, Alal-Me), 0.98 — 0.88 (m, 1H, Ile-4"), 0.86 — 0.79 (m, 6H,
Ile-3-Me/Thr1-Me), 0.72 (t, | = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): fiir [C7,HgsN19O15S5+2H ] ber.: 831.7456, gef.: 831.7465.

Einfach verkirztes oxidiertes Thiostrepton (58)

H
Me
s NH g
|
BrCCls, DBU NS O
23 ” —
91% o N
HN. AL Dme™
H'S
HO \"oH
Me
Me

58

Einfach verkiirztes Thiostrepton 23 (391 mg, 0.245 mmol) wurde mit BrCCl; (49 uL,
0.490 mmol, 2.0 Aquiv.) und DBU (41 uL, 0.270 mmol, 1.1 Aquiv.) nach AV2 in das ent-
sprechende Thiazol-Derivat tiberfiihrt. Nach Kieselgelchromatographie (46 % MeOH in
CHCl3) wurden 357 mg (0.224 mmol, 91 %) des einfach verkiirzten, oxidierten Thiostrep-

tons 58 erhalten.

Schmp.: T,: > 240 °C (Zersetzung).

DC: Ry = 0.36 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I tg = 7.90min; fiir [CeoHgoN15017S5+HT] ber.: 1595.5, gef.

1593.1.
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'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.1
Hz, 1H, Q-5), 6.48 (d, ] = 1.7 Hz, 1H, Deala2-3), 6.23 (dd, | = 9.9, 4.6 Hz, 1H, Q-6),
6.20 — 6.11 (m, 2H, Thr2-3/But-3), 5.70 — 5.67 (m, 3H, Dealal-3/Thr2-2/Thstn2), 5.48
(d, ] = 1.6 Hz, 1H, Deala2-3’), 5.21 — 5.14 (m, 3H, Dealal-3'/Q-11/Pip-6), 4.58 (q, |
= 6.5 Hz, 1H, Ala2-2), 4.39 (d, ] = 3.8 Hz, 1H, Thr1-2), 4.26 (br s, 1H, Q-8), 3.71 (q,
J = 6.5 Hz, 1H, Alal-2), 3.63 (q, ] = 6.8 Hz, 1H, Thstn-4), 3.46 (dd, ] = 5.8, 2.1 Hz,
1H, Q-7),3.31 (dd, ] = 19.7, 6.1 Hz, 1H, Pip-3), 2.81 (d, | = 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, ] = 6.6
Hz, 3H, Thr2-Me), 1.51 (d, | = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3), 1.28 (d, ] = 6.7 Hz, 3H,
Ala2-Me), 1.24 (d, ] = 6.7 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.21 — 1.15 (m, 1H, Ile-4), 1.12 (d, | =
6.4 Hz, 3H, Alal-Me), 1.05 (s, 3H, Thstn-3-Me), 1.02 (d, | = 6.7 Hz, 3H, Thstn-4-Me),
094 (d, ] =9.6 Hz, 1H, Ile-4"), 0.87 — 0.80 (m, 6H, Ile-3-Me/Thr1-Me), 0.73 (t, ] = 7.3
Hz, 3H, Ile-4-Me).

13C-NMR: 125.8 MHz, CDCl;/MeOD 4:1; § = 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 (Alal-Me), 23.0 (Q-Me), 24.6 (Pip-3), 25.1 (Ile-4), 29.4 (Pip-4), 38.6 (Ile-3), 49.3
(Alal-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 (Thrl-3), 67.1 (Q-8), 67.8 (Thstn-4),
72.4 (Thr2-3), 77.5 (Thstn-3), 102.4 (Dealal-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 (Dealal-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 (Dealal-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): fiir [CeoHggN1g017S5-+2H ] ber.: 797.2349, gef.: 797.2357.
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Zweifach verkirztes oxidiertes Thiostrepton (59)

BrCCls, DBU
27 -

79 %

59

Zweifach verkiirztes Thiostrepton 27 (42mg, 0.028 mmol) wurde mit BrCCl3 (5 uL,
0.055 mmol, 2.0 Aquiv.) und DBU (5 pL, 0.030 mmol, 1.1 Aquiv.) nach AV2 in das ent-
sprechende Thiazol-Derivat iiberfiihrt. Nach Kieselgelchromatographie (4-6 % MeOH in
CHCl3) wurden 33 mg (0.022 mmol, 79 %) des zweifach verkiirzten, oxidierten Thiostrep-

tons 58 erhalten.

Schmp.: T: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.36 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 8.76 min; fiir [CesHyz7N17016S5+HT] ber.: 1524.44, gef.:
1524.14.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.1 Hz, 1H, Q-5), 6.23 (ddd, ] = 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/Dealal-3), 5.20 — 5.13 (m, 3H,
Pip-6/Q-11/Dealal-3"), 4.62 — 4.54 (m, 1H, Ala2-2), 438 (dd, | = 7.8, 3.7 Hz, 1H,
Thrl-2), 4.24 (s, 1H, Q-8), 3.90 (dd, | = 13.6, 6.8 Hz, 1H, Pip-4), 3.45 (dd, ] = 5.8, 2.1
Hz, 1H, ,Q-7), 3.24 — 3.20 (m, 1H, Pip-3), 2.80 (d, | = 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, lle-3), 1.54 (d, ] = 6.5
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Hz, 3H, Thr2-Me), 1.49 (d, ] = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3), 1.27 (d, | = 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, ] = 6.4
Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.04 (s, 3H, Thstn-3-Me), 1.01 (d, ] = 6.8 Hz, 3H, Alal-Me),
0.96 — 0.86 (m, 1H, Ile-4), 0.82 (dd, | = 12.4, 6.6 Hz, 6H, Ile-3-Me/Thr1-Me), 0.75 —
0.68 (m, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): fiir [CesH77N17016S5+H "] ber.: 1524.441, gef.: 1524.442.

8.3.7. Sulfa-Michael -Additionen an einfach verkiirztes oxidiertes

Thiostrepton

Einfach verkirztes oxidiertes Thiostrepton + Benzylmercap tan (41)

@ASH

TFE/H,0 pH 9, NEt3
71%

58

41

Einfach verkiirztes oxidiertes Thiostrepton 58 (63 mg, 0.039 mmol) wurde mit Ben-
zylmercaptan (5.6 uL, 0.047, 1.2 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt
umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels praparativer
HPLC (C4 Sidule, CH3CN/H,0O) wurde nach lyophilisieren der entsprechenden Fraktio-
nen das Michael-Addukts 41 (48 mg, 0.028 mmol, 71 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tj: > 240 °C (Zersetzung).

DC: Ry = 0.57 (CHCl;/MeOH 9:1).
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LCMS (ESI): Methode II: tg = 10.47 min; fiir [C76HggN18017S¢+H '] ber.: 1717.5, gef.:

1717.0.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.0 Hz, 1H, Q-5), 6.23 (dd, ] = 9.8, 5.4 Hz, 1H, Q-6), 6.20
- 6.10 (m, 2H, Thr2-3/But-3), 5.73 — 5.65 (m, 3H, Dealal-3/Thstn2/Thr2-2),5.22 - 5.13
(m, 3H, Dealal-3’/Pip-6/Q-11), 4.65 — 4.53 (m, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 4.39 (dd, | =
7.9,3.7 Hz, 1H, Thr1-2), 4.26 (s, 1H, Q-8), 3.71 (d, | = 6.4 Hz, 1H, Ala1l-2), 3.67 — 3.61
(m, 3H, Thstn-4/1-Hy), 3.46 (d, | = 5.7 Hz, 1H, Q-7), 2.84 — 2.80 (m, 1H, Ile-2), 2.78
(d, ] = 6.4 Hz, 2H, beta-Cys), 2.17 - 2.09 (m, 1H, Pip-4’), 1.74 (brs, 1H, Tle-3), 1.55 (d,
] = 6.3 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.51 (d, | = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3), 1.28 (d, | = 6.6
Hz, 3H, Ala2-Me), 1.24 (d, ] = 6.5 Hz, 4H, Q-11-Me/Ile-4), 1.12 (d, ] = 6.4 Hz, 3H,
Alal-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, | = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): fiir [C7¢HgsN15017S6+H™] ber.: 1717.497, gef.: 1717.498.

Einfach verkurztes oxidiertes Thiostrepton + 1-Butanthiol 42)
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Einfach verkiirztes oxidiertes Thiostrepton 58 (63mg, 0.039 mmol) wurde mit 1-
Butanthiol (5.1uL, 0.047, 1.2 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-Addukt
umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels praparativer
HPLC (C4 Séaule, CH3CN/H,0) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktio-
nen das Michael-Addukts 42 (34 mg, 0.020 mmol, 51 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Tj;: > 240 °C (Zersetzung).

DC: Ry = 0.36 (CHCl;/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode II: tg = 10.54 min; fiir [C73HgoN15017S¢+H ] ber.: 1683.51, gef.:
1683.19.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.2 Hz, 1H, Q-5), 6.23 (dd, | = 104, 5.2 Hz, 1H, Q-6), 6.20 — 6.11 (m,
2H, Thr2-3/But-3), 5.72 — 5.65 (m, 3H, Dealal-3/Thr2-2/Thstn2), 5.21 — 5.13 (m, 3H,
Dealal-3'/Q-11/Pip-6), 4.62 — 4.54 (m, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 438 (dd, | = 7.9, 3.7
Hz, 1H, Thr1-2),4.27 (s, 1H, Q-8),3.70 (q, ] = 6.5 Hz, 1H, Alal-2), 3.67 — 3.60 (m, 1H,
Thstn-4), 3.45 (dd, ] =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, ] =4.5 Hz, 1H, Ile-2), 2.76 - 2.71 (m, 1H, Pip-3’), 2.50 — 2.43 (m,
2H,1-Hj),2.12(d, ] =13.1 Hz, 1H, Pip-4"), 1.72 (brs, 1H, Ile-3), 1.55 (d, ] = 6.5 Hz, 3H,
Thr2-Me), 1.50 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, But-Me), 1.47 - 1.38 (m, 3H, Thr1-3/2-H;), 1.28 (d, |
=6.5Hz, 3H, Ala2-Me), 1.26 — 1.20 (m, 5H, Q-11-Me/3-H3), 1.20 — 1.15 (m, 1H, Ile-4),
1.12 (d, | = 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, le-4"), 0.83 (d, ] = 6.8 Hz, 6H, Thr1-Me/lle-3-Me), 0.77 — 0.69 (m, 6H,
[le-4-Me/4-H3).

HRMS (ESI): fiir [C73HooN150175¢-+H ] ber.: 1683.513, gef.: 1683.514.

269



8. Experimenteller Teil

Einfach verkirztes oxidiertes Thiostrepton + 4-Mercapto-1 -butanol (43)

TFE/H,0 pH 9, NEt3
54%

43

Einfach verkiirztes oxidiertes Thiostrepton 58 (63mg, 0.039 mmol) wurde mit 4-
Mercapto-1-butanol (4.9 uL, 0.047 mmol, 1.2 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Mi-
chael-Addukt umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels
praparativer HPLC (C4 Sdule, CH3CN/H;0O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechen-
den Fraktionen das Michael-Addukt 43 (36 mg, 0.021 mmol, 54 %) als farbloser Feststoff

erhalten.

Schmp.: Ty,: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.26 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode II: g = 9.78 min; fiir [C73HgoN15018S¢+H"] ber.: 1699.5, gef.:
1699.2.

H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.1 Hz, 1H, Q-5), 6.23 (dd, | = 104, 5.1 Hz, 1H, Q-6), 6.19 — 6.10 (m,
2H, Thr2-3/But-3), 5.72 — 5.65 (m, 3H, Dealal-3/Thr2-2/Thstn2), 5.21 — 5.13 (m, 3H,
Dealal-3'/Q-11/Pip-6), 4.63 — 4.56 (m, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 4.38 (dd, | = 7.9, 3.7
Hz, 1H, Thr1-2), 4.27 (s, 1H, Q-8), 3.70 (d, | = 6.2 Hz, 1H, Alal-2), 3.67 — 3.60 (m,
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1H, Thstn-4), 3.47 — 3.40 (m, 3H, Q-7/4-H,), 3.26 — 3.22 (m, 1H, Pip-3), 2.90 — 2.85
(m, 2H, beta-Cys), 2.81 (d, | = 4.6 Hz, 1H, Ile-2), 2.76 — 2.69 (m, 1H, Pip-3’), 2.54 —
2.47 (m, 2H, 1-H,), 2.13 (d, ] = 13.3 Hz, 1H, Pip-4’), 1.72 (br s, 1H, Tle-3), 1.55 (d,
] = 6.5 Hz, 5H, Thr2-Me/2-H,), 1.50 (d, ] = 7.0 Hz, 5H, But-Me/3-H,), 1.48 — 1.43
(m, 1H, Thr1-3), 1.28 (dd, | = 6.5, 2.0 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.23 (d, | = 6.6 Hz, 3H,
Q-11-Me), 1.21 - 1.15 (m, 1H, Tle-4), 1.12 (d, ] = 6.4 Hz, 3H, Alal-Me), 1.06 — 0.99
(m, 6H, Thstn3-Me/Thstn4-Me), 0.98 — 0.89 (m, 1H, Ile-4"), 0.83 (d, ] = 6.8 Hz, 6H,
Tle-3-Me/Thr1-Me), 0.73 (t, | = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): fiir [C73HgoN15801856+H™] ber.: 1699.508, gef.: 1699.508.

Einfach verkurztes oxidiertes Thiostrepton + 2-Propanthiol (44)

Me

A

HS™ Me

58
TFE/H,0 pH 9, NEt3
27%

44

Einfach verkiirztes, oxidiertes Thiostrepton 58 (70mg, 0.044 mmol) wurde mit 2-
Propanthiol (4.9 uL, 0.053mmol, 1.2 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-
Addukt umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels pra-
parativer HPLC (C4 Saule, CH3CN/H,O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden
Fraktionen das Michael-Addukt 44 (20 mg, 0.012 mmol, 27 %) als farbloser Feststoff erhal-

ten.

Schmp.: Tj: > 240 °C (Zersetzung).
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DC: Ry = 0.32 (CHCl;/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode II: tg = 10.32 min; fiir [C7HggN18017S¢+H ] ber.: 1669.5, gef.:

1669.2.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.2 Hz, 1H, Q-5), 6.19 (dd, | = 10.2, 5.5 Hz, 1H, Q-6), 6.16 — 6.09 (m, 2H,
Thr2-3/But-3), 5.69 (s, 1H, Dealal-3), 5.67 — 5.62 (m, 2H, Thr2-2/Thstn2), 5.19 (s, 1H,
Dealal-3’), 5.17 - 5.11 (m, | = 6.9 Hz, 2H, Q-11/Pip-6), 4.61 — 4.52 (m, 2H, alpha-
Cys/Ala2-2), 435 (dd, | = 7.9, 3.6 Hz, 1H, Thrl-2), 4.28 (s, 1H, Q-8), 3.88 (d, | =
13.5 Hz, 1H, Pip4), 3.67 (q, ] = 6.5 Hz, 1H, Alal-2), 3.65 — 3.57 (m, 1H, Thstn-4),
3.42 (dd, ] = 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, ] = 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, ] = 6.5 Hz, 3H, Thr-2-Me), 1.47 (d, ] = 7.1
Hz, 3H, But-Me), 1.44 - 1.38 (m, 1H, Thr1-3), 1.25 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.19
(d, ] =6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.17 - 1.14 (m, 1H, Ile-4), 1.11 (dd, ] = 6.7, 2.0 Hz, 9H,
2-H3/2’-Hjz/beta-Cys), 1.03 - 0.96 (m, 6H, Thstn4-Me/Thstn3-Me), 0.96 — 0.88 (m, 1H,
Tle-4’), 0.83 (d, ] = 6.2 Hz, 3H, Thr1-Me), 0.79 (d, ] = 6.9 Hz, 3H, Tle-3-Me), 0.70 (t, |
=7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): fiir [C7HggN15017S¢+H"] ber.: 1669.497, gef.: 1669.498.
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Einfach verkirztes, oxidiertes Thiostrepton + 1-Octanthio | (45)

58

45

Einfach verkiirztes, oxidiertes Thiostrepton 58 (100 mg, 0.063 mmol) wurde mit 1-
Octanthiol (16 uL, 0.094mmol, 1.5 Aquiv.) nach AV1 zum entsprechenden Michael-
Addukt umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels i.V. und Reinigung mittels pra-
parativer HPLC (C4 Saule, CH3CN/H,O) wurde nach Lyophilisieren der entsprechenden
Fraktionen das Michael-Addukt 45 (39 mg, 0.022 mmol, 36 %) als farbloser Feststoff erhal-

ten.
Schmp.: Ty: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.38 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methodel: Zwei Diastereomere, tg = 10.82/11.06 min; fiir [C77HogN18017S¢+H™]
ber.: 1739.6, gef.: 1739.3.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 =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, | =
10.0Hz, 1H, Q-5),6.23 (dd, ] =9.4,5.4 Hz, 1H, Q-6), 6.19 - 6.10 (m, 2H, Thr2-3/But-3),
5.72 -5.63 (m, 3H, Dealal-3/Thr2-2/Thstn2), 5.22 - 5.12 (m, 3H, Dealal-3'/Q-11/Pip-
6), 4.58 (t, ] = 6.3 Hz, 2H, alpha-Cys/Ala2-2), 4.38 (dd, ] = 7.8, 3.7 Hz, 1H, Thr1-2),
4.25 (s,1H, Q-8),3.91 (d, | = 13.1 Hz, 1H, Pip4), 3.70 (q, ] = 6.4 Hz, 1H, Alal-2), 3.66
—3.58 (m, 1H, Thstn-4), 3.45 (dd, ] = 5.4, 1.9 Hz, 1H, Q-7), 2.87 (dd, | = 6.3, 2.8 Hz,
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2H), 2.81 (d, ] = 4.4 Hz, 1H, Tle-2), 2.49 — 2.42 (m, 2H, 1-H,), 2.12 (dd, ] = 132, 3.4
Hz, 1H, Pip-4), 1.79 — 1.68 (m, 1H, Ile-3), 1.54 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, Thr1-Me), 1.50 (d,
] = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-Me), 1.46 — 1.37 (m, 2H, 2-H,), 1.28 (d, ] = 5.6 Hz, 3H,
Ala2-Me), 1.23 (d, ] = 6.6 Hz, 5H, Q-11-Me/3-Hy), 1.16 (s, 12H, Thstn4-Me/Ile-4/4-
Ha/5-Ha/6-Hy/7-Hy), 1.06 — 0.98 (m, 6H, Thstn3-Me/Alal-Me), 0.92 (m, 1H, Tle-4"),
0.87 — 0.77 (m, 6H, Tle-3-Me/Thr1-Me), 0.75 — 0.61 (m, 6H, Tle-4-Me/8-Hs).

HRMS (ESI): fiir [C77HggN18017S6+H™] ber.: 1739.575, gef.: 1739.576.

8.3.8. Reduktion des Dehydro-Piperidins der Thiostreptonstruktur

Reduziertes Thiostrepton (61)

NaBH5CN

69 %

61

Thiostrepton 3 (200mg, 0.120 mmol) wurde mit NaBH3CN (8.3 mg, 0.132mmol, 1.1
Aquiv.) nach AV3 in das entsprechende Piperidin-Derivat iiberfiihrt. Nach préaparati-
ver HPLC (C4 Sdule, CH3CN/H;0) wurden 139 mg (0.083 mmol, 69 %) des reduzierten
Thiostreptons 61 erhalten.

Schmp.: Ty,: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.28 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 8.62min; fiir [C7yHgyN19O018S5+H™] ber.: 1666,5, gef.:
1666.3.
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'H-NMR: 400 MHz, CDClI3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] =4.3 Hz, 1H, Q-3),6.73 (d, | = 10.0 Hz,
1H, Q-5), 6.47 (d, ] = 1.9 Hz, 1H, Deala2-3), 6.30 (d, ] = 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, ] = 7.1 Hz, 1H,
But-3),5.67 (d, ] = 1.9 Hz, 1H, Dealal-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, Dealal-3"), 5.16 (q, ] = 6.5 Hz, 1H,
Q-11),4.81 (dd, ] =12.4,9.4 Hz, 1H, Cys-4),4.70 (p, ] = 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, Alal-2/Thstn-4),
3.51 -3.43 (m, 2H, Cys-5/Q-7),2.99 (d, ] = 12.2 Hz, 1H, Cys-5’),2.81 (d, ] = 4.4 Hz,
1H, Ile-2), 2.22 (d, ] = 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, | = 6.6 Hz, 3H, Thr2-3), 1.46 (d, | =
7.0 Hz, 3H, But-Me), 1.39 - 1.35 (m, 1H, Thr1-3), 1.33 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me),
1.21 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, Q11-Me), 1.19 - 1.17 (m, 1H, Ile-4), 1.15 (d, ] = 6.4 Hz, 3H,
Thstn-4-Me), 1.03 (d, ] = 6.7 Hz, 3H, Alal-Me), 0.99 (s, 3H, Thstn-3-Me), 0.97 — 0.92
(m, 1H, Ile-4"), 0.83 (d, | = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.73 (t, | = 7.3 Hz, 3H, Ile-5), 0.68
(d, ] = 6.1 Hz, 3H, Thr1-Me).

13C-NMR: 125.8 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; § = 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 (Alal-2), 19.1 (Alal-Me), 102.2 (Dealal-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): fiir [C7,HgyN19018S5+2H "] ber.: 833.7613, gef.: 833.7618.
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Einfach verkirztes reduziertes Thiostrepton (62)

NaBH3CN
23 ”

30 %

62

Einfach verkiirztes Thiostrepton 23 (100 mg, 0.063 mmol) wurde mit NaBH3CN (4.3 mg,
0.069 mmol, 1.1 Aquiv.) nach AV3 in das entsprechende Piperidin-Derivat {iberfiihrt.
Nach préparativer HPLC (C4 Saule, CH3CN/H,0O) wurden 30 mg (0.019 mmol, 30 %) des

einfach verkiirzten, reduzierten Thiostreptons 61 erhalten.

Schmp.: Tj,: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.30 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 8.53min; fiir [CeoHgsN15017S5+HT] ber.: 1597.5, gef.
1597.2.

H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.0 Hz, 1H, Q-5),
6.39 (s, 1H, Dealal-2), 6.31 — 6.19 (m, 2H, Thr2-3/Q-6), 6.05 (q, ] = 7.1 Hz, 1H, But-3),
5.68 (s, 1H, Dealal-3), 5.66 — 5.55 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-2), 5.44 (s, 1H, Deala2-3’),
5.19 (s, 1H, Dealal-3"), 5.15 (q, ] = 6.2 Hz, 1H, Q-11), 4.81 (dd, ] = 12.3, 9.7 Hz, 1H,
Cys-4),4.68 (q, ] = 6.4 Hz, 1H, Ala2-2), 4.34 (s, 1H, Pip-6), 4.28 — 4.21 (m, 3H, Thrl-
2/Pip-2/Q-8),3.70 - 3.61 (m, 2H, Thstn-4/Alal-2), 3.52 — 3.42 (m, 2H, Q-7/Cys-5), 3.00
(t, ] =12.1 Hz, 1H, Cys-5"), 2.81 (s, 1H, Ile-2), 2.21 (d, ] = 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, |
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= 6.5 Hz, 3H, Thr2-3), 1.45 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, But-Me), 1.41 — 1.36 (m, 1H, Thr1-3),
1.31(d, ] = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.23 — 1.19 (m, 3H, Q-11-Me), 1.14 (d, ] = 6.4 Hz,
4H, Thstn-4-Me/Tle-4), 1.03 (d, ] = 6.7 Hz, 3H, Alal-Me), 0.99 (s, ] = 11.3 Hz, 3H,
Thstn-3-Me), 0.95 — 0.88 (m, 1H, Ile-4"), 0.84 (d, ] = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.72 (t, ] =
7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.65 (d, ] = 6.5 Hz, 3H, Thr1-Me).

HRMS (ESI): fiir [CeoHgyN15017S5+H™] ber.: 1597.494, gef.: 1597.495.

Zweifach verkurztes zweifach reduziertes Thiostrepton (6 3)

NaBH5CN

29 %

63

Einfach verkiirztes Thiostrepton 27 (55 mg, 0.036 mmol) wurde mit NaBH3CN (4.8 mg,
0.069 mmol, 2.1 Aquiv.) nach AV3 in das entsprechende Piperidin-Derivat iiberfiihrt.
Nach préparativer HPLC (C4 Sdule, CH3CN/H,O) wurden 16 mg (0.010 mmol, 29 %) des

zweifach verkiirzten, zweifach-reduzierten Thiostreptons 63 erhalten.

Schmp.: Tj: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.29 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I tg = 7.82min; fiir [C¢sHgzN17016S5+HT] ber.: 1530.5, gef.
1530.2.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 8.10 (s, 1H, Thz4-5), 7.96 (d, | = 1.1 Hz, 2H,
Thz2-5/Thz1-5), 7.29 (s, 1H, Thz3-5), 7.13 (s, 1H, Q-3), 6.71 (d, ] = 10.1 Hz, 1H, Q-5),
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6.29 — 6.17 (m, 2H, Thr2-3/Q-6), 5.67 (d, ] = 2.1 Hz, 1H, Dealal-3), 5.60 (d, ] = 8.8
Hz, 1H, Thr2-2), 5.56 (d, | = 9.8 Hz, 1H, Thstn2), 5.18 (s, 1H, Dealal-3"),5.12 (q, ] =
6.2 Hz, 1H, Q-11), 4.80 (t, ] = 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, | = 9.4 Hz, 2H, Q8/Pip-6), 4.13 (dd, ] = 7.5, 3.5
Hz, 1H, Thrl-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, ] = 5.8, 2.1 Hz, 1H, Q-7), 3.11 (t, ] = 11.8
Hz, 1H, Cys-5'), 2.80 (d, | = 4.4 Hz, 1H, Tle-2), 2.16 (dd, ] = 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, | = 6.6 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.46 — 1.40 (m, 1H, Thr1-3),
136 (dd, ] = 14.4, 7.2 Hz, 1H, But-3’), 1.29 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.20 (d, | =
6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.12 (d, ] = 6.4 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.09 — 1.05 (m, 1H, Tle-4),
1.01(d, ] = 6.7 Hz, 3H, Alal-Me), 0.99 (s, 3H, Thstn-3-Me), 0.95 — 0.87 (m, 1H, Ile-4"),
0.83 (d, ] = 6.9 Hz, 3H, Tle-3-Me), 0.71 (t, ] = 7.3 Hz, 3H, Tle-4-Me), 0.61 (t, ] = 7.3 Hz,
3H, But-Me), 0.57 (d, ] = 6.2 Hz, 3H, Thr-1-Me).

HRMS (ES|)Z fur [C66H83N17016S5+H+] ber.: 1530.488, gef.: 1530.489.

8.3.9. Kombinierte Oxidation / Reduktion

Oxidiertes reduziertes Thiostrepton (64)

NaBH3CN
57 ”

32%
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Oxidiertes Thiostrepton 57 (100mg, 0.060mmol) wurde mit NaBH3CN (4mg,
0.066 mmol, 1.1 Aquiv.) nach AV3 in das entsprechende Piperidin-Derivat {iberfiihrt.
Nach préparativer HPLC (C4 Saule, CH3CN/H,0O) wurden 35 mg (0.021 mmol, 32 %) des

oxidierten, reduzierten Thiostreptons 64 erhalten.

Schmp.: Tj: > 240 °C (Zersetzung).

DC: Ry = 0.30 (CHCl;/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 8.29 min; fiir [C72HgsN19O18S5+H ] ber.: 1664.50, gef.
1664.24.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] =10.1 Hz, 1H, Q-5), 6.49 (d, | = 2.1 Hz, 1H, Deala3-3), 6.34 (d, ] = 1.7 Hz, 1H,
Deala2-3), 6.30 — 6.22 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-2), 6.16 (q, ] = 7.0 Hz, 1H, But-3), 5.73 -
5.70 (m, 2H, Dealal-3/Thr2-2), 5.69 (s, 1H Thstn-2),5.49 (d, ] = 1.8 Hz, 1H, Deala2-3’),
5.45 (d, ] = 2.1 Hz, 1H, Deala3-3"), 5.22 (s, 1H, Dealal-3"), 5.18 (dd, | = 13.1, 6.5 Hz,
1H, Q-11),4.73 (p, | = 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, ] = 9.6 Hz, 1H, Pip-4), 3.73 (q, ] = 6.3 Hz, 1H,
Thstn-4), 3.69 — 3.63 (m, 1H, Alal-2),3.47 (dd, ] =5.7, 1.9 Hz, 1H, Q-7),2.83 (d, | =
4.5 Hz, 1H, lle-2), 2.24 (d, ] = 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, | = 6.6 Hz, 3H, Thr2-3), 1.53 (d, ] = 7.1 Hz, 3H,
But-Me), 1.51 — 1.46 (m, 1H, Thr1-3), 1.36 (d, | = 6.6 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.25 (d, | =
6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.23 - 1.17 (m, 1H, Ile-4), 1.15 (d, | = 6.4 Hz, 3H, Thstn-4-Me),
1.06 (d, ] = 7.0 Hz, 6H, Thstn-3-Me/Alal-Me), 1.02 — 0.92 (m, 1H, Ile-4"), 0.89 — 0.83
(m, 6H, Ile-3-Me/Thr1-Me), 0.75 (t, | = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): fiir [C7,HgsN19018S5-+2H ] ber.: 832.7535, gef.: 832.7540.
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Oxidiertes, reduziertes, einfach verkirztes Thiostrepto n (65)

NaBH3CN
58 ”

30 %

65

Oxidiertes, einfach verkiirztes Thiostrepton 58 (100mg, 0.063 mmol) wurde mit
NaBH;CN (4mg, 0.069mmol, 1.1 Aquiv.) nach AV3 in das entsprechende Piperidin-
Derivat tiberfithrt. Nach praparativer HPLC (C4 Saule, CH3CN/H,O) wurden 30 mg

(0.019 mmol, 30 %) des oxidierten, reduzierten Thiostreptons 65 erhalten.

Schmp.: Tj,: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.28 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 8.27 min; fiir [CeoHgpN15017S5+H™] ber.: 1595.5, gef.:
1595.3.

H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, | =
99 Hz, 1H, Q-5),6.37 (d, | = 1.3 Hz, 1H, Deala2-3), 6.26 — 6.19 (m, 2H, Thr2-2/Thstn-
2),6.12 (d, | = 7.0 Hz, 1H, But-3), 5.69 — 5.65 (m, 3H, Dealal-3/Thr2-2/Thstn-2), 5.44
(d, ] = 1.0 Hz, 1H, Deala2-3’), 5.19 (s, 1H, Dealal-3"), 5.14 (dd, | = 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),
422 (dd, ] = 11.5, 3.1 Hz, 1H, Pip-2), 3.93 (d, ] = 13.2 Hz, 1H, Pip-4), 3.68 (dd, ] =
12.9,6.4 Hz, 1H, Thstn-4), 3.63 (dd, | =13.5, 6.7 Hz, 1H, Alal-2),3.43 (dd, ] =5.5,1.6
Hz, 1H, Q-7),2.79 (d, ] = 4.5 Hz, 1H, Ile-2), 2.19 (dd, ] = 13.2, 3.0 Hz, 1H, Pip-3), 1.98
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—-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, ] = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3), 1.30 (d, | = 6.6 Hz,
3H, Ala2-Me), 1.21 (d, | = 6.6 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.19 - 1.12 (m, 1H, Ile-4), 1.10 (d, |
= 6.4 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.03 — 0.99 (m, 6H, Thstn-3-Me/Alal-Me), 0.96 — 0.88 (m,
] =13.7,9.2,7.3 Hz, 1H, lle-4’), 0.81 (d, ] = 6.8 Hz, 6H, Thr1-Me/lle-3-Me), 0.71 (t, |
= 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): fiir [CooHgoN15O17S5+H ] ber.: 1595.478, gef.: 1595.479.

Oxidiertes reduziertes zweifach verkirztes Thiostrepton (66)

NaBH5CN

29 %

66

Oxidiertes, zweifach verkiirztes Thiostrepton 59 (100mg, 0.066 mmol) wurde mit
NaBH;CN (16 mg, 0.264 mmol, 4.0 Aquiv.) nach AV3 in das entsprechende Piperidin-
Derivat iiberfiihrt. Nach praparativer HPLC (C4 Saule, CH3CN/H,O) wurden 29 mg

(0.019 mmol, 29 %) des oxidierten, reduzierten Thiostreptons 66 erhalten.

Schmp.: Tj: > 240 °C (Zersetzung).

DC: Ry = 0.31 (CHClI3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 8.07 min; fiir [CesHgoN17016S5+H™] ber.: 1526.5, gef.:

1527.3.
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'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeQOD 4:1; 6 = 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,
] =9.6 Hz, 1H, Q-5), 6.22 - 6.15 (m, 2H, Thr2-3/Q-6), 6.11 (q, ] = 7.0, 1H, But-3), 5.65
(d, ] = 3.5 Hz, 2H, Thr2-2/Dealal-3), 5.63 (s, 1H, Thstn-2), 5.17 (s, 1H, Dealal-3’),
5.13 (dd, ] = 12.9, 6.4 Hz, 1H, Q-11), 4.66 (dd, ] = 13.1, 6.5 Hz, 1H, Ala2-2), 4.34 (s,
1H, Pip-6),4.32 (d, ] = 3.4 Hz, 1H, Thr1-2), 4.24 (s, 1H, Q-8),3.94 (d, ] = 13.1 Hz, 1H,
Pip-4),3.67 (dd, ] =12.9, 6.4 Hz, 1H, Thstn-4), 3.62 (dd, ] = 13.5, 6.7 Hz, 1H, Ala-1-2),
341(d, ] =5.5Hz, 1H, Q-7), 2.77 (d, ] = 4.3 Hz, 1H, Tle-2), 2.14 (dd, ] = 12.8, 2.4 Hz,
1H, Pip-3), 1.94 (t, ] = 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, | = 6.4 Hz, 3H, Thr2-3), 1.47 (d, | = 7.0 Hz, 4H, But-Me/Thr1-3),
1.27(d, ] = 6.5 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.19 (d, ] = 6.4 Hz, 3H, Q-11-Me), 1.17- 1.1 (m, 1H,
Ile-4),1.09 (d, ] = 6.2 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.02 - 0.97 (m, 6H, Ala1l-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, | = 7.3 Hz,
3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): fiir [CesHgoN17016S5+H™] ber.: 1526.457, gef.: 1526.458.

8.3.10. Regioselektive Acylierung

Mono-acetyliertes Thiostrepton 67

O O

NN

Me® O Me

EtsN, DMAP
33%
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Zu einer Losung aus Thiostrepton 3 (50 mg, 0.030 mmol) in wasserfreiem THF (10 mL)
wurde Essigsdureanhydrid (6.3 L, 0.066 mmol, 2.2 Aquiv.), gefolgt von Triethylamin
(9.2 uL,0.066 mmol, 2.2 Aquiv.) und Dimethylaminopyridin (DMAP) (1.1 mg, 0.009 mmol,
0.3 Aquiv.) unter Riihren bei RT hinzugegeben. Nach 13h wurden die fliichtigen Be-
standteile im Vakuum entfernt und das Produkt mittels praparativer HPLC (C4 Saule,
CH3CN/HO) gereinigt. Es wurden 17 mg des acetylierten Thiostreptons 67 (0.010 mmol,
33 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: T > 240 °C (Zersetzung).

DC: Ry = 0.31 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode I: tg = 9.54 min; [C74HgyN19019S5+H™] ber.: 1706.5, gef.: 1706.1.
HPLC: Methode A: tg = 15.5min.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, | = 10.1 Hz, 1H, Q-5),
6.55 (d, ] = 2.3 Hz, 1H, Deala3-3), 6.38 (d, | = 1.8 Hz, 1H, Deala2-3), 6.27 — 6.19 (m,
2H, Q-6/Thr2-3), 6.07 (q, | = 6.8 Hz, 1H, But-3), 5.68 (d, ] = 1.8 Hz, 1H, Dealal-3),
5.66 —5.61 (m, 1H, Thr2-2), 5.55 - 5.50 (m, 2H, Deala2-3’/Thstn-2), 5.46 (d, | = 2.3 Hz,
1H, Deala3-3’), 5.20 (s, 1H, Dealal-3"), 5.18 - 5.13 (m, 2H, Q-11/Pip-6),4.90 (q, ] = 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, ] = 6.7 Hz, 1H, Alal-2), 3.49 — 3.40 (m, 2H, Q-7/Cys-5),
3.33(d, ] =18.3 Hz, 1H, Pip-3), 3.06 (t, ] = 12.0 Hz, 1H, Cys-5),2.82 (d, | =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, | = 6.5 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.45 (d, | = 8.2 Hz, 3H, But-Me),
1.41 - 1.38 (m, 1H, Thr1-3), 1.29 (d, | = 6.5 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.23 (d, | = 6.5 Hz,
4H, Q-11-Me/lle-4), 1.20 (d, | = 6.4 Hz, 3H, Thstn-4-Me), 1.13 (s, 3H, Thstn-3-Me),
1.03 (d, ] = 6.7 Hz, 3H, Alal-Me), 0.99 - 0.91 (m, 1H, Ile-4"), 0.85 (d, ] = 6.8 Hz, 3H,
lle-3-Me), 0.74 (t, | = 7.4 Hz, 3H, lle-4-Me), 0.68 (d, | = 6.1 Hz, 3H, Thr1-Me).

13C-NMR: 100.6 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; § = 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 (Thrl-Me), 19.2 (Alal-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 (Alal-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 (Dealal-
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 (Dealal-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 (Dealal-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
(Lle-CO).

HRMS (ESI): fiir [C74HgyN19019S5+2H"] ber.: 853.759, gef.: 853.760.

8.3.11. Hydrolyse des B-Ring-Lactons

B-Ring-geo6ffnetes Thiostrepton (68)

NaOMe, THF/CHCl5

11%

Thiostrepton 3 (200 mg, 0.120 mmol) wurde in wasserfreiem MeOH /CHCl3 (2:1, 10 mL)
gelost und bei 0°C mit NaOMe-Losung (1 M in MeOH, 40 uL, 0.33 Aquiv.) versetzt. Die
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Reaktionsmischung wurde fiir 6 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurden im Va-
kuum entfernt und der Riickstand mittels Kieselgelchromatographie (5-10% MeOH in
CHCl3) und anschliefSend mittels praparativer HPLC (C4 Saule, CH3CN/H,O) gereinigt.
Nach Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen konnte das im B-Ring geotffnete
Thiostrepton 68 (Diastereomerengemisch) als farbloser Feststoff erhalten werden (23 mg,
0.014 mmol, 11 %).

Schmp.: Tj;: > 240 °C (Zersetzung).

DC: Ry = 0.28 (CHCl;/MeOH 9:1).

HPLC: Methode A: tg = 11.3 min.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, ] = 10.3 Hz, 1H, Q-5),
6.43 (d, ] = 2.1 Hz, 1H, Deala2-3), 6.24 (d, ] = 1.6 Hz, 1H, Deala3-3), 6.18 (q, ] = 6.4
Hz, 1H, But-3), 5.95 (d, ] = 10.1 Hz, 1H, Q-6), 5.65 (s, 1H), 5.49 (d, ] = 1.6 Hz, 1H,
Deala3-3), 5.43 (d, ] = 2.0 Hz, 1H, Deala2-3"), 5.41 - 5.36 (m, 1H), 5.35 — 5.29 (m, 2H,
Dealal-3), 4.97 (t, | = 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, ] = 11.5 Hz, 1H, Q-8), 4.32 — 4.27 (m, 2H, Thr1-2), 3.77 (s, 3H,
OMe), 3.61(q, ] = 6.6 Hz, 1H), 3.51 - 3.37 (m, 3H, Q-7/Cys-5/Pip-4), 3.24 (dd, ] = 11.4,
8.5 Hz, 1H, Cys-5), 3.21 - 3.15 (m, 2H, Tle-2/Pip-3), 2.75 — 2.67 (m, 1H, Pip-3’), 2.26
(t, ] = 12.3 Hz, 1H, Pip-4’), 1.75 - 1.66 (m, 1H, Ile-3), 1.50 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, But-Me),
1.35-1.28 (m, 1H, Tle-4), 1.25 (d, ] = 7.1 Hz, 3H), 1.23 - 1.17 (m, 6H, Ala2-Me), 1.11
(d, ] = 6.4 Hz, 3H), 1.07 (d, ] = 6.0 Hz, 3H), 1.00 (d, ] = 6.5 Hz, 4H, Ile-4’), 0.88 (s,
3H, Thstn-3-Me), 0.80 (d, ] = 6.9 Hz, 3H, Ile-3-Me), 0.70 (t, ] = 7.3 Hz, 3H, Ile-4-Me).

HRMS (ESI): fiir [C73HgoN719010S5+2H ] ber.: 848.7671, gef.: 848.7672.
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B-Ring-geoffnetes verkirztes Thiostrepton, Epimere (69a / 69b)

HO., _Me
H
Me NH
NaOMe, THF/MeOH N7 N

23 Ha\O I H
69a:69b=1:1 o g\]
H \ Me™"

Verkiirztes Thiostrepton 23 (150 mg, 0.09 mmol) wurde in wasserfreiem MeOH / THF
(8:3,11 mL) geldst und bei 0 °C mit NaOMe-Losung (1 m in MeOH, 60 uL, 0.67 Aquiv.) ver-
setzt. Die Reaktionsmischung wurde fiir 8 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurden
im Vakuum entfernt und der Riickstand durch Kieselgelchromatographie (5-10% MeOH
in CHCl3) und préaparative HPLC (C4 Sdule, CH3CN/H;0) gereinigt. Nach Lyophilisie-
ren der Reinfraktionen konnten die beiden Epimere des B-Ring-gedffneten, verkiirzten
Thiostreptons 69a (7 mg, 0.004 mmol, 4 %) und 69b (6 mg, 0.004 mmol, 4 %) als farblose

Feststoffe erhalten werden.

Epimer 69a.

Schmp.: Tj,: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.16 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode II: tg = 7.96 min; fiir [C7oHgsN15018S5+H™] ber.: 1627.5, gef.:
1627.2.

HPLC: Methode A: tg = 10.9 min.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; § = 8.06 (s, 1H), 8.02 (s, 1H), 8.02 (s, 1H), 6.84 (s,
1H), 6.66 (d, ] = 9.7 Hz, 1H), 6.43 (s, 1H), 6.07 (s, 1H), 6.03 (d, ] = 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, ] =
11.7 Hz, 1H), 4.17 - 4.11 (m, ] = 7.1 Hz, 3H), 3.85 — 3.81 (m, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.66
(dd, ] = 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, ] = 8.7 Hz, 3H), 1.46 — 1.37 (m, 3H), 1.31 (d, ]
= 7.2 Hz, 3H), 1.29 - 1.22 (m, 6H), 1.22 - 1.15 (m, 1H), 1.09 (d, ] = 6.4 Hz, 3H), 1.04
(d, ] = 6.3 Hz, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.88 (d, ] = 6.9 Hz, 3H), 0.78 (s, 3H).

HRMS (ESI): fiir [C7oHssN15O15S5+H ] ber.: 1627.504, gef.: 1627.505.

Epimer 69b.

Schmp.: Tj: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.18 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode II: tg = 8.13min; fiir [C7oHgsN15018S5+H™] ber.: 1627.5, gef.:
1627.2.

HPLC: Methode A: tg = 11.2min.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; § = 8.07 (s, 1H), 8.01 (s, 2H), 7.81 (s, 1H), 6.72 (s,
1H), 6.67 (d, ] = 10.2 Hz, 1H), 6.42 (s, 1H), 6.18 (s, 1H), 6.03 (d, ] = 10.3 Hz, 1H), 5.72
—5.64 (m, 1H), 5.48 (d, ] = 1.3 Hz, 2H), 5.45 — 5.40 (m, 1H), 5.25 (s, 1H), 4.90 (q, ] =
6.4 Hz, 2H), 4.85 - 4.79 (m, 1H), 4.75 (d, ] = 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, ] = 6.8 Hz, 3H), 1.46 —
139 (m, ] = 6.6 Hz, 2H), 1.29 (d, ] = 7.2 Hz, 3H), 1.27 (d, ] = 6.5 Hz, 3H), 1.25 - 1.21
(m, 3H), 1.20 (d, ] = 7.2 Hz, 3H), 1.12 - 1.07 (m, 3H), 1.04 (d, ] = 5.8 Hz, 3H), 0.86 (d,
] = 6.9 Hz, 3H), 0.77 (dd, | = 9.3, 5.4 Hz, 3H).

HRMS (ESI): fiir [C7oHggN1g018S5-+H ] ber.: 1627.504, gef.: 1627.505.
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8.3.12. Epimerisierung des Thiazolins

L-Epimer des verklrzten Thiostreptons (23b)

HO., Me
H
Me NH
NH -
N N
“s| oy N 23:aS,n=1
Ha\D /gLN 10% HNEt, in CHCIg
© N—( H +
w 0,
N r\ Me" 3h, 70%
HS 23 23b=975:25
HO N\ "oH N7 s
Me H.\X
Me
23b:aR,n=1

Thiostrepton 3 (1.0 g, 0.601 mmol) wurde unter Riihren in CHCl3 (50mL) gelost und
bei 0°C tropfenweise mit HNEt, (5mL) versetzt. Nach 10 min wurde die Reaktion bei
RT fiir 3 h weitergeriihrt. Nach Entfernen der Losungsmittels und Kieselgelchromatogra-
phie (2-5 % MeOH in CHCl3) wurden 671 mg (0.420 mmol, 70 %) des einfach verkiirzten
Thiostreptons 23 als farbloser Feststoff erhalten (s.o0.).

Das 1-Epimer (a R) 23b konnte durch praparative HPLC (C4 Saule, CH3CN/H,0) der

Mischfraktionen rein isoliert werden (8 mg, 0.005 mmol, 0.7%).
Schmp.: T,: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.31 (CHCl3/MeOH 9:1).

LCMS (ESI): Methode II: tg = 7.06 min; fiir [C69H83N18017S5+H+] ber.: 1595.5, gef.:
1595.5.

HPLC: tg = 12.1 min (C4 Saule, CH3CN/H,O-Gradient: 10% CH3CN fiir 1 min; 10% bis
70% CH3CN in 16 min; 100% CH3CN fiir 2 min).

H-NMR: 400 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; 6 = 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, | = 10.2 Hz, 1H, Q-5), 6.47 (d, | =
1.7 Hz, 1H, Deala2-3), 6.27 — 6.16 (m, 2H, Q-6/Thr2-3), 6.09 (d, ] = 6.7 Hz, 1H, But-3),
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5.72 — 5.66 (m, 2H, Thstn-2/Dealal-3), 5.49 (d, ] = 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, Dealal-3"), 5.14 (d, ] = 6.5
Hz, 1H, Q-11), 4.64 (dd, ] = 13.4, 8.7 Hz, 1H, Cys-4), 4.59 — 4.55 (m, 1H, Ala2-2),
431 (dd, ] = 7.7, 4.0 Hz, 1H, Thr1-2), 4.18 (s, 1H, Q-8), 3.88 (d, ] = 14.0 Hz, 1H,
Pip-4), 3.69 — 3.59 (m, 2H, Alal-2/Thstn-4), 3.47 (dd, | = 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, ] =4.7 Hz, 1H,
Ile-2), 2.78 — 2.71 (m, 1H, Pip-3), 2.12 (dd, | = 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, | = 7.0 Hz, 3H, Thr2-Me), 1.52 (d,
J = 6.5 Hz, 3H, But-Me), 1.27 (d, | = 6.5 Hz, 3H, Ala2-Me), 1.24 (d, ] = 6.6 Hz, 3H,
Q-11-Me), 1.20 — 1.13 (m, 1H, Tle-4), 1.07 (d, | = 6.5 Hz, 3H, Alal-Me), 1.04 — 0.98
(m, 6H, Thstn-3-Me/Thstn-4-Me), 0.97 — 0.88 (m, 1H, Ile-4"), 0.83 (d, ] = 6.9 Hz, 3H,
[le-3-Me), 0.72 (t, ] = 7.4 Hz, 3H, Ile-4-Me), 0.58 (d, | = 6.4 Hz, 3H, Thr1-Me).

13C-NMR: 125.8 MHz, CDCl3/MeOD 4:1; § = 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 (Alal-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 (Alal1-2), 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 (Dealal-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 (Dealal-CO), 166.1 (Deala2-CO), 167.0 (Thz2-2), 168.2 (Thz4-
2), 168.5 (Alal-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): fiir [CeoHg3N15017S5+H™] ber.: 1595.478, gef.: 1595.479.
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8.4. H/D-Austauschkinetik: Thiostrepton

10mg Thiostrepton 3 wurden in 500 pL THF-dg gelost und mit 95 uL Puffer (50 mm
NayCOj3 in DO, pH 12) versetzt. Die 1H-Spektren wurden auf einem Varian 400 MHz
Spektrometer nach vorgegebenen Zeitintervallen automatisch aufgenommen (Program-
mierung eines arrays mit preacquisition delay). Die Rohdaten wurden prozessiert und das
jeweils zum a-Proton des Thiazolins gehorige Signal (bei 5.1 ppm) fiir jedes aufgenomme-
ne Spektrum integriert. Die Werte wurden auf nicht-austauschende Protonen normalisiert
und gegen die Zeit aufgetragen. An die Daten konnte ein Modell eines biexponentiellen

Abfalls nach der Gleichung (8.3) angepasst werden.

y=A v e(X/1) L Ay wp(mx/t) o Yo (8.3)

8.5. Loslichkeitsuntersuchungen

Fiir Loslichkeitsuntersuchungen wurden 4 mm Trifluorethanol-Losungen der zu testen-
den Substanzen mit definierten Konzentrationen (4 mm) hergestellt, jeweils 20 uL in ein
Eppendorf-Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt und in der Speed-Vac bei RT eingedampft. Anschlie-
lend wurden 150 pL Pufferlosung (50 mm Natriumphosphat, pH7) hinzupipettiert. Die
Reaktionsgefdfie wurden bei 37 °C im Thermomixer iiber einen Zeitraum von 15h ge-
schiittelt (1000 rpm) und nachfolgend zentrifugiert. Jeweils 60 uL des Uberstands wur-
den in HPLC-Probengefifie tiberfiihrt und mit 10 uL Trifluorethanol versetzt, welches
0.25 mg/mL 5(6)-Nitrobenzimidazol (CAS 94-52-0) als Standard enthielt. Fiir jeden HPLC-
Lauf wurde ein Volumen von 15 pL direkt in die analytische HPLC injiziert. Die Flachen
der entsprechenden HPLC-Peaks wurden integriert und die Werte jeweils auf die Hohe
des internen Standard-Peaks normiert.

Zur Bestimmung einer Eichgeraden wurde eine 1 mg/mL-Lésung von Thiostrepton 3
in Trifluorethanol hergestellt und die Konzentration UV-spektrometrisch bei 280 nm (e250
= 0.027cm~! um~!) tiberpriift. Die Losung wurde eingeengt und der unlosliche Nie-
derschlag in einem entsprechenden Volumen Trifluorethanol (mit internem Standard)

wieder aufgenommen, so dass die vorgegebene Konzentration erreicht wurde. Anschlie-
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lend wurde eine Verdiinnungsreihe erstellt, wobei fiir jeden Verdiinnungsschritt die selbe
Standard-Losung in TFE verwendet wurde. Insgesamt acht Verdiinnungslésungen wur-
den auf diese Weise angesetzt, die mittels analytischer HPLC direkt analysiert wurden
(15 uL pro Lauf). Die Flichen der entsprechenden HPLC-Signale wurden integriert und
die Werte jeweils auf die Hohe des internen Standard-Signals normiert. Nach Auftragung
der Konzentration gegen die Flidche konnte eine Eichgerade durch die Messpunkte gelegt
werden, die zur Quantifizierung der Konzentrationen der Thiostreptonderivate aus der

Loslichkeitsuntersuchung benutzt wurde.

8.6. Octreotat-Peptid

Octreotat-Analogon (151)
(D-tPhe) (%cys) (Pryr) (D-*Trp)

tBu\ /tBu HO
_Si
F HN
N
H H @ He §ow
N ./ H H
HoN N N N
H H H o
OH s o
S o NH
H H ‘J<H H (' H
HO N7
)K[ \[ HH‘\ o)
HO™ “Me HO" “Me NH;

151

2-Chlortritylharz (2.0 g, 1.55 mmol/g) wurde nach AV4 mit Fmoc-Thr(OtBu)-OH be-
laden. Die Beladungsbestimmung nach AV5 lieferte einen Wert von 0.650 mmol/g
Harz. Das 9-mer Vorlduferpeptid wurde mittels automatisierter Festphasenpeptidsyn-
these nach AV6 an dem Fmoc-Thr(OtBu)-beladenen 2-Chlortritylharz (0.369 mmol,
568 mg) synthetisiert. Als Schutzgruppenstrategie wurde Fmoc/t-Bu gewéhlt und HBTU
als Kupplungsreagenz verwendet. Nach manueller Entschiitzung der N-terminalen

Fmoc-Schutzgruppe mittels 20 % Piperidin in DMF (8 + 22min) wurde die finale
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Boc-geschiitzte 1-SiFA-Aminosdure (383 mg, 0.9 mmol, 1.8 Aquiv.) mit HBTU (455mg,
1.2mmol, 2.4 Aquiv.) und DIPEA (248 uL, 1.5mmol, 3.0 Aquiv.) an das harzgebunde-
ne Peptid gekuppelt (0.5 HBTU in DME, 20h Reaktionszeit). Das Abspalten der
Aminosdure-Schutzgruppen und das Abspalten des 10-mer Peptids vom Harz wurde
durch Behandlung des Harzes mit 7 mL Abspaltlosung (95 % TFA, 2.5 % H,O, 2.5 % Trie-
thylsilan) tiber 1h durchgefiihrt. Der tiberwiegende Teil der Trifluoressigsdure wurde
am Rotationsverdampfer entfernt und das Peptid mit kaltem MTBE (0°C) ausgefillt,
abzentrifugiert und nach Abheben des Uberstands getrocknet. Zur vollstandigen Spal-
tung der aus der Boc-Gruppe resultierenden stabilen Carbaminsdure des Tryptophans
wurde das Rohpeptid in Methanol/H,O (1:1) gelost und mit Trifluoressigsaure (250 puL)
fiir 1.5 h bei 40 °C versetzt. Die fliichtigen Bestandteile wurden am Rotationsverdampfer
entfernt und das Rohpeptid zum farblosen Pulver (445 mg) gefriergetrocknet. Zur Oxi-
dation der beiden Thiole des Peptids zum intramolekularen Disulfid wurde das Peptid
in Methanollésung (0.3 M) mit DIPEA (10.0 Aquiv.) in einer gesittigten Sauerstoffatmo-
sphére tiber 72 h behandelt. Nach praparativer HPLC (C4 Saule, CH3CN/H,0O/0.1 % TFA)
und Lyophilisieren der entsprechenden Fraktionen wurden 102 mg (0.071 mmol, 19 %)
des 10-mer Peptids 151 als farbloser Feststoff erhalten.

Schmp.: Ty: > 240 °C (Zersetzung).
DC: Ry = 0.03 (CHCl3/MeOH 9:1 + 2 % Ameisensdure).

LCMS (ESI): Methode II: tg = 7.05min; fiir [CeoHgsN12,0155,F1Si;+H™] ber.: 1443.6,
gef.: 1443 4.

'H-NMR: 600 MHz, DMSO-dg; 6 = 10.80 (s, 1H, Thr4-Ar1-NH), 8.98 (d, ] = 7.8 Hz, 1H,
Cys2-NH), 8.77 (d, ] = 4.8 Hz, 1H, Trp4-NH), 8.69 (d, ] = 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, Phel-NH/F-Phe-NHy), 7.78 - 7.63 (m, 2H, Lys5-NH>), 7.59 (d, ] = 9.1 Hz, 1H,
Thr6-NH), 7.47 (d, ] =7.8 Hz, 2H, F-Phe-Ar2),7.42 (d, ] =7.9 Hz, 1H, Trp4-Ar5),7.33
(d, ] = 7.7 Hz, 3H, F-Phe-Ar3/Trp4-Ar8), 7.29 (d, | = 7.4 Hz, 2H, Phel-Ar2), 7.20 —
7.15 (m, 2H, Phel-Ar3),7.07 (d, ] = 7.5 Hz, 1H, Trp-Ar7), 7.05 (s, 1H, Trp4-Ar2), 7.00
(t,J=7.4Hz, 1H, Trp4-Ar6),6.91 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Tyr3-Ar2), 6.64 (d, ] =8.2 Hz, 2H,
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Tyr3-Ar3),5.34(d, ] =10.5Hz, 1H, Cys7-a),5.29 (d, ] =9.7 Hz, 1H, Cys2-a), 4.87 (dd,
] =10.7,3.8 Hz, 1H, Phel-a), 4.59 — 4.51 (m, 2H, Tyr3-a/Thr6-«a), 4.39 — 4.34 (m, 1H,
Ser-a), 4.34 — 4.30 (m, 1H, Thr8-p), 4.22 (d, | = 2.8 Hz, 1H, Thr8-a), 4.19 (dd, ] =9.5,
6.0 Hz, 1H, Trp4-a), 4.13 — 4.07 (m, 1H, F-Phe-a), 4.00 — 3.92 (m, 2H, Lys5-a/Thr6-f),
3.34 (d, ] =7.2 Hz, 1H, Ser-$), 3.19 (d, ] = 10.2 Hz, 2H, Ser-f’/Phel-p), 3.15 (dd, | =
14.4, 3.0 Hz, 2H, F-Phe-g’/Tyr3-p), 3.01 (dd, | = 13.9, 9.9 Hz, 1H, Trp4-p), 2.94 - 2.72
(m, 8H, Cys2-p/Cys2-p’/Cys7-p/F-Phe-f/F-Phe-p’'/Cys7-5'[Tyr3-p'/Phel-f"), 2.68 (dd,
] =14.0,5.4 Hz, 1H, Trp4-p’), 2.58 — 2.52 (m, 2H, Lys5-¢/Lys5-¢’), 1.73 - 1.65 (m, 1H,
Lys5-p), 1.28 (d, ] = 8.0 Hz, 2H, Lys5-6/Lys5-6"), 1.24 (d, ] = 6.4 Hz, 3H, Thr8-Me),
1.21 - 1.17 (m, 1H, Lys5-f’), 1.07 (d, ] = 6.3 Hz, 3H, Thr6-Me), 1.00 (d, ] = 8.7 Hz,
18H, F-Phe-tBu), 0.72 - 0.56 (m, 2H, Lys5-y/Lys5-)’).

13C-NMR: 150.8 MHz, DMSO-dg; 6 =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 (Phel-Ar2), 130.1 (Phel-Ar1), 129.5 (F-Phe-Ar3), 127.6 (Trp4-Ar4), 126.9
(Phel-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 (Thr6-5), 66.8 (Thr8-p), 62.4
(Ser-p), 58.9 (Thr8-a), 58.8 (Thr6-ar), 56.3 (Ser-a), 56.0 (Trp4-ar), 54.8 (Tyr3-a), 54.0
(Phel-a), 53.7 (F-Phe-a), 53.1 (Cys2-a), 53.0 (Lys5-a), 52.4 (Cys7-a), 45.7 (Cys7-p),
45.6 (Cys2-p), 40.0 (Phel-p), 39.1 (Lys5-€), 37.6 (F-Phe-p), 37.6 (Tyr3-p), 31.0 (Lys5-p),
27.8 (F-Phe-tBu-Me), 27.1 (Lys5-0), 26.5 (Trp4-f), 22.4 (Lys5-y), 20.9 (Thr8-Me), 20.3
(F-Phe-tBu-quat.), 20.1 (Thr6-Me).

9F.NMR: 282.4 MHz, DMSO-dg; 6 = —186.6 (s, J(OF-29Si) = 297.9 Hz).

295i-NMR: 59.6 MHz, DMSO-dg; & = 14.5 (d, J(F-2%Si) = 297.6 Hz).

HRMS (ES|) fiir [C69H95N1201582F15i1—|—H+] ber.: 1443631, gef.: 1443.632.
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8.7. Biologische Testierungen

8.7.1. Bakterielle Wachstumshemmung

Die antibakterielle Aktivitdt der Verbindungen wurde von Dr. Bernhard Ellinger mit Hilfe
der Mikrodilutionsmethode nach DIN-Norm 58940 bestimmt. Als Bakterienstimme wur-
den Staphylococcus aureus ATCC 25923 und ATCC 43300 verwendet. Ein Miiller/Hinton
Medium (Fleischinfusion 2.0 mg/mL, Caseinhydrolysat17.5 mg/mL, Starke 1.5 mg/mL)
mit 2 % NaCl wurde hierzu mit fiinf unabhéngigen Kolonien der zu testenden Bakterien
beimpft. Die Bakterien wurden nach Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase
auf 1x10° bis 5x10° koloniebildende Einheiten pro mL verdiinnt und fiir den Test genutzt
(DIN 58940-81). Die Testierung wurde in 96-well-Platten mit zwei Antibiotika (Tetracy-
clin 1.0mg/L; Ampicillin 0.26 mg/L) als Kontrollen durchgefiihrt, das Gesamtvolumen
pro Kavitat betrug 100 pL. Die zu testenden Verbindungen wurden in Trifluorethanol ge-
16st zugegeben. Die Endkonzentration an Trifluorethanol betrug 1 Vol.-%; bis zu 5 Vol.-%
wurden in unabhéngigen Tests als tolerierbar eingestuft. Die Bakterien wurden iiber 24 h
mit diffusionsoffenen System Duetz Abdeckungen bei 37 °C mit 180 U/min kultiviert. An-
schliefiend wurde das Wachstum der Bakterien tiber die optische Dichte (OD) bei 543 nm
bzw. 575 nm bestimmt. Als Kontrolle diente das Wachstum der Bakterien bei 1 Vol.-%

Trifluorethanol. Alle Messungen wurden in Triplikaten durchgefiihrt.

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 niher beschrieben.[!?] Der Assay beruht auf der Quantifizierung der Aniso-
tropiednderung der Fluoreszenzpolarisation in Abhédngigkeit von der Konzentration an
gebundener / freier fluoreszenter Thiostreptonsonde 74 (bzw. 78). In Vorversuchen konnte
die Dissoziationskonstante Kp der Thiostreptonsonden vom bindren Protein L11/rRNA-
Komplex zu 0.14nwm (fiir 74) bestimmt werden. (Anmerkung: Die Bindung der Sonden

an RNA bzw. Protein allein kann vernachlédssigt werden, wie experimentell gefunden

294



8.7. Biologische Testierungen

wurde). Eine typische Verdrangungstitration zur Bestimmung der Bindekonstante ei-
nes Analyten wurde mit 5nm RNA, 0.6 um L11-Protein und 5nm Thiostreptonsonde (74
bzw. 78) durchgefiihrt. Durch Zugabe verschiedener Konzentrationen an (aktivem) Ana-
lyt wurde die Sonde vom terndren Komplex Sonde/RNA /L11-Protein verdrangt und
die resultierende Abnahme des Polarisationssignals quantifiziert (Tecan Safire II, Perkin
Elmer, Anregung: 470 nm, Emission: 520 nm, Emissionsbandbreite: 5nm, 50 Scans pro Ka-
vitdt, 22 °C). Durch Auftragen der Anisotropiednderung gegen die Analytkonzentration
konnten sigmoidale Kurven erhalten werden, die mittels Hill-Gleichung gefittet und in

ICs50-Werte (bzw. apparente Kp-Werte) umgewandelt wurden.

Polaristaions-Assay mit 20 S-Proteasom

In analoger Weise wurde der Polarisations-Assay zur Bestimmung der Affinitadt der fluo-
reszenten Thiostreptonsonde 74 zum 20 S-Proteasom von Dr. Sascha Baumann durchge-
fiihrt. Hierzu wurde eine konstante Konzentration der Sonde 74 (1 um) mit variierenden
Konzentrationen an 20 S-Proteasom (aus Hefezellen; Spende von Dr. Markus Kaiser, Che-
mical Genomics Center der MPG, Dortmund) titriert. Der Bindepuffer besafs folgende Zu-
sammensetzung: 10 mm MOPS, 100 mm KCl, 10 mm MgCl,, 10 % Glukose, pH 7.5. Nach
12-stiindiger Equilibrierung bei 4 °C wurde die Fluoreszenzpolarisation wie oben be-
schrieben gemessen und die Dissoziationskonstante Kp bestimmt. Kontrollexperimente
wurden mit dem S-Trityl-geschiitzten PEG-Fluoresceinkonjugat 73 (ohne Thiostrepton-

struktur) durchgefiihrt.

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. [l Der Assay beruht auf dem kommerziellen Kit RTS 100 E.coli HY (Fir-

ma Roche) mit einem T7-basierten invitro Transkriptions-Translationssystem. Zur De-
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tektion der Proteintranslation bzw. zur Quantifizierung der Inhibierung wurde die Ex-
pression des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) gewdhlt, das in den Kit-eigenen T7-
Promotor-kontrollierten Vektor (pIVEX2.3d) kloniert wurde. Der Assay wurde im 384-
well-Plattenformat durchgefiihrt und durch Zugabe des GFP-Vektors zu vorgelegtem
Translationspuffer / Analyt/ Translationsmix gestartet. Die Inkubation der Reaktionsmi-
schungen erfolgte fiir 1.5h bei 30°C und anschlieffend bei 4 °C tiber Nacht, um die
vollstandige Ausbildung des GFP-Fluorophors zu erlauben. Durch Auslesen der GFP-
Fluoreszenz mittels Plattenlesegerat Infinite M200 (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 (ICsp) herangezogen wurden.

8.7.4. Cytotoxizitatsuntersuchung

Die Cytotoxizitdtsuntersuchungen wurden von Dr. Bernhard Ellinger durchgefiihrt. Hier-
zu wurden MCF-7 und HT-29 Zellen in einer Konzentration von 4000 Zellen pro Kavitét
auf 96-well-Platten (mit durchsichtigem, flachem Boden) ausgesit und tiiber einen Zeit-
raum von drei Tagen in einem Gesamtvolumen von 200 pL in Gegenwart der Verbin-
dungen (gelost in DMSO, Kontrolle: nur DMSO) inkubiert. Zur Bestimmung der Uberle-
bensrate wurden jeweils 10 pL WST-Reagenz (4-[3-(4-Iodphenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-
tetrazol]-1,3-benzoldisulfonat, Firma Roche) hinzugefiigt, und die Absorption bei 440 nm
mithilfe eines Spektrophotometers gemessen. Die Uberlebensrate wurde durch Setzen

der Positivkontrolle auf 100 % und der Negativkontrolle auf 0 % normalisiert.

Zellkultur zur Cytotoxizitat und zur Fluoreszenzmikrosko pie: MCF-7- (DSMZ-NTr.:
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), 1 Gew.-% nicht-
essentieller Aminosauren (Firma Sigma Aldrich), 1 Gew.-% Pyruvat (Firma Sigma Aldrich)
und 1Gew.-% Penicillin / Streptomycin (Firma Sigma Aldrich) ergdnzt wurde. HT-29-
Zellen (DSMZ-Nr.: ACC299) wurden in Mc Coy’s Medium (Firma Gibco) aufgezogen,
das 10 Vol.-% Fetal Calf Serum enthielt. Alle Zellen wurden bei 37 °C und 5 Vol.-% CO,-
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Atmosphire in 75cm? Zellkulturflaschen (Firma Nunc) aufgezogen und zweimal pro
Woche bei 80 % Konflueszenz durch Waschen mit PBS und Dissoziieren mit 1.5mL

Trypsin/EDTA-Losung (Firma Gibco) gesplittet.

8.7.5. Fluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie wurde von Dr. Bernhard Ellinger durchgefiihrt. Auf-
grund ihrer gut sichtbaren intrazelluldren Strukturen wurden BSC-1 Zellen verwendet.
Zur Visualisierung der Mitochondrien (Rotkanal) wurden die Zellen vor der Fixierung
mit 150 nm Mitotracker Red (Firma Invitrogen) tiber einen Zeitraum von 30 min inkubiert.
AnschlieSend wurden die Zellen zweimal mit PBS (50 mm Na,HPOy4, 150 mm NaCl,
pH?7.4) gewaschen und {iiber einen Zeitraum von 20min bei 4°C fixiert (100mm K-
Pipes, 10 mm EGTA, 1 mm MgCly, 0.1 Vol.-% Tween20, 3.7 Gew.-% Formaldehyd, pH 6.8).
Die Zellen wurden nachfolgend dreimal fiir jeweils 5 min mit TBS-T gewaschen (10 mm
Tris-HCl, 1 Vol.-% Tween20, pH 7.4) und mit 2 % BSA in TBS-T geblockt. Die Fluorescein-
markierten Thiostreptonsonden 74 bzw. 77 (Endkonzentration 10 m) wurden im Griin-
kanal observiert. Polyklonaler anti-20 S Proteasom Core Subunit Antikorper (Kaninchen,
Calbiochem), Endverdiinnung 1:500, und die Fluorescein-Thiostrepton-Sonden 74 bzw.
77 wurden in 2 Gew.-% BSA in TBS-T verdiinnt, auf die geblockten Zellen gebracht,
und fiir 1h in der Dunkelheit inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen dreimal fiir
jeweils 5min gewaschen (ITBS-T) und {iber einen Zeitraum von 1h in der Dunkelheit
mit dem sekundéren anti-Kaninchen Antikorper (Alexa555 markiert, Firma Invitrogen)
bei einer Endkonzentration von 1:500 inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit
TBS-T fiir jeweils 10 min gewaschen, und mit AquaPolyMoung (Firma Polysciences) auf
Mikroskopie-Objekttragern fixiert. Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie wurde auf ei-

nem Leica DM IBRE Mikroskop (Firma Leica Microsystems) durchgefiihrt.

8.7.6. Plasmodien Wachstumshemmung

Die Untersuchungen zur Wachstumshemmung des humanen Malariaerregers Plasmodi-

um falciparum wurden im Labor von PD Dr. Gabriele Pradel am Zentrum fiir Infektionsfor-
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schung der Universitdt Wiirzburg durchgefiihrt. Die untersuchten Verbindungen wurden
in Konzentrationen zwischen 1nm und 100 um getestet. Hierzu wurden synchronisierte
Ringstadien des P. falciparum Stammes 3D7 bei einer Parasitdmie von 1% auf 96-well-
Platten in Gegenwart der Test-Verbindungen (gelost in DMSO, Endkonzentration DMSO
war 0.5 vol-%) ausplattiert. Als Negativkontrolle diente die Inkubation der Parasiten bei
0.5 Vol-% DMSO. Die Parasiten wurden in Triplikaten tiber einen Zeitraum von 72h in

3671 und ihre Uberlebensrate anschlieSend mittels Malstat-Assay 228221

vitro inkubiert, [
quantifiziert. Dieser beruht auf der Aktivititsmessung des Plasmodien-spezifischen En-
zyms Lactat Dehydrogenase. Jede Verbindung wurde unabhéngig 3-5 mal untersucht,
und die entsprechenden ICs5p-Werte und Standardabweichungen wurden fiir jede Ver-

bindung berechnet.

8.7.7. Proteasom-Inhibierungs-Assay

Die enzymatische Proteaseaktivitit 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. 230l

Zur Bestimmung der
chymotrypsin-, caspase- und trypsin-dhnlichen Aktivitidten 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 durchgefiihrt, wobei das Reaktions-
volumen in jeder Kavitdat 50 uL betrug. Die Fluoreszenz wurde bei einer Wellenldnge
von 360 nm angeregt, und die Emission bei 460 nm detektiert. Die einzelnen Reaktionen
enthielten 1 ug/ml 20 S Proteasom (aus humanen Erythrocyten, Calbiochem), 50 pm fluoro-
genes Substrat, 0.001 Vol-% NP-40 (Detergenz) und 10 Vol-% DMSO in Messpuffer (20 mm
Tris-HCl, 1mm EDTA, pH7.5).

Das Proteasom wurde in Gegenwart von Detergenz und DMSO mit den Inhibitoren
(0.15nM—-20 pm) fiir 15 min bei 37 °C pré-inkubiert, und die Reaktion wurde durch Zu-
gabe des entsprechenden fluorogenen Substrats gestartet. Uber 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 ICsp-Werte wurden durch halb-logarithmische Auf-
tragung der normalisierten Umsatzrate gegen die Inhibitorkonzentration mittels Hill-Fit
bestimmt. Alle Messungen wurden mindestens in Triplikaten durchgefiihrt, wobei die

experimentellen Fehler durch Standardabweichung angegeben wurden.
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Abkurzungsverzeichnis

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

Aquiv. Aquivalent

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

6 Chemische Verschiebung

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0lundec-7-en
DC Diinnschichtchromatographie

deala Dehydroalanin

Dhb Dehydrobutyrin

DHB 2,5-Dihydroxybenzoesdure

DHFR Dihydrofolatreduktase

DHPS Dihydropteroatsynthase

DIPEA Diisopropylethylamin

DMAP Dimethylaminopyridin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid
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Abklrzungsverzeichnis

DOTA 1,4,7,10-Tetra-azacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsdure
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
DVB Divinylbenzol

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ee Enantiomeric excess

EGTA Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsdure
ESI Elektrospray-Ionisierung

FAS Fatty acid synthase

Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl

GABA y-Aminobuttersdaure

gCOSY Gradient-selected correlation spectroscopy

ges. gesattigt

GFP Griin-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

1.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 lonization

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-Aktivitat
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 Chinaldinsaure

red. reduziert

Ry Retentionsfaktor

RNAP RNA-Polymerase

R; Retentionszeit
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Abklrzungsverzeichnis

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-HCI + Tween

TFA Trifluoressigsdure

THF Tetrahydrofuran

TOF Time of flight

Tr Trityl-

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tzl Thiazol

U Umdrehungen

Dartiber hinaus verwendete Abkiirzungen sind IUPAC-bzw. SI-konform. Die Aminos&u-
ren wurden nach dem international tiblichen Ein- bzw. Dreibuchstaben-Code abgekiirzt
(IUPAC-IUB Comission of Biochemical Nomenclature, Pure Appl. Chem. 1982, 54, 1517
und 1525).
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